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Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Physiologie du tissu osseux

= Tissu conjonctif

Matrice extracellulaire :

« 35 % matrice protéique (substance ostéoide et
tropocollagéne)

« 65 % substance minérale (cristaux d’hydroxyapatite et
phosphate de calcium)

Cellules différenciées de trois types :
« Ostéoblastes

« Ostéocytes
= Ostéoclastes

= Renouvellement perpétuel



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Homéostasie du tissu osseux

Homéostasie: « Caracteéristique d'un écosysteme qui résiste aux perturbations et

conserve un état d'équilibre. »

Lignée myéloide / O //—--a._‘Lignée mésenchymateuse
( ', I

9

Précurseurs ._ N N,
ostéoclastiques '

4
_/'_— -.~".
y .
s N
/
/ \
f \

/ e | , )
|' 3% | * __ Pré-ostéoblastes
' o .J.‘ l'. ,,--"':'_-,‘
E W (D
] Ostéoblastes/
+ Ostéoclastes N Y
... M BAQ  Osteocytes
e e P Y — CC=a—=—r=a -
» - {"a\)“t }‘9' » .\/ B --\.././u "\Qvg/. .
’Jue.A_‘.L = & » A.O‘ &.a _fv vc... O..Q
E— ResorptLon — .,0 . Synthése, minéralisation réparation
o T O g et K A T FIPWSL 1L

Ostéocytes — échanges vasculaires, détection du stress mécanique



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Homéostasie: « Caractéristique d'un écosysteme qui résiste aux perturbations et
conserve un état d'équilibre. »

Osteocyte

Actlvatlon

Ostéoblaste Ostéoclaste

Résorption




Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Homéostasie: « Caractéristique d'un écosysteme qui résiste aux perturbations et
conserve un état d'équilibre. »

Ostéocyte

1 | ey

Activation

Ostéoblaste Ostéoclaste
Résorption




Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Contexte

Equilibre entre activités des ostéoclastes
et des ostéoblastes
- Remodelage osseux : maintien os sain

Os sains

Contexte infectieux

Déseéquilibre
- Destruction/remaniement osseux
- Descellement prothétique

Os infectés




Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

IOA : Relations hote-agent infectieux

= Contamination du tissu osseux ou articulaire

= Réaction inflammatoire, déséquilibre de I|’homéostasie
osseuse, constitution du foyer d’infection osseuse

= Meécanismes de persistance ... vs virulence
Biofilm
Internalisation |OA chroniques, persistance bactérienne
Small Colony Variants
Induction de la mort cellulaire

, , |IOA aigués, destructrices
Destruction os par toxines (PVL)



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

IOA : Relations hote-agent infectieux

= Contamination du tissu osseux ou articulaire

= Réaction inflammatoire, déséquilibre de [|'homéostasie
osseuse, constitution du foyer d’infection osseuse

= Meécanismes de persistance ... vs virulence
* Biofilm

e Internalisation |IOA chroniques, persistance bactérienne

* Small Colony Variants
 |Induction de la mort cellulaire

, , |OA aigués, destructrices
e Destruction os par toxines (PVL)



Modes de contamination du tissu osseux

= Hématogene
Bactériémie symptomatique ou non
Porte d’entrée souvent non retrouvée

S. aureus : adhésine spécifique du tissu osseux (bbp fixe la sial CHHITE,
osseuse)

|OA aigués : ostéomyélite (enfant-adolescent +++), arthrite, spondylodiscite

= Par contiguité
Infection des tissus mous a proximité
A partir d’un foyer septique d’une infection aigué
(érysipele) ou chronique (escarre, pied diabétique)
IOA aigués ou chroniques

* |noculation directe du tissu osseux : effraction accidentelle ou
iatrogene p---—

latrogéne chirurgicale : Rupture d’asepsie /arthroscopie
latrogene médicale : infiltration, ponction
Traumatisme

|OA aigués ou chroniques




Modes de contamination du tissu osseux

Contamination du matériel orthopédique

= |OA sur matériel
Prothese articulaire, vis, plaque...

Inoculation

» Per-opératoire (lors de I'implantation)
= Hématogene

Surface inerte : support pour [l'adhésion
bactérienne et la formation de biofilm

Etat inflammatoire  chronique, inhibition
fonctionnelle des cellules phagocytaires
Colonisation du matériel souvent irréversible
(éradication antibiotique impossible)

Risque d’infection de prothese : env. 2%

Ader et al. Presse Med 2005



Skull osteomyelitis
P. acnes; Coagulase-negative staphylococci

} Shoulder prosthesis joint infection

Prosthetic-joint
infection
Coagulase-negative;
staphylococci;
Staph aureus;
polymicrobial
Streptococous spp;
gram-negative I 1
aerobic bacill

P. acnes; Coagulase-negative staphylococci

Vertebral
osteomyelitis
Staph aureus;
gram-negative
aerobic bacilli;
Streptococcus spp;
Mycobactenum
tuberculosis
Brucella
C. burnetii

Osteomyelitis
Staph aureus;
Streptococcus spp.

Streptococcus spp;
E. coli;

Post-traumatic
infection

Staph aureus;
polymicrobial -,
gram-negative
aerobic baailli;
anaerobes

' Diabetic foot infection
Steph oureus;
Streptococcus spp;
Enterococcus spp;

,coagulase-negative
staphylococd;

/' gram-negative

aerobic bacilli;

anaerobes

—

Les IOA aigues

Ostéomyélites de I'’enfant
Mécanisme hématogéene

Arthrite

Mécanisme hématogéne
Infection post-opératoire
Inoculation directe

Spondylodiscite
Mécanisme hématogene

Infection du rachis instrumenté
Mécanisme hématogéene
Infection post-opératoire

Infection de prothese
ou ostéosynthese
Mécanisme hématogéene
Infection post-opératoire
Contiguité (érysipéle)



Prosthetic-joint
infection
Coagulase-negative;
staphylococei;
Staph aureus;
polymicrobial
Streptococcus spp;
gram-negative g
aerobic bacill

Skull osteomyelitis
P. acnes; Coagulase-negative staphylococci

Vertebral
osteomyelitis
Staph aureus;
gram-negative
/" aerobic bacilli
Streptococcus spp;
Mycobactenum
tuberculosis
Brucella

C. burnetii

Septic arthritis
Staph aureus;
Streptococcus spp;

E. coli;

Neisseria gonorrhoeae)

Post-traumatic
infection

Staph aureus; ] - . '
polymicrobial : ' v Diabetic foot infection
gram-negative ™\ i Staph aureus;
aerabic bacilli; I N . Streptococcus spp;
anaerobes N ' | B Enterccoccus spp;

| ,coagulase-negative
staphylococd;

/Q gram-negative
aerobic bacilli;
anaerobes

, \ Shoulder prosthesis joint infection
¥ ’ P. acnes; Coagulase-negative staphylococci

Osteomyelitis
Staph aureus;
Streptococeus spp.

Les IOA chroniques

Ostéomyélites de I'enfant
rechutant a I’age adulte
Mécanisme hématogene

Infection du rachis instrumenté
Infection post-opératoire

Ostéoarthrite chronique
Mécanisme hématogéene
Infection post-opératoire
Inoculation directe

Infection de prothése
ou ostéosynthese
Mécanisme hématogeéne
Infection post-opératoire

Infection du volet cranien
Infection post-opératoire

Infection du pied diabétique
Contiguité




Chronologie de I'épisode d’IOA

- Début des
~ =™ symptomes

‘ \.:.i»-'

< 3-4 semaines

Diagnostic

Début de prise en charge

3-4 sem

P97

IOA AIGUE |

- Reéplication bactérienne +++

- Infection suppurative
- Congestion vasculaire

v
TRAITEMENT
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thérapeutique



Chronologie de I'épisode d’IOA

) - Début des Diagnostic '.
- =™ symptémes Début de prise en charge
- g
3-4 sem
< 3-4 semaines ?7 > 3-4 semaines
IOAAIGUE | >I0OA CHRONIQUE
- Reéplication bactérienne +++ - Tissu osseux
- Infection suppurative ischémique
- Congestion vasculaire - Séquestre osseux
] - Descellement
m - Ralentissement de la
I0A AIGUE crmssaﬁe bactérienne
YV
TRAITEMENT URGENCE DIAGNOSTIQUE ABLATION DES
CONSERVATEUR ET THERAPEUTIQUE IMPLANTS
Risque de récidive Taux élevé d’échec

thérapeutique



Chronologie de I'infection post-op sur matériel

A
Diagnostic e ‘
Implantation Début des Début de prise ‘
du matériel symptémes en charge

PRECOCE (< 1-3 mois)

RETARDEE (1-3 a 12-24 ms)

TARDIVES (> 12-24 mois)

Implantation

1 mois

3 mois

Inoculation chirurgicale +++
Germes a croissance rapide : S. aureus, BGN, streptocoques

Inoculation chirurgicale +
Germes indolents : SCN, corynebactéries, Propionibacterium

Hématogenes ++

12 mois

Inoculation directe

Greffe hématogene



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

|OA : Relations hote-agent infectieux

= Contamination du tissu osseux ou articulaire

= Réaction inflammatoire, déséquilibre de I|’homéostasie
osseuse, constitution du foyer d’infection osseuse

= Meécanismes de persistance ... vs virulence

Biofilm

Internalisation |IOA chroniques, persistance bactérienne

Small Colony Variants
Induction de la mort cellulaire

, , |OA aigués, destructrices
Destruction os par toxines (PVL)



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Rupture de ’homéostasie osseuse par l'infection

Contexte physiologique :

Equilibre de fonction ostéoblastes / ostéoclastes

Contexte infectieux :
Lo

-

Rupture
d’équilibre

Destruction osseuse :
Descellement prothétique
Pseudarthrose

Perte fonctionnelle

i

Os sain Os infecté




Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Homéostasie du tissu osseux :
équilibre délicat synthése/résorption

Les ostéoblastes régulent la maturation et I'activation des ostéoclastes
via RANKL et OPG

Précurseur ostéoclastique Ostéoclaste mature

R

Inactivation de RANKL par OPG
RANKL membranaire

| 4
e @ iy

Précurseur ostéoblastique Ostéoblaste mature

RANKL soluble

Rasigade JP.



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Constitution du foyer d’infection osseuse

Troubles vasculaires (embole septique, traumatisme)
Réaction inflammatoire suppurée, cedeme

Destruction de la matrice osseuse et de |la vascularisation

En absence de traitement efficace,
» Nécrose - séquestres osseux
» Reconstruction d’un os pathologique
= Evolution vers la chronicité
Foyer mal vascularisé = inaccessible au systeme
immunitaire et aux ATB - Chirurgie nécessaire

Jennin et al. Skeletal Radiol 2010



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Réponse inflammatoire
et remodelage osseux

Réponse inflammatoire : rupture d’équilibre vers résorption osseuse
Cytokines majeures IL-6, IL-1 et TNFa

Cytokine Action sur les ostéoclastes

IL-6 Macrophage, Activation indirecte via expression
ostéoblaste infecté RANKL par les ostéoblastes
IL-1 Macrophage Activation directe

TNFa Macrophage Activation directe



Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

Réponse inflammatoire
et remodelage osseux

Action destructrice multifactorielle de
S. aureus sur le tissu osseux

Activation de I'ostéoclastogénese

Action lytigue des cellules immunitaires (polynucléaires,
macrophages)

Action directe sur les ostéoblastes




Le tissu osseux et les infections ostéo-articulaires

|OA : Relations hote-agent infectieux

= Contamination du tissu osseux ou articulaire

= Réaction inflammatoire, déséquilibre de [|'homéostasie
osseuse, constitution du foyer d’infection osseuse

= Mécanismes de persistance ... vs virulence
Biofilm

Internalisation |OA chroniques, persistance bactérienne

Small Colony Variants
Induction de la mort cellulaire

, , |IOA aigués, destructrices
Destruction os par toxines (PVL)



|OA chroniques : strategies de persistance bacterienne

Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS

BIOFILM SMALL

COLONY VARIANT
VIE INTRACELLULAIRE (SCV)




|IOA chroniques : stratégies de persistance bacterienne

Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS

BIOFILM




|OA et biofilm

Des biofilms partout ... et depuis longtemps

FLATE XV

ov‘yon
o
Stromatolithes oS
Cyanobactéries Biofilm sur os _ \
(2,5 milliards d’année) de dinosaure Antonie van |IOA a S. epidermidis
Australie Leeuwenhoek chez Mr M.
1676 en juin 2018

Bacterial Biofilms: A Common Cause of
Persistent Infections

J. W. Costerton,” Philip S. Stewart,” E. P. Greenberg®*

COSTERTON

RINEIIM CENTED

|nAnuom.c [EM Antibody K Planktonic cell @ Biofim cell Bl Phagocyte enzymes |



|OA et biofilm

@ Bactéries actives

O Bactéries 8 métabolisme lent

@ Bactéries persistantes
a8 Protéine
< ™ Polysaccharide
ranee™ - ADN extracellulaire

Bactéries
libres

Adhérence Adhérence
réversible irréversible

Microcolonie Biofilm mature

1 —
Maturation J. Josse

Biofilm = Structure dynamique et tridimensionnelle capable d’adhérer a un support
vivant ou inerte (séquestre osseux. matériel)



|OA et biofilm

Etapes de la colonisation du matériel par S. epidermidis

PSS
2 h 4 h 8 h 24 h
Fixation des bactéries Début de fabrication La surface du matériel Des bactéries émergent
sur des irrégularités 3 du "slime " est recouverte par une du biofilm, libres et
couche épaisse de prétes a se fixer ailleurs

la surface du matériel N
slime

Microphotographies Olson, Ruseska, Costerton J. Biomed Mater Res 1988



|OA et biofilm

Nombreux cocci visibles au fond d'une cassure d'une couche épaisse de biofilm d'un séquestre infecté
(From: Evans : Clin Orthop. 1998, February: 243-249)

Higher power magnification (original magnification, x 2940) of the infected sequestra in prepared by the osmium
tetroxide and freeze drying method.




|OA et biofilm




|OA et biofilm

Biofilm
Bactéries
métaboliguement Résistance
+/- actives R
* Multiplication en
présence d'antibiotique
* Origine genetique
Bactéries
persistantes
Tolérance :
* Survie en présence
| VarialntS_ d’antibiotique
ey - Origine phénotypique
» Réversible

Surface biotique ou abiotique

J. Josse



|OA et biofilm

V4

Hétérogénéité du biofilm / micro environnement

oxygene

Location of Microsensor in
&= Void Cluster w |

R ——————————

Les canaux favorisent [lapport d'¢léments
nutritifs et d 'oxygéne au cceur du biofilm et les
échanges de molécules signal entre les
populations microbiennes.
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Costerton et al. 1994. J. Bacteriol. 176:2137-42



|OA et biofilm

/7 V4

Hétérogénéité du biofilm / micro environnement

Métabolites

Métabolites primaires Métabolites secondaires

a Metabolic substrate 1
- - Biofilm ; Aud et signaux

“~ ., - . w
) —
o o '
) o | ‘ )
y HSL
o
S o
reoéptkq‘r‘s °
N\ o o

BIOFILM

Stewart & Franklin 2008 Nature Reviews Microbiology 6:199-210



|OA et biofilm

Hétérogénéité du biofilm / micro environnement

Etat métabolique

Mesure de la synthése
protéique
Expression GFP

Mesure de la synthése
ADN

5 bromo2-deoxyuridine
(BrdU)

Biofilm S. epidermidis (Rani et al.,, 2007)



|OA et biofilm

Costerton et al. Science 1999

Bactéries planctoniques :

Elimination par les mécanismes de défense
naturels (anticorps, phagocytes...)

Facilement accessibles aux antibiotiques

E3 Antibiotic
Antibody

) Planktonic cell
& Biofilm cell

n Phagocyte enzymes



|OA et biofilm

Costerton et al. Science 1999

Bactéries sessiles = adhésion sur une
surface inerte et entre elles biofilm

échappement au systeme
Immunitaire

» bactéries peu accessibles aux Ac

E3 Antibiotic
Antibody

) Planktonic cell
@& Biofilm cell

n Phagocyte enzymes



|OA et biofilm

Costerton et al. Science 1999

phagocytes attirés par le biofilm

phagocytose inopérante

—> enzymes phagocytaires libérées
localement

E3 Antibiotic
Antibody

L) Pianktonic cell
& Biofilm cell

n Phagocyte enzymes



|OA et biofilm

Costerton et al. Science 1999

Libération enzymes phagocytaires
= endommage les tissus autour du
biofilm

descellement

essaimage de bactéries
planctoniques a partir du biofilm :

dissémination de l'infection
infection dans un tissu voisin ou a distance

E3 Antibiotic
Antibody

L) Pianktonic cell
& Biofilm cell

n Phagocyte enzymes



|OA et biofilm

Costerton et al. Science 1999

Bactéries sessiles = adhésion sur une surface
inerte et entre elles biofilm
diminution de sensibilité / « tolérance » aux
antibiotiques

pénétration difficile, ATB piégés/inactivés
par des enzymes de la matrice
extracellulaire

concentrations subinhibitrices d’ATB dans le
biofilm, induction de R

bactéries sessiles en phase stationnaire de
croissance (quiescence) donc moins
sensibles aux ATB

environnement anaérobie inactivant les
aminosides



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

" Dérivations ventriculaires | ‘ | Pathologies buccodentaires | antibiotiques des bactéries

---------------------------- et ORL (caries, stomatites, : . . , y ae s

S Aot S e— o otites chroniques) | en b|0f||m n eSt predICtIf du

____________ rotrachéales ) , :

= Cathéters vasciloires -\ ""7__Endocardites infectieuses | succes thérapeutique

1 t =N - AN )] e 2 Fo=-————=a

. __(a_r_t_é[fej;_e;c(i\l/_l; ineux) ! B E ciliul?:sg;?:; i actuellement

""" Valves cardiaques et | | __atteints de mucoviscidose !

|__stimulateurs cardiaques |~ - En cas d’infection sur

T — i Infections urinaires | matériel, éradication par ATB
Cuthe’tgrs \{CI.SCU|(1IFES i récidivantes : . . .

________ périphériques | seuls possible uniqguement si

" Sondes sur voies arinires | évolution < 3 (hematogene) a

4 (inoculation) semines

________________________ - Importance des ATB « anti-
............................ biofilm », notamment en cas

I chroniques | de traitement conservateur

____________________________




|OA et biofilm

Mécanisme 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 T acides téchoiques

+ augmentation fréquence

mutations
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




|OA et biofilm

Mécanisme 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 T acides téechoiques

+ augmentation fréquence
mutations

Effet inoculum : densit'G

bactérienne importante

enzymes matricielles

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

Reference Organism Antiliotic M.l CHErMEBLAE 'Concn clloetive against
planktonic phenotype (p.g/ml) biofilm phenaotype (pg/ml) X10
215 S. aureus NCTC 8325-4 Vancomycin 2 (MBC) 207 X1000
26 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Imiperem 1 (MIC) >1,024° S
26 E. coli ATCC 23922 Ampicillin 2 (MIC) 5120 2560
208 P. pseudomallei Ceftazidime 8 (MBC) 8O0F X100
114 Streptococcus sarguis 804 Doxycyeline 0.063 (MIC) 3.15¢ X50

¢ Concentration required for 99% reduction.

b Minimal biofilm eradication concentration.

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

Donlan, CMR 2002



|OA et biofilm

Biofilm et antibiotiques

Biofilm S. aureus GFP
GFP sous controle promoteur
Tétracycline dépendant

Average Intensity
(o))
o

140

——a—Time (hr) vs Box 1

e @ TiME () vs Box 2 E
120 {|-=---Time (hr) vs Box 3 v\‘

—-—a—-Time (hr) vs Box 4 Yv'/ Pove

— -« —Time (hr)vs Box 5| | 'v\ B ‘2

40
20
0
0 2 4 6 8
Time (hr)

Cinétique de fluorescence
(induction GFP sous promoteur tef)
apres ajout de tétéracycline
en différents points du biofilm



|OA et biofilm

Daptomycine et résistance spécifique : exceptionnelle

Daptomycine et vitesse de pénétration

g
81

Biofilm S. epidermidis sur dispositif en flux
Marquage Bodipy Daptomycine

Stewart. AAC, 2009
Coeff diffusion = 28%



|OA et biofilm

Etude de Saginur R et al. Antimicrob Agents Chemother 2006

Nombre de souches sensibles (39)

Planctonique Biofilm
Oxacilline 11 1
Gentamicine 2 0
Vancomycine 39 0
Linézolide 39 1
Azithromycine 0 0
Rifampicine 36 10
Ciprofloxacine 9 0
Acide fusidique 34 3




Cure rate (%)

FOCUS : Biofilm et thérapeutique

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, July 2009, p. 2719-2724 Vol. 53, No. 7
0066-4804/09/$08.00+0  doi:10.1128/AAC.00047-09
Copyright © 2009, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

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

Anne-Kathrin John,' Daniela Baldoni,' Manuel Haschke,” Katharina Rentsch,’
Patrick Schaerli,' Werner Zimmerli,” and Andrej Trampuz'°*

SARM et DAP-RMP

100+
*%
90+ , .
80+ *
|
70+ 67% | - |
TABLE 3. Rates of emergence of rifampin resistance in cage fluid
60+ during and after treatment (planktonic bactena) and in
culture from explanted cages (adherent bactena)
50 P £
Planktonic bacteria® Adherent
40+= 0 bacteria”
33 /0 Treatment (dose)’ During After after
30- treatment treatment treatment
(day 6) (day 12) (day 12)
204
0 RIF (125) 212(17) 212(17) 3/12 (25)
10 8% VAN (15) + RIF (12.5) 412(33)  §/12(42)  T2(58)
LZD (50) + RIF (12.5) W12 (0) 012 (0) 1
0 LVX (10) + RIF (125) 0/12 (0) 0/12 (0)
salinJ VANI DAPI DAPI RIF VANI LZD I LVXI DAP IDAP DAP (20) + RIF (12.5) /12 (0) 0/12 (0)
12 (0) 012 (0)

(15) (20) (30) (125) (15) (50) (10) (20) (30) ~ =AELR KL

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 Rosele,
Thibaud d'Escrivan, Caroline Loiez, Michele Caillaux, Yazdan Yazdanpanah, Carlos Maynou, and Henri Migaud

Centre National de Reéférence des Infections Ostéo-Articulaires Nord-Ouest, Roger Salengro Faculty Hospital of Lille, Lille, France

Facteurs protecteurs (univarié)

- ASA score <2 el B
- ATB empirique post-opératoire T
adéquate _ 0751 _L‘—\_‘_
- Combinaison a base de rifampicine § ‘ 1_
E 0.50
Facteurs protecteurs (multi-varié) :
- ASAscore <2 8 ..
- Rifampicine — Fluoroquinolone
0.00 i i .
6 12 18 24

Time from the end of antibiotic treatment (months)
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ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Apr. 1991, p. 741-746 Vol. 35, No. 4
0066-4804/91/040741-06502.00/0
Copyright © 1991, American Society for Microbiology

BGN et FQ

Killing of Nongrowing and Adherent Escherichia coli Determines
Drug Efficacy in Device-Related Infections
ANDREAS F. WIDMER,'t ADRIAN WIESTNER,! RENO FREI,?> ANp WERNER ZIMMERLI'*

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

CFU/slide (mean = SE)
Drug Kl =
Controls After treatment® g e
Co-trimoxazole 153 = 19 576 = 129 0 0
Aztreonam 241 = 17 14 = 7 94.3 | o
Fleroxacin 338 + 10 39 + 20 88.4 0.93
|Ciproﬂoxacin 531 x 56 0+0 =000

@ Adherent bacteria were incubated at drug concentrations corresponding
to twice the MBC determined in the logarithmic growth phase (see text).
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Gram-negative prosthetic joint infection: outcome of a debridement,
antibiotics and implant retention approach. A large multicentre study BGN et FQ

D. Rodriguez-Pardo', C. Pigrau', ). Lora-Tamayo?, A. Soriano®, M. D. del Toro®, J. Cobo®, ). Palomino®, G. Euba?, M. Riera’,
M. Sanchez-Somolinos®, N. Benito’, M. Ferna’ndez-Sampedro'o, L. Sorli'", L. Guio'?, ). A. Iribarren'?, )M Baraia-Etxaburu'?,
A. Ramos's, A. Bahamonde”’, X. FIores-Sa’nchez”, P.S. Corona'” and ). Ariza® on behalf of the REIPI Group for the Study of

Prosthetic Infection*

Clinical Microbiology and Infection, Volume 20 Number ||, November 2014
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Follow-up from open debridement (years)
N at risk (fails)

Not ciprofloxacin treatment 49 (26) 17 (3) 9 (0) 6 (0) 2 (0) 2 (0) 1 (0) 1 (0O) O (0) O (0) O
Ciprofloxacin treatment 124 (18) 87 (6) 59 (1) 32 (1) 16 (0) 10 (0) 6 (0) 2 (0) 1 (0O) 1 (0) O

Patients not treated with ciprofloxacin

------- Patients treated with ciprofloxacin
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ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Oct. 2011, p. 48214827
0066-4804/11/$12.00  doi:10.1128/AAC.00141-11
Copyright © 2011, American Socicty for Microbiology. All Rights Reserved.

Vol. 55. No. 10

E. faecalis et DAP-GEN

Gentamicin Improves the Activities of Daptomycin and Vancomycin
against Enterococcus faecalis In Vitro and in an Experimental

1-1

Logyg CFU/mI (mean = SEM)
N

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'~>*

B 100-
90
80
p = 0.007 - 104
p = 0.007 — e
I 1 - 60-1
S
[ ¢
e
|
Q

Control

DAP VAN GEN DAP + VAN +
GEN GEN
Treatment regimens

Bactéries planctoniques : fin de traitement

et J5

55%

Control DAP VAN GEN DAP + VAN +
GEN GEN
Treatment regimens

Cure rate : adherent E. faecalis
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)
AAC P acnes et RMP

Role of Rifampin against Propionibacterium acnes Biofilm In Vitro

and in an Experimental Foreign-Body Infection Model Pas de données

Ulrika Furustrand Tafin,® Stéphane Corvec,™® Bertrand Betrisey,® Werner Zimmerli,© and Andrej Trampuz® Cl N Iq ues
100+ . W .
ik
w" r  J
e 63%
g Al ke 1 | 151'2“]
s ¥ e 46%
= (11/24)
-
(2]
5 401
o
204
0% 0%
0 (0/24) {0/24)
Control LEVO VAN DAP RIF LEVO+RIF VAN+RIF DAP+RIF

Treatment regimens

Cure rate : adherent P. acnes
P. acnes est devenu

Cutibacterium acnes !
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doi:10.1093/jac/dku254

J Antimicrob Chemother 2014; 69 Suppl 1:137-i40

Journal of
Antimicrobial
Chemotherapy

Cédric Jacqueline* and Jocelyne Caillon

Impact of bacterial biofilm on the treatment of prosthetic joint infections

Inhibition of Bactericidal

biofilm formation Biofilm activity in
Antibiotics (adhesion) penetration biofilm
Vancomycin + ] +
Linezolid + afosfe +
Daptomycin + -+ ++
Rifampicin + S +4
Moxifloxacin + Eis 4+
Rifampicin+daptomycin + 44+ +++
Rifampicin+vancomycin + ++ 4+
Rifampicin+linezolid + -+ 44+
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International Journal of

Mbolecular Sciences

ISSN 1422-0067
www.mdpi.com/journal/ijms
Review

Novel Strategies for the Prevention and Treatment of Biofilm
Related Infections

Meng Chen 1 Qingsong Yu ? and Hongmin Sun o

Enzymes anti-matrice

Agents chélateurs

Ail (EDTA ...)

« Small molecules »

Inhibiteurs de
Coating quorum sensing Phages
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Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS

VIE INTRACELLULAIRE

"Y 0
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Van de Velde H.

Etude sur le mécanisme de la virulence du
staphylocoque pyogéne.

La Cellule 1894;10:403-60.

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 Hospital-Cornell
Medical Center, New York)

PraTtes 8 10 10
(Received for publication, October 10, 1951)




|OA et réservoir intracellulaire

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

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

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

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes
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Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

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

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

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes

- .... etles cellules osseuses !

En culture

Ostéoblaste endocytant des S. aureus
Ellington et al. ) Bone Joint Surg Br 2003

Mini Review
Interaction of staphylococci with bone
John A. Wright, Sean P. Nair *

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

In vivo (patient atteint d’'ostéomyélite récurrente)
-‘.,.;? EE4 'f‘ han* ,\- "
e ,.‘.ﬁ

<

: s T e s
R . Poe 2 - e g ers B

8

Bosse et al. ) Bone Joint Surg Am 2005
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Interaction avec les cellules osseuses
OSTEOCLASTES OSTEOBLASTES

Progéniteurs -

myélo-monocytaires { C | 10 )  Cellules mésenchymateuses

Précurseurs R
ostéoclastique ’% e
S ey ((, >~ Pré-ostéoblastes
, Ostéoblastes .~
Ostéoclast _ s Ostéocytes
Trar@ase < .  _SEESEES. s .
o TGS e e T o T o we o PR e > o
e - L F T, " T Ta Tl oo Gha e . =
RESORPTION OSSEUSE APPOSITION OSSEUSE

Os sain

Equilibre OB / OC
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S. aureu

FnBP

Fibronectine

ef>
1Y

Traction du Invagination de
cytosquelette la membrane

Microscopie électronique
Hoffmann et al.
Eur J Cell Biol 2011

Interactions avec les ostéoBlastes

Membrane cellulaire

>
Vacuole
d’internalisation
(phagosome)
y frontiers REVIEW
in Cellular and Infection Microbiology I et S R

Staphylococcus aureus vs.
Osteoblast: Relationship and
Consequences in Osteomyelitis

Jérébme Josse, Frédéric Velard and Sophie C. Gangloff*

EA 4691 Biomaténaux et inflammation en site osseux, Ple Santé, Université de Reims Champagne-Ardenne, Reims, France
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Devenir intracellulaire de S. aureus dans les OB

Elimination
Immune
clearance
Internalization
Persistent infection
X . |
v J)J Phenotype switching b SCV
* Immune evasion and
viable reservoir
» Escape and re-internalization .
- » Escape and dissemination Ada ptatlon et
Cytotoxic effects  2< persistance
Cell death 29

9

Mort cellulaire,
dissémination

Garzoni et al. EMBO Mol Med 2011
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Vancomycin - 1t
Bodiby® .

Quantification des
bactéries adhérées par
cytométrie en flux

INFECTION
MOI 50:1

Mesure de la
cytotoxicité par
dosage des LDH

dans le surnageant

Gentamicine
200 pg/mL

Réponse inflammatoire
(mesure des cytokines dans le surnageant)

2 Q)
Lyse cellulaire
(choc osmotique)
0]

Evaluation du
nombre de
bactéries intra-
cellulaires par
étalement des
lysats

tion du

ntuna
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May 2013 | Volume 8 | Issue 5 | 63176 @PLOS | ONE

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

Jean-Philippe Rasigade’?3*, Sophie Trouillet-Assant’, Tristan Ferry’, Binh An Diep® Anais Sapin?,
Yannick Lhoste®, Jérémy Ranfaing’, Cédric Badiou’, Yvonne Benito?, Michéle Bes?, Florence Couzon’,

HA-MRSA (n =1 5) Sylvestre Tigaud®, Gérard Lina'?, Jéréme Etienne'?, Francois Vandenesch'?, Frédéric Laurent’>>

- Infections post-opératoires CA-MRSA (n=20)

- Sur materiel - Ostéomyélites (enfants) +++

- Indolentes : chronicisation, recidive . progression rapide, inflammation majeure
- Faible cytotoxicite destruction osseuse, dommages tissulaire
- Survie intracellulaire +++ - Cytotoxicité +++

- Faible survie intracellulaire
- Dommages tissulaires (réle de la PVL)
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Intracellular bacterial load
(n-fold change to 8325-4 strain)
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MSSA

95 couples patient-souche inclus

Delta-toxin production deficiency in Staphylococcus aureus: a diagnostic [ IOA aigués
marker of bone and joint infection chronicity linked with osteoblast n=o4

I

I0A chroniques
n=31

invasion and biofilm formation

A

Clin Microbiol Infect 2015; 21z 568.¢1-568.¢! Délai d’évolution > 4 semaines

F. Valour"l']'d, J-P. Rasigadez'}", S. Trouillet-Assant3, J. Gagnairez, A Bouaziz', J Karsenty', C. Lacourz, M. Besu, S. Lustig}""s,
T. Bénet’, C. Chidiac'™", ). Etienne™, . Vandenesch™, T. Ferry'""* and F. Laurent’", on behalf of the Lyon BJI Study Group

p<0.05
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Persistance : fond génétique ou adaptation ?

Cellular Microbiology (2016) 18(10), 1405-1414

doi:10.1111/cmi.12582

Time to failure

First published oniine 1 April 2016 Patient Se)(, age Duration of SUfgiCal Duration of
) _ no.  (jea)  Siteofinfecion symptoms (days®  treatment  anbiotherapy (days) or relapse (days)
Adaptive processes of Staphylococcus aureus isolates .
ring the progression from hroni ne an " ; :
during the progression from acute to chronic bone and o 1ips seogiesis 12 Magid &2 0
joint infections in patients el Boved
Sophie Trouillet-Assant,"?*1 Lucie Lelievre," in the intr e ts of host bone 2 M’ 80 Tma] 3 |mgat|0n am 191 10
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ason Tasse,'? Florent Valour, By o . ; , .
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Ana Tereza Ribeiro de Vasconcelos,” | Siggest that €. surewe Bl chroniolzation je artvoplasty debridement
Jocelyne Caillon,” Sebastien Lustig,” Tristan Ferry, " associated with an in vivo bacterial phenotypical
Cédric Jacqueline,** Guilherme Loss de Morais®* and adaptation that leads to decreased virulence and
frédéric Laurel?t""-* o host immune escape, which is linked to increased
Centre Intemnational de Recherche en Infectiologie, intraosteoblastic persistence and biofilm formation.
INSERM U1111, Pathogenesis of staphylococcal
infections, University of Lyon 1, Lyon, France.
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Persistance : fond génétique ou adaptation ?

Cellular Microbiology (2016) 18(10), 1405-1414 doi:10.1111/cmi.12582
First published online 1 April 2016

Adaptive processes of Staphylococcus aureus isolates
during the progression from acute to chronic bone and
joint infections in patients

Lungs

Sophie Trouillet-Assant,"?*1 Lucie Lelievre," +
Patricia Martins-Simédes,'? Luiz Gonzaga,® 104 . ,
Jason Tasse,'? Florent Valour,'# 48 H w 94 f 1
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Jocelyne Caillon,® Sebastien Lustig,” Tristan Ferry,"* o T -
Cédric Jacqueline,®* Guilherme Loss de Morais®* and > B4 . ]
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1Centre International de Recherche en Infectiologie, o 5 = -
INSERM U1111, Pathogenesis of staphylococcal = 4-
infections, University of Lyon 1, Lyon, France. g"
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:’frontiers
in Microbiology 2016 | volume 7| Article 1063

Pathophysiological Mechanisms of
Staphylococcus Non-aureus Bone
and Joint Infection: Interspecies
Homogeneity and Specific Behavior
of S. pseudintermedius

Yousef Maali'2, Patricia Martins-Sim&es?2, Florent Valour'3, Daniel Bouvard*=,

Jean-Philippe Rasigade™¢, Michele Bes¢, Marisa Haenni’, Tristan Ferry’=,
Frédéric Laurent’2¢*" and Sophie Trouillet-Assant?2

150
0
2
) * %% *k%
g
v K
E o o:
" ——
i) lm]-'* 0.
- el o
N T
° L ]
-
-
- L]
- *
v
E
S
a
=
5 s
g
2
= ‘e
; [] =.l. llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
5 E
& - . =
< . oo
< 4 - Ll - LR
X - w— -
‘J T L) L) Ll
S ¥ 8 & o
O R G P T S A
\\\(a ~>\ \\‘\\‘ \‘» ¢ ) v\\Q'( (\\\\ \\‘é \S\\‘ o \\‘\ ¥\‘\.‘ \\'\\b
& & & c“\ g 3\ AT PR o \Q\'
- \\ﬁ _\\\\ \é\ & N \‘g\ \\& I\ g
oF & § RN PLEN .4 S
v Q‘. - \?- h
&

Evaluation de I'adhésion et internalisation dans les
ostéoblastes de 16 espéces de SCN (souches cliniques
responsables d’|OA)

Hétérogénéité de capacité d’internalisation et de
persistance des SCN

Oui pour S. pseudintermedius, S. schleiferi, S.
argenteus, ...

1.5
3
2 O Internalization (3-h pi)
- . .
s 104 B Intracellular persistence (24-h p1)
2
=
™
&
. 2
-
g 0.5
. o E
2
I LR 2
e ' 14
tec !
P =
Bl
ot o
0.0
& & A SR AR A
W o ¢ S I U L Sl S Gl RO
AR PSR A A o LI RCC U T  N  R \ J \
W et W W S W e TR
Ry & & & o @& & 9
Vgt .\\& 6" &t W & S'Q : &
¢ v
&



Interaction avec les cellules osseuses : ostéeoClastes

OSTEOBLASTES OSTEOCLASTES
Progéniteurs e s
myeélo-monocytaires  § ) Cellules mésenchymateuses
| @) (@ u ymateu
Précurseurs : \
ostéoclastique 2SS S
S — CC= Pré-ostéoblastes
Ostéoclast _ Osteoblastes _ Osteocytes
- ‘ (.. ;0_“,“ ‘.'. ° - -O- - - -.:-;W‘.’g\ ,g\w e e
o a < - T € oo SN e o o™ S 9
RESORPTION OSSEUSE APPOSITION OSSEUSE
\ »
000
Os sain IOA
Equilibre OB/ OC Ostéolyse progressive

- Descellement prothétique
- Séquestres
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Interaction avec les ostéoClastes

Cathepsin K
RANKL avp3 Carbonic
c-fos TRAF6 Anhydrase Il
PU.1 M-CSF NFxB c-Src H*-ATPase
1 ) v V \ 4
Determination Proliferation, Differentiation  Polarization Resorption

t Survival
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140% ~

Multinucleated TRAP positive
cells 96h post infection
% of control (unifected cells

*k%k

120% -

100% -

Infection par S. aureus
Inhibition de
I'ostéoclastogenese

Uninfected 8325-4

Uninfected/Control Jll S. aureus Infectio

» Typage cytométrique = macrophages
~* Relargage de cytokines pro-inflammatoires

» Surnageant = boost de la résorption osseuse
par des ostéoclastes non infectés
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Ostéoclaste
mature

Ostéoclaste

Progéniteur : 1S
multinucléé

ostéoclastique

Condition
physiologique @ > >
Impact indirect de S. aureus sur la résorption osseuse
S. aureus Macrophages
. o
Infection i

Sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires

1
1 1 c—
1 osteoclastogenése 1 +
1 1
* 1
1
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Cathepsin K
RANKL avf3 Carbonic
c-fos TRAF6 Anhydrase Il
PU.1 M-CSF NFxB c-Src H*-ATPase
1 ) v vV \ 4
Determi'nation Proliferation, Differentiation  Polarization Resorption

Survival
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A fected matdre-os;eoclast Col

Matrice
minérale
mimant la
matrice
osseuse

10001 R Infection par S. aureus

o 800- = ) Augmentation de la résorption
. |
T £ e00- osseuse par les OC matures
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Ostéoclaste
mature

Ostéoclaste

Progéniteur : 1S
multinucléé

ostéoclastique

Condition
physiologique @ > >
Impact indirect de S. aureus sur la résorption osseuse
S. aureus Macrophages
. o
Infection i

Sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires

1
1 1 c—
1 osteoclastogenése 1 +
1 1
* 1
1
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Ostéoclaste
mature

Ostéoclaste

Progéniteur : LS
multinucléé

ostéoclastique

Condition
physiologique @ >
Impact indirect de S. aureus sur la résorption osseuse
S. aureus Macrophages
Infection

|
1
1
1
1
1
Sécrétion de cytokines 1
pro-inflammatoires !
1
1
1
1
1
1
1
@ ! 1 1 ' =
1 osteoclastogenése | 1 +
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Ostéoclaste
mature

Ostéoclaste

Progéniteur : LS
multinucléé

ostéoclastique

Condition
physiologique @ > >
Impact indirect de S. aureus sur la résorption osseuse
S. aureus Macrophages
Infection .

Sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires

Ostéoblastes
infectés
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1mL
INFECTION
MOI 50:1 -(\

INVASION (2h)

o e e -_ Mesure de la
Thh T go o - -_-_/' . cytotoxicité par
Vancomycin , 5 > i dosage des LDH
Bodiby® ’ dans le surnageant
\-‘
- Gentamicine
o. 200 pg/mL Réponse inflammatoire
o % O (mesure des cytokines dans le surnageant)
o
o
SHAS)
Lyse cellulaire
(choc osmotique)
o
Antibiotique
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Quantification des

bacterles'at?herees par é?o O
cytométrie en flux o

Evaluation du
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cellulaires par
étalement des
lysats

Evaluation de
Paction intra-
cellulaire des
antibiotiques
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BAAC

Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus

Florent Valour,2® Sophle 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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Importance de la localisation intra-cellulaire
- S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
- Vancomycine : trés lente diffusion lysosomale

Alog10 pour
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Importance des conditions physico-chimiques
- pH optimal : rifampicine
- pH et conformation PLP : oxacilline

Alog10 pour
100,000 cellules

Carryn et al. Infect Dis Clin North Am 2003 — Lemaire et al. AAC 2007, 2008 et 2009 — Sandberg et al. AAC 2009



Proportion of intracellular bacteria at 24h

FOCUS

: réservoir intracellulaire et thérapeutique
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- Confirmation of the weak intraosteoblastic activity of daptomycin
against MSSA/MRSA
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- Acceptable efficacy of oxacillin against intracellular S. aureus
INCLUDING 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
pH 7 pPH5
Daptomycin 0,25 2,00
Oxacillin 0,50 0,06
Ceftaroline 4,00 0,08

—> Intracellular restauration of oxacillin activity against MRSA is (at

p-value
0,002
0,047
0,059

SARM

pH 7
0,25
128, 00
8,00

pH5
2,00
0,25
0,06

p-value
0,002
0,001
0,047

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

Valour et al, données non publiées



Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS

SMALL
COLONY VARIANT
(SCV)




|OA et SCV

Difficulté de détection des SCV




|OA et SCV

Apparition de SCV chez les staphylocoques :
Anomalies dans transport d’électron/perte de certaines voies métaboliques

* Requires menaquinone

** Requires menaquinone and haem

Dihydroorotate
PyrD*

Orotate

|
|
|

dUMP
ThyA

"
dTMP
Tdk

Thymidine

Pyruvate
Pdh complex** l

FadE* FadFG

Fatty acids

|

Acyl-CoA

Acctyi CoA =

Cnra\e

Krebs
cycle

Sdh :omp{ex"

Mqgo2*

NADH and FADH,

Shikimate
Qox or SnoD
Thiamine Menadione
diphosphate biosynthetic
enzymes

Thymidine uptake

NupC and AY

Cytochromes

Isoprenoid lipid

e

Electrochemical

gradient (A'V)
Cell-wall biosynthesis;

amino-acid transport
and protein synthesis
1

Aminoglycoside
and cationic-
peptide transport
|

FadB FadA

NADH and FADH,

Metabolic sensors
and requlators

Haemin biosynthesis

Y

TRNAIIL; other signals

Mixed-function
oxidase

Carotenoid
biosynthesis

Proctor RA et al. Nature Reviews Microbiology 2006



|OA et SCV

Modifications phénotypiques des SCV

Adaptation a un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire
« Croissance lente (temps de doublement x 10)
« Petites colonies atypiques
» Reésistance accrue aux antibiotiques
 Adhérence +++
« Survie intracellulaire +++

* Revertant Mécanismes ?
= Altérations dans la chaine de transport
. aeles d’électrons (ménadione, hémine) ou dans
P 5% X Mutation la synthése de thymidine

- Stable auxotrophy scv = Dysrégulations de I'expression ou
TP & 3 4 .
*11.2) I 33 hemB +menD +thyA +ctaA mutatlons

e > Phenotype switching
2353 ~JJ,) XJ; without mutation

i3 Wild type S. aureus Unstable scv

T 2T g -~ Reversion
S lh S L,
o ,.fogu T Slow growth
sans ol o~ * Reduced virulence
Rapid growth * Increased adhesins
* Virulent * Altered antibiotic
sensitivity

Garzoni et al. EMBO Mol Med 2011 Proctor, Nat Rev Microbiol 2006 — Proctor, CID 1995 — Tuchscherr, JID 2010 — Tuchscherr, JAC 2016
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Apparition de SCV chez les staphylocoques :
Anomalies dans transport d’électron/perte de certaines voies métaboliques

Complementation of hemin auxotrophy Complementation of menadione auxotrophy

Norstrom T et al. Antimicrob Agents Chemother 2007



|OA et SCV

Apparition de SCV chez les staphylocoques :
Anomalies dans transport d’électron/perte de certaines voies métaboliques

,.i:‘. 2 A e J

S. epidermidis S. epidermidis de phénotype SCV

N ’ - 2 K 85 K




|OA et SCV

Modifications phénotypiques des SCV

Adaptation a un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire
« Croissance lente (temps de doublement x 10)

« Petites colonies atypiques EMBO
* Resistance accrue aux antibiotiques Staphylococcus aureus phenotype switching:
 Adhérence +++ an effective bacterial strategy to escape

e Survie intracellulaire +++ host immune response and establish

o Révertant 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™*, Bettina Loffler™**

J Antimicrob Chemother 2016; 71: 438-448
doi:10.1093/jac/dkv371 Advance Access publication 20 November 2015

Staphylococcus aureus Small Colony Variants

n PI'OStheth ] omt h’leCthTl Staphylococcus aureus develops increased resistance to antibiotics
by forming dynamic small colony variants during chronic osteomyelitis

i1 ' ' .3 » " 9
Parhasa Sendi” Markus Rohrbach,” Peter Graber,” Rana Frei," Pater E Ochsaer,” and Werner Zimenerli L. Tuchscherr*t, C. A. Kreis2t, V. Hoerr'34, L. Flint%, M. Hachmeister*, J. Geracil, S. Bremer-Streck®,

Urit of Infectious Disacses, Basel Lriversity Modical Chaic Lisstal and 'Cinie of Onhogedic Surgery, Kaatoasspitd, Liestal, and "Miootiolegy M. Kiehntopf, E. Medina®, M. Kribus”, M. Raschke?, M. Pletz®, G. Peters* and B. Loffler'?
Labarotory, Unnversiy Hospetal Sasel, Basel Switzoriaed

Sendi et al. Clin Infect Dis. 2006

Décrits dans de nombreuses situations cliniques
(IOA, 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
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Clinical Characteristics and Outcomes of Prosthetic Joint Infection
Caused by Small Colony Variant Staphylococci

Aaron J. Tande,™® Douglas R. Osmon,® Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Tad M. Mabry,© Arlen D. Hanssen,® Robin Patel®-®-¢

mBio September/October 2014 Volume 5 Issue 5 e01910-14

Retrospective series of 113 patients with

staphylococcal PJI, with prospective

testing of archived sonicate fluid samples

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

Characteristic?

SCv*

Yes (n = 38) No(n=75) Pvalue
Orthopedic history
Joint age in days, median (range) 1,295 (216-13,712) 646 (23-11,883) 0.007
Prior arthroplasty revision 32 (84.2) 52(703) 0.17
Time since last surgery in days, 743 (31-10,030) 306 (20-8,686) <0.0001 1
median (range) + Chronlque
Cemented arthroplasty 33 (86.8) 60 (80.0) 0.44
Antibiotic-loaded cement in place* 8 (44.4) 16 (39.0) 0.78
Aminoglycoside in cement® 7 (38.9) 8(19.5) 0.19
PJ1 history
Sinus tract 11 (28.9) 19 (25.3) 0.82

Duration of PJI symptoms in days,

491 (14-2,306)

165 (2-1,656)

W+ chronique

median (range)
Prior surgery tor this PJ1

23(60.5) 28 (373) 0.03
Cumulative antibiotic days in prior 66 (0-180) 13 (0-180) 0.3
6 mo,_median (range)
Receiving 120 or more days of 16 (42.1) 17 (22.7) 0.048
antibiotics in prior 6 mo + ATB regu S
Serum WEBC in 107 cells/liter, 7.4 (4.5-11.7) 7.9(3-233) 0.13
median (range)
Serum ESR in mm/h, 46 (5-111) 43 (3-123) 0.54
median (range)
Serum CRP in mg/liter, 23 (5-222) 44 (3-269) 0.2
median (range)
Preoperative SF aspirate 26 (68.4) 51 (68.0)
SF WBC in cells/pl, 28,574 (8,175-155,000) 44,275 (629-1,071,472) 0.13
median (range)
SF neutrophil %, 88 (79-98) 91 (51-100) 0.84

median (range)
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Clinical Characteristics and Outcomes of Prosthetic Joint Infection _ _ _ _
Caused by Small Colony Variant Staphylococci Retrospective series of 113 patients with

Aaron J. Tande,*® Douglas R. Osmon,* Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Tad M. Mabry,® Arlen D. Hanssen,® Robin Patel>-<

mBio September/October 2014 Volume 5 Issue 5 e01910-14

staphylococcal PJI, with prospective
testing of archived sonicate fluid samples

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

e

@©
o

Surviving
0.6

0.4

0.2

0.0

: — SCV
-=== No SCV
} 11 L L2 L L 2L
H‘H_*H'I{H.
L—+--I._
“ - - - — - === ———t
1 1 I
0 1000 2000 3000

Duration in days until last follow-up or treatment failure

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

SCVs associés a la chronicité sans impact sur le pronostic



/2 FOCUS : SCVs, biofilm et diagnostic

Intérét de la sonication

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

|| ORIGINAL ARTICLE ”

Sonication of Removed Hip and Knee
Prostheses for Diagnosis of Infection

Andrej Trampuz, M.D., Kerryl E. Piper, M.S., Melissa J. Jacobson, A.S.,
Arlen D. Hanssen, M.D., Krishnan K. Unni, M.D., Douglas R. Osmon, M.D.,
Jayawant N. 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




|IOA et SCV

SCV et IOA a S. aureus

= SCV associés a des IOA persistantes, récurrentes et
réfractaires aux traitements ATB

= Adaptés a la survie intracellulaire prolongée
Réservoir a I'abri du systeme immunitaire et des ATB
Relargués par mort cellulaire

Facilement internalisés par une nouvelle cellule-hote car
capacité d’invasion accrue

Source de récidives

= Résistance accrue a différents antibiotiques (aminosides, ATB
agissant sur les bactéries en phase de multiplication)

Source d’échecs thérapeutiques

Von Eiff et al. Injury 2006 ; Proctor et al. Nat Rev Microbiol 2006 ; Tuchscherr et al. J Infec Dis 2011



|IOA et hypervirulence

IOA a S. aureus hypervirulents

= S. aureus hypervirulents
Groupe polyphylétique
SASM et SARM
Expression de la leucocidine de Panton-Valentine (PVL)
et de Phénol Soluble Moduline (PSM) +++

—> SASM pvl* multisensibles : la plupart du temps en France

— SARM communautaires pvl* = CA-MRSA (community-
acquired methicillin-resistant S. aureus)

Etats-Unis (USA300), Maghreb (ST80)



|IOA et hypervirulence

IOA a S. aureus hypervirulents

= Ostéomyélites +++
Evolution aigué, chez I'enfant

Progression rapide

Inflammation majeure, destruction
osseuse, extension aux tissus mous
environnants voire septicémie

Chirurgie nécessaire

Cas tres séveres, potentiellement
défaillance multiviscérale

Pediatric Bone and Joint Infections Caused by
Panton-Valentine Leukocidin-Positive Staphylococcus aureus

Bruno Dohin, MD, PhD,* Yves Gillet, MD,1 Rémi Kohler, MD,* Gérard Lina, MD, PhD,}
Frangois Vandenesch, MD, PhD,} Philippe Vanhems, MD, PhD,§ Daniel Floret, MD, #
and Jerome Etienne, MD, PhD}

Martinez-Aguilar et al. Pediatr Infect Dis J 2004 ; Bocchini et al. Pediatrics 2006

Moumile et al. Diagn Microbiol Infect Dis 2006
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Mécanisme d’action de la PVL

Action extracellulaire indirecte

Dommages tissulaires médiés par le systeme immunitaire

[PVL] sublytique :
Chimiotactisme

. . Polynucléaire
Activation y

neutrophile
CA-MRSA
Ws-N G ' ' faible
¥ LukF-PV ‘- ‘.
\/ i QA Apoptose
[PVL]
élevée
V Cytolyse
B\
S o ~
"
Absence d’action directe ") o~ .".:"e
de la PVL sur les cellules g 0%, , atot
0
osseuses ‘: v R
I . A ;\.( .

’
l—/ \) Recrutement

macrophagique

Boyle-Vavra et al. Lab Invest 2007 ; Cremieux et al. PLoS One 2009

Inflammation,

Mitochondrie

La lyse des polynucléaires libére des
radicaux libres et des médiateurs de
I'inflammation responsables de Ila
nécrose tissulaire

-

nécrose



Conclusion

v Epidémiologie dominée par S. aureus et les SCN
mais problématique montante des Enterob. et Pyo MDR

v’ Priorité = prendre correctement en charge les IOA aigués
= limite les risques d’|OA chroniques

v 10A chroniques
- Hétérogénéité des cas, des contextes
- Encore beaucoup d’inconnues :
poids des différents mécanismes physiopathologies
role dans les échecs thérapeutiques
prises en charge/ options thérapeutiques optimales
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v Epidémiologie dominée par S. aureus et les SCN
mais probématique montante des Enterob. et Pyo MDR

v’ Priorité = prendre correctement en charge les IOA aigués
= limite les risques d’|OA chroniques

v 10A chroniques
- Hétérogénéité des cas, des contextes
- Encore beaucoup d’inconnues :
poids des différents mécanismes physiopathologies
role dans les échecs thérapeutiques
prises en charge/ options thérapeutiques optimales

Importance de la recherche fondamentale et clinique
qui est/doit étre un des piliers des CRIOAC
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