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|OA : Pourquoi des modeles animaux ?




Modeles animaux et IOA : rationnel

Epidémiologie

5% de mortalité
40% de séquelles
75 000 euros / épisode de PJI
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Modeles animaux et IOA : rationnel

Epidémiologie

- 5% de mortalité
- 40% de séquelles
- 75000 euros / épisode de PJI

Physiopathologie peu connue

Hote
- Virulence -

- Persistance / \
- Interaction hote / pathogene — [

Nécessité d’améliorer les PEC actuelles

- Avis d’experts et hypotheéses microbiologiques in vitro

- 20% d’échec (au mieux)

- Nombreuses stratégies évaluables : nouveaux ATB,
nouvelles associations, thérapeutiques ciblées
(immunothérapie, phages, ...), ATB locaux, biomatériaux,
prévention ...




Modeles animaux et IOA : rationnel

Epidémiologie

- 5% de mortalité

- 40% de séquelles - o
- 75000 euros / épisode de PJl Etudes cliniques difficiles

- Infection relativement rare
- Trés peu d’essais cliniques randomisés, faible effectif

Physiopathologie peu connue - Grande heter?geneite des formes cliniques +++
influencant I'évolution :
: - patient
- Virulence agent étiologique : espéce, souche, facteurs de
- Persistance I/ \ g gique : espece, )
- Interaction hote / pathogene virulence/persistance
L ___J Pathogeéne _ ChrOhOlOgie,

- localisation,

- présence et type de matériel

- stratégies chirurgicales et médicales

Nécessité d’améliorer les PEC actuelles - Modele(s) pertinent(s) = simplification du
développement clinique des nouvelles molécules (FDA)

- Avis d’experts et hypotheéses microbiologiques in vitro

- 20% d’échec (au mieux)

- Nombreuses stratégies évaluables : nouveaux ATB,
nouvelles associations, thérapeutiques ciblées
(immunothérapie, phages, ...), ATB locaux, biomatériaux,
prévention ...




Guide de lecture des modeles thérapeutiques




1. Le modele

Quel animal ? >

Question
posée

Modele
adapté

Considérations pratiques
- Taille / chirurgie
- Colt
- Ethique

Systeme squelettique

Densité Systeme Remodelage | Mécanique
minérale haversien

Souris / rats
Lapins +++ +/-

Gros animaux +++ +++
Systéme immunitaire

Ex : résistance au LPS (souris/rat)

rapide

+++

+/-

+++

CrioAc



1. Le modele

Quel animal ? > T,

Question
posée

Considérations pratiques ‘g LAPIN +++
Y

Modéle - Taille / chirurgie - Susceptibilité a I'infection

adapté - Colt é& - Réponse a l'infection

- Ethique 4 Faisabilité chirurgie
\-im;.. - Colt acceptable

Systeme squelettique

Densité Systeme Remodelage | Mécanique
minérale haversien

Souris / rats
Lapins +++ +/- rapide +/-

Gros animaux +++ +++ LT +++

Systéme immunitaire

Ex : résistance au LPS (souris/rat)

Crioac



1. Le modele

Question
posée

Modele
adapté

Quel animal ? >

Unimplant ? Lequel ? >

REPRODUCTION DE 'ENVIRONNEMENT PERI-PROTHETIQUE

Stabilité, mise en charge

(Fonction du membre)

Matériaux, porosité, aspérités

Biofilm

Interface articulation + médullaire

Immunité




1. Le modele

Quel animal ?

Question
posée
Un implant ? Lequel ?
Modélg
adapté REPRODUCTION DE UENVIRONNEMENT PERI-PROTHETIQUE

Craig et al, 2005 Crémieux et al, 1996 Carli et al, 2017

Souris / Fémur Lapin / Fémur Lapin / Fémur Souris / Tibia

Broche Kirschener +/- ciment Vis acier +/- ciment Orteil H silicone + ciment Implant imprimé 3D

SA / Evaluation coating SA / Evaluation ATB SA / Evaluation ATB Titanium-Vanadium-Aluminium
Lache, pas de charge, Pas de charge, pas de Matériau non pertinent +++

uniguement médullaire composant médullaire



1. Le modele

Q | . | ? Critical analysis of experimental models of periprosthetic joint
uel animal infection

[ Question
posée L Gatin®*, A. Saleh-Mghir*", P. Massin““, A.-C. Crémieux*"
Unimplant ? Lequel ?
INOCULATION PER / POST-OPERATOIRE
Modéle ) ) - Intra-articulaire (aprés implantation)
, V4
adapté Mode d'infection ou intra-médullaire (avant implantation)

- Quantification
exacte inoculum
- Infection

Spontaneous post-opératoire
healing - Meilleur taux
Intra-operative ~ Schurman, 1978 81% 9% 19% d’infection
intra-articular Craig, 2005 75% 5% 25% (75-100%)
Bernthal, 2010 100% - 0% - Plus faible mortalité (5-20%)
Niska, 2013 77% - 23%
Crémieux, 1996 93% 23% 7% VOIE HEMATOGENE ey \"
Carli, 2017 100% 0% 0% T e AR
- Veine périph / Artére fémorale ¥
Intra-operative Southwood, 1985 70% 17% 30% - Taux d’infection 50-70% y ’
Antoci, 2007 100% - 0%
Post-operative Blomgren, 1980 50% 56% 50% PRE-INCUBATION DE I'IMPLANT
intravenous Blomgren, 1981 70% = 30% - Standardisation plus difficile
Southwood, 1985 47% 28% 53% . ..
- Pertinence clinique ?
Postoperative Poultsides, 2008 100% 37% 0%
intra-arterial Lésion locale préalable

- Mécanique ou chimique : facilitation infection
- Pertinence ?



1. Le modele

Quel animal ? >

Question
posée

Unimplant ? Lequel ? >

Modéle . .
adapté Mode d’infection >

Timin > Si implant : délai chirurgie / infection ?
8 Dans tous les cas : délai infection / analyse ?

Deux problématiques :

1. Validation du modele : capacité d’évoluer vers
la chronicité

2. Evaluations thérapeutiques, notamment anti-
biofilm : non pertinent si aigu

Temps / argent

Evolution de I'infection : fistulisation,
bactériémie ... ou clairance spontanée
Maintien animaux : mortalité, douleur, poids
Read out chronicité difficiles




2. La bactérie

Question
posée

Modeéle
adapté

Choix de la
souche

QUELLE ESPECE ? QUELLE SOUCHE ?

SOUCHE CLINIQUE SOUCHE DE LABORATOIRE
Pertinence +++ - Parfois peu pertinent

- Mécanistique difficile (mutants) - Bien caractérisée

- Virulence parfois faible - Disponibilité de mutants (+/-)

- Effet mode (USA300, MDR, etc.) - Virulence, biofilm ... connus

PEU DE SOUCHES EVALUABLES (mises au point)

N2
+++ PERTINENCE et GENERALISATION +++



2. La bactérie

[ Question

posée

MODE DE PREPARATION

Modeéle
adapté

Choix de la
souche

Test

Stationnaire / exponentielle
Nombre de repiquage
Congélation

@--4-2
@~ &3

--A-&

inoculum

OBIJECTIFS

REPRODUCTIBILITE +++
- Inoculum tests +++

- Si congélation : prévoir pour 'ensemble d’'un projet

100% des animaux infectés ?
Dose minimale
Dose cliniquement pertinente

(modeéles actuels : 10 a 100 000 fois la dose clinique supposée)

Infection uniquement locale

Infection chronique et maintien des animaux (poids ...)

i = &3
=G




3. LUintervention thérapeutique

Question
posée

Modeéle
adapté

Choix de la
souche

Test
inoculum

Histoire
naturelle

PK/PD

Timing
traitement

TIMING DE L'INTERVENTION et VALIDATION DU MODELE

1. Détermination de I’histoire naturelle de la maladie +++

selon I'ensemble des read-outs

Déterminer le moment le plus approprié sur des criteres objectifs
- Infection établie (risque de faux positifs)

- Chance de succes maintenue (risque de faux négatifs)

2. Etude thérapeutique de validation : méme outcome que chez I’'homme

1. Chirurgie

. . . UTION
- Faisabilité d’'une 28 chirurgie W
- Reproductibilité -
- Timing ? A% | e
FLOOR

2. Antibiothérapie
- PK/PD +++
- Timing de l'initiation et durée du traitement ?
- Timing de I'évaluation de l'efficacité ?
- Immédiatement apreés X jours de traitement ?
- X heures/jours apres arrét du traitement pour éviter faux négatifs ? C'-"O-/‘v



4. Quels read-outs

Réponse globale

- Poids

- Température

- Biomarqueurs

Cytokines (11, 116, TNFa)

- CRP (rongeurs, lapins : faible élévation)
- Orosomucoide (rats)

- Serum amyloid A ++

2,7
5
2,6
o
(%) ?.‘0
~ 25
[ T z
E‘B 2,4 T o 15
g e
£ | 1 1
T 23 =
0
3 5o |
C -
® 22 v
= | g 5
21 +—F
2,0 0

DO DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D1l D12 Post-opDay0  1week 2 weeks Iweeks

control treatment = Control 7 Infection



4. Quels read-outs ?

- Poids
- Température
- Biomarqueurs

- Cytokines (ll11, 116, TNFa)
- CRP (rongeurs, lapins : faible élévation)
- Orosomucoide (rats)
- Serum amyloid A ++

Réponse globale

2,7

2,6

2,5

2,4

2,3

2,2

Mean@veight®kg)@/- SD

2,1

2,0
DO D1 D2

D3

D4 D5

control

D6 D7

treatment

D8

D9

D10 D11 D12

@

@

CFU S. aureus [logyg)

Serum IL-6 [pg/mI]

weight loss [%)]

e

-

Horst et al 2012 — OM souris SA

4 tibiae
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time of infection [days]
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time of infection [days]
500+ p_____:____q
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0 7 14 28 56
time of infection [days]



4. Quels read-outs ?

Réponse globale
Réponse locale

- Aspect local (score)

- Poids du pus

- Imagerie (score)

- Histologie (animaux dédiés le plus souvent, score)

Clinfcal meaning
A Mo abnormal signs 0 Mo infaction
B Erythema and moderate soft swelling 0.5 Early infection or due fo surgery
C Large soft swelling or pus exudation 1.0 Definite infection
D Pus exudation and systemic iliness 15 Definite infection

Petty et al, J Bone Joint Surg 1985



4. Quels read-outs ?

Control Infected

- Aspect local (score)
- Poids du pus
- Imagerie (score)

SCORE RADIOLOGIQUE

An and Friedman
2009

Histologie (animaux dédiés le plus souvent, score)

g IR %ﬁﬁ?ﬁf&&-‘.

Carli et al 2017 — Mouse PJI

Variable Definition Score
1. Diaphyseal +/presant 1
periosteal reaction —labsent 0
2. Osleolysis +/present 1
—/absent (1]
3. Sequestrum formation  +/present 1
—/absent (1]
4. Joint effusion +/presant, widaning 1

of joint space

~/absent (1]
5. Solt lissue swelling +ipresent 1
—/absent 0

Crémieux et al, rabbit PJI




4. Quels read-outs ?

. 506.36

- Comptes bactériens +/- SCV
- Pus
- Capsule / synoviale
- Tissu osseux (préparation ?)
- Implants (préparation ?)
- Bactéries bioluminescentes (luciférine) : mauvaise
corrélation avec biomasse (os cortical, SCV)
- Biologie moléculaire

500.91

495.45

490.00

Carli et al 2017 — Mouse PJI




4. Quels read-outs ?

Retrieved Stained
Implant Implant

- Crystal violet / implant

- Comptes bactériens / matériel

- Microscopie confocale live/dead (surface)
- Microscopie électronique (surface, co(t)




Principaux modeles existants




Arthrite septique sur articulation native

Knee Joint Infections with Staphylococcus aureus
and Micrococcus Species

INpuence oF Antamorey, MEral Deanis, Bacrenewes, oo0, avo STREAS I 4 RARNT Moo *

BY DAVID & SCIURMAN, M.0.7, B LAMAR J0HNSON, IR, M.0.3, AND HARLAN €. AMSTUTZ, M.D.8,
LOB ANGELES, CALEORNIA

Espece

Intervention | +/- Particules acier en
suspension

Inoculation A

Limites Pas d’interface
matériel/tissus




Arthrite septique sur articulation native

ANTIMICRORIAL AeMTs ane Cubsatiisary, July P p L8
(e ROV 8010 (60
Copyright © 1984, Amercan Sociely for Microbalogy

Comparative Efficacy of Ciprofloxacin and Ceftriaxone in
Experimental Arthritis Caused by Escherichia coli
ARNOLD 5. BAYER.™ DEAN C. NORMAN 7 axp INGRID K. BLOMOQUIST*

Vel M No |

Knee Joint Infections with Staphylococcus aureus
and Micrococcus Species
INpruescr oF Antamores, Meral Deasts, Bacresrves, ooD, ano STEaouos ix 4 Ranmt Mooss*
BY DAVID & SCWURMAN, M0 T 5. LAMAR JONNSON, IR, M.O. 3, AND MARLAN €. AMATUTZ, M. D .

Espéce Lapin

Site Genou

Intervention | +/- Particules acier en
suspension

Bactéries SA, SE, E. coli

Inoculation A

Readouts Ponction/sem
Culture lig. articulaire
Histologie

Limites Pas d’interface
matériel/tissus

Apports Description modele
AINS
Antibiothérapie

Principales Schurman, 1978

références

Mir, of infected samplesiotal no, of samples (S&) for:

Therapeutic Joint Auid Synovial tissue
group (dose) Dy 3 Day 7 iday T
postinfection postinfection® postinfection)
Control 1OV10 (100} B/E (100} &8 (100)
Ciprofloxacin 24/24 (100) 16/20 (80) 11720 (32)
(10 mg'kg per day)
Ciprofloxacin 26026 (100) 10014 (86) 5714 (36)
(20 mg'kg per day)
Ceftriaxone 2T2T (10 18/24 (75) 1824 (75}
(50 mg'kg per day)

Meilleure efficacité de la ciprofloxacine / stérilisation

TABLE 2. Antibiotic levels in serum and joint fluid

PK/PD Antibdotic level (pg'ml)
[mean = SEM | i Mean
per day} = SEM
Flasma Joimt fluid

Ciprofloxacin {110) .91 = 0.11 0.36 £ 0.05 dd = 77

(0,43-1.4%) (0.13-0.76) {13=Th)
Ciprofloxacin (20) 1.57 = .25 :

i9913e 4 xplusfaible vs homme
Ceftriaxone (500 405 + 49

(130=770)

2 x plus élevé vs homme

e " 1 a - a =



Arthrite septique sur articulation native

Knee Joint Infections with Staphylococcus aureus Virulence of a hemB mutant displaying the phenotype of a Staphylococcus
and Micrococcus Species aureus small colony variant in a murine model of septic arthritis
INpruesnce oF Antimories, MEral Deants, Bacrenewes, 000, avo STER0S In 4 RanNT Mooe: *
Y DAVID | SCWURMAN, M0 7, 5. LAMAR J0HNSON, IR, M.0.3, AND MARLAN €. AMSTUTZ, M.D.1, Itlg-Ma.l'ie Jmm"* * Christof von Eif’ Richard A. Prac‘[ojh'c, Georg Pelel'sb,
LOB ANGELES, CALEORNA Cecilia Rydénd, Andrzej Tatkowski®
Espece i Souris
A
Intervention | +/- Particules acieren | - +
i —_ Newman
suspension ~ 4 g7
o Z4 SCV mutant  p= p=01
i soncae | L
&
R
Inoculation IV /IlIA g
w4
3
E 3.
w
=
.4
" s
Limites Pas d’interface Readouts 3 P, . 14
Coi 1 et Days after inoculation
matériel/tissus
SCV (mutant hemB):

- Taux d’arthrite plus élevé

- Sévérité plus élevée,
plus de protéases

- Réplication plus faible




Arthrite septique sur articulation native

Knee Joint Infections with Staphylococcus aureus
and Micrococcus Species

Inpruesce oF Antamoriey, Meral Deants, Bacrenpms, oo, ano STeaoens in 4 Ranmr Moo *

Y DAVID I SCWURMAN, M0 7

B, LAMAR JONNSON, IR, M.O.3, AND MARLAN €. AMSTUTZ, M.D .2
LOB ANGELES, CALENOKNIA

Virulence of a hemB mutant displaying the
aureus small colony variant in a murir

Ing-Marie Jonsson™*, Christof von Eiff®, Richa
Cecilia Rydén?, Andrzej T

Staphylococcus aureus-dependent
septic arthritis in murine knee
joints: local immune response and
beneficial effects of vaccination

Alassin Cormdo®, Paole Donato, Silvia Maooar, Raffaslls Cecchi, Tiziana Spadafina®,
Latiris Arcdiscona, Simona Taverini, Chisrs Ssmmichsli, Denatello Lsars,

Andren Guido Orests Manetti, Facle Ruggisro, Bnone Galletti, Sandr Muti,

Ennio Dw @regorio, Sylvie Bertholet, Anja Soubart, Fabio Bagnoli, Giulisno Bensi &
Emiliano Chiarot

Espece Lapin Souris
Site Genou Membres
Intervention | +/- Particules acieren | -
suspension
Bactéries SA, SE, E. coli SA, strepto B, C. diphteriae
Inoculation A vV /1A
Readouts Ponction/sem Taux d’arthrite clinique
Culture lig. articulaire | Bactériologie positive ou non
Histologie Histologie
Mortalité
Limites Pas d’interface Readouts
matériel/tissus
Apports Description modele Description modele
AINS Role SCV
Antibiothérapie Immunologie
Prévention vaccinale
Principales Schurman, 1978 Jonnson, 2003
e, Tissi, 1990, 2006
références Corado, 2016

Injection IV — SA bioluminescent
A

Log,, CFU

Description réponse immune
Efficacité vaccin tétra-valent

Nature Scientific Reports, 2016




Arthrite septique sur articulation native : souris

Model systems: Modeling human
staphylococcal arthritis and sepsis in
the mouse

Andrej Tarkowski, L.Vincent Collins, Inger Gjertsson, Olof H. Hultgren, #00&
Ing-Marie Jonsson, Egidija Sakiniene and Margareta VVerdrengh @v

Polymorphonucisar
call

- qlw

PAF, LTE4,

_F’rotadn A
ig production =0 |
Protecivti e IL-8, IFN-y
oxygen metabolites !
4 B call — Ag and

GM-CSF. |L-a\5m/h;;;dl L6, MCP-

FACTEURS DE VIRULENCE BACTERIENS
REPONSE IMMUNE +++

GM-CSF IL- 1 —_—

§ AT

superantigen
/ presentation

IL-1, IL-B, auto antibodies, © r0teiNases, enzymes, toxins

IL-1, IL-6, IL-8, TNF

lL 8. IFNy



Ostéite sur os natif : modele princeps

Intervention Agent ostéo- THE JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES « VOL. 121, NO. § + NOVEMBER 1970
& 1970 by the 'L|u|l'||'|e-|'rlill:pI of Chicago. All rights reserved.

sclérosant
+ bactéries

Experimental Osteomyelitis. 1. A Description of the Model

Especes Lapin NZW

Rat

Carl W, Norden, wilh the technical assistance
Site Tibia of Elizabeth Kennedy From the Depa
Rochester

Matériel Non

Sclérosant

(morrhuate)
Inoculation [IM
Evolution Jusqu’a 6 ms
Principales NeieE, 7

ez Zak, 1982

références

I@fected Unihfected




Ostéite sur os natif : évolutions

Fracture Bactériémie

+ bactériémie

Canal
+/-ciment

Intervention Agent ostéo- Agent

sclérosant

sclérosant

+ bactéries

+ bactéries

+ bactériémie

Espéeces Lapin NZW Rat Lapin NZW Rat Porc
Rat Chien Poulet
Site Tibia Tibia Tibia Mandibule Divers
Tibia
Matériel Non Non Non Non Non
Sclérosant
(morrhuate)
Inoculation 1M IIM v v \Y]
Evolution Jusgqu’a 6 ms Jusqu’a 12
sem
Principales Norden, 1970 Subasi, 2001 Morrissy, 1989 Hienz, 1995 Johansen, 2012
Zak, 1982 Burch, 2005 Whalen, 1988 Emslie, 1983

références

Fitzgerald, 1983



Ostéite sur os natif : diagnostic morphologique

Comparison of autologous *in-leukocytes, *F-FDG,
HC-methionine, “C-PK11195 and *®Ga-citrate for
diagnostic nuclear imaging in a juvenile porcine
haematogenous staphylococcus

aureus osteomyelitis model

Qs L Mislssn?, Fag Afosbuss, Cork Eamdar!, Henrik © Schonhapedesis, Fall & Lsifsson?, Karin M Misissnt®,
Jyths O Laresn’, Svend B Jeneen ™", Aafs KO Asbnag””

Table 3. Number of Zross pethology and/or CT lssone dentSed by the indvdual tracere

Tota: Trecern
- number “=C  "Cocotrats “COmethonne “CPKI1155 ““imeulocrtioe
Ootsaompoite 5 - 1 2 0 4
Sofl toous SDooass 5 5 3 - 1 -
Arthvita 3 o (o) 0 0 o
Encrgad yrmph node S 3 2 = . o

N1 one of these fout lesions, the petals. e "“Indoogtes had iy sccumuletad s the corticsl pert of the bone '0-0' we
henphs nodes weare scesned

“Indeukocvie SPECT/CT




Ostéite sur os natif : évaluations physiopathologiques

LOCAL LEVELS OF INTERLEUKIN-1j, -4, -6, AND
TUMOR NECROSIS FACTOR a IN AN
EXPERIMENTAL MODEL OF MURINE

OSTEOMYELITIS DUE TO STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Takashi Yoshii,"* Shinya Magara* Daisuke Miyai,®> Hidetaka Mishimura.*
Fiji Kuroki,? Shungo Furedoi.” Takahide Komori,? Chiho Ohbayashi®

Osteoblasts produce monocyte chemoattractant protein-1 in a murine
model of Staphylococcus aureus osteomyelitis and infected
human bone tissue

[an Mardott™®, David L. Gray®, Dana M. Rati®, Vance G. Fowler Ich
Martin E. Stryjewski®, L. Scott Levin®, Michael C. Hudson®, Kemneth L. Bost*

Osteoblasts Express the Inflammatory Cytokine
Interleukin-6 in a Murine Model of Staphylococcus
aureus Osteomyelitis and Infected Human Bone

Tissue

lan Marmiott,” Dawd L Gray,’ nceeasing.” Wnat is of pamticuar concedm i the ch
Susanns L. Tranguch,” Vancs G. Fowler Jr.,! neture of andiblobo resislanca In S GUEUS. W
Martin Stryjewski,' L. Scott Levin,* ncidence of metnicilin-resistant 5. sureus was o
Michas C. Hudson.” and Kenneth L. Bost’ siricled 1o Jarge universty-based teaching hof

g such Ifeclfons are now emerging emong patients
Hram the Deparmcnt of By Untenay of Moab Caming &y yypere ik Tactors.? WER the rapld increase

CESE, CINEINE G N K. O fasaiy g biolic resistanca of bactena jong known fo be%

ERRK I (i St O T, wih bone patnoiogy. 3s is the case wiih S. 2.
bacoming apparent that we must focus attention




Ostéite sur os natif : évaluations thérapeutiques

ANTIBIOTHERAPIE

ANTIMICROMAL ACENTS AND QEmoTuERAry, Nov. 2011, p. 4999500 Vol. 55, No. 1
DG64804N1S12.00 dot1D1IZHAACOOSEL 1]
Copyright © 2011, American Sodety for Microbiobogy. All Righes Reserved.

Daptomycin, Fosfomycin, or Both for Treatment of Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus Osteomyelitis in an Experimental Rat Model”

W. Poeppl,' S. Tobudic,' T. Lingscheid,” R. Plasenzotti,” N. Kozakowski,* H. Lagler,!
A. Georgopoulos,'! and H. Burgmann'*

o210 1095 S ol 109

Journal of Amtemicrobial Chemoitherapy 2005) 55, 995-1002 I ﬂ ( :
Advance Access pobBcation 27 April 2005

Comparative evaluation of tigecycline and vancomycin,
with and without rifampicin, in the treatment of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus experimental osteomyelitis
in a rabbit model

Li-Yan Yin', Luca Lagzarini’, Fan L, C. Melinda Stevens’ and Jason H. Calhoun'®

-
bt -t
—_——
= -'! Egm
L]
E H —Gr—
= * C
= - r
L]
E 2
-
i
4
Placebz AP rar DARTar

TABLE 3. Pairwise comparisons of clearance of MESA from

infected tibiae afier different ireaiments

ANTIMIROIAL AGINTS AND ClmoTimary, May 2008, p. 1618-1622 Vol. 52, No. 5
OGESHMDES0E00+0  dol10 1 IZRAANC O3S 0T
Copyright © 2008, American Sodzty foe Microbiology. All Righes Reserved.

Efficacies of Ceftobiprole Medocaril and Comparators in a Rabbit
Model of Osteomyelitis Due to Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus”

Li-Yan Yin," Jason H. Calhoun,'* Jacob K. Thomas,® Stuart Shapiro.® and Annc Schmitt-Hofmann®

% MRESA clearamce  Sample sixe

[reabmesl (LA (1) F valos
Untreated:vancomycin 73 14:15 =ik
Unireatod: Enemolid 773 14:11 ={L01
Untreated:ceftobiprole T 100 14:1% =i(L01
Vancomycindinerolid 7373 15:11 (L34
Vancomycin:ceftobiprole 3000 15213 aor
Linezolid:cefiobiprola 3100 11:1% (LOg

ANTIMICRONIAL AGENTS ARD CHEMOTHERAFY, Jene 900, g I014-1004 Wal 14, Mok
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Comparative Efficacies of Ciprofloxacin, Pefloxacin, and
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Ostéite sur os natif : évaluations thérapeutiques

TRAITEMENTS LOCAUX

Local Application of Free Antibiotic
Powder in the Treatment of
Osteomyelitis in a Rat Model

E'Stephan J. Garcia, MD; Ryan M. Sieg, MD; Amr A. Abdelgawad, MD

Examination of a Novel, Specified
Local Antibiotic Therapy through
Polymethylmethacrylate Capsulesin a
Rabbit Osteomyelitis Model

Laszld Borzsei® Tibor Mintal® Zoltan Koos® Béla Kocsis®
Zsuzsanna Helyes® Laszlo Kereskai® Jazsef Nyarady®

Departmenis of "Traumatology and Hand Sungary, “Microblology, “Pharmacology and
dpathalogy, Faculty of Medicing, Unhvarsity of Pécs, Pacs, Hungary




Ostéite sur os natif : évaluations thérapeutiques

PREVENTION VACCINALE

A Al

Protein Antigens Increase the Protective Efficacy of a Capsule-Based
Vaccine against Staphylococcus aureus in a Rat Model of Osteomyelitis

Samtisgo M. Lattar,* Mariangalas Noto Lisna* Phillppa Dienodl® Sophia Garmain,® Fornanda B Burzols® Jean C. Loo*
Dantal 0. Sordali®

PREVENTION
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Ostéite sur matériel

Intervention

Synthese
+ Bactéries

Fracture
+ Synthese

+ Bactéries

Fracture
ouverte
+ Synthese
+ Bactéries

Syntheése +
bactériémie

Especes

Site

Matériel

Inoculation

Evolution

Principales
références

Lapin NZW
Rat, souris
Chien

Cochon d’Inde

Tibia, fémur

Fiche acier
Vis, cerclages
+/- ciment

[IM
Pré-incubation

Jusqu’a 18 ms

Andriole, 1973
Eerenberg, 1994
Castro, 2003
Darouiche, 2007
Giavaresi, 2008
Sheehan, 2004
Solberg, 1999
Lucke, 2003

Alt, 2001

Fuano, 2012
Varoga, 2008

Li, 2008
Huneault, 2004
Fischer, 1996

Lapin NZW
Rat, souris
Chien
Mouton

Tibia, fémur

Fiche acier
Plaque + vis

1M
Pré-incbation

Jusqu’a 18 ms

Arens, 1999
Moriarty, 2010
Skott, 2006
Tuzuner, 2006
Ozturan, 2010
Matsuno, 2006
Stewart, 2012
Khodaparast, 2003

Lapin NZW
Rat
Mouton
Chevre

Tibia, fémur

Plaques
Fiche

via plaie
Mb + biofilm

Ashhurst, 1982
Worlock, 1988
Kraft, 2001

Li, 2009
Lindsey, 2010
Williams, 2012
Hill, 2002
Wenke, 2006

Lapin, NZW

Plaque

Johansson, 1999
Poultsides, 2008




Ostéite sur matériel

ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Mar. 2011, p. 1182-1186 Vol. 55, No. 3
0066-4804/11/$12.00  doi:10.1128/AAC.00740-10
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Treatment with Linezolid or Vancomycin in Combination with Rifampin Is
Effective in an Animal Model of Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus Foreign Body Osteomyelitis’

Paschalis Vergidis," Mark S. Rouse,” Gorane Euba,'t Melissa J. Karau,?> Suzannah M. Schmidt,>
Jayawant N. Mandrekar,? James M. Steckelberg,' and Robin Patel'**
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+ = Tissue culture results, implant MRSA positve
Blue = No rifampin resistant MRSA detected
Red = Rifampin resistant MRSA detected
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- Culture broyat os
- Culture sonicats implant




Ostéite sur matériel
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Infection sur prothese articulaire

Intervention Fiche intra- Vis + PE intra- | Implant Prothese
médullaire a articulaire Changement 1
débord IA temps
Espéeces Rat, souris Lapin, NZW Lapin, NZW Lapin, NZW
Site Fémur / Genou Genou Genou
Genou
Matériel Fiche acier Vis + PE + Fiche + MTP silicone
ciment crochet intra-
articulaire
Inoculation A A A A
Evolution Jusqu’a 6 sem
Limites
Principales Antoci, 2007 Craig, 2005 Nijhof, 2001 Belmatoug, 1996

e, Bernthal, 2010 Southwood, 1985
références Crémieux



Infection sur prothese articulaire : exemple 1
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Ceftaroline-Fosamil Efficacy against Methicillin-Resistant
G Staphylococcus aureus in a Rabbit Prosthetic Joint Infection Model
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Infection sur prothese articulaire : exemple 1
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Adjunctive Rifampin Is Crucial to Optimizing Daptomycin Efficacy
against Rabbit Prosthetic Joint Infection Due to Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus'+

Azzam Salch-Mghir,* Claudette Muller-Sericys,? Aurélien Dinh,*?
Laurent Massias.* and Anne-Claude Crémicux'~*

Implant silicone (prothese phalange)
Traitement a J7 pendant 7 jours
Euthanasie J3 aprées arrét du traitement

No. of
Mo. of rabbize =~ Log,, CFU/g :!Ebblﬁ w'Eh
Treatment" with sterile of bone agjfgﬁfm
bone/total (mean * 50) SIrAn/D0.
infected
None 0/9 593 + 1.15 219
Daptomycin 2112 423 + 1.44° 6/10F
Vancomycin 0712 4.63 + 1.08° 3/12
Daptomycin + rifampin 11/11 1.47 + 0,047

Vancomycin + rifampin 6/8 1.50 = 0.12¢ 0/24




Infection sur prothese articulaire : exemple 2

Quantification of Peri-Implant Bacterial Load and in
Vivo Biofilm Formation in an Innovative, Clinically
Representative Mouse Model of Periprosthetic
Joint Infection

Albezrie WCasly MO, M5, FROSC, Savrat b Bl and, B, Ko Y, M M52 Manbesw B Shirksy, BS, Karen 1 de Mewy Benfley, MS2
F. Parieck R, PHY, and Mate PO Beatom, M

A

Systemic Parameters

1, Weight
2. Serum Amyloid A

-
<

Clinical Presentation

3. Gait Analysis
4. Radiograph Score
5. Soft Tissue Score

Weight (Grams)

0

Infection Analysis
6, Tissue CFU Counts

7. Implant CFU Counts B
8, Biofilm Visualization

Serum Amyloid A (pg / mi)

Fost op Day O

Prothése en alliage titanium (Ti-6al-4V)
Impression 3D

I mech 2 weehs 3 woeks 4 weoks 0 owerky 6 wieks
® Control Infection



Infection sur prothese articulaire : exemple 2

Quantification of Peri-Implant Bacterial Load and in | Pprotheése en alliage titanium (Ti-6al-4V)
Vivo Biofilm Formation in an Innovative, Clinically | |mpression 3D

Representative Mouse Model of Periprosthetic
Joint Infection

Albezrie WCasly MO, M5, FROSC, Savrat b Bl and, B, Ko Y, M M52 Manbesw B Shirksy, BS, Karen 1 de Mewy Benfley, MS2
F. Parieck R, PHY, and Mate PO Beatom, M

Control Infected

Systemic Parameters

1, Weight
2. Serum Amyloid A

Clinical Presentation

3. Gait Analysis
4. Radiograph Score
5. Soft Tissue Score

Infection Analysis
6. Tissue CFU Counts
7. Implant CFU Counts
8, Biofilm Visualization

6 Weeks




Infection sur prothese articulaire : exemple 2

Quantification of Peri-Implant Bacterial Load and in | Pprotheése en alliage titanium (Ti-6al-4V)
Vivo Biofilm Formation in an Innovative, Clinically | |mpression 3D
Representative Mouse Model of Periprosthetic
Joint Infection

Albezrie WCasly MO, M5, FROSC, Savrat b Bl and, B, Ko Y, M M52 Manbesw B Shirksy, BS, Karen 1 de Mewy Benfley, MS2
F. Pareck R, PHY, and Matie PO Beatomm, MTH

Systemic Parameters

1, Weight
2. Serum Amyloid A

Clinical Presentation

3. Gait Analysis
4. Radiograph Score
5. Soft Tissue Score

Infection Analysis
6, Tissue CFU Counts
7. Implant CFU Counts
8, Biofilm Visualization

INFECTED
(Intra-articular)




Infection sur prothese articulaire : exemple 2

Quantification of Peri-Implant Bacterial Load and in | Pprotheése en alliage titanium (Ti-6al-4V)
Vivo Biofilm Formation in an Innovative, Clinically | |mpression 3D
Representative Mouse Model of Periprosthetic
Joint Infection

Albezrie WCasly MO, M5, FROSC, Savrat b Bl and, B, Ko Y, M M52 Manbesw B Shirksy, BS, Karen 1 de Mewy Benfley, MS2
. Patridk Recs, PHD, and Watie: PO Boatsnen, MIY

Systemic Parameters

1, Weight
2. Serum Amyloid A

Clinical Presentation

3. Gait Analysis
4. Radiograph Score
5. Soft Tissue Score

Infection Analysis
6, Tissue CFU Counts
7. Implant CFU Counts
8. Biofilm Visualization




Infection sur prothese articulaire :

exemple 2

Vancomycin-Loaded Polymethylmethacrylate
Spacers Fail to Eradicate Periprosthetic Joint
Infection in a Clinically Representative Mouse Model

Alberto V. Carli, MD, MS¢, FRCSC, Samrath Bhimani, MD, Xu Yang, MD, MS¢, Karen L. de Mesy Bentley, MSe,
E Patrick Ross, PhD, and Mathias P.G. Bostrom, MD

Vancomycin Elution Rate n Percantage of Vancomycin Eluted Over Time
was »
- i £y
H In vitro

¥ i

3 »

3 ow »

In vitro

10
on

26 L1 1 e 120 186 0

0 24 a8 n E W
Time (hours) Time {Hours)

Prothése en alliage titanium (Ti-6al-4V)
Impression 3D

Infection per opératoire

Chirurgie de révision a J15 (n=9) :
débridement, ablation de I'implant,
spacer vanco

vs controle : pas de reprise (n=9)

- Diminution pus

- Diminution bactéries articulaires

- Pas de biofilm / bactéries sur matériel

- Persistance de la méme charge
bactérienne dans les tissus péri-
prothétiques



Infection sur prothese articulaire : exemple 3

rafieisco. BENER AC
'*AUMA CEN: 1"

ZUCKERBERG U(‘SF
SAN FRANCISCO GENERAL

Hospital and Trauma Center University of California
San Francisco




Modele utilisé

A novel total knee arthroplasty infection model in rabbits

Matthew R. Craig ®, Kornehs A. Poelstra ®, J. Christopher Sherrell ?,
Michael S. Kwon *, Etienne L. Belzile °, Thomas E. Brown **

J Orthop Res 2005




Modele utilisé : chirurgie
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Modele utilisé : chirurgie

Anesthésie
Rasage
Installation




Modele utilisé : chirurgie

Positionnement exact
Fonction post-opératoire +++




Modele utilisé : chirurgie




Modele utilisé : chirurgie

- Vis en acier + rondelle PE (type castorama ...)
- Suture +++ : capsule / fascia + capsule / peau / colle




Modele utilisé : chirurgie

Mode d’injection
- Risque de fuite / infection sous-cutanée



Modele utilisé : chirurgie

Durée chirurgie : 30 minutes Durée totale procédure : 2h



Modele utilisé : chirurgie

[ L

™
|

'/ "‘4 {

Capsule \

Condyle
fémoral
externe <

1 '“
! "I

VI
LLE — > [N
L :J@

-

— e . .

|
A
NG!

il

__t.._
iy S——
- o ———
s S
X Ne—crl
e .-\3‘;\

—

Condyle
fémoral
externe

LLE



Choix de la bactérie

PROIJET 1 : modele de co-infection S. aureus / P. aeruginosa
- 3 couples de souches cliniques : choix / fond génétique (futures mutations dirigées ?)

- Inoculum S. aureus

=@ (|~ =~ V=[]~ &2

- Inoculum P. aeruginosa

—e-f-4-



Choix de la bactérie

PROIJET 1 : modele de co-infection S. aureus / P. aeruginosa

3 couples de souches cliniques : choix / fond génétique (futures mutations dirigées ?)

Inoculum S. qureus

=@ (|~ =~ V=[]~ &2

Inoculum P. geruginosa
- - S.aureus BD2609
g . S. aureus BD2609 (+ PA)
QQ ‘ ‘ ‘ - 10, - P. aeruginosa BD2608
-¥ P. aeruginosa BD2608 (+ SA)
1°!L

Co-infection
- Résultats variables avec S. aureus
- Taux d’infection a P. aeruginosa = 0% 10%;

CFU/mL

Time (hours)



Choix de l'inoculum

PROJET 2 : Anticorps préventis anti-S. aureus
Injection d’Ac spécifiques 12h avant la chirurgie

infected synovitis (g)
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Choix de l'inoculum

PROJET 2 : Anticorps préventis anti-S. aureus
Injection d’Ac spécifiques 12h avant la chirurgie

P=0.002

91.7+2.0 74.5+1.5

percent of PMNs with condensed nuclei




Choix de l'inoculum

40

PROJET 2 : Anticorps préventis anti-S. aureus
Injection d’Ac spécifiques 12h avant la chirurgie

30
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Choix de l'inoculum

PROJET 2 : Anticorps préventis anti-S. aureus

Injection d’Ac spécifiques 12h avant la chirurgie

Pertinence ?
Interprétation ?
... favorise l'infection chronique ??

Probléeme : choix de I'inoculum
Objectif : infectivité de 100%
---> ineffectivité des procédures préventives

Proposition : réduire I'inoculum

Infectivité de 20% ? 30% ? 50% ?

Read out : réduction de l'infectivité
Probleme : co(t, temps, nombre d’animaux

m
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Read outs : macroscopie et prélevements

Pus « total »
. / - 1, 2, 3 échantillons ?
- Totalité ?
- Homogénéisation

Synoviale
- 1, 2, 3 échantillons ?
- Homogénéisation

Vis, rondelle
-« Nettoyage » ?
- Sonication ?

Os? ‘
- 1,2 3 échantillons ? 8
- Ou?

- Homogénéisation




Read outs : quantifications bactériennes / biofilm

PROJET 1 : Ac préventifs anti-S. aureus
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Evaluations thérapeutiques : chronicité

Weight (kg)

Meanveightkg)e/- SD

2,7

2,6

2,5

2,4

2,0

2.7+
2.6+
2.5+
2.4+
2.3+
2.2+
2.1+

N
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—+— [reatment
-= Control
-o— All
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Difficulté du maintien des animaux

Poids
Clairance / inhomogénéité



Evaluations thérapeutiques : chronicité

Weight (kg)

Meaniveightkg)e/- SD

2,7

2,6

2,5

2,4

2,0

2.7+
2.6+
2.5+
2.4+
2.3+
2.2+
2.1+

N

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

T

2.0

D9 D10

¢ ¢

D11 D12

Treatment
Control
All

Difficulté du maintien des animaux
- Poids
- Clairance / inhomogénéité

Pertinence des évaluations +++
Notamment biofilm +++



Autre utilisation : raffiner les modeles in vitro

Implantation Infection Explantation
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Quantification MBEC Microscopie confocale




Autre utilisation : raffiner les modeles in vitro




Autre utilisation : raffiner les modeles in vitro

1 bille par cage

~ ! dénombrement
D ] par spot
‘000000000000
}  gssssssssses
5 autres billes
23832922988 | wrsim o

ouvrir la cage 0O0OCRROOBOD 96 puits

3 lavages par pour récupérer 000000000000

Trempage les billes 900000000000

o) \ w
/\ FRREEEANCEEE
Rifamscne) =2 00 OOOIOOOOO-
NN\ & Ezg"—';"'jcoumo ©0000@ | noubaton
W) |l 24na3rec
' ' | | Vv QMJQ.'..."OGCV = puis lavageala
D.....QOOOC 2 1| " Dipette 3 fols -
Dilutionde 2en 2 dela o *—300 O O o O O o 0 O =9 :f 150pL de PBS par puit
solution d'antibiotique Splomycing 4 : ~—
‘000000000000 Sonication de la plaque Denombrement par

10 min spot de chaque

Ajout des solutions

dilution d'antibiotique



Autre utilisation : raffiner les modeles in vitro

Concentrabon bacténenne (CFLVmL)

-
W 10
O
“
g | antiblotique
. === Daptomycine
Ritampicine
é 10 —— Vancomycine
04 *
0 g
(8]
10
0.12% 2000 32 000 01 10 10.0
Concentration d'antiblotique (mg/L) Concentration d'antiblotique (mg/L)

MBEC (mg/L) Billes in vitro MBEC assay®

Vancomycine 13,3
Daptomycine 1,5 4,0 3,3
Rifampicine <0,016 0,3 0,06



Autre utilisation : raffiner les modeles in vitro

Modele lapin permettant :

i) de screener ex vivo un large
panel de conditions (souches,
molécules) contre du biofilm
formé in vivo en permettant une
comparaison objective (MBEC)
entre molécules

i) d’envisager I'évaluation de
différentes stratégies de
traitement local




Take-home messages



Synthese

MODELES ANIMAUX INDISPENSABLE
- Physiopathologie
- Evaluations thérapeutiques

CONNAITRE LES DIFFICULTES +++
- Interprétation des données existantes
- Feuille de route pour la construction d’un modele

ETHIQUE
- Regledes 3R
- Formation des expérimentateurs
- Modele lui-méme
- Scientifique +++++++++++++
- Ethique ++++++++++++++++
- Evaluation systématique des protocoles

Question
posée

Modele
adapté

Choix de la
souche

Test
inoculum

Histoire

naturelle

PK/PD

Timing
traitement



Pour en savoir plus ...

CURRENT CONCEPTS REVIEW

Developing a Clinically Representative Model
of Periprosthetic Joint Infection

Alberto V. Carli, MD, MSc¢, FRCSC, E Patrick Ross, PhD, Samrath ], Bhimani, BS, Sott R, Nodzo, MD,
and Mathias P.G. Bostrom, MD

J Bone Joint Surg 2016

A systematic review of animal models for Staphylecoccus
auraus osteomyelitis

W. Reizner, J.G. Hunter, N.T. O'Malley, R.D. Southgate, E.M. Schwarz, and S.L Kales’

Departmant of Orinopasdics and Renablitstion, Liniversity of Rochesier Medical Canter,
Rochaster, MY 14842, USA

Eur Cell Mater 2015

Model systems: Modeling human
staphylococcal arthritis and sepsis in

the mouse
Andrej Tarkowski, L.\incent Collins, Inger Gjertsson, Olof H. Hultgren, ol
Ing-Marie Jonsson, Egidija Sakiniene and Margareta \lerdrengh “ﬁp




There’s more to life
than rats and flies



