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Les infections-ostéoarticulaires

Introduction

e 1°r agent étiologique : S. aureus

 Meécanismes de persistance

o Formation de biofilm

20% échecs

o Internalisation dans les cellules osseuses cliniques




Les infections-ostéoarticulaires : rifamycines

Introduction

Rifampicine

Supériorité clinique



Les infections-ostéoarticulaires : rifamycines

Introduction

Rifampicine

Supériorité clinique

Inconvénients
 Mauvaise tolérance
* Inducteur enzymatique
» Interactions médicamenteuses ++



Intduction

Rifampicine

Supériorité clinique

Rifapentine & rifabutine

Mangue de données in vitro
et in vivo pour les IOA

Alternatives thérapeutiques a la rifampicine ? .



» Capacité a prévenir la formation de biofilm

CMI (mg/L)
Rifampicine Rifapentine Rifabutine
» Capacité a éradiquer un biofilm mature 6850 0,016 0,063 0,031
- souche clinique 1 0,008 0,031 0,031
souche clinique 2 0,031 0,063 0,063
» Capacité a éradiquer le réservoir intracellulaire 3 souches de S.aureus 3 CMI identiques

= Modele d’infection « aigu »
= Modele d’infection « chronique »




CMIb: concentration minimale inhibant la formation de biofilm
MELANGER ATTENDRE LIRE

Milieu de culture
+ bactéries
Microplaque 96 puits + particules paramagnétiques Incubateur Magnétisation + Analyse dimage

Scanner

Bloc porte-aimants

Pas de biofilm Particules attirées
au-dessus de l'aimant
Spot visible
Aimant

It ol I ol I ol
Particules immobilisées
Biofilm Spot absent
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CMI (mg/L) CMIb (mg/L)
Rifampicine Rifapentine Rifabutine [Rifampicine Rifapentine Rifabutine
6850 0,016 0,063 0,031 0,05 0,1 0,05
souche clinique 1 0,008 0,031 0,031 0,0125 0,0125 0,025
souche clinique 2 0,031 0,063 0,063) 0,025 0,05 0,05/

Capacité a prévenir la formation de biofilm équivalente




Eradv:icati'on d’un biofilm mature : CMEB

CMEB: Concentration minimale éradicatrice du biofilm Reprendre avec

200ul de PBS1X

= D =200 =

Biofilm formé au Rincage Dépdt des Atb Rincage Biofilm restant aprés « scra.tching »
fond du puits biofilmCare 1h biofilmCare 1h rincage + sonication

v
24h

37¢ 'vDépét des spots |
de 10 pl

.




Er'ad:icati'on d’un biofilm mature : CMEB " o

Résultats 7

CMI (mg/L) CMIb (mg/L) | CMEB,, (mg/L) N

Rifampicine Rifapentine Rifabutine |Rifampicine Rifapentine Rifabutine [Rifampicine Rifapentine Rifabutine
6850 0,016 0,063 0,031 0,05 0,1 0,05 50 0,39 0,19
souche clinique 1 0,008 0,031 0,031 0,0125 0,0125 0,025 3,125 0,78 0,19
souche clinique 2 0,031 0,063 0,063 0,025 0,05 0,05 >100 0,19 0,78

* CMEB,, rifampicine 10 a 100 fois supérieures rifabutine et rifapentine

* Rifabutine et rifapentine activité antibiofilm ++
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Activité sur S.aureus en intracellulaire

Ostéoblastes MG63

Souches utilisées
L . 850

Ostéoblastes - 2 souches cliniques d’'lOA

MG63 \
/ Ajustement

inoculum

INFECTION %‘%‘é

(MOI1100:1) =%
INTERNALISATION ¢ 2h, 37°C

ELIMINATION DES
BACTERIES ¢ Lysostaphine (1h, 37°C)
EXTRACELLULAIRES ‘

3h infection aigu .
INCUBATION EN PRESENCE L 37°C

D’ANTIBIOTIQUE
@ ATB 24h,37°C
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Méthodes
Ostéoblastes MG63

[ 3 Souches utilisées
s m . - 6850

Ostéoblastes - 2 souches cliniques d’'lOA

MG63 \
/ Ajustement
P

INFECTION g‘% inoculum

(MOI1100:1)  =&=%
INTERNALISATION ¢ 2h, 37°C

ELIMINATION DES
BACTERIES ¢ Lysostaphine (1h, 37°C)
EXTRACELLULAIRES ‘
3h infection aigu .
INCUBATION EN PRESENCE L 37°C QUANTIFICATION DES
D’ANTIBIOTIQUE scv
ATB 24h,37°C g
ﬁ _ QUANTIFICATION DES (analyse d'image)
Choc osmotique BACTERIES INTRACELLULAIRES

(eau stérile) (compte des bactéries)

e¥ [

Etalement des lysats
sur gélose

EasySpiral ® / CFU count

Open CFU
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Activité sur S.aureus en intracellulaire

U b - Résultats

Mann-Whitney test bilateral (a=0.05)
A B (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

o]
% 200- 40-
© Hkk
3 b Bl Untreated cells
€ 1504 > 304 : .
2 & sk - == Rifampin
% B 20 ™ = Rifapentine
w 1004 S 20+ | |
8 UB) P *Hr 1 Rifabutin
S 504 = 10+ ***f" Se |
3 Z -
4 B =]l
E 0- 0- T 1 T
) < 'C.: o O
S N N N N
N N \Q\s &
o 3

e Seule la rifabutine a 0,1CMI permet la diminution des bactéries intracellulaires de

* Augmentation dose-dépendante de la proportion de SCV
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Activité sur la viabilité cellulaire

Ostéoblastes MG63

Souches utilisées
L . 850

S Ostéoblastes - 2 souches cliniques d’IOA

MG63 \
/ Ajustement

INFECTION %‘%‘é inoculum

(MOI1100:1) =%
INTERNALISATION ¢ 2h, 37°C

ELIMINATION DES
BACTERIES ¢ Lysostaphine (1h, 37°C)
EXTRACELLULAIRES ‘

3h infection aigu .
INCUBATION EN PRESENCE L 37°C

D’ANTIBIOTIQUE

ATB 24h,37°C
MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE
(compte des cellules) “«

Lecture de la DO a 450 nm

Méthode du MTT
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Activité sur la viabilité cellulaire - = <

Résultats

Mann-Whitney test bilateral (a=0.05)
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

A Bl Untreated cells
= == Rifampin
— E5 Rifapentine
1004 [ Rifabutin
T

* Méme profil de toutes les rifamycines pour
une concentration = CMI sur la viabilité
cellulaire

%viability cells

* Rifabutine significativement plus efficace
sur le maintien de la viabilité cellulaire dés
0,1CMI

LT
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Activité sur la viabilité cellulaire - B =

Résultats

Mann-Whitney test bilateral (a=0.05)
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

A Bl Untreated cells
s Rifampin
E= Rifapentine
[J Rifabutin
i i .

Méme profil de toutes les rifamycines pour
une concentration = CMI sur la viabilité
cellulaire

%viability cells

* Rifabutine significativement plus efficace
sur le maintien de la viabilité cellulaire dés
0,1CMI

TSRO

Activité anti-PSM (toxines intracellulaires) ?
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Activité anti-PSMs

Ostéoblastes MG63

B 3 Souches utilisées
= §§ - 6850

- 2 souches cliniques d’IOA

*
*' <d Ostéoblastes
MG63
\ / Ajustement
—

INFECTION g.f"g inoculum

(MOI1100:1)  =&=%
INTERNALISATION ¢ 2h, 37°C

ELIMINATION DES
BACTERIES ¢ Lysostaphine (1h, 37°C)
EXTRACELLULAIRES ‘

3h infection aigu .
INCUBATION EN PRESENCE L 37°C

D’ANTIBIOTIQUE
@ ATB 24h,37°C

DETERMINATION DE L'EXPRESSION

ﬁ; DES psma
-/ RT-qPCR
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Activité anti-PSMs . = <

Résultats

Mann-Whitney test bilateral (a=0.05)

B (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
= 4- =
> P B Untreated cells
@
5 3 hs =4 Rifampin
. = = Rifapentine
€3 ol ns 1 Rifabutin
v >
Qad
o
S
7 1-] ------ o IOt SUROEOCCCRRRRRRRRERS SRR
g é
= *kk *kk
Iﬁ 0' T ﬁ :%f
O @
& S
Q.

Rifabutine a 0,1CMI :
e augmente significativement la viabilité cellulaire
* diminue significativement I’expression des PSMs
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Activité sur S.aureus intracellulaire : modéle chronique--

Ostéoblastes MG63

Souches utilisées
L . 850

b 2 Ostéoblastes - 2 souches cliniques d’'lOA

MG63 \
/ Ajustement

inoculum

INFECTION S5

(MOI100:1)  =&55

INTERNALISATION ¥ 2h, 37°C Modele d’infection chronique
Résultats similaires

ELIMINATION DES
BACTERIES ¢ Lysostaphine (1h, 37°C)

EXTRACELLULAIRES ‘

3h infection aigu

INCUBATION EN PRESENCE ¢ 6j infection chronique 37°C
D’ANTIBIOTIQUE
ATB 24h,37°C
MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE ﬁ QUANTIFICATION DES
(compte des cellules) Choc osmotique BACTERIES INTRACELLULAIRES
Lecture de la DO & 450 nm \ (eau stérile) (compte des bactéries / SCV)

e® >
»

4
Etalement des lysats

] sur gélose
Méthode du MTT EasySpiral ® / CFU count
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Comparalson de l'activité rifampicine vs. rifapentine.vs. rlfabutlne

X R

Conclu5|on

Pour des CMI équivalentes :

» Rifampicine, rifapentine et rifabutine : méme capacité a prévenir la formation biofilm

» Rifapentine et rifabutine : CMEB,, 10 a 100 x plus faibles que la rifampicine

» Deées 0,1CMl, seule la rifabutine
r . . . ALY ’. [ o .o [
* éradique les S. aureus intracellulaire dans nos modeles d’infection aigué et chronique

e prévient la cytotoxicité induite par l'infection au moins en partie du fait de son
activité anti-PSMs
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Comparalson de l"activité rifampicine vs. rifapentine VS. rlfabutlne

e

Conclu5|on

Rifabutine : alternative thérapeutique dans le traitement des IOA ?

* Efficace a plus faible concentration que rifapentine et rifampicine

» Utilisation a plus faible concentration =

e Etudes in vivo nécessaires pour confirmer ces résultats prometteurs
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Rifamycines : activité en intracellulaire sur un modele d’infection cggon‘ic

Résultats

Mann-Whitney test bilateral (a=0.05)
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

% intracellular bacteria / untreated cell

| |
; - b i

0.1MIC MIC

Rifabutine reste efficace a 0,1CMI sur les bactéries ayant persistées 7 jours




