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Chronicité : importance du concept

- Début des Diagnostic
- !a symptomes Début de prise en charge
e 3-4 sem

< 3-4 semaines

IOA AIGUE

- Réplication bactérienne +++
- Infection suppurative

. . Risk for failure
- Congestion vasculaire 10
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Chronicité : importance du concept
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Antibiothérapie intracellulaire
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Rationnel

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

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

International Journal of Medical Microbiology 304 (2014) 170-176

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes




Rationnel

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

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

International journal of Medical Microbiolagy 304 [2014) 170-176

Décrit avec de nombreux types cellulaires

- Cellules endothéliales Mini Review
- Cellules épithéliales
- Kératinocytes

- Fibroblastes John A. Wright, Sean P. Nair*
- Leucocytes

Interaction of staphylococci with bone

International Journal of Medical Microbiology 300 (2010) 193-204

- ... etles cellules osseuses !

Bosse, 2005
Osteéite chronique
ME




Interactions avec les ostéoblastes

S. aureus
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Staphylococcus aureus vs.

_ . _ Osteoblast: Relationship and
Microscopie lectronique Consequences in Osteomyelitis
Hoffmann et al.

EurJ Cell Biol 2011 Jérdme Josse, Frédéric Velard and Sophie €. Gangloff *
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Interactions avec les ostéoblastes
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Interactions avec les ostéoblastes : MRSA

May 2013 | Wolume & | lssue 5 | e63176

@ 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?, Mich&le Bes?, Florence Couzon’,
Sylvestre Tigaud®, Gérard Lina"?, Jéréme Etienne'?, Francois Vandenesch’?, Frédéric Laurent™?>

HA-MRSA (n=15)

Infections post-opératoires
Sur matériel

Indolentes : chronicisation, récidive

Faible cytotoxicité
Survie intracellulaire +++

CA-MRSA (n=20)

Ostéomyélites (enfants) +++

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

Faible survie intracellulaire

Dommages tissulaires (role de la PVL)
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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 .
Clin Microbiol Infect 2015; 21: 568.1 -5868.21 |

F. Valour"z‘l“, J--P. Rasigadez‘s“', S. Trouillet—Assantl, ) Gagnairez, Al Bouaziz', ) I(arsenty', C. Lacuurl, M. Bes‘u, 5. Lustig“'s,
T. Bénet®, C. Chidiac'~**, ). Etienne™*, F. Vandenesch™", T. Ferry'™* and F. Laurent™*, on behalf of the Lyon Bl Study Group
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Interactions avec les ostéoblastes : SCN

}' frontiers
in Microbiology 2016 | voiume 7| aricie 1083

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’I0A)

Homogeneity and Specific Behavior

of S. pseudintermedius Faible capacité d’internalisation et de persistance des SCN
Yousef Maali"2, Patricia Martins-Simdes’2, Florent Valour'*, Daniel Bouvard*s,

Jean-Philippe Rasigade'¢, Michele Bes®, Marisa Haenni’, Tristan Ferry’=, é I’exc e pt i o n d e S' p seu d i n te rm ed i u s
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Réservoir intracellulaire et thérapeutique

Modeéle d’infection de monocytes — macrophages humains
S. Lemaire, PM Tulkens - Université Catholique de Louvain
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Réservoir intracellulaire et thérapeutique
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Réservoir intracellulaire et thérapeutique

A AAC

6 - Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus
5 - Florent Valour,®® Sophie Troulllet-Assant,” Natacha Riffard,” Jason Tasse,” Sacha Flammier,® Jean-Philippe Rasigade,™®
Christian Chidlac,®® Frangols Vandenesch,™%® Tristan Ferry,*® Frédéric Laurent,”%® on behalf of the Lyon Bone and JoInt Infection
4 - Study Group
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Réservoir intracellulaire et thérapeutique

Importance de la localisation intra-cellulaire
- S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
- Vancomycine : tres lente diffusion lysosomale
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Réservoir intracellulaire et thérapeutique
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Réservoir intracellulaire et thérapeutique

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



Réservoir intracellulaire et thérapeutique

Journal of
1 Antimicrob Chemmother 2016; 71: 438448 Antimicrobial
doi:10.1093/jac/dkv371 Advance Access publication 20 Novernber 2015 Chemotherupy

Staphylococcus aureus develops increased resistance to antibiotics
by forming dynamic small colony variants during chronic osteomyelitis

L. Tuchscherr*f, C. A. Kreis*f, V. Hoerr!?4, L. Flint*, M. Hachmeister®, J. Geraci®, 5. Bremer-Streck®,
M. Kiehntopf5, E. Medina®, M. Kribus?, M. Raschke?, M. Pletz8, G. Peters* and B. Lofflerl?
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A propos des SCVs

ournaks ASMorg

Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus

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

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

Eric Senneville, Donatienne Joulie, Laurence Legout, Michel Valette, Herve Deze que, Eric Beltrand, Bernadette Rosele,
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
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FOCUS : daptomycine et béta-lactamines

Proportion of intracellular bacteria at 24h
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FOCUS : daptomycine et béta-lactamines
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- Confirmation of the weak intraosteoblastic activity of daptomycin against MSSA/MRSA

Proportion of intracellular bacteria at 24h

compared to untreated cells

MRSA

(mean; 95%CI)
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FOCUS : daptomycine et béta-lactamines
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- Acceptable efficacy of oxacillin against intracellular S. aureus INCLUDING MRSA




FOCUS : daptomycine et béta-lactamines

MSSA o MRSA —
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- Superiority of the daptomycin-oxacillin combination compared to each molecule alone
not observed for the daptomycin-ceftarolin combination



[ FOCUS : daptomycine et béta-lactamines

Impact du pH intralysosomal

_ pH 7 pH5 p-value pH 7 pH5 p-value
0,25 1,83 0,002 0,29 2,00 0,002
Oxacillin~~ [OE0 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



% intracellular bacteria/ untreated cell

FOCUS : rifamycines
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— Bonne activité intracellulaire des 3 rifamycines a concentration osseuse



% intracellular bacteria/ untreated cell

FOCUS : rifamycines
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— Bonne activité intracellulaire des 3 rifamycines a concentration osseuse

- Meilleure activité de la rifabutine a faible concentration (dés 0,1 CMI)



FOCUS : rifamycines

% intracellular bacteria/ untreated cell
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Antibiothérapie « anti-biofilm »




Formation du biofilm
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Biofilm = population bactérienne héterogene + matrice extracellulaire (slime)



Biofilm et IOA/IPA

Formation de biofilm sur :

« |la prothese
« parties métalliques
« Ccéramique

- PE

F. Laurent, HCL, 2017



Biofilm et IOA/IPA

Formation de biofilm sur :

* |le ciment orthopédique

Stoodley et al., 2008



Biofilm et IOA/IPA

Formation de biofilm sur :

* laprothese

« parties métalliques

e Céramique
« PE

« |e ciment orthopeéedique

. , . ;o Bacterial biofilm
» les tissus periprothéetiques like floating

aggregates
* 0S

Bacterial
biofiims

* membrane(s) synoviale(s)

 liguide synovial = biofilm-like aggregates

Evans et al., 2008; Dastgheyb et al., 2015



Biofilm et environnement périprothetique

9 PMMA/UHWPE
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Réduction de la phagocytose des bactéries sous forme "biofilm

Réponse "anti-inflammatoire" favorisee (MDSCs)




FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ESCMID GUIDELINES

ESCMID* guideline for the diagnosis and treatment of biofilm infections
2014
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Biofilm et tolérance aux antibiotiques

MBEC = Minimum Biofilm Eradication Concentration
L}équivalent de la MIC pour les biofilms
MBEC =10 a 1000 x MIC Il

Baisse de sensibilité aux antibiotiques = tolérance et pas résistance

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

Explications ?
* Probleme de pénétration des antibiotiques dans le biofilm ?

 Bactéries différentes dans le biofilm ?

MIC (ng/ml) MIC (pug/ml) MBEC (ug/ml) MBEC (ug/mil)
Antibiotic NCCLS assayt Assay with CBDT AgsoT 0 CFU/pegt
Cefazolin 05 0.5 =>1,024 =>1,024
Ciprofloxacin 0.25 0.5 512 512
Clindamycin 0.12 0.25 128 256
Gentamicin 0.5 0.5 2 2
Oxacillin 0.12 0.25 =>1,024 =>1,024
Penicillin 1 4 128 128
Vancomycin 1 1 =>1,024 =1,024

Donlan, 2000



Mécanismes de "tolérance" aux antibiotiques

« Pénétration des antibiotiques
« ROle des composants de la matrice extracellulaire

« Polysaccharides
« eDNA

« Enzymes présentes dans la matrice (B-lactamases)

Hall et Mah, 2017
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Biofilm et péenétration de la daptomycine

Daptomycine S. aureus Merge

Without proteins

With proteins

La daptomycine peut pénétrer dans le biofilm mais ne I'éradique pas !
Boudjemaa et al., 2016



Biofilm et pénétration des antibiotiques

Inhibition of Bactericidal

biofilm formation Biofilm activity in
Antibiotics (adhesion) penetration biofilm
Vancomycin 4 441617 4 1617
Linezolid n 44 24,29 426
Daptomycin + e+ 442124
Rifampicin + 444581618 4 41630
Moxifloxacin 4 443 442131
Rifampicin+ daptomycin + ++2% +4+7570
Rifampicin+vancomycin ~ 441618 4.41627,32
Rifampicin +linezolid + e i

La pénétration des antibiotiques dans le biofilm n'est
pas proportionnelle a l'activité bactericide !

Jacqueline et Caillon, 2014



Matrice extracellulaire du biofilm

Released cytoplasmic
proteins

Surface
proteins

Polysaccharide

Protein/eDNA biofilm
(B)

Polysaccharide biofilm Fibrin biofilm

(A) (C)

Acidification de microenvironnement par I'eDNA

!

Inactivation des antibiotiques

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



Biofilm et activité métabolique bactérienne

I:I Substrate plus oxygen . Oxygen alone

I:I Substrate alone I:' Mo substrate or oxygen
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Stewart et Franklin, 2008:; Davies, 2003




Take-home messages




Synthese

Persistance intracelluaire

Biofilm

« MBEC =10 a 1000 x MIC Il

« Meécanismes de la tolérance aux antibiotiques
» Pas forcément la pénétration
« eDNA et acidification du microenvironnement
« Meétabolisme bacterien ralenti/altéré

Similarité entre persistance intracellulaire et biofilm

Sanctuarisation de la bactérie et switch vers la chronicité -
ex : SCV/persister J. Tasse, HCL, 2017
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