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S. aureus : probleme avec souches VISA

v Utilisation intensive antibiotique ™ Pression de sélection
»Résistance

v/ 1961: MSSA (Méticilline Sensible SA) » MRSA (Méticilline Résistant SA)

v/ 1997: VSSA (Vancomycine Sensible SA) » VISA (Vancomycine Intermediate SA)

VSSA VISA

v’ Caractérisation des souches VISA vs. VSSA

* Phénotypique: épaississement de la paroi 195 om 2.8 0m

 Génotypique: Accumulation de mutations nottdans divers
locus régulateurs (yycl et stp1)

* Clinique: Echecs thérapeutiques, bactériémies
persistantes et hospitalisations prolongées
MAIS - pas d’instabilité clinique aigué
- pas plus de mortalité
m) Infections chroniques ’



De VSSA a VISA : Changement de résistance...et virulence?

Hypothese: les diverses mutations qui apparaissent lors du switch
VSSA-VISA pourraient également impacter la pathogénie

Est ce que des mécanismes impliqués

dans la virulence sont modifiés
lors du switch VSSA a VISA ?

* 3 paires de souches cliniques VSSA-VISA

3 Patients
(bactériémie persistante)

Traitement
vancomycine

VSSA —> VISA

* + 2 souches isogéniques issues des souches VSSA cliniques
-VSSA A yycl}
-VSSA A stp1] | de larésistance a la vancomycine



Est ce que des mécanismes impliqués dans la virulence sont modifiés

lors du switch VSSA a VISA ?

Réponse Persistance Biofilm
Immunitaire intracellulaire Précoce

!

Cytotoxicité / \ Biofilm
/ \ Mature

Internalisation Adhésion




De VSSA a VISA: Quel impact sur la formation du biofilm?

Adhésion au matériel Biofilm
Biofilm précoce Mature

Folymer surface: Host matriz proteins: ; y
hy drophabicity, AHE, SdrF, 5dn5, SdrH, teichoic acids,
Aae and teichoic acids Ebp, AtlE and Az Bap and

Aap




De VSSA a VISA: Quel impact sur la formation du biofilm précoce?

Patient 1 — )
2 e Biofilm précoce
£ d o
= Premiéres heures
folife)
£ e
3 E o VSSA Biofilm Ring Test®
c -+ VISA |
S J 504 — —
22
25 — VSSA Ayycl He © % ° <o
[_—7)) f woll aracted by magnet
o o ‘ Magnet
- L -+ VVSSA A yycl :: yycl
g S Se > & °Ee
0 T ' ' = " bl parictes
0 2 4 6 8 10 oot
Temps (en h)
Patient 2 Patient 3
w * 0 *
18 :
S = =
Yol 235
s £ o
S E — VSSA 3 E
c
S 8 so- e~ VISA 5% so- 4 VSSA
c = = O
€2 = VSSAAstpl £ F - VISA
o o —
(N IE %
S S
0 T T T 1 ~ 0
0 2 4 6 8 10 ' '

Temps (en h) nnnnn fAn k)
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De VSSA a VISA: Quel impact sur la formation du biofilm mature?

Biofilm mature i ﬁ Méthode de

coloration au

Apres 24h - . cristal violet
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* VISA: significativement moins de biofilm mature vs. VSSA




De VSSA a VISA: Quel impact sur la formation du biofilm mature?

Biofilm mature [l |l IR
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* VISA: significativement moins de biofilm mature vs. VSSA
* yycl et stpl: aucun impact .




Est ce que des mécanismes impliqués dans la virulence sont modifiés

lors du switch VSSA a VISA ?

Réponse
Immunitaire

Persistance

intracellulaire

Cytotoxicité

“—

/

!

\

N

Internalisation

Adhésion

Biofilm
Précoce

\2

yycl et stp1: O

Biofilm
Mature

2

yycl et stp1: O




Infection in vitro dans les ostéoblastes MG-63 (sur les patients 2 and 3)

Ostéoblastes InfCt';On — — S.aureus
Cellules PN E
MG63 % (MOI1100)
: i
24h 37°C

l Lyse
00 cellulaire
.

° 2h

Lysostaphine
(10pg/mL)

Lyse

celllaire
3h

Quantification des LDH et
IL6 dans le surnageant

Lysostaphine
(10pg/mL)

24h-48h-72h-7j-14j

24h- 48h-72h 1

Patient 1: résistance a la
lysostaphine donc non
inclus dans le modele
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De VSSA a VISA: Quel impact sur la cytotoxicité/la réponse immunitaire ?
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Baisse significative de la

o Baisse significative de la
cytotoxicite vs. VSSA

réponse immunitaire vs. VSSA
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De VSSA a VISA: Quel impact sur la cytotoxicité/la réponse immunitaire ?

Cytotoxixité des cellules MG-63

a 72h post-infection
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Baisse significative de la
cytotoxicité vs. VSSA

i T VISA:
Baisse signiicative de

la réponse
immunitaire vs. VSSA

Baisse significative de la
réponse immunitaire vs. VSSA
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La virulence intracellulaire

immunitaire biaisés?

> VISA moins internalisées que VSSA =
» Résultats cytotoxicité et réponse

VSSA VISA
”* Wy
ok ¥ e

MOI
visée

Internalisation
a3h Pi

» MOI « corrigée » permettant
d’obtenir le méme nombre de
bactéries intracellulaires
/cellule a 3h Pi
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De VSSA a VISA: Quel impact sur la cytotoxicité/la réponse immunitaire ?

Cytotoxixité des cellules MG-63

a 72h post-infection
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cytotoxicité vs. VSSA
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De VSSA a VISA: Quel impact sur la cytotoxicité/la réponse immunitaire ?
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Méme nombre de bactéries internalisées a 3h entre « MOI corrigée » et VSSA a 3h Pi

* VISA: moins cytotoxiques vs. VSSA

* VISA: baisse de la réponse immunitaire vs. VSSA
* stpl: aucun impact




De VSSA a VISA: Quel impact sur la persistance en intracellulaire?

Cinétique de maintien en
intracellulaire

304
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Persistance de S. aureus

dans les ostéoblastes MG-63 normalisée
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VISA: persistent en plus grand nombre dans le compartiment

intracellulaire vs. VSSA
VSSA A stp1: phenotype légerement différent vs. VSSA




Est ce que des mécanismes impliqués dans la virulence sont modifiés

lors du switch VSSA a VISA ?

R Persistance Biofil
epof‘s‘? intracellulaire '? m
Immunitaire W Precoce
4, stpl: P ? J

stp1: O T yycl et stp1: O

Cytotoxicité ‘// T, | Biofilm

J \ Mature
\7

stp1: 0O
yycl et stp1: O

Internalisation Adhésion

N2 N2

stpl: 4 stpl: 19




Est ce que des mécanismes impliqués dans la virulence sont modifiés

lors du switch VSSA a VISA ?

v Diminution de la formation de biofilm, de I'adhésion et
I'internalisation pour VISA
» Probablement impactée par la modification de la paroi
bactérienne

v Modification de I'expression des facteurs pathogéniques qui
abaissent la réponse immunitaire pour VISA
» Favorise la persistance intracellulaire

v Implication stp1 ?: baisse de I’'adhésion/ I'internalisation mais pas
dans le biofilm
» Phénotype VISA: accumulation de mutations

v Take home message:
VISA = sanctuarisation intracellulaire
» Utiliser des antibiotiques avec une activité intracellulaire !
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BAAC

Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus

Florent Valour®® Sophie Troulllet-Assant,” Matacha Riffard,” Jason Tasse,” Sacha Flammier,” lean-Phillppe Rasigade,™®

Christian Chidiac,®" Frangols Vandenesch,”® Tristan Ferry,>® Frédéric Laurent,™ %" on behalf of the Lyon Bone and Joint Infection
Study Group
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Microplaque 96 puits Milieu de culture
(ou barettes 8 puits) + Bactérles (SBI)
+ Particules paramagnétiques

= Biofilm non formé

= Biofilm formé

Chavant ef al. (2007) J Microbiol Methods 68:605-612
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