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INTRODUCTION GENERALE



L’infectiologie ophtalmologique regroupe de nombreuses pathologies
fréequemment rencontrées en pratique clinique. Ce domaine est tres vaste, |l
regroupe a la fois des pathologies banales telles que les conjonctivites et des
pathologies sévéres comme I'endophtalmie, mettant en jeu le pronostic fonctionnel et

anatomique de l'ceil.

Parmi ces pathologies, les abcés de cornée (AC) constituent un véritable
probléeme de santé publique, de par leur fréquence et leur gravité potentielle (Ancele
2009; Darugar et al. 2011). Le colt associé a cette pathologie en fait un enjeu
economique majeur: collyres fortifies onéreux, hospitalisations prolongées,
consultations de suivi multiples, récupération fonctionnelle limitée (Lim, Lim, and Ray
2013). Selon différents critéres cliniques et biologiques, un AC est considéré comme
non sévere ou sévere. La détermination du degré de sévérité a un retentissement
direct sur la prise en charge du patient. Les AC non sévéres autorisent une prise en
charge en ambulatoire, sans réalisation de prélévement microbiologique, avec mise
en place d’'un traitement par collyres antibiotiques (ATB) commerciaux probabilistes
(Dahlgren, Lingappan, and Wilhelmus 2008). A I'opposé, les AC sévéres imposent
une hospitalisation pour réalisation d’'un prélévement microbiologique par grattage
cornéen a la lampe a fente et mise en place urgente de collyres fortifies (CF)

probabilistes horaires.

Ces recommandations de prise en charge des AC établies depuis les années
2000 sont encore a ce jour appliquées et reprises par la Société Francgaise
d’Ophtalmologie (SFO) (Bourcier 2016) ; cependant des évolutions sont a noter, tant
sur le plan microbiologique qu’ophtalmologique : apparition de nouvelles résistances
des germes aux antibiotiques (Malet 2009), optimisation des techniques de

diagnostic en microbiologie (Lu and Liu 2016), généralisation du port de lentilles de



contact (Bourcier et al. 2003; Malet 2009). Ces évolutions pourraient entrainer une
modification dans la prise en charge des AC.

De plus, la nature du germe a I'origine de I’AC pourrait avoir un impact sur la sévérité
de ce dernier et par conséquent sur le traitement a mettre en place. En effet, la mise
en évidence du germe permet une réévaluation de la prise en charge du patient par
I'obtention d’un antibiogramme. Cependant, 'administration exclusivement locale des
antibiotiques et le nombre limité d’ATB disponibles en ophtalmologie rendent parfois
difficile l'interprétation de ces antibiogrammes, avec des discordances entre le

résultat des antibiogrammes et les ATB réellement disponibles en pratique clinique.
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1. La cornée et le film lacrymal

1.1. Généralités sur la cornée

Située a lavant de |‘ceil, a I'état physiologique la cornée est transparente,
avasculaire et richement innervée par des branches des nerfs ciliaires (Bourcier
2016). Elle est convexe et irrégulierement asphérique, a grand axe horizontal avec
un rayon de courbure de la face postérieure plus courbe que celui de la face
antérieure (6.5 mm contre 7.8 mm). Elle est dite prolate (plus bombée au centre qu’a

la périphérie) (Figure 1).

FIGURE 1. Présentation de la cornée (patiente de 30 ans, cornée saine ; Source : CHU de
Caen)

La face antérieure de la cornée est recouverte par le film lacrymal qui forme une
pellicule protectrice. Lors de I'occlusion palpébrale, elle est en contact avec la face
postérieure des paupiéres. La face postérieure de la cornée constitue la limite
externe de la chambre antérieure, en contact permanent avec ’humeur aqueuse qui
circule au sein de la chambre antérieure. La limite entre la périphérie cornéenne et la
sclére est constituée par le limbe (Figure 2).

Son épaisseur augmente du centre (520 microns) vers la périphérie (700 microns).
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FIGURE 2. Limites physiques de la cornée (source : https://www.gatinel.com).

Le systeme optique de I'ceil peut étre assimilé a un ensemble de quatre dioptres
sphériques centrés sur un méme axe de révolution (face antérieure et postérieure de
la cornée, face antérieure et postérieure du cristallin). La cornée représente le
premier dioptre du systéme optique et représente les deux tiers du pouvoir réfractif
de I'ceil. Elle a une puissance dioptrique moyenne de 43 dioptries, avec un dioptre

cornéen antérieur de 49 dioptries et un dioptre cornéen postérieur de -6 dioptries.

1.2. Histologie de la cornée
La cornée est constituée de cing couches (Figure 3). D’avant en arriére on

distingue :

L’épithélium cornéen

- La membrane de Bowman
- Le stroma cornéen

- La membrane de Descemet

- L’endothélium cornéen
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FIGURE 3. Schéma représentant les cinqg couches constituant la cornée (source :

www.mediris.com).

L’épithélium cornéen est pavimenteux et stratifié, il représente 10 % de I'épaisseur

totale de la cornée.

FIGURE 4. Photographie de
I’épithélium cornéen prise en
microscopie optique aprés coloration
hématoxiline, éosine, safran (source :
Allouch-Nahmias et al, 2011).

La membrane de Bowman est acellulaire et est formée de fibrilles et de collagéne,

elle sépare I'épithélium du stroma cornéen.

Le stroma représente a lui seul pres de 90 % de I'épaisseur cornéenne. Il est

constitué de lamelles de collagéne, de kératocytes (qui assurent la biosynthése du

collagéne et de mucopolysaccharides) et de substance fondamentale. Cette

substance est riche en mucopolysaccharides et en eau et a un réle dans la cohésion

des fibres de collagéne, permettant une bonne transparence cornéenne.



La membrane de Descemet composée de fibrilles de collagéne de petit diamétre,

représente la membrane basale de I'endothélium cornéen. Elle est amorphe,
élastique et trés résistante. Elle mesure environ dix microns et son épaisseur

augmente avec I'age.

L’endothélium cornéen ne comporte qu'une couche de cellules (environ 500 000)

plates, hexagonales qui sont directement en contact avec 'humeur aqueuse (Figure
5). Leur nombre diminue physiologiquement avec I'age, sans possibilité de création
de nouvelles cellules. L’endothélium joue un rdle indispensable de barriére en
modulant les échanges entre le stroma et I'hnumeur aqueuse afin d’assurer une

bonne transparence cornéenne (Allouch-Nahmias et al. 2011).

FIGURE 5. Photographie de
’endothélium cornéen prise par OCT.
L’endothélium est formé d'une
monocouche de cellules uniformes
hexagonales plates, régulieres d'ou
l'organisation en «nid d’abeilles »
caractéristique. (source : (Allouch-
Nahmias et al. 2011).

1.3. Le film lacrymal

Il constitue une interface entre I'ceil et I'environnement extérieur. |l a pour role
d’assurer une bonne hydratation cornéenne, une bonne qualité réfractive et une
barriere contre les agressions extérieures. Il est composé d’eau, d’enzymes, de
protéines, d'immunoglobulines, de lipides et de différents métabolites, répartis dans

trois couches successives (lipidique, aqueuse et mucineuse) (Figure 6). Sa



constitution dépend de plusieurs éléments que sont la sécrétion des larmes,
I'étalement correct de celles-ci a la surface oculaire et leur résorption par le canal

lacrymo-nasal ainsi que I'évaporation dans l'air.

L’épaisseur du film lacrymal a été évaluée entre 35 a 40 um, pour un volume total de
7 a9 pL (Bernard et al. 2008). La sécrétion basale du film lacrymal serait comprise
entre 0.7 a 2 pL/min (Mishima 1981; Baudouin and Labbé 2006). Son pH varie de

7.14 a 7.82 avec une pression osmotique de 305 milliosmoles/kg.

La couche aqueuse, faite a 98 % d’eau contient les principaux composants
organiques et protéiques (5 a 8 g/l). Elle joue un rble antimicrobien majeur grace a la
présence de lysozymes, de béta-lysines, de lactoferrines, d’anticorps et

d'immunoglobulines (A et G).

couche
aqueuse épithélium
couche couche
lipidique mucineuse
N
+

FIGURE 6. Schéma des différentes couches (lipidique, aqueuse et mucineuse) du film
lacrymal (source : Matériaux de contactologie, M. Dion, 2010, édition Collége Edouard-
Montpetit).



2. Les germes en ophtalmologie

Un AC est considéré, par argument de fréquence, d'origine bactérienne. En effet,
90 a 95 % des AC se révelent d'origine bactérienne aux prélévements
microbiologiques (Barria, Chabouty, and Moreno 2016). |l est donc essentiel de
connaitre les différentes bactéries en cause et leur mécanisme d’action afin

d’optimiser la prise en charge thérapeutique.

2.1. Généralités bactériologiques

Les bactéries sont classées en différentes familles, genres et espéces, selon des
critéres morphologiques et physiologiques.

Tout d’abord, on distingue deux grands ensembles de bactéries selon leur
mécanisme respiratoire. Il y a d’une part les bactéries aérobies et d’autre part les
bactéries anaérobies. Les bactéries anaérobies n'ont une croissance qu’en milieu
privé d’oxygene, contrairement aux aérobies qui ont besoin d’oxygeéne pour se
développer.

Ensuite, les bactéries se présentent sous différentes formes. On distingue les
bactéries de forme sphérique, les cocci, par opposition aux bactéries de forme
allongée (en batonnets), les bacilles.

De plus, les bactéries, cocci ou bacilles peuvent avoir une disposition spécifique.
Elles peuvent s’organiser en amas, en chainettes, en ramification ou encore en
paires.

Enfin, chaque bactérie, de forme ronde ou allongée, peut étre différenciée selon si
elle possede ou non une membrane externe en effectuant une coloration de Gram.

On parle de bactéries a Gram négatif et de bactéries a Gram positif.
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Ces différents paramétres (mécanisme respiratoire, forme, disposition et coloration),

permettent de renseigner sur la taxonomie des bactéries.

La coloration de Gram

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian
Gram. Cette technique a été mise au point en 1884.
Les bactéries présentent toutes une paroi constituée d’'un peptidoglycane (composé
de glycoprotéines) entourant la membrane cytoplasmique. Cette paroi est recouverte
par une membrane externe chez les bactéries a Gram négatif, tandis que les
bactéries Gram a positif en sont dépourvues. De plus, les bactéries a Gram positif
ont un peptidoglycane plus épais (imperméable a I'alcool), tandis que les bactéries a

Gram négatif ont une paroi fine (perméable a I'alcool) (Figure 7).

Gram+ Gram-
Chromosome

Paroi

Membrane
externe

Membrane

Membrane
Interne

FIGURE 7. Bactéries a Gram positif et 8 Gram négatif. Schéma différenciant une bactérie
a Gram positif (a gauche) d’'une bactérie a Gram négatif (a droite). (source : Université de
Genéve).

Plusieurs étapes permettent de réaliser la coloration de Gram (Figure 8).

Apres réalisation d’un frotti et fixation de celui-ci sur une lame avec de I'éthanol, on
procéde a une coloration au violet de gentiane (colorant basique), suivi d’un ringage
et d’'une nouvelle coloration au lugol (solution iodo-iodurée). Le violet de gentiane

permet de colorer toutes les bactéries, le lugol assure une stabilisation de la
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coloration violette. Il s’en suit une décoloration a 'alcool, qui a pour réle de pénétrer
dans la bactérie en présence d’'une membrane externe (bactérie a Gram négatif).
Ainsi, devant une disparition de la coloration violette, on peut confirmer la pénétration
de l'alcool dans la bactérie, attestant la présence d’'une membrane externe et donc
une bactérie a Gram négatif. En cas de bactérie a Gram positif, I'alcool ne pénétre
pas et la coloration violette persiste. Une derniére étape de contre coloration avec de

la fuchsine ou de la safranine permet de colorer les bactéries a Gram négatif en

rose.
Gram + Gram -
© Fixation  (——)
Violet de
SUURER
gentiane
iy . £
4 . ; Mordancage
SUDIIRITINN Jirisiad
A gy au lugol

1

A , .
| Q Decoloratlon@)
- S |
) -
‘o. )' 3 Recoloration
s a la fuchsine ou
@ &

Il a la safranine

13
’ .
- .. o
SO
3

[ . ]
" ) a 1 J
4 ¢ <IN N ‘
Examen direct : Examen direct :
Cocci a Gram + type staphylocoque (CHU Caen) Bacilles a Gram — type entérobactéries (CHU Caen)

FIGURE 8. Les différentes étapes de la coloration de Gram. La coloration de Gram
permet de distinguer les bactéries a Gram négatif (en rose, image de droite), des bactéries a
Gram positif (en violet, image de gauche). (source : http://www.antibiotique.eu/les-types-de-
bacteacuteries.html).
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2.1.1. Les cocci

Parmi les cocci, selon I'examen direct, on distingue quatre catégories :

Les cocci simples (monocoques),

- Les cocci réunis par deux ou diplocoques (pneumocoque, entérocoque,
Neisseria),

- Les cocci groupés en chainettes (streptocoques),

- Les cocci groupés en amas (staphylocoques)

En ophtalmologie, un large nombre de cocci peuvent étre mis en évidence (Tableau

1) (CMIT 2016).

Cocci a Gram + Cocci a Gram -
Streptococcaceae Micrococcaceae Enterobacteriaceae Neisseriaceae
Genre Espéce Genre Espéce Genre Espéce Genre Espéce
mitis coglgul'ase coag!,l!ase faecalis gonorrhoeae
négative positive E. Neisseria
S. pneumoniae epidermidis aureus faecium meningitidis
salivarius capitis
gallolyticus S. caprae
haemolyticus
lugdunensis
schleiferi

warneri

TABLEAU 1. Les bactéries cocci aérobies (2 Gram positif et a Gram négatif)
observées en ophtalmologie.

2.1.2. Les bacilles
Les bacilles sont également trés représentés, et plus particulierement les bacilles

a Gram négatif (Tableau 2) (CMIT 2016).
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Bacille a Gram + Bacille a Gram -

Enterobacteriaceae Autres bacilles
Genre Espeéce Genre Espéce
Corynebacterium Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Listeria Klebsiella pneumoniae Acinobacter
Bacillus Proteus mirabilis Bordetella

Raoultella ornithinolytica

Serratia marcescens
Salmonella

TABLEAU 2. Les bactéries bacilles aérobies (4 Gram positif et a Gram négatif)
observées en ophtalmologie.

Certains germes présentent une forme ovoide, d’ou la terminologie de coccobacilles

(Tableau 3) (CMIT 2016).

Coccobacilles

Genre Espéce
Brucella
Campylobacter
Haemophilus
lacunata
Moraxella nonliquefaciens
catarrhalis

TABLEAU 3. Les coccobacilles observés en ophtalmologie.

Parmi les bactéries anaérobies, celles a Gram positif sont plus fréquentes que celles

a Gram négatif en ophtalmologie (Tableau 4).

Anaérobies a Gram + Anaérobies a Gram -
Genre Espéce
Actinomyces Bacteroides
botulinum Fusobacterium
iffici Porphyromonas
Clostridium difficile
perfringens Prevotella
tetani
Propionibacterium acnes

TABLEAU 4. Les bactéries anaérobies (a Gram positif et 8 Gram négatif) observées en
ophtalmologie.
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D’autres familles de bactéries existent, parmi lesquelles il convient de citer les
bactéries atypiques :

- Bactéries intracellulaires : Chlamydia, Rickettsia, Bartonella, Coxiella,

- Mollicutes (sans paroi) : Mycoplasma,

- Spirochétes : Borrelia, Leptospira, Treponema,

- Les mycobacteries : Mycobacterium du complexe tuberculosis, mycobactéries

atypique (dont Mycobacterium avium).

2.2. La flore commensale bactérienne de I'ceil

La flore commensale correspond a un ensemble de bactéries et de
protozoaires qui vivent au niveau d’'un organisme, sans lui porter préjudice. Elle a un
réle de défense contre les agressions extérieures (effet barriére), en luttant contre la
colonisation par des germes pathogénes et en assurant un renouvellement des
cellules locales.
Il est donc essentiel de connaitre la flore habitante de I'ceil afin de faire la distinction
entre un germe naturellement présent au niveau conjonctival donc a priori non
pathogéne (dans des conditions physiologiques), et un germe pathogéne, issu d’'une
flore exogéne, responsable d’infections locales (conjonctivites, abces,

endophtalmies) qu’il convient de traiter.

La réalisation de culture issue d'un écouvillonnage conjonctival chez des
sujets sains est positive dans plus de 90 % des cas (Barria, Chabouty, and Moreno
2016), mettant en évidence la richesse de la flore commensale de I'ceil.

Les bactéries a Gram positif représentent 70 a 95 % de la flore commensale de I'ceil
(Grzybowski, Brona, and Kim 2017; Barria, Chabouty, and Moreno 2016), avec

essentiellement Staphylococcus epidermidis et Propionibacterium acnes (Zhang, He,
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Niu, Liu, et al. 2017). On observe ensuite, en proportion beaucoup plus faible
Staphylococcus aureus, Corynebacterium et les bacilles @ Gram négatif (Ohtani et al.

2017).

Dans certaines circonstances (pathologies générales ou locales), la flore
commensale de I'ceil peut étre perturbée et entraine une augmentation des bactéries
habitantes. C’est le cas lors d’'un dysfonctionnement meibomien, pathologie tres
fréquente chez les sujets agés (Zhang, He, Niu, Chan, et al. 2017), mais également
dans le cadre du glaucome. En effet, il a été constaté, chez les patients prenant un
traitement au long cours par Latanoprost (collyre hypotonisant analogue de
prostaglandines), une augmentation du nombre de Staphylococcus aureus résistants
a la meéticilline (SARM) (Ohtani et al. 2017). Dans la cadre de la pathologie
diabétique, les études tendent a mettre en évidence une augmentation des bacilles a
Gram négatif (Adam et al. 2015; Grzybowski, Brona, and Kim 2017). Chez les sujets
alcooliques, la proportion de Staphylococcus aureus était plus importante comparée
a celle chez les sujets sains, et des germes du genre Moraxella et Haemophilus
étaient présents en quantité plus importante (Gunduz et al. 2016).

A l'opposé, le seuil basal de la flore commensale de I'ceil peut étre volontairement
diminué dans un but pré-thérapeutique, c’est essentiellement le cas avant
intervention de la cataracte pour lutter contre le risque d’endophtalmie post-
opératoire. Ainsi, les massages meibomiens et I'administration de |évofloxacine en
collyre ont permis de diminuer la quantité de germes conjonctivaux (Zhang, He, Niu,

Liu, et al. 2017).
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3. Les antibiotiques

3.1. Les antibiotiques en ophtalmologie

En ophtalmologie, le nombre d’antibiotiques disponible est assez limité puisque
ceux administrés par voie générale (per os ou V) sont inadaptés (biodisponibilité au
niveau cornéen trop faible) (Robert and Denes 2012) ; ainsi, les antibiotiques locaux
en collyres, gels ou pommades constituent le traitement de référence de la plupart
des infections ophtalmologiques.
Deux types de collyres sont a différencier, il y a dune part les collyres

commerciaux (Tableau 5) et d’autre part les collyres fortifiés.

3.1.1. Les collyres antibiotiques commerciaux (Tableau 5)

La plupart des familles d’antibiotiques sont représentées en ophtalmologie.

- Les fluoroquinolones

Plusieurs générations de molécules appartenant a cette famille ont été découvertes
depuis les années 1960. Les molécules actuellement disponibles en France sous
formes de collyres appartiennent aux 2°™ et 3°™ génération. Il y a la norfloxacine, la
ciprofloxacine, I'ofloxacine et la moxifloxacine. En pratique clinique, la ciprofloxacine
et I'ofloxacine semblent étre nettement plus prescrites que la norfloxacine et la
moxifloxacine (CMIT 2016; Robert and Denes 2012).

Ces fluoroquinolones sont actives sur les staphylocoques (en dehors du SARM), les
streptocoques et les entérobactéries. A noter que la ciprofloxacine est la
fluoroquinolone la plus active sur Pseudomonas aeruginosa.

Leur mode d’action est bactéricide, « concentration-dépendant ». Elles agissent en
inhibant la synthése et le surenroulement de I'acide désoxyribonucléique (ADN) de

deux enzymes : la Topo-isomérase IV et TADN gyrase, qui sont impliquées dans la
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condensation et le déroulage de '’ADN. Elles ont une bonne biodisponibilité, méme
par voie topique, ce qui leur permet d’atteindre des concentrations bactéricides pour
la plupart des bactéries ciblées.

La principale source de résistance de ces antibiotiques est une mutation

chromosomique des génes gyrA et parC (Graham et al. 1990).

- Les aminosides

En ophtalmologie, a ce jour, seuls la néomycine et la tobramycine sont disponibles
sachant que la gentamicine a été retirée du marché en 2013 (https://www.vidal.fr).

Il est intéressant de noter que depuis 2010 et l'arrét de commercialisation de la
spécialitt Néomycine Diamant® (https://www.vidal.fr), la néomycine est toujours
commercialisée en association a un antibiotique polypeptide (la polymyxine B,
antibiotique concentration dépendant et actif sur les bacilles a Gram négatif, inactif
sur les bactéries a Gram positif, les cocci a Gram négatif et les germes anaérobies).
Les aminosides sont actifs contre les bactéries a Gram négatif (cocci et bacilles) et
les staphylocoques mais ne sont que peu actifs contre les streptocoques et le
pneumocoque (mauvaise pénétration de la paroi de la bactérie) (CMIT 2016; Robert
and Denes 2012).

Leur mode d’action est bactéricide, « concentration-dépendent ».

lls agissent en inhibant la synthése protéique en ciblant le ribosome (responsable de
la synthése des protéines a partir de I'acide ribonucléique messager (ARNm)).

Les aminosides administrés en collyre sont intéressants en cas d’atteinte de la
surface oculaire, mais peu utiles en cas d’infection intra oculaire dans la mesure ou
ils diffusent peu dans l'ceil (concentrations faibles de collyre retrouvées dans la

chambre antérieure).
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Plusieurs mécanismes de résistances ont été mis en évidence : modification de la
cible ribosomale, diminution du transport vers lintérieur de la bactérie (pompe a

efflux) et inactivation enzymatique.

- L’acide fusidique

Il est le seul représentant de cette famille d’antibiotique et est commercialisé sous
forme de gel. Il est efficace sur Staphylococcus aureus et epidermidis, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, cependant il n’est que trés peu actif sur les
streptocoques, les entérobactéries et les autres bacilles a Gram négatif (CMIT 2016;
Robert and Denes 2012).

L’acide fusidique est bactériostatique. Il agit en bloquant la synthése protéique au
moment de la translocation de 'ARN au sein du ribosome.

La biodisponibilité sous forme de gel est satisfaisante (concentration correcte
retrouvée dans I'humeur aqueuse aprés administration locale) (Thorn and Johansen
1997).

On retrouve deux types de résistance, la premiére par mutation du géne fusA et la

seconde par une pompe a efflux.

- Larifamycine

La rifamycine est active sur la plupart des bactéries a Gram positif, certains a Gram
négatif et sur quelques mycobactéries (CMIT 2016; Robert and Denes 2012).

Cest une molécule de bas poids moléculaire. Son mode daction est
bactériostatique. Elle agit en inhibant I'élongation de 'ARNm par un blocage de la
sous-unité béta de 'ARN polymérase ADN-dépendante.

La résistance est liée a la sélection du mutant porteur de la mutation du géne rpoB

qui code pour la sous-unité béta de 'ARN polymérase.
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- Les macrolides

Seul 'azythromycine est disponible en collyre commercial. |l est actif sur les cocci a
Gram positif et a Gram négatif, ainsi que sur les bacilles a Gram positif. A noter une
moindre efficacité sur les entérobactéries et les Pseudomonas (CMIT 2016; Robert
and Denes 2012).

Les macrolides sont des molécules de grand poids moléluclaire qui pénétrent peu
dans I'ceil, d’ou leur utilisation privilégiée dans les AC plutét que dans les infections
intra oculaires.

Leur mécanisme d’action est bactériostatique et repose sur 'inhibition de la synthése
protéique ribosomale bactérienne par une inhibition de la sous-unité 50S ribosomale.
Les résistances sont liées a une inactivation de la cible (via une méthylase) ou une

pompe a efflux.

- Les béta-lactamines

Les béta-lactamines sont une vaste famille d’antibiotiques. Elle regroupe les
pénicillines (A, G, M, V, carboxypénicillines, uréidopénicillines), les inhibiteurs de
béta lactamases, les carbapénémes, les céphalosporines (génération 1 a 5) et le
monobactame. Leur mode d’action est bactéricide, temps-dépendant. Elles agissent
essentiellement en inhibant la synthése du peptidoglycane. Les principales
résistances sont liées a une modification du site d’action (protéines de liaison des
pénicillines (PLP)), la production d’une béta lactamase ou encore des phénomenes

d’efflux ou d'imperméabilité de la membrane externe.

En ophtalmologie, les béta lactamines sont utilisées sous formes de collyres fortifiés.
On retient essentiellement la ticarcilline, active sur les cocci a Gram positif (hors

SARM) et certaines bactéries a Gram négatif (dont le P. aeruginosa) ainsi que le
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ceftazidime (céphalosporine de troisieme génération), active sur les cocci a Gram

positif et certaines bactéries a Gram négatif dont le P. aeruginosa.

- Les glycopeptides

Deux ATB constituent cette famille, la vancomycine et la teicoplanine. lls agissent en
inibant la synthése de la paroi bactérienne et sont bactéricides, temps-dépendants.
lIs sont actifs sur les cocci @ Gram positif (dont les SARM) et inactifs sur les bactéries

a Gram négatif. En ophtalmologie, la vancomycine est utilisée sous forme de CF.

- Les tétracyclines

Seule la chlortétracycline est disponible en France depuis le retrait de
I'oxytétracycline en 2008 (Robert and Denes 2012) ; cependant, du fait de son non
remboursement par la sécurité sociale, la chlortétracycline a tendance a disparaitre
dans les prescriptions des professionnels de santé.

Les tétracyclines agissent via la sous-unité 30S du ribosome permettant d’inhiber la
synthése protéique (activité bactériostatique). Elles sont actives sur les bactéries
cocci a Gram positif ainsi que sur les bactéries dites atypiques, sans paroi ou
intracellulaire.

Le développement de résistances (efflux, protection du ribosome) a des bactéries

banales explique leur utilisation actuellement restreinte.

- Le chloramphénicol

Du fait d’effets indésirables rares mais potentiellement Iétaux lors d’administration
par voie systémique (hématotoxicité grave, dyscrasie sanguine, anémie aplasique),
cet antibiotique n’est a ce jour plus prescrit en pratique clinique en France (Robert

and Denes 2012).
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Famille DCI Spécialité Conditionnement Disponibilité
Norfloxacine Chibroxiné Collyre Commercialisé
) Ofloxacine Quinofre€®, MonooxX®, Exocin& [Collyre Commercialisé
Fluoroquinolone . X . .
Ciprofloxacine Ciloxar? Collyre ou pommade Commercialisé
Moxifloxacine VigamoX Collyre Commercialisé

Tobramycine

TobreX, Tobrabac?

Collyre (Tobrex et Tobrabact) ou pommade (Tobrex)

Commercialisé

Aminoside Néomycine Néomycine Diamarft Collyre Retiré du marché en 2010
Gentamicine Gentalliné® Collyre Retiré du marché en 2013
Acide fusidique Fucithalmi® Gel Commercialisé
Rifamycine Rifamycine-Chibrét Collyre ou pommade Commercialisé
Macrolide Azithromycine Azyte’ Collyre Commercialisé
) . Oxytétracycline Posicyclin@ Collyre Retiré du marché en 2008
Tétracycline . . . o
Chlortétracycline Aureomycm@ Pommade Commercialisé
Chloramphénicol Chloramphénicol Cebenicd? Collyre Retiré du marché en 2007

Aminoside+Polypeptide

Néomycine+Polymyxine b

Atebemyxin&, Cebemyxin®

Collyre ou pommade

Commercialisé

10 antibiotiques (8 collyres, 4 pommades, 1 gel)

TABLEAU 5. Noms des spécialités des collyres commerciaux au 1er Novembre 2018.

3.1.2. Les collyres antibiotiques fortifiés

Les collyres fortifies (CF) ont été développés a la fin des années 70. lls sont

réservés a l'usage hospitalier et suivent une réglementation stricte. En effet, 'usage

de ces collyres s’effectue hors AMM, et ils nécessitent un environnement spécifique

comprenant notamment un sas de surpression sous flux laminaire et une tenue

stérile. Un CF est habituellement préparé a partir d’'un antibiotique commercial

(poudre, lyophilisat ou solution injectable) dilué dans du sérum physiologique. Avant

sa mise a disposition, des tests physicochimiques et de concentration sont effectués

puis il est congelé pendant une période de trois mois, afin de faciliter la délivrance en

urgence au clinicien (Chiquet and Romanet 2007).

Avantages et inconvénients

Les CF présentent deux avantages majeurs par rapport aux collyres commerciaux :

- La concentration de

biodisponibilité locale.

'antibiotique est

élevée, ce qui

améliore sa
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- Un grand nombre d’antibiotiques peuvent étre préparés sous forme de CF,

permettant d’agrandir 'arsenal thérapeutique du prescripteur.

Cependant, ils présentent également des inconvénients. D’'une part, leur utilisation
est rendue difficile du fait de la préparation hospitaliére indispensable et rigoureuse,
et de la péremption rapide (environ une semaine (Osborn et al. 1976)) ; ainsi, de
nombreux hépitaux périphériques n’ont pas a leur disposition ce type de préparation.
D’autre part, les CF présentent une toxicité locale importante : retard de cicatrisation
(Stern et al. 1983), nécrose conjonctivale (Davison, Tuft, and Dart 1991), réaction
allergique (Group. 1997), sténose canaliculaire (rare) (Weston and Loveless 2000),

etc.

Indication et utilisations
Les CF sont indiqués dans le traitement des kératites bactériennes sévéres ainsi
gu'en traitement adjuvant des endophtalmies aigués. Leur administration est
habituellement réalisée sous la forme d’une bi voire d’'une trithérapie, a large spectre,
avec des instillations répétées : administrations horaires les 48 premiéres heures, en
respectant un temps d’attente de cing minutes entre chaque antibiotique. (Bourcier
2016). En pratique clinique, un nombre restreint d’antibiotique est utilisé. On retrouve
le plus souvent : ceftazidime, ticarcilline, amikacine, gentamicine et vancomycine.
Les associations les plus répandues sont (McLeod et al. 1995; Ly et al. 2006) :
- Trithérapie :

- ticarcilline + gentamicine + vancomycine

- amikacine + ceftazidine + vancomycine
- Bithérapie :

- ticarcilline + tobramycine
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Ainsi, la palette d’antibiotiques en pratique quotidienne est limitée a moins d'une
quinzaine de collyres. Ce nombre restreint pose plusieurs problemes :

- Augmentation du risque de résistance par la prescription répétée a grande échelle
des mémes antibiotiques,

- Difficulté de prise en charge en cas de germes résistants ou atypiques.

Devant ces difficultés, la présence d’'un antibiogramme adapté et la connaissance
rigoureuse des différents germes ainsi que leur histoire naturelle parait donc
indispensable. En effet, en fonction du germe et de la gravité clinique, différents

schémas thérapeutiques peuvent étre suivis (Hanet, Jamart, and Chaves 2012).

4. Les abces de cornée

Les AC (ou kératite infectieuse), correspondent a la présence d'une collection
infectieuse (essentiellement bactérienne) au niveau de la cornée d’un sujet.
Les AC sont liés essentiellement a une contamination locale (flore conjonctivale,
palpébrale, cutanée, nasale, oropharyngée ou digestive) (Grzybowski, Brona, and
Kim 2017). lls peuvent également étre post traumatiques, et dans ce cas, ce sont
des bactéries exogénes qui sont a l'origine de la contamination. Nous avons
enuméré préecédemment les différentes familles de bactéries retrouvées en
ophtalmologie, cependant les études ont montré que 90 % des AC sont représentés
par seulement quatre groupes (Ohtani et al. 2017) : les staphylocoques, les
streptocoques, Pseudomonas et les entérobactéries.
Dans tous les cas, la présence d’'un épithélium cornéen altéré est une condition
préalable au développement d’'un AC (Bourcier 2016). Plusieurs facteurs en sont a
'origine : altération du clignement des paupiéres (paralysie faciale, ptosis),

malposition palpébrale (ectropion, entropion), dysfonctionnement meibomien ou
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syndrome sec a l'origine d’'un mauvais film lacrymal (Zhang, He, Niu, Liu, et al.
2017).

L’épithélium cornéen Iésé va permettre aux bactéries d’adhérer facilement a la
surface cornéenne pour ensuite pénétrer dans le stroma cornéen (effet de toxines et
enzymes protéolytiques). L'invasion bactérienne induit une réponse inflammatoire
avec sécrétion de nombreux facteurs (interleukine, TNF alpha...) responsables d’une
vasodilatation et perméabilisation des vaisseaux conjonctivaux et limbiques,
potentiellement délétére avec aggravation de l'ulcération, fonte stromale et nécrose
tissulaire (Malet 2009) (Figure 9).

Exceptionnellement, on peut retrouver un abcés sur une cornée saine (Bourcier
2016). Dans ce cas, il faut rechercher plus spécifiquement certains germes qui
possédent des protéases assurant une pénétration intracellulaire (Neisseria,

Corynebacterium dipteriae, Haemophilus influenzae, Shigella, Listeria).

perturbation de

/" sgrr:zz"r:ﬁz P I'épithélium
\ corneen \
/ . / ontamination bactérienne
N secrétions de larmes contamina ac
. aggravation de I'ulcération, (flore commensale ou
2 c_ytOkmes . fonte stromale et nécrose exogene)
pro inflammatoires \ tissulaire \

\ / \ /

réaction inflammatoire  adhérence a la surface cornéenne
délétere (interleukine, et atteinte du stroma

\ / TNFa) \ /

2 osmolarité lacrymale mauvais film lacrymal

FIGURE 9. Physiopathologie de la cornée en cas d’agression, conduisant a un AC.
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4.1. Evaluation diagnostique

Le diagnostic d’'un AC est clinique. Tout d’abord, le contexte permet d’orienter
'ophtalmologiste : patient porteur de lentille, notion de traumatisme vegétal ou
tellurique récent, baignade récente. Le patient se plaint généralement d’'une douleur
avec photophobie, larmoiement et sensation de baisse d’acuité visuelle rapide de
son ceil atteint. A 'examen ophtalmologique, on met en évidence un ceil rouge avec
un cercle périkératique. L’AC prend généralement I'aspect d’'une collection blanche
au niveau de la cornée, de profondeur variable, associée a une ulcération de
I'épithélium cornéen en regard. Des signes associés peuvent étre présents tels une
endothélite, un hypopion de chambre antérieure ou un desmetocéle.
Il convient ensuite de déterminer si 'AC est sévere ou non sévére (Figure 10), selon
des paramétres locaux et généraux. Les critéres locaux les plus utilisés renvoient a
la régle des « 1-2-3 » (Vital et al. 2007) avec un AC considéré comme sévére en cas
d’inflammation de chambre antérieure supérieure a une croix et/ou une localisation a
moins de 2 mm de 'axe optique et/ou une taille de I'abcés supérieure a 3 mm. Les
autres critéres locaux et généraux de seévérité sont indiqués dans le tableau 6. La
présence d’un seul de ces critéres permet de classer un AC comme sévere. Si aucun

de ces facteurs ne sont présents, 'AC est non sévere.
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Criteres locaux Criteres généraux

Tyndall > 1+ Monophtalmie

Diamétre > 2 mm Enfant

Situé a moins de 3 mm de I'axe optique Immunodépression

Sclérite associée Mauvaise observance du traitement

Endophtalmie associée
Perforation imminente ou avérée
Suspicion de Pseudomonas, Neisseria

Aggravation malgré un traitement antibiotique de 24h

Atteintes bilatérales
Greffe de cornée

Post opératoire de chirurgie réfractive

TABLEAU 6. Critéeres de gravité d'un AC (Source : T. Bourcier et al, rapport SFO Surface
oculaire kératites bactériennes 2015).

| Abcés de cornée |

! }

Non sévére

http://www.snof.org/encyclopedie/traumatismes-de-loeil T. Bourcier et al., rapport SFO Surface oculaire Kératites bactériennes 2015

FIGURE 10. Différences entre un AC non sévére (image de gauche) et un AC sévere
(image de droite).
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4.2. Stratégie thérapeutique

Actuellement, tout AC est traité par antibiothérapie, cependant on distingue deux
stratégies thérapeutiques différentes en fonction de la sévérité de 'AC (Figure 11):

- Traitement ambulatoire avec collyres commerciaux en cas d’AC non sévére

- Hospitalisation et collyres fortifiés en cas d’AC sévére

’ Abcés de cornée ‘

|
l l

Non sévére ‘ ’ Sévere
- Bon pronostic visuel - Risque important de séquelle
- Pas de prélevement microbiologique - Prélévements microbiologiques
- Ambulatoire - Hospitalisation
- Collyres commerciaux - Collyres fortifiés horaires

FIGURE 11. Prise en charge des AC selon la gravité clinique (Source : T. Bourcier et al,
rapport SFO Surface oculaire kératites bactériennes 2015).

Ces recommandations sont issues d’'un consensus de professionnels réalisé dans
les années 2000 et toujours suivis a ce jour (Bennett et al. 1998; Morlet et al. 1999;
Ai et al. 1999; Bourcier et al. 2003).

4.2.1. Traitement ambulatoire

Il N’y a a ce jour aucun consensus international concernant la prise en charge des
AC non séveres. Plusieurs stratégies thérapeutiques sont habituellement retrouvées
(Hanet, Jamart, and Chaves 2012; Bourcier 2016) :

- Monothérapie par fluoroquinolone

- Biou trithérapie antibiotiques
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Une surveillance rapprochée des patients est indispensable pour plusieurs raisons :

- Surveillance de la toxicité locale des antibiotiques.

- Surveillance de l'efficacité et de I'absence de résistance au traitement local

instauré.

En effet, depuis quelques années, plusieurs auteurs rapportent 'émergence de
résistance de certains germes aux antibiotiques (fluoroquinolones notamment)
(Graham et al. 1990). Cette résistance entraine un retard de prise en charge,
I'administration d’un traitement inefficace et toxique pour la cornée et donc un retard
de cicatrisation cornéenne. C’est pourquoi de plus en plus d’ophtalmologistes optent
d’emblée pour une bithérapie locale, méme en cas d’AC non sévere.
On comprend ici I'intérét d’une identification rapide du germe afin de réévaluer

précocémment I’antibiothérapie.

4.2.2. Hospitalisation

Les AC séveéres sont une indication a une hospitalisation pour mise en place de
collyres fortifiés en association (bi ou trithérapie) avec instillation initiale horaire (jour
et nuit). Trois antibiotiques locaux fortifiés sont utilisés a ce jour au CHU de Caen :

- Amikacine 2.5 % (aminoside)

- Ceftazidime 2.5 % (céphalosporine de troisieme génération (C3G))

- Vancomycine 5 % (glycopeptide)
Ces trois collyres présentent une toxicité locale cornéenne importante. De plus, ils
nécessitent d’étre conservés au réfrigérateur (4°C), et doivent étre renouvelés au

bout de quatre jours d’utilisation (Chiquet and Romanet 2007).

Dans les deux cas (ambulatoire comme hospitalier), des mesures adjuvantes sont

indispensables pour assurer une prise en charge efficace de 'AC :
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Mesures d’éviction afin d’éviter la transmission a d’autres personnes (chambre
seule, lavage des mains avec de la solution hydro alcoolique, arrét de
travail...).

Hygiéne locale renforcée avec lavages oculaires pluri quotidiens pour éviter
toutes dissémination du ou des germes.

Soins de paupiéres (lavages et massages) en cas de blépharite.

Ajout systématique d’agents mouillants pour diminuer la toxicité locale des
antibiotiques.

Contre-indication formelle au port de lentilles de contact (y compris sur I'ceil
adelphe).

Antalgiques oraux ou locaux (collyres cycloplégiques).

Prescription prudente de collyres corticoides a visée anti-inflammatoire, aprés

couverture antibiotique efficace et sous surveillance rapprochée.
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OBJECTIFS DE LA THESE
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a prise en charge des abcés de cornée dépend de la sévérité clinique de

I'infection.
Nous venons de souligner la grande diversité de germes qu’il existe au niveau
oculaire, a la fois issus de la flore commensale, mais aussi pathogénes stricts. En
cas d’AC, il convient de mettre en évidence le germe responsable afin d’adapter
précocement le traitement. Il a également été rappelé que les recommandations
actuellement suivies par la SFO sont issues d’études datant des années 2000.
Suite a ces constats, plusieurs questions se posent donc :

- Les indications actuelles de réalisation d’'un prélévement microbiologique lors

d’AC sont-elles toujours applicables ?

- Observe t-on de nouvelles résistances des germes responsables d’AC aux

antibiotiques ?

Les objectifs de ce travail de thése ont donc été :
» D’évaluer la microbiologie actuelle des AC (non séveéres et séveres)

» De rechercher s'’il existe de nouvelles résistances des germes responsables

d’AC aux principaux antibiotiques utilisés.
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Differential microbiology of severe vs. non-severe infectious
keratitis: a monocentric retrospective study of 92 consecutive
cases
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Abstract (302 words)

Background: infectious keratitis (1K) is an ophthalmologic emergency with a high risk of
sequelae. Microbiological diagnosis procedures in cases of severe iK could optimize the
treatment.

Purpose. To describe the current microbiology and outcome of infectious keratitis (iKs)
according to their clinical severity.

Methods. In our hospital, all patients consulting for infectious keratitis are subject to
bacteriological and mycological and eventually virological investigations. The microbiology
and medical files of all patients consulting for iK in 2016 was reviewed.

Results. 92 patients were identified, 54 with severe and 38 with non-severe iKs. Except for
baseline and post treatment visual acuity, patients’ characteristics were similar in both groups,
including 23% of contact lenses wearers. Bacterial cultures were positive in 55 % of cases. Low
pathogenic coagulase-negative Staphylococci (S. epidermidis in 75% of cases), predominated
in non-severe iKs (76% of bacterial isolates vs. 33% in severe iKs, p = 0.025). More pathogenic
bacteria and particularly Gram-negative rods were associated with severe iKs (25% vs. 0% in
non-severe iKs, p = 0.02, respectively). 3/6 P. aeruginosa isolates were cultured from contact
lenses wearers. All tested bacterial isolates were susceptible to at least one fortified eye drops
antibiotic used in our hospital (ceftazidime, amikacin and vancomycin). Fungi identified in 6
cases, including 4 cases of severe iKs, whom 3 were treated (amphotericin B eye drops and
systemic voriconazole). Nine viral infections (§ HSV1 and 1 VZV) were diagnosed. All HSV1
infections corresponded to severe iKs and were associated with positive bacterial results in 5
cases, which required a surgical act in 4 cases (2/7 all amniotic membrane grafts and 2/3 of all
enucleations).

Conclusion: This study demonstrates the differential and complex microbiology of severe vs.
non-severe iKs. HSV1 Kkeratitis were particularly severe, often associated with bacterial
infections and required a rescue surgical acts in 50% of cases.
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Introduction

Infectious keratitis (iKs) constitute a public health problem due to their frequency and potential
severity (Ancele 2009, Darugar et al., 2011). The cost associated with severe iKs makes it a
major economic issue: prolonged hospital stays, multiple follow-up consultations, limited
functional recovery (Lim, Lim, and Ray 2013).

The management of iKs is based on the clinical severity of iKs as well as ophthalmological and
general conditions (Bourcier 2016). In case of non-severe iK, a microbiological diagnosis is not
recommended and patients are treated at home with commercial antibiotic eye drops, usually a
fluoroquinolone and/or an aminoglycoside (Dahlgren, Lingappan, and Wilhelmus 2008).
Severe iKs require hospitalization for hourly wide spectrum probabilistic antibiotics treatments
with fortified eye drops (FED) (amikacin 2.5% + ceftazidime 2.5% + vancomycin 5%), after
microbiological sampling by corneal scraping with the aid of a slit lamp.

European recommendations for the management of iKs established in the 2000s (Morlet et al.
1999; Bennett et al. 1998; Bourcier et al. 2003) are still applied and endorsed by the French
Society of Ophthalmology (SFO) (Bourcier 2016). However, the microbiological context and
iKs risk factors changed since then: emergence of multidrug resistant bacteria (Malet 2009),
generalization of contact lenses adoption (Bourcier et al., 2003, Malet 2009) and optimization
of diagnostic techniques in microbiology (Lu and Liu 2016). These developments could lead to
a modified microbiology of iKs.

To solve this issue, we assessed the current microbial epidemiology of iKs according to their
clinical severity. The secondary objective was to update the antimicrobial resistance profile of
bacteria associated with bacterial keratitis, and to describe the outcome of iKs in our center.
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Material and method

Patients, data collection and classification of iKs. We retrospectively identified all patients
consulting for iKs between January and December 2016 in our center, by reviewing the medical
files of patients who consulted at the emergency room and were subject to diagnosis
microbiological procedures.

The following data were extracted from the microbiological and clinical files of patients:
diagnosis of infectious keratitis, defined as a suppurative corneal infiltrate and overlying
epithelial defect associated with presence of bacteria/virus or fungi on corneal scraping and/or
that was cured with antibiotic therapy, presence of clinical severity signs (see below), past
medical and ophthalmological history, management type (outpatient or hospital), contact lenses
use, initial and final visual acuity, treatment prescribed, results of microbiological analysis
including antimicrobial susceptibility tests.

Following the current classification iKs were classified into two groups by physicians, “severe”
and “non-severe” (Bourcier 2016). iKs were considered as severe when severity factors were
noticed at physical examination: anterior chamber reaction, stromal infiltrate of at least 2 mm,
distance of less than 3 mm to the optical axis (Vital et al., 2007), or according to patients’
conditions: monophthalmic patient, children, immunosuppression, poor commitment to
treatment (Bourcier 2016).

This study received the agreement of the CEREES (Expert Committee for Research, Studies
and Evaluations in the field of Health) on October 5th, 2017.

Bacteriological analysis. Sampling was performed after scraping the iK with a sterile scalpel
blade No. 15, by swabbing the back and periphery of the iK. Samples were sent to the laboratory
for direct examination and Gram staining. Bacterial cultures were performed on aerobic and
anaerobic atmospheres, on blood and chocolate agar plates and in enrichment broth (Schaedler).
Bacterial cultures were set in an incubator at 35 + 2 ° C, and analyzed at 24h, 48h, 72h for agar
plates and at 24h, 48h, 72h and eight days for the enrichment broth.

Bacterial identification was performed by MALDI-TOF mass spectrometry using the Brucker
system (Brucker Daltonik Inc, Bremen, Germany). Antimicrobial study testing was performed
using the disk diffusion method according to the guidelines of the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Bacterial isolates were classified as sensitive,
intermediate or resistant to antibiotics using EUCAST clinical breakpoints for systemic
infections. Some ATBs were not tested because of known natural resistance for the identified
germ(s).

Mycology and parasitology. Direct examination was performed from the No. 15 sterile scalpel
blade. Seeding was performed on Sabouraud agar tube and incubated for 48 hours at 35 +2 °C
and then stored at room temperature for one month. Culture analysis was performed daily for
48 hours and then every 72 hours. Yeasts were identified by MALDI-TOF mass spectrometry
and filamentous fungi by their macroscopic appearance and microscopic examination after
staining with blue myceblue®. In case of Acanthamoeba infection suspicion, the clinician asked
for specifically analysis, which consisted in culture and direct examination of trophozoites.

Virology. The diagnosis of herpes simplex virus (HSV) 1 and 2 and of varicella zoster virus
(VZV) infection was carried out by multiplex real-time PCR when requested by the clinician
according to the clinical context (interstitial keratitis, corneal anesthesia, history of ocular
herpes simplex infection, immunosuppression). Samples were sent to the Virology Laboratory
using specific transport media.
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Statistical analysis. Quantitative and qualitative - or categorical - data were respectively
expressed as mean + standard deviation (m + SD) and percentage (%). Quantitative data were
analyzed by a Student t test. Qualitative and categorical data were analyzed using the Chi-
square test. In case of non-normal distribution, a Student or Mann Whitney test was used. A
Chi-square test or a Fisher's exact test was performed if the validity conditions were not met.
All analyses were conducted bilaterally using the IBM®-SPSS® 22.0 software (Chicago,
USA). A p value lower than 5% was considered significant.
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Results

Patients. In 2016, 235 ophthalmological samples were sent to the microbiology laboratory
(Figure 1). 92 samples corresponded to patients consulting for iKs, including 38 non-severe
(41.3%) and 54 severe cases (58.7%). Bacteriological and mycological analysis were performed
on all samples, virological analysis in 28 cases.

Patients were predominantly males (sex ratio 1.5), with a mean age of 50 (Table 1). 22% of
them had a past medical history of ocular surface disease, 8.7% of past iK, and 23% were
contact lenses users. There was no significant statistical difference between the severe and non-
severe iKs patients’ groups according to general demography, past medical history and wearing
of contact lenses, except for initial visual acuity (logMAR) (0.54 + 046 vs. 0.13 + 0.46,
respectively p<0.001).

Microbiology of iKs. Overall, microbiological investigations were positive in 63% of cases,
68% in severe iKs and 53% in non-severe iKs (p = 0.13). Mixed positive results, mainly
bacterial and fungal or bacterial and viral pathogens, were found in 9.8% of cases.

Bacteriology of iKs. Altogether, bacterial cultures were positive in 55.4% of iKs (Table 2),
50% in non-severe iKs and 59% in severe iKs (p= 0.35).

The bacteriology of non-severe iKs consisted in a large majority of coagulase negative
staphylococci (76% of bacterial isolates), predominantly Staphylococcus epidermidis.
Staphylococcus aureus was identified in one case, and Gram-negative cocci (Moxarella spp) in
three cases (5 and 14% of isolates, respectively).

In severe iKs, coagulase negative staphylococci only represented 38% of bacterial isolates,
contrasting with a high proportion of more pathogenic bacteria (Sup Table 1, p = 0.002).
Moxarella spp were identified in two cases, S. aureus and Streptococcus pneumoniae both in 4
cases, and Staphylococcus lugdunensis, a highly virulent coagulase negative staphylococcus in
two cases. Corynebacterium macginleyi, a well-known agent of bacterial keratitis was isolated
once. A major characteristic of severe iKs was the frequency of Gram-negative rods (n =9 -
25% of bacterial isolates - vs. 0 in non-severe iKs, p = 0.02), including six Pseudomonas
aeruginosa and 3 enterobacteriaceae.

20 patients (23% of all patients) were contact lens users. In this subgroup of patients, bacterial
cultures were positive in 37.5% of non-severe iKs (n = 3/8) and in 50% of severe iKs (n = 6/12).
50% of Pseudomonas aeruginosa isolates (3/6) were recovered from these patients, all from
severe iKs (Table 2 and Sup Table 2).

Antimicrobial resistance. Antibiotic susceptibility tests results were not always available
probably because some isolates were considered as contaminants in the laboratory (Table 3 and
Sup table 3). In Gram positive bacteria, resistance to fusidic acid was the most frequently
reported (33%). In Gram negative bacteria, only 40% of isolates were susceptible to rifampicin
(intrinsic resistance) and 36% of bacterial isolates were resistant to ofloxacin (intrinsic
resistance in P. aeruginosa). No resistance to ciprofloxacin was reported. Finally, all tested
isolates were susceptible to fortified eye drops antibiotics.

Fungal and parasite detections. Mycological results were positive in 6 patients (6.5% of iKs)
(Table 2), corresponding to severe keratitis in 4 cases. 4 of these patients also had a positive
bacterial culture (2 S. epidermidis, 1 S. pneumoniae, 1 M. lacunata). Patients with severe
keratitis were all treated with amphotericin B 0.5% fortified eye drops and oral administration
of voriconazole. During the study period, no diagnosis procedure for Acanthamoeba infections
was prescribed.
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Viral infections. Virological diagnosis procedures were performed in 28 cases, 71% (20/28) in
patients with severe keratitis. 9 viral infections were diagnosed including 8 HSV1 infections
and 1 VZV infection (Table 2). The VZV keratitis was a non-severe iK, diagnosed in a patient
with a past medical history of ophthalmic zoster. HSV infections were all diagnosed in patients
with severe iKs, and were associated with positive bacterial cultures in 5/8 cases (2 S.
pneumoniae, 1 S. mitis, 1 P. mirabilis, 1 P. aeruginosa).

Among the 6 contact lenses users who were tested for viral infections, none had positive results.

Treatments and ophthalmological outcome of patients

Antibacterial treatments. 74% of non-severe iK patients were treated with tobramycin (3 g/L)
and ciprofloxacin (3g/L) commercial eye drops. Other non-severe iK patients received dual
therapy with azithromycin (15 g/L), ofloxacin (3g/L) and/or rifampicin (3g/L) eye drops. All
patients hospitalized for severe iK received a tri-therapy of fortified eye drops including
amikacin (25 g/L), ceftazidime (25 g/L) and vancomycin (50 g/L).

Antiviral treatments. All patients with HSV1 infection were treated with antiseptic eye drops
(picloxydine 0.5g/L) and oral administration of valaciclovir. The patient with the non-severe
VZV keratitis was successfully treated with antiseptic eye drops (picloxydine 0.5g/L),
ganciclovir gel (1.5g/L) and oral administration of valaciclovir.

Antifungal treatments. Antifungal therapy was given in four cases, only corresponding to severe
patients. It consisted in amphotericin B 0.5% fortified eye drops and oral administration of
voriconazole. In non-severe patients (one patient was a contact lenses user), the positive culture
result was not taken into account, and the patient improved under antibiotic eye drops.
Surgical acts. Severe iKs required amniotic membrane graft in 7 cases (13%) and enucleation
in 3 cases (5.6%). The microbiology of the three patients who required enucleation was
Streptococcus pneumoniae, Proteus mirabilis, and Streptococcus mitis. In two cases, these
bacteria superinfected a herpetic (HSV1) keratitis.

Ophthalomological outcome. 8,7% of patients were lost to follow-up before the end of the
treatment. Except for patients who required enucleation, all patients improved under treatments.
The final visual acuity was lower in patients with severe iKs (Table 1, p <0.001).
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Discussion

The antibiotic treatment of iKs is empirical and based on the clinical severity and epidemiology
of these infections. Characterizing the bacterial epidemiology of iKs is an uneasy task i) because
of a lack of sensitivity due to the small amount of material which is sent to the laboratory, and
i1) because of a potential lack of specificity of bacterial culture results (Austin, Lietman, and
Rose-nussbaumer 2018). Indeed, bacteria associated with severe iKs can be occasionally found
in the normal ocular surface or the surrounding skin and mucosal surfaces or in the direct
environment (Barria, Chabouty, and Moreno 2016; Grzybowski, Brona, and Kim 2017; Zhang
et al. 2017; Ohtani et al. 2017). A satisfactory outcome is usually obtained in non-severe iKs
treating patients at home with commercial antibiotic eye drops. Therefore, microbiological
investigations are not usually performed in case of non-severe iK, and their microbiology is not
well documented. Contrarily, in case of severe iK, current guidelines recommend scraping both
at the center of the abscess and over the periphery for therapeutic purposes and to increase the
sensitivity of microbiological analysis. The bacteriology of severe iKs is therefore better
characterized (Dethorey et al. 2011; Caliot et al. 2016; Rahman et al. 2013; Teweldemedhin et
al. 2017).

In this study, we took advantage of the systematic sampling of iKs in our center to describe
their current microbiology according to their clinical severity.

The global positivity rate of bacterial culture was 55.4%;, in the range of published reports (21
to 81%) (Abu Eleinen et al., 2012, Matri 2004, Ancele 2009, Darugar et al., 2011). The clinical
severity of iKs did not increase significantly the rate of positive bacterial cultures, although a
trend was observed. This low sensitivity may be due, as stated above, to the small amount of
material which is sent to the laboratory, or to first line of antibiotherapy prescribed by an
ophthalmologist outside of the hospital. This prior administration of ATBs may negatively
impact the specimen although studies are discordant on this topic (Dethorey et al., 2011; Malet
2009).

However, the microbiology of severe iKs strikingly differed from that of non-severe iKs,
although the two patients’ groups were similar in terms of demography, comorbidities, contact
lenses use and past medical history.

Coagulase-negative staphylococci are a major component of the normal surface eye microbiota
(Wen et al. 2017). They predominated in non-severe iKs, representing 76% of bacterial isolates.
True eye pathogens were only identified in 4 cases: 1 S. aureus and 3 Moraxella spp. isolates.

Conversely, coagulase-negative staphylococci only represented 39% of bacterial isolates in
severe iKs. Severe iKs were associated with a high prevalence of pathogenic bacteria including
both Gram-positive established pathogens: S. aureus, S. lugdunensis, Streptococcus
pneumoniae Corynebacterium macginleyi; and Gram-negative rods, P. aeruginosa being the
most represented, followed by enterobacteriaceae. In agreement with the described association
of Pseudomonas infections keratitis and contact lenses, 50% of P. aeruginosa isolates were
recovered in patients wearing contact lenses, although they only represented 23% of patients in
this study (Stapleton, Eye, 2012).

The bacterial epidemiology of severe iKs observed in this study is similar to that previously
reported in European countries (Caliot et al. 2016; Ferreira et al. 2016; Matri 2004; Dethorey
et al. 2011; Ancele 2009). In the study of Bourcier et al, the most frequently found germs were
S. epidermidis (12%), Pseudomonas aeruginosa (10.3%), S. aureus (6.9%) and Streptococcus
pneumoniae (6.9%) (Bourcier et al., 2003). In other continents, especially in Asia and Africa,
the proportion of Gram-negative rods is often higher, accounting for 40 to 60% of positive
cultures (Bamdad et al., 2015, Chidambaram et al., 2018, Rahman et al., 2013, Haas et al., 2005
and Teweldemedhin et al., 2017).
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The differential bacterial epidemiology we observed between non-severe and severe iKs
suggests that bacterial pathogens identified in severe iKs play a role in their pathophysiology
and should not be considered as eye surface contaminants. Contrarily, the association between
non-pathogenic coagulase negative staphylococci and non-severe iKs is challenging to
interpret.

Although performed on a limited number of bacterial isolates, our study provided an important
insight in the current antimicrobial susceptibility rate of bacteria associated with iKs. 36% of
Gram-positive bacteria were resistant to fusidic acid, an emerging resistance in coagulase
negative staphylococci (Castanheira et al. 2010). In Gram-negative bacteria, 26% of isolates
were resistant to ofloxacin, corresponding to P. aeruginosa isolates which are naturally resistant
and only diagnosed in patients with severe iK. Contrarily, all tested bacteria were susceptible
to fortified eye drops antibiotics (ceftazidime, amikacin and vancomycin). This low level of
resistance may be due to the fact that iKs are usually community acquired infections.
Interestingly, HSV1 infections were frequently associated with typical bacterial eye pathogens
(2 S. pneumoniae, 1 S. mitis, 1 P. mirabilis, 1 P. aeruginosa) and frequently required surgical
acts. It has been reported that delay in the diagnosis of iK can aggravate corneal lesions and
compromise the final efficacy of the treatment (Ai et al. 1999). In that view, the clinical severity
of HSV1 keratitis may be secondary to a delayed diagnosis due to post-herpetic corneal
anesthesia, complicated by bacterial infections.

Fungal keratitis is difficult to diagnose, and the diagnosis is often delayed because of a lack of
suspicion and of laboratory issues, particularly the time of growth of yeasts and fungi (Ross,
Editor, and Roy 2018). In this study, four fungal infections were associated with severe iKs and
were treated with antifungal treatments. However, two fungal positive cultures were associated
with non-severe iKs and were successfully treated with antibiotic eye drops.

Due to its retrospective design, this study suffers from biases and short-comings. However, the
medical and ophthalmological past as well as the presence or not of gravity factors and the
treatment undertaken were systematically reported in the medical files of our patients.

To conclude, this study illustrates the difficulty to obtain a precise diagnosis of iK and
highlights the differential and complex microbiology of severe iKs. The extremely variable
bacterial epidemiology of bacterial keratitis supports the use of a wide spectrum antimicrobial
coverage including both Gram-positive and Gram-negative bacteria.
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Figure 1. Flowchart

235 Microbiological samples in 2016

92 bacterial keratitis
included

38 non-severe

54 severe

143 excluded :

Endophtalmitis (n=11)
Dacryocystitis (n=11)
Optical neuropathy (n=32)
Conjunctivitis (n=6)
Cellulitis (n=1)
Ulceration (n=1)
Anisocoria (n=1)
Uveitis (n=32)
Scleritis (n=4)
Stye (n=4)
Other (n=39)
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Table 1. Patients characteristics.

Infectious keratitis patients’ groups

Non-severe iKs Severe iKs All p
(n=38) (n=154) (n=92)
Sex ratio (male/female) 14 1.6 1.5 0.77
Age (mean + SD) 490+185 534 +215 51.6 0.31
Age < 30 years old (%) 21.0 11.0 20.6 0.19
Affected eye side
Right (%) 50 44 .4 46.7 0.60
Left (%) 50 55.6 533
Ophthalmologic history
Ocular surface diseases (%) 21.0 22.2 21.7 0.89
Infectious keratitis (%) 79 9.3 8.7 1.00
Palpebral surgery (%) 7.9 93 8.7 1.00
Contact lenses (%) 21.0 22.2 22.8 0.89
Comorbidities
Diabetes (%) 53 5.6 54 1.00
Arterial hypertension (%) 18.4 7.4 119 0.11
Immunosuppression (%) 2.6 3.7 32 1.00
Atopy (%) 2.6 3.7 32 1.00
Autoimmune diseases (%) 53 3.7 43 1.00
Visual acuity
Initial (logMAR)" 0.13+046 0.54 +£0.46 na <0.001
Post treatment (logMAR)' 0.06+£0.6 032+£0.36 na <0.001
Treatments
Commercial atb eye drops (%) 100 0 na na
Fortified atb eye drops (%) 0 54 na na
Amniotic membrane graft 0 13.0 7.6 na
Enucleation (%) 0 5.6 33 na

na: not applicable

iKs: Infectious keratitis

atb: antibiotics

! mean =+ standard deviation
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Table 2. Microbiology of infectious keratitis

Genus or Group Species Infectious keratitis p
Non-severe Severe
(n=38) (n=54)

Positive cultures (n, % of iKs) 19 (50) 34 (63) 0.35
N° of bacterial isolates 21 36
Gram-positive cocci (n, % of iKs)' 18 (47) 24 (44) 0.35
Staphylococcus S. aureus 1(3) 4 (7)

S. epidermidis 12 (32) 7 (13)

S. lugdunensis 0 (0) 24

S. warneri 13) 24

S. caprae 1(3) 0 (0)

S. capitis 13) 12)

S. schleiferi 1(3) 0 (0)

S. haemolyticus 0 (0) 1(2)

Staphylococcus spp 0 (0) 1)
Streptococcus S. pneumoniae 0 (0) 4 (7)

S. mitis 13 2(4)
Gram-positive rods (n, % of iKs) 0O 1(2) nd
Corynebacterium C. macginleyi 0 (0) 1(2)
Gram-negative cocci (n, % of iKs) 3(8) 24 nd
Moraxella M. nonliquefaciens 1(3) 1(2)

M. lacunata 13) 12)

M. catarrhalis 1(3) 0 (0)
Gram-negative rods (n, % of iKs) 0O 9347 0.02
Pseudomonas P. aeruginosa 0 (0) 6(11)
Enterobacteriaceae S. marcescens 0 (0) 1(2)

R. ornithinolytica 0 (0) 1(2)

P. mirabilis 0 (0) 1)
Fungi (n, % of iKs) 2 (5) 4 (7) nd

Acremonium spp 0 (0) 1(2)

Mycelial filaments * 0 (0) 12

Aspergillus fumigatus 0 (0) 2(4)

Candida albicans 1(3) 0 (0)

Candida guilliermondii * 1(3) 0 (0)

Candida parapsilosis * 1(3) 0 (0)

Fusarium spp * 1(3) 0 (0)
Virus (n, % of iKs)* 1(3) 8 (15) nd

HSV1 0 (0) 8 (15)

HSV2 0 (0) 0 (0)

VZV 1(3) 0(0)

! due to co-infection, the total number of bacteria identified is greater than 92.

?negative culture
3 polymicrobial infection, contact lenses user
428 patients were tested for HSV or VZV infections

nd: statistical analysis was bot performed due to the low number of patients.

iKs: Infectious keratitis
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Table 3. Antimicrobial susceptibility rates of infectious keratitis bacterial isolates according
to Gram staining

Gram + bacteria Gram — bacteria
(n=43) (n=14)
Eye drops antibiotics tested % tested % S' % tested % S'
Commercial eye drops
Tobramycin 49% 81% 57% 91%
Rifampicin 58% 92% 71% 40%
Ofloxacin 56% 83% 79% 64%
Ciprofloxacin nt 36% 100%
Fusidic acid 56% 67% nt nt
Fortified eye drops
Amikacin nt nt 64% 100%
Ceftazidime nt nt 64% 100%
Vancomycin 49% 100% nt nt

' % of susceptible isolates according to EUCAST breakpoints
nt: not tested (not in the panel of routinely tested antibiotics in the laboratory or intrinsic resistance)
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Supplementary table 1. Bacterial pathogenicity' and clinical severity of iKs.

Genus or Group Species Bacterial keratitis' P
Non-severe Severe

Low pathogenic CoNS 2, n (% of isolates) 16 (76%) 12 (33%) 0.002

S. epidermidis 12 7

S. warneri 1 2

S. caprae 1 0

S. capitis 1 1

S. schleiferi 1 0

S. haemolyticus 0 1

Staphylococcus spp 0 1
Pathogenic species, n (% of isolates) 5 (24%) 24 (67%)
Staphylococcus S. aureus 1 4

S. lugdunensis 0 2
Streptococcus S. pneumoniae 0 4
Streptococcus S. mitis 1 2
Corynebacterium C. macginleyi 0 1
Moraxella M. nonliquefaciens 1 1

M. lacunata 1 1

M. catarrhalis 1 0
Pseudomonas P.aeruginosa 0 6
Enterobacteriaceae S. marcescens 0 1

R. ornithinolytica 0 1

P. mirabilis 0 1
Total number of isolates 21 (100%) 36 (100%)

"number of isolates

>CoNS: coagulase negative staphylococci
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Supplementary table 2. Microbiological results in contact-lenses wearers

Genus or Group Species

Severity of infectious Kkeratitis

Non-severe Severe
n=7) (n=12)
Positive bacterial cultures (n, % of CL-iKs) 3(43) 6 (46)
Gram-positive cocci (n, % of CL-iKs) 3(43) 2 (15)
Staphylococcus S. epidermidis 2(29) 1(8)
S. warneri 1(14) 0 (0)
S. haemolyticus 0 (0) 1(8)
Gram-positive rods (n, % of CL-iKs) 0 (0 1(8)
Corynebacterium C. macginleyi 0 (0) 1(8)
Gram-negative rods (n, % of CL- iKs) 0(0) 3(23)
Pseudomonas P. aeruginosa 0 (0) 3(23)
Fungi (n, % of CL- iKs) 1(14) 0 (0)
Candida guilliermondii ' 1(14) 0 (0)
Candida parapsilosis ' 1(14) 0 (0)
Fusarium spp ' 1(14) 0 (0)
Viral infections none none

CL-iKs: contact-lenses associated infectious keratitis

! this patient was not given antifungal therapy and had a good outcome with commercial antibiotic eye

drops.
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Supplementary table 3. Antimicrobial susceptibility rates of main bacterial species associated
with infectious keratitis using EUCAST breakpoints

Gram TM RIF OFL CIP FUS VA CAZ AK
S. epidermidis (n =19) + 9%  95% 95% nt 63% 100% nt nt
S. aureus (n=5) + 100% 100% 100% nt 100% 100% 100% nt
S. lugdunensis (n=2) + 100% 100% 100% nt 100% 100% nt nt
S. pneumoniae (n=4) + 100% 100% 25% 100% 100% 100% 100% 100%
C. macginleyi (n=1) + 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
P. aeruginosa (n=6) - 83% 16%' 33% 100% nt nt 100% 100%
Enterobacteriaceae (n=3) - 100% 67%' 100% 100% nt nt 100% 100%
Moraxella spp (n=5) - 100% 100% 100% 100% nt nt 100% 100%

nt: not tested (intrinsic resistance or not in the routine panel of tested antibiotics)

!intrinsic resistance

TM: tobramycin; RIF: rifampicin; OFL: ofloxacin; CIP: ciprofloxacin; FUS: fusidic acid: VA: vancomycin

Antibiotics in bold type: fortified eye drops.
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‘étude précédente a permis de conforter les recommandations de réalisation
Ld’un prélevement microbiologique. Ainsi, seuls les AC sévéres nécessitent
d’étre prélevés.

En cas de positivité de la culture bactériologique, une réévaluation de
I'antibiothérapie peut étre effectuée afin d’optimiser la prise en charge du patient.
Cependant, il existe une discordance entre les antibiogrammes rendus par les
biologistes et les antibiotiques disponibles sous forme de collyre. De plus, les critéres
de sensibilité S/I/R (sensibles/intermédiaires/résistants) se basent sur une
concentration plasmatique de I'antibiotique. La concentration cornéenne des collyres
antibiotiques est différente, avec des concentrations initiales plus élevées d’ATB,
mais probablement une dilution plus rapide via la sécrétion lacrymale permanente.
Les questions suivantes se posent donc :

- Peux-t-on optimiser la prise en charge des patients atteints d’abcés de

cornée ?

- Avec quels moyens ?

Les objectifs secondaires de ce travail de thése ont consisté a:
» Rechercher si une approche pharmacocinétique de l'efficacité des collyres

ATB peut aboutir a une optimisation de la prise en charge des AC.

» Mettre en place un antibiogramme ciblé aux AC.

34
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Résumé

Introduction. Les abces de cornée (AC) séveres constituent une urgence
ophtalmologique. lls imposent la réalisation de prélevements microbiologiques et
'administration prolongée de collyres antibiotiques fortifiés (CF) horaires. La
détection de I'agent infectieux permet de réévaluer la prise en charge thérapeutique
et de diminuer la toxicité cornéenne d’'une administration empirique de collyres
antibiotiques (C-ATB). Ceci étant, cette réévaluation est difficilement applicable en
pratique clinique avec des résultats d’antibiogrammes rendus dont l'interprétation

repose sur des administrations systémiques et non topiques.

Objet de I’'étude. Evaluer la pharmacocinétique cornéenne des C-ATB a l'aide d’'une

approche mathématique et la comparer aux CMlgy des germes responsables d’AC.

Matériel et méthodes. A partir des paramétres physiologiques de la dynamique
palpébrale et du renouvellement lacrymal (20% par min), la concentration d’ATB
présente a la surface cornéenne au cours du temps (C(t)) a été estimée a partir de la

concentration initiale (Ci).

Les C-ATB les plus utilisés ont été testés : amikacine (AKN), tobramycine (TOB),
azithromycine (AZT), rifampicine (RIF), ciprofloxacine (CIP), ceftazidime (CAZ), et
vancomycine (VAN). Ces concentrations ont été comparées aux CMlg (EUCAST
2018) des principaux germes impliqués dans les AC (S. aureus, S. epidermidis, S.

pneumoniae, H. influenzae, P. aeruginosa, M. catarrhalis).

Résultats. Les Ci des C-ATB étaient trés supérieures aux CMlIgg, allant de 2.25 g/L
(TOB, CIP, OFL) a 37.50 g/L (VAN). Les C(t) étaient strictement supérieures aux
CMlgy des germes impliqués pendant une durée allant de 28 min (couple H.

influenzae/TOB) jusqu’a 55 min (couple S. epidermidis/RIF), avec une moyenne de



43 min. Dans tous les cas, la concentration d’ATB a 60 min était inférieure aux CMlgg

des germes étudiés.

Conclusion. Pour tous les couples germe/C-ATB étudiés, 'approche mathématique
utilisée démontre une clairance trés rapide des ATB a la surface cornéenne,
confortant leur administration horaire dans la prise en charge de I'AC. La réalisation
de CMI ciblées du ou des germes impliqués avec un calcul du temps d’action

efficace permettrait de répondre sur la pertinence des CF utilisés.

Mots-clés

Abces de cornée ; kératite bactérienne ; antibiogramme ; concentrations minimales

inhibitrices (CMlg) ; collyres fortifiés.



Introduction

Les abcés de cornée (AC) sévéres constituent un véritable probléme de santé
publique, de par leurs fréquences et leurs gravités (Ancele 2009; Darugar et al.
2011). Le colt associé a cette pathologie en fait un enjeu économique majeur :
collyres fortifiés onéreux, hospitalisations prolongées, consultations multiples suivi
d’'une récupération fonctionnelle limitée dans la grande majorité des cas (Lim, Lim,
and Ray 2013). Leur prise en charge releve d’'une hospitalisation urgente pour
réalisation de prélevements a visée microbiologique et mise en place de collyres
antibiotiques fortifiés (CF) horaires (Bourcier 2016; Malet 2009). Les CF ont
'avantage d’étendre I'arsenal thérapeutique en proposant au clinicien des collyres
ATB non disponibles dans le commerce, avec des concentrations trés élevées de
principe actif. Une association (bi ou tri-thérapie) de ces CF permet de couvrir la trés
grande majorité des germes impliqués dans les AC (bactéries a Gram positif et
négatif). Cependant ils nécessitent une préparation hospitaliere rigoureuse et
présentent une toxicité cornéenne importante. Le protocole standard du CHU de
Caen consiste en une administration empirique probabiliste horaire d’'une trithérapie
de CF (amikacine (AKN), ceftazidime (CAZ) et vancomycine (VAN)) pendant 48
heures, suivie d’'une décroissance selon I'évolution clinique du patient, puis un relais
par des collyres ATB (C-ATB) commerciaux (Figure 1). La mise en évidence de
I'agent infectieux responsable permet une réévaluation précoce de la prise en charge
thérapeutique afin d’éviter une administration inadaptée de C-ATB, responsable
d’une toxicité cornéenne (ulcération, perforation, retard de cicatrisation) (Chiquet and

Romanet 2007).

Les antibiogrammes rendus a visée systémique ne sont pas adaptés aux AC du fait

du traitement exclusivement local de ces derniers. En effet, l'interprétation de la



sensibilité ou de la résistance définie par les sociétés savantes de bactériologie
(Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise, (CASFM) et « European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing » (EUCAST)) est basée sur la
concentration plasmatique de '’ATB et non sur la concentration cornéenne. On parle
de concentrations minimales inhibitrices (CMlgy) pour évaluer l'efficacité d’'un ATB
vis-a-vis d’'un germe. La CMlyy est définie comme la plus faible concentration d’ATB
(en mg/L) inhibant en 18 a 24 heures toute croissance visible d’une souche
bactérienne donnée (CMIT 2016).

De plus, le nombre d’ATB disponibles en ophtalmologie est assez limité du
fait de la galénique topique (Robert and Denes 2012) (Tableau 1). La plupart des
résultats d’antibiogramme rendus ne sont pas adaptés au modéle de 'AC avec des
« breakpoints » sous évalués par rapport a la dynamique palpébrale. La
conséquence de ces interprétations a titre systémique peut étre un arrét d’un
traitement topique efficace. Par ailleurs, une majorité des ATB testés ne sont pas

utilisés en pratique courante.

Peu d’études se sont intéressées a la notion de pharmacocinétique cornéenne
des antibiotiques, considérant de maniére empirique que les concentrations locales
administrées étaient tellement élevées qu’elles étaient supérieures aux CMIgy des
germes concernés (Barry, Cordov, and Gardner 2013). Les paramétres de la
dynamique palpébrale ont par contre déja été étudiés. Ainsi, le volume moyen du film
lacrymal est compris entre 7 et 9 uL, réparti entre le canthus interne, le canthus
externe et la riviere lacrymale (Bernard et al. 2008). Le volume d'une goutte de
collyre a été mesuré et correspond a une valeur moyenne de 50 pL (Shell 1982).
Apres administration d’'une goutte au niveau oculaire, une élimination immédiate de

20 L de collyre en dehors du cul de sac lacrymal via le clignement palpébral réflexe



a été estimée, associée a une premiere dilution des 30 pL restants avec le film
lacrymal déja présent (Shell 1982; Mishima 1981). La pompe lacrymale va ensuite
rapidement éliminer I'excédent de liquide dans les conduits lacrymaux, afin de
restaurer un volume physiologique a la surface cornéenne de 7 a 9 uL (Creuzot-
Garcher 2006; Shell 1982). Cette élimination continue est compensée par la
sécrétion de larmes par la glande lacrymale, évaluée entre 0.7 et 2 puL par minute
(Mishima 1981; Baudouin and Labbé 2006). Cette dynamique palpébrale a pour
conséquence une dilution continue de la concentration d’ATB restante au cours du

temps.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la pharmacocinétique cornéenne a I'aide d’'une
approche mathématique des ATB et de la comparer aux CMIlgy des principaux
germes responsables d’AC en prenant comme modéle la dynamique palpébrale avec

une incertitude de mesure maximale.
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Figure 1. Arbre décisionnel utilisé pour la prise en charge thérapeutique d'un AC selon sa
sévérité clinique. Un AC non sévére autorise une prise en charge ambulatoire, sans
réalisation de prélevement microbiologique et avec mise en place de collyres commerciaux.
Un AC sévere impose une hospitalisation pour prélevement microbiologique et mise en place
de CF horaires. Selon I'évolution clinique, une poursuite des CF ou une décroissance par
des collyres commerciaux est possible.

Matériel et méthodes

Approche mathématique du modéle cornéen

Afin d’évaluer la pharmacocinétique des ATB, il a été nécessaire de prendre
en compte I'évolution de leur concentration C(t) au cours du temps au niveau de la
surface cornéenne. Pour permettre cette évaluation, ont été obtenues a partir des
données de la littérature les valeurs moyennes concernant le volume d’'une goutte de
collyre ATB et celui du film lacrymal ainsi que la dilution continue du collyre dans les
larmes sécrétées par la glande lacrymale. Nous avons pris les valeurs avec
I'incertitude de mesure la plus élevée afin de réaliser notre modele dans les
conditions les plus défavorables, ainsi qu’une dilution initiale (Ci) du C-ATB de 3/4

(30 pl de CF + 10 pl de volume physiologique cornéen).



A partir de ces données, une approche mathématique a été proposée permettant
d’obtenir les concentrations cornéennes d’ATB au cours du temps. Une analyse
complémentaire a été réalisée concernant les CF, dans la mesure ou les
recommandations officielles conseillent une administration successive de trois CF, a

cing minutes d’intervalle, générant ainsi une dilution supplémentaire des CF.

Comparaison de la concentration d’ATB au cours du temps par rapport aux CMlgg

des principaux germes responsables d’AC.

Les principaux germes responsables d’AC ainsi que les ATB utilisés ont été recueillis
a partir des résultats de I'étude « Differential microbiology of severe vs. non-severe
infectious keratitis: a monocentric retrospective study of 92 consecutive cases »
(Bouche et al. 2018) (Tableaux 1 et 2), complétés par les autres données de la
littérature (Malet 2009; Bourcier 2016).

La concentration au cours du temps obtenue pour chacun des couples a été
comparée aux CMlgy systémiques du méme couple a partir du référentiel de
TEUCAST 2018. En paralléle, nous avons recueilli les CMI maximales (CMI max)
pour chaque couple afin d’évaluer l'activité éventuelle des ATB en présence de
germes exprimant une résistance haut niveau.

L’étude des différentes cinétiques d’ATB a été réalisée & I'aide du logiciel Microsoft®

Excel pour Mac version 15.33.



Tableau 1. Liste des collyres ATB disponible sous forme commerciale et fortifié¢e (CHU de

Caen) en septembre 2018.

Pour chaque collyre, la famille de 'ATB, la DCI (Dénomination Commune Internationale), le
mécanisme d’action et la concentration initiale ont été précisés.

Famille DCI

Mécanisme d’action

Concentration collyre (mg/L)

Collyres commerciaux

Fluoroquinolone Ofloxacine Bactéricide, concentration-dépendant 3000
Ciprofloxacine Bactéricide, concentration-dépendant 3000
Norfloxacine Bactéricide, concentration-dépendant 3000
Moxifloxacine Bactéricide, concentration-dépendant 5000
Aminoside Tobramycine Bactéricide, concentration-dépendant 3000
Acide fusidique Acide fusidique Bactériostatique 10000
Rifamycine Rifamycine Bactériostatique 3000
Macrolide Azithromycine Bactériostatique 15000
Tétracycline Chlortétracycline Bactériostatique 10000
Collyres fortifiés
Aminoside Amikacine CF Bactéricide, temps-dépendant 25000
Céphalosporine 3ieme génération Ceftazidime CF Bactéricide, temps-dépendant 25000
Glycopeptides Vancomycine CF Bactéricide, temps-dépendant 50000

DCI : Dénomination commune internationale, CF : Collyres fortifiés

Tableau 2. Prévalence des différents germes retrouvés dans les AC de I'étude « Differential

microbiology of severe vs. non-severe infectious keratitis: a monocentric retrospective study

of 92 consecutive cases », (Bouche et al. 2018) au CHU de Caen en 2016.

Les principaux germes observés étaient le S. epidermidis, le S. aureus, le S. pneumoniae et

le P. aeruginosa.

AC sévéres
Nature Famille Germes n (%)
Staphylococcus coagulase + S. aureus 4 (6.9)
Staphylococcus coagulase - S. epidermidis 7(12)
Cocci a Gram positif Staphylococcus spp 7(12)
Streptococcus Streptococcus pneumoniae 4 (6.9)
Streptococcus mitis 2(3.4)
Bacille a8 Gram positif Corynebacterium macginleyi 1(1.7)
Cocci & Gram négatif Moraxella sp 2(3.4)
Pseudomonas spp Pseudomonas aeruginosa 6 (10.3)
Entérobactéries Serratia marcescens 1(1.7)
Bacille 8 Gram négatif
Raoultella ornithinolytica 1(1.7)
Proteus mirabilis 1(1.7)
Examen direct et/ou culture négatifs 22 (37.9)
Total 58(100)

AC : Abces de cornée



Résultats

Approche mathématique évaluant la pharmacocinétique cornéenne des antibiotiques

A partir des éléments de physiologie et de dynamique palpébrale décrits en
introduction, une approche mathématique de la concentration de collyre présente a
la surface cornéenne au cours du temps t a été proposée. En tenant compte d’'une
incertitude maximale (film lacrymal de 10 pl et un renouvellement de 2 pl par minute
lié a la sécrétion lacrymale), la concentration initiale d’antibiotique (Ci) en mg/L varie

au cours du temps t (en minutes) selon I'approche suivante :

C(t)=Ci x e 2

Preuve de concept

Nous avons mis en application la formule pour les germes responsables d’AC
associés aux ATB les plus utilisés en pratique clinique (Tableau 2). Les principaux
germes impliqués dans des AC étaient S. aureus, S. epidermidis, S. pneumoniae, H.
influenzae, P. aeruginosa et M. catarrhalis. Les principaux ATB utilisés étaient
I'amikacine (AKN), la ceftazidime (CAZ) et la vancomycine (VAN), tous trois utilisés
sous forme de CF a hautes concentrations, et la tobramycine (TOB), I'azithromycine
(AZT), la rifampicine (RIF) et la ciprofloxacine (CIP) disponibles sous formes
commerciales (Tableau 1). Des couples germes/ATB ont ainsi été analysés
(Tableau 5).

Les concentrations initiales d’ATB variaient de 2250 mg/L (TOB, CIP, OFL, RIF)
jusqu’a 37500 mg/L (VAN) (Tableau 3). Pour I'ensemble des couples germe/ATB,

une décroissance exponentielle de la concentration d’ATB était observée au cours
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du temps (Figure 2), avec une concentration inférieure a la CMIlgy pour la majorité

des germes a 60 minutes (<1 mg/L) (Tableau 3).

Les concentrations d’ATB (Ct) étaient strictement supérieures aux CMIlg des germes
étudiés pendant une durée allant de 28 minutes (couple H. influenzae/TOB) jusqu’a
55 minutes (couple S. epidermidis/RIF), avec une moyenne de 43 minutes (Tableau
5).

Concernant les cocci a Gram positif, des concentrations élevées et prolongées
étaient observées pour la RIF (55 min pour le S. aureus, 52 min pour le S.
epidermidis) tandis que la TOB et la CIP présentaient des temps d’action plus courts
(35 min pour le couple S. aureus/TOB, 38 min S. epidermidis/CIP et 35 min pour S.
pneumoniae/CIP).

Concernant les bacilles a Gram négatif, les ATB les plus efficaces étaient la CAZ et
la CIP (42 min pour le couple P. aeruginosal/CIP et 52 min pour H. influenzae/CAZ ou
CIP). Au contraire, les ATB les moins efficaces étaient la TOB et 'AKN (35 min pour
le couple P. aeruginosa/TOB ou AKN, 28 min pour H. influenzae/TOB et 35 min pour
H. influenzae/AKN). Dans tous les cas, la concentration d’ATB a 60 minutes était
inférieure aux CMlgy des germes étudiés (Tableau 3).

Certains couples n’ont pas pu étre évalués du fait de 'absence de CMIlgy, disponible
sur le référentiel de 'EUCAST 2018 (association non adaptée car résistance
naturelle du germe pour 'ATB connue ou trop peu de données disponibles pour
établir une CMlg). Ainsi, les couples incluant un bacille 8 Gram négatif avec la
vancomycine n’étaient pas évalués (résistance naturelle des bacilles a Gram négatif
vis-a-vis des glycopeptides), tout comme les couples staphylocoques/CAZ. Les CMI
max élevées ne concernaient qu’'une proportion trés faible de germes, témoin d’'une

bonne sensibilité a '’ATB testé (Tableau 5).
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Tableau 3. Concentration des collyres antibiotiques.

Les principaux collyres ATB utilisés en ophtalmologie sous forme commerciale (TOB, AZT,
CIP, RIF) ou fortifiée (CAZ, AKN, VAN) ont été testés. Les concentrations indiquées sur le
flacon ont été recueillies (en mg/L). Un calcul de la concentration initiale et a 60 minutes
d’ATB (en mg/L) présente a la surface cornéenne a été effectué.

Antibiotique Concentration flacon (mg/L) Concentration initiale (mg/L) = Ci Concentration a 60 min (mg/L)
Ceftazidime 25000 18750 0.115
Tobramycine 3000 2250 0.014
Amikacine 25000 18750 0.014
Azithromycine 15000 11250 0.069
Ciprofloxacine 3000 2250 0.014
Rifampicine 3000 2250 0.06
Vancomycine 50000 37500 0.23
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Figure 2. Evolution de la concentration des collyres ATB au cours du temps au
niveau cornéen (Log10).

On note une décroissance exponentielle de la concentration d’ATB avec une concentration
inférieure a la CMI| de la majorité des germes a 60 minutes (<1 mg/L). A noter que les
courbes de concentrations de la CAZ et de 'AMK étaient confondues, tout comme celles de
la TOB, de I'OFL, de la CIP et de la RIF, du fait d'une concentration initiale identique entre

ces différents collyres.
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Evaluation de la concentration de 'administration successive des trois CF au cours

du temps.

L’ordre d’administration des CF n’est pas standardisé. Au CHU de Caen, elle débute
par 'AKN, puis la CAZ et enfin la VAN avec un temps d’attente entre deux
administrations de cing minutes. Cela entraine une dilution supplémentaire de 'AKN
par les administrations de CAZ et de VAN, ainsi qu'une dilution de la CAZ par la
VAN. La formule mathématique a donc été modifiée pour prendre en compte cette

dilution supplémentaire de 'AKN et de la CAZ (Tableau 4).

Tableau 4. Evolution de la concentration de CF au cours du temps suivant le schéma
d'administration séquentiel AKN puis CAZ puis VAN.

La formule mathématique initiale a été modifiée afin de prendre en compte la dilution de
chaque collyre au cours du temps.

AKN CAZ VAN

t<5min Cyesmin = Cix e °%Y

5min<t
<10min C(Sminstlemin) = 1/4C| Xxe

t>10min  Ciis1omin = 1/16Ci x e 02101

(-0.2x(t-5) -1) (-0.2x(t-5))

Csminstsiomin) = Ci x €
o (-0.2x(t10) -1 o (-0.2x(t-10))
Ce>10min) = 1/4Ci X el o210 Cies10min)= Cix e ™"

La figure 3 met en évidence la dilution de '’AKN lors de I'administration de la CAZ et

la dilution de la CAZ lors de I'administration de la VAN.
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Figure 3. Evolution de la concentration des CF (AKN, CAZ et VAN) au cours du temps
(Log10) (administration de I'AKN puis de la CAZ a t=5min puis de la VAN a t=10min).

Une décroissance exponentielle est mise en évidence, avec des paliers de dilution
supplémentaires pour 'AKN et la CAZ en lien avec 'administration des autres CF.
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Tableau 5. Evaluation des CMI systémiques maximales et du temps ou la concentration

d'ATB est supérieure a la CMI du couple germe/ATB (en minutes).

La distribution des CMI de chaque couple (CMly, et CMI Max) a été recueillie a partir de
référentiel de 'EUCAST 2018. La formule mathématique appliquée a chaque couple
germe/ATB donne un temps théorique pendant lequel la concentration d’ATB présente a la
surface de la cornée est supérieure a la CMI du couple concerné (TC(t)>CMlIgo(min)).

CmI Germe
S. aureus S. epidermidis ~ S. pneumoniae M. catarrhalis ~ P. aeruginosa  H. influenzae E. coli
CMilgo ND ND 0.5 ND 8 0.5 0.5
Ceftazidime Max ND ND 32 (0.57%) 1(1.25%) 2512 (0.03%) 16 (0.42%) 2512 (0.03%)
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) ND ND 52/31 ND / 49 38/ND 52/35 52 /ND
CMilg, 2 ND ND ND 2 8 2
Tobramycine
Max 256 (0.09%) 256 (10.15%) 256 (0.9%) ND 2512 (0.46%) 8(1.94%) 2512 (0.23%)
TC(t)> CMIgo(min)/ TC(t)> max (min) 35/10 ND /10 ND /10 ND 35/ND 28/28 35/ND
CMilg, 8 ND ND ND 16 16 8
Amikaci
mikacine Max 256 (0.03%) 256 (0.05%) ND ND 256 (0.03%) 32(0.28%) 2512 (0.16%)
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 38/21 ND / 21 ND ND 35/21 35/31 38/ND
CMilg, 2 ND 0.25 ND ND 4 ND
RENEYEND ooy, 128 (22.8%) ND 256 (5.97%) ND ND 2512 (0.028%) 32 (0.04%)
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 43/22 ND 53/18 ND ND 39/ND ND /29
CMilg, 1 1 4 0.25 2 0.125 0.25
Ofloxacine
Max 64 (1.3%) 8 (49.47%) 32(0.13)  0.25 (1.50%) 64 (4.7%) 2(0.026%) 64 (0.08%)
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 38/19 38729 31/23 45745 35/19 48137 45719
CMlg, 1 1 2 0.125 05 0.064 0.064
Ciprofloxacine Max 2512 (0.09%) 256 (0.17%) 2512 (0.001%) 4(0.03%) =512 (0.37%) 32 (0.04%) 2512 (0.04%)
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 38 /ND 38/12 35/ND 481733 42 /ND 52/21 52 /ND
CMlg, 0.032 0.064 0.125 ND ND 1 ND
Rifampicine
Max 2512 (0.17%) 2512 (9.57%) 8(0.27%) ND ND 1(1.44%) ND
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 55/ND 52 /ND 38/28 ND ND 38/38
CMlg, 0.5 0.5 ND ND RN ND RN
Acide fusidique
Max 2512 (0.25%) 2512 (1.41%) 64 (1.26%) ND RN 64 (1.43%) RN
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 48 /ND 48/ ND ND /23 ND RN ND RN
CMilg, 2 4 ND RN RN RN RN
Vancomycine
Max 128 (0.001%) 8(0.013%) 64 (1.26%) RN RN RN RN
TC(t)> CMlgo(min)/ TC(t)> max (min) 49/28 4542 ND /31 RN RN RN RN
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
ND : Non Disponible (du fait d’'un échantillon trop faible de germes)
RN : Résistance naturelle connue
TC(t)>CMI90 : Temps pendant lequel la concentration de collyre ATB est supérieure a la CMI90 du

germe concerné
min : minutes.
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Comparaison des deux modéles : évaluation des concentrations plasmatiques

(systémique) et cornéennes (topique) au cours du temps

Afin d’évaluer le modéle mathématique proposé, nous I'avons comparé au
modeéle systémique. Pour ce faire, la concentration de C-ATB au niveau cornéen a
été comparée a la concentration plasmatique du méme ATB. Les concentrations
plasmatiques d’ATB au cours du temps ont été obtenues a partir de la dose initiale
d’ATB, de sa demi-vie et du volume de distribution spécifique a cet ATB. Les ATB
utilisés sous forme de CF (AKN, CAZ et VAN) ont été comparés (Figure 4). Pour ces
trois ATB, une décroissance progressive de la concentration plasmatique au cours
du temps a été estimée, supérieure a la CMlgo de la majorité des germes pendant un
temps minimal de 8h pour I'AKN et la CAZ et jusqu’a 24 heures pour la VAN. Les
concentrations cornéennes de CF présentaient une Ci trés supérieure a la
concentration du méme ATB au niveau plasmatique, mais diminuaient de maniére
exponentielle, pour étre inférieure a la CMlgy de la plupart des germes 45 minutes

aprés I'administration (Figure 4).
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Evaluation de la concentration (Log10) de Vancomycine |V et
collyre au cours du temps
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Figure 4. Evaluation de la concentration (Log10) d’AKN, de CAZ et de VAN au cours du
temps au niveau cornéen et plasmatiques. 3a AKN, 3b CAZ et 3¢ VAN.

Discussion

L’application de ce modéle a montré que les Ci d’ATB a la surface cornéenne
étaient trés supérieures aux CMlgy des germes impliqués, avec une décroissance
exponentielle de cette concentration au cours du temps. Les couples germes/ATB
pour lesquels la cible de 'ATB est adaptée au germe, présentaient une C(t)
supérieure a la CMlgg pendant une durée moyenne de 43 minutes (minimum 28 min
et maximum 55 min). L’ensemble des couples testés présentait une concentration a
60 minutes inférieure a la CMIgy du méme couple. A noter que pour 'ensemble des
couples exploitables, le taux de résistance haut niveau connu (CMI max) des ATB

était faible voire négligeable (Tableau 5).

La mise en place d’'un modéle mathématique a permis d’estimer la concentration des

C-ATB présents a la surface cornéenne au cours du temps. Ceci étant, ce modele
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présente quelques biais, a commencer par la capacité du patient a bien s’administrer
son traitement (Barry, Cordov, and Gardner 2013). Méme si 20 pyL sont éliminés
immédiatement, encore faut-il que le patient ait réussi a s’instiller correctement son
collyre (Shell 1982; Mishima 1981). Ensuite, I'état fonctionnel de I'appareil lacrymal
et palpébral peut interférer. En effet, un patient présentant une obstruction du canal
lacrymo-nasal ou un ectropion sénile, aura un moins bon drainage de son film
lacrymal (Bernard et al. 2008) avec pour conséquence un temps d’application
prolongé de collyre a la surface cornéenne. Au contraire, en cas d’hypersécrétion

lacrymale, la dilution de 'ATB va étre augmentée et I'efficacité sera moindre.

La présence de pathologies générales peut également influer sur le bon
fonctionnement de I'appareil lacrymal, notamment en cas de maladies de systeme
(maladie de Basedow, maladie de Gougerot-Sjogren) avec une conformation
oculaire anormale (exophtalmie) ou une sécrétion lacrymale altérée (syndrome sec)
(Bourcier 2016). D’autres paramétres comme I'’évaporation dans I'air du collyre, la
taille de [l'ulcération, la quantité d’inoculum bactérien ou encore la réaction
immunitaire de I'h6éte peuvent modifier la formule de calcul mise en place pour cette
étude (Barry, Cordov, and Gardner 2013). Afin de minimiser le risque d’erreur, il a
été décidé de prendre en compte un renouvellement de larmes de I'ordre de 2 uL par
minute (Baudouin and Labbé 2006) et un volume de film lacrymal de 10 uL, pour une
normale entre 7 et 9 pL. Ainsi, la formule proposée avec une incertitude maximale
permet d’obtenir les concentrations théoriques les plus diluées par rapport aux

conditions réelles.

L’administration classique des CF au CHU de Caen démarre par 'AKN, puis la
CAZ et enfin la VAN, pour une question de tolérance clinique. En effet, TAKN est le

CF qui irrite le moins I'ceil du patient tandis que la VAN est celui qui irrite le plus. Un
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temps d’attente de cing minutes est recommandé entre I'administration de deux
collyres. Cette administration provoque une dilution supplémentaire des différents
CF. La prise en compte de cette dilution appliquée a la formule mathématique met en
évidence une nette diminution des concentrations d’AKN et de CAZ au cours du
temps (Tableau 4 et Figure 3). Par exemple, la concentration estimée d’AKN a 30
minutes en cas d’administration seule est de 46.5mg/L alors qu’elle est estimée a
7.9mg/L en cas de dilution ultérieure par la CAZ et la VAN, soit une concentration
divisée par six. Cette diminution de la concentration est d’autant plus préoccupante
que l'efficacité clinique de 'AKN est directement liée a la concentration initialement
elevée de I'ATB (effet bactéricide). De plus, en pratique clinique, il est parfois
compliqué pour le personnel soignant de pouvoir respecter un temps d’attente
minimal de cing minutes entre chaque goutte. Il est fréquent que ce temps soit réduit
a une minute voire moins, avec pour conséquence une dilution supplémentaire des

premiers ATB administrés.

Dans la mesure ou la VAN est le CF le plus concentré, on pourrait s’interroger sur
I'intérét de débuter les administrations de CF par celui-ci et de finir par 'AKN, afin

d’augmenter les concentrations de CF au cours du temps.

Trés peu d’études ont été publiées sur la pharmacocinétique des ATB a la surface
cornéenne. Dans la majorité des cas, il est admis que les Ci d’ATB sont tellement
élevées par rapport au CMlgy, que lefficacité de I'ATB sera systématiquement
observée (Barry, Cordov, and Gardner 2013; Bourcier 2016; Malet 2009).
Cependant, les « breakpoints » (caractére sensible, intermédiaire ou résistant d’un
ATB pour un germe) définis par les sociétés savantes (CA-SFM, EUCAST) se basent
sur les concentrations des ATB mesurées dans le plasma des patients (CMIT 2016).

Cette interprétation n’est pas adaptée aux infections oculaires comme les AC du fait
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de l'administration topique et du passage systémique négligeable d’ATB dans
'organisme (Frank 1992). C’est pourquoi, [linterprétation des résultats
d’antibiogrammes via les « breakpoints » des couples germe/ATB en cas d’AC n’est
pas pertinente et peut conduire a une réévaluation erronée de I'antibiothérapie.
L’utilisation des CMlgyo, qui est définie comme la plus faible concentration d’ATB (en
mg/L) inhibant en 18 a 24 heures toute croissance visible d’'une souche bactérienne
donnée (CMIT 2016) permet de pallier a ce défaut d’interprétation dans un modéle
probabiliste.

En revanche, la détermination des CMI des différents ATB utilisés dans les CF
permet d’évaluer la sensibilité de celui-ci pour un germe donné afin de calculer son
temps d’action théorique. Cette démarche a pour but d’améliorer la réévaluation en
cas de résistance de haut niveau a un ou plusieurs ATB. En effet, 'objectif est
d’assurer au cours du temps une concentration d’ATB toujours supérieure a la CMlgy
du germe, dautant plus que certaines équipes telles que Callegan et ses
collaborateurs ont observé qu’un temps d’application d’au moins une heure d’ATB
était nécessaire pour assurer une activité bactéricide. Ces résultats confirment la
nécessité de répéter les administrations de collyres de maniére rapprochées
(Callegan et al. 2009).

Afin de vérifier le modéle mathématique de dynamique palpébral que nous
proposons, nous I'avons comparé au modéle plasmatique déja bien étudié. L’étude
de I'évolution des concentrations cornéennes et plasmatiques d’'un méme ATB a
permis de montrer qu’'une administration cornéenne initiale horaire est indispensable
afin d’assurer une concentration locale supérieure a la CMlgy de la plupart des

germes, contrairement a I'administration systémique qui décroit progressivement au
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cours du temps, en restant supérieure a la CMlgy pendant plusieurs heures (8h pour
'’AKN et la CAZ et jusqu’a 24 heures pour la VAN).

L’utilisation de couple germe/ATB a partir de la formule mathématique proposée
permet une administration adaptée. Il est ainsi possible de sélectionner un couple
pour lequel la concentration est supérieure a la CMlgy pendant un temps le plus long
possible (exemple : S. aureus/RIF (55 min)), en évitant les couples ou ce temps est
trop court (exemple : S. aureus/TOB (35 min)). De plus, I'analyse des données de
FTEUCAST permet d’éviter les couples naturellement non adaptés, pour lesquels des
résistances naturelles connues ont déja été mise en évidence (EUCAST 2016).

Une connaissance rigoureuse du mode d’action des ATB (bactéricide ou
bactériostatique) a également une importance sur la prise en charge des AC. En
effet, les ATB temps-dépendant comme la RIF nécessitent d’étre constamment au-
dessus de la CMlgy pour étre efficaces, d’ou une administration théoriquement
modulable en fonction des valeurs obtenues par le modéle mathématique. Une
administration initiale plus importante pourrait étre nécessaire par rapport aux
recommandations actuelles et irait peut-étre de pair avec une guérison plus rapide et
donc un réel bénéfice clinique, économique et épidémiologique. D’un point de vue
systémique, les ATB concentration-dépendant tels que les aminosides sont
administrés en dose unique, avec des Ci trés élevées qui permettent d’éradiquer en
une seule prise par jour la quasi-totalité de I'inoculum. Ce processus, s'il s’appliquait
a I'ceil permettrait de diminuer drastiquement le nombre de gouttes administrées et
donc la toxicité cornéenne associée. Cependant, le manque de données ne permet
pas de modifier nos processus thérapeutiques a ce jour.

De plus, il existe au niveau plasmatique un effet « post-ATB » bien décrit pour les

aminosides (CMIT 2016), qui montre qu’une efficacité prolongée de I'ATB a distance

22



de l'administration est constatée, probablement par un phénoméne de saturation
initial des récepteurs du germe par 'ATB. Cependant, I'existence de cet effet post
ATB au niveau cornéen n’a pas a ce jour été évalué. Enfin, la présence d’'un AC
entraine une perturbation du film lacrymal avec une augmentation importante de
'osmolarité cornéenne et sécrétion de facteurs pro inflammatoires susceptibles
d’interagir avec 'ATB et de diminuer son action. En effet, le taux protéique mesuré
au niveau cornéen a l'état physiologique est compris entre 5 et 8 g/L (Creuzot-
Garcher 2006). Ce taux est faible par rapport au taux plasmatique (entre 60 et
80g/L), permettant une bonne fixation des ATB sur leur cible. Cependant, en cas
d’inflammation secondaire a une infection cornéenne, ce taux protéique est tres
probablement augmenté et diminue l'efficacité des ATB par une fixation d’'une partie
de ceux-ci sur les protéines inflammatoires et non sur les cibles protéiques des
germes Visés.

Les études concernant la pharmacocinétique des collyres ATB sont plutét anciennes
et présentent un biais majeur : les sujets sélectionnés étaient systématiquement des
sujets sains. La différence réside essentiellement dans le renouvellement du film
lacrymal, qui physiologiquement est de I'ordre de 0.7 a 1 pyL par minute (Mishima
1981), tandis qu’en cas d’atteinte de la surface oculaire, une hypersécrétion
lacrymale autour de 2 pL par minute est observée (Baudouin and Labbé 2006). La
conséquence est une dilution moindre de I'ATB chez les sujets sains, d’ou une
rémanence meilleure du collyre ATB. Ainsi, I'équipe de Raizman (Raizman et al.
2002) a mesuré la concentration de lévofloxacine dans les larmes chez des sujets
sains au cours du temps et a mis en évidence que cette concentration était
supérieure a la CMIgy de la plupart des micro-organismes pendant une durée

moyenne de six heures. De méme, Akkan et al. (Akkan et al. 1997) ont évalué la
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concentration de CIP et d’OFL dans les larmes au cours du temps chez des sujets
sains. Les auteurs ont observé une concentration d’ATB supérieure aux principales
CMlgy des micro-organismes pendant environ deux heures. A noter qu’en ajustant le
parametre de renouvellement des larmes a 0.7 uyL par minute dans notre formule
mathématique et en considérant une CMlgy moyenne a 2 ug/ml, nous observons un
résultat similaire a celui obtenu dans I'étude précédente pour 'OFL et la CIP (100
min dans notre modele versus 120 min pour Akkan et Al.). Du fait de la variabilité
inter individuelle de sécrétion lacrymale, les résultats obtenus sont variables d’'une
étude a l'autre. Ainsi Limberg et ses collaborateurs ont mesuré une concentration de
CIP supérieure aux CMIgy des principaux micro-organismes (2 pg/ml) pendant une
durée moyenne de quatre heures chez des sujets sains (Limberg and Bugge 1994),
alors que selon notre modéle mathématique, chez des sujets ayant une atteinte de la
surface cornéenne, ce temps se situe a 35 minutes.

Enfin, afin de démontrer I'innocuité systémique de I'administration de collyre ATB, et
donc la non applicabilité des paramétres de sensibilité ou de résistance, certains
auteurs ont évalué la concentration systémique de CIP (taux sanguin et urinaire)
aprés dix jours d’administration locale (quatre gouttes par jour) chez des femmes
saines. lls ont mis en évidence une augmentation des taux sanguins et urinaires de
CIP entre JO et J10, mais ces taux étaient trop faibles pour entrainer des effets
systémiques indésirables (Frank 1992). De méme, ces taux plasmatiques ne

pouvaient a eux seuls entrainer une action ATB au niveau cornéen (C(t)<CMlIgp).
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Conclusion

La mise en place d’'un modele mathématique évaluant la concentration d’ATB
présente a la surface cornéenne au cours du temps permet d’évaluer le temps
d’efficacité des couples germe/ATB, afin de sélectionner les couples les plus adaptés
et de moduler le nombre d’administration. Des mesures de la concentration d’ATB
chez des sujets atteints d’AC permettraient d’affiner la formule de calcul pour une

meilleure applicabilité clinique.
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on travail de thése s’est intéressé aux abcés de cornée, a la fois d’'un point

de vue diagnostique (étude de Ila microbiologie actuelle des AC) et
thérapeutique (évaluation de la pharmacocinétique cornéenne des collyres ATB).
Concernant la microbiologie actuelle des AC, I'étude « Differential microbiology of
severe vs. non-severe infectious keratitis: a monocentric retrospective study of 92
consecutive cases » a mis en évidence une différence statistiquement significative
dans la microbiologie des AC non sévéres et sévéres, avec la présence de bacilles
dans le groupe sévéere. Cette microbiologie est similaire a la microbiologie mise en
évidence par les études ayant permis la création des recommandations de
prélevement. Ainsi peut-on conclure a une stabilité de la microbiologie des AC entre
les années 2000 et aujourd’hui. L'étude du profil de résistance des germes aux ATB
est également stable. L’étude de la microbiologie des AC non sévéres a révélé un
taux faible (10%) de germes pathogenes, avec une évolution favorable de 'ensemble
des patients traités par collyre ATB probabiliste.
On peut donc conclure a une poursuite des recommandations actuelles de
prélevement concernant seulement les AC séveres.

L’étude de la pharmacocinétique des collyres ATB a mis en évidence
plusieurs éléments. Tout d’abord les concentrations de collyres ATB commerciaux ou
fortifiés au niveau cornéen sont bien supérieures a celles observées au niveau
plasmatique. Cependant, du fait de la dilution rapide du collyre par les larmes, cette
concentration initialement trés élevée présente une décroissance exponentielle.
Celle-ci rend compte de la nécessité d’'une administration fréquente et parfois horaire
des collyres ATB. Le raisonnement de l'efficacité d’'un collyre ATB basé sur les

« breakpoints » ne parait par conséquent pas judicieux dans la mesure ou la
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pharmacocinétique cornéenne est trés différente de celle observée au niveau
systémique.

Une modification des protocoles au sein du CHU de Caen a été réalisée, permettant
la mise en place d’un antibiogramme ciblé au AC, basé sur les CMI des principaux
ATB prescrits en ophtalmologie (Annexe 1). Ainsi, aprés les 48 premiéres heures
d’administration horaire de collyres fortifies en cas d’AC sévere, une modification
thérapeutique peut étre réalisée, se basant sur les CMI des antibiotiques rendus, en
privilégiant les CMI les plus basses, afin de lutter contre la toxicité cornéenne des

collyres antibiotiques.

Au-dela des résultats pratiques, ce travail de thése a permis la mise en place
d’'une collaboration entre le service d’ophtalmologie et de microbiologie, assurant une
meilleure prise en charge de nos patients atteints d’abcés de cornée. Elle ouvre des
perspectives et projets nouveaux qui pourraient permettre d’optimiser la prise en
charge des patients. Une évaluation prospective de [I'applicabilité des
antibiogrammes ciblés est nécessaire, afin d’espérer diminuer le nombre
d’administration quotidienne de collyres ATB et minimiser ainsi leur effet toxique. La
mise en place d’'une gélose anaérobie systématique permettrait la détection de
germes non mis en évidence dans I'étude « Differential microbiology of severe vs.
non-severe infectious keratitis: a monocentric retrospective study of 92 consecutive
cases » (comme P. acnes), et pourrait accroitre le taux de résultats positifs de
prélevements. Enfin, une évaluation de la concentration d’ATB (comme la
doxycycline) au niveau des larmes suite a une administration systémique pourrait

permettre d’accroitre I'arsenal thérapeutique.
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« Les abcés de cornée : de la microbiologie a la thérapeutique »

Les abcés de cornée (AC) constituent un motif fréquent de consultation en ophtalmologie.
Les recommandations de prise en charge des AC ont été établies depuis prés de 20 ans.
Cependant des évolutions microbiologiques sont a noter depuis la mise en place de ces
recommandations. Les méthodes de diagnostic ont été optimisées et de nombreux
mécanismes de résistances ont été mis en évidence suite a la prescription massive
d’antibiotiques (ATB).

On peut donc s’interroger sur une éventuelle évolution de la microbiologie des AC. Si telle
est le cas, les recommandations actuelles de prise en charge concernant l'indication d’un
prélevement microbiologique pourraient étre actualisées. C’est pourquoi la premiere partie
de ce travail concerne I'étude « Differential microbiology of severe vs. non-severe infectious
keratitis: a monocentric retrospective study of 92 consecutive cases ».

L’identification d’'un germe devant un AC permet une réévaluation de I'antibiothérapie par la
réalisation d’'un antibiogramme. En pratique, on constate une discordance entre les
antibiogrammes rendus et les collyres ATB disponibles. De plus, la notion de sensibilité d’'un
germe vis-a-vis d’'un ATB se base sur des concentrations plasmatiques de celui-ci et n’est
donc pas applicable aux AC.

C’est pourquoi la deuxiéme partie de ce travail concerne I'étude « Concentration au niveau
cornéen des antibiotiques utilisés dans la prise en charge des abcés de cornée ». Cette
etude propose une évaluation mathématique de la cinétique des collyres ATB au niveau
cornéen, afin de proposer des schémas d’administrations adaptés a chaque patient selon la
sensibilité du germe responsable de I'AC.

MOTS CLES : Kératite infectieuse, Abcés de cornée, Microbiologie, Antibiogramme,
Résistance bactérienne

“Corneal abscess: from microbiology to treatment”

Corneal abscess is a frequent and serious ophthalmologic disease.  Therapeutics
recommendations have been established since 20 years ago and are still used. However,
some evolutions can be noticed such as the optimization of diagnostic method and the
emergency of resistance because of massive antibiotics prescriptions.

Because of these, an evolution in the microbiology of corneal abscess could appeared and
change the indication of sample. That's why the first study called « Differential microbiology
of severe vs. non-severe infectious keratitis: a monocentric retrospective study of 92
consecutive cases » was done.

Then, the identification of a pathogen allows a re-evaluation of antibiotic treatment thanks to
the realization of an antibiogram. However, there is a mismatch between the antibiogram and
the eye-drops antibiotic available in clinic. Furthermore, the notion of antibiotic sensitivity
refers to a plasmatic concentration of antibiotic and cannot be used for corneal abscess.
That's why the second part of this work is related to a study called “Evaluation of eye-drops
antibiotic concentration in corneal abscess”. This study is based on a mathematic model
which evaluate pharmacological kinetic of eye-drops antibiotic. It aims to purpose an
individual antibiotic administration based on personal germ sensibility and the study of
antibiotic concentration on cornea.

KEY WORDS: corneal abscess, bacterial keratisis, antibiogram, bacterial resistance



