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Chronicité : importance du concept

Début des Diagnostic
symptomes Début de prise en charge

| |
| | >

3-4 sem

< 3-4 semaines

IOA AIGUE

- Réplication bactérienne +++
- Infection suppurative

. . Risk for failure
- Congestion vasculaire 10
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Postoperative interval (weeks)



Chronicité : importance du concept

Début des Diagnostic
’:"ﬂ symptomes Début de prise en charge
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Chronicité : bases physiopathologiques

Staphylocoques (50-70% des I0A) — Formes aigués — VIRULENCE



Chronicité : bases physiopathologiques

Staphylocoques (50-70% des IOA) — Formes aigués — VIRULENCE

Facteurs associés Facteurs de virulence

a la paroi sécrétés

Adhésines (MSCRAMMs) Exotoxines
Fibronectin-BPs - Toxines superantigéniques :
Collagen-BP TSST-1, SEA, ...

Bone sialoprotein-BP - Hémolysines : a-toxin, B8-toxin ...
- Pore-forming toxins : PVL ...
- Enzymes : Staphylokinase,

proteases, lipases, ...

Protéine A
binding to Ig and vWF

Adhésines (SERAMs)
Coagulase, Efb, Emp ...

Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005



) FOCUS : Adhésion de S. aureus au tissus osseux
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Chronicité : bases physiopathologiques

Staphylocoques (50-70% des IOA) — Formes chroniques, récidives
PERSISTANCE

Facteurs de virulence

Facteurs associés
sécrétés

a la paroi

Adhesines (MSCRAMMs) / Exotoxines
Fibronectin-BPs - Toxines superantigéniques :
Collagen-BP TSST-1, SEA, ...

Bone sialoprotein-BP - Hémolysines : a-toxin, B8-toxin ...
- Pore-forming toxins : PVL ...
- Enzymes : Staphylokinase,

proteases, lipases, ...

Protéine A
binding to Ig and vWF

Adhesines (SERAMs)

Echappement du
PP Coagulase, Efb, Emp ...

systéme immunitaire

capsule —» Y =t ‘ Stress métabolique

Paroi Phénotypes persistants

Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005



Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS

BIOFILM SMALL

COLONY VARIANT
VIE INTRACELLULAIRE (SCV)
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Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS
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Biofilm

Biofilm et sequestre osseux
Evans et al. Clin Orthop 1998: 243-249



Biofilm

e Adhésion

Dispersion des bacténes planctomques

Adhésines v - -
[ 3 . k, P
* Multiplication n
V4 ] r
e Cohésion D "
L‘.

PNAG (ica), FnBP, ADN ...
* Maturation o
* Coordination : « quorum sensing »
(densité bactérienne, environnement) |

5
C

Adhésion initiale au | | Adhésion via les ﬁ‘;"“‘“ﬁ ;"::hmdes
matériel MSCRAMMs DPOY »

Adsorption passive Cohésion cellulaire peobines (Bap, SaeQ, SeC,

FnBP ._) et ADN

Olson, J Biomed Mater Res 1988 — Costerton, Science 1999 — Arciola, Biomaterials 2012 — Brady, FEMS Immunol Med Microbiol 2008



Biofilm

B3 Antibiotic
Antibody

K3 Pianktonic cell
& Biofilm cell

B8l Phagocyte enzymes

Bactéries planchtoniques

- Accessibles aux phagocytes
et anticorps

- Sensibilité aux ATB

Costerton, Science 1999



Biofilm

E3 Antibiotic
Antibody

K3 Pianktonic cell
@ Biofilm cell

E&l Phagocyte enzymes

Bactéries en biofilm

- Phagocytose inefficace, relargage local d’enzymes lysosomales,
ostéolyse et descellement

-« Tolérance » aux antibiotiques : diffusion, inactivation, activité réduite

Costerton, Science 1999



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ESCMID GUIDELINES

ESCMID* guideline for the diagnosis and treatment of biofilm infections
2014

Infections liées au matériel Infections chroniques - Aucun test de sensibilité aux

" Beritioncyentribulaies |~ Pathologies buccodentaires | antibiotiques des bactéries en
----------------------- et ORL (caries, stomatites, : . . ) e L. N
------------------- SRR | otiteschroniques) | biofilm n’est prédictif du succes
. Sondesorotrachéales  i----—-_ ALY\ it SIiiiorooozzon , _

~Cathéiersvasculares ~|__Endocardites infectieuses | thérapeutigue actuellement

: _ centraux = Prcimopaties |

\___(artériels et veineux) ! ch’;?:?;:;tief; | .. . o

" Valvescardiaqueset | | AFE ) )1 L atteints demucoviseidose | - En cas d’infection sur matériel,
i stimulateurs cardioques | ’ . .

----- dessbition o éradication par ATB seuls
B o avesy L LT Infections urinaires | possible uniguement si

| Cathéters vasculaires | récidivantes : , . , . .
________ périphériques évolution < 3 (hématogéne) a 4
____________________________ (inoculation) sem

- Importance des ATB « anti-
biofilm », notamment en cas de
———————————————————————————— traitement conservateur

————————————————————————————

____________________________

___________________________




FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Meécanisme de « tolérance » aux antibiotiques (# résistance)

Architecture du biofilm
Barriére physique a la pénétration

Induction de génes de Adsorption des antibiotiques

résistance spécifiques \ Ex :S. aureus et PNAG,
Ex : pompes a efflux ndvB

acides téchoiques
+ augmentation fréquence

mutations fs

'i'
Effet inoculum : densité ‘ Inactivation par les
bactérienne importante enzymes matricielles

Réduction du métabolisme bactérien
- Faible multiplication
- Diminution de I'expression des protéines
membranaires (porines)
- Anaérobiose et inactivité des
aminoglycosides

Stewart, Lancet 2001 — Cremet, DMID 2013 — Richards, Chembiochim 2009 — Olsen, Eur J Microbiol Infect Dis 2015




FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Meécanisme de « tolérance » aux antibiotiques (# résistance)

Architecture du biofilm
Barriére physique a la pénétration

Induction de génes de

résistance spécifiques \
Ex : pompes a efflux ndvB

+ augmentation fréquence
mutations

Effet inoculum : densité ‘

bactérienne importante

Adsorption des antibiotiques
Ex : S. aureus et PNAG,
acides téchoiques

Inactivation par les
enzymes matricielles

TABLE 4. Susceptibility of planktonic and biofilm bacteria to selected antibiotics

Biari i Ankitints MIC or MBC of Concn effective a_ga[nst
; g planktonic phenotype (pg/'ml) biofilm phenotype (pwg/ml) X10
215 §. awreus NCTC B325-4 Vancomycin 2 (MBC) 2 X1000
26 Fsetudomonas aeruginosa ATCC 27833 Imiperem 1 (MIC) >1,024° A,
26 E. coli ATCC 25922 Ampicillin 2 (MIC) 512° 256
208 P. pseudomallei Ceftazidime 8 (MBQC) BO0e X100
114 Streplococous sarguis B4 Doxyeyeline (1L0OK3 (MIC) 3154 X50

¢ Concentration required for 99% reduction.

& Minimal biofilm eradication concentration.

¢ Concentration required for ~99% reduction.
4 Concentration requirzd for >99.9% reduction.

Donlan, CMR 2002



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, July 2004, p. 27192724 Vol. 53, No. 7
Oa6-4204 NS08 D0+0 do 101128/ AAC (004709
Copyright © 2009, American Socicty for Microbiology. All Rights Beserved.

SARM et DAP-RMP
Efficacy of Daptomycin in Implant-Associated Infection Due to
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus: Importance of
Combination with Rifampin’

Anne-Kathrin John,' Daniela Bakdnniﬂ Manuel l—l;lr'zu:l‘i[-m_.1 Katharina Rentsch,’
Patrick Schaerli.,' Werner Zimmerli,® and Andre; Trampuz **

Cure rate (%)

100+
*%*
90+ , !
80+ *
ﬁ
ol 67% a®t
F'ABLE 3 Rates of emergence of rifampin resistance in cage fuid
G- during and after treatment (planktonic bacteria) and in
50 culture from explanted cages (adherent bacteria)
Planktonic bacieria® Auddherent
40)= bacteria®
Tremtment | dose]® Dy Adner after
30- Ireaimen ircatnent treatment
{dy B) (diay 12) (day 12})
20+ :
RIF (12.5) 2217 H12(17) 32 {25)
10= VAN (15) + RIF (12.5) 4/12 {33} 512 {42) T2 (58)
LZI (50 + BIF (12.5) (12 () 12 () 5
0 LVX (10) + RIF {125) (W12 (0} 012 {0y
SE“F‘IEJ VANI DAPI DAPI RIF 1 VANI LZD ILVX I DAP IDAP DaAP (20) + RIF (125} (12 {0 012 (1)

0712 (0)

{15] (20} (30} (1251‘ {15) (50) (10} (20] (30)I DAP (300 + RIF (12.5) W12 {0} 0712 (0

RIF (12.5) +

Cure rate of adherent MRSA in explanted cages



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Outcome and Predictors of Treatment Failure in
Total Hip/Knee Prosthetic Joint Infections Due to
Staphylococcus aureus

Eric Senneville, Donatienne Joulie, Laurence Legout, Michel Valette, Herve Dezeque, Eric Beltrand, Bernadette Rasele,
Thibaud d'Escrivan, Caroline Loiez. Michele Caillaux, Yazdan Yazdanpanah, Carlos Maynou, and Henri Migaud

Centre Mational de Reférence des infections Ostéo-Articulaires Mord-Ouest, Roger Salengro Faculty Hospital of Lille, Lille, France

Facteurs protecteurs (univarié)

T
- ASAscore <2 B
- ATB empirique post-opératoire 075 - —Ll_\_lﬁ

adéquate : e
- Combinaison a base de rifampicine E*-W
Facteurs protecteurs (multi-varié) g
- ASAscore<?2 -~

Time frem the end of antibiotic treatment (months)

- Rifampicine — fluoroquinolone '5'* is s 2
I




FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Apr. 1991, p. T41-746 Vol. 35, No. 4
D066-4804/91/040741-06502 00/
Copyright © 1991, American Society for Microbiology

Killing of Nongrowing and Adherent Escherichia coli Determines
Drug Efficacy in Device-Related Infections

ANDREAS F, WIDMER,'t ADRIAN WIESTNER,! REMO FREI,* anp WERNER ZIMMERLI'*

TABLE 6. Killing of glass-adherent E. coli ATCC 25922

CFU/slide (mean = SE)
Drug % Log

Controls After treatmente  1lling killing

Co-trimoxazole 153 =+ 19 576 = 129 0 0
Aztreonam 241 = 17 14 = 7 94.3 1.25
Fleroxacin 338 = 10 39 + 20 88.4 0.93
ICiprofloxacin 531 = 56 0+0 >999 >3

% Adherent bacteria were incubated at drug concentrations corresponding
to twice the MBC determined in the logarithmic growth phase (see text).

BGN et FQ



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Gram-negative prosthetic joint infection: outcome of a debridement,
antibiotics and implant retention approach. A large multicentre study

D. Rodriguez-Pardo', C. Pigrau', J. Lora-Tamayo?, A. Soriano®, M. D. del Toro®, J. Cobo®, ). Palomino®, G. Euba?, M. Riera’,
M. Sanchez-Somolinos®, N. Benitn', M. Ferna’ndez-Sampedm"’. L. Sorli'!, L. Guio'?, ) A. Iribarren'?, J M. Baraia—Ebmburu”,
A. Ramos'®, A. Bahamonde'®, X. Flores-Sanchez'’, P. S. Corona'” and J. Ariza® on behalf of the REIPI Group for the Study of
Prosthetic Infection*

Clinical Microbiology and Infection, Volume 20 Number |1, November 2014

1.00
Log-rank p < 0.0001
Z
=
&= 075 o m!.muuj-lJll.lu_l_.l___LL_l_J.LI_L__J. _____________ i
k=
=
£
O 050 -
g
(=8
g L LIl L J
=
[1+]
£ 025 -
=
o
000 =
I L] ] L] ] 1 ] I ] ] I
0 1 2 3 4 = 6 7 8 9 10
Follow-up from open debridement (years)
N at risk (fails)
Not ciprofioxacin treatment 49 (26) 17 (3) 9 (0) & (0) 2 (0) 2 (0) 1 (@) 1 (0) O (0) O (0) O
Ciprofloxacin treatment 124 (18) 87 (6) 59 (1) 32 (1) 16 (0) 10 (0) & (0) 2 (0 1 (0O 1 (0 0

Patients not treated with ciprofloxacin

e Patients treated with ciprofioxacin




FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Oct. 2011, p. 48214827 Val. 55, No. 10
(6480471181200 dod: 101128/ AAC K141-11
Copyright © 2011, Amencan Soctety for Microbiology. All Rights Reserved.

ENC et DAP-GEN
Gentamicin Improves the Activities of Daptomycin and Vancomycin
against Enterococcus faecalis In Vitro and in an Experimental

Foreign-Body Infection Model” Pas de données

Ulrika Furustrand Tafin,' Ivana Majic,> Cyrine Belkhodja Zalila," Bertrand Betrisey,' C|iniques
Stéphane Corvec,'” Werner Zimmerli,' and Andrej Trampuz'-~*
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Bactéries planctonique : fin de traitement et J5 Cure rate : adherent enc



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ot ok

Role of Rifampin against Propionibacterium acnes Biofilm In Vitro
and in an Experimental Foreign-Body Infection Model

Ulrika Furustrand Tafin,® Stéphane Corvec,®® Bertrand Betrisey,* Werner Zimmerli,© and Andrej Trampuz®
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Cure rate : adherent enc

Propioni et RMP

Pas de données
cliniques
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doi:10.1093/jac/dku254

J Antimicrob Chemother 2014; 89 Suppl 1:137 -i40

Journal of
Antimicrobial
Chemotherapy

Cédric Jacqueline* and Jocelyne Caillon

Impact of bacterial biofilm on the treatment of prosthetic joint infections

[nhibition of Bactericidal

biofilm formation Biofilm activity in
Antibiotics (adhesion) penetration biofilm
Vancomycin + 4+ 4+
Linezolid i skt +
Daptomycin + —tt -
Rifampicin + el = T
Moxifloxacin o S @ iy
Rifarmpicin+daptomycin + +++ +++
Rifampicin4-vancomycin + i ++
Rifampicin+linezolid + HEESE & SRR
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International Journal of

Molecular Sciences
ISSN 1422-0067
www.mdpi.com/journal/ijyms
Review

Novel Strategies for the Prevention and Treatment of Biofilm
Related Infections

Meng Chen L Qingsong Yu ?and Hongmin Sun hx

Enzymes anti-matrice

Agents chélateurs

Ail (EDTA ...)

« Small molecules »

Inhibiteurs de

Coating guorum sensing

Phages

Vaccins
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Vie intracellulaire

=]
|

Fan

MRl

T
&

Van de Velde H.

Etude sur le mécanisme de la virulence du
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THE SURVIVAL OF STAPHYLOCOCCI WITHIN HUMAN
LEUKOCYTES*

BY DAVID E. ROGERS,{ M.D., Axp RALPH TOMPSETT, M.D,

(From the Department of Medicine, New York Hospilal-Cornell
Medical Center, New York)
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Vie intracellulaire

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

Bettina Loffler*, Lorena Tuchscherr, Silke Niemann, Georg Peters

International Journal of Medical Microbiology 304 {2014) 170176

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes




Vie intracellulaire

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

Bettina Loffler*, Lorena Tuchscherr, Silke Niemann, Georg Peters

International Journal of Medical Microbiology 304 {2014) 170176

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes

- ... et ostéoblastes !

.}' frontiers o
in Cellular and Infection Microbiology Flmpisi

Staphylococcus aureus vs.
Osteoblast: Relationship and
Consequences in Osteomyelitis

Jéréme Josse, Frédéric Velard and Sophie C. Gangloff *

EA 48371 Biomaténaux ef inflammation an site osseux, Pdle Sanid, Unfversits de Fieims Champsagne-Ardanne, Reims, France
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Interactions avec les ostéoBlastes

S. aureus

FnBP

Fibronectine

Membrane cellulaire

2 3
1 lmtégrineassl ,l

Traction du Invagination de la . Vacugle .
cytosquelette membrane d ;n;ernahsatljm
phagosome

Microscopie électronique
Hoffmann et al., EurJ Cell Biol 2011




Interactions avec les ostéoBlastes

1mL

INFECTION
MOI 50:1 &

»:le 3
Vancomyein
Bodiby®
Gentamicine
200 pg/mL

Lyse cellulaire
(choc osmotigue)
0
o

4
Quantification des
bactéries adhérées par
cytométrie en flux
Evaluation du
nombre de

bactéries intra-




Interactions avec les ostéoBlastes : MRSA

May 2013 | Volume & | Issue 5 | 2863176

@ PLOS | one

PSMs of Hypervirulent Staphylococcus aureus Act as
Intracellular Toxins That Kill Infected Osteoblasts

Jean-Philippe Rasigade’*>*, Sophie Trouillet-Assant’, Tristan Ferry', Binh An Diep® Anais Sapin®,
Yannick Lhoste®, Jérémy Ranfaing’, Cédric Badiou', ¥Yvonne Benito?, Michéle Bes?, Florence Couzon’,
Sylvestre Tigaud®, Gérard Lina'2, Jérome Etienne'?, Francois Vandenesch'?, Frédéric Laurent' 2>

HA-MRSA (n=15)
Infections post-opératoires -

Sur matériel

CA-MRSA (n=20)

Indolentes : chronicisation, récidive

Faible cytotoxicité

Survie intracellulaire +++ -

LDH release
(n-fold change to 8325-4 strain)

2.5

Ostéomyélites (enfants) +++

Progression rapide, inflammation majeure,
destruction osseuse, dommages tissulaires
Cytotoxicité +++

Faible survie intracellulaire

Dommages tissulaires (role de la PVL)

@ STB-USA300-IV
& B STBO-IV
2041 g ©® A ST30-USA1100-1V
w K ™= @ ST239N
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21 a oo
a A . HT0080117 B ST22-EMRSA15-IV
| Y 2 8
1.0 % s ¢
04 @
e L% 5 &
015 L] T T 1
0 1 2 3 4

Intracellular bacterial load
(n-fold change to 8325-4 strain)



Interactions avec les ostéoBlastes : MSSA

Delta-toxin production deficiency in Staphylococcus aureus: a diagnostic
marker of bone and joint infection chronicity linked with osteoblast

invasion and biofilm formation o
Clin Microbia! Infect 2015; 21z 568.e1 -568.21 |

F. Valour"u‘d, J.-P. Rasigadez‘j‘d, s. Trouillet—Assant“, ) Gagnairel, Al Bouaziz', 15 Karsenty', C. Lacourl, M. Besu, 5. Lustigu's,
T. Bénet®, C. Chidiac' ™, J. Etienne’, F. Vandenesch™, T. Ferry'”** and F. Laurent’”", on behalf of the Lyon BJI Study Group
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Spearman 0.29, p=0.005
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80

Délai d"évolution (semaires)
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I 4
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Interactions avec les ostéoBlastes : SCN

."P frontiers
in Microbiology  uly 2016 | voluma 7 | Articie 1063

Pathophysiological Mechanisms of

Evaluation de I'adhésion et internalisation dans les ostéoblastes
Staphylococcus Non-aureus Bone

and Joint Infection: Interspecies de 16 especes de SCN (souches cliniques responsables d’lOA)
Homogeneity and Specific Behavior

of S. pseudintermedius Faible capacité d’internalisation et de persistance des SCN
Yousef Maali'2, Palricia Martins-Sim&es*Z, Florent Valour®3, Daniel Bouvard*s, ‘ ) . - .

Jean-Philippe Rasigade’*, Michele Bes®, Marisa Haenni, Tristan Ferry'?, a I exceptlon de S. pseUdlntermedlus

Frédéric Laurent™*"" and Sophie Troulllet-Assant'-2"
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Interactions avec les ostéoBlastes
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Josse, Front Microbiol 2015



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Diminution de Minoculum

Modele d’infection de monocytes — macrophages humains
S. Lemaire, PM Tulkens - Université Catholique de Louvain
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FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

1mL
INFECTION
MOl 50:1 ./—\

1
INVASION (2h)

}
,-! 00— - -.- Mesure de la
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FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Alogl10 pour
100,000 cellules

AAC
Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus

Florent Valour,2® Sophie Troulllet-Assant,” Natacha Riffard,” Jason Tasse,® Sacha Flammier,” Jean-Philippe Rasigade,™®
Christian Chidiac,>® Frangois Vandenesch, ™ Tristan Ferry,®® Frédéric Laurent,™*“ on behalf of the Lyon Bone and Joint Infection
Study Group
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FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Importance de la localisation intra-cellulaire
- S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
- Vancomycine : tres lente diffusion lysosomale
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Alogl10 pour
100,000 cellules
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action
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FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Alogl10 pour
100,000 cellules

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

*k *%
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Carryn et al. Infect Dis Clin North Am 2003 — Lemaire et al. AAC 2007, 2008 et 2009 — Sandberg et al. AAC 2009
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Proportion of intracellular bacteria at 24h

MSSA oy MRSA —

compared to untreated cells
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FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

MSSA oy MRSA —
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Proportion of intracellular bacteria at 24h
compared to untreated cells
Proportion of intracellular bacteria at 24h

- Confirmation of the weak intraosteoblastic activity of daptomycin against MSSA/MRSA
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MSSA
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— Acceptable efficacy of oxacillin against intracellular S. aureus INCLUDING MRSA
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MSSA oy MRSA —
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— Superiority of the daptomycin-oxacillin combination compared to each molecule alone
not observed for the daptomycin-ceftarolin combination
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Impact du pH intralysosomal

__ sAsm . SARM
_ pH 7 pH5 p-value pH 7 pH5 p-value
0,25 1,83 0,002 0,29 2,00 0,002
Oxacillin [V 0,06 0,047 106,70 0,35 0,001
4,00 0,08 0,059 8,00 0,062 0,047

- Intracellular restauration of oxacillin activity against MRSA is (at least partly) due
to a major decrease in MICs at the intralysosomal acidic pH

- Intracellular weak activity of daptomycin might be partly due to its decrease in activity
at acidic pH



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Outcome and Predictors of Treatment Failure in
Total Hip/Knee Prosthetic Joint Infections Due to
Staphylococcus aureus

Eric Senneville, Donatienne Joulie, Laurence Legout, Michel Valette, Herve Dezeque, Eric Beltrand, Bernadette Rasele,
Thibaud d'Escrivan, Caroline Loiez. Michele Caillaux, Yazdan Yazdanpanah, Carlos Maynou, and Henri Migaud

Centre Mational de Reférence des infections Ostéo-Articulaires Mord-Ouest, Roger Salengro Faculty Hospital of Lille, Lille, France

Facteurs protecteurs (univarié)

1,00 o == “ies

- ASA score<?2 P e
- ATB empirique post-opératoire 075 l

adéquate g I
- Combinaison a base de rifampicine %m

o .« 7 & 023

Facteurs protecteurs (multi-varié)
- ASAscore<?2 -
- RifampiCine - fluorquinOIone Timefrn: tha endnf:nﬁl:;im: Ireament:r:llzndls:l -




Interaction avec les ostéoClastes
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Interaction avec les ostéoClastes

Cathepsin K
RANKL avf3 Carbonic
c-fos TRAF6 Anhydrase Il
PU.1 M-CSF NFkB c-Src H*-ATPase
V V \% V \/
Determi'nation Proliferation, Differentiation  Polarization Resorption

t Survival




Interaction avec les ostéoClastes
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Uninfécted/Control ] S. aureus Infection

* Typage cytométrique = macrophages

* Relargage de cytokines pro-inflammatoires
e Surnageant = boost de la résorption osseuse
par des ostéoclastes non infectés



Interaction avec les ostéoClastes

Cathepsin K
RANKL avf3 Carbonic
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Interaction avec les ostéoClastes
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Interaction avec les ostéoClastes
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Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS

N\

SMALL
COLONY VARIANT
(SCV)




Small colony variants (SCVs)

Modifications phénotypiques réversibles

Adaptation a un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire
* Croissance lente (temps de doublement x 10) o
*  Petites colonies atypiques — S
e Résist tibiotiques Staphylococcus aureus phenotype switching:
esistance accrue aux anti 9 an effective bacterial strategy to escape

* Adhérence +++ host immune response and establish
* Survie intracellulaire +++ a chronic infection

Lorena Tuchscherr’, Eva Medina?, Muzaffar Hussain®, Wolfgang Vélker®, Vanessa Heitmann®,
Silke Niemann®, Dirk Holzinger®”, Johannes Roth™®, Richard A Proctor®, Karsten Becker”,
Georg Peters™®, Betting Liffler™**

J Antimicrob Chemother 2016; 71: 438-448
doi:10.1093/jocfdkv371 Advance Access publication 20 Novernber 2015

Staphylococcus aureus Small Colony Variants

m PrOSIhEhC ] omt IT'leCﬂﬂﬂ Staphylococcus aureus develops increased resistance to antibiotics
by forming dynamic small colony variants during chronic osteomyelitis

' : ' i ‘ "
Foham Sondl,’ Markus Rohrbach,’ Pator Gralior,’ Kona Fral,” Prier E Ochancs,” sd Warner Zimenoild L. Tuchscherri*}, C. A Kreis?t, V. Hoerr34, L. Flint¢, M. Hachmeister’, J. Geraci?, 5. Bremer-Streck’,

ni Tectiocos Disocsay, Besel Lniver oy Medcal Chac Liraai and Cine of Onhogodic Sugery, Keumacesinl, Liesal, o "Wioatiogy M. Kiehntopf®, E. Medina®, M. Kribus?, M. Raschke?, M. Pletz®, G. Peters* and B. Loffler®
Laobarmary, Lnivamry Fawtal Sascl, Boael, Switroraed

Sendi et al. Clin Infect Dis. 2006

Décrits dans de nombreuses situations cliniques
(I0A, infections / matériel, mucoviscidose ...)

... et chez de nombreuses espéces
(staphylocoques, Pseudomonas, E. coli, P. acnes ...)

Proctor, Nat Rev Microbiol 2006 — Proctor, CID 1995 — Tuchscherr, JID 2010 — Tuchscherr, JAC 2016



Small colony variants

Clinical Characteristics and QOutcomes of Prosthetic Joint Infection

Caused by Small Colony Variant Staphylococci Retrospective series of 113 patients with

staphylococcal PJI, with prospective testing

Aaron J, Tande,™® Douglas R. Osmon,® Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Tad M. Mabry,® Arlen D. Hanssen,® Robin Patela-t.d Of a rchived son icate fl u |d sam p|eS

mBis  September/Octaber 2014 Voelume 5 lssue 5 20191014

38 subjects (34%) with SCVs and 75 (66%) with only normal-phenotype (NP) bacteria

Characteristic? Sy
Yes (n = 38) No {n=75) FPyalue
Orthopedic history
loint age in days, median (range) 1,295({216-13,712) 646 (2311 883) 0.007
Prior arthroplasty revision 32 (84.2] 52 (703} .17
Time since last surgery in days, 743 (31-10,0340) 306 (20-8,686) < (L0001
meedian {range)
Cemented arthroplasty 33186.4) il (8010} .44
Antibiotic-loaded cement in place® 8 (44.4) 16 (39.0) 0.74
Aminoglyooside in cement® 71(38.9) 8{19.5) 19
PIT history
Simus fract 11 (28.9) 13 {353} (g2
Duration of PII symptoms in days, 491 (14-2,308) 165 {2—1,656) 0.0003
median {range) _ o
Prior surgery for this PJ1 25 {Bl.5) 28 (373) .03
Cumulative antibiotic days in prior &6 (0-180] 13 (O-180) 037
6 mo, median {range}
Receiving 120 or more days of 1& (42.1) 17 (22:3) .048
antibiotics in prior & mo
Serum WEC in 10 cells/liter, 74 {4.5-11.7) 7.9 (3-233) .13
median {range)
Serum ESR in mmy/h, 46 (5-111) 45 (3-123) .54
median (range)
Serum CRP in mgfliter, 23 (5-223) 44 (3-269) 0.z
median {range)
Prmpctatil.‘c KF asp:il*a:e 2y (hE.4) 51 (BE0)
SF WBC in cellsfpd, 28,574 (8,175-155,000) 44,275 (629-1,071 472) 0.13
median {range})
5F neutrophil %, 88 (79-98) 1 (51100} .84

miadian (range)




Small colony variants

Clinical Characteristics and QOutcomes of Prosthetic Joint Infection

Caused by Small Colony Variant Staphylococci Retrospective series of 113 patients with

staphylococcal PJI, with prospective testing

Aaron J, Tande,™® Douglas R. Osmon,® Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Tad M. Mabry,® Arlen D. Hanssen,® Robin Patela-t.d Of a rchived son icate fl u |d sam p|eS

mBis  September/Octaber 2014 Voelume 5 lssue 5 20191014

38 subjects (34%) with SCVs and 75 (66%) with only normal-phenotype (NP) bacteria

o |

- — SCV

---= No SCV
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Duration in days until last follow-up or treatment failure

Treatment failure predicitve factor = S. aureus (HR, 4.03; 95%Cl, 1.80-9.04)

SCVs associés a la chronicité sans impact sur le pronostic



[ FOCUS : SCVs, biofilm et diagnostic

Intéret de la sonication

Protheses explantées

Culture bactérienne classique
(1-10 prélevements
per-opératoires)




/2 FOCUS : SCVs, biofilm et diagnostic

Intéret de la sonication

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

“ ORIGINAL ARTICLE ”

Sonication of Removed Hip and Knee | = HES——
Prostheses for Diagnosis of Infection

Andrej Trampuz, M.D., Kerryl E. Piper, M.5., Melissa J. Jacobson, A.5.,
Arlen D. Hanssen, M.D., Krishnan K. Unni, M.D., Douglas R. Osmon, M.D.,
Jayawant M. Mandrekar, Ph.D., Franklin R. Cockerill, M.D.,

James M. Steckelberg, M.D., James F. Greenleaf, Ph.D., and Robin Patel, M.D.

Culture de sonicat

17 suspicion de sepsis, 9 cultures +
6 avec SCV

S. aureus

S. epidermidis
P. aeruginosa
S. gallolyticus
P. acnes

S. sanguinis




FOCUS : SCVs et thérapeutique

s, ep?d;rmidis S. epidermidis de bhénotype?CV



Take-home messages




Synthese

Adaptation bactérienne

IOA aigué IOA chronique

Biofilm

intracellulaire 3

SCVs
T Toxines 4 Adhésines d Toxines T Adhésines
Agression tissulaire 4 Inflammation, dommages tissulaires
Réponse immunitaire / inflammatoire - Echappement au systéme immunitaire
- Destruction cellulaire -« Tolérance » aux antibiotiques
- Invasion et destruction tissulaire ‘

DEBRIDEMENT, ABLATION MATERIEL
CHOIX DES ANTIBIOTIQUES : rmp, fq, dap
THERAPEUTIQUES CIBLEES ?
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