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Introduction

Prise en charge des IOA chroniques / sur matériel : 20% d’échec (au mieux ...)
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Antibiothérapie intracellulaire




Modele d’étude

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Eradication des bactéries restées
Infection extracellulaires Traitement

Staphylococcus aureus Gentamicine ou Lysostaphine

MOI 0.5 - 500 10 ug/mL - 20 mg/mL
(9)
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Ostéoblastes Adhérence
Internalisation

humain ou animaux / lignées ou primaires

Incubation en présence

des molécules testées
2h - 48h
+/- lysostaphine ou gentamicine

- Compte CFU
Nombreuses sources de variabilité Nombres de bactéries
Souche utilisée : MSSA/MRSA, clinique/laboratoire intrace luiaires SVANT

MOI : internalisation, cytotoxicité, pertinence
Phase de culture

Agent extracellulaire et concentration (pinocytose)
Timing du traitement : modeéle aigu ou chronique

Dose d’antibiotique : multiple CMI, concentration osseuse
Maintien genta/lyso : évite la réinfection

Nombres de bactéries
intracellulaires APRES

Compte CFU

traitement +/- SCV




Parametres PK influencant l'efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

dose administrée

Absorption
Distribution
Liaison protéique
Métabolisme
Elimination R
v e

CONCENTRATION ..« .
PLASMATIQUE  *'.° ="

CONCENTRATION
OSSEUSE

Quel os ?
Os cortical / spongieux
Inflammation locale
Liaison protéique

Median bone/serum
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Parametres PK influencant I'efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire

Taille Efflux

Liposolubilité ﬂ
Q
8

lonisation (pH)

l

Diffusion +++

Adsorption
, P — Endocytose
Recepteurs
Aminosides
Glycopeptides Transporteurs
Bétalactamines
Quinolones

Van Bambeke 2006 — Tulkiens 2003



Parametres PK influencant l'efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire

RATIO C/E
Taille Efflux
Liposolubilité ﬂ Cyclines
lonisation (pH) Q Macrolides
l N Clindamycine
Rifamycines
Diffusion +++ Fluoroquinolones
Adsorption Gchopeptl.des
R — Endocytose Fosfomycine
écepteurs S
o Linézolide @
Aminosides
Glycopeptides Transporteurs

Daptomycine
Bétalactamines Aminosides
.y .
Quinolones Betalactamines

Van Bambeke 2006 — Tulkiens 2003



Parametres PK influencant I'efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire et sub-cellulaire

RATIO C/E

Taille Efflux

Liposolubilité ﬂ —

lonisation (pH) Q Macrolides

l Clindamycine
. Rifamycines
Diffusion +++ Fluoroquinolones
Adsorption Glycopept!des
, Endocytose Fosfomycine
Récepteurs S
. Linézolide @)
Aminosides A
Glycopeptides Tra nsporteu rs Da ptO mycine
Bétalactamines Aminosides

Quinolones Betalactamines

Van Bambeke 2006 — Tulkiens 2003



Parametres PK influencant l'efficacité du traitement

1. Concentration locale : diffusion osseuse des antibiotiques

2. Concentration intracellulaire et sub-cellulaire

3. Conditions physicochimiques locales (pH)

B Perte d’efficacité a pH acide
- Gain d’efficacité a pH acide

Aucun changement

Oxacilline 0,0625 0,0625
Céfazoline 0,125 0,0125
Vancomycine 2 1
Linezolide 4 4

Doxycyline 0,125 0,0625



Screening
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Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus
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Screening B AAC

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

Importance de la localisation intra-cellulaire
- S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
- Vancomycine : tres lente diffusion lysosomale
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Screening BAAC

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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Screening

*%k k%

Alog10 pour

BAAC

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

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

Bl Untreated cells
e Rifampicin
= Rifapentine

1 Rifabutin
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Sanchez 2015 — Mohamed 2014 — Kreis 2013

Intracellular S. aureus , (CFU/ml)
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Antibiofilm and intraosteoblastic activities of rifamycins against
Staphylococcus aureus: promising in vitro profile of rifabutin

Lélia Abad’3, Jérome Josse’, Jason Tasse’, Sébastien Lustig?“®, Tristan Ferry™>*®, Alan Diot’,

Frédéric Laurent’**{ and Florent Valour™**5¢

Efficacité temps-dépendante de la rifampicine dans la
majorité des modeles, plus controversée dans le
modele « chronique »

Intracellular Staphylococcus Aureus and Antibiotic
Resistance: Implications for Treatment of
Staphylococcal Osteomyelitis

I. Kent Hilington,' Mitchel Harris,” Michael C. Hudson,” Sonia Vishin,” Lawrence X. Webb,* Robert Sherertz”

—
M —
) s
N LT~y
¥ < ~e--No Dnug |
\l\\ —— Dn,gx'(]
Tees L —a—Drug/12 i
-+ .
- N
\& - -
]
~ A\
0 12 24 48
Time thrs)

Place des associations incertaines (efficacité déja
maximale de la rifampicine)

Potentiel de la rifabutine, efficace dés de tres faibles
concentration (0,1 MIC)



Tolérance et émergence de SCVs
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SVCs (% versus No antibiotic)
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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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Tolérance et émergence de SCVs

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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Lysosomal alkalization to potentiate eradication of intra-osteoblastic

AI Cd I N |Sat on |ySOSO Mma Ie Staphylococcus aureus in the bone and joint infection setting

Lélia Abad "%~ Plerre Chauvelot *° Estelle Audoux °, Camille Andre oy jeromejosse 1.

Céline Dupieux " ** , Sébastien Lustig > *, Tristan Ferry %%, Paul O. Verhoeven *
Alan Diot ', Frédéric Laurent %%, Florent Valour %5 "
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Autres approches innovantes Strategies for prevention and treatment

of internalized staphylococcus aureus

1 . ) B Jianghd Li', Qianggiang Wen®, Feng Gu”, Lijuan An*, Yu Tiecheng™

Phase I-lI

Fibronectin
\ Integrin a5f1
> 1. Recombinant CWA proteins

( ( t 290 ) r 2. Microbiological agents
\ =) (=)
Actin |

& v~ Phase lll

. ‘ e 1. Drugs inhibiting NF-kB pathway

2. Nanoparticles

Vesicular escape = :
“ e 3. Photochemical internalization
4. Cell penetrating peptides
[} [ Antibiotic resistance 5. Antimicrobial peptides
SCv

6. Bacteriophage therapy




Conclusions

S. aureus

Macrolides -

Lincosamides ++

Oxazolidinones™* +

Lysosome

Aminoglycosides* +

Glycopeptides* +/-

Cytosol

o i
‘@
Phagolysosome

Rifamycins™® ++
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Phagosome

\°

Phagosomal\
escape
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Penicillins +

Cephalosporins +/-

Macrolides -

° el Fluoroquinolones™ ++

Lincosamides ++
Oxazolidinones* +

++ Good activity
+ Moderate activity
- No to low activity

*  Class keeping their activity in the chronic model

Osteoblast

-




Pour en savoir plus ...

Journal of
JAntimicrob Chemother 2021; 76: 3091-3102 Antl m IcrOblul
doi:10.1093/jac/dkab301 Advance Access publication 30 August 2021 Chemotherupy

In vitro antibiotic activity against intraosteoblastic
Staphylococcus aureus: a narrative review of the literature

Florian C. Marro¥?**4, Lélia Abad™*“4, Ariel J. Blocker?, Frédéric Laurent’**, Jéréme Josse!*°$ and
Florent Valour3°°4

REVIEW ARTICLE OPEN

Can intracellular Staphylococcus aureus in osteomyelitis be
treated using current antibiotics? A systematic review and
narrative synthesis

Anja R Zeimes', Renjy .\'dsonu, Katharing Richier' and Gerald 1 Atking' ™



Antibiothérapie anti-biofilm




Rappel Biofilm

@  Bactérie active PSMs
P Protéases
©  Bactérie morte /8p$ Nucleases
' "Persister" *9/0
Y
a8 Protéine
us’ " Exopolysaccharide CONDITIONS

N ADN extracellualaire FAVORABLES

Bactéries @ © °

libres 00 [
STRESS
© o
(] Prolifération Qs
Modulation Modulation o
ATTACHMENT MONOCOUCHE expression MICROCOLONIE expression BIOFILM
Facteurs d'adhésion génique génique
MSCRAMMs MATURATION >

Biofilm = population bactérienne héterogene + matrice extracellulaire (slime)



Modele d’étude

S. epidermidis

: a S. aureus

_ )
24h (ou plus) < 24h ou plus
—
' ' Traitement
Choix du milieu ? Choix du milieu ?

Nombreuses sources de variabilité
- Souche utilisée : MSSA/MRSA/MSSE, MRSE, clinique/laboratoire
Milieu de culture (pendant formation et traitement)

Surface pour adhésion et formation biofilm (plastique, matériaux orthopédiques
Timing du traitement : modele aigu ou chronique

Dose d’antibiotique : multiple CMI, concentration osseuse

Modele statique ou dynamique (flow cell)

Comptage bactéries vivantes
au sein du biofilm

Evaluation de la biomasse
(coloration au cristal violet)



Biofilm et tolérance aux antibiotiques

« MBEC = Minimum Biofilm Eradication Concentration
Lb équivalent de la MIC pour les biofilms
« MBEC =10 a 1000 x MIC !lI
» Baisse de sensibilité aux antibiotiques = tolérance et pas résistance

Lb 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 (g/mi) MBEC (ng/ml) MBEC (uwg/ml)
Antibiotic NCCLS assayt Assay with CBDt Agsot 0 CFU/pegt
Cefazolin 0.5 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



Rifamycines

Antibiofilm and intraosteoblastic activities of rifamycins against
Staphylococcus aureus: promising in vitro profile of rifabutin

Lélia Abad’3, Jérome Josse’, Jason Tasse’, Sébastien Lustig?*®, Tristan Ferry™?*¢, Alan Diot’,
Frédéric Laurent'~**f and Florent Valour®?*%¢

Meéthode Biofilm Ring Test

Table 1. Rifamycin MIC, bMIC and MBECq,, for the three S. aureus isolates tested f' (prévention formation du biofilm)
\4

MIC (mg/L) bMIC (mg/L) MBECsp (mg/L)
[solate rifampicin rifapentine rifabutin rifampicin rifapentine rifabutin rifampicin rifapentine rifabutin
6850 0.016 0.062 0.031 0.05 0.1 0.05 50 0.39 0.19
Clinical isolate 1 0.008 0.031 0.031 0.0125 0.0125 0.025 3.125 0.78 0.19
Clinical isolate 2 0.031 0.062 0.062 0.025 0.05 0.05 >100 0.19 0.78

MIC indicates the lowest concentration that prevented growth of planktonic bacteria, determined by the microdilution method; bMIC indicates the
lowest concentration of antibiotics required to prevent biofilm formation, determined using Antibiofilmogram'™;*>' MBECsq indicates the concentration
of antibiotic (mg/L) that resulted in the reduction of viable bacteria by >90% compared with the control untreated group 24 h post-treatment.

Rifapentine et rifabutine plus efficace que rifampicine
contre biofilm a S. aureus in vitro



Mécanisme de tolérance aux antibiotiques

« Peénétration des antibiotiques
« ROle des composants de la matrice extracellulaire
« Polysaccharides

« eDNA
« Enzymes présentes dans la matrice (B-lactamases)

Hall et Mah, 2017



Mécanisme de tolérance aux antibiotiques

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

« Polysaccharides
« eDNA

« Enzymes présentes dans la matrice (B-lactamases)
« Heétérogénéité, hypoxie et croissance ralentie
« Réponse oxydative
 Limitation nutrionnelle et reponse stringente
« Pompes a efflux
« Diversité génétique
- Transfert horizontal de genes

« Fréquence des mutations
- SCV
» Persister

Hall et Mah, 2017



Mécanisme de tolérance aux antibiotiques

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

« Polysaccharides
« eDNA

« Enzymes présentes dans la matrice (B-lactamases)
« Heétéerogenéite, hypoxie et croissance ralentie
« Réponse oxydative
« Limitation nutrionnelle et réeponse stringente
« Pompes a efflux
« Diversité génétique
- Transfert horizontal de genes

« Fréquence des mutations
- SCV
» Persister

Hall et Mah, 2017
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Biofilm et pénétration de la daptomycine - R .
New Insight into Daptomycin Bioavailability and Localization in

Staphylococcus aureus Biofilms by Dynamic Fluorescence Imaging
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Patine YNew of

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 & 441617 416,17
Linezolid p 4y 2429 4.2
Daptomycin + ++41 442124
Rifampicin + g BIN1E 3630
Moxifloxacin e 443 442131
Rifampicin+ daptomycin + o= 4442830
Rifampicin+ vancomycin + 4.4 1628 +41627,32
Rifampicin+linezolid + 444 16:29 4442732

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 biofilm Protein/eDNA biofilm Fibrin biofilm

(A) (B) (€)

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

Substrate plus oxygen . Oxygen alone
I:, Substrate alone D No substrate or oxygen

+ a Early biofilm b-d Mature biofilm

"Limitation nutritionnelle"

!

Ralentissement de
I'activité
metabolique

!

Tolérance aux
antibiotiques

Hypoxie

High activity

Intermediate activity

Low activity
Dormant

Stewart et Franklin, 2008; Davies, 2003



Antibiogramme anti-biofilm en pratique clinique
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Clinical Microbiology and Infection CLINICAL

HICROBAOLOGY
AND INFECTION

journal homepage: www . clinicaimicrobiologyandinfection sam

Commentary

Should standardized susceptibility testing for microbial biofilms be
introduced in clinical practice?

I. Coenye ", D. Goeres *, F, Van Bambeke “°, T. Bjarnsholt **

Standardized biofilm models more Data interpretation with caution
predictive than planktonic cultures due to in vitro/in vivo differences
viz. in biofilm biology
-> Antibiotic activity against sessile
bacteria

- Resistance and tolerance
mechanisms in biofilms

Possible applications Modulation of drug activity by
- Drug/device registration , PK/PD parameters, host (e.g.
S Prug/ S avica corhparisons immune response, host tissue) and
3 Sutinor 1o move forward environmental factors (e.g. oxygen,
with 2 clinical trial nugzients)

= Basic biology of biofilms —




Take-home messages



Synthese

Persistance intracelluaire

prédiction d’efficacité complexe : diffusion (sub)cellulaire,
conditions physicochimiques locales ...

Rifamycines (dont rifabutine) +++, fluoroquinolones

(et clindamycine)

Impact clinique incertain

Biofilm

MBEC = 10 a 1000 x MIC !l

Mécanismes 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

Sendi et al., 2006

J. Tasse, HCL, 2017



