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L ISTE DES ABREVIATIONS

AAP Accumulation-associated protein

agr Accessory gene regulator

BAP Biofilm-associated protein

BBP Bone sialoprotein-binding protein
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BFI Biofilm forming index

BGN Bacille Gram négatif
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CHU Centre hospitalo-universitaire
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CNA Collagen-binding protein

CNR Centre national de référence
CRIOAC Centre inter-régional de référence pourlsepen charge des IOA complexes
CRP Protéine C réactive

DMEM Milieu de Eagle modifié par Dulbecco
DO Densité optique

FADD Fas-associated protein with death domain
FAK Focal adhesion kinase

FnBP Fibronectin-binding protein
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ica Intercellular adhesion

IFN Interféron

I Interleukine

ILK Integrin-linked kinase

IOA Infection ostéo-articulaire
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MOl Multiplicity of infection

MSCRAMM  Microbial surface components recognizing adhesia&immolecule
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NFxB Nuclear factor kappa B

NLR NOD-like receptor
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PBS Phosphate-buffered saline

PFT Pore-forming toxin
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PIA Polysaccharide intercellular adhesin

PLP Protéine de liaison aux pénicillines

PMSI Programme de médicalisation des systemefodimation
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PRR Pattern recognition receptors
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RANK Receptor activator for nuclear facteB

RANKL Receptor activator for nuclear facteB ligand
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saeRS S. aureus exoprotein expression

sarA Saphylococcal accessory regulatdr
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TGF Transforming growth factgf

TLR Toll-like receptor
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Les infections ostéo-articulaires (IOA) sont de$edtions polymorphes, potentiellement
graves et colteuses. Leurs diagnostic et priseharge sont trés hétérogenes, du fait des
spécificités apportées par la diversité des sitteciés, de leurs délais d’évolution, de leurs
mécanismes physiopathologiques, et de la présamncwim de matériel orthopédique [1-5].
Atteignant plus de 50 patients pour 100 000 hatstpar an en France, elles sont associées a
un risque d’échec thérapeutique élevé, a un taurattalité de pres de 5%, et engendrent des
séquelles impactant la qualité de vie des patidatss 40% des cas, malgré une prise en
charge médico-chirurgicale longue et colteuse [Ell¢s constituent ainsi un enjeu majeur
de santé publique, et ont motivé la création erB2#)9 centres inter-régionaux de référence
pour la prise en charge des IOA complexes (CRIO&@PYndant a la nécessité de faciliter la
recherche clinique et fondamentale dans ce domafired’améliorer la qualité de prise en
charge des personnes concernées.

Le genreStaphylococcygmpliqué dans plus de 50% des IOA, en représang la premiere
étiologie. Il comprendS. aureus considéré comme le principal agent pathogéndeset
staphylocoques a coagulase négative (SCN), dgnirleipal représentant eSt epidermidis
Longtemps considérés comme un simple commensalad@ebu et des muqueuses,
S. epidermidisest désormais reconnu comme un pathogene oppsiguniajeur, notamment
responsable d’infections nosocomiales et/ou suénehtétranger [8,9]. Moins étudiés que
S. aureusces SCN, et en particuli&. epidermidissont pourtant responsables de 30 a 43%
des I0A sur matériel orthopédique, devancant m8maureusen terme de fréquence dans
certaines séries [5,10].

Les staphylocoques sont associés a des formes did@#iculierement difficiles a traiter,
grevées d’'un fort taux de chronicité et de rechutesamment lorsqu’elles impliquent du
matériel orthopédique. Le délai d’évolution représealors I'un des principaux déterminants
de la prise en charge, impactant le type de chigwegla durée de I'antibiothérapie. Un simple
lavage articulaire est ainsi proposé en cas d'fidfeae prothese articulaire (IPA) aigué, alors
que les formes chroniques imposent une ablatiorpEisndu matériel orthopédique [11-13].
La reconnaissance initiale du caractére chroniqueedlOA est donc un élément essentiel,
actuellement arbitrairement basé sur un délai didm de plus de 3 a 4 semaines au
moment du diagnostic, sans qu’aucun marqueur bgpegou bactériologique objectif ne soit
disponible. La chronicité des IOA staphylococciguescependant été rattachée a trois
mécanismes de virulence phénotypiques, permettdatagdtation bactérienne a
'environnement particulier représenté par le tismseux (associé ou non a du matériel

orthopédique), et un échappement au systéme imamenitle I'hdte et a I'action des
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antibiotiques [14] : i) la formation de biofilm, ganisation hétérogéne de bactéries entourées
d’'une matrice extra-cellulaire qu’elles ont elleémes produite, et permettant d'implanter, de
promouvoir, de structurer et de réguler la survactérienne dans un environnement
hostile [15] ; ii) l'internalisation et la persistee des staphylocoques au sein des cellules
osseuses non phagocytaires, et notamment des lastésh ce sanctuaire bactérien intra-
cellulaire pouvant constituer un réservoir a I'argyde rechutes [16] ; et iii) I'évolution vers

le morphotype daemall colony varian{SCV), caractérisé par un métabolisme ralentinet u

sensibilité moindre a certains antibiotiques [17].

Aprées une revue bibliographique sur les I0A et flimation des relations héte-pathogéne
dans la chronicité des infections staphylococciguesis présenterons les résultats de nos
travaux realisés au Centre International de Rebkern Infectiologie (CIRI, INSERM
Ul111), évaluant Iimpact de la formation de biofjl de I'interaction avec les cellules
osseuses et de I'évolution vers le phénotype SCNs das IOA staphylococciques. Ces
travaux fondamentaux ont été réalisés a partiralges collections de souches cliniques de
S. epidermidiset S. aureussensible a la méticilline (SASM) isolées d’'I0OA aentre
hospitalo-universitaire (CHU) de Lyon, héberge@€RIOAC de l'inter-région Sud-Est et le
Centre National de Référence (CNR) des staphyleaqiNous discuterons enfin des
implications potentielles de ces résultats dansolapréhension de la physiopathologie des
IOA staphylococciques, ainsi que dans la prise large diagnostique et thérapeutique des

patients.
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l. Infections ostéo-articulaires : généralités

1. Définitions et classifications

Les IOA regroupent un ensemble d’entités cliniqagant en commun linvasion et la

destruction progressive des tissus osseux etagirtdux par des microorganismes, le plus
souvent bactériens. Ces infections constituent woupgg tres hétérogéne de situations
clinigues, classées selon leur localisation anajamileur délai d’évolution, le mécanisme

conduisant a l'infection, et la présence ou nomaé&ériel orthopédique [1-5].

a. Localisation anatomique

L’ arthrite septique est une infection de la cavité articulaire, le gegtant le siége le plus

frequemment impliqué [1,2,18]. Le développementtdden dans la synovie engendre une
réponse inflammatoire et le recrutement de leuescytans le liquide articulaire [2]. La

production locale de radicaux libres, et la lib@m@at d’enzymes protéolytiques

(métalloprotéases, enzymes lysosomales) et de eoximactériennes aboutissent a la
destruction du cartilage. Du fait de I'inextenstigilde la capsule limitant la cavité articulaire,
linflammation locale provoque une augmentationla@ression intra-articulaire responsable
d'une exacerbation de la destruction du cartilagedee la synovie par des phénomenes
mécaniques et ischémiques. En l'absence de priseharge rapide, une extension de
l'infection a la synovie, au tissu cartilagineuxyig a I'os sous-chondral conduit a la

destruction progressive de l'articulation.

L’ ostéite se définit par l'infection du tissu osseux médtdlaet/ou cortical [3,19]. Le
processus infectieux initial aboutit & une réactioflammatoire locale qui, associée a la
multiplication bactérienne, entraine des micro-thiboses vasculaires osseuses localisées.
L’évolution se fait vers la formation de séquestemes de tissu osseux infecté et nécrotique,
caractéristique de la chronicisation des ostéRagufes 1 et 2). Ces fragments dévascularisés
et détachés du tissu avoisinant sont peu accessdl& cellules immunitaires et aux
antibiotiques et se comportent comme un corps gdraimerte vis-a-vis de I'adhésion, de la
colonisation bactérienne et de la formation de iloiof Dans les formes non traitées
d’ostéomyélite chronique, devenues rares dansdgs imdustrialisés, les séquestres osseux
peuvent avoir deux destins déterminés par leuletdiles séquestres de petite taille sont
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progressivement résorbés par un tissu de granaladicruté par les signaux inflammatoires
issus de la zone nécrotique. Lorsque I'étenduesdgsestres est trop importante ou que la
réponse inflammatoire de I'hdte est compromiser, éattension est progressivement confinée
par une néoformation osseuse issue du périostell@Ecde la corticale osseuse par
'accumulation de pus qui peut également se fistulia la peau. Cette néoformation,
I'involucre, permet d’assurer la continuité de I'es le maintiena minimade sa fonction
pendant la phase de convalescence. Cependansdalaasation inadéquate des tissus ainsi
circonscrits favorise le maintien des séquestreelos sous-jacents, aboutissant a une

pathologie chronique dans laquelle le débridemiintigical est souvent la seule option.
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Figure 1. Evolution de I'ostéomyélite chronique,ajres [3].

Depuis un séquestre constitué, la progression thdettion intra-médullaire vers l'intérieur de laapsule
articulaire et/ou la zone périostée peut respeatignt aboutir a une arthrite septique et a la cdnstn d’'un
abcés périosté (Phase 1). La persistance d'un déemint du périoste conduit a la constitution d'une
néoformation osseuse, I'involucre (Phase Il). Enfextension de I'infection a travers I'os corticet le périoste

forme un trajet fistuleux pouvant s'aboucher a éap (Phase ll1).
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Figure 2. Scanner en coupes coronale (a) et tranmsee(b) montrant un séquestre intra-cortical du kbdroit

chez un homme de 21 ans, d’aprés [20].

Le terme dostéomyélitedésigne classiquement une atteinte des os lomgojghématogene
sans corps étranger, mécanisme le plus fréquers bibefant. Les extrémités osseuses
(métaphyses) sont alors le siege privilégié ddédition, du fait du systeme de vascularisation
osseuse : les arteres pénétrant dans I'os au nidieglhysaire sont distribuées jusqu’aux
extrémités ou elles forment des boucles vasculasgges d’'un ralentissement du flux
sanguin favorisant la greffe bactérienne. A noter dans la littérature anglo-saxonne, ostéite
et ostéomyelite ne constituent qu’une seule edégignée sous le terme « osteomyelitis ».

La classification de Cierny-Mader résume les déifids types d’ostéomyélite en fonction du
terrain, du mécanisme de survenue, et du typeettiétt osseuse (Figure 3), et est directement

liée au pronostic de ces infections [21,22].

Enfin, les spondylodiscitesconstituent une forme particuliere d’ostéomyééteeignant le
disque intervertébral et les plateaux vertébrayacaats [4,23]. Il s’agit de la localisation
d’ostéomyélite la plus commune chez l'adulte. Lehis lombaire est le plus frequemment

atteint, suivi des vertebres thoraciques puis cates.
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Stades anatomiques

Sta_de 1 : ostéomyélite intramédullaire, nécrose limitée a la médullaire
« Etiologie : hématogéne
Traitement : antibiotique, drainage chirurgical

Stade 2 : ostéomyélite superficielle, nécrose a la surface exposée
« Etiologie : infection de contiguité
Traitement : antibiotique, débridement superficiel, couverture

Stade 3 : ostéomyélite localisée (séquestre cortical),
nécrose bien individualisable, atteinte localisée de la corticale, instabilité
osseuse avant ou aprés débridement
« Etiologie : traumatisme, évolution de stade 1 ou 2, iatrogéne (vis, plaque)
Traitement : antibiotique, débridement, séquestrectomie
immobilisation + greffe osseuse

@ @@

Stade 4 : ostéomyélite diffuse, atteinte circonférentielle de la corticale,

instabilité osseuse avant ou aprés débridement
« Etiologie : traumatisme, évolution de stade 1-2 ou 3, iatrogéne (clou)

Traitement : antibiotique, débridement, séquestrectomie + greffe osseuse
stabilisation (ORIF, fixteur externe [llizaro], amputation

Etat physiopathologique
A : Absence d'anomalie
B : Anomalies
Bs : généralisées B1 : localisées
- dénutrition - lymphcedéme chronique
- insuffisance hépatique et/ou rénale - insuffisance veineuse
- diabéte - fibrose postradique
- hypoxémie chronique - escarre
- maladie auto-immune - neuropathie
- néoplasie

- immunodéprimé ou immunosuppresseurs
- extrémité des ages de la vie
- tabagisme

C : Etat général précaire

Figure 3. Classification des ostéomyélites seloei@y-Mader, d'apres [21,22].

b. Mécanisme étiologique

Les IOA peuvent résulter : i) d’'un mécanisim@matogéne constituant alors une localisation
septique secondaire au cours d’'une bactériém)ed’une inoculation survenant lors d’'un
traumatisme (fracture ouverte) ou d’'un geste irfivgsonction, infiltration, chirurgie) ; ou
iil) de I'extension d’un foyer infectieux dsontiguité.

Chez I'adulte, le$OA hématogenessurviennent principalement chez des patients dle ¢bé

50 ans, a I'exception des usagers de drogues @iteses. Les portes d’entrée cutanée,
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pulmonaire, dentaire et urinaire sont les plusuegdes. Leur survenue est liée aux facteurs
de risque usuels de bactériémie, et notammentésepce d'un cathéter veineux central ou
d’'une sonde urinaire a demeure, I'épuration exédrale, I'existence d’'une infection urinaire,
et la drépanocytose [3]. En cas de présence d’'uoibhgse articulaire, le risque global de
greffe septique au cours d’'une bactériémie seadtd, estimé a moins de 1% [24]. Ce risque
est toutefois bien plus élevé en cas de bactéri@@ieaureusalors estimé a 30-40% [25-27].
Enfin, les I0A hématogénes sont généralement maombiennes, alors que les autres

mécanismes étiologiques engendrent plus frequemadesninfections pluri-microbiennes.

Lesostéites sur pied diabétiqueconstituent une entité a part qui ne sera pasiéabatans ce
travail. En effet, leur physiopathologie, assoctantibles vasculaires et nerveux, phénomeénes

meécaniques et infection, implique une prise engdnaien particuliere [28].

c. Présence de matériel orthopédique

La présence de matériel orthopédique, qu’il s’ags matériel d’ostéosynthese périphérique
ou rachidien ou de protheses articulaires, augmlentsque d’lOA. Plusieurs mécanismes
sont impliqués : i) l'implantation d'un matérielr@éhger est tres rapidement suivie de sa
couverture par une matrice protéique contenantrmoient fibrine, fibrinogéne et laminines
qui favorisent I'adhésion bactérienne ; et ii) t&raction d’'un matériel étranger avec les
polynucléaires neutrophiles induit un dysfonctiomeat de la phagocytose, responsable
d’'une immunodépression locale [29]. Plusieurs meglelnimaux ont ainsi démontré que
linoculum de S. aureusnécessaire pour engendrer une infection est dip@éplus de
100 000 en présence d’un corps étranger [30-32].

La prise en charge diagnostique et thérapeutiqueedenfections sur matériel orthopédique
obéit donc a des impératifs différents des IOAveai[11-13].

d. Chronologie de survenue

La durée d’évolution des IOA représente un facfgonostic essentiel, sensé guider le type
de chirurgie et la durée de l'antibiothérapie. Gefamt, la définition du caractéeégu ou
chronique des I0A n’est pas consensuelle.

Pour le clinicien, les IOA aigués se présentemilis souvent avec des signes inflammatoires

locaux et généraux importants, alors que les IOAfomilques ne génerent qu'un faible
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syndrome inflammatoire biologique, I'absence derBeétant alors fréquente. Les éléments
associés a la chronicité au moment du diagnostit I®xistence d’une fistule, 'importance
des lésions radiologiques et la présence de ségs@stseux rendant I'éradication bactérienne
difficile du fait de I'absence de diffusion desiamtiques dans ces portions d’os avasculaires.
Pour le microbiologiste, la formation de biofilrmt#é dynamique constituée d’'une matrice
extra-cellulaire sécrétée par les bactéries etpeumettant d’adhérer fortement aux tissus de
I'héte et au matériel, et la morphologie des casnisolées des prélevements profonds
définissent la chronicité. Enfin, pour le chirumgierthopédique, I'infection aigué est celle qui
serait susceptible de guérir sans ablation du me&pothétique.

L’ambiguité de cette classification tient a l'impigon de [I'expression clinique et
paraclinique qui ne traduit pas I'aspect histologigles Iésions, si bien qu’en pratique, il n’'y
a pas de démarcation précise entre IOA aiguésrehicjues. Le délai au-dela duquel une
IOA devient chronique est trées discuté et probabl@mires variable en fonction des
situations. Toutefois, en I'absence de définitidnjective de la chronicité, un délai arbitraire
de 3 a 4 semaines entre le début des signes dmigtile diagnostic microbiologique est
habituellement retenu pour distinguer les I0A agyechroniques [11,12,33].

En cas d'infection sur matériel orthopédique, earmoment d’IPA, le délai entre la pose du
matériel et I'infection permet d’orienter sur le ca@isme et I'étiologie bactérienne. En plus
du caractere aigu ou chronique, se distinguent aiptes infectiongprécocessurvenant dans
les 1 a 3 mois suivant la chirurgie, et ou le mésaa préedominant est I'inoculatigmer
opératoire de germes virulents de typeaureusou bacilles & Gram négatif (BGN) ; ii) les
infections du site opératoire (IS@tardées (entre 1-3 mois et 1-2 ans suivant la chirurgie)
généralement liées a des pathogenes moins virutdatgue les SCN (dost epidermidisou
encorePropionibacterium acneset iii) les infectiongardives, survenant au-dela de 1 a 2
ans, le plus souvent d’origine hématogéenes etlgamavec la chirurgie [5,11,12].

D’autres classifications existent, dont celle deukBsyama qui distingue les IPA post-
opératoires précoces (< 1 mois), tardives (> 1 )nbidmatogenes, et celles diagnostiquées
devant la positivité de prélevements bactériologgglors d’'un remplacement de prothese
présumeée aseptique [34]. Enfin, la classificatienMacPherson prend en compte le type
d’infection, les comorbidités et le statut immuirgadu patient, et I'état de la plaie, et est
directement corrélée au pronostic des IPA (Figi&3,36].
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Type d’infection
Type 1 : IOA post-opératoire précoce évoluant @gepwins de 4 semaines
Type 2 : IOA hématogéne sur prothese fonctionnetlelore évoluant depuis moins
de 4 semaines
Type 3 : Infection chronique évoluant depuis plasidsemaines
Etat de santé et immunité du patient
Type A : sans facteur de risque* et immunocomgéten
Type B : compromis par 1 ou 2 facteur(s) de ridque
Type C : compromis par plus de 2 facteurs de risguau moins un des facteurs
suivants : neutrophiles < 1000/MntD4 < 100/mr, toxicomanie intraveineuse,
infection chronique active dans un autre site, hgattde ou néoplasie
Etat local de la plaie associée
Type 1 : pas de facteur de risque local**
Type 2 : compromis par 1 ou 2 facteur(s) de ridqual (locaux)**

Type 3 : compromis par plus de 2 facteurs de edqoaux**

Figure 4. Classification des infections sur proth@articulaires selon MacPherson, d'aprés[35,36].

* Facteurs de risque liés a I'h6te : 4ge80 ans, dermatose chronique, lymphcedéme, sonurera demeure,
dénutrition (albumine < 30 g/L), addiction nicotinie, diabéte, cirrhose, traitement immunosuppresseu
néoplasie (évolutive avec chimiothérapie aplasigntesuffisance respiratoire avec Spén air ambiant < 60%,
insuffisance rénale nécessitant hémodialyse, pagielinflammatoire systémique (polyarthrite rhunidé
lupus érythémateux disséminé), immunodépressidh §yhdrome d'immunodépression acquise).

** Facteurs de risque liés a la plaie : cicatricesultiples, perte de substance cutanée nécessitatgrubeau,
existence d'une fistule, d'un abcés sous-cutanéca® insuffisance vasculaire, antécédents de fracpée-
articulaire, de radiothérapie locale, d'infectionctive depuis plus de 3-4 mois, de dystrophie sympad

réflexe.
2. Epidémiologie
a. Données démographiques générales
Les IOA touchent majoritairement les hommesx( ratioa 1.5) d’age moyen légerement

supérieur a 60 ans. Les patients présentent desrbtités associées dans environ 50% des

cas, représentées principalement par le diabé&teylé®res cutanés chroniques artériels ou
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veineux, et I'obésité [6]. Pour les infections soatériel orthopédique, Isex ratioest plus

equilibre, et 'dge moyen plus éleve.

b. Fréquence et facteurs favorisants

En France, l'analyse des données du programme ddicaliéation des systemes
d’'information (PMSI) a permis d’évaluer l'incidencgobale des IOA a 54.6 pour 100 000
habitants en 2008, avec une fréquence augmentaatl’age (Figure 5) [6]. Un tiers des cas

concernait une infection sur matériel orthopédique.

Fréquence (N) Prévalence/100 000
2500 + T+ 260
Prévalence 15-39 ans
24,5/100 000
+ 210
2000 + Prévalence 50-69 ans
56,5/100 000
+ 160
1500 + Prévalence >70 ans
157/100 000
+ 110
1000 +
T 60
500 +
+ 10
0 - -40
15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 90-94 95 +
Age (années)
mm Fréquence chez I'homme 2 Fréquence chez la femme
—— Prévalence chez I'homme —&— Prévalence chez la femme

Figure 5. Fréquence et prévalence des infectiongosarticulaires en France en 2008, d'aprés [6].

L’ arthrite septique apparait comme I'lOA la plus fréquente (53% des ea France en

2008), avec une incidence annuelle estimée a 4100 000 habitants [1,2,6]. Les facteurs de
risque généraux d'arthrite septique comprennerdgensupérieur a 65 ans, I'existence d’'une
pathologie articulaire sous-jacente (notammenblgasthrite rhumatoide qui multiplie par 10

le risque d'arthrite septique), la présence d'umethgse articulaire, un statut socio-
économique défavorisé, la dialyse, I'utilisation diegues intraveineuses, l'alcoolisme, le
diabete, les injections intra-articulaires de awitles, une chirurgie articulaire, et les

pathologies cutanées (ulcéres, dermatoses chraniqi¢2,37—-41].
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LesIPA représentent un probleme croissant de santé pebli§ a 'augmentation constante
du nombre de remplacements prothétiques du faii€illissement de la population et de
'augmentation de la pratique des sports a hagtieigraumatologique [42]. En France, plus
de 100 000 prothéses totales de hanche (PTH) e0®@rothéses totales de genou (PTG)
sont ainsi mises en place chaque année. Le nonebpeothéses articulaires mises en place a
presque doublé ces dix dernieres années aux EtéésetUau Danemark [43]. Les projections
nord-américaines prévoient une augmentation de l1@d%ombre de poses de prothéses
articulaires d’ici 2030 [44]. D’aprés le réseauldite, d’'investigation et de surveillance des
infections nosocomiales (RAISIN) francais, le tagbobal d’ISO pour les chirurgies de
protheses articulaires était de 0.8% (intervallecalefiance a 95% (IC95%) 0.5-1.1) pour la
période 2006-2010. Il était évalué a 0.4% (IC95%3M4) pour les prothéses de genou, 0.5%
(IC95% 0.5-0.6) pour les PTH, et 1.1% (IC95% 1.B}1pour les prothéses partielles de
hanche. Ces taux sont toutefois dépendants duxtentie mise en place du matériel, les
poses de prothéese articulaire en situation de ihié@uraumatologique ayant par exemple un
risque d’'ISO bien plus important. En plus des fadale risque généraux d’arthrite septique,
les IPA sont également favorisées par un antécédamfection locale, la présence de
comorbidités et notamment I'immunodépression (cottiérapie systémique, infection
évoluée par le VIH, néoplasie), la dénutrition’@bésité, la survenue d’'une ISO superficielle,
un temps opératoire prolongé lors de la pose dingse (> 2h30), et une infection récente a
S. aureugeésistant a la méticilline (SARM) [45-50]. Une rhgie de reprise de prothese est
associée a un risque plus élevé d'IPA qu’'une aplastie primaire, évalué a 1.5% pour la
période 2006-2011 par le RAISIN. D’une fagon plésérale, 'ensemble des éléments de la
classification de McPherson peuvent étre considéwasme facteurs de risque d’IPA (Figure
4) [35,36].

Les ostéomyélites(34% des I0A) touchent préférentiellement I'enfamtec une incidence
annuelle de 10 / 100 000 [3,6]. Dans le cas pditicdes poses de matériel d'ostéosynthese,
le taux d’'ISO est estimé a 0.6% (IC95% 0.6-0.7n(dmes RAISIN 2006-2010). Les facteurs
favorisants des ostéomyeélites ont été regroupés ldariassification de Cierny-Mader (Figure
3) [21,22].

Enfin, lesspondylodiscitessont plus rares (2 a 9% des IOA), avec une incielévaluée
entre 0.5 et 2.4 pour 100 000 habitants par ang4,52].
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c. Morbi-mortalité

En France, le taux de mortalité des patients halsggs pour IOA a été estimé a 4.6% en
2008, représentant plus de 1 300 déces selon tesde du PMSI (Figure 6) [6]. Dans cette
méme étude, les facteurs de risque indépendamsodelité étaient représentés par un age
avanceé (Odd ratio (OR) 5.1), la présence d'ulceessulaires (OR 1.9), et I'implication d’'un
staphylocoque (OR 1.3). Le taux global de mortadiés IPA a été estimé entre 1 et 2.7%.
Dans le cas des spondylodiscites, une étude basékasalyse des données du systeme
médical informatisé japonais incluant 7 118 patesur la période 2007-2010 a retrouvé un
taux de mortalité de 6%, augmentant avec I'age.faeteurs de risque de mortalité mis en
évidence étaient I'hémodialyse (OR 10.5), le dieb@R 2.4), la cirrhose (OR 2.6), une
néoplasie (OR 2.7), et 'association & une enddeairtfectieuse (OR 3.2) [53].

Taux de mortalité /100 000 Létalité (%)
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+ 25
60 T mmm Taux de mortalité homme
50 + —= Taux de mortalité femme + 20

—A— Létalité des infections sur prothése

40 + 1 15

Létalité des infections natives

30 +
T 10
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Figure 6. Taux de mortalité et de Iétalité des inf®mns ostéo-articulaires par age et sexe en Framre2008,

d'apres [6].

Les IOA sont grevées d’'une morbidité majeure, aweaisque de séquelles fonctionnelles
évalué a 30% pour les spondylodiscites, et 40% [esuarthrites septiques [1,7,54,55]. Leur
impact sur la qualité de vie des patients a pe@é&ié dans la littérature. Pour les prothéses
articulaires, une étude australienne menée en 20@8ntré un taux global de satisfaction et
de qualité de vie largement inférieur en cas d’([RB3% de patients satisfaits du résultat) par

rapport aux poses de prothese non compliquées (FEB}o)
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d. Colt

La gestion des IOA nécessite le plus souvent ur@oape pluridisciplinaire complexe,

associant une prise en charge chirurgicale pattaisde a une antibiothérapie prolongée
initialement intraveineuse. En conséquence, cesclimins nécessitent des hospitalisations
prolongées (durée moyenne de chaque hospitalisal®nl7.5 jours, avec nécessité
d’hospitalisations multiples dans 20% des cas)amatent en cas d’infection sur matériel
orthopédique et/ou de patient avec comorbidité})Le colt global de prise en charge d’'une
IPA a été évalué entre 45 000 et 80 000 euros §h7E:m France, le colt total de la prise en

charge des IOA est ainsi estimé a plus de 250andld’euros par an [6].

3. Etiologie bactérienne

a. Généralités

Les principales étiologies bactériennes des IOAt gésumeées dans le Tableau 1 [1-
6,18,19,23,40,52,59,60].

Microorganismes Arthrite Ostéomyélite  Spondylodisite  IPA
Staphylocoques 50%

S. aureus 37-67% 38-67% 15-84% 34-59%

SARM 2-8% 3%

SCN 3-16% 5-15% 10% 6-20%
Bacilles Gram négatif 7-10% 4-30% 3-6%
Streptocoques, entérocoques  10-20% 5-30% 15%
Non documenté 40% 5-15%

Tableau 1. Estimation de la répartition des ageétologiques selon le type d'infection ostéo-artiaine.

La répartition des agents infectieux responsablg3Adest tres variable selon les études,
puisque dépendante des facteurs favorisants, denka géographique, du type d’infection et
de I'age. Ainsi, les étiologies des IOA post-opéirais sont dominées p&r aureusles SCN,

et les BGN non fermentants de tyseudomonas aeruginasai les staphylocoques restent
la premiere cause d'IPA, la fréquence relativesdaureuset des SCN varie beaucoup selon
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les études. En cas de toxicomanie intraveinesisayreuseste le germe le plus frequemment
isolé, suivi par les SCN &seudomonasChez I'immunodéprimé, le diabétique, et au désour
de procédures ou infections concernant les tradigesstif ou urinaire, les BGN doivent étre
pris en compte. Enfin, les streptocoques et entéuoes sont respectivement associés a des

portes d’entrée dentaire et digestive.

b. Place du genre Staphylococcus

Staphylococcus aureusst le principal agent pathogéne responsable d’'IlDést ainsi isolé
dans environ 35 a 65% des IOA natives, dans deslatigns d’origines géographiques
diverses, méme si des variations importantes sosgrgées en fonction du recrutement des
services. Au Royaume-Uni, les rapports de la HeRbtection Agency sur la surveillance
des ISO entre 1997 et 2005 ont déterminé §uaureuseétait responsable de 41.4% des
infections sur PTH, 59.1% des infections sur prethéartielle de hanche, 33.5% des
infections sur prothése de genou, et 53% des iofextapres réduction chirurgicale de

fracture ouverte.

Les facteurs de risque de survenue des IGA aureuscombinent les facteurs généraux de
survenue d’lOA et ceux plus spécifiques d’infecti@i®. aureusincluant I’'hnémodialyse, la
polyarthrite rhumatoide, le diabete, et les néopdafd1]. Il faut mentionner deux spécificités
supplémentaires. Tout d’abord, en présence de matathopédique, le risque de greffe
septigue ostéo-articulaire lors d’une bactériémi aureusest bien plus élevé (30-40%) que
pour les autres agents étiologiques (< 1%), pamsibht du fait des nombreux facteurs de
virulence deS. aureuset notamment de ses multiples protéines d’adleér¢zd—27]. Ceci
explique probablement en partie la prédominancentkcanisme hématogene dans la
survenue des IOA &. aureus et notamment des IPA [62]. Ensuite, le portagsaha
permanant dé&. aureusdétecté dans environ 20% de la population géméraprésente un
facteur de risque d’infection staphylococcique.rEmanche, les porteurs intermittents (30%
de la population) ont un risque infectieux équinal@ celui des sujets non colonisés [63,64].
S’il n’est pas clairement associé au risque gérdgaurvenu d’'une I0A, le portage nasal de
S. aureugeprésente un facteur de risque bien identifi€@’'len chirurgie orthopédique, une
étude récente ayant démontré la similarité desesl@olés d’'ISO et de portage [65,66].
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Si lesSCN ne sont responsables que de 5 a 15% des IOA salre fréquence augmente en
cas d’'infection sur matérieStaphylococcus epidermidisst le SCN le plus fréquemment

isolé, méme si d’autres espéces sont parfois inoées.

4. Diagnostic

a. Diagnostic clinique

Les IOA se manifestent classiguement par l'assiociatle fievre, de douleurs ostéo-
articulaires d’horaire inflammatoire avec raidetrimpotence fonctionnelle, et de signes
inflammatoires locaux [1-5]. Dans les suites dmise en place d’une prothese articulaire, un
eécoulement par la cicatrice et/ou une anomalie ic&tresation doivent faire suspecter une
IPA précoce. Dans le cas des spondylodiscitesyidreme rachidien (douleur, raideur et
contracture des muscles para-vertébraux) est grdses plus de 90% des cas [4,7,23]. Des
déficits neurologigues médullaires ou radiculagest rapportés jusque dans 38% des cas. lIs
sont le plus souvent en lien avec un abces épidurgara-vertébral, présents chez 17% et

26% des patients respectivement.

La suspicion clinique d’IOA est difficile dans dembreuses situations.

En cas d’infection chronique, la fievre et les signnflammatoires locaux sont absents ou
limités dans pres de 40% des cas. Cependant, stnéstation du foyer infecté a la peau peut
alors exister, signant la chronicité de I'lOA. L@ution peut alors se faire par des épisodes
répétés d'abces s'évacuant par le trajet fistuleux.

A l'inverse, dans les suites immédiates d’une mis@lace de prothese, la présence de fievre
est peu spécifique, un pic fébrile secondaire rddivention pouvant survenir. En revanche,
I'apparition de fievre au-dela de 5 a 7 jours apaéshirurgie devient discriminante pour la
suspicion clinique d’infection précoce sur matéoghopédique [67—-69].

Enfin, l'atteinte de sites « profonds » (hanchdyiperachis ...) conduit fréequemment a un
retard diagnostic du fait de I'absence possiblesdmes inflammatoires locaux et de la

difficulté a mesurer cliniguement I'épanchemenicattire.
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b. Diagnostic biologique

Un syndrome inflammatoire biologique associant hyperleucocytose a polynucléaires
neutrophiles et élévation de la protéine C-réact{@®RP), doit étre systématiquement
recherché [1-5,11,12,33,70]. L'absence de syndrorfl@mmatoire est toutefois possible,
notamment dans les I0OA chroniques. A l'inverseyp@rleucocytose et I'élévation de la CRP
sont peu contributifs en cas de suspicion d’'IPA@cé, une élévation post-opératoire de CRP
se normalisant en un mois pouvant étre observé€abesence de toute ISO [71]. Leur
cinétique pourrait en revanche étre intéressame, n¢ascension de la CRP ou de la

leucocytose devant faire évoquer une IPA [5,11,12].

L’examen cytologique et biochimique du liquide articlaire obtenu par ponction apporte
une aide diagnostique importante, retrouvant haldonent un liquide « inflammatoire »,
exsudatif, riche en protéines (> 30 g/L) et en pobléaires neutrophiles. La numération
leucocytaire a permis I'établissement de différesgsils diagnostiques, variables selon la

situation clinique, de sensibilité et spécifici@rectes [72-77].
c. Diagnostic radiologique

Les examens radiologiques, incluant radiographeveotionnelle, scanner et imagerie par
résonnance magnétique (IRM) sont d’une aide préeipour le diagnostic d’l1OA [78,79]. lls

recherchent des images d’ostéolyse, une réactidospgge, un épanchement articulaire, un
abces local, et d’éventuels séquestres. La plackindagerie fonctionnelle (scintigraphie

osseuse au technétium 99m, scintigraphie aux pol§awes marqués a lindium 111 et
tomographie & émission de positons#&ufluorodésoxyglucose) n'est pas encore bien d&fini
[80-82]. La sensibilité de ces examens est exdellemais leur accessibilité est encore
limitée et ils peuvent étre pris en défaut pourdiagnostic des IPA précoces, du fait de

inflammation tissulaire post-opératoire induitarge matériel et la chirurgie.

Enfin, une recherche d’endocardite infectieuse étveg envisagée par échographie cardiaque
trans-thoracique et éventuellement trans-cesophagigdavant I'existence d’'une cardiopathie
a risque ou d'une insuffisance cardiaque, la pogdtides hémocultures, et les infections a

cocci Gram positif, notamment dans le cadre deadpodiscites [83].
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d. Diagnostic microbiologique

Les hémocultures représentent le premier moyen du diagnostic @iqlee, positives dans
environ 50% des IOA aigués, permettant alors dpaseréaliser de prélevement profond si
le(s) germe(s) isolé(s) est (sont) susceptible(ehgindrer une IOA. La positivité des
hémocultures est bien siOr plus fréquente en casémnisme hématogene, ainsi que dans
certaines localisations telles que la clavicule,plgébis, et le rachis avec une sensibilité

atteignant plus de 70% dans les spondylodisci8$53.

En I'absence hémoculture positive, lpglévements bactériologiques ostéo-articulaires
doivent étre réalisés, dans la mesure du possiblm@ns 15 jours aprés l'arrét de toute
antibiothérapie [72,86]. lls doivent étre ensemensaér divers milieux enrichis solides et
liquides, et conservés en culture de maniére pgéler(14 jours) afin de ne pas méconnaitre
des germes a croissance lente [87]. En cas de canaxéliagnostique chirurgicale, 5 a 6
préléevementper opératoires doivent étre réalisés afin d’optimisesensibilité de I'analyse
microbiologique [72]. Les cultures standard de iliiguarticulaire et des biopsies synoviales
ou osseuses ont ainsi une sensibilité de 60 a 88%9(].

En cas d’ablation de matériel orthopédique staication de la prothése ou du matériel
d’ostéosynthese permettrait une meilleure détecties SCV et des bactéries adhérant
fortement au matériel, notamment en présence dlnbiomais n’est actuellement pas
disponible dans I'ensemble des laboratoires deébatigie [91]. Cette technique semble
également améliorer la sensibilité des cultureprdéevements réalisés sous antibiothérapie
ou apres une fenétre thérapeutique inférieurejaurs.

L’écouvillonnage d’ulcération ou le prélevement ddistule ne devraient plus étre utilisés
du fait de leur non-corrélation avec les préleveimestéo-articulaires profonds dans plus de
50% des cas, a I'exception de la positivité duguéent &. aureug92—-94]. Ce point reste
débattu puisqu’une étude récente a montré quedaipt® de deux prélevements de fistule
successifs positifs au méme germe avait une sétesibde 94% comparée a la biopsie
chirurgicale chez 77 patients porteurs d’ostéonsé@hronique mono-microbienne [95]. Ce

chiffre diminuait a 79% en cas d’lOA poly-microbren
Enfin, les méthodes moléculaires(PCR universelle ou spécifiques) peuvent aider au

diagnostic étiologique en cas de cultures négativegamment lors d’antibiothérapie

préalable [96].
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Au total, le diagnostic d’IOA peut étre considérées cas de suspicion cliniqgue, au moins un
prélevement est positif a une bactérie n'appartepas a la flore commensale cutanée et pour
lequel la question d’'une contamination du prélevemne se pose pas, comi@eaureusune
entérobactérie ouPseudomonas aeruginas&n cas de culture positive a un germe
appartenant a la flore commensale comme les $edpionibacterium acneu encore une

corynébactérie, la positivité de plusieurs préléeets concordants est exigée [11,12,33].

e. Diagnostic histologique

Les méthodes bactériologiques doivent étre comgdéfar une analyse histologique des
biopsies. La présence de signes d’inflammatioruléé®, et notamment de polynucléaires
neutrophiles, a une sensibilité de 43 a 100% etspeeificité de 81 a 98% pour le diagnostic
d’'lOA [97,98].

f. Particularitéts  diagnostigues  des infections  ostéizalaires

staphylococciques

La présentation clinique, biologique et radiologicdeslOA & S. aureusne differe pas des
autres étiologies et ne pose généralement pasaldepre, en I'absence d’antibiothérapie
préalable. Il faut toutefois noter que la fréquembglication du biofilm et des SCV peut
rendre difficile I'isolement bactérien, ces vargmphénotypiques présentant une croissance
lente en culture. Dans le cas des infections suéney la sonication prendrait ici tout son
intérét [91]. La positivité d’'un prélevement detdile aS. aureugpourrait constituer la seule
situation ou cet examen serait rentable [92]. Dembreuses méthodes moléculaires sont
maintenant évaluées dans le diagnostic des I@AaureusDes PCR « maison » spécifiques
ont été mises au point pour la détectiorSdaureusdans les prélévements ostéo-articulaires
[99]. Des kits commerciaux tels que le GeneXpert SWRSA SSTI sont actuellement
disponibles, pouvant détecter simultanément lagmes deS. aureuset la résistance a la

meéticilline directement sur les prélevements, etrcenoins d’'une heure [100].

Le diagnostic de$OA a S. epidermidisest plus délicat. En effet, ce germe constitue une
source fréquente de contamination des prélevemantsmrtir des souches de portage du
patient, du préleveur, et des agents de labora®mirecharge du prélevement. Ainsi, la

positivité d’au moins deux prélevements concordastexigée [11,12,33].
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5. Prise en charge

Le traitement des IOA est particulierement compledevant prendre en compte les
problématiques d’efficacité, de diffusion intra-esse et de tolérance de I'antibiothérapie, en
préservant le pronostic fonctionnel et la qualiegé vie du patient. Il impose une prise en
charge multidisciplinaire médico-chirurgicale lomget colteuse.

La grande hétérogénéité des situations cliniquéaletence d’étude contrélée randomisée de
puissance suffisante ne permettent pas de propwséraitement standardisé des I0A. La
prise en charge de ces patients se base doncssiaclemmandations des sociétés francaises
et internationales de maladies infectieuses viaamdrmoniser les pratiques malgré le peu de
données disponibles [11-13,33].

a. Traitement chirurgical

La diminution de linoculum bactérien est un prénsqindispensable au succes de
'antibiothérapie dans les I0OA. La question de dication chirurgicale doit donc étre

systématiqguement posee.

La technique a utiliser dansatthrite septique sur articulation native n’est pas clairement
établie. Bien que n’étant validée par aucune étpdespective et discutable selon de
nombreuses équipes, I'évacuation itérative de pasgaille par ponction a été proposée pour
les arthrites périphériques atteignant des artiicuis superficielles (genou, épaule, coude,
cheville, poignet) et pourrait donner les mémesliltats qu’'un lavage chirurgical [101]. Un
lavage chirurgical est a proposer en cas d’échecpdactions itératives, ou d’emblée en
présence de facteurs de mauvais pronostic : iofeathronique et/ou compliquée (abces,
ostéite associée), ages extrémes, présence deeusabrcomorbidités, pathologie articulaire
sous-jacente, et immunodépression [40,102].

Un geste chirurgical doit étre systématique endciA .

Pour les IPA aigués, définies arbitrairement padeélai d’évolution inférieur a 3-4 semaines,
il convient de réaliser systématiguement une amm@-lavage [13]. Le succés de ce
traitement dépend directement de la précocité idetvention par rapport au diagnostic, le
taux de guérison étant d’environ 90% en cas deudie dans les 10 jours suivant le début

des symptémes, alors qu’il nest plus que de 50% semaines d’évolution. Les autres
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facteurs prédictifs de succes thérapeutique sabsénce de fistule, la bonne sensibilité du
germe aux antibiotiques, et une CRP pré-opératoasse (< 15 mg/L) [103-105]. Un
traitement conservateur (lavage chirurgical avebridément de I'ensemble des tissus
infectés, et conservation du matériel) est donaedleiment recommandé en cas d’IPA aigué
en I'absence de fistule, si I'intégrité des tissumus est confirmée grer opératoire, et si une
antibiothérapie adaptée a bonnes biodisponibilitBfision osseuse est disponible [13].

Dans les autres cas, I'attitude optimale consigteraune ablation de la prothése infectée.
Selon Zimmerli et al., un changement en un tempge@ssible en cas d’'IPA documentée en
pré-opératoire a un germe sur lequel on disposaedantibiothérapie biodisponible et a
bonne diffusion osseuse (excluant les IPA a SASM sdilisation possible de rifampicine, a
SARM, a entérocoque, a BGN non fermentant, et ar&d{5]. De plus, I'état osseux et des
tissus mous ne doit pas nécessiter de greffe assrude geste de couverture. En I'absence
de ces critéres et si le patient peut subir deterventions chirurgicales, les recommandations
francaises et nord-américaines préconisent un emagt en deux temps [11,12]. En cas
d’'IPA de genou, un espaceur imprégné d’antibiotigee alors généralement mis en place
pour limiter les rétractions tissulaires et faeilita repose. L'utilisation de ces espaceurs est
encore sujette a débat pour deux raisons : i)sigud de persistance de l'infection sur ce
matériel, notamment en cas d’infection impliquantSARM, des SCV, ou des levures ; et
i) le risque lié & la diffusion de I'antibiotiqueréant un gradient de concentration pouvant
favoriser I'émergence de SCV et/ou de souchestadgses [106,107]. Le délai entre les deux
temps opératoires est également discuté. Une réntgtlon dans les 4 a 6 semaines sous
couvert de I'antibiothérapie peut étre envisagééamment si le germe impliqué n’est pas un
SARM, un entérocoque ou un BGN multi-résistant. Usléernative consiste a une
réimplantation 2 semaines apres l'arrét d'une aottiérapie de 4 a 6 semaines.

Les alternatives consistent en I'ablation défimtde la prothése avec ou sans arthrodése, ou a

'amputation, a réserver aux situations les pluslexes et a risque d’échec élevé.

En cas dbstéite un débridement chirurgical doit toujours étreisagé afin de mettre a plat
les Iésions et de retirer les tissus nécrotiqueso@mment en présence de séquestres 0sseux,
ou d’'un abces des parties molles ou périosté. Esepce de matériel d’ostéosynthése, celui-
ci doit étre retiré en intégralité dés que possitéequi peut nécessiter, en cas d’'ISO précoce,
la mise en place d'un fixateur externe pour stadilides |ésions osseuses encore non
consolidées [12]. En cas de mise a plat entraineng perte osseuse importante, le

comblement se fait généralement par greffe osssus@ ou deux temps.
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Dans le cadre despondylodiscites la chirurgie est réservée aux cas de complicatiocales
graves comme les compressions médullaires, aws amduraux ou para-vertébraux, et aux
infections non contrdlées malgré une antibiothérapiaptée [4,33]. En cas d’infection
rachidienne sur matériel d'ostéosynthése, ce derdagt étre retiré dés que possible,
notamment en cas d’infection retardée (> 1 moigspa pose du matériel) [4,12]. Au total,
plus de 40% des patients atteints de spondylodigibitivent bénéficier d’'une chirurgie

vertébrale [23].

b. Traitement médical

A l'inverse de la majorité des infections, la seilgé aux antibiotiques des germes impliqués
ne suffit pas a prédire I'efficacité du traitemelains les I0A. En effet, de nombreux autres
parametres entrent en jeux, tels que la diffusies ahtibiotiques dans le tissu osseux, et leur
capacité a pénétrer et a rester actifs dans ldrbibactérien [108].

A ce jour, le choix de l'antibiothérapie dans laitement des IOA n’a été évalué que par un
seul essai clinique randomisé, justifiant 'impoxta de la rifampicine dans la prise en charge
des IPA staphylococciques, notamment en cas dertrant conservateur [109]. Le choix de
la nature et de la durée du traitement des IOAsepmnc principalement sur des études de
faible niveau de preuve, regroupées dans deux amétlyses n’ayant pu mettre en évidence
d’option thérapeutique préférentielle pour cesatitas [110,111].

L’antibiothérapie des IOA est généralement douiligialement intraveineuse, et prolongée.
Elle repose si possible sur l'utilisation de fortkses de molécules ayant une bonne diffusion
osseuse [112]. La durée de l'antibiothérapie péraid initiale n’'est validée par aucune
étude. Un relaiper ospeut étre envisagé, généralement aprés deux sesnadntraitement
intraveineux, mais nécessite de disposer de ma@gaulbonnes biodisponibilité et diffusion
osseuse, et parfaitement actives sur le germe. ikel@éveloppement de I'antibiothérapie
parentérale a domicile reste une option de pluples utilisée dans les cas ou un traitement
per osn’est pas possible [75,113-115].

La durée totale optimale du traitement des IOAerésts débattue. Les durées habituellement
rapportées dans la littérature sont de 6 a 12 s&®4il16]. Les recommandations actuelles
préconisent un traitement de 6 mois pour les IPAea®u, et de 3 mois dans les autres cas,
en se basant principalement sur les résultats whinue essai cliniqgue randomisé incluant 33
patients porteurs d’'une IPASa aureug11,13,109].
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ll. Interactions hoéte-pathogéne au cours des infeiins ostéo-articulaires

staphylococciques

1. Physiologie du tissu osseux

L’os mature est constitué d’os cortical en périphétomposé de lamelles denses de matrice
minéralisée, entourant un réseau de travées osseusas trabéculaire (Figure 7). Ces deux
formes de tissu osseux sont constituées des métraewerds cellulaires, matriciels et
minéraux, mais présentent des différences de ateuet de fonction. L'os cortical compact
joue un role de résistance aux forces de cisailmadors que 'os trabéculaire, dont les

travées sont orientées le long des lignes de chpnge un réle de résistance a la pression.
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Figure 7. Structure anatomique et histologique diggu osseux.

Le squelette dans son ensemble est un systeme dyregndans un état de renouvellement
continu assuré par l'action coordonnée de deuxstygalulaires, les ostéoblastes et les
ostéoclastes [117]. La vitesse de renouvellemenisdu osseux est de 3 a 4 ans pour 'os

trabéculaire, et d’environ 10 ans pour I'os cottica
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a. Ostéoblastes et ostéocytes

Les ostéoblastessont des cellules spécialisées dans les deux canfes de I'apposition
osseuse que sont la synthéese et la minéralisatida imhatrice osseuse [118]. Ils produisent en
effet les protéines matricielles usuelles des siggunjonctifs, comprenant le collagéne de type
| (90%), des peptidoglycanes, des glycoprotéinélesteue la fibronectine, ainsi que des
protéines spécifiques du tissu osseux comme l'ostdne, I'ostéopontine, ou encore
I'ostéocalcine. Les ostéoblastes synthétisent ggale une phosphatase alcaline capable de
cliver les esters de phosphate, ce qui libére lesphate libre inorganique nécessaire au
processus de minéralisation, participant au dépdtidoxyapatite [119].

Les ostéoblastes s'incluent progressivement damsal@ice osseuse qu’ils ont eux-mémes
produite. Les ostéoblastes n’entrant alors pas paptase se différencient esstéocytes
jouant un role de coordination du remodelage os$&PR]. Ces cellules détectent le stress
mécanique et entrent en apoptose, avec pour caEségule recrutement local et la
différentiation d’ostéoclastes, probablement mégaisla modification des concentrations en
facteurs diffusibles sécrétés par I'ostéocyte. l@rces facteurs pourrait étrettansforming
growth factor f (TGF4), qui inhiberait I'ostéoclastogenése lorsqu’il esicrété par des
ostéocytes viables [121-123].

b. Ostéoclastes

A l'inverse, les ostéoclastes sont responsablda désorption osseuse [124]. La fixation de
ces cellules multi-nucléées a la matrice osseusaefan compartiment fermé, la lacune de
résorption, dans lequel ils libérent de I'acideochydrique permettant la déminéralisation de

la matrice et I'acces des enzymes protéolytiguessaconstituants protéiques.

c. Régulation du remodelage osseux

L’équilibre de l'activité des ostéoblastes et degoclastes est indispensable au maintien de
’lhoméostasie osseuse et a son renouvellemenkidteeune interaction permanente entre
ostéoblastes et ostéoclastes, les premiers étpables d’interpréter différents signaux de
danger et de moduler en retour la différentiatior’activité des seconds [121]. Une des
principales voies de régulation du remodelage ossstireprésentée par l'interaction entre le

receptor activator for nuclear factorkB (RANK), exprimé par les précurseurs
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ostéoclastiques, et son ligand RANKL exprimé par d¢stéoblastes (Figure 8) [125]. La
lisison RANK-RANKL provoque le recrutement des @aes de signalisation de la classe
destumor necrosis factofTNF) receptor-associated facto(§RAF), en particulier TRAF6.
La signalisation médiée par RANK et TRAF6 activagiturs facteurs de transcription dont
le nuclear factor kappa ENF«B), aboutissant a la différentiation ostéoclastiqua autre
acteur majeur de la relation RANK-RANKL est I'ospgotégérine (OPG). Cet inhibiteur
endogene du signal RANKL est synthétisé par legotdastes et fonctionne comme un
récepteur antagoniste, capable de fixer RANKL eim@iécher sa liaison avec RANK. Au
final, les ostéoblastes assurent la modulation 'detitité ostéoclastique via la balance
d’expression de RANKL et OPG.

- — -—

@ RANKL X RANK @ Ostéoprotégérine @ TGF-p

Figure 8. Régulation de [l'ostéoclastogenése par deceptor activor of NiB ligand (RANKL) et
I'ostéoprotégérine (OPG), d'aprés [125].

RANKL, sécrété sous formes membranaire et soluiléep ostéoblastes, stimule le recrutement etiVation

des ostéoclastes. La forme membranaire interagcde récepteur RANK des ostéoclastes lors d'uriacon
inter-cellulaire direct. La forme soluble diffusarts la matrice extra-cellulaire et interagit avesslostéoclastes

de maniére paracrine. L'OPG, également sécrétée Iparostéoblastes, peut fixer RANKL, empéchant son
interaction avec RANK. Le ratio entre RANKL et OR@rmet ainsi aux ostéoblastes de controler

I'ostéoclastogeneése.
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2. Infection, réponse inflammatoire et résorption ossgse

L’infection staphylococcique induit la productioe dombreuses cytokines qui jouent un role
important dans la physiopathologie des IOA en dounémt directement a la destruction
osseuse (Figure 9). Les principales cytokines imugles sont le TNE; I'interleukine (1) 13
(forme sécrétée de I'll-1) et I'll-6 [126]. Plusisuétudes observationnelles ont ainsi montré
que ces cytokines pro-inflammatoires étaient preésea de forts taux plasmatiques et intra-
articulaires chez des patients atteints d’'lOA syfqutocciques aigués [127,128], confirmant
les données observées dans plusieurs modeles an[d28130]. Les mécanismes de cette
augmentation locale de sécrétion cytokinique somihsconnus. Les cellules de I'immunité
primaire (monocytes, macrophages) attirées au isferté sont probablement la source
principale de ce climat pro-inflammatoire. Toutsfocertaines études ont montré que les
ostéoblastes pouvaient étre a l'origine d’'une sixr&d’ll-1 et d’ll-6 apres divers stimuli,
dont I'infection parS. aureug131,132]. Il a été démontré que cette sécrétiomvaiv étre
induite par des extraits de protéines de surfac® @eireust deS. epidermidi$133,134], via
leur interaction avec des récepteurs cellulairesmmeaissant des motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PRRs) de la famille des réceptieungpe Toll (TLRs) et Nodd (NLRS).

Ces cytokines pro-inflammatoires déséquilibrenpitéostasie du tissu osseux en faveur d’un
exces de résorption par plusieurs mécanismes llay astimulent la prolifération et la
différenciation des précurseurs ostéoclastique®,]B®] ; ii) elles augmentent l'activité
résorptive des ostéoclastes matures [137] ; ii§seinhibent la différenciation des cellules
mésenchymateuses en ostéoblastes [138] ; et &g iglhibent la synthése des protéines de la
matrice osseuse par les ostéoblastes matures,qai@deur activité de minéralisation [139].
Ces mécanismes passent par I'activation d’une dasda signalisation intra-cellulaire dont
certaines voies sont communes avec le systeme RRAKKL-OPG. Par exemple, le
TNF-o potentialise I'activité ostéoclastogénique de RANKa production de TNFe: par les
progéniteurs ostéoclastiques est induite par RAN&Lstimule a son tour la différentiation
ostéoclastique a la maniere d’'une boucle autogtit@].

Le réle de ces médiateurs de l'inflammation a égeld été mis en avant par I'association de
certains polymorphismes des genes de I'll-1 etldé hvec un sur-risque d’lOA [141].

En plus du réle indirect d8. aureussur I'ostéoclasie via la sécrétion de cytokineuitel par
I'infection des ostéoblasteS, aureusa également un impact direct sur les ostéoclastes,
stimulant la maturation des précurseurs ostéoglassi en cellules matures, et en augmentant

I'activité résorptive de ces ostéoclastes maturd2]|
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Figure 9. Voies d'activation de l'ostéoclastogenépar les cytokines pro-inflammatoires induites par
I'infection osseuse a S. aureus (source personnelle

S. aureus est détecté par le TLR-2 exprimé a lfaserdes ostéoblastes. Bien que l'activation du-ZLR
s’accompagne d’'une augmentation de transcriptiorgdoe de I'll-1, la maturation vers la forme actikel g
n'est pas détectée chez les ostéoblastes. Lesieaatéracellulaires sont détectées par Nod-2, tdtactivation
conduit via NkB a la sécrétion d'll-6, qui stimule I'expressioe RANKL. En aval, I'expression de RANKL
active le récepteur RANK exprimé par les ostéoelast les précurseurs ostéoclastiques, stimulamti da
différentiation et 'activité ostéoclastique via k. Cette activité est également stimulée par laé&idn de
TNF-o et d’ll-18 par les macrophages recrutés par la réponse inftatoire locale. La différenciation et

I'activité résorptive des ostéoclastes serait égadat stimulée directement par leur infection paaBeus.

3. Facteurs de virulence staphylococciques

La pathogénicité des infections a staphylocoquekéesa leur capacité a coloniser les tissus
de I'n6te, a proliférer et a contourner le systedeedéfense immunitaire [143,144]. Ces
mécanismes passent par de nombreux facteurs dendeuspécifiques, associés a la paroi ou

excrétés, ainsi que par des facteurs phénotypdgieersistance réesumeés sur la Figure 10.
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Exotoxines

Exotoxines superantigéniques
TSST-1, SEA, SEB, etc.
Hémolysines
Alpha-toxine, Béta-toxine, etc.
Toxines synergohyménotropes
Leucocidine de Panton-Valentine
Enzymes
Staphylokinase, Protéases,
Lipases, Nucléases,
Hyaluronidase, etc.

Adhésines (SERAMs)
Coagulase, Efb, Emp, Eap

Adhésines (MSCRAMMSs)

Protéines de liaison a la fibronectine,
au fibrinogene, au collagéne, a
I'élastine,a la laminine et a la
sialoprotéine osseuse

Protéine A liant le facteur
von Willebrand et le
fragment Fc des Ig

Densi# bactérienne

Echappement aux
défenses de I’hote
A

. CAPSUlE —¥
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(peptidoglycane et acides
lipoteicoiques)

Facteurs de persistance

Modification du phénotype (biofilm, variants microcolonies)

Figure 10. Facteurs de virulence exprimés a la sack ou excrétés par S. aureus en fonction de lasign

bactérienne, d’'apres [143].

a. Colonisation de I'hote

Dans les phases précoces des I08. aureusl’adhérence bactérienne joue un rdle central
dans la colonisation des tissus et/ou du maténiahger.Staphylococcus aureymssede de
nombreuses adhésines de surfaces appetéesobial surface components recognizing
adhesive matrix moleculdSCRAMMS) liant spécifiquement de nombreux congris de

la matrice extra-cellulaire incluant le fibrinogeme fibronectine, le collagéne, les laminines,
les sialoglycoprotéines osseuses, et le factewmodeWillebrand [143]. Parmi ces adhésines,
celle liant le collagénec6llagen-binding proteinCNA) semble jouer un réle primordial dans
les 10A [145,146]. De méme, les protéines lianfidaonectine fibronectin-binding proteins
FnBP) paraissent impliguées dans les infections reatériel orthopédique [147]. Une
vaccination dirigée contre certaines de ces pretéitiadhérence pourrait méme constituer un
moyen de protection contre les I0A [148]. Enfiradhésion bactérienne aux tissus ou au

matériel étranger constitue la premiére étape dedtion de biofilm.
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b. Sécrétion toxinique

L’infection articulaire palS. aureugourrait entrainer la production d’enzymes protéglies
par les chondrocytes telles que les collagénaséssaélatinases, libérant une activité de lyse
cartilagineuse, normalement inhibée en I'absenicdetttion [143,149].

Staphylococcus aureyseut par ailleurs sécréter de nombreuses toxiloeg,les hémolysines
alpha et gamma, et des toxines « super-antigéniguesur réle dans la physiopathologie des
IOA, et notamment dans I'échappement au systemeuiitaire, a été démontré par plusieurs

travaux de recherche fondamentale [150,151].

c. Echappement au systeme immunitaire

La capacité deS. aureusa échapper aux défenses immunitaires de I'hétacime a la
difficulté d’éradication bactérienne au cours d@#\| De nombreux mécanismes bactériens
moléculaires et phénotypiques sont impliqués [152].

La protéine A sécrétée pab. aureudie la portion Fc des immunoglobulines G a la acef
des polynucléaires neutrophiles, interférant aaveic la phagocytose. Il a été montré que la
perte d’expression de cette protéine réduisait deiéne significative la virulence des souches
staphylococciques [153,154]. Leantigenes capsulaires polysaccharidiquesauraient
également une activité d’inhibition de la phagosgoEnfin, environ 60% des souches de
S. aureugproduisent deprotéines CHIPS (CHemotaxis Inhibitory Protein of Staphylocdcci
se liant a certains récepteurs leucocytaires, ehamécleur recrutement vers le site de

I'infection.

Certaines toxines telles que les entérotoxinesadoxine du choc toxique staphylococcique
(TSST-1) possédent une activité ditesuper-antigénique», induisant une puissante
activation lymphocytaire T en se fixant directemeantx récepteurs du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de type Il et aux récepts T, entrainant une libération
importante de cytokines pro-inflammatoires (ll-2terféron (IFN)y, et TNF+«). Il en résulte
une réaction inflammatoire systémique inapproprigsponsable d’une inhibition de la
réponse immunitaire adaptative (Figure 11) [155]156
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Figure 11. Schématisation du mécanisme d'action desines super-antigéniques (source personnelle).

Enfin, la leucocidine de Panton-Valenting(LPV), connue pour son implication dans des
formes sévéres de pneumonies nécrosantes et @esidng cutanées récidivantes, semble
eégalement constituer un facteur associé a la gravs I0A [157]. En se fixant au récepteur
de la portion C5a du complément, la LPV agit emniamt des pores a la surface des cellules
mono-macrophagiques et des polynucléaires neutespiCes pores permettent la libération
d’enzymes et de médiateurs inflammatoires respéesabune nécrose tissulaire locale, et
réduisent la capacité phagocytaire de ces cel[dE,159]. Les souches sécrétrices de LPV

ont ainsi été associées a des formes particuliéreséeeres d’'lOA [160,161].

En dehors de ces phénomenes moléculaires, troisamséwes phénotypiques ont été
impliqués dans I'échappement au systéme immuniilirea physiopathologie des I0A a
S. aureus la formation de biofilm, l'internalisation pardecellules non phagocytaires, et le

phénotype SCV.

4. Interaction ostéoblastes — staphylocoques

L’invasion et la persistance intra-cellulaire 8eaureusa été décrite chez de nombreux type
de cellules hétes qualifiées de « phagocytes nafegsionnels » telles que les cellules
épithéliales, endothéliales, ou encore les kérayites [162—164]. La capacité d’invasion des
ostéoblastes a été démontrée par plusieurs moekeleisoutilisant des cellules osseuses de
différentes especes comme la souris, la poulehetrime [165-168]. Une photographie en
microscopie électronique de. aureusintra-cellulaire est présentée en Figure 12, algen

dans notre laboratoire en utilisant notre mo@gl@ivod’infection d’ostéoblastes humains.
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Figure 12. Photographie en microscopie électroniqde S. aureus intra-cellulaires (fleches) aprés action

d'ostéoblastes humains de lignée MG63. Photografdbie Céline Dupieux.

En dehors de ces constatationsitro, Bosseet al. ont objectivé la présence de bactéries a
I'intérieur d’ostéoblastes et d'ostéocytes chez patient souffrant d’une ostéite fibulaire
chronique et récurrente (Figure 13) [169]. Bien quen formellement identifiés, la

morphologie de ces cocci Gram positif était trescétrice deS. aureus

s‘,‘i‘ ETY ™ 2 -
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Figure 13. Visualisation en microscopie électronigua transmission de cocci intra-cellulaires au sein
d’'ostéocytes (A et B, x15,000) et dostéoblastes %6,000), ou libres dans la matrice osseuse (D,

grossissement x15,000, chez un patient présentamet ostéite fibulaire chronique, d'aprés [169].
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Dans ce contexte, I'hypothése selon laquelle laatare intra-cellulaire facultatif d& aureus
fournirait a la bactérie une niche de protectiohaldri de I'action du systeme immunitaire de
I'héte et de la plupart des antibiotiques, a pregiement été acceptée par une majorité
d’auteurs. Elle est de plus considérée comme ungrhéne explicatif plausible du caractére
chronique, récurrent et indolent de certaines tidas osseuses d’une part, et d’autre part du

taux éleve d’échec de 'antibiothérapie [170,171].

Dans une étude récente, Kalinka et al. ont étutli6ctiches de SASM (n=27) et de SARM
(n=14, dont 7 appartenant au méme clonespke typetl49) responsables d’'ostéites aigués
(évoluant depuis moins de 2 mois; n=11) ou chnoesqg(évoluant depuis plus de 1 an;
n=10), de bactériémies (n=10) et de portage nasdl0) dans un modekx vivod'infection
d’ostéoblastes humains primaires [172]. Si 'endende ces souches adhéraient a la matrice
osseuse de maniére équivalente, celles issues d'I@Asentaient une capacité
d’internalisation par les ostéoblastes augmentée. plus, les souches d’ostéomyélite
chronigue étaient moins cytotoxiques que les augesotamment que celles responsables
d’'IOA aigués. Toutefois, aucune différence n’a pre énise en évidence entre les souches

d’'IOA aigués et chroniques en termes d’internalisaét de persistance intra-ostéoblastique.

Les étapes impliquées lors de I'interaction entaplsylocoques et ostéoblastes sont détaillés

ci-apres.

e Adhésion de S. aureus a la cellule hote

L’internalisation deS. aureugar différents types cellulaires, dont les ostasials, nécessite
'expression a la surface bactérienne de FnBP, swke appartenant aux MSCRAMMs
[162,173,174], interagissant avec la fibronectind’iatégrine o581 de I'héte [174-176].

S. aureudixe la fibronectine via les FNBP exprimées a wdase. La fibronectine joue alors
un réle de pont entre les FnBP et l'intégriaB31l, cette derniere agissant comme un
déclencheur de la phagocytose [165,174]. Cependbéart, que la présence de FnBP soit
nécessaire a une internalisation efficace, cetticute ne rend pas compte a elle seule de
limportante variabilité des taux d’internalisatiabservés selon les souches Sleaureus
[173]. Des mécanismes d’invasion indépendants dibidanectine semblent en effet exister,
puisqu'un mutanAfnbA/B de S. aureusest toujours capable d’envahir des kératinocyges,

cette invasion n’est pas abolie par l'inactivatida la liaison entre la fibronectine et
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I'intégrine a5p1 [163]. Toutefois, Kalinka et al. retrouvent umtgplus important de souches
positives pour le génmbB parmi les souches issues d’ostéites aigués (91e8%hroniques
(100%) que pour les souches de portage ou de kantés (40%) [172].

e Internalisation de S. aureus dans la cellule hbte

La liaison entre fibronectine et intégrin®pl est impliquée dans I'adhésion entre cellules
eucaryotes. Ce pontage engendre une force deotrapgintripéte du cytosquelette exercée
sous la surface cellulaire par le cortex d’actmigessaire a la cohésion et a I'adhésion inter-
cellulaire [177]. Cependant, lorsque la fibroneetimest pas présentée de facon diffuse a la
surface d’'une cellule eucaryote, mais de facondoesentrée a la surface d’une bactérie, ces
forces de traction centripétes sont également coréms sur une surface réduite. En

conséquence, aprés I'étape d’adhésion bactérierlaesarface cellulaire, apparaissent des
protrusions membranaires venant recouvrir la sartzactérienne, ainsi gu’une invagination

attirant la bactérie vers le cytoplasme cellulaira.poursuite de ce phénoméne aboutit a la
séquestration de la bactérie dans une vacuole déraae plasmique, désignée sous le terme
de phagosome par analogie avec le phénoméne degyege observé chez les phagocytes

professionnels, comme montré sur la Figure 14 [178]

Figure 14. Visualisation par microscopie électroniq a balayage de l'invasion cellulaire (vert) par &ureus
(rouge) passant par la formation de protrusions meranaires (tétes de fleche), aboutissant a

I'internalisation bactérienne (fleche), d'apres [B].
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L'internalisation deS. aureusmédiée par I'intégrine5p1 est donc associée a un remodelage
du cytosquelette d’actine [179]. La protéimgegrin-linked kinase(ILK) joue un role de
premier intermédiaire entreoBpl et le cytosquelette. L'ILK interagit avec le damea
cytoplasmique des intégrin@set est activée par la liaison de3pl a la fibronectine. Cette
protéine ILK est nécessaire a l'internalisationSleaureugar les cellules épithéliales [180].
Son activation déclenche le recrutement dedal adhesion kinas@-AK), ainsi que d’autres
protéines d’adhésion focale dont la tensine, larget la vinculine [181]. FAK est ensuite
activée par phosphorylation. Son action, combinéeli@ des tyrosine-kinases de la famille
Src, semble essentielle car des cellules inactipées FAK internalisen. aureugde fagon
peu efficace. La suite du phénomeéne d’invasionifidégrvenir la phosphorylation de substrats
de FAK dont la cortactine, dont le blocage rédgilément le niveau d’internalisation. Les
voies de signalisation de lintégringdfl, qui font intervenir I'lLK, FAK et la cortactine,
jouent donc un réle important dans l'invasion deButes eucaryotes p&. aureustout au

moins chez certains types cellulaires, et sontgmtégs par la Figure 15 [179,180].
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Figure 15. Mécanismes impliqué par le pontage Srews — fibronectine — intégrine541, d'apres [182].

S. aureus se fixe a la fibronectine par ses pretide surface FnBP. La fibronectine est ensuitermeage par
I'intégrine 541 de la cellule héte. La liaison de multiples malés de fibronectine induit le regroupement des
intégrines et le recrutement local, via ILK, de f¢ioes de structure dont la tensine, la vinculihdaezyxine,
ainsi que des enzymes de signalisation FAK eytesihe-kinases de la famille Src. L'activité conés de FAK

et Src aboutit a la phosphorylation de différerffeeteurs d’aval dont la cortactine. L'impact detteederniére

sur l'invasion bactérienne est trés probablemefglil'induction de réarrangements du cytosquelgtetine.
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e Induction de la mort cellulaire par S. aureus imtalisé

La survenue de la mort chez les cellules infecparsS. aureusest dépendante du type de
cellule héte, de la souche infectante et de l'ihacubactérien utilisé. Il en va de méme pour
la voie de mort, apoptotique ou nécrotique, et pesimeécanismes moléculaires et surtout les
facteurs de virulence d& aureusmpligués dans la mort cellulaire.

Le contact direct entr8. aureuset les ostéoblastes déclenche I'expression chezemiers

du tumour necrosis factor apoptosis inducing ligaiRAIL) [183]. TRAIL fait partie des
cytokines de la famille du TNF et se lie a deuxepteurs a domaine de mort, les TRAIL-
receptorsde type 1 et 2. L'activation de ces récepteurdedébe le recrutement de la
protéine adaptatricEas-associated protein with death dom&wADD) qui active a son tour
les caspases 8 et 10. Cette activation déclenamgdygement de la cellule sur la voie
apoptotique [184]. Le facteur TRAIL sécrété par aesteoblastes infectés p&: aureus
déclenche aussi I'apoptose des ostéoblastes nectésfpar la voie de la caspase 8 [183]. Ces
observations suggérent que lI'apoptose des ostéebladectés, ainsi que celle des cellules
avoisinantes non infectées, participent a la pmEsseuse au cours des ostéomyeélites [185].
L’induction de la mort cellulaire pa6. aureussemble dépendante de I'expression du
régulateur staphylococcique majeusiccessory gene regulator(agr), qui module
schématiquement la balance d’expression entrext@exnes bactériennes et les protéines de
surface. En effet, les mutandsigr de S. aureussont incapables de déclencher la mort des
cellules infectées [186]. A linverse, des mutaimactivés pour le genstaphylococcal
accessory regulatoA (sarA), un autre régulateur de virulence 8eaureus sont toujours

capables de déclencher I'apoptose [186].

Enfin, chez les monocytes et polynucléaires nehitep humains, ti-toxine et la LPV

peuvent déclencher a elles seules la mort celujaB7,188].

e Survie de S. aureus en intra-cellulaire : résisena I'oxydation, détournement de

'autophagie et échappement phagosomal

Une fois internalisé au sein du phagosoifie,aureusa développé plusieurs mécanismes

visant a assurer sa survie dans la cellule-h&seymés sur la Figure 16.
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Figure 16. Mécanismes de survie intra-cellulaire & aureus (source personelle).

Lors de la fusion phagosome-lysosome, les premarangements environnementaux
auxquelsS. aureusest confronté sont la diminution du pH et 'augnagioin du potentiel
oxydant apportée par les radicaux libres issus,@HUn des régulateurs d8. aureus
impliqués dans les voies de réponse au streldd, a pour réle de stimuler la production d’un

anti-oxydant, la staphyloxanthine, facilitant laxga bactérienne en neutralisant 4® [189].

Le second mécanisme bactérien de survie intralagltuest I'échappement du phagosome,
initialement associé a I'expressiorugdbxine, toxine induisant des porgs(e-forming toxin
PFT) codée par le gér#a sous le contréle des régulateagr, sarA et le locusS. aureus
exoprotein expression (d&8) [186]. Des travaux plus récents ont montré dlaitres

toxines pourraient étre impliquées, dontkioxine, exotoxine a activité sphingomyeélinase
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codée pahlb, et laé-toxine, petit peptide dont le géhtd est porté par un des effecteurs du
régulateuagr, '’ARNIII [190,191].

Enfin, 'autophagie constitue un mécanisme celielaile défense contre la survie intra-
cellulaire deS. aureus Ce processus, servant physiologiqguement a rédaldsiomasse
cellulaire, peut également jouer un role de défesmdre les pathogénes intra-cellulaires,
prenant dans ce contexte le nom de xénophagie .[@jématiquement, ce phénomene
correspond au recrutement d'une vésicule issue éigulum endoplasmique (pré-auto-
phagosome) circonscrivant la bactérie ou le phagestontenant la bactérie pour former un
auto-phagosome, siege de la destruction bactériemapt fusion avec un lysosome. Une
particularité de [linteraction auto-phagoso®eaureus est lincapacité du processus
d’autophagie a tuer la bactér. aureusi’est pas lysé par I'auto-phagosome et peut méme se
multiplier a l'intérieur de facon plus efficace gu’ I'absence d’autophagie, a condition de

posséder un systeragr fonctionnel [192,193].

e Interaction de S. epidermidis avec les cellules ploaigocytaires

L'interaction deS. epidermidisavec les cellules-h6tes non phagocytaires a étacbap

moins étudiée que po&. aureus

Chez I'animal, l'internalisation d8. epidermidiglans les cellules épithéliales a été impliquée
dans la physiopathologie des mastites bovines 1994,

Chez 'homme, linternalisation d8. epidermidiglans des cellules endothéliales a également
éte étudiée, permettant de mettre en avant un ns@card’interaction basé sur une autre
famille d’adhésine, les autolysines, et notammenitdlysine Atl, qui ciblerait la protéine de
choc thermique Hsc70 [196]. En eff&, epidermidisn’étant pas porteur de FnBP, son
adhésion et internalisation par des cellules noagpbytaires passent par des mécanismes
différents de S. aureus peu connus. D’autres études n'ont pu mettre eiteage
d’internalisation deS. epidermidis comme par exemple dans les cellules épithéliales

cornéennes [197].

L’interaction deS. epidermidisavec les cellules osseuses n’'a été évaluée queutd@nseule

étude utilisant un modéle cellulaire d’'infectiorsféoblastes humains de lignée MG63 [198].
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Dans ce modele, Khalil et al. ont ainsi étudié 6cbes des. epidermidisdont 2 souches de
référence et 4 souches cliniques responsables diteation de voie veineuse centrale, d'une
bactériémie, d’'une péritonite, et d’'une seule tstébeule la souche isolée de la péritonite
était significativement internalisée par les oslasies. De plus, pour obtenir la méme
guantité de bactéries intra-cellulaires qu'avec spbache de réféerence d& aureus un
inoculum 6 fois plus important devait étre utilisé.

Enfin, alors qu’il empéchait l'internalisation d&. aureus le blocage des FnBP ou de
lintégrine o5p1 par des anticorps monoclonaux n’avait aucun effat l'invasion des

ostéoblastes p&. epidermidissuggérant un mécanisme d’interaction différent.

5. Formation de biofilm

Le biofilm est défini comme une organisation hégé@me de microorganismes entourés d’'une
matrice extra-cellulaire qu’ils ont eux-mémes pritelladhérant & un support vivant ou inerte.
Il permet d’implanter, de promouvoir, de structueede réguler la survie bactérienne dans un

environnement hostile [199].

La transition de I'état de croissance planctonigue croissance en communautés sessiles est
un processus dynamique qui comporte une premiape é@'adhésion cellulaire au cours de
laquelle on distingue une phase précoce réversibieie d’'une phase tardive irréversible.

Il s’ensuit une étape de colonisation ou les bagé&dhérées se multiplient et produisent une
matrice extracellulaire qui renforce leur adhéstdeur cohésion. Chez les staphylocoques,
un des composants essentiels de cette matricee gsvly$(1,6)-N-acétyl-D-glucosamine
(PNAG) oupolysaccharide intercellular adhesifi*lA), synthétisé par des enzymes codées
par I'opéronica présent dans la plupart des souches cliniquesssginfection sur matériel,

et notamment sur prothése articulaire [200,201]utdfis, comme discuté ci-dessus, ce
polymére n’est pas indispensable a la formatiobid&m qui peut également faire intervenir
des éléments protéiques tels que la protéine APPnBt B ou SasG, ainsi que de 'ADN
extra-cellulaire [202—-205].

Une étape de développement spatial et de maturdtidnofilm fait suite a la synthese de la
matrice extracellulaire. Une fois le biofilm forméertaines cellules s’en détachent pour

coloniser d’autres surfaces (Figure 17).
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Figure 17. Schéma et photographies en microscopiec&onique de la formation de biofilm sur matériel
d'apres [206,207].

La communauté bactérienne constituée par le bigfitesede un systéme de signalisation
cellulaire spécifique appetfuorum sensingpermettant de concentrer les nutriments dans son

environnement, de favoriser leur résistance auesystimmunitaire et a l'action des

antibiotiques, et de diffuser au sein du tissudtéfest a distance.
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La capacité a former un biofilm est considérée cemum facteur de virulence majeur de
nombreux micro-organismes, et notamment des stapbgles, et serait en partie
responsable de la chronicisation des IOA, en pdigic des infections sur matériel
orthopédique [15,208-210].

6. Small colony variants

Les SCV représentent un phénotype le plus sousarsible caractérisé par des colonies
non pigmentées, non hémolytiques et de taille enviiO fois inférieure a celles formées par
le phénotype initial. Ces caractéristiques réstltétaltérations de voies métaboliques
bactériennes, dont la nature permet de distingeex types de SCV. Tout d’abord, les SCV
déficients dans la chaine de transport des élextgont caractérisés par un besoin de
supplémentation en hémine ou en ménadione (auwosme), conduisant a une diminution
de production d’ATP et donc de l'activité métabakgbactérienne globale [17,211]. Un
deuxiéme mécanisme, plus rarement identifié enopagie humaine, est dépendant de la
thymidine [212].

L’émergence de SCV résulte d’'une adaptation desilpbpns bactériennes a la pression de
sélection spécifique de l'infection chronique, coeta baisse des ressources et le stress
provoqué par la réponse cellulaire et/ou immuretaitius spécifiquement, le phénotype SCV
est particulierement adapté a la survie intracaliel prolongée [213]. Les SCV peuvent
eémerger dans diverses conditions de stress, iricheampérature, variations de pH ou de
pression osmotique, et présence de certains antibés [214]. Les bactéries présentant ce
phénotype sont capables de persister dans le niiligatcellulaire en minimisant la réponse
de défense de la cellule-héte. Elles possedentidgalt une capacité accrue a envahir de
nouvelles cellules par rapport aux bactéries ptasemnin phénotype sauvage. Dans une étude
récente, Kalinka et al. ont ainsi montré a partr 2L souches cliniqgues que les isolats
responsables d’ostéites chroniques présentaientap&cité de survie intra-cellulaire sous
forme de SCV augmentée en comparaison aux soussssi d’'lOA aigués [172]. En dehors
de la persistance intra-cellulaire, un autre méraaisupposeé de I'émergence des SCV est la

vie au sein du biofilm bactérien.
L'implication des SCV a été décrite dans de nombesu situations cliniques associées a la

chronicité, comme les infections respiratoires cleszpatients atteints de mucoviscidose, ou

encore les sinusites chroniques [17,215,216]. Goace les I0A, des SCV ont été isolés a
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partir de biofilms deS. aureusprovenant de prélévements de patients atteintstéite et
d’'IPA chroniques [106,217,218]. Du fait de leur ifeetaille et de la nécessité de cultures
prolongées sur des milieux enrichis spécifiquesjiégnostic de SCV est difficile, et leur

prévalence pourrait étre tres largement sous-estimé

Infection aigué Infection chronique

0®° '?o;;
;o,.o.*o’.; “?’f: \1
'.?o :.c. 0. . “‘:.;

Phénotype sauvage Phénotype SCV

Stratégies d’adaptation bactérienne
pour résister a la dégradation cellulaire

>

<€

Réversion du phénotype en quittant le
compartiment intracellulaire

T agr l agr
1 Toxines lToxm’es.
| Adhésines 1 Adhésines
1 Virulence | Virulence
1 Réponse immunitaire | Réponse immunitaire

— Protection vis-a-vis du systéme
immunitaire et des antibiotiques
— Persistance bactérienne

— Destruction cellule hote et des tissus
— Invasion des structures tissulaires profondes

Figure 18. Mécanismes d'adaptation bactérienne aaucs de la persistance intra-cellulaire, d'apresi@].
Directement aprés l'infection, les cellules hétemteennent un grand nombre de staphylocoques emptim
fortement agr et les toxines qu'il régule, & I'drig de fortes réactions inflammatoires et cytotags Lors de
l'infection chronique, un certain nombre de baotériva résister a la dégradation cellulaire via disatégies
adaptatives impliquant la formation de phénotyp€¥ Sla régulation négative du systéme agr et lautégpn
positive d’adhésines. En quittant le compartimentta-cellulaire, les phénotypes SCV peuvent rapi&@m

revenir au phénotype sauvage agressif et provogloes une nouvelle infection.
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7. De la colonisation a 'infection ostéo-articulaire

Les staphylocoques font partie de la flore commlensie la peau et des muqueuses.
Staphylococcus epidermidest ainsi I'agent bactérien le plus fréequemmetmboeé dans les
études de portage cutaneé, considéré comme coloniggderme de I'ensemble de la
population. Le portage d8. aureusest moins fréquent, retrouvé de fagcon permaneme c
environ 20% (12-30%) de la population, auxquelsiwent s’ajouter environ 30% (16-69%)
de porteurs intermittents [64]. En comparaison sxtaex élevés de colonisation, I'incidence
des infections staphylococciques invasives apptidie. De nombreuses études se sont donc

intéressées au réle du portage dans la survemfedtions invasives a staphylocoques.

Plusieurs équipes ont tenté d’identifier une asgmn entre la présence de certains facteurs
de virulence et les infections invasivesSa aureus Les études comparant les fonds
génétiques des souches invasives et commensalaspas pu mettre en évidence de clones
deS. aureuplus invasifs, et notamment associés aux I0A 2210, En comparant les genes
de virulence de 179 souches de portage a 94 souwth¥ections nosocomiales et 61
d’infections communautaires, Peacock et al. ontgétg que certaines combinaisons de
facteurs de virulence avaient un role dans la sweeales infections &. aureuset dans leur
sévérité, et notamment les genes des adhélibdset cna des toxinesej etaethlg, et le
geneica, codant le PNAG, polysaccharide extracellulairgliqué dans la formation de
biofilm [222]. Deux études ont également suggé@radbrtance des genes des FnBP dans le
caractére invasif des souches responsables d’l28,224]. Enfin, dans une autre étude
comparant les facteurs de virulence de soucheodage a des souches responsables d’'ISO
apres chirurgie orthopédique, seul le gene de d@epre liant sialoprotéine osseusmrie
sialoprotein-binding protein(bbp)) était plus représenté dans les souchessiwes (95.0
versus 82.5%) [225].

Le portage dé5. epidermidisétant universel, la mise en évidence d’éléementsgiant de
distinguer les souches pouvant étre invasivestbbganes parmi celles colonisant la peau et
les muqueuses apparait encore plus important que $o aureus Des études se sont
focalisées sur certains facteurs de virulencesnpietiement candidats, alors que d’autres ont
utilisé des approches pan-génomiques [226,227]deeg principaux facteurs ainsi identifiés
sont I'élément mobile 1S256 et le geia. Il a été proposé qu’'lS256 puisse contribuer a

'adaptation génétique d&. epidermidi®t jouer un réle dans l'infection, par insertiansein
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de certains locus en bloquant leur expression, adnemocusagr (régulateur global de la
virulence). L’'opéronica a quant a lui été mis en évidence dans 81.5% dsobGdhes de

S. epidermidissolées chez 14 patients atteints d’infectionpri¢héses articulaires, alors que
seulement 17.4% de 23 souches commensales en téfmeteuses (p <0.01) [228].
Cependant, il a été montré que les souches nedqadggasca peuvent former du biofilm via
d’autres protéines d'adhésion telles que BABiof{im-associated prote)n ou AAP
(accumulation-associated protéif229]. Il a finalement été montré par des appeschan-
génomiques que les souches invasives et commerdmesepidermidisne pouvaient étre
distinguées sur la base de leurs facteurs de aral§230]. En effet, la plupart de ces facteurs
de "virulence" jouent avant tout un réle dans lentien de I'espéce a I'état de commensal.
Par exemple, on peut facilement imaginer I'impoctamie PNAG et des autres protéines
impliquées dans la formation de biofiim dans I'eowmhement cutanéo-muqueux ou les
bactéries sont soumises a des forces mécaniquestanies. De la méme maniére, aucune
différence n'a été observée entre les souches dageoet les souches invasives quant aux
adhésines, reflétant la encore probablement lepoitance aussi bien dans la colonisation
gue dans linfection [8]. Toutefois, une étude réeecomparant des souches de SCN issues
de bactériemies et d'lOA a suggéeré que si la cépdormation de biofilm serait une
caractéristique importante des souches issues aériganies, certaines adhésines telles que
Bap ou Aap pourraient étre associées aux souchasiwes ostéo-articulaires [231].

Enfin, aucune étude n’'a évalué le caractére discant entre souches commensales et
invasives des caractéristiques phénotypiques #&saux IOA, et notamment de la capacité
de formation de biofilm, d’interaction avec les lgkds osseuses, et de switch vers le

phénotype SCV.

8. Régulation de I'expression des déterminants de larulence chezS. aureus

La virulence chezS. aureus repose sur l'expression de protéines membranagtes

d’exotoxines dont certains représentants majeuts ébd décrits au cours des chapitres
précédents (Figure 10). Les niveaux d’expressiorcele déterminants de virulence sont
contr6lés par un réseau complexe et interconneetéédulateurs [232]. Ces régulateurs
permettent a la bactérie d’adapter sa virulencéoeation des conditions environnementales

et de sa phase de croissance.
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Bien qu'il existe plus de vingt régulateurs déccitezS. aureusnous ne présenterons ici que
les régulateurs d’importance majeure pour I'expogssles exotoxines et des FnBRAgr,
sarA etsaeRS.

a. Systéme agr

Le systemeagr est le principal régulateur d& aureusreprésentant un systéme @gigorum
sensinga deux composants (senseur membranaire et effectedant son propre facteur
d’activation, le peptide auto-inducteur.

Lors de la phase exponentielle de croissance, itdefalensité bactérienne s’accompagne
d'une faible concentration en peptide auto-inducitudonc un bas niveau d’activiggr.
Lorsque la densité bactérienne augmerdgr est activé via l'augmentation de la
concentration en peptide auto-inducteur, marquamiakssage en phase stationnaire au cours
de laquelle les ressources disponibles peuvent gemanquer [232]. Le systeragr réprime

la transcription de différentes protéines membrasaiet notamment des FnBP et de la
protéine A, et active I'expression d’exotoxinede®lque lu-toxine et lap-toxine. Ainsi,
I'expression d’adhésines de surface est importinsede la phase initiale de croissance pour
permettre la colonisation. L'activationadjr stimule ensuite I'expression de toxines associées
a la destruction tissulaire et a la libération davelles ressources pour la bactérie.

Le locusagr comprend cing geneagrA, agrB, agrC, agrD, ethld, portés par deux produits
de transcription, les ARNII et Ill, chacun sous dentréle de leur propre promoteur,
respectivement P2 et P3 [233]. L'ARNII porte lesles de lecture des protéines AgrA a D.
AgrD est le précurseur du peptide auto-inductexcrété par le transporteur membranaire
AgrB. AgrC est un senseur membranaire activé parelgtide auto-inducteur. AgrC active
AgrA par phosphorylation, alors que ce dernienactlors le promoteur P3 et la transcription
de I'ARNIIl. Cet ARN régulateur est l'effecteur fh du systéemeagr. Bien que
majoritairement non traduit, il porte cependantuoart cadre de lecture codantkoxine ou
d-hémolysine, laquelle n’est pas impliqguée dan®tulation. Bien que la majorité des effets
transcriptionnels et post-transcriptionnels du é&ys&tagr soient imputables a l'action de
’ARNIII, la protéine AgrA possede également unkleien dehors du promoteur P2, activant
la transcription d’exotoxines protéiques analogaésd-toxine, lesphenol-soluble modulins
(PSM) [232]. Une vue d’ensemble du systeageest représenté en Figure 19.
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La dysrégulation du systemagr a été associee a des formes récurrentes d’infisctio
staphylococciques. Par exemple, dans une étudeenan@004, la proportion de patients
porteurs d’'une souche de SARM déficienteagn détecté par I'absence de productiorbde
hémolysine, était plus importante en cas de bactéei persistante (71.4%) que ceux
stérilisant rapidement leurs hémocultures (38.9234]. De plus, la dysrégulation adjr
semble étre un facteur indépendant de mortalit€éaende bactériémie &. aureug235].
Enfin, dans une étude menée en 2012 dans notreatabbe, la mise au point d’'une technique
de détection de la dysrégulation du systagepar 'absence de détection destaémolysine
en spectrométrie de masse (MALDI-TOF-MS) a égalénpemmis de confirmer que cette
dysfonction dagr était associée a la chronicité de plusieurs typBmfections
staphylococciques, incluant bactériémies, ISO (batsopédie), infections sur matériel endo-
vasculaire (et notamment sur cathéter), infecti@spiratoires chez des patients atteints de
mucoviscidose, et ostéite sur pied diabétique [236]

Un des mécanismes explicatifs pourrait étre unadpaugmentée de formation de biofilm
des soucheagr déficientes [237,238]. Il a méme été suggeré qseinhibiteurs deuorum
sensingtels que RIP pourraient étre utiles au traitensig infections staphylococciques

associées au biofilm [239].

b. Régulateur sarA

La protéine SarA est encodée par trois produitsatescription différents situés sur I'opéron
sarA et possédant chacun leur propre promoteur [288hque promoteur est activé par un
facteuro différent, donts®, ce qui permet & SarA d'étre exprimée & toutesplesses de
croissance. Ce régulateur active de nombreux peum®en se liant a des séquences d’ADN
spécifiques, désignées sous le termeSdeboxes Des Sar boxessont présentent sur les
promoteurs P2 et P3atjr, ainsi que sur les promoteurs de la protéine A, EleBP, de b-
toxine et de |g-toxine [241,242].

c. Régulateur saeRS
Le locussadRS code un systeme a deux composants, SaeR (egilat SaeS (senseur),

régulant positivement la transcription de-tbxine, de lap-toxine, de la coagulase, de la

protéine A et de la DNAse. Cette régulation eshdtire directe et ne fait pas intervenir de
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modification du niveau d’expressionagir ou du régulateusarA [243,244]. La nature du

ligand de SaeS reste inconnue a ce jour.

~ -
“--————’

Figure 19. Vue d'ensemble des systémes de réguiad® I'expression de la virulence chez S. aureusluant

les systemes agr, SarA et SaeRS (source personnelle
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[ll. Antibiothérapie des infections ostéo-articulares staphylococciques

1. Spécificité de [lantibiothérapie des infections osb-articulaires

staphylococciques : recommandations actuelles

La pénicilline G ne fait actuellement plus partie des armes thétapes contres. aureus

En effet, son utilisation au début des années 1®4fbnduit a l'apparition, une dizaine
d’années plus tard, de souches résistantes a laillpgm en lien avec la production d’'une
pénicillinase plasmidique. Cette enzyme a rapideéndiffusé dans la population des
staphylocoques et est actuellement portée pardadu@% des souches. Pour faire face a la
diffusion de ces souches &e aureussécrétrices de pénicillinase, lpénicillines M ont été
introduites en Europe en 1959-1960 d’'abord sotdisrfae de méticilline, puis d’oxacilline et
de cloxacilline qui constituent encore actuellemé&antibiothérapie de référence des
infections a SASM. La diffusion intra-osseuse deénigllines est médiocre, les
concentrations intra-tissulaires représentant mde20% des concentrations plasmatiques,
rendant nécessaire I'utilisation de posologiesésds\[112].

Les premiéres souches de SARM sont apparues upres lantroduction des pénicillines M.

La résistance a la méticilline passe par I'acdoisitdu génemecA porté par la cassette
chromosomique SQ@ecqui code une proteine de liaison aux pénicillifelsP) modifiée, la
PLP2A, présentant une trés faible affinité pour bésa-lactamines. Elle confere ainsi une
résistance a I'ensemble des béta-lactamines, éefgion des nouvelles céphalosporines anti-
staphylococciques comme Izftaroline [245,246]. Les souches de SARM représentent
actuellement 20.1% des isolatsSleaureusen France [247].

Les glycopeptides représentés par la vancomycine et la téicoplanicenstituent
I'antibiothérapie parentérale de choix dans leteraent des SARM mais font preuve d’'une
bactéricidie lente et leur diffusion intra-osseest similaire a celle des pénicillines avec,
semble-t-il, une meilleure diffusion de la téicaptee [112]. Leur utilisation en cas de SASM
doit donc étre évitée. En effet, elle a été ideédifcomme facteur de risque d’échec du
traitement et de persistance des bactériémies MIJRE3,249]. L'impact de l'utilisation des
glycopeptides dans d’autres infections a SASM agiélétudié. Dans une étude incluant 246
patients porteurs d'une IOA%. aureugdont 237 SASM et 9 SARM), le taux d’échec était
significativement plus élevé chez les patientstédgipar vancomycine (53%) que ceux
recevant une pénicilline M (28.6%, p=0.03), I'gdtion d’'un glycopeptide étant retenue par
les auteurs comme un facteur de risque d’échecaiternent des I0OA & SASM (odd ratio
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(OR) 2.8; IC95% 0.99-7.2; p=0.058) [250]. Lesenittives aux glycopeptides sont
représentées par ldinézolide, la daptomycine la tigécycline et les nouvelles
céphalosporines anti-staphylococciques, dont ldarisaide I'utilisation dans le traitement des
IOA est encore limitée [246,251].

Les associations a base de rifampicingont connues pour leur excellente activité sur les
bactéries a croissante lente et/ou productricesbidélm [109,252]. L’association aux
fluoroguinolones semble particulierement intéressante du fait deotene biodisponibilité de
ces deux molécules et de leur bonne diffusion &&s€i0,112,109,253,254]. En cas
d’'impossibilité d'utiliser les fluoroquinolones,aBsociation de la rifampicine avec d’autres
anti-staphylococciqugser osont montré de bons résultats, notamment aveakafisidique,

le cotrimoxazole, ou le linézolide [255,256]. A eogue I'intérét de lalindamycine dans le
traitement des IOA §. aureugourrait étre limité par son interaction avecifampicine. Les
bons résultats de cette association mentionnés ldalitserature sont contrebalancés par la
constatation de concentrations plasmatiques déattiigcine basses, imposant la réalisation
de dosages plasmatiques réguliers [257]. Les dantiéfficacité et de bonne tolérance de la
pristinamycine dans le traitement des IOA ne reposent que sux dawdes rétrospectives
incluant 21 et 27 patients, ne permettant pas deefanir dans les recommandations
thérapeutiques actuelles [258,259]. Enfin,fdafomycine est caractérisée par une bonne
pénétration osseuse [112]. Son utilisation dansOésa staphylocoque semble intéressante,
notamment pour les formes pédiatriques d’ostéon@gliet en association avec une

céphalosporine de troisieme génération [260].

En pratique, les recommandations francaises etnifienales préconisent une double
antibiothérapie initialement intraveineuse parigiéime M ou glycopeptide, en association
avec un aminoside puis avec une seconde moléddarze diffusion osseuse [11-13,33]. En
présence de matériel, I'utilisation de rifampicideit alors étre favorisée. La durée du
traitement intraveineux peut étre limitée a 2 sex@si mais doit étre prolongée 4 a 6 semaines
en cas d’'IPA &. aureussi la rifampicine ne peut pas étre utilisée e8ble matériel n'a pas
éte retiré en totalité. Un relais per os peut dasktre entrepris, en associant deux molécules a
bonne diffusion osseuse telles que la rifampicihéeg fluoroquinolones. Les alternatives
validées sont représentées par la clindamycineidBafusidique, et le cotrimoxazole. Les
autres molécules anti-staphylococciques ne doigast réservées qu’aux situations les plus

complexes (multi-résistance, intolérances multipegpatient).
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2. Implication des meécanismes physiopathologiques dande choix de

I'antibiothérapie

a. Action anti-biofilm des anti-staphylococciques

La notion de «résistance » des biofilms aux amiiitpues est basée sur la comparaison
d’efficacité des antibiotiques sur les bactérieduses dans un biofilm avec leurs homologues
planctoniques. Il est en fait plus exact de paiker« tolérance » plutét que d’'une véritable
« résistance ». Les mécanismes impliqués sontfehdd nature phénotypiques (adaptation
des bactéries a la vie en biofilm), non basés && modifications génétiques, et donc
réversible.

La faible efficacité des antibiotiques au sein diofilm ferait intervenir plusieurs
mécanismes : i) le biofilm constitue une barriet@gygique empéchant la diffusion des
antibiotiques vers les bactéries ; ii) certainegyares matricielles sont capables de les
inactiver ; et iii) le biofilm est le siege d’'unévidion et d’'un métabolisme bactériens ralentis,
pouvant aboutir a une différenciation de certaibestéries vers le phénotype de SCV
[252,261].

La structure et la composition de la matrice ddilmostaphylococcique incitent a proposer
gue cette biomasse pourrait jouer un réle de barrée la diffusion des molécules anti-
bactériennes, du fait d’interactions électrostagjentre la matrice et I'antibiotique comme
démontré pour les aminosides [262], ou encore deideosité de la matrice limitant la
diffusion des glycopeptides [263].

La stratification de I'activité métaboliqgue bactdme au sein des biofilms a bien été montrée
pour S. epidermidisles cellules plus actives se trouvant princip&eta I'interface entre le
biofilm et le milieu externe [264]. Le faible métdisme des bactéries des couches plus
profondes est proposé pour expliquer l'insensiities biofilms au-lactamines, agissant
principalement sur des cellules en division [266]26Ainsi, les SCV isolés a partir de
biofiims de S. aureusprovenant de prélevements de patients atteintstéte et d’IPA
chroniques sont résistants a plusieurs antibiosignag comparaison aux souchesSdaureus
originelles [106,215], pouvant a I'extréme aboutita formation d’une sous-population tres

minoritaire de bactéries hyper-résistantes ditpsrsisters » [267].

Le curetage osseux, visant a la résection d’évens@guestres au sein d’'un foyer d’ostéite

chronique, et I'ablation de I'ensemble du matéoethopédique en cas d’IOA chronique
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permettent une réduction de l'inoculum bactérien,netamment du biofilm. Un geste
chirurgical extensif est ainsi indispensable awcésichérapeutique en cas d’lOA chroniques,

particulierement associées au biofilm.

Le choix des antibiotiques utilisés pour compléeigeste chirurgical est également essentiel
[268]. De nombreuses équipes se sont ainsi attacnéwaluer la pénétration et I'action des
antibiotiques dans le biofilm bactérien.

La rifampicine a ainsi gagné une place de choixsdartraitement des IOA. En effet, il a été
montré que cette molécule i) limitait I'adhésionctésienne aux surfaces inertes [252], ii)
possédait une excellente capacité de diffusion tabgfilm bactérien [269], et iii) facilitait

la diffusion de certaines molécules auxquelles sfimit associée [270]. Il existe méme des
données cliniques et microbiologiques montrant sugériorité de la rifampicine dans le
traitement des IOA sur matériel associées au mofAinsi, en cas d’infection sur matériel
orthopédique aS. aureusavec traitement chirurgical conservateur, le talex succes
thérapeutique est évalué entre 80 et 100% en cdsis#tion de combinaisons a base de
rifampicine [109,271-273], alors qu’il n’est que 8@ a 60% en l'absence de rifampicine
[104,274,275]. L'ensemble de ces données ont memécammander son utilisation en
premiére intention en cas d’'lOA sur matériel, efanument lorsque ce matériel ne peut étre
retiré [11-13]. Une étude utilisant un modébe vivod'infection de cathéter & SARM a par
ailleurs démontré la supériorité de lactivité amtfilm de la daptomycine, suivi par la
minocycline et la tigécycline, en comparaison azolide et a la vancomycine [276]. Dans
cette méme étude, I'utilisation de rifampicine sepermettait I'activité anti-biofilm la plus
lente, et était associée a une émergence rapidésiance. Toutefois, son utilisation en
combinaison a l'une des autres molécules testéesmypris le linézolide ou la vancomycine,
permettait une synergie supérieure a toute autri@cule utilisée en monothérapie. Cette
synergie a également été observée avec la fosfamyzins un modéle animal d’'infection de
matériel étranger a SARM [277]. La fosfomycine paitrégalement améliorer I'activité anti-
biofilm du linézolide, de la minocycline et des gypeptides [278]. Ces observations ont été
confirmées dans divers modéemsvivod'infection aS. aureusetS. epidermidi$279-284]. Il
n’existe actuellement pas de données cliniquetesuautres antibiotiques « anti-biofilm », et

notamment sur la daptomycine.

De nouveaux anti-biofilm non-antibiotiques, basés d'autres types de molécules ou de

nouvelles technologies, ont été évalués, ou sonbers de développement [285].
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Plusieurs équipes ont ainsi testés des dizainemitliers d’agents chimiques pour leur
capacité a empécher la formation de biofilm [288]28es approches par large « screening »
ont ainsi montré un intérét potentiel de composantitbant I'expression de certains génes de
virulence [288], ou encore certains chélateurgf@tant avec les ions métalliques nécessaires
a la formation de biofilm [289].

D’autres équipes ont étudié l'intérét d’enzymedaribla matrice extra-cellulaire, visant ainsi
a favoriser la dispersion du biofilm, telles qualispersine B, la trypsine, la protéinase K ou
encore la DNAse | [290-292].

L’éthanol semble également tres efficace contrebitdilm bactérien impliqué dans les
infections sur cathéter, en utilisation topiquevéwrou ») [293]. Son utilisation pratique dans
les IOA est toutefois peu envisageable. La N-aedgtéine pourrait également avoir un
intérét, et a été évaluée en association a laytijj@e contre le biofilm formé par des souches
deS. epidermidislans un modéle d’'infection de cathéter [294,295].

Enfin, l'utilisation de bactériophages dans I'écatdion des biofilms staphylococciques
pourrait étre une méthode prometteuse, actuellemd’Btude dans des modeles d’infection
sur cathéter [296], de plaies chroniques [297]d'cfection sur matériel étranger [298], seuls

ou en association a la rifampicine [299].

b. Action intra-cellulaire des anti-staphylococciques

L’hypothése selon laquelle les staphylocoques mialesés dans les cellules osseuses
constituent un réservoir bactérien a l'origine dechronicité et des rechutes des I0A rend
particulierement pertinent de s’intéresser a l@tintra-cellulaire des anti-staphylococciques.
Il devient des lors important de considérer plusieparameétres pouvant influencer cette
activité intra-cellulaire : la diffusion de la molde utilisée vers le milieu intra-cellulaire,
'existence d'un potentiel efflux, sa répartitiom @ein des compartiments cellulaires, sa
métabolisation par les enzymes cellulaires, etdast de I'environnement cellulaire (et
notamment du pH) sur son efficacité [300—302]. Camctéristiques sont résumées dans le
Tableau 2 pour I'ensemble des anti-staphylococsigae se basant sur les résultats obtenus

avec des cellules macrophagiques.
La plupart des études ont utilisé des modeleslaglhs de type monocytes-macrophages, en

testant un large panel de molécules, le plus sdwvéa concentration plasmatique maximale

obtenue chez I'homme. Les résultats obtenus padifiésents travaux portant sur l'activité
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intra-cellulaire des anti-staphylococciques sostinéés dans la Figure 20. Toutes ces études
mettent bien en évidence la complexité de la phapingie intra-cellulaire des antibiotiques.
Ainsi, si lesp-lactamines s’accumulent tres peu dans les celleléss gardent une activité
anti-staphylococcique surprenante. Il a méme étatmoun regain d’activité contre une
souche de SARM [303,304]. Cette observation est B& pH acide régnant dans les
phagosomes, entrainant une modification conformagtie de la PBP2a permettant son
acétylation par le-lactamines [305].

Antibiotiques Influx Efflux Cic/Cec Compartiment Modulation d’activité par
cellulaire I'environnement cellulaire

B-lactamines Rapide Variable <1 Cytosol Améliong @cide)

Macrolides Rapide Rapide 4-50 2/3 lysosomes Diminuée (pH acide et liaison
1/3 cytosol aux constituants cellulaires)

Clindamycine Rapide Rapide 5-20 Inconnu

Fluoroquinolones Rapidea Trés 4-10 Cytosol Diminution (pH acide)

trés rapide rapide

Aminosides Treslent Treslent 2-4 Lysosomes Tres altérée (pH acide)
(jours)
Glycopeptides
Vancomycine Lentatrés Inconnu 8 Lysosomes Inconnue
lent
Téicoplanine Lentatrés Inconnu 60 Inconnu Inconnue
lent
Tétracyclines Rapide Inconnu  1-4 Inconnu Inconnue
Linézolide Rapide Rapide 1 Inconnu Inconnue
Rifampicine Rapide Inconnu  2-10 Inconnu Inconnue

Tableau 2. Pharmacologie intra-cellulaire des argtaphylococciques, d'aprés [300-302].
Les vitesses d'influx représentent le temps potiverr a la concentration a I'équilibre et sont ck®es en trés
rapide (< 3 min), rapide (3-15 min), lente (15 mir8h) et trés lente (> 3h a plusieurs jours).

Cic/Cec : rapport des concentrations intra- et extellulaires a I'équilibre
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Figure 20. Activité intra-cellulaire de différentsantibiotiques contre S. aureus dans un modéle de
macrophages THP1 humains, d'aprés [306—308,302].

Les résultats sont exprimés en évolution du comdptbactéries intra-cellulaires aprés 24h d’expasitiaux
antibiotiques étudiés a une concentration extrdut@re correspondant au pic obtenu chez 'homme.

AMP, ampicilline ; AZM, azithromycine ; CFU, colofiyrming unit ; CIP, ciprofloxacine ; ETP, ertapéné ;
GEN, gentamicine ; GRN, garenoxacine ; LNZ, liniglmo] LVX, lévofloxacine ; MEM, méropéneme ; MXF,
moxifloxacine ; NAF, nafcilline ; ORI, oritavancin®XA, oxacilline ; PEN V, pénicilline V ; RIF fampicine ;

TEC, téicoplanine ; TEL, télithromycine ; VAN, vangycine.

A notre connaissance, seules deux études se gérgsgsées a I'activité intra-ostéoblastique
des anti-staphylococciques. En 2013, I'équipe d®IfeA. Kreis a ainsi montré une activité
satisfaisante de la tigécycline et de la rifammaifans un modele d’infection d’ostéoblastes
humains, suggérant un intérét dans le traitemestodéites et des infections sur matériel
d’ostéosynthese, et notamment son utilisation an des ciments aux antibiotiques des
espaceurs [309]. La dose de tigécycline utilisémt ébutefois 30 fois supérieure aux
concentrations tissulaires obtenues en thérapeutijaz 'hnomme. La seconde étude, menée
en 2005 aux Etats-Unis, s’est intéressée a la piieime et a la clindamycine, montrant une
excellente activité intra-cellulaire en utilisanésddoses proches de la CMI de la souche
étudiée [171]. L'information la plus intéressanppartée par cette étude est la démonstration
d'une perte d’'activité de ces antibiotiques lorsdeg cellules étaient traitées 12h apres
I'infection, probablement du fait de modificatiods paroi induites par la persistance intra-
cellulaire prolongée des staphylocoques.

Enfin, les modéles animaux étudiant I'activité atellulaire des antibiotiques ne sont a ce
jour que peu adaptés a I'étude des IOA. Un modeélpdtitonite de souris a toutefois permis
de classer l'activité intra-cellulaire des antipst@lococciques comme suit : dicloxacilline >
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rifampicine > gentamicine [310]. Ce modele s’affrhai toutefois des problémes de diffusion
tissulaire rencontrés dans les I0OA. Dans un modéhdection de matériel étranger chez la
souris, I'équipe de Murillo a toutefois confirmédapériorité des fluoroquinolones et des

lactamines dans I’éradication 8e aureusntra-cellulaire [311].

c. Antibiothérapie et small colony variants

La problématique de la relation entre antibiothieragt SCV est double : I'utilisation de
certains antibiotiques peut favoriser I'émergenes &CV, et ces variants phénotypiques

présentent une sensibilité diminuée a certainpiatitjues [312].

L'utilisation de certains antibiotiques, et notanmhde gentamicine, peut étre a l'origine de
Iémergence des SCVVon Eiff a ainsi décrit que l'utilisation de k@8 imprégnées de

gentamicine dans le traitement d'ostéite staphylocme pouvait mener a I'émergence de
SCV [107]. De méme, l'utilisation de cotrimoxazobeut induire I'émergence de SCV

thymidine-dépendants [313].

Les modifications des voies métaboliqgues impliqudass le switch phénotypique sont a
I'origine d’une résistance accrue aux antibiotique§312,314]. Chez les SCV hémine- et
ménadione-dépendants, l'interruption du transpoahd-membranaire d’électrons a pour
conséquence de diminuer la pénétration des antjbex cationiques, comme les aminosides,
qui utilisent le gradient électrochimique membramaiour traverser la membrane bactérienne
et atteindre leur cible. De plus, ces modificati@osit souvent associées a une résistance a
I'acide fusidique du fait de I'association fréqueie mutations au sein du gép#- encodant

la protéine ribosomale L6 a celles survenant am des genes impliqués dans la biosynthése
de I'némine et de la ménadione [315]. Du fait der lenteraction avec la voie de I'acide
folique, les altérations de la biosynthése de lanitline conduisent a une résistance au
cotrimoxazole [313].

Les quelques études comparant la sensibilité atibieiques des SCV et des souches
initiales n'ont pas mis en évidence de différenteportantes en termes de concentration
minimale inhibitrice (CMI), en dehors des aminosi@t du cotrimoxazole. Une seule étude a
par ailleurs reporté une élévation des CMI a ladygline au sein d’une collection de 48 SCV
isolés de patients porteurs de mucoviscidose [318Joutefois, des études

pharmacodynamiques ont montré que I'activité bamtiy de nombreux antibiotiques était
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réduite, et notamment pour la daptomycine, la vanywine et leg-lactamines [317-319]. A
'inverse, certains antibiotiques restent trés factontre les SCV, et notamment les

fluoroquinolones et 'oritavancine, seul lipoglyaggide évalué [319-321].

Concernant plus spécifiquement I&CV intra-cellulaires, un modeéle d’infection de
monocytes humains par des SCV a été mis au poiitisant les trois types de SCV
préecédemment décrits [319,320]. La premiére costsbat €tait une croissance similaire a
celle du phénotype sauvage pour les SCV héminenrdépée, suggérant que ces souches
trouvent dans le milieu intra-cellulaire les nuteints leur faisant défaut. A l'inverse, les SCV
ménadione- et thymidine-dépendants se développde&maniére beaucoup plus lente. Ces
trois types de SCV présentaient une sensibilitéédinte a I'action intra-cellulaire des
antibiotiques, dépendant logiquement de leur cépae croissance et des voies métaboliques
atteintes. Les combinaisons a base de rifampimind’un antibiotique fortement bactéricide
tel que loritavancine ont montré une bonne effigadntra-cellulaire contre les SCV
[320,322].
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[. Introduction et objectifs

Comme développé dans la partie bibliographiquegdare Staphylococcugeprésente la
premiére cause d’'IOA, et est associé a des forradgcplierement difficiles a traiter. Leur
prise en charge nécessite I'association i) d’'uniugiie lourde, imposant souvent le retrait du
matériel orthopédique, et donc associée a un impegeur sur la qualité de vie [56];
et ii) d'une bi-antibiothérapie, parentérale et lpngée, grevée d'un taux élevé d’effets
secondaires [323].

En dépit de cette prise en charge médico-chirulgidangue et codteuse, les 10A
staphylococciques sont classiquement associées #tauwn d’échec thérapeutique éleve,
responsable d’infections chroniques et récidivaetggendrant une morbidité importante. Ce
taux d’échec est estimé entre 20 et 30% dans Iesrogélites, et entre 0 et 16% dans les
spondylodiscites [7,55]. En cas d'IPASA aureusil peut atteindre 20% en cas de formes
aigués relevant d'un traitement conservateur, maist dépasser 85% si une rétention de
prothése est proposée en dehors des recommanddétiengprésence d’'une fistule, non
intégrité des tissus mous péri-prothétiques, allmée d’évolution supérieure a 4 semaines).
En cas d'indication adaptée de changement de m®th& un ou deux temps, le taux d'échec
varie entre 0 et 14% [5]. Cependant, ce taux d'éthérapeutique et les facteurs de risque de
passage a la chronicité et de récidive sont deficent évaluables, en raison de la grande
diversité des formes cliniques d’'IOA &. aureus La majorité des études disponibles
concernent en effet les IPA, et incluent des pdjmuia de patients trés hétérogenes.

Du fait des difficultés de mise en place d’esshigques visant a améliorer la prise en charge
de ces patients, le développement de travaux denmgre fondamentale apparait essentiel,
afin d’améliorer la connaissance de la physiopaitliel de ces infections, et donc de
potentielles méthodes diagnostiques et thérapeagidlrois mécanismes bactériens ont ainsi
été associés a la chronicité des IOA staphylocaesiq Tout d’abord, ldormation de
biofilm a été associée aux formes persistantes d’lOA R0&;- et est a l'origine i) de la
nécessité de dépose de tout matériel en cas dedi&alution supérieur a 3-4 semaines
[5,11-13], et ii) de l'utilisation de molécules tast actives dans cette matrice extra-cellulaire
telle que la rifampicine [109,269,270,277,279,28Q,283]. Linternalisation et la
persistance des staphylocoques au sein des cellulesseuses non phagocytaireset
notamment des ostéoblastes, constitue un deuxi@metusire bactérien a l'origine de
chronicisation et de rechutes [165,167,169-171finEta sélection desmall colony variant
(SCV), dont I'émergence est favorisée par les dardi de croissances difficiles observées
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dans les IOA et la pression de certains antibiesgcomme la gentamicine, a également éte
associé a la récurrence des I0A staphylococciglied(06,215,216,218]. Ces deux derniers
mécanismes ne sont toutefois actuellement pas emiscompte dans les stratégies
thérapeutiques proposées dans les IOA. Par ailléenmsemble de ces mécanismes n'ont été
étudiés qu'a partir de souches de staphylocoqudabaeatoire, la disponibilité de mutants
pour divers facteurs de virulence ayant permis derice au mieux les phénoménes

moléculaires impliqués.

Dans ce contexte, notre principal objectif a é@vdluer I'impact de ces trois mécanismes
physiopathologiques (formation de biofilm, inteisation par les ostéoblastes et évolution
vers le phénotype SCV) dans la chronicité des IQ&Aphsylococciques, a partir de
limportante cohorte de patients de la plateforneereicherche translationnelle du CRIOAC
des Hospices Civils de Lyon, associant laboratodesbactériologie et de recherche, et
services cliniqgues de chirurgie orthopédique etnddadies infectieuses. Cette interaction
multidisciplinaire peu commune permet de dispoyet’informations cliniques exhaustives
concernant une importante file active de patieniisirds d’'IOA, ii) des souches cliniques
correspondantes, et iii) de modeles cellulaired’@itils de caractérisation moléculaire des
souches, permettant au final de mettre en coro@lati€écanismes bactériens fondamentaux et
présentation clinique. Les souches utilisées dangavail sont ainsi issues de la collection
des laboratoires de bactériologie des HospicesIs<Cie Lyon, conservant les souches
cliniques issues de préléevements ostéo-articul@ioegelées sur billes en cryotubes (TSC,
Heywood, Royaume Uni) a -80°C depuis 2001. Les lsesicdde référence d& epidermidis
NCTC11047 et d&. aureuss325-4 et HG0OO1 ont été utilisées comme témoins tiautes les
expériences, leur interaction avec les ostéoblaktrs le type de modéle utilisé étant connue
[198,324].
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Il. Modele ex vivod’infection d’ostéoblastes humains

1. Schéma général du modele

Le modeleex vivod'infection d’ostéoblastes humains utilisé dangraeail a été initialement
développé au laboratoire pour étudier les intevastide différents clones de SARM avec les
cellules osseuses [324]. Le modéele ainsi mis aotpwécédemment va étre présente ici, ainsi
gue les adaptations rendues nécessaires pourd’'é@idouches d8. epidermidisUne vue

d’ensemble du modele est représenté sur la Fidgure 2
a. Culture des ostéoblastes humains

Les ostéoblastes humains de lignée MG63 (CRL-14GT; standard, Etats-Unis), issus d’'un
ostéosarcome, ont été utilisés pour I'ensembleedpgériences [325]. Les réactifs et milieux
de cultures cellulaires ont été obtenus aupreslBEQG (Paisley, Royaume Uni).

Les ostéoblastes de lignée MG63 ont été cultivelasque de 75 cmz? (T75, BD Falcon, Le
Pont de Claix, France) a 37°C sous 5% de,, Gfans du milieu de Eagle modifié par
Dulbecco (DMEM) supplémenté de 10% de sérum de ¥esal (SVF) décomplémenté, et
additionné de 100 U/mL de pénicilline et de 100npig/de streptomycine. Lors des étapes
d’infection, ce milieu de culture cellulaire comp(®CC) était utilisé sans antibiotiques. La
lignée était entretenue a raison d’'un passage @aaise, et les ostéoblastes étaient utilisés
entre les "et 20M*passages aprés décongélation.

Les ostéoblastes primaires ont été isolés a mhatiragments de tétes fémorales préleves lors
de chirurgies de pose de prothése de hanche, apresentement éclairé des patients
concernés, et dans le cadre des biobanques descem4$fivils de Lyon. Les prélévements
osseux étaient collectés le jour de la chirurgiesddu tampon phosphate salin (PBS pour
phosphate-buffered salip@additionné de pénicilline (100 Ul/mL) et de st@pycine (100
pg/mL). Les tissus mous étaient retirés au scalpptés plusieurs lavages au PBS, les
prélévements étaient coupés en fragments osselpddemni et cultivés dans du MCC avec
antibiotiqgues supplémenté en acide ascorbique (Bthl). Le milieu était changé chaque
semaine jusqu’a confluence des cellules. Les oktg@s étaient alors caractérisés par des
tests biochimiques spécifiques (induction de la&@mn d’ostéocalcine par la vitamine D) et
congelés dans de I'azote liquide. Les expérimamiatutilisant ces cellules primaires ont été

réalisées lors d’'un passage unique des cellulés ajgrcongélation.
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Avant les expériences d’infection, les ostéoblastagent déposés dans des plaques 24 puits
pour culture cellulaire (Falcon, Le Pont de Cl&irance) a raison de 40,000 cellules par puits
dans 1 ml de MCC avec antibiotiques, et cultivéasdant 48h jusqu’a 80% de confluence.

b. Cultures bactériennes

Quarante-huit heures avant chaque expérience,oleshes d’intérét étaient décongelées,
repiquées sur gélose au sang (bioMérieux, Mardpil& France) et incubées 18h a 37°C. A
partir d’'une des colonies obtenues, une culturphase stationnaire était ensuite préparée par
incubation pendant 18h dans 5 mL de bouillon coewatle (BCC) (AES, Bruz, France). A
partir de cette culture en phase stationnaire, ldmkuspension était transféré dans 5 mL de
BCC stérile puis incubé a 37°C pendant 3h afin t¥ol des bactéries en phase de croissance
exponentielle. Le bouillon ainsi obtenu était veéeuis soniqué pendant 1 min a 100% afin
d’homogénéiser la suspension en supprimant les aaaériens. Le temps et l'intensité de
sonication avaient été préalablement établis ssol@ghe de référence.
Le nombre de bactéries était ensuite estimé partrgpdhotomeétrie selon la densité optique
(DO) a 600 nm de la suspension (9P a I'aide de droites de régression photométrique,
selon les équations suivantes :

- pourS. epidermidis CFU/mL = 7.02 x 1®x DOgpo— 1.03 x 16

- pourS. aureus CFU/mL = 7.16 x ODgpo— 3.10

La droite de régression photométrique p&uraureusavait été établie précédemment au
laboratoire. L’adaptation du modele a I'étude deickes deS. epidermidisa nécessité
I'établissement d’'une droite de régression photomét spécifique, a partir de sept souches
de S. epidermidichoisies au hasard. Les souches étaient cultipérdant 24h en BCC a
37°C. Les suspensions bactériennes étaient embluiées par raison 2 de 1 a 1/128. LaggO

de chaque dilution était mesurée avant étalemengiéose tryptophane-soja (TSA, Oxoid,
Dardilly, France). Aprés 24h d’incubation, les coks présentes sur chaque geélose étaient
enumeéreées et corrélées a ladggf@orrespondante, permettant d’obtenir la courbegmi&e en

Figure 21.
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Figure 21. Droite de régression linéaire photoméfde permettant d'estimer le nombre de bactéries par
millilitre de bouillon cceur-cervelle en fonction d&a densité optique a 600 nm, obtenue a partir depts

souches de S. epidermidis (données personnelles).

L’ensemble de ces étapes avaient pour but de stiisdaprécisément I'inoculum bactérien,

mesuré en nombre de bactéries / cellule (MOI pauitipficity of infection).
c. Infection des ostéoblastes

Apres deux lavages au DMEM et numération des @djula quantité nécessaire de
suspension bactérienne pour obtenir la MOI voutai ansférée dans chaque puits.

Apres 30 minutes de sédimentation des bactérie€ dur permettre la synchronisation du
début de linfection, les plaques étaient incub&e87°C pour permettre l'adhésion et
I'invasion cellulaire.

La MOI réelle était vérifiée par ensemencement slespensions bactériennes standardisées

sur gélose TSA par dilutions sériées.
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2. Adhésion bactérienne aux ostéoblastes

La mesure de l'adhésion des bactéries aux ostdéeblasait évaluée par une méthode de
cytométrie en flux développée dans le laborat@&s].

Apres I'étape d’infection, les cellules étaientdas 2 fois avec du DMEM avant d’étre mises
en suspension par incubation en présence de 508eutrypsine-EDTA 0.05% par puits
pendant 2 minutes a 37°C. Chaque puits était entant a 2 reprises avec 1 mL de MCC
sans antibiotique afin d’inactiver la trypsine et écupérer 'ensemble des cellules dans un
tube a hémolyse. Les cellules étaient ensuite $av&efois avec du PBS froid avant
centrifugation (1500 tours/minute, 5 minutes). Apé&imination du PBS par aspiration, les
cellules étaient incubées dans I'obscurité pend&niminutes en présence de vancomycine
couplée a un fluorochrome (Bodipy, Invitrogen, Gb#d, Etats-Unis) a la concentration de
0.8 ug/mL. En se fixant sur le peptidoglycane dep#aoi bactérienne sans pénétrer a
l'intérieur des cellules, la vancomycine marquaiihisa uniguement les bactéries extra-
cellulaires. Les cellules étaient alors lavéesi8 par du PBS et fixées avec 400 pL de PBS-
formol 1% (Sigma, St Louis, Etats-Unis) avant asalysur cytometre de flux
(FacsCANTO™, Becton Dickinson). La fluorescencet &nalysée en excluant les bactéries
non marquées et les débris cellulaires grace aitx antroles préparés. Le seuil de détection
de fluorescence était ajusté pour détecter moin8%edes cellules non infectées (témoin
négatif). Le nombre de bactéries adhérées étaimé&star la proportion de cellules porteuses
de staphylocoques marqués, ainsi que par l'intemsdyenne de fluorescence multiplié par la

proportion de cellules au-dessus du seuil (AFU).

3. Mesure de linternalisation des staphylocoques pdes ostéoblastes

Apres les 2h d’infection, les cellules étaient kwéleux fois au DMEM puis incubées a 37°C
pendant 1h en présence de 1 mL de gentamicine (PA#ching, Austria) a 200 pug/mL ou de

lysostaphine a 10 pg/mL, permettant la destructles bactéries restées extra-cellulaires.
Apres 1h, la gentamicine ou la lysostaphine étigée par deux nouveaux lavages au
DMEM.

Le nombre de bactéries intra-cellulaires étaitnestipar étalement sur gélose des lysats
cellulaires obtenus par choc osmotique a l'eaulst@ncubation dans 1 mL d'eau stérile

pendant de 10 minutes). Avant étalement, les lysaifulaires étaient soniqués pour

homogénéisation. Cette étape pouvait étre réabgges les 2h d’infection, pour évaluer
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uniquement I'étape d’internalisation, mais égaletregres une durée d’incubation donnée,

pour évaluer la persistance des bactéries damnsiésblastes.

4. Cytotoxicité induite par l'infection

Avant la phase de lyse cellulaire, 200 uL du sueaag de culture de chaque puits étaient
prélevés pour doser la quantité de lactates déspgdase (LDH) par méthode colorimétrique
dans un automate de biochimie dédié (DimensionayiSiemens Healthcare Diagnostics,
Tarryton, NY), la concentration de cette enzymerahtkellulaire relarguée en cas de
dommages membranaires étant proportionnelle au reordlostéoblastes lysés lors de
l'infection. Le pourcentage de mortalité cellulaétait calculé en comparant le taux de LDH
observé dans le surnageant des cellules infedt&d4.(,) avec celui de cellules non infectées
laissées intactes (LDpl) ou totalement lysées par choc osmotique (Ldddg selon la
formule suivante : [(LDlbs— LDHge,) / (LDH1009%- LDHge)] X 100.

5. Emergence intra-cellulaire des small colony variarg

Aprés étalement des lysats cellulaires sur gélasesamg, chaque boite de culture était
photographiée, permettant ensuite de dénombreorgbre de SCV en utilisant le logiciel
d'analyse d'image ImageJ (Rasband, W.S., U.S. Nalidnstitutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2012 En [l'absence de définition
consensuelle, les colonies ayant une surface éufiéxi au &" 4 la surface médiane de
'ensemble des colonies présentes sur chaque doitelture étaient considérées comme des
SCV.

6. Evaluation de I'activité intra-cellulaire des antibiotiques

Pour évaluer l'activité intra-cellulaire des artishylococciques, les cellules infectées étaient
incubées pendant 24 h a 37°C dans du MCC contdiaaibiotique a tester a différentes
concentration. Les différents parametres mesuredepanodele (nombre de bactéries intra-
cellulaire, nombre de SCV et cytotoxicité) étaieahsuite mesurés comme décrit

précédemment.
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[1l. Etude de la formation de biofilm

La capacité de formation de biofilm a été évaluae geux techniques explorant des stades

différents de la formation du biofilm.

1. Etude du biofilm mature : méthode colorimétrique duCrystal violet

La coloration au Crystal violet permet une évalratsemi-quantitative du biofilm mature
formé sur une plaque 96 puits par des bactériegssapr temps de croissance donné. La DO
mesurée apres solubilisation du biofilm coloré essteffet proportionnelle a la quantité de

biofilm formé sur les parois des puits (Figure BB7].

A
Inoculation
100 pL/puit de bouillon Lavages .
standardisé (DOgy,=1) Ciolsvaiice Hixation Coloratzon
Dilué au 1/250¢ 24h — 48h (méthanol) (CV 0.1%)
—— P e [ ’ Solubilisation
™3 ™R (acétate 33%)
‘ s
Y
\ / \ \Q / ) Lecture
- (DO 490nm)
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. t ) Vue de coté

%4 .
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4 ‘ Vue de dessus

biofilm + biofilm —

Figure 23. Principe de mesure de la quantité de fiilo mature formé par la méthode colorimétrique du

Crystal violet (A) et exemple de coloration danseumicroplaque 96 puits (B).

Les BCC contenant les souches en phase stationgtaient standardisées a Bg= 1 +/-

0.05. Les suspensions obtenues étaient ensuitéedilau 1/168"° en BCC stérile. Cent
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microlitres de chaque échantillon étaient déposés dine plaque 96 puits a fond plat non
coaté. Une plaque était ensuite incubée a 37°Cagneér#t ou 48h (une plague par temps de
mesure). Aprés élimination du surnageant par rawuent, les puits étaient ensuite lavés 3
fois a I'eau afin de supprimer les bactéries planicfues. Le biofilm était fixé par incubation
en présence de 100 uL de méthanol 99% (Sigma, Gis,L&JSA) par puits pendant 20
minutes. Aprés 3 lavages a 'eau stérile, chaqus gtait ensuite coloré avec 100 pL d’'une
solution de Crystal violet a 0.1% filtré (Sigma, 8buis, USA). Aprés 10 minutes
d’'incubation a température ambiante, le Crystaletiétait €liminé par retournement et les
puits sont lavés 5 fois a I'eau stérile. Aprés s@ehde la plaque 1h a température ambiante,
le biofilm coloré était alors solubilisé par inctiba 10 minutes en présence d’'acide acétique
glacial 33% (100 pL par puits) avant lecture imraéelide lintensité de coloration par
mesure de la DO a 490 nm. Des puits ne contenantdgquBCC stérile servaient de témoins
négatifs.

2. Cinétique de formation de biofilm : Biofilm Ring Test™

La méthode du Biofilm Ring Test™ permet d’explolarcinétique des étapes précoces de
formation de biofilm par des microorganismes dépatans les puits d’'une microplague avec
un toner constitué de particules magnétiques ocedo(&it microplaques strip well, Biofilm
Control™, St Beauzire, France). Ces billes magnésgsont progressivement immobilisées
dans le biofilm au cours de sa formation. Aprésediint temps d’incubation, le fond de la
plaque est scanné une premiére fois. Puis un aiesamrésenté sous chaque puits, attirant au
centre des puits les particules non « engluéess lgabiofilm. Le fond de la plaque est alors
scanné a nouveau. L’analyse comparative des indgésnd du puits « avant » et « apres »
aimantation par le logiciel Biofilm Elements™ fouran index de formation de biofilm (BFI
pour «Biofilm forming index»), convolution entre la forme et l'intensité denheau formé
par les microbilles de toner rassemblées au celtnguits par aimantation. En I'absence de
biofilm, 'ensemble des particules magnétiques sissent au centre du puits pour former un
spot sous l'influence du champ magnétique. Le BFbaéors supérieur a 7. Lorsque le biofilm
se développe, les particules progressivement imimébs sont plus faiblement mobilisables
par le champ magnétique et une atténuation du estobbservée (BFI entre 7 et 2). En
présence d’'un biofilm totalement formé, toutesgadicules sont immobilisées et il n'y a plus

de formation de spot. Le BFI se stabilise alorgautie 2 (Figure 24).
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Figure 24. Principe de la mesure de la formation isfilm par la méthode du Biofilm Ring Te&Y.

Pour chaque souche testée, a partir d’'un bouilloiplease stationnaire de croissance, une
suspension bactérienne était standardisée a urg BO 1 +/- 0.05 puis diluée au 1/250
dans du BCC stérile. Le toner était alors ajoutér pdotenir une concentration de 1%. Apres
homogénéisation, 200 uL de suspension bactériepaditules magnétiques étaient déposeés
dans les puits d'une barrette 8 puits (une par $erdp mesure) regroupés sur des
microplaques pouvant contenir 12 barrettes. Sugqudanicroplaque, 2 puits contenant du
BCC stérile avec toner et 2 puits avec du BCC staient préparés et utilisés comme
témoins. Les microplagues étaient ensuite incubé8s°C en aérobie en chambre humide.
Lors de chaque point de mesure, une microplague setdie de I'étuve et 100 puL d’huile
opague blanche étaient déposés sur chaque puitsett@nt d’obtenir le contraste nécessaire
au scannage du fond des puits. La plaque étais &t scannée avant et aprées 1 minute
d’aimantation et les images du fond des puits Btaaalysées par le logiciel Biofilm
Elements™ calculant le BFI.

Le BFI brut était transformé en « proportion ddesilimmobilisées » (RBI pour Relative
bead immobilisatior») par normalisation tenant compte du témoin BCner (BFlsrence
équivalent a une absence de formation de biofilinde témoin BCC seul (BRhimal

équivalent & 100% de billes immobilisées) selcimtenule suivante :

RB] = BFl;¢ference — BFlcondition
BFl ¢fsrence — BFlminimal
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Initialement développée par Chavant et al. a pddisouches deéseudomonas aerugingsa
cette méthode n’avait jusqu’ici été utilisée que pae seule équipe s®. aureusobtenant

des résultats concordants avec ceux obtenus paétlzode conventionnelle du crystal violet

[328,329].
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IV. Infections ostéo-articulaires a Staphylococcus epidermidis role de
I'internalisation dans les ostéoblastes et de larmation de biofilm

Longtemps uniquement considéré comme un commensiaergel de la peau et des
mugueusesS. epidermidisest un staphylocoque a coagulase négative désomaednnu
comme un pathogéne opportuniste majeur, notamrespbnsable d’infections nosocomiales
et/ou sur matériel étranger [8,9]. Moins étudié uaureusces staphylocoques a coagulase
négative, et en particuli&. epidermidissont pourtant responsables de 30 a 43% des IOA su
matériel orthopédique, devancant méme d@nsureusen termes de fréquence dans certaines
séries [5,10,330].

De nombreux travaux ont démontré dhieepidermidiest parfaitement adapté a la formation
et a la survie au sein de biofilm [331,332]. Com&eaureusil possede notamment de
nombreuses protéines d’adhésions spécifiques (MMM, indispensables a I'adhésion,
interagissant avec la matrice extra-cellulaire. m@nbreuses souches & epidermidis
possédent par ailleurs le lodaa (intercellular adhesio)y assurant notamment la synthése de
PNAG, élément capital de la cohésion bactérienngeaudu biofilm [333]. Enfin, la capacité
d’internalisation deS. epidermidisians des cellules non phagocytaires a été dénsoanex

les cellules épithéliales mammaires bovines etddisles endothéliales humaines [194-196].
L’internalisation deS. epidermidigar les ostéoblastes n’a, quant a elle, été dégué dans
une seule étude utilisant une unique souche cknispiée d’'l10A [198].

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressésCAnsur matériel aS. epidermidis
aujourd’hui principalement expliquées par I'inodida bactérienne, lors de la chirurgie, des
souches de colonisation du patient. Or, si le gertdeS. epidermidisest décrit comme
universel, les infections sur matériel orthopédigestent peu fréquentes. En dehors du réle
indéniable des facteurs liés a I'h6te (immunodépoespar exemple) ou a I'environnement
(non-respect d’'une asepsie chirurgicale stricteamatent), la question de I'expression de
facteurs bactériens chez certaines souches degppffiavorisant la survenue des IOA sur
matériel, parait légitime. Les souchesSleepidermidigesponsables d’IOA pourraient alors
représenter une sous-population particuliere dexhss de portage, que I'on pourrait

distinguer par la présence de caracteres de vaelparticuliers.
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L’objectif de ce travail a ainsi été de comparemwd@opulations deés. epidermidisl’'une
regroupant des souches responsables d’'lOA et tmdeales souches de portage nasal, vis-a-
vis des mécanismes phénotypiques de virulence iass@ux IOA staphylococciques
représentés par les capacités d’internalisatioigsanstéoblastes humains et de formation de

biofilm.
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Abstract

Background: Staphylococcus epidermidis orthopedic device infections are caused by direct inoculation of commensal flora
during surgery and remain rare, although S. epidermidis carriage is likely universal. We wondered whether S. epidermidis
orthopedic device infection strains might constitute a sub-population of commensal isolates with specific virulence ability.
Biofilm formation and invasion of osteoblasts by S. aureus contribute to bone and joint infection recurrence by protecting
bacteria from the host-immune system and most antibiotics. We aimed to determine whether S. epidermidis orthopedic
device infection isolates could be distinguished from commensal strains by their ability to invade osteoblasts and form
biofilms.

Materials and Methods: Orthopedic device infection S. epidermidis strains (n=15) were compared to nasal carriage isolates
(n=22). Osteoblast invasion was evaluated in an ex vivo infection model using MG63 osteoblastic cells co-cultured for 2
hours with bacteria. Adhesion of S. epidermidis to osteoblasts was explored by a flow cytometric approach, and internalized
bacteria were quantified by plating cell lysates after selective killing of extra-cellular bacteria with gentamicin. Early and
mature biofilm formations were evaluated by a crystal violet microtitration plate assay and the Biofilm Ring Test method.

Results: No difference was observed between commensal and infective strains in their ability to invade osteoblasts
(internalization rate 308+/—631 and 347+/—431 CFU/well, respectively). This low internalization rate correlated with a low
ability to adhere to osteoblasts. No difference was observed for biofilm formation between the two groups.

Conclusion: Osteoblast invasion and biofilm formation levels failed to distinguish S. epidermidis orthopedic device infection
strains from commensal isolates. This study provides the first assessment of the interaction between S. epidermidis strains
isolated from orthopedic device infections and osteoblasts, and suggests that bone cell invasion is not a major
pathophysiological mechanism in S. epidermidis orthopedic device infections, contrary to what is observed for S. aureus.
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Introduction The contrast between the low incidence of . epidermidis
orthopedic device infection and the highly prevalent S. epidermidis
carriage suggests that S. ¢pidermidis bone and joint infections might
either correspond to accidental events due to colonizing strains or
to a specific, more virulent sub-population of commensal isolates.
The existence of such specificity could be crucial because it may
impact the prevention and management of these severe infections.
The ability of a commensal pathogen to cause chronic diseases
that are difficult to treat suggests that these infections are

Staphylococcus epidermidis, coagulase-negative staphylococci, have
been considered innocuous commensals of human skin and
mucous membranes but are now accepted as the leading
opportunistic pathogens responsible for numerous nosocomial
infections [1]. In particular, they account for 30 to 43% of joint
prosthesis infections [2]. The current accepted pathophysiological
mechanism of S. epidermidis orthopedic device infection is the direct
inoculation of skin colonizing strains at the time of surgery [2-4].
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attributable to the ability of this organism to escape the immune
system and antibiotic therapy [1,5].

Two predominant mechanisms have been proposed to be
implicated in orthopedic device infections: 1) bacterial invasion and
persistence within non-professional phagocytes such as osteoblasts,
as previously demonstrated for S. aureus [6], and 1i) the ability of
bacteria to form biofilms [7-10]. The aim of the present study was
to determine if \S. epidernudis strains implicated in orthopedic device
bone and joint infections can be distinguished from colonizing
ones on the basis of these proposed mechanisms. We assayed 22
nasal carriage S. epidermidis strains and 15 bone-infective isolates in
ex vivo models of human osteoblast infection and biofilm formation
assays. This study received the approval of the French South-East
ethics committee.

Materials and Methods

Ethical Statement

This study received the approval of the French South-East
ethics committee, with the reference number 2013-018. In
accordance with the French legislation, written informed patient
consent was not required for any part of the study, and especially
for the human primary osteoblasts collection.

Bacterial Strains

We analyzed all S. epidermidis-positive bacteriological samples
collected in the orthopedic department of our institution between
2001 and 2011. Twenty-four strains that contributed to mono-
microbial orthopedic device infections (i.e., clinical evidence of
infection and at least 2 deep bacteriological S. epidermidis-positive
samples [2]) were considered for inclusion. For technical reasons,
gentamicin-resistant strains were excluded (n =9); thus, 15 clinical
orthopedic device infection isolates were included in the study
(total hip prosthesis (n =35), total knee prosthesis (n =6), intrame-
dullar osteosynthesis device (n=4)). Thirty-three S. epidermudis
colonizing isolates were selected from the staphylococcal strains
collected from nasal swabs of patients at admission in the
orthopedic surgery unit from June to December 2010. After
exclusion of gentamicin-resistant strains, 22 commensal isolates
were analyzed in this study. Identification of all S. epidermidis
isolates was confirmed by matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) as
previously described [11].

The nasal colonizing S. epidermidis NC'TC11047 strain, previ-
ously evaluated in a similar bone cell infection model [12], was
used as a control in each experiment. The S. aureus 8325-4
laboratory strain, which has been well characterized in its ability to
invade osteoblasts [13], was used as a control in each osteoblast
infection experiment. Prior to performing the assays, S. epidermis
cells were grown overnight (18 h) in a brain heart infusion (BHI)
(AES, Bruz, France) aerobically at 36.5°C. Five hundred
microliters of this suspension were transferred in a sterile BHI
and grown for 3 h aerobically at 36.5°C to obtain log-phase
cultures. Bacteria were harvested by centrifugation and suspended
in an assay medium. Suspensions were standardized on the basis of
optical density at 600 nm (ODg) using a photometric regression
formula established in preliminary experiments (data not shown):
CFU/mL =7. 10*xODg-10® for S. epidermidis and CFU/mL
=7.10°xODggq-3.107 for S. aureus.

Human Osteoblast Culture

All cell culture reagents were obtained from GIBCO (Paisley,
United Kingdom). The human osteoblastic cell line MG63 (CRL-
1427), which was purchased from LGC standard (USA), was
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routinely cultured in growth medium consisting of Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
calf serum (FBS) and contained 25 mM HEPES, 2 mM L-
glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 ug/mL streptomycin
(“growth medium with antibiotics”). Cells were passaged twice a
week and were used in experiments up to passage 20 after being
thawed from a stock culture.

Primary human osteoblasts were isolated from non-infected
patients and sampled during routine hip surgery. Bone specimens
were collected on the day of surgery in phosphate-buffered saline
(PBS, bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) containing penicillin
(100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mL) and processed the
same day. Excess blood and soft tissue were removed with a scalpel
aided by several PBS rinses. Samples were cut into fragments of 1
to 2 mm”® and cultured in routine growth medium with antibiotics
and supplemented with 50 pug/mL of ascorbic acid (Sigma
Aldrich, St Louis, USA). The medium was thereafter changed
once a week until cells became confluent. Osteoblasts were
characterized by an osteocalcin assay, frozen, and used only once
upon thawing.

Invasion of Osteoblasts by S. epidermidis Using a
Gentamicin Protection Assay (Fig. 1)

Osteoblasts were seeded at 40,000 cells per well into 24-well
tissue cultures plates (Falcon, Le Pont de Claix, France) in 1 mL of
growth medium with antibiotics and cultured for 2 days until 70 to
80% confluence. Cells were washed twice with 1 mL of DMEM
before the addition of bacteria. Bacterial suspensions in growth
medium without antibiotics were added to the bone cell culture
wells at a multiplicity of infection (MOI) of 500:1 for S. epidermidis
and 100:1 for S. aureus. After 2 h of co-culture of bacteria and
osteoblasts in a 37°C/5% COs incubator, cell cultures were
washed twice with 1 mLL DMEM and incubated 1 hour with
growth medium supplemented with 200 pg/mlL gentamicin (PAA,
Pasching, Austria) to kill the remaining extracellular staphylococ-
cal cells. One hundred microliters of each culture supernatant
were plated onto tryptic soy agar plates (T'SA, Oxoid, Dardilly,
France) to confirm the absence of living extracellular bacteria.
Osteoblast cultures were washed twice with DMEM and
subsequently lysed by a 10-minute incubation period with sterile
purified water. To quantify internalized bacteria, suspension
dilutions of cell lysates were plated in duplicate on TSA plates
followed by an overnight incubation at 37°C.

Adhesion of S. epidermidis to Osteoblasts (Fig. 1)
Staphylococeus  epidermidis adhesion to osteoblasts was assessed
using a flow cytometry-based assay as previously described [13].
Three colonizing and three infective S. epidermidis strains were
randomly selected and tested in addition to S. epidermudis
NCTC11047 and S. aureus 8325-4 strains, which were used as
controls. Briefly, after 2 h of bacterial co-culture (MOI of 500:1
and 100:1 for S. epidermidis and S. aureus, respectively), osteoblasts
were washed twice with DMEM, harvested from the plates using a
0.05% trypsin-EDTA (GIBCO, Paisley, United Kingdom) treat-
ment for 2 min at 37°C, and washed twice with ice-cold PBS.
Then, they were incubated on ice and in the dark for 15 min with
a 1:1 mixture of vancomycin and BODIPY FL vancomycin
(Invitrogen, Grand Island, USA) at a concentration of 0.8 pg/mL,
which targets the bacterial peptidoglycan and cannot penetrate
intact cells. After labeling, cells were washed twice with PBS and
fixed in 1% formaldehyde (Sigma Aldrich, St Louis, USA). Flow
cytometry analysis was performed with a Canto II cytometer
(Becton Dickinson) using the FL-1 channel to measure the
fluorescence intensity and the F'SC/SCC stopping gate to exclude
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Figure 1. Gentamicin protection assay. MOI: Multiplicity of infection.
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cellular debris and unbound bacteria. The fluorescence intensity
marker (M) was set to include less than 2% of uninfected cells
(negative control). The total number of bacteria was estimated as
the mean fluorescence intensity of cells in M multiplied by the
proportion of cells in M, which is represented in arbitrary
fluorescence units (AFU) [13].

PLOS ONE | www.plosone.org 3

S. epidermidis Orthopedic Device Infections

3h 37°C  18h 37°C

INTERNALIZATION

o Killing of
Gentamicin extra-cellular
200 pg/mL 1h bacteria

Osmotic shock

c .
(sterile water) ell lysis

@)
@)

-~
0 A

<

Quantification of internalized
bacteria by plating cell lysates

S. epidermidis Biofilm Formation

Biofilm formation was evaluated by a tissue culture plate
method using crystal violet, which allows for a semi-quantitative
measurement of mature biofilms [14]. After adjusting the ODgp
of overnight bacterial suspensions at 1+/—0.05, they were diluted
1:100 in sterile BHI, and 100 puL of bacterial suspension were
seeded in 96-well flat bottom plates (Becton Dickinson). Four wells
were used for each isolate. Negative control wells contained BHI
alone.
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After 24 and 48 h of growth at 37°C, the contents of each well
were gently removed, and the wells were washed three times with
water to suppress the free-floating bacteria. Biofilms formed by
adherent bacteria were fixed with 100 pL of 99% methanol (VWR
International, Briare, France) per well for 20 min and air dried for
I h under a chemical hood. Fixed bacteria were colored with
100 pL of 0.1% crystal violet (Merck, Fontenay-sous-bois, France)
per well for 10 min, and excess stain was rinsed off by washing five
times with water before air-drying. Dye bound to the biofilm was
resolubilized with 100 pl of 33% acetic acid (VWR International)
per well. The ODygy was measured in each well with a micro
ELISA Auto Reader, Model 680 (BioRad, Hercules, USA). Tests
were performed in triplicate, and an average OD,qy value was
calculated for each strain and for the negative controls. Finally, the
ODygo value of the tested strain was expressed as an average
OD,q value of the tested strain normalized to the control ODgqq
value.

The ability to form biofilms was also explored using the BioFilm
Ring test (BiokFilm Control, Saint Beauzire, France), as described
by Chavant et al [15]. Briefly, this technique includes the
immobilization of magnetic beads embedded in bacterial aggre-
gates following biofilm formation. After adjusting the ODggq of
overnight bacterial suspensions at 14+/—0.05, the suspensions were
diluted 1:250 in fresh BHI and mixed with 1% of tonner solution
corresponding to a magnetic bead suspension. The mixtures were
homogenized, and 200 pl were deposited in each well of a 96-well
microplate (12 8-well polystyrene strips). Each strain was cultured
in duplicate. Every 2 h for 24 h, wells of one plate were covered
with 100 ul of contrast solution (white opaque oil). The entire strip
was placed for 1 min on a dedicated block test (magnet support)
for magnetization contact and scanned with the plate reader to
obtain an image for each well. During magnetization contact, free
beads were attracted to the center of the bottom of wells and
formed a spot, but beads blocked within the biofilm remain in
suspension. The BioFilm Control software (BioFilm Elements)
analyzes the images of each well before and after magnetization
and calculates a value termed the BioFilm Index (BFI). Each
observed BFI (BFI,) was normalized to a proportion of immobi-
lized beads (RBI for Relative Bead Immobilization) compared with
controls with (BFLcference) and without (BFLinima) beads using the
following  formula:  RBI= [(BFL,cterence-BFLo)/ (BF L cterence
BFIminimal) ] 0

Molecular Characterization by Pulsed-field Gel
Electrophoresis

Staphylococcus epidermidis isolates were submitted to pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) analysis to assess their genetic diversity.
Genomic DNA was extracted from log-phase cultures grown for
2 h in BHI broth, prepared in low-melting point agarose plugs
(InCert agarose, Lonza, Basel, Switzerland) and digested with the
endonuclease Smal (Roche, Rosny-sous-bois, Irance). DNA
fragments were resolved on a 1% agarose gel (SeaKem agarose,
Lonza, Basel, Switzerland) with a contour-clamped homogeneous
clectric field apparatus GenePath (BioRad, Marnes-la-coquette,
France) at 6 V/cm with switching times ramped from 5 to 35 s for
20 h at 14°C. Gels were stained with Sybr Safe (Invitrogen,
Carlsbad, USA). PFGE profiles and phylogenic analysis were
performed with the GelCompar II software included in Bionu-
merics from Applied Maths (Kortrijk, Belgium). A dendrogram
was generated using the Pearson correlation coefficient and by
clustering using the unweighted pair group method analysis
(UPGMA) with average linkages at a maximum position tolerance
of 2%. The PFGE profiles were interpreted according to the
criteria of Tenover et al. Isolates with DNA fingerprints differing
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by more than three bands and a similarity of less than 80%
provided by the dendrogram analysis were interpreted as different

PFGE types.

Statistical Analysis

Descriptive statistics were used to estimate the frequencies of the
study variables, which are described as the means and standard
deviations. Differences between colonizing and infective strains
were analyzed using the Mann-Whitney U tests, except for the
Biofilm Ring test kinetic of biofilm formation, which was assessed
by a two-way ANOVA test. A value of p<<0.05 was significant. All
analyses were performed using XLSTAT v.2011.1.02 (Addinsoft).

Results

Internalization of S. epidermidis in Human Osteoblasts

MG63 osteoblasts were infected with increasing MOIs of the
reference strain NCTC11047 (fig. 2A), and the results demon-
strated that the number of bacteria that are internalized was MOI-
dependent, where more S. ¢pidermidis was internalized when the
MOI rose from 250:1 to 500:1. Based on these results, the MOI of
500:1 was chosen for all further invasion experiments. The ability
of each of the clinical S. epidermidis strains to invade MG63
osteoblasts was evaluated in triplicate using a gentamicin
protection assay. No difference in the osteoblast invasion rate
was observed between colonizing and orthopedic device infection
strains, where the numbers of internalized bacteria were 308+/
—631 and 347+/—431 CFU/well, respectively, corresponding to
0.0008+/—0.0013% and 0.0004+/—0.0005% of the inoculums
(p=0.973) (fig. 2B). The internalization rate of the reference strain
S. epidermidis NCTC11047 was estimated at 5165+/—2748 CFU/
well (0.013+/—0.009% of the inoculums). The internalization rate
of S. auwreus 8325-4 was estimated at 0.374+/—0.20% of the
inoculums.

To exclude a bias due to a “cell line effect”, this low
internalization rate of S. epidermidis in MG63 cells was confirmed
using primary bone cells by testing the invasion ability of the
reference strain NC'TC11047 (0.0018+/—0.002%) and a random-
ly-chosen clinical strain (0.0001+/—0.0002%) (fig. 2C).

Adhesion of S. epidermidis to Human Osteoblasts

Given the low rate of invasion observed for S. epidermidis and
that adhesion is a prerequisite for internalization, we assessed the
ability of six randomly selected S. epidermidis clinical strains to
adhere to MG63 osteoblasts. S. epidermudis NCTC11047 and S.
aureus 8325-4 were used as controls (fig. 3 and 4). The AFU for the
NCTC11047 reference strain and clinical strains were 3.38+/
—1.1 and 6.04+/—3.8, respectively, corresponding to 4.5% +/
—1.3% and 6.7% +/—34% of cells bearing bacteria. No
significant differences between nasal colonizing (n=3) and
infective (n = 3) strains were observed (p =0.513). For comparison,
the AFU obtained for S. auwreus was higher at 158.5+/—4.93,
corresponding to 61.7% of cells associated with bacteria. As
expected, the background fluorescence control (uninfected cells)
was low (AFU =1.6).

Biofilm Formation

The Biofilm Ring test was used to assess the early biofilm-
forming ability of the clinical S. gpidermidis strains. No differences
were observed between the nasal colonizing and infective strains
(two-way ANOVA, p=0.81), and the results agreed with those
observed for the reference strain NCTC11047. All strains
produced biofilms and completely immobilized the beads after 8
to 12 hours (fig. 5A). For comparison, in our experimental
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Figure 2. Invasion of human osteoblasts by S. epidermidis
clinical isolates. A. Determination of the optimal multiplicity of
infection (MOI) for use in osteoblast invasion assays (reference strain
NCTC11047). B. Evaluation of the rate at which S. epidermidis strains
invade the MG63 osteoblastic cell line for nasal colonization (n=22)
versus orthopedic infection (n=15) isolates. C. Comparison of the
invasion rate in MG63 osteoblastic cells and primary human osteoblasts
for S. aureus 8325-4, S. epidermidis NCTC11047, and one randomly
chosen S. epidermidis clinical isolate. Data are represented as the means
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and standard deviations of three replicate cultures from one gentamicin
protection assay. NS: Not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0067240.g002

conditions, S. aureus 8325-4 completely immobilized the beads in
less than 4 hours as did most of the clinical S. aureus isolates (data
not shown).

Similarly, the crystal violet staining method revealed no
differences in mature biofilm-forming ability between the two
groups at 24 h (p=0.051) and 48 h (p=0.93) (fig. 5B).

Genetic Diversity: Pulse-field Gel Electrophoresis (PFGE)
Patterns Analysis

The 38 S. epidermudis isolates exhibited 34 Smal PFGE types,
demonstrating a high genetic diversity between the tested strains
(fig. 6). One strain remained resistant to the Smal restriction
enzyme and was assigned a specific non-restricted profile.

Discussion

Our study investigated whether internalization in osteoblasts
and biofilm formation represented virulence factors that could
discriminate S. epidermidis strains causing orthopedic device
infections from colonizing ones. No differences were demonstrated
between the two clinical populations (nasal versus orthopedic
device infection strains) concerning their ability to invade MG63
osteoblastic cell lines. Similarly, biofilm formation, measured in its
early and late phases by the Biofilm Ring test and crystal violet
staining method, respectively, failed to discriminate these two
isolate groups. Molecular typing of all strains by PFGE demon-
strated a great diversity within the tested strains, which excluded
the possibility that a low diversity was contributing to the absence
of observed differences.

Some limitations of this study must be addressed. First, the
selective use of gentamicin-susceptible isolates due to technical
requirements to evaluate bone cells invasion using a gentamicin
protection assay may have introduced a selection bias. Indeed,
strains that may have acquired specific virulence factors associated
with gentamicin resistance were excluded. However, we did not
observe support for such a hypothesis in the published literature,
so we consider that this bias likely does not alter our results.
Second, based on the physiopathological model of S. epidermudis
orthopedic device infection, colonizing strains from skin would
have been more appropriate than from nares. Again, we did not
identify any data that has demonstrated that colonizing .
epidermidis strains differed according to the site of carriage.

Several studies have attempted to identify features that
distinguish invasive and pathogenic S. epidermidis strains from
colonizing ones by mostly focusing on specific virulence factors.
The IS256 mobile element has been epidemiologically related to .
epidermidis infecting isolates and proposed as a molecular marker
for invasive strains [16,17]. This insertion sequence has been
identified in 26 out 32 prosthetic joint infection isolates, whereas
only one of the commensal strains harbored it [17]. Moreover, Gu
et al. reported that insertion of IS256 within the agr locus in
clinical isolates decreased agr expression and consequently induced
a global disruption of staphylococcal virulence factors that finally
enhanced the success of S. epidermidis during infection of indwelling
medical devices [16]. The role of the IS256 element in infection
has also been attributed to its potential direct impact on biofilm
formation due to its insertion within the poly-N-acetyl-glucos-
amine (PNAG)/polysaccharide intercellular adhesin (PIA) gene
[18], which allows for the production of mature biofilms. Given
that the production of PNAG/PIA is also regulated by the iwa-

June 2013 | Volume 8 | Issue 6 | 67240



A1 A2

Uninfected cells

S8C-A  (x1000)
100 150 200 250

. o

llllllllllllll'llllllllll
50 100 150 200 250
FSC-A (x 1000)

B1 B2

S. epidermidis NCTC11047

fl]

2
LiLl

SSC-A  (x1000)
100 150 2?0

"

llllllllllllllllllllllllI

50 100 150 200 250
FSC-A (1000
C1 S. aureus 8325-4 C2

e
&
< 27
-2
w -
w o
CE

-IIIIllllllllllllllllllllll

50 100 150 200 250

FSC-A (x 1000)

Count

Count

Count

S. epidermidis Orthopedic Device Infections

Uninfected cells

2%

v

1 llllllll 1 T

10

Ll lllllll
10*

1z 10°

10
FITC-H

S. epidermidis NCTC11047

4.2%

v

T

LB EEELE B
10

1 l|ll|l| 1
10*

10°
FITC-H

S. aureus 8325-4

61.0%

v

1 Illllll
10*

2 IDS

10
FITC-H

Figure 3. Flow cytometric quantification of adhesion to MG63 osteoblasts by S. epidermidis. Flow cytometry analysis was performed using
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strains S. epidermidis NCTC1147 (B) and S. aureus 8325-4 (C).
doi:10.1371/journal.pone.0067240.g003

operon genes, this operon has been proposed as a discriminating
marker between S. gpidermidis strains responsible for infection and
colonization [19]. This marker was detected in 54 S. epidermidis
strains collected from patients with bone and joint infections
(81.5%), whereas only 17.4% of commensal isolates (n=23)
harbored this operon (p<<0.01) [19]. Nevertheless, PNAG/PIA has

PLOS ONE | www.plosone.org

been excluded as the unique pivotal factor for biofilm formation,
and isolates lacking ica operon have been demonstrated to form
biofilms through other adhesion proteins such as biofilm-associ-
ated protein (BAP) or accumulation-associated protein (AAP) [20].
More globally, if biofilms, and consequently most biofilm-
associated virulence factors, participate in pathogenesis, they are
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Figure 4. Quantification of S. epidermidis adhesion to MG63 osteoblasts. After 2 h of co-culture of MG63 osteoblasts with infective and
colonizing S. epidermidis strains (n =3 each) and S. aureus strains at an MOI of 500:1 and 100:1, respectively, adhered bacteria were labeled using the
membrane-impermeable fluorochrome BODIPY FL vancomycin. The results are presented as the means and standard deviations of the proportion of
cells bearing bacteria (A) and of arbitrary fluorescence units (AFUs) (B).

doi:10.1371/journal.pone.0067240.9004
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Figure 5. Evaluation of biofilm-formation ability of S. epidermidis clinical isolates. A. Kinetics of early biofilm formation was assayed by the
Biofilm Ring Test method for the reference strain NCTC11047 and for infective (n=15) and colonizing (n=22) S. epidermidis strains. B. Quantification
of mature biofilm formation after 24 and 48 h by the crystal violet staining method for the S. epidermidis reference strain NCTC11047 and 37 clinical
isolates.

doi:10.1371/journal.pone.0067240.9005
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Figure 6. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) pattern analysis. The number on horizontal lines indicates the percentage of homology by
the Pearson correlation. BJI: Bone and joint infective strains; NC: Nasal carriage stains. One strain remained resistant to Smal digestion and was

assigned a specific non-restricted profile.
doi:10.1371/journal.pone.0067240.9006

also likely involved in maintaining species in a commensal state.
For example, the importance of adhesins and proteins involved in
the physiological biofilm formation (such as PNAG/PIA) during
skin and mucous membrane colonization, where bacteria are
subjected to significant mechanical forces, has been thoroughly
demonstrated [21]. This finding could explain why numerous
other studies have shown that invasive and commensal .
epidermidis strains could not be distinguished on the basis of their
virulence factors [21-23], which supports the hypothesis of some
authors of an accidental origin of infection from colonizing strains.

An unexpected insight from our study is the difference in bone
cell invasion rates between the S. epidermidis and S. aureus strains. In
2007, Khalil et al. suggested a role for osteoblast invasion in the
pathogenesis of S. gpidermidis bone and joint infections based on the
results from a limited number of clinical isolates (n=4), which
included only one bone-infective strain [12]. Here, we describe the
first evaluation of the ability of a large collection of clinical S.
epidermidis strains to invade bone cells. We demonstrated an
extremely low internalization rate, 0.006% of the inocula,
compared to 0.5 to 5%, which was classically observed for S.
aureus in the same model. The particular nature of cell lines that
are classically associated with the loss of some phenotypic
characters led us to consider a possible “cell line effect” that
may not reflect the i vivo reality [24]. Therefore, we repeated
experiments on primary human osteoblasts, which yielded
concordant results and confirmed the low ability of S. epidermidis
to be internalized by cultured human osteoblasts in our model. As
S. aureus adhesion to osteoblasts (via the staphylococcal fibronectin-
binding protein (FnBP) interaction with cellular o581 integrin) had
been shown as necessary and sufficient for its internalization [6],
we explored this step of the osteoblast - S. epidermidis interaction.
Our results demonstrated that S. epidermidis adhered to osteoblasts
at an extremely low rate. Nevertheless, the flow cytometric-based
approach only evaluates strong interactions, such as a5f1
integrin/FnBP. As InBP are absent in S. epidernudis, the
mechanisms of cell adhesion may be different. However, this does
not challenge the results observed in the S. epidermidis internaliza-
tion model, as the method quantifying bone cell invasion is
independent of interaction type. Our data also suggest that
internalization within osteoblasts is a less important pathophysi-
ological mechanism for S. epidermidis orthopedic device infections
than for S. awreus. Similarly, this mechanism seems to be more
important in other clinical contexts involving S. epidermudis, such as
bovine mastitis or urinary or endovascular infections. Indeed,
several studies have demonstrated a high S. epidermidis internali-
zation rate within endothelial [25], urothelial [26] or bovine
mammary epithelial cells [27,28]. Given that S. epidermidis is a
universal commensal that expresses virulence factors that do not
necessarily differ depending on the site of infection, it would be
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interesting to evaluate strains that are highly internalized in
epithelial mammary cells in the context of our osteoblast infection
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Conclusions

The abilities of S. epidermidis to internalize in osteoblasts and to
form biofilms failed to distinguish \S. epidermidis strains isolated from
infected orthopedic devices from nasal carriage isolates. These
results support the hypothesis that S. epidermudis infections are an
accidental event arising from the commensal flora, which colonize
and infect strains that are clustered in a single microbiological
entity. Given that a sub-group of patients with a higher risk of
surgical site infection could not be detected based on the virulence
of their S. epidermidis colonizing strains, only strict surgical asepsy
may be able to reduce the incidence of S. ¢pidermidis orthopedic
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Our study provides the first assessment of the interaction
between osteoblasts and a collection of clinical S. epidermidis strains
responsible for bone and joint infections. Given our results
obtained in our ex viwvo models, internalization of S. epidermidis in
human osteoblasts is not a likely major pathophysiological
mechanism in orthopedic device infections, contrary to what is
observed in other clinical situations, such as bovine mastitis or
endovascular infections, or with other pathogens, such as S. aureus.
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V. Infections ostéo-articulaires a Staphylococcus aureus épidémiologie

moléculaire

Les infections nosocomiales et 'émergence de sl@moenmunautaires de SARM constituant
des enjeux majeurs de santé publique, la grandeoriéajdes études cliniques et
fondamentales sur les IOAS aureugportent sur les souches résistantes a la méteilEn
particulier, la corrélation entre l'internalisatidans les ostéoblastes et la chronicité des IOA a
été démontrée dans notre laboratoire a partir desipaux clones de SARM circulants [324].
De plus, I'importante clonalité des SARM et l'asstion des clones communautaires et
nosocomiaux a des entités cliniques relativementdgenes a rendu possible une corrélation
bactério-clinigue sans avoir accés a des donnéaguds extensives. Toutefois, les SASM
restent trés majoritairement représentés dansQés y compris sur matériel. Nous avons
donc souhaité confirmer les résultats obtenus &&SARM en utilisant une collection de

souches cliniques de SASM responsables d'IOA.

Tous les patients porteurs d’'une IOA a SASM suanglile CRIOAC des Hospices Civils de
Lyon entre 2001 et 2011 ont été considérés pourcllision dans notre cohorte.
Conformément aux recommandations actuelles, lendgtg d’'IOA était basé sur I'existence
de signes cliniques, radiologiques et biologiqud®Al et d’au moins un prélévement
bactériologique de référence (i.e. ponction aréital préléevement chirurgical et/ou
hémoculture) positif a SASM [11-13]. Les dossielmiques ont été analysés et les
informations pertinentes ont été recueillies dans grille de recueil standardisée, incluant
données démographiques, antécédents (résumésirmexl’de comorbidités de Charlson
[334]), type d'IOA, présentation clinique, biologig et radiologique, prise en charge
meédicale et chirurgicale, et évolution.

Deux cent onze patients ont ainsi été identifig&ea analyse des dossiers cliniques, six ont
été exclus du fait de données manquantes trop tenes, ainsi que trois patients porteurs
d'une I0A de contiguité sur mal perforant plantairdu fait des caractéristiques
physiopathologiques et de la prise en charge jpdigres de ces infections [28]. Parmi les 202
patients restant, 116 souches cliniques avaientc@ébservées. Les souches issues d'une
récidive (n=19) et les souches de SCVs stables)(onRété excluesAu final, 95 couples
patients-souches ont été inclues, représentant 687(4%) IOA aigués (délai entre le
début des symptdmes et le diagnostic4 semaines) et 31 (32.6%) IOA chroniques.
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La premiére étape d’'analyse de cette collectiorealé déterminer le fond génétique de ces
souches de SASM.

La premiére méthode utilisée était basée sur lanique de référence dspa typing
consistant en I'amplification et au séquencagead@dion X du géne de la protéine #pé@,
hautement polymorphique, et porteuse de séquenoelotidiques répétées. Le fond
génétique est alors déterminé par la séquenceoritbme de répétitions et I'ordre de ces
séquences répétées [335,336]. La seconde méthodesasté en I'utilisation d’'une puce a
ADN, permettant la détection simultanée de 172 gede virulence et de résistance.
L’analyse des informations fournies par la puce gal@ment permis lattribution d'un
complexe clonal, comme décrit précédemment [337].

Comme attendu pour une collection de SASM, le sengede notre collection a mis en
evidence une importante diversité génétique, reaoul7 complexes clonaux différents,
dont 7 incluaient au moins 5 souches différentesré&Sultat était concordant avec la seule
étude rapportant une analyse de clonalité des SA88ponsables d'IOA menée en
Allemagne en 2005-2006 [338]. Cette étude mettgaledment en avant une grande diversité
géneétique, et retrouvait les mémes clones prédoif@C8, CC45 et CC30 notamment).
Toutefois, un élément marquant a été la constatat® 9 souches (9.5%) appartenant au
complexe clonal 398 (CC398). Ce clone de SASM ritasta effet jamais été décrit dans les
IOA. En revanche, son homologue résistant a laailiégte est mis en avant depuis une
dizaine d’années comme le principal représentasiclimes de SARM émergent du réservoir
animal [339,340]. Initialement décrit comme col@msde nombreuses especes animales, le
SARM CC398 a secondairement été associé a de noggz@nfections humaines [340]. Une
étude moléculaire récente a mis en évidence quione de SARM pourrait en fait provenir
d’'un SASM CC398 humain [339], peu décrit chez Imal mais associé a la colonisation
humaine de 0.2 a 3.7% de la population, et a dagesgtuations pathologiques telles que les
infections respiratoires, de la peau et des tissass, des endocardites infectieuses et des
bactériémies [341-344]. Enfin, sur les 9 SASM CCa&@8notre collection (2001-2011), 8

provenaient de souches isolées a partir de 20@08uéwit une émergence récente de ce clone.

Afin de mieux caractériser ce phénomene, nous aveoslu mener une étude
épidémiologique plus large, incluant 485 souchesSAS8M isolées d’'IOA et 348 SASM
responsables de portage nasal dans 5 centresifalngs collections de ces différents centres
ont été criblées a l'aide d'une PCR spécifique thne CC398, amplifiant le géngaul-

hsdS]1comme précédemment décrit [345].
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In addition to being a frequent colonizing organism, Staphylo-
coccus aureus is one of the leading causes of human suppurative
infections, such as bone and joint infections (BJls). Although
wild isolates are susceptible to methicillin (methicillin-suscep-
tible S. aureus (MSSA)), methicillin-resistant S. aureus (MRSA)
isolates emerged from MSSA initially in hospital settings
(so-called hospital-acquired MRSA) and then in the community
(community-acquired MRSA) by acquiring the SCCmec ele-
ment harbouring the mecA gene, which encodes a specific
penicillin-binding protein (PBP2a). In the past [0 years,
livestock has been described as a third MRSA reservoir
(livestock-associated MRSA), notably because of the world-
wide spread of MRSA of sequence type (ST) 398 or related
STs clustered in clonal complex (CC) 398 [I,2]. Initially
reported as an animal colonizer, MRSA CC398 has been
shown to be responsible for various human infections [2].
Whole genome sequence analysis has provided evidence that
this MRSA clone probably originated in humans as MSSA, and
then jumped to livestock, where it acquired methicillin
resistance-associated genes [|]. However, little is known
about this MSSA CC398 counterpart. Poorly described in
animals, this clone was recently reported in people lacking
livestock-associated risk factors as a rare pathogen in various
conditions such as bloodstream, respiratory tract and skin and
soft tissue infections, and infective endocarditis in several
countries, as well as a rare human nasal commensal [3-7].
However, the role of MSSA CC398 in BJls has not been
described.

To investigate MSSA CC398 in BJls, we conducted a
retrospective study of all patients with monomicrobial or
polymicrobial MSSA BJI (i.e. clinical evidence of infection and at
least one reliable MSSA-positive bacteriological sample) diag-
nosed in four French geographical areas between 2009 and
2012 (Fig. 1). Because nasal carriage of staphylococci is
associated with a high risk of S. aureus infection, a control
population of nasal-colonizing isolates was established in two
of the participating centres, obtained by nasal sampling of
patients admitted for orthopaedic surgery (excluding patients
with BJls) or in intensive-care units. S. aureus characterization
was initially performed with the automated system Vitek-2
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

A total of 485 isolates from patients with MSSA BJls (Lyon,
n = 173 (Hospices Civils de Lyon, n = 75; Novescia, n = 98);
Montpellier, n = 132; Saint-Etienne, n = 96; Paris, n = 84)
were screened by the use of CC398-specific PCR targeting the
saul—hsdS| gene, as previously described [8]. Within this
MSSA BJI collection, 68 of the 485 isolates (14.0%) belonged to
CC398. For comparison, 31 (9.0%) of the 346 nasal-colonizing
MSSA isolates (Hospices Civils de Lyon, from 2010 to 2012,

©2014 The Authors
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FIG. I. Map showing the four geographical areas included in the study.

n = 228; Montpellier, 2012, n = 118) were CC398. Because
most previous international staphylococcal clonal distribution
studies have mainly focused on MRSA, it is difficult to
determine whether this clone is emerging or has been
neglected thus far. However, several facts argue for emer-
gence. Concerning nasal-colonizing strains, CC398 accounted
for only two of 829 (0.2%) MSSA isolates in a Dutch study
published in 2008, and two of 52 (3.8%) Spanish MSSA isolates
in 2009 [3,4]. With respect to BJls, Luedicke et al. reported a
high diversity of staphylococcal genetic backgrounds for the
2005-2006 period in Germany, with a distribution of the major
CGCs similar to that in our study, but no CC398 [9]. These
differences may have been influenced by geographical area, but
the hypothesis that this clone emerged and rapidly spread is
supported by the fact that only one CC398 strain was
identified in 2008 during screening of BJI MSSA strains isolated
in our hospital in the period between 2001 and 2008 among 52
isolates (1.9%; p 0.081).

Surprisingly, heterogeneity in geographical distribution was
observed. The prevalence of CC398 among MSSA BJl isolates
was only 3.1% in Saint-Etienne, reached 10.4% in Lyon, and was
as high as 19.0% in Paris and 23.5% in Montpellier. The

frequency in Montpellier was significantly different from that

©2014 The Authors

observed in Saint-Etienne (p 0.002) and Lyon (p 0.009), and
the frequency in Paris was different from that in Saint-Etienne
(p 0.002) and Lyon (p 0.046). It is of note that the lower
prevalence of MSSA CC398 was found in two cities that are
close to each other (Lyon and Saint-Etienne; 50 km). Similarly,
an important difference was observed in MSSA CC398 rate
among nasal-colonizing isolates between Lyon (n = 9/228;
3.9%) and Montpellier (n =22/118; 18.6%; p 0.013). This
heterogeneity in geographical prevalence raises the question of
the driving mechanism. It may lie in greater endemic diffusion
in some areas, possibly related to specific routes of transmis-
sion, risk factors, and environmental conditions, or the
emergence of subpopulations associated with the acquisition
of particular genetic traits in other areas.

In an ancillary study, MSSA BJIs identified in our hospital
(n = 75) between 2011 and 2012 were extensively character-
ized with respect to genetic background, virulence and
resistance genes, and clinical characteristics. CC assignment
on the basis of DNA microarray results (StaphyType; Alere,
Jena, Germany) was in agreement with the CC398-specific
PCR results [10,11]. As expected for the MSSA collection, a
great diversity of CCs was observed (n = 20), among which
CC398 was the fourth most common (n = 8; 10.7%), behind

Clinical Microbiology and Infection ©2014 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI
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CC30 (n=12; 16.0%), CC5 (n=10; 13.3%), and CCA45
(n =9; 12.0%). CC398 was associated with three different spa
types, namely t571 (n = 6), t034 (n = 1), and t002 (n = I). No
significant differences were observed between CC398 and
other strains with respect to demographic characteristics and
the clinical presentation of BJls (Table |). Conversely, MSSA
CC398 BJIs were significantly associated with a lower
biological inflammatory syndrome (p 0.035) and lower treat-
ment failure rates (0% vs. 37.3%, p 0.032). These results should
be interpreted with caution, because of the large number of
statistical tests performed and the small number of included
cases of each clone. Nevertheless, this low virulence profile is
in agreement with DNA microarray analysis revealing no
particular resistance gene (except for an isolated resistance
to macrolides related to the ermT gene), and none of the
major, most well-known staphylococcal virulence genes, with

the exception of one strain bearing the genes for enterotox-

TABLE |. Characteristics of the 75 patients with methicil-
lin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) bone and joint
infection (BJI) included at the Lyon University Hospitals, and

comparison between clonal complex (CC) 398 and other

clones
Total CC398 Other clones p
Total patients 75 8 67
Demographic characteristics
Sex (male) 47 (62.7) 6 (75.0) 41 (61.2) 0.364
Age (years) 52.7 £ 203 499 £ 17.0 53.1 =207 0.377
Charlson’s 24 +28 1.8 +27 25+ 28 0.492
comorbidity index
BJI characteristics
Arthritis 26 (34.7) 4 (50) 22 (32.8) 0.278
Prosthesis 16 (21.3) 1 (12.5) 15 (22.4) 0.455
joint infections
Osteomyelitis 38 (50.7) 4 (50) 34 (50.7) 0.629
Osteosynthesis 25 (33.3) 4 (50) 21 (31.3) 0.249
device infections
Vertebral 11 (14.7) 0 (0) 11 (16.4) 0.262
osteomyelitis
Vertebral 5(6.7) 0 (0) 5(7.5) 0.560
osteosynthesis
device infections
Acute BJI 47 (62.7) 6 (75) 41 (61.2) 0.364
Delay from 525 £ 3629 34433 584 + 383.9 0.246

symptoms to
diagnosis (days)

Biological 67 (89.3) 5 (62.5) 62 (92.5) 0.035
inflammatory
syndrome
CRP (mg/L) 110 + 113 62 + 96 116 + 115 0.193
Leukocyte 10.2 £+ 4.2 76 £23 10.5 + 4.2 0.048

count (10%/mL)
Neutrophil 7.8 £ 4.0 53 +£20 8.1 £ 4.1 0.035
count (10%/mL)

Local complication 58 (77.3) 6 (75) 52 (77.6) 0.583
Fistula 38 (50.7) 2 (25) 36 (53.7) 0.122
Abscess 31 (41.3) 5 (62.5) 26 (38.8) 0.182

Bacteraemia 22/33 (66.7) 12 (50) 21/31 (67.7) 0.562

Outcome
Treatment failure 25 (33.3) 0(0) 25 (37.3) 0.032

CRP, C-reactive protein. Acute BJl: time from the onset of symptoms to diagnosis
of <4 weeks. Biological inflammatory syndrome: CRP level of >10 mg/L at the time
of diagnosis. Treatment failure: (i) persistence of septic symptoms despite
appropriate surgical and medical treatment; (ii) relapse owing to the same MSSA
after cessation of treatment; or (jii) the need for a new operation for sepsis more
than 5 days after the initial operation.

Results are presented as n (%) and mean + standard deviation. Comparisons were
performed by use of a t-test with Welch’s correction for continuous variables, and
the chi-squared or Fisher exact test for dichotomous variables, as appropriate.

ins C and L. This may also explain why this ‘unspecialized’
pathogen is associated with a large panel of diseases [3-7].
However, all strains harboured the chp and scn genes on a
mobile genetic element belonging to the immune evasion
cluster and f-haemolysin-converting bacteriophages and
described as being associated with S. aureus human host
specificity for the ST398 lineage that has been lost in the
animal-adapted MRSA CC398 [I1,12]. The presence of such
mobile genetic elements provides evidence for the capacity of
the MSSA CC398 clone to be highly receptive to horizontal
gene transfer, which might lead to human and/or virulence
adaptation. This hypothesis was recently confirmed by the
emergence and spread of a Panton—Valentine leukoci-
din-positive CC398 subpopulation in Chinese skin and soft
tissue infections, reaching 64.3% of CC398 isolates in a recent
study [13]. This last report is very worrying; the acquisition of
this hypervirulent phenotype by a clone that is well adapted to
humans and able to be transmitted throughout the community
(as demonstrated by high nasal colonization rates in some
areas) may have a major impact on public health, and warrants
regular monitoring.

Finally, a particular ability of this clone to cause BJls remains
questionable. On the one hand, the high prevalence of MSSA
CC398 in BJIs and the difference between BJI and nasal-col-
onizing isolates, especially in our institution (nine MSSA
CC398/228 nasal-colonizing isolates (3.9%) as compared with
10.4% CC398 BJls (p 0.028)), suggest a particular tropism of
this clone for bone and joints. In Montpellier, the very
widespread diffusion of the clone as indicated by the huge
prevalence, even in carriage (23.5% of all MSSA), possibly
masks the phenomenon, and makes it more difficult to obtain
statistically significant data when comparing the prevalence of
CC398 in BJIs and carriage. On the other hand, a global rise in
the prevalence of MSSA CC398 has been observed in France in
various pathogenic conditions, including bloodstream infec-
tions [5,7]. Moreover, DNA microarray analysis failed to
highlight specific genetic virulence associated with BJls. In any
case, this rise in MSSA CC398 prevalence in BJls as well as in
many other infectious conditions may be attributable to
specific unknown virulence factors or specific expression
profiles impacting on phenotypic characteristics, such as
biofilm formation and/or interactions with bone cells, which
remain to be evaluated.
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VI. Détection de la delta-toxine : un nouveau margeaur diagnostique de la
chronicité des infections ostéo-articulaires é&Staphylococcus aureudié a

I'internalisation dans les ostéoblastes et a la foration de biofilm

Le délai d’évolution des IOA impacte de maniere ami@nte leur prise en charge, notamment
en cas d'IOA sur matériel orthopédique. En effets recommandations nationales et
internationales actuelles préconisent une ablatodale du matériel orthopédique en cas
d’'IOA chronique, alors qu’un traitement conservat@wec simple lavage et débridement, est
envisageable en cas d'IOA aigué [5,11,13]. D'apoes mémes recommandations, la
définition de la chronicité des IOA est basée sardélai d’évolution entre le début de
l'infection (début des symptdémes, ou, en cas didtdm sur matériel, date de I'inoculation
correspondant la plupart du temps a la mise erelaanatériel) et la prise en charge de 3 a 4
semaines. Cependant, cette définition est artetraans qu’aucun substrat objectif biologique
ou microbiologique ne puisse guider la prise errghaOr, les quelques séries disponibles
décrivant des patients porteurs d’'une IPA bénéftcthun traitement conservateur montrent
des taux d’échec tres variables, méme au sein slguadre premieres semaines d’évolution
de l'infection. Zircher-Pfund et al. décrivent méme taux d'échec de 84.6% chez 11
patients porteurs d’'une IPA aigué (durée d'évoluti®o 3 semaines) aprés traitement
conservateur [346]. Ces mémes auteurs proposerst léan discussion une synthése des
publications de 1980 a 2012, incluant 599 IPA atragtement chirurgical conservateur.
Méme si les situations incluses sont tres hétémgdtype de patients, délai d’évolution,
bactéries impliquées ...), le taux d’échec globaldestt7.4%. Une large étude rétrospective
multicentrique récente, incluant 345 épisodes d,IRPAouve méme gu’une durée d’évolution
des symptébmes supérieure a 10 jours est associpaiaque d’échec multiplié par 2 (1.13-
4.18 ; p=0.042) [347].

La recherche de marqueurs objectifs de chroni@tésant guider les indications de prise en
charge des IOA semble donc essentielle. Comme Hawusns vu en introduction, trois
mécanismes phénotypiques bactériens ont été assaci@ chronicité au cours des I0A
staphylococciques : i) la formation de biofilm [2R®0]; ii) l'internalisation bactérienne au
sein de cellules osseuses non phagocytaires, @nnwnt des ostéoblastes [169,170]; et iii)
le switch vers le phénotype SCV [17,215,216]. Uniedé récente menée dans notre
laboratoire sur les principaux clones de SARM daots a ainsi mis en évidence que les

souches hospitalieres, habituellement responsabli@g\ persistantes et indolentes, avaient
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une capacité dinternalisation dans les ostéoldasteune cytotoxicité moindres que les
souches communautaires, généralement associésda@mes aigués.

Il faut noter que la grande majorité de ces étunggporté sur des souches de laboratoire, et
visaient a décrire les mécanismes fondamentauxiqugsd dans ces voies supposees de
récurrence et de chronicité.

De plus, la dysfonction du systeragr, principal régulateur de I'expression des factales
virulence staphylococciques, a été associée a desie$ persistantes d’infections
staphylococciques, incluant bactériémies et inbestirespiratoires, notamment du fait d’une

augmentation de la capacité de formation de bidfa84—-237].

Nous avons donc souhaité décrire les capacitésrdafion de biofilm, d’internalisation dans
les ostéoblastes et de switch intra-cellulaire peyhénotype SCV de notre large collection
de souches cliniques de SASM, et corréler cestedsudvec le tableau clinique présenté par

les patients, ainsi qu’avec la fonctionnalité dstégneagr.
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ABSTRACT

Biofilm formation, intra-osteoblastic persistencamall colony variants (SCVs), and the
dysregulation ofagr, the major virulence regulon, are possibly invdivia staphylococcal
bone and joint infection (BJI) pathogenesis. Weaainto investigate the contributions of
these mechanisms among a collection ofS&phylococcus aurewdinical isolates from 64
acute (67.4%) and 31 chronic (32.6%) first episodeéBJl. The included strains were
compared for internalization rate, cell damage, 8/ intracellular emergence using ex
vivo model of human osteoblast infection. Biofilm fotioa was assessed in a microbead
immobilization assay (BioFilm Ring test). Virulengene profiles were assessed by DNA
microarray. Seventeen different clonal complexegewrlentified among the screened
collection. The staphylococcal internalization rateosteoblasts was significantly higher for
chronic than acute BJI isolates, regardless ofsthein genetic background. Conversely, no
differences regarding cytotoxicity, SCV emergenoefilm formation, and virulence gene
distribution were observed. Additionallggr dysfunction, detected by the lack of delta-toxin
production using whole cell matrix-assisted lasesaiption ionization time-of-flight
(MALDI-TOF) analysis (n=15; 15.8%), was significantassociated with BJI chronicity,
osteoblast invasion, and biofilm formation. Theselihgs provide new insights into MSSA
BJI pathogenesis, demonstrating the correlatiorwdx chronicity and staphylococcal
osteoblast invasion. This adaptive mechanism, aloitly biofilm formation, is associated
with agr dysfunction, which can be routinely assessed ltg-dexin detection using MALDI-
TOF spectrum analysis, providing clinicians witdiagnostic marker of BJI chronicity at the

time of diagnosis.

KEYWORDS: Staphylococcus aureuBone and joint infection; Osteoblast invasiomfitin
formation; delta-toxin; MALDI-TOF-MS.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus the leading cause of bone and joint infectiddgdlg), which are
described as difficult-to-treat clinical entitiesalto frequent bacterial persistence leading to
chronicity and relapse [1, 2]. The management gtyodiffers between acute BJI, for which
debridement with implant retention is recommend®tdj chronic forms, which require the
removal of any orthopedic implants [3]. Consequerttie initial recognition of the chronic
nature of the infection represents a major therapassue, which is currently arbitrarily
based on an evolution delay over 3 to 4 weeks,owithny reliable biological substrate.
Staphylococcal BJI chronicity has been classicakgociated with three major bacterial
virulence mechanisms that provide protection adaife host immune system and
antimicrobial activity: i) biofilm formation, espedly in orthopedic device-associated
infections [4, 5]; ii) the bacteria’s ability tovade and persist in non-professional phagocytic
host cells, including osteoblasts, which represemtseservoir responsible for infection
recurrence [6-8]; and iii) bacterial phenotype shilhg to small-colony variants (SCVs),
which can be enhanced under adverse/stressful ggoaonditions, such as for bacteria
embedded in biofilms or internalized within ostestt [9-11]. Furthermore, the
dysregulation of the accessory gene regulatgr){ a major regulon controlling the
expression of a plethora &. aureusvirulence factors, has been associated with gergis
infections [12-14].

In this context, our objective was to assess differphenotypic and molecular bacterial
markers, i.e. osteoblast invasion, biofilm formaficiGCV phenotype switching, arabr
dysfunction, for clinical relevance toward earlgmtification of BJI chronicity at the time of

diagnosis.
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MATERIALS AND METHODS

Ethical statements. This study received the approval of the Frenchtis&ast ethics

committee (reference number 2013-018).

BJI definitions. All methicillin-susceptibleS. aureugfMSSA) isolates responsible for a first
episode of BJI in our institution from 2001 to 20&/&re considered for inclusion. Patients
with diabetic foot- and decubitus ulcer-related Bdre excluded because of the particular
pathophysiology and management of these infecti@wresponding clinical data were
retrospectively collected from medical records orstandardized case record form, and
included demographic characteristics and patientacbidities (summarized in the modified
Charlson comorbidity index), BJI clinical preseidat presence of biological inflammatory
syndrome (i.e., C-reactive protein [CRP] plasmeaelexl0 mg/L and/or white blood cell
[WBC] count>10,000/mn), and outcome. BJI were defined as acute (infadéisting for<4
weeks) or chronic infections. Treatment failure luled i) persistent infection under
appropriate antimicrobial therapy, including theedhef new surgery >5 days after the first

one and/or ii) relapse after antimicrobial disrapti

Evaluation of staphylococcal interaction with human osteoblasts. Staphylococcal
interaction with osteoblasts was assessed in aagecin protection assay, as previously
described [15-17]. All cell culture reagents wetgained from GIBCO (Paisley, United
Kingdom).

MG63 osteoblastic cell cultureThe human osteoblastic cell line MG63 (CRL-1427),
purchased from LGC standard (USA), was cultureButbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 2MHEPES, 2 mM L-glutamine, 100
U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin. Priorassays, the osteoblasts were seeded at
40,000 cells per well into 24-well tissue cultulatps (Falcon, Le Pont de Claix, France) in
1 mL of growth medium and were cultured for 2 dagsl 70-80% confluence.

Bacterial suspension standardization and infectiddvernight staphylococcal culture
suspensions were diluted 5-fold in fresh BHI andhier incubated with gyratory shaking for
3 h at 37°C to obtain mid-exponential-phase cu#turehese suspensions were washed,
sonicated to minimize clumping, and resuspended amtibiotic-free medium at a
concentration corresponding to a multiplicity ofection (MOI) of 100, using the following

previously established regression formula corne¢pbiacterial density (CFU/mL) with optical
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density at 600 nm (Of): CFU/mL = 7.18 x ODgyp — 3.10 (data not shown). The
normalized bacterial suspensions were then addeskteoblast cultures. After 2h of co-
culture, the infected osteoblasts were incubate@4d in the presence of gentamicin (PAA,
Pasching, Austria) to kill the remaining extrackltubacteria and the bacteria released upon
host cell lysis, thus preventing them from infegtimew host cells.

Evaluation of staphylococcal-induced cytotoxicilyfter 24h, lactate dehydrogenase (LDH)
release from damaged cells was quantified in tHecakure supernatant using a colorimetric
method with a Dimension Vista automated clinica¢roiistry analyzer (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarryton, NY). The percent mortalifyosteoblasts was assessed by comparing
LDH release into the infected cell supernatantet bf uninfected cells that were either left
intact (lower control) or fully lysed by osmoticatk (higher control) and was calculated as
follows: (LDH infected cells — LDH lower control) (LDH higher control — LDH lower
control).

Quantification of internalized bacterid.he osteoblasts were subsequently lysed by a hO-mi
incubation period in sterile water. Suspensiontdihs of these lysates were spiral-plated
using a WASP automated plater (AES Chemunex, Bftemce). Colonies were enumerated
using an EasyCount automated plate reader (AES Qe

Evaluation of SCV phenotype switchingutomated computer image analysis software
(ImageJ, Rasband, W.S., National Institutes of the&ethesda, Maryland, USA, 1997-2012)
was used to numbered SCVs, arbitrary defined asas with areas smaller than one-fifth of
the median area measured for all colonies on elaté. p

Each strain was evaluated in duplicate in a sirgdperiment. TheS. aureus8325-4
laboratory strain, which has been well charactdriwéth regard to its capacity to invade
osteoblasts, was used as a control in each exparii®, 16]. LDH release and intracellular

bacterial counts were expressed relative to th&-8Bference strain.

Biofilm formation. The biofilm formation capacities of 40 randomlyested strains were
explored using the BioFilm Ring test (BioFilm CaoifrSaint Beauzire, France), as described
by Chavant et al [18]. Briefly, this technique iasked on the immobilization of magnetic
microbeads when embedded in bacterial biofiimseAfdjusting the O, of overnight
bacterial suspensions at 1+/-0.05, the suspensiene diluted 1:250 in fresh BHI, mixed
with 1% of tonner suspension (magnetic microbeas), deposited in triplicate in a 96-well
microplate. Every 1h for 5h, the wells of one platere covered with 100 pL of contrast

solution (white opaque oil). The plate was thercgthon a dedicated magnet support for 1
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min for contact magnetization and was then scamntda plate reader to obtain an image of
the bottom of each well. During contact magnetaatifree beads are attracted to the center
of the bottom of each well, forming a spot, wherdas beads captured within a biofilm
remain in suspension. The BioFilm Control softwdg®Film Elements) analyzes the images
of each well before and after magnetization andutates the “BioFilm Index” (BFI). Each
observed BFI (BFR) was normalized as a proportion of the immobilibedds (so-called RBI
for “Relative Bead Immobilization”) and was compan@ith controls with (BFkserencd and
without (BFkninima) beads using the following formula: RBI = [(B&drence — BFb) /
(BFleterence— BFhninimal)] *°[18].

Accessory gene regulator functionality.The multifunctional regulatory RNAIII, the main
effector of theagr system [19], is also a messenger RNA for the delta, whose
production is consequently a surrogate markeagsf functionality [20]. Recently, it was
shown that delta-toxin production and thagr function can be assessed using whole cell
matrix-assisted laser desorption ionization timdlight (MALDI-TOF) mass spectrometry
(MS) during the routine MS-mediated microbiologicaentification process [21].
Consequentlyagr functionality was assessed by the evaluation iédexin production from
whole bacterial cells by MALDI-TOF-MS spectrum aysé using an Axima Assurance®
mass spectrometer (Shimadzu Biotech) piloted by nthBad® software (version
2.8.4.20081127, Shimadzu Biotech) with the conwewi settings for bacterial identification
[21, 22]. Delta-toxin peak at 3005+5 Thomson (& alelic variant at 3015+5 Th) was
searched manually in the MS spectrum, as previalesgribed [21].

Molecular characterization. DNA was extracted using commercial extraction kips&agen)
according to the manufacturer's protocol. The DNAcnmarray IdentibacS. aureus
genotyping® (Alere Technologies) used in this staty the related procedures have been
previously described in detail [23]. This microgrrallows the detection of 332 different
target sequences corresponding to 185 genes aidatletic variants. The isolate clonal
complexes (CCs) were determined by the comparisonth® hybridization profiles to

previously typed multilocus sequence typing (ML$dference strains [23].

Statistical analysis.Descriptive statistics were used to estimate tbguencies of the study
variables, expressed as the means and 95% condidetarvals (95%CIs). Non-parametric

statistical methods were used throughout to compfaestudy groups (the Chi-squared test
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with Yates’ correction, if needed, the Mann-Whitnéyest for two-group difference analysis,
and the Kruskal-Wallis test for multiple pairwisengparisons) and to investigate correlations
(Spearman coefficient), as appropriate. Phenotfgutors (internalization, LDH release, and
SCV phenotype switching rates), delta-toxin expogssand virulence genes were included in
a binary logistic regression model to disclose fettors for chronicity, including variables
with p-values <0.15 in the univariate analysisha final model. For all tests, a p-value <0.05
was taken as significant. All analyses were peréanusing SPSS software version 17.0
(SPSS, Chicago, IL).
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RESULTS

Population characteristics.A total of 211 patients with MSSA BJI were ider®d; six were

excluded because of the lack of available clindzth and three due to chronic osteomyelitis
resulting from diabetic perforating ulcers. Amorte t202 remaining patients, 116 strains
were available. Nineteen strains isolated at thee tof relapse and two stable SCVs were
excluded. In total, 95 strains responsible for 64.4%) acute and 31 (32.6%) chronic BJI

were included (Table 1).

Total Acute BJI? Chronic BJI? p-value
(n=95) (n=64) (n=31)
Demographic characteristics
Sex (male) 60 (63.2%) 38 (59.4%) 22 (71.0%) 0.272
Age (year) 53.6 (49.6-57.6) 56.1 (51.3-60.8) 48%.6-57.6) 0.105
Modified CCFP 2.6 (2.1-3.2) 2.9 (2.2-3.6) 2.0(1.1-2.9) 0.148
BJI type
Native septic arthritis 12 (12.6%) 10 (15.6%) 506) 0.351
Native osteomyelitis 12 (12.6%) 2 (3.1%) 10 (32)3% <10°
Vertebral osteomyelitis 7 (7.4%) 5 (7.8%) 2 (6.5%) 0.856
Orthopedic device infection 64 (67.4%) 47 (73.4%) 17 (54.8%) 0.070
Osteosynthesis 32 (50%) 23 (48.9%) 9 (52.9%) 70.7
Prosthetic joint 29 (45.3%) 22 (48.8%) 7 (41.2%) 0.689
Others 3 (4.7%) 2 (4.3%) 1 (5.9%) 0.691
Inflammatory syndrome 88 (92.6%) 59 (92.2%) 29 (93.5%) 0.811
CRP level (mg/L) 170.5 (141.7-199.3) 209.8 (174.5:2% 86.23 (52.7-119.8) <fo
WBC (/mnt) 10,790 (9,985-11,600) 11,060 (10,140-11,970) 20(B,538-11,910) 0.098
Neutrophil count (/mr}) 8,129 (7,338-8,921) 8,577 (7,706-9,448) 7,16992-8,846) 0,009
Management
Surgical treatment 83 (87.4%) 57 (89.1%) 26 (83.9% 0.700
Antimicrobial duration 27.8 (23.5-32.0) 26.4 (21.2-31.7) 30.6 (22.8-38.4) 0.244
(weeks)
Outcome
Treatment failure linked 21 (22.1%) 14 (21.9%) 7 (22.6%) 0.938

with the same strain

Table 1. Characteristics of the 95 included patienwith methicillin-susceptible Staphylococcus aussbone
and joint infection.

Results are presented as effective (%) and mea@bvalues. Comparisons between acute and chrdic
were performed using a two-tailed Fisher's exast t& a Mann-Whitney U-test, as appropriate.

3Bone and joint infectioriCharlson comorbidity index
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Internalisation rate (% 8325-4)

LDH release (% 8325-4)

MSSA from chronic BJI shows a higher capacity to inade human osteoblastsThe mean
relative internalization rate within osteoblastssveagnificantly higher for chronic BJI isolates
(240.7% of 8325-4 internalization rate; 95%CI, BF210.2) than for acute BJI strains
(162.7%; 95%Cl, 132.3-193.0; p=0.035) (Figure 1A).
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Figure 1. Difference in interactions between humassteoblasts and methicillin-susceptible Staphylocas
aureus (MSSA) strains isolated from acute and chiobone and joint infections (BJI).

A: Internalization rate of MSSA isolates within ramosteoblasts

B: Correlation between the internalization rateMESA isolates and BJI evolution delay

C: Cytotoxicity rate induced by human osteoblai&dtion by MSSA isolates

D: Proportion of phenotype switching to small coforariants (SCVs)
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Moreover, the internalization rate was correlatath whe infection evolution delay, i.e., the

time from symptom onset to microbiological diagso&pearman coefficient 0.29; p=0.005)
(Figure 1B). No difference was observed betweentwwe groups regarding cytotoxicity at

24h, with 10.7% (95%CI, 8.3-13.1) and 7.6% (95%€B-10.4) of cell death (p=0.152),

respectively (Figure 1C). LDH release was not dateel with BJI evolution delay (Spearman
coefficient -0.07; p=0.512). Similarly, no differem in the capacities of the two groups to
convert to the SCV phenotype was observed, with p@yortions of 3.3% (95%Cl, 2.8-3.7)

and 3.4% (95%ClI, 2.5-4.2) for the acute and chrddi8SA BJI isolates, respectively

(p=1.000) (Figure 1D).

Biofilm formation does not differ between acute andchronic MSSA BJI isolates.The
total immobilization of magnetic beads, reflectinigfilm formation, was observed within 5
hours for all isolates. The kinetics of biofilm feation was similar for the acute and chronic
BJI isolates (Figure 2). Of note, microarray datdicated that all strains harbored the

biofilm-associated genésaA, icaC, andicaD (see below).
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Figure 2. Difference in biofilm formation by methitlin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA)astrs

isolated from acute and chronic bone and joint irtfilons (BJI).
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Genetic background analysis reveals a high diversitamong BJI MSSA clinical isolates,
with no difference in virulence gene distribution n acute and chronic BJI isolates.
Seventeen different clonal complexes were idetjfté which 7 included more than 5 strains
(Table 2). No significant difference regarding ttistribution of these clonal complexes
between acute and chronic BJI was observed (p=D.43&g multiple pairwise comparisons
(Kruskal-Wallis test), no differences were idemtfibetween the different clusters with regard
to their capacity to invade bone cells (p=0.44@\se cell damage (p=0.368), switch SCV
phenotypes (p=0.054), or form biofilm (p=0.347) iflea2, Figure 3).

cc? Total BJI® chronicity Internalization ~ LDHrelease  SCV 3-toxin -
rate proportion
Acute Chronic
BJI BJI
CC5 18 13 5 214.9% 77.2% 3.0% 6
(18.9%) (20.3%) (16.1%) (135.6-294.2) (68.9-85.5) (2.3-3.6) (33.3%)
CC30 17 10 7 169.6% 84.5% 4.5% 1
(17.9%) (15.6%) (22.6%) (105.5-233.7) (77.1-91.8) (3.1-5.9) (5.9%)
CC45 12 10 2 279.6% 97.2% 3.0% 1
(12.6%) (15.6%) (6.5%) (80.62-478.6)  (73.1-121.3) (1.8-4.2) (8.3%)
CCi5 10 8 2 185.8% 94.2% 2.0% 3
(10.5%) (12.5%) (6.5%) (89.7-281.9) (71.1-117.4)  (1.1-2.9) (30%)
CC398 9 6 3 103.0% 72.2% 2.9% 1
(9.5%) (9.4%) (9.7%) (71.0-135.0) (57.6-86.9)  (1.7-4.0) (11.1%)
CCs8 8 3 5 248.3% 79.1% 4.9% 0
(8.4%)  (4.7%)  (16.1%) (110.7-385.8)  (58.4-99.7) (2.2-7.6) (0%)
CC25 6 4 2 170.6% 88.7% 3.3% 1
(6.3) (6.3%) (6.5%) (-16.8-358.0) (48.5-129.0) (1.2-5.4) (16.7%)
Others 10 different CC with less than 5 strains each

Table 2. Distribution of the major MSSA clonal corgxes regarding infection evolution delay and
comparison of their capacities to invade bone cgligluce cytotoxicity, and convert to an SCV pheyy.

2 Clonal complex? Bone and joint infectiorf; Lactate dehydrogenas&Small colony variant

Results are presented as effective (%) and mea®C¥p6 values and are expressed relative to the tesul

obtained with the 8325-4 reference strain.
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Figure 3. Comparison of the major methicillin-suspéble S. aureus (MSSA) bone and joint infection JB
clones regarding their capacities to invade bondiseinduce cytotoxicity, convert to a small colomariant
(SCV) phenotype, and form biofilm.

A: Internalization rate of MSSA isolates within lamosteoblasts

B: Correlation between the internalization rateMESA isolates and BJI evolution delay

C: Cytotoxicity rate induced by human osteoblai&dtion by MSSA isolates

D: Proportion of phenotype switching to SCVs

The distribution of virulence genes of the 95 BJSSA isolates is presented in Table 3. No
difference regarding the prevalence of these viiedefactors between the acute and chronic
BJI MSSA strains was noted. Logistic regressiotethito identify one of these virulence
genes as a determinant for BJl chronicity (Table I8)the multivariate model, none of
internalization rate (OR 1.000; 95%CI 1.000-1.008;0.244), absence of delta-toxin
production (OR 0.397; 95%CI 0.708-8.112; p=0.1&0)d sdrD (OR 0.365; 95%CI 0.128-
1.038; p=0.059) were independently associated etitbnicity.
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Descriptive data Univariate analysis

Total Acute BJI? Chronic BJI? p OR (95%CI)P p
Sex (male) 60 (63.2%) 38 (59.4%) 22 (71.0%) 0.503  1.436 (0-3%26) 0.432
Age (year) 53.6 (49.6-57.6) 56.1 (51.3-60.8) 48.5 (49.6-57.6).105 0.984 (0.962-1.007) 0.175
Modified Charlson 2.6 (2.1-3.2) 2.9 (2.2-3.6) 2.0(1.1-2.9) 0.148 80.80.737-1.053) 0.164
Internalization 1.000 (1.000-1.000) 0.101
rate
LDH ¢ release 1.000 (1.000-1.000) 0.235
scw 1.000 (1.000-1.000) 0.875
&-toxin — 2.832 (0.920-8.715) 0.069
agr alleles 0.561  0.896 (0.525-1.532) 0.689
agrl 42 (44.2%) 26 (40.6%) 16 (51.6%) 1.559 (0.65898) 0.313
agrll 29 (30.5%) 22 (34.4%) 7 (22.6%) 0.557 (0.207956) 0.245
agrlll 23 (24.2%) 15 (23.4%) 8 (25.8%) 1.136 (0.42260) 0.801
agr IV 1(1.1%) 1(1.6%) 0 (0%) NC NC
Toxins
tst 16 (16.8%) 11 (17.2%) 5 (16.1%) 1.000 0.927 (0-29U46) 0.897
enterotoxins
se 17 (17.9%) 12 (18.8%) 5 (16.1%) 1.000 0.833 ®-2618) 0.755
seb 6 (6.3%) 4 (6.3%) 2 (6.5%) 1.000 1.034 (0.179¢8)9  0.970
se 7 (7.4%) 7 (10.9%) 0 (0%) 0.092 NC NC
sad 8 (8.5%) 6 (9.4%) 2 (6.7%) 1.000 0.690(0.1343)6 0.662
see 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
sgy 58 (61.7%) 41 (65.1%) 17 (54.8%) 0.373  0.6527D-2.566) 0.338
she 10 (10.5%) 7 (10.9%) 3 (9.7%) 1.000 0.872 (0.218B3) 0.851
;] 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.636(8:2.527) 0.311
sg 7 (7.4%) 5 (7.8%) 2 (6.5%) 1.000 0.814(0.14%0¢%  0.812
sek 5 (5.3%) 5 (7.8%) 0 (0%) 0.169 NC NC
s 7 (7.4%) 7 (10.9%) 0 (0%) 0.092 NC NC
sam 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.63665-2.527) 0.311
sen 58 (61.1%) 41 (64.1%) 17 (54.8%) 0.501 0.68185-2.630) 0.388
se 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.6366b-2.527) 0.311
sq 5 (5.3%) 5 (7.8%) 0 (0%) 0.169 NC NC
s 7 (7.4%) 5 (7.8%) 2 (6.5%) 1.000 0.814 (0.146504  0.812
sal 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.6366b-2.527) 0.311
lukSPV-HukFPV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
lukD—-IukE 52 (54.7%) 34 (53.1%) 18 (58.1%) 0.668  1.2221@-3.904) 0.650
lukM—lukF-PV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
lukX 62 (89.9%) 41 (93.2%) 21 (84.0%) 0.245 0.38470:0.877) 0.237
luky 65 (68.4%) 43 (67.2%) 22 (71.0%) 0.816  1.19440:83.040) 0.710
Exfoliative
toxins
eta 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
etb 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
etd 6 (6.3%) 4 (6.3%) 2 (6.5%) 1.000 1.034 (0-57¥9) 0.970
HLB conv phages
sak 72 (75.8%) 48 (75.0%) 24 (77.4%) 1.000 1.143 (@®-3152) 0.796
chp 68 (71.6%) 48 (75.0%) 20 (64.5%) 0.336  0.606 (0-24633) 0.290
scn 90 (94.7%) 61 (95.3%) 29 (93.5%) 0.660 0.713 (8-4504) 0.719
Proteases
splA 52 (54.7%) 34 (53.1%) 18 (58.1%) 0.668  1.22218:3.904) 0.650
spB 52 (54.7%) 34 (53.1%) 18 (58.1%) 0.668  1.222 (©-31004) 0.650
spE 48 (50.5%) 30 (46.9%) 18 (58.1%) 0.383  1.56960-8.731) 0.308
Superantigens
seC 65 (68.4%) 43 (67.2%) 22 (71.0%) 0.816 1.194 @.3®40) 0.710
seb 94 (98.9%) 64 (100%) 30 (96.8%) 0.326 NC NC
ssil 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ssP 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
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ssB 69 (72.6%) 45 (70.3%) 24 (77.4%) 0.624  1.44830-8.928) 0.468
ssk 82 (94.3%) 55 (94.8%) 27 (93.1%) 1.000 0.73616-4.672) 0.745
ssb 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ssb 23 (24.2%) 14 (21.9%) 9 (29.0%) 0.455 1.461 (D:838B77) 0.446
ssl7 94 (98.9%) 63 (98.4%) 31 (100%) 1.000 NC NC
ssB 54 (56.8%) 36 (56.3%) 18 (58.1%) 1.000 1.0779P-2.564) 0.867
ssb 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ssiLo 90 (100%) 61 (100%) 29 (100%) NC NC NC
ssill 64 (69.6%) 43 (68.3%) 21 (72.4%) 0.809  1.2246D-3.227) 0.687

Capsule / biofilm

associated genes
capl 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
capb 45 (47.4%) 28 (43.8%) 17 (54.8%) 0.382  1.56159-8.699) 0.312
cap 50 (52.6%) 36 (56.3%) 14 (45.2%) 0.382  0.64170-2.518) 0.312
icaA 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
icaC 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
icaD 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
bap 1(1.1%) 0 (0%) 1 (3.2%) 0.326 NC NC

Adhesins

(MSCRAMMS)
bbp 87 (91.6%) 59 (92.2%) 28 (90.3%) 0.713  0.791 (6-3546) 0.791
clfA 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
clfB 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
cna 41 (43.2%) 30 (46.9%) 11 (35.5%) 0.378  0.623 (0-:25%10) 0.295
ebh 93 (97.9%) 63 (98.4%) 30 (96.8%) 0.548 0.476 (9-0B76) 0.604
ebs 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
eno 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
fib 54 (56.8%) 36 (56.3%) 18 (58.1%) 1.000 1.077 (B-2564) 0.867
fnbA 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
fnbB 84 (88.4%) 56 (87.5%) 28 (90.3%) 1.000 1.33328-8.419) 0.688
map 92 (96.8%) 61 (95.3%) 31 (100%) 0.548 NC NC
sass 45 (47.4%) 30 (46.9%) 15 (48.4%) 1.000 1.06250-2.507) 0.890
sdrC 94 (98.9%) 64 (100%) 30 (96.8%) 0.326 NC NC
sdD 75 (78.9%) 54 (84.4%) 21 (67.7%) 0.105  0.38940-1.069) 0.067
vwb 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
isaB 50 (56.2%) 33 (55.0%) 17 (58.6%) 0.822  1.159 (8:2B43) 0.747
hsds1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
hsds2 73 (76.8%) 50 (78.1%) 23 (74.2%) 0.796  0.80B9®-2.186) 0.670
hsds3 60 (63.2%) 39 (60.9%) 21 (67.7%) 0.651  1.3454®-.3.328) 0.520
hysAl 94 (98.9%) 64 (100%) 30 (96.8%) 0.326 NC NC
hysA2 86 (90.5%) 56 (87.5%) 30 (96.8%) 0.263  4.28610-:35.906) 0.180

Table 3. Distribution of virulence genes among aewind chronic bone and joint infection MSSA isolatend
determinants of infection chronicity.
2 Bone and joint infection® Odds ratio (95% confidence intervaf;Lactate dehydrogenasé;Small colony

variant; NC: Not calculable
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agr dysfunction, detected through the absence of deltaxin production, is associated
with MSSA BJI chronicity, osteoblast invasion, andbiofilm formation. Eighty strains
(84.2%) were considered to have a functicag system, as a delta-toxin peak (n=76) or its
allelic variant (n=4) was detected using MALDI-TGBectrum analysis. Interestingly, the
evolution delay of BJI was significantly higher the delta-toxin negative isolates (17.4
weeks; 95%CI, 6.1-28.8) than in the strains wifaractionalagr system (6.4 weeks; 95%Cl,
4.0-8.9; p=0.045). Compared to delta-toxin positsteains, the absence of delta-toxin
expression was associated with a higher internaizarate (337.1% of the 8325-4
internalization rate [95%CI, 219.5-454.7] versu$.266 (95%CI, 133.9-186.5); p <0.001),
lower osteoblast cytotoxicity (64.5% of 8325-4 LDidlease [95%CI, 57.1-71.8] versus
87.3% [95%CI, 82.0-93.7], corresponding to 2.8%%@H, 0.6-5.0] versus 11.0% [95%ClI,
8.9-13.0] of cell death; p <0.001), and an accé&erdiofilm formation at each measurement
point (Figure 4). No difference was detected regadntracellular phenotype switching to
SCV (2.5%; 95%CI, 1.7-3.1) for the delta-toxin-nxga strains versus 3.5% for the delta-
toxin-positive strains (95%CI 3.0-3.9; p=0.153). rote, the delta-toxin-negative strains were
not significantly associated with one of the seweajor staphylococcal clonal complexes
(p=0.181).
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Figure 4. Osteoblast invasion, cytotoxicity, and alncolony variant (SCV) intracellular emergence of
methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) bone anedint infection (BJI) isolates regarding the bactetdi
production of delta-toxin

A: Internalization rate of MSSA isolates within ramosteoblasts

B: Cytotoxicity rate induced by human osteobladtion with MSSA isolates

C: Proportion of phenotype switching to SCVs

D: Biofilm formation
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DISCUSSION

Staphylococcal osteoblast invasion is considered pathophysiological pathway of BJI on
the basis ofin vivo observations and results obtained frem vivo models of osteoblast
infection, though only using a few referer8eaureussolates [6-8]. Intracellular persistence
may constitute a strategy to escape the actioheohbst immune system and antibiotics with
exclusive extracellular diffusion, constituting ackerial reservoir that can lead to chronicity
or relapse [8]. This hypothesis has been previoumslgstigated in our laboratory using the
main circulating MRSA clones, showing that commyuaitquired MRSA, usually
responsible for acute forms of BJI, were more opimt and less internalized in osteoblasts
than hospital-acquired MRSA, known to more freqlyemtduce indolent and recurrent BJI
[16]. The present results confirm the associatietwben the staphylococcal invasion of
human osteoblasts and BJI chronicity for the fingste among a large and highly diverse
collection of clinical MSSA isolates. Conversellgistimportant diversity in bacterial genetic
background may explain the difficulty in identifgrany difference in cytotoxicity between
chronic and acute BJI strains. Similarly, we failed disclose any association between
chronicity and the intracellular emergence of SEMdwever, an accurate definition of SCV,
involving not only colony sizes but also metabolisrarkers, for example, is lacking and may
have helped to associate this phenotype with cbr8di forms. Indeed, SCVs have been
associated witls. aureusmplanted-material infection and BJI recurrence 19], and cell
invasion has been described as a putative mechanfigrterconversion from the wild type to
the SCV phenotype [11].

The high genetic diversity of our strain collectiathe absence of a direct relationship
between BJI chronicity and bacterial genetic bagkgds or virulence factors, and the
association of osteoblast invasion wagr deficiency suggest that an intra-osteoblastic life
style is an adaptive staphylococcal mechanism tegidi BJI chronicity rather than merely an
intrinsic feature. Indeed, the comparisonagfr expression at different time points during
various infections has shown that acute infectemesusually associated with a functioagt
system [13].agr dysfunction appears to occur during the infecttmurse and in cases of
persistent bacteremia, diabetic foot infectionpaimonary infection in cystic fibrosis patients
[12, 13, 21, 24]. Of note, chronicity of infecti@ppeared to be in multivariate analysis the
major factor associated withgr dysfunction in a previous series of 168 unselectedcal

isolates [21].
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In addition to the finding of a higher evolutionlaye of BJI in agr-deficient isolates, our
results revealed a strong association betwagmdysfunction and the bacterial phenotypic
mechanisms associated with BJI chronicity, inclgdif) an enhanced biofilm formation,
which had been previously suggested using variabsratory strains and a few clinical
isolates from inhomogeneous pathologic conditiohd, [55, 26]; and ii) an increased
osteoblastic invasion, with reduced infection-ineldiccytotoxicity. To our knowledge, the
association okgr dysfunction and non-professional phagocytic aallasion has only been
described in airway epithelial cells [26]. Interegty, using isogenic mutants, we also linked
the intraosteoblastic cytotoxic phenotype of MRSA&hwthe regulation of phenol-soluble
modulins (PSMs), which can be considered as mdfecters of intracellular staphylococcal
virulence [16]. Indeed, once internalizesl, aureuss initially trapped in phagosomes [27].
PSM release may then results in phagosome memdrsmgption, leading to translocation of
PSM in the cytosol, and ultimately to host cell thefd 6]. Of note, PSM expression is under
direct control ofagr and delta-toxin is known itself as one of thes&IP&alled PSM. Put
together, these considerations may explain thecemtleell lysis observed in our study in
delta-toxin negative strains, consequently prongotthe constitution of an intracellular
staphylococcal reservoir leading to chronicity.

Finally, it has been demonstrated thgt functionality can be easily assessed by deltaatoxi
production using whole-cell MALDI-TOF spectrum aysb [20, 21]. As MALDI-TOF-MS

is increasingly being used in routine laboratorggpice for bacterial identification [21, 28], it
may provide in the same run reliable informatiothwespect t&. aureusgr functionality at
the time of BJI diagnosis, that is, when impairad,predictive marker of chronic infection
[21]. It may provide pivotal information for clinens who currently lack objective criteria to
characterize the chronicity state of BJI in pasergnd directly impact their management.
Notably, in the case of prosthetic joint infectidhe current guidelines arbitrarily tolerate
implant retention in cases of infection lasting fess than 3 to 4 weeks, considering that
surgical debridement associated with combinati@raihy including anti-biofilm molecules,
such as rifampin, will avoid chronicization and riease the cure rate [3]. However, this
decision is often very difficult in clinical prace because: i) the delay of 3-4 weeks is only
theoretical, as bacterial adhesion and biofilm fation are highly likely to occur in the first
hours of infection; and ii) the clinical onset ofection is often difficult to determine due to
the frequent occult evolution of BJI. In practitkese factors contribute to a failure rate of
implant retention strategies that generally apgniea0% but can reach 50% in some poorly

explained cases [2, 29, 30]. Thus, prospectiveuati@ns of strategies usiragr-deficiency
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detection at the time of diagnosis to help in thenagement of BJI as acute or chronic

infections should be a priority according to thmatential clinical impact.

CONCLUSIONS

Using a large and non-clonal clinical collectionBal MSSA isolates, our findings confirmed
that bacterial invasion and intracellular life sshihg within bone cells constitute a pivotal
pathophysiological mechanism of staphylococcal &xonicity, regardless of the genetic
background of the isolate. Moreover, the losa@ffunction that occurs during the infection
course appears to be linked with BJI chronicityotigh i) the promotion of an intra-
osteoblasticS. aureusreservoir by limiting intracellular staphylococazéll damage and ii)

the enhancement of biofilm formation. As a consegee the detection of delta-toxin by
MALDI-TOF-MS, which is used in routine microbiologyractice for bacterial identification,
may provide a simple tool for the detection of isisaassociated with chronic forms of BJI

and may offer crucial help for clinical decisionsBJI management.
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VII. Action intra-ostéoblastique des antibiotiques: un nouveau parametre a
prendre en compte dans le traitement des infectionsstéo-articulaires a

Staphylococcus aureu®

Comme nous l'avons vu dans la synthése bibliogramhile choix de I'antibiothérapie dans
le traitement des IOA staphylococciques est aujburdorincipalement guidé par l'activité
anti-bactérienne intrinséque des molécules dispemigt leur diffusion intra-osseuse [4,5,11—
13,33,112]. Toutefois, I'impact thérapeutique ptdrdes mécanismes physiopathologiques
bactériens impliqués dans les IOA a récemmentré&ép compte dans les recommandations.
En particulier, du fait de son activité « anti-liiof », la rifampicine a ainsi pris une place de
choix dans la stratégie thérapeutique des IOA,motant en cas de traitement conservateur
d’'une IOA sur matériel orthopédique [252,269,2. revanche, alors que l'internalisation
staphylococcique au sein de cellules osseuses magopytaires telles que les ostéoblastes
pourrait conduire & la constitution d’'un autre réeg bactérien a I'origine de la chronicité et
de rechute, I'action intracellulaire des anti-stgdpbocciques n’est en revanche actuellement
pas prise en compte dans I'élaboration des stedéberapeutiques des IOA. Ceci s’explique
par le fait qu’il n'existe que peu de données susljet. En effet, les principales études
disponibles sur l'activité intra-cellulaire des iamtiques évaluent I'action de quelques
molécules utilisées a fortes doses dans des mod#latection de cellules mono-
macrophagiques [300,301,306]. De méme, si leslprdé sensibilité SCV aux antibiotiques
des souches sont souvent moins favorables que aesisouches de phénotype usuel, ces
différences ne sont actuellement pas prises en teodgms les choix thérapeutiques des I0A
[312,319,320].

Sur la base des résultats présentés dans les pegexientes, confirmant I'importante du
processus d'internalisation bactérienne par leobsistes dans les phénoménes de
chronicisation des IOA staphylococciques, nous avenuhaité évaluer I'activité intra-
cellulaire des principaux anti-staphylococciquessdaotre modele. Les antibiotiques et le
mode de vie intra-cellulaire pouvant constituermade de sélection de SCV, nous avons

également évalué I'impact de ces antibiotiqgued'énrergence intra-cellulaire de SCV.
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Synopsis

Objectives: Although S. aureuspersistence in osteoblasts, partly as small-colearyants
(SCVs), can contribute to bone and joint infect{Bdl) relapses, the intracellular activity of
antimicrobials is not currently considered in thice of treatment strategies for BJI. Here,
antistaphylococcal antimicrobials are evaluatedtifi@ir intra-osteoblastic activity and their
impact on the intracellular emergence of SCVs iarivoosteoblast infection model.

Methods: Osteoblastic MG63 cells were infected for 2 h witB001S. aureusAfter killing
the remaining extracellular bacteria with lysostapinfected cells were incubated for 24 h
with antimicrobials at the intraosseous concertdreti reached with standard therapeutic

doses. Intracellular bacteria and SCVs were thamtified by plating cell lysates.

Results: A bactericidal effect was observed with fosfomydinezolid, tigecycline, oxacillin,
rifampin, ofloxacin, and clindamycin, with a redwct in intracellular inoculum of -2.5, -3.1,
-3.9, -4.2, -4.9, -4.9, and -5.2 log10 CFU/100,@@0s, respectively (p<1{). Conversely, a
bacteriostatic effect was observed with ceftarolind teicoplanin, whereas vancomycin and
daptomycin had no significant impact on intracaiulbacterial growth. Ofloxacin,
daptomycin, and vancomycin significantly limitedtracellular SCV emergence. Overall,
ofloxacin was the only molecule to combine an dereglintracellular activity while limiting

the emergence of SCVs.

Conclusions: These data provide a basis for refining the choicantibiotics to prioritise in
the management of BJI, justifying the combinatidradluoroquinolone for its intracellular

activity with an anti-biofilm molecule, such asamfpin.
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Introduction

Staphylococcus aureuspresents the leading cause of bone and joiattioh (BJI)"? This
particular tropism and its ability to cause difficto-treat infections lie in the wide panel of
staphylococcal virulence factors, which allow haostonisation, tissue invasion, and host
immune system subversidf.With regard to BJI, three phenotypic mechanismsvige a
bacterial reservoir responsible for staphylococBal chronicity and relapses. First, by
promoting immune system and antimicrobial actiomastans, biofilm formation has been
associated with persistent BJIs, emphasising tkd néinfected tissue removal, especially in
cases of orthopaedic device-associated infecti@BIg)>~’ Second, implications of the
ability of staphylococci to invade and persist witbone cells, and especially osteoblasts, in
BJI chronicity has been suggested for years by mousestudies evaluating this mechanism
using a few laboratory straifis’° We have recently demonstrated this hypothesis gnaon
large collection of clinical BJI isolates of metitlio-susceptible (MS) and -resistant (MR)
S. aureus?*? Finally, bacterial phenotype switching to smallecty variants (SCVs) has
been associated with BJIl persistence and is entlanoeer adverse/stressful growing
conditions, such as those for bacteria embedddulofiims, internalised within host cells,
and/or in the presence of antibioti¢s™

To date, the choice of antimicrobial therapy $raureuBJI is mainly based on the vitro
antibacterial activity and bone diffusion of antimibials®**® Recently, certain
pathophysiological mechanisms of BJI have also laken into consideration. For instance,
the use of rifampin is recommended in ODI duedaittivity into staphylococcal biofild?:*’
Although S. aureuscan be internalised into human osteoblasts argigpén bone cells partly
as SCVs, which can lead to an intracellular baatedservoir responsible for BJI chronicity
and relapse, the intracellular activity of antimigials is not currently considered in the
treatment strategies of BJI. Therefore, we aimedvimuate the intra-osteoblastic activity of
the main antimicrobials used for staphylococcal BJlan in vitro model of osteoblast

infection and to assess their impact on the emergehintracellular SCVs.
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Materials and methods

Bacterial strain

The methicillin-susceptiblé&. aureusHGOO01 strain was used for all the experiments. The
minimal inhibitory concentrations (MICs) of the amicrobials tested in the cellular model
were determined by the Etest method using Mueliatdd agar according to the
manufacturer’s instructions (bioMérieux, Marcy ke, France) and the recommendations of
the French Committee for Antimicrobial Suscepttiillesting (CA-SFM).

MG63 osteoblastic cell culture

All cell culture reagents were obtained from GIB(aisley, United Kingdom). The human
osteoblastic cell line MG63 (CRL-142%), purchased from LGC standard (USA), was
routinely cultured in a humidified incubator at 8t a 5% CQ atmosphere in a growth
medium (CGM) consisting of Dulbecco’s modified Egilglmedium (DMEM) supplemented
with 10% foetal calf serum, 25 mM HEPES, and 2 mMlitamine +/- 100 U/mL penicillin
and 100ug/mL streptomycin (CGM with antibiotic). The celigere passaged once a week
and used up to passage 20 after thawing. Priosdaya, osteoblasts were seeded at 40,000
cells per well into 48-well tissue culture platéslcon, Le Pont de Claix, France) in 500

of growth medium with antibiotics and cultured ¥ h until 70 to 80% confluence.

Bacterial suspension standardisation and osteoblaséction

Prior to the assays, th8. aureusHGOO1 strain was subcultivated on Columbia agar
supplemented with 5% sheep blood (COS, bioMériddxicy I'Etoile, France) at 37°C for
24 h. Three colonies were then used to inoculatel5of brain-heart infusion (BHI; AES,
Bruz, France) incubated overnight at 37°C. The sasjons were washed and resuspended in
CGM at a concentration corresponding to a multiggliof infection (MOI) of 100 using a
previously established clone-specific regressiormtda correlating the bacterial density
(CFU/mL) with the optical density at 600 nm (@F): CFU/mL = 7.16 x ODgoo— 3.10 (data
not shown). Normalised bacterial suspensions wken tsonicated for 10 min at 100%
(Bactsonic, LaboModern, Paris, France) to miningkenping and added to the bone cell
culture wells. After incubation for 30 min at 4°€ allow sedimentation of the bacteria while
blocking internalisation, all the cultures were sitaneously transferred to 37°C to
synchronise the beginning of the internalisati@psifter 2 h, the cell cultures were washed

twice with 500uL of DMEM and incubated for 1 h with growth medisupplemented with
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10 pg/mL lysostaphin (Sigma-Aldrich, Saint-Querftalavier, France) to kill the remaining

extracellular staphylococcal cells.

Antimicrobial intracellular activity and impact onintracellular SCV selection

After killing the extracellular bacteria with lysaghin, the infected cells were washed twice
with DMEM and incubated for 24 h with growth mediwontaining the tested antimicrobials
at three concentrations. “Bone concentration’,o{§ corresponded to the intraosseous
concentrations reached in humans when using stantlterapeutic dosages and was
determined after a pharmacologic literature reVigfl. These molecules were also used at
minimal (Gnin = Goone / 3) and maximal (Gax = Goone X 3) concentrations to assess the
existence of potential dose effects (Table 1).damh condition, lysostaphin at f@/mL was
also added to the growth medium to kill the baateeleased upon host cell lysis, thus
preventing these bacteria from reinfecting new lces.

After 24 h of incubation, the osteoblasts were \edstwice with DMEM and subsequently
lysed by a 10-minute incubation with sterile watell lysates were sonicated to minimise
clumping, and dilutions of these lysates were $pia@ed in duplicate on COS using a
WASP automated plater (AES Chemunex, Bruz, Frad#dr overnight incubation at 37°C,
the plates were photographed, and the colonies wewated using automated computer
image analysis software (ImageJ. Rasband, W.S.SUNational Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/{i997-2012). SCVs, defined as colonies
with an area smaller than 5-fold less than the aredrea measured for all colonies on each
plate, were enumerated.

Of note, antimicrobial-induced cytotoxicity was @ssed by quantifying lactate
dehydrogenase (LDH) release (resulting from damag#sd) in the cell culture supernatant of
osteoblasts incubated with each tested antimickaiiaC,.x using a colorimetric method
(Dimension Vista automated clinical chemistry asaly Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY).

Statistical analysis

For every concentration, each antimicrobial wasluatad in triplicate during three
independent experiments. The results are presastdétle mean, with the 95% confidence
interval (Cl) of the 9 measure points available dach condition. To standardise the results,
intracellular inocula were normalised for 100,006teoblasts and expressed as changes

observed in the number of intracellular colony-forghunits Alog CFU) at 24 h compared
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with untreated cells using the Mann-Whitney U-téstracellular SCVs were expressed using
the ratio of the number of SVC colonies among aictiobial-treated cells compared to
untreated osteoblasts. The existence of a doseteffas assessed by linear regression
between the three used concentrations. A p-valu@s<®as considered to be significant. All

analyses were performed using GraphPad-Prism vB3dphPad Software, San Diego,
California, USA).
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Results

Susceptibility studies
The MICs, as determined by the Etest method, shotvatlS. aureusHG001 was fully

susceptible to all the antistaphylococcal molectdsted in the present study (Table 1).

Antimicrobial MIC Usual plasmatic Usual bone:plasma Cuin Cpone Cmax
concentration ratio

Beta-lactams

Oxacillin 0.094 50 0.17 3.33 10 30

Ceftaroline 0.19 20 0.19 133 4 12
Clindamycin 0.032 4-14 0.35 133 4 12
Fosfomycin 2 4-14 0.35 133 4 12
Glycol/lipopeptides

Vancomycin 15 20-40 0.21 2 6 18

Teicoplanin 15 10-70 0.21 1 3 9

Daptomycin 0.19 4-11 0.24 1.7 5 15
Linezolid 1 20 0.4 2.67 8 24
Ofloxacin 0.5 5 0.5 0.67 2 6
Rifampin 0.004 10-30 0.27 2 6 18
Tigecycline 0.125 0.2-1.5 0.35 01 0.3 0.9

Table 1. Antimicrobial susceptibility of Staphylocous aureus HG001 and antimicrobial concentrationsll
concentrations are expressed in mg/L. MICs wereerdehed by the standard diffusion method (E-test).
Plasmatic and bone/plasma concentration ratios watermined after a literature review, especiatlynfi the
review from Landersdorfer et &.

Chone BoOne concentration; G, Minimal concentration; G, Maximal concentration; MIC: Minimal inhibitory

concentration.

Antimicrobial-induced cellular toxicity

The data obtained by the LDH-release assay denadedtthat the antimicrobials used at.C
(and consequently at,fz and Gond had no impact on LDH concentration in the supmz
and thus were not responsible for cell death.

Intracellular action

The intracellular effect of the antimicrobials wagpressed by the inoculum change between
the initial and 24 h inocula\(og-CFU) and compared with untreated cells. Of ntte mean
initial inoculum was 1.8x10CFU/100,000 osteoblasts (95%Cl [1.4%1D.1x10]).
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At the bone concentration, vancomycin and daptomware not able to significantly prevent
the intracellular growth observed in untreatedscél3.2 log10 CFU/100,000 cells; 95%CI
[+2.1; +4.3]), highlighted by an intracellular indam increase of +2.9 (95%CI [+0.8; +4.9];
p=0.830) and +1.7 (95%CI [-0.7; +4.0]) logl0 CFWmO cells (p=0.070), respectively.
Compared to untreated cells, an intracellular bedtatic effect was observed with
ceftaroline and teicoplanin, which was estimateeDat (95%CI [-2.5; +2.3]; p=0.002) and -
0.2 (95%CI [-2.7; +2.3]; p=0.001) log10 CFU/100,08%ieoblasts, respectively. At the bone
concentration, a significant bactericidal effectswabserved with fosfomycin (-2.5 log10
CFU/100,000 cells; 95%CI [-0.6; -4.5]; p<1)0 linezolid (-3.1 logl0 CFU/100,000 cells;
95%ClI [-2.9; -4.8]; p<10), tigecycline (-3.9 log10 CFU/100,000 cells; 95%€A.9; -4.8];
p<10%), oxacillin (-4.2 log10 CFU/100,000 cells; 95%GB[1; -5.3]; p<1d), rifampin (-4.9
logl0 CFU/100,000 cells; 95%ClI [-4.8; -4.9]; pZ)Pofloxacin (-4.9 logl0 CFU/100,000
cells; 95%CI [-4.9; -5.0]; p<1f), and clindamycin (-5.2 log10 CFU/100,000 cellS%L! [-
5.1; -5.2]; p<1d) (Figure 1, panel A; Supplementary data 1).

At the minimal concentration, only rifampin (-4.dgllO0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-4.9; -
4.6]; p<10%, clindamycin (-5.2 logl0 CFU/100,000 cells; 95%[5.2; -5.1]; p<1d),
ofloxacin (-3.2 log10 CFU/100,000 cells; 95%Cl §4:1.4]; p<10), and fosfomycin (-3.7
logl0 CFU/100,000 cells; 95%Cl [-5.1; -2.3]; pZ)Owere bactericidal. At the maximal
concentration, all antibiotics were bactericidalithwthe exception of vancomycin and
daptomycin (Figure 2; Supplementary date 1).

The combined analysis of the three concentratigesl for each antimicrobial revealed a
significant dose effect for oxacillin, ceftarolineancomycin, daptomycin, tigecycline, and
ofloxacin (Figure 2; Supplementary data 1).

Impact of antistaphylococcal antibiotics on intraltelar SCV emergence

After 24 h, the number of SCVs in untreated celsvt3,514/100,000 osteoblasts (95%CI
[6,448; 20,580]), corresponding to 4.1% (95%CI {2.8]) of all colonies. Our data showed
that this number did not increase, regardlessegtitibiotic and concentration tested.

At the bone concentration, the number of SCVs vgisfgcantly decreased in the osteoblasts
treated with ofloxacin, rifampin, and daptomycirithwa reduction of -79.7% (95%CI [-88.4;
-71.0]; p=0.001), -89.7% (95%CI [-96.6; -82.7]; péD1l), and -50.9% (95%CI [-25.1;
+126.9]; p=0.004), respectively, compared to unéeacells (Figure 1, panel B;
Supplementary data 1).
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Additionally, oxacillin (-92.2%; 95%ClI [-85.4; -99); p<10®), ceftaroline (-17.1; 95%ClI [-

102.1; +136.4]; p=0.044), linezolid (-64.2; 95%C93.1; -35.4]; p=0.023), fosfomycin (-
94.7; 95%CI [-87.1; +102.4]; p<1), and tigecycline (-8.1; 95%CI [-129.0; +145.2];
p=0.015) reduced the proportion of intracellular VSCbut only at the maximum

concentration.

A slight but significant dose effect was observatyavith oxacillin (Figure 3, Supplementary
data 1). Other differences were not statisticatiypisicant.
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Figure 1. Intraosteoblastic inoculum change and natcellular proportion of small-colony variants inhe

presence of the main antistaphylococcal moleculéshe usual bone concentration.

Change in the number of intracellular CFUl¢g CFU; means +/- 95%CI) at 2 h, starting from anitial
intracellular inoculum of 1.8x10(95%Cl 1.4x10- 2.1x16) for 100,000 osteoblasts, was compared to untreate

cells (Mann-Whitney U-test).

CFU: Colony-forming units; Cl: confidence intervéCV: Small-colony variants; ** p<0.01; *** p<0.0Q1
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Figure 2. Dose effect of the main antistaphylocotcaolecules on intraosteoblastic inoculum.

The results are expressed by the change in the ewaibntracellular CFU ¢log CFU; means +/- 95%ClI) at 2
h, starting from an initial intracellular inoculurof 1.8x16 (95%CI 1.4x16- 2.1x16) for 100,000 osteoblasts.

Dose effect was assessed using linear regressioveba the three used concentrations.

CFU: Colony forming units; Cl: confidence intervélp<0.05.
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Figure 3. Dose effect of the main antistaphylocoteaolecules on the intraosteoblastic emergence wiad-

colony variants.

Change in the number of intracellular CFUl¢g CFU; means +/- 95%CI) at 2 h, starting from anitial
intracellular inoculum of 1.8x10(95%CI 1.4x10 - 2.1x16) for 100,000 osteoblasts, was compared with

untreated cells (Mann-Whitney U-test). The dosecefivas assessed using linear regression betweeththe

used concentrations.

CFU: Colony-forming units; Cl: confidence interv&8CV: Small-colony variants; * p<0.05.
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Antimicrobial  Minimal concentration Bone concentration Maximal concentration Dose effect
Mean (95%Cl) p Mean (95%Cl) p Mean (95%Cl) p R2 p

Oxacillin

Alog CFU  -1.7 (-4.0; +0.7) <1® -4.2(5.3;-3.1) <18 -4.9(5.0;-4.8) <18 0.130 0.007

SCVs (%) 34.5(16.1;52.9) 0.041 33.2(16.3;50.0)0.053 7.8 (1.0; 14.6) <1 0.136 0.007
Ceftaroline

Alog CFU  +0.5(-1.9;+3.0)  0.006 -0.1(-2.5;+2.3) O@R -2.6(-4.4;-0.7) <1® 0.084 0.033

SCVs (%) 96.3(-29.1;221.7) 0.082 50.0(13.1;86.8 0.071 82.9 (-36.4;202.1) 0.044 <10 0.992
Vancomycin

AlogCFU  +0.8 (-1.7;+3.3)  0.333 +2.9 (+0.8;+4.9) 83D -1.7 (-4.1; 0.6) 0.002 0.085 0.033

SCVs (%) 44.4(-8.2;97.1) 0.072 108.5 (9.4; 207.6D.800 53.5(3.6; 103.4) 0.185 0.001 0.824
Teicoplanin

Alog CFU  -2.3(-4.5; -0.0) <1d -0.2(-2.7;+2.3) 0.001 -3.9(-5.3;-2.6) <10 0.058 0.080

SCVs (%) 134.6(5.2;263.9) 0.978 115.3(56.5;2y4.0.374 117.2(24.2;210.1) 0.844 0.001 0.831
Linezolid

Alog CFU  -0.9 (-3.1; +1.3) <1d -3.1(-4.8;-1.4) <18 -3.1(-4.8;-1.4) <18 0.016 0.361

SCVs (%) 30.1(16.3;43.9) 0.025 44.6 (13.5;75.8)0.087 35.8 (6.9; 64.6) 0.023 <i0 0.924
Daptomycin

Alog CFU  +5.2 (+5.0; +5.4)  0.078 +1.7 (-0.7;+4.0) 0@ -1.6 (-3.7; +0.5) <1d 0.346 <10

SCVs (%) 65.1(2.3;127.9) 0.052 49.1 (-26.9; 1p5.0.004 83.3 (-7.9; 174.5) 0.057 0.005 0.622
Fosfomycin

Alog CFU  -3.7 (-5.1; -2.3) <1® -2.6 (-4.5;-0.6) <18 -2.9(4.7;-1.0) <18 0.005 0.621

SCVs (%) 52.5(-13.1;118.1) 0.015 61.7 (5.7;117.6 0.057 5.3 (-2.4;12.9) <10 0.051 0.100
Tigecycline

Alog CFU  -3.7 (-5.1; -2.3) 0.005 -3.9(-4.8;-2.9) &1 -3.8(-4.7;-1.0) <18 0.148 0.041

SCVs (%) 77.1(22.1;132.2) 0.354 71.7 (14.2;1P9.10.128 91.9 (-45.2;229.0) 0.015 0.002 0.765
Clindamycin

Alog CFU  -5.2 (-5.2; -5.1) <1y -5.2(-5.2;-5.1) <18 -5.2(-5.3;-5.1) <18 <10° 0.904

SCVs (%) 59.7 (13.2;106.2) 0.425 79.1(1.3;157.0)0.415 88.9 (16.3; 161.5) 0.786 0.011 0.549
Ofloxacin

Alog CFU  -3.2 (-4.9; -1.4) <1® -4.9 (-5.0; -4.9) <18 -5.0(-5.0;-5.0) <18 0.083 0.035

SCVs (%) 16.4 (3.3; 29.6) 0.003 10.4(3.4;17.3) 000. 12.4(4.1;20.6) 0.001 0.003 0.709
Rifampin

Alog CFU  -4.7 (-4.9; -4.6) <1d -4.9(-4.9;-4.8) <18  -4.7 (-4.9; -4.6) <18 <10° 0.886

SCVs (%) 27.1(12.5;41.8) 0.021 20.3(11.6;29.0)0.011 18.4(7.7;29.2) 0.010 0.018 0.339

Supplementary data 1. Summary of the antimicrobiapact on intracellular global inoculum and SCVs.

The reduction of intracellular inoculumflpg CFU) represents the decrease in intracellulacteria after 24h,

compared to untreated cells by Mann-Whitney U-t8€Vs represent the number of colonies with an area

inferior to 5-fold less of the median area measui@dall colonies on each plate, and are expressddtive to

untreated cells. The existence of a dose-effect aggsgessed by linear regression between the thred us

concentrations.
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Discussion

Considering that intra-osteoblasti. aureusconstitutes a bacterial reservoir leading to
chronicity and relaps€;*? targeting intracellular bacteria might be a maf@rapeutic issue
in the antimicrobial therapy for BJI and shouldlie taken into account. Compared with
previous evaluations of the intracellular activitf antimicrobials, the present study was
specifically adapted to BJI by the following: iketluse of a human osteoblast infection model,
thereby allowing a better estimation of the sitatencountered in BJI, as opposed to using
monocyte-macrophage cells, as previously deschib&land i) the evaluation of the
antimicrobial intraosseous concentrations reachddimans when using standard therapeutic
doses and not plasmatic (or higher) concentratiwhgsh do not correspond to the therapeutic
tissue reality??

At the bone concentration, vancomycin and daptomyaid not result in a significant
reduction in the intracellular inoculum, and ceftare and teicoplanin appeared only
bacteriostatic. Conversely, the other tested antwbials achieved a significant intracellular
bactericidal effect: rifampin, ofloxacin, and clamdycin were the most active molecules.
These results must be analysed with regard todllagivie intracellular distribution of bacteria
and antimicrobials and the physicochemical pararseitintracellular compartments. After
the internalisation ste|®. aureuds processed in a phagolysosome, which is chaiseteby

a low pH, and certai8. aureusstrains are able to escape from the phagosomepropertion

of bacteria released into the cytoplasm dependh@time from infection (ranging from 10-
30% at 2 h to 60-80% after 8 h) but also on varieuglence factors including delta- and
beta-toxins and phenol-soluble modulffAsWithin this context, the low activity of
vancomycin on intracellular staphylococci can copsatly lie in its slow uptake and modest
cellular accumulatio?t compared to teicoplanin, a more lipophilic glycppee, which shows

a more extensive and faster accumulaffoonversely, the good intracellular activity of
clindamycin, fluoroquinolones, and rifampin can éeplained by their well-known rapid
accumulation in eukaryotic ceff8-? However, fluoroquinolones are mainly located ie th
cytosol, whereas clindamycin and rifampin are tsted both in the cytosol and
phagosomes, likely allowing these molecules toegmjl intracellularS. aureuscells®
Moreover, the local environment, and especially dob&lic pH, can be unfavourable to the
activity of some antibiotics. For instance, suchnditbons only slightly affect
fluoroquinolones and clindamycin, with the retentiof their good intracellular activity.

Interestingly, some studies have even shown thahioién-resistant S. aureusstrains
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recover their susceptibility tp-lactam antibiotics when they are phagocytised uilaeyotic
cells due to the acidic pH in phagolysosoriies Indeed, penicillin-binding protein (PBP) 2a,
a low p-lactam-affinity PBP encoded by theecAgene and conferring resistance to penicillin,
can be acetylated tylactams due to a pH-induced conformational ch&Ahis mechanism
can possibly be involved in the increased intradailactivity offf-lactams against MSSA due
to a similar conformational modification of natuRBPS.

To our knowledge, only two studies previously assdsthe intra-osteoblastic activity of
some antimicrobials. Kreis et al. recently obtaimedults concordant with ours using
tigecycline and rifampin but with tigecycline cont&tions 30-fold higher than therapeutic
bone concentratior.Ellington et al. also suggested an excellent ingioblastic activity of
rifampicin, clindamycin, and macrolides, but thesenpounds were used at MICs and not at
bone concentratiorfs. Other studies were performed using monocyte orrophiage cell
lines, showing that the intracellular activity dfet anti-staphylococcal depends on the
exposure time and the extracellular concentratioth® molecules tested, which emphasises
the importance of using therapeutic bone concéotsi* As in the present work, these
studies have also highlighted a superiority of figuinolones on internalised bacteria and the
inefficiency of vancomycin in macrophag¥s?® Finally, animal models have also been used
to evaluate the intracellular activity of anti-dtgfmcoccal molecules. In a mouse model of
staphylococcal peritonitis, Sandberg et al. clesithe intracellular activity of antimicrobials
as follows: dicloxacillin > rifampin > gentamicii.However, a peritonitis model does not
match the tissue reality of BJI, for which antiléadiffusion problems is a major concern. In
another mouse model of foreign-device infection riNuet al. confirmed the superiority of
fluoroquinolones ovep-lactam antibiotics in the eradication of intraakdr S. aureus®

The interpretation of the results obtained for S@/more complex, as the observed results
after 24 h of treatment is a balance between thergence of these phenotypic variants,
which can be promoted by the stress induced bytdbied antibiotics themselves, and the
efficacy of these same antibiotics on the SCVs. rAvippus study has shown that most
antibiotics were able to kill intracellular SCVeEending on the concentration usgdlising

a therapeutic concentration, we showed that amatngcellularly active antimicrobials, only
ofloxacin was able to limit the intracellular emenge of SCVs. Finally, an accurate
definition of SCV, involving not only colony sizeubalso metabolism markers, for example,
is lacking and may have helped to more precisetgrilge these variants.

Some limitations of our study must be addressect,Fonly oneS. aureugeference strain

was tested, which may represent a limitation toek&apolation of our results to different
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clinical isolates. Moreover, it would have beenemssting to assess the intracellular
concentrations of antibiotics, which was not techhy feasible in our laboratory.
Nevertheless, as mentioned above, only a sub-aelptharmacodynamics analysis would
have been relevant, taking into account both theagellular location of bacteria and
antimicrobials. Thus, the binding of each antimintab to culture medium proteins was not
considered and may have impacted the available amofi antibiotic for intracellular
diffusion. However, this parameter is rarely tak&o account in bone diffusion studies in the
literature. Consequently, the choice of concerdratiused in our study is most likely the most
relevant according to current pharmacological keagk. Finally, antimicrobials were added
after a two-hour period of cell infection. Howevdg]lington et al. showed that the
intracellular antibiotic activity decreased whenapttylococci persisted for 12 hours
intracellularly before treatment, likely due to laaoge in the bacterial cell wafl.A similar
study using various incubation periods could berggting to confirm these results under our
experimental conditions.

In conclusion, our results provide the first asses# of the intra-osteoblastic activity of a
large panel of antimicrobial used in BJI, as evidaat therapeutic bone concentrations.
Ofloxacin exhibited the best therapeutic patterith \an excellent intracellular activity while
limiting the emergence of SCVs. These data prowadbasis for refining the choice of
antibiotics to prioritise in the management of idifft-to-treatS. aureudJI. For instance, our
results justify and promote the combination a ftuprinolone due to its good intracellular

activity with an already well-known anti-biofilm rexule, such as rifampin.
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Nos travaux de recherche ont abordé les mécanidmaeteriens impliqués dans la
physiopathologie des IOA staphylococciques, induda formation de biofilm,
l'internalisation par les ostéoblastes, et I'éviantvers le phénotype SCV. Les interactions
entre les services de maladies infectieuses, darghe orthopédique, de microbiologie et de
recherche fondamentale développées dans le cad@zwlue International de Recherche en
Infectiologie (CIRI, INSERM U1111) et du CRIOAC dewspices Civils de Lyon nous ont
donné l'opportunité rare de corréler résultats ddmbgiques fondamentaux et données
cliniques. Cette approche translationnelle a motigéentation de nos travaux vers les
principales problématiques rencontrées par lesc@ims lors de la prise en charge de patients
atteints d’lOA : i) les mécanismes impliqués daamgdnése de I'lOA via le lien complexe
entre portage et survenue d’infections invasivesdbpar I'étude des IOA & epidermidis

i) le probleme dudiagnostic et notamment de la reconnaissance initiale dactare
chronique de linfection, avec la place potentialle la détection de la delta-hémolysine
comme marqueur dehronicité lié au réservoir intra-cellulaire et a la formatide biofilm ;

et iii) [I'évaluation de laction intra-cellulaire ed anti-staphylococciques, abord
thérapeutique jusqu’ici peu mis en avant par les recommandatidass le choix des

stratégies de prise en charge des IOA.

Infections ostéo-articulaires aStaphylococcugpidermidis

Le premier résultat apporté par notre étude edis€éace de pouvoir discriminant des
capacités d'internalisation des ostéoblastes efodmation de biofilm entre souches de
S. epidermidi€commensales ou invasives. Comme développé erdirdtion, de nombreuses
études se sont intéressées a cette question, saneipmettre en évidence de facteur
génotypique clairement associé au pouvoir invasiémtiel de certains groupes de souches de
portage. L'utilisation de marqueurs phénotypiquesoaiés aux IOA (internalisation par les
ostéoblastes et formation de biofilm) n'a pas étés pliscriminante. Ces résultats renforcent
I'hypothese selon laquelle I'infection & epidermidiconstituerait un évenement accidentel
survenant a partir de la flore commensale, et ¢eglses de portage et invasives une seule
entité microbiologique [8]. Toutefois, l'identifitan des souches les plus invasives parmi les
souches de portage est une problématique essentplivant avoir des conséquences
cliniques pratiques en termes de prévention des, I&tAnotamment pour proposer une
décontamination pré-opératoire ciblée aux patipotseurs des souches les plus agressives

avant une chirurgie orthopédique.
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Notre étude représente par ailleurs la premiéréuétian de la capacité d’interaction d’'une
large collection de souches cliniques 8e epidermidisresponsables d’'lOA avec les
ostéoblastes. Nous avons mis en évidence que iitrisedes souches d& epidermidis
testées étaient caractérisées par un tres faimedaternalisation par les cellules osseuses.
Ce résultat suggere une importance moindre de camsne physiopathologique dans les
IOA a S. epidermidipar rapport a ce qui est observé chez I'esgea@ureusEn 2007, dans
des conditions expérimentales proches, Khalil etaghient au contraire concluent a un
eventuel impact de linternalisation d& epidermidisdans les cellules osseuses [198].
Toutefois, ces résultats étaient basés sur un refimité de souches cliniques (n=4) dont
une seule isolée d’'IOA. De plus, seule une sousbeei d’'une péritonite présentait un taux
d’internalisation significatif, et restant moindggaie pourS. aureus Couplés au fait que
linternalisation deS. epidermidisait été décrite dans divers types de cellulesshatm
phagocytaires telles que les cellules épithélialasnmaires bovines, les cellules urothéliales,
ou encore les cellules endothéliales [194-196,3K8,3ensemble de ces résultats suggerent
limplication de spécificités liées aux souchesaeak cellules cibles testées. Il serait ainsi
intéressant d’évaluer les capacités d’interactiemdtre collection de souches issues d'IOA
dans un autre modele d’infection cellulaire, comde mastite bovine par exemple, et
inversement de tester les souchesSdepidermidigiécrites comme invasives pour d’autres
types cellules dans notre modéle d’'infection d'obtastes. Ce type d’expériences permettrait
de déterminer l'origine bactérienne ou cellulaire tklles spécificités d’interaction, et
d’explorer les mécanismes impliqués dans l'invastetiulaire parS. epidermidisrestant
méconnus. L'implication d’Alt, une adhésine de danflle des autolysines interagissant avec
la protéine Hsc70 cellulaire, a été suggérée [1D6]facon plus générale, et comme suggeéré
par une étude récente comparant des souches deisSG&s de bactériemies et d’'10A,
limplication d’autres adhésines telles que AaBap pourrait également étre évalué dans de

tels modéles [231].

Infections ostéo-articulaires aStaphylococcusureus

La premiere étape de ce travail a été de caraetdegsond génétique de notre large collection
de 95 souches cliniques de SASM responsables d'C2#e étude était un prérequis essentiel
nous permettant de relier les phénoménes phénaggpigbservés avec les caractéristiques
cliniques des patients inclus, écartant le rolend’'trop forte clonalité de notre collection.

Cette démarche nous a toutefois permis de deaiferle prévalence du clone SASM
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CC398 dans les IOA en Francela diffusion récente du clone SARM CC398, dédesson
pendant sensible a la méticilline, autorise & éeode caractére également émergent du
SASM CC398 [339,343]. Toutefois, une seule étuddaft’ jusqu’ici intéressée au fond
génetique des SASM impliqués dans les IOA, rendatie conclusion discutable [338]. De
plus larges études de prévalence, tant sur le gégraphique que chronologique, sont
nécessaires pour confirmer ce phénomene. Mémk palrrait relever d’'une diffusion de ce
clone au sein de I'ensemble des SASM, qu’ils saiespponsables de portage ou d’infections,
'autre question soulevée par cette forte prévaemc sein des souches d’'l0OA est celle d’'un
potentiel tropisme particulier pour les tissus agset articulaires. L'absence de facteur de
virulence génotypique particulier de ce clone faitvisager le réle des mécanismes
phénotypiques associés aux IOA. Toutefois, les Eenmrésultats observés avec les SASM
CC398 lyonnais ne semblent pas mettre en évideaceafdacité particuliére en termes de
formation de biofilm ou d’invasion des ostéoblast€es résultats restent cependant a

confirmer sur une plus large collection de souches.

Depuis les premiers travaux portant sur la capatitdernalisation deS. aureusau sein de
cellules non phagocytaires datant du milieu deesnrd0, ce mécanisme est devenu une
hypothése explicative de la persistance des imfieststaphylococciques, notamment lors des
IOA [165,167,169-171]. Les études ayant fait s@itees premiéres descriptions se sont
attachées a en décrire les mécanismes, mettamhmetat en évidence le réle pivot des FnBP
staphylococciques comme ligand de l'integra@1 cellulaire. Il a en effet été démontré que
l'interaction FnBP - intégrine@5p1 déclenchait l'internalisation passive de la baetéia un
mécanisme cellulaire actif mettant en jeux le aytedette d’actine [165,167]. Toutefois,
'ensemble de ces études utilisait des souchesalderdtoire, adaptées aux investigations
meécanistiques, mais ne permettant pas la mise ider®@e de la pertinence clinique de ce
phénomene. Avec I'étude des capacités d'interacties différents clones de SARM
circulants avec les ostéoblastes, Rasigade etvalerd approché cet objectif dans notre
laboratoire [324]. En effet, les résultats de céttale mettaient en évidence que les clones de
SARM hospitaliers, usuellement associés a des ®indolentes et chronique d’'10A, étaient
plus internalisés et moins cytotoxiques que les BABommunautaires, classiqguement
responsables d'lOA aigués et trées symptomatiques.riisultats sont cependant les premiers
a valider sur des bases cliniques I'hypothesethude I'internalisation de S. aureuspar les

ostéoblastes dans la chronicité des 1QAen utilisant une large collection de SASM de fond
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géneétique tres divers, et en utilisant comme setdre de corrélation la durée d’évolution
réellement observée chez les patients.

L’interprétation du réle dwswitch phénotypique intracellulaire vers les SCVest plus
délicate. Alors que ce mécanisme a été proposé eoassocié a la chronicisation des IOA,
nous n‘avons pu mettre en évidence aucune différesignificative, tant sur le versant
physiopathologique que thérapeutique. Néanmoirsyégultats ne permettent pas d’éliminer
définitivement un réle des SCV en raison de l'inipote variabilité des mesures observées.
En fait, il n’existe actuellement pas de définitgmenotypique univoque de ce morphotype, la
plupart des études se basant en effet sur la thiecolonies [213]. En utilisant une méthode
de comptage informatisée a partir de photos dessgglobtenues, nous avons tenté de
standardiser cette mesure. Cependant, la var@ahiés résultats obtenus suggerent qu’une
définition uniqguement basée sur la taille des dem’est probablement pas suffisante.
L'utilisation des criteres métaboliques définisskest SCV, et notamment I'auxotrophie pour
’hémine ou la ménadione, pourrait en partie a@egsoudre ce probleme. Nous pourrions
ainsi imaginer une étude similaire en se basantesicriteres biochimiques, toutefois lourde

en termes de contraintes économiques et de temps.

Un autre point essentiel de nos travaux est reptégmr laelation entre la dysfonction du
systemeagr et la chronicité des IOA Cette observation corrobore les données obtgrares
d’autres auteurs dans le cadre des bactériémissintkctions respiratoires ou encore des
infections sur matériel endo-vasculaire [234-2%ijr la base de nos résultats, ce résultat est
renforcé par l'association de cette dysrégulatian systemeagr avec les mécanismes
phénotypiques associés a la chronicité, et notarnhingernalisation dans les ostéoblastes et
la formation de biofilm. Ce dernier point renforégalement I'hypothése proposée par
certains auteurs selon laquelle la relation eratrddficience du systensgr et la chronicité
des infections staphylococciques est en partiediéae capacité augmentée de formation de
biofilm [237,238].

De plus, il a été démontré dans notre laborataire lg fonctionnalité du systénagr peut
étre evaluée par la sécréetion de delta-hémolygineduit de la traduction de I'ARNIII,
effecteur du systemagr [236]. La détection de la delta-hémolysine peuplls étre réalisée
simplement par recherche de son pic protéique fipéei en spectrométrie de masse
(MALDI-TOF-MS). Cette technologie étant de plus plus utilisée en routine par les
laboratoires de bactériologie pour l'identificatibactérienne, elle apporte un moyen simple

et instantané de connaitre le statut du systagned’'une souche d&. aureusresponsable
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d’'IOA, et ce dés le diagnostic. Etant donné la@ation entre fonctionnalité du systéiagr

et chronicité des IOA staphylococciques, cette ngphe pourrait représenter la premiére
méthode objective d’évaluation du degré de chréhidiune IOA au moment du diagnostic,
et donc avoir un impact majeur sur la prise en ghades patients. En effet, les
recommandations actuelles sur la prise en charge I@A sur matériel orthopédique
préconisent un traitement chirurgical conservatgavage, parage avec conservation du
matériel) pour les infections aigués, alors qu'aidation du matériel est nécessaire pour
toute infection chronique [5,11-13]. Cependangifdinction actuelle entre formes aigués et
chroniques est arbitraire, basée sur un délaiad 3emaines entre le début des symptomes et
la prise en charge. Hors, le traitement conservatméme en cas de respect de ces
recommandations, est grevé d'un taux d’échec de @éu20%, atteignant méme 50 a 90%
dans certaines séries [346,347]. L'utilisation dalgorithme basé sur 'absence de détection
de la delta-hémolysine (et donc sur I'absen@gdfonctionnel) pour définir la chronicité et
donc poser lindication de retrait du matériel gern évaluer pour tenter de diminuer
l'incidence de ces échecs. En effet, dans de nambsesituations, le caractere insidieux de
'IOA rend extrémement difficile la déterminatiore da date du début des symptémes,
pouvant faire considérer a tort une I0A chroniqoerpune forme aigué. De plus, certaines
souches ont possiblement la capacité d’acquéris t@pidement les caractéristiques
phénotypiques associées a la chronicité et étrgponsable d'échec de traitement
conservateur, méme precoce.

Comme développé en introduction, les IOA regroupegmtensemble trés hétérogene de
situations cliniques. Le caractere rétrospectifndére étude n’'a pas permis de prendre en
compte cet écueil. La problématique de la chrohidgs IOA est notamment moins cruciale
en cas d'lOA natives telles que les arthrites ses que pour les infections sur matériel
orthopédique, pour lesquelles le délai d’évolutsemble impacter plus particulierement la
physiopathologie, la prise en charge et le pronodte délai d’évolution de 4 semaines
communément admis pour distinguer I0A aigués airihues étant arbitraire, il ne peut sans
doute pas s’appliquer avec la méme pertinencengdimble des formes cliniques d’lOA et
semble mieux adapté aux infections sur matériddopddique. Toutefois, les difféerences
observées entre I0A aigués et chroniques en tedinggrnalisation bactérienne dans les
ostéoblastes et de dysfonction du systagreont été confirmées par la corrélation entre ces
phénomeénes et les délais d’évolution bruts, n’iquaint aucune limite arbitraire d’évolution.
Cependant, nos hypothéses étant basées sur natee &ade rétrospective, incluant des

patients assez hétérogénes, un travail prospestifagtuellement en cours, incluant des
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patients porteurs d’'une IPA mono-microbienneSa aureusbénéficiant d’'un traitement
conservateur, et évaluant leur pronostic selondtitsagr de la souche isolée (Etude Delta-
Os).

Enfin, la démonstration de la pertinence clinigee’ohternalisation des. aureusau sein des
ostéoblastes dans les IOA chroniques nous a mem@lider une étude préliminaire sur
I'action intra-ostéoblastique des antibiotiques a etion anti-staphylococciquesEn effet, a
image du role de la rifampicine comme agent 4-bidfilm », I'utilisation de molécules
actives en intra-cellulaire pourrait étre capitahsl la prise en charge des patients porteurs
d’'une I0A chronique afin de limiter le risque deidives a partir du réservoir intra-cellulaire.
Si d’autres études portant sur I'activité des aotipues contre le staphylocoque intra-
cellulaire avaient déja été menées, notre modélpagculierement adapté a la situation des
IOA, du fait : i) de l'utilisation d’'un modele d’'fection d’ostéoblastes humains, alors que la
plupart des autres études s’intéressaient auxieglinono-macrophagiques [300-302] ; et ii)
a l'utilisation des posologies rencontrées en fudque humaine dans le cadre des I0A
[112], tenant compte des doses habituellemenséé$ et de la diffusion intra-osseuse des
antibiotiques, les autres études utilisant prirleip@nt les doses plasmatiques. Dans notre
étude, la rifampicine, I'ofloxacine et la clindanirye sont apparues comme les molécules les
plus actives. Toutefois, cette étude préliminaiemdnde a étre renforcée par d’autres
conditions expérimentales et données pharmacolegidtn particulier, nous n'avons évalué
'action des anti-staphylococciques qu’apres 2imfdgtion cellulaire. Hors, il a été montré
gu'une persistance plus prolongée en intra-ceflieilaavant mise en contact avec les
antibiotiques modifiait l'action des anti-staphybeciques, possiblement du fait de
modifications de la paroi bactérienne [171]. Lisa@ition d’'un modele similaire avec
différents temps d’incubation pré-thérapeutiquesrm@t donc affiner ces résultats. Un autre
projet en cours d’élaboration visera I'étude dectlan intra-cellulaire des principales
associations d’antibiotiques actuellement utilisgass le traitement des 10A, et permettra de
rechercher les combinaisons les plus efficaces yetergiques contre le réservoir
staphylococcique intra-cellulaire. Enfin, des étittevivo seraient nécessaires pour valider
'ensemble de ces données, en adaptant par exdespiaodeles animaux mis en place par

d’autres équipes francaises au sein de futureabmmthtions [350].
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ANNEXE 2 — Autres travaux issus de la cohorte de pignts porteurs d’'une
IOA a SASM du CRIOAC de Lyon

La base de données cliniques nécessaire a liégtatpn des résultats microbiologiques
fondamentaux présentés dans ce travail a donn& lue analyse propre, portant sur deux
problématiques cliniques de la prise en charge pkagents porteurs d’IOA. Comme
développé plus haut, ces patients bénéficient d'doable antibiothérapie prolongée,
initialement intra-veineuse, et utilisant de forfssologies. La tolérance de ce traitement
meédical lourd a peut été évalué. Nous avons doobas reporter les effets secondaires
survenant en cours d’antibiothérapie chez les piatiporteurs d'une I0A a SASM. Par
ailleurs, la plupart des études sur les IOA stamtodciques portant sur les IPA a SARM,
nous nous sommes intéressés aux facteurs prondstsc$OA natives a SASM, restant la
situation clinique la plus fréquemment rencontfées deux objectifs ont donné lieu aux deux

articles scientifiques reproduits ci-apres, et eoxmunications affichées suivantes :
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Ferry, on behalf of the Lyon BJI study group
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Prolonged antimicrobial therapy is recommended for methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) bone and joint in-
fections (BJI), but its safety profile and risk factors for severe adverse events (SAE) in clinical practice are unknown. We ad-
dressed these issues in a retrospective cohort study (2001 to 2011) analyzing antimicrobial-related SAE (defined according to the
Common Terminology Criteria for Adverse Events) in 200 patients (male, 62%; median age, 60.8 years [interquartile range
{IQR}, 45.5 to 74.2 years]) with MSSA BJI admitted to a reference regional center with acute (66%) or chronic arthritis (7.5%),
osteomyelitis (9.5%), spondylodiscitis (16%), or orthopedic device-related infections (67%). These patients received antistaphy-
lococcal therapy for a median of 26.6 weeks (IQR, 16.8 to 37.8 weeks). Thirty-eight SAE occurred in 30 patients (15%), with a me-
dian time delay of 34 days (IQR, 14.75 to 60.5 days), including 10 patients with hematologic reactions, 9 with cutaneomucosal
reactions, 6 with acute renal injuries, 4 with hypokalemia, and 4 with cholestatic hepatitis. The most frequently implicated anti-
microbials were antistaphylococcal penicillins (ASP) (13 SAE/145 patients), fluoroquinolones (12 SAE/187 patients), glycopep-
tides (9 SAE/101 patients), and rifampin (7 SAE/107 patients). Kaplan-Meier curves and stepwise binary logistic regression anal-
yses were used to determine the risk factors for the occurrence of antimicrobial-related SAE. Age (odds ratio [OR], 1.479 for 10-
year increase; 95% confidence interval [CI], 1.116 to 1.960; P = 0.006) appeared to be the only independent risk factor for SAE. In
patients receiving ASP or rifampin, daily dose (OR, 1.028; 95% CI, 1.006 to 1.051; P = 0.014) and obesity (OR, 8.991; 95% CI,
1.453 to 55.627; P = 0.018) were associated with the occurrence of SAE. The high rate of SAE and their determinants highlighted
the importance of the management and follow-up of BJI, with particular attention to be paid to older persons, especially for ASP
dosage, and to rifampin dose adjustment in obese patients.

Bone and joint infections (BJI), including septic arthritis, os-
teomyelitis, and orthopedic device-related infections (ODI),
constitute difficult-to-treat clinical entities, as they chronically
evolve and frequently cause a relapse in infection (1-4). Staphylo-
coccus aureus is the leading cause of BJI, accounting for approxi-
mately 50% of cases, and it is particularly associated with treat-
ment failure due to its various virulence factors, including its great
ability to form biofilms (5-7). These concerns have led to the
recommendation of a prolonged antimicrobial course in S. aureus
BJI, frequently in combination to avoid the acquisition of drug
resistance, with initial administration via the intravenous route
and at a high dosage (8-10). It is well known that the prolonged
use of antimicrobial combinations is associated with an increased
toxicity risk (11), but only limited and conflicting data are found
in the literature concerning the prevalence and predictive factors
of antimicrobial-related adverse events (AE) occurring during the
treatment of BJI. A recent meta-analysis concluded that the inci-
dences of AE are 16.1% for mild AE and 7.7% for moderate and
severe AE (12), but some studies found the incidence of AE can
reach rates as high as 50% of the patients (13, 14). We aimed to
describe the occurrence of and risk factors for antimicrobial-re-
lated AE in a retrospective cohort study that included patients
admitted to a regional reference center with methicillin-suscepti-
ble S. aureus (MSSA) BJI.
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MATERIALS AND METHODS

Ethics statements. This study received the approval of the French South-
East ethics committee with the reference number CAL2011-021. In accor-
dance with French legislation, written informed patient consent was not
required for any part of the study.

Inclusion criteria and data collection. All patients with MSSA BJI
who followed up in our institution between 2001 and 2011 were enrolled
in a retrospective cohort study. Patients with diabetic foot- and decubitus
ulcer-related BJI were excluded because of the particular pathophysiology
proceeded by contiguity with bone exposition and implicating diabetes-
associated vascular disease and peripheral neuropathy, leading to a spe-
cific management of these infections. For each patient, data were collected
from medical records, nursing charts, and biological software in an anon-
ymous standardized case report form.

Definitions. BJI diagnosis was based upon the existence of clinical and
biological evidences of infection and at least one reliable bacteriological
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sample that was positive for MSSA (i.e., percutaneous joint fluid aspira-
tion, surgical sample, and/or blood culture). BJI were classified according
to (i) the existence of an orthopedic implant (i.e., osteosynthetic material,
joint prosthesis, or external fixator) and (ii) the time from the initiation of
infection symptoms to diagnosis, with infections defined as acute (infec-
tion lasting for =4 weeks) or chronic.

The Charlson comorbidity index was calculated as previously de-
scribed (15). Immunosuppression was defined as (i) steroid therapy of
>10 mg of prednisone per day or the equivalent for =3 months, (ii)
immunosuppressive drug therapy during the two months before BJI on-
set, or (iii) current chemotherapy or radiotherapy treatment.

Every adverse event (AE) occurring during follow-up was classified
according to the Common Terminology Criteria for Adverse Events (CT-
CAE) (National Cancer Institute, 2003). Severe adverse events (SAE) cor-
responded to CTCAE grades 3 to 5. The role of the antimicrobial agents in
AE occurrence was left to the judgment of the clinician, with the help of a
pharmacovigilance specialist in doubtful cases. The risk factors analyzed
for SAE included age, a Charlson comorbidity index of =2, obesity (body
mass index [BMI] > 30 kg/m?), denutrition (BMI < 18 kg/m?), BJI type,
mechanism, and presentation (i.e., acute or chronic, fever, fistula, abscess,
biological inflammatory syndrome), time delay from diagnosis to infec-
tious disease specialist referral, and the antibiotic administration charac-
teristics (route, duration, and doses).

Statistical analysis. Descriptive statistics were used to estimate the
frequencies of the study variables, described as effectives (%) for dichot-
omous values and medians (interquartile range [IQR]) for continuous
values. For the percentage calculation of each variable, the number of
missing values was excluded from the denominator. Nonparametric sta-
tistical methods were used to compare the study groups (chi-square test,
Fisher’s exact test, or Mann-Whitney U test, as appropriate). Kaplan-
Meier curves were compared between the groups using the log-rank test.
Stepwise binary logistic regression analysis was used to determine the risk
factors for the first antimicrobial-related SAE. After checking the variables
for interactions, variables with medical meaning and with P values ob-
tained in the univariate analysis of <0.15 were included in the final mul-
tivariate model, adopting a ratio of 10 events per independent variable to
avoid overfitting. A P value of <0.05 was considered significant. All anal-
yses were performed using SPSS software version 17.0 (SPSS, Chicago,
IL).

RESULTS

Two hundred eleven patients with MSSA BJI were identified. After
excluding diabetic foot-related (n = 3) and decubitus ulcer-re-
lated (n = 1) BJI and medical records with insufficient data (n =
7), 200 patients were included in the analysis.

Demographic characteristics, underlying conditions, and
BJI presentation. There were 124 male (62%) patients. The me-
dian age was 60.8 years (IQR, 45.5 to 74.2 years), with 103 patients
(51.5%) >60 years of age. The mean Charlson comorbidity index
was =2 in 61 patients (30.5%). The patient comorbidities are
detailed in Table 1.

There were 15 native joint infections (7.5%), 19 osteomy-
elitis cases (9.5%), 32 spondylodiscitis cases (16%), and 134
orthopedic device infections (67%). The orthopedic device in-
fections included 76 prosthetic-joint infections (PJI) (consist-
ing of 41 in the hip, 32 in the knee, 2 in the shoulder, and 1 in an
ankle implant). The median time delay from symptoms to di-
agnosis was 1.3 weeks (IQR, 0.3 to 7.2 weeks), defining 66
(33%) cases as chronic BJI. Laboratory testing disclosed an
inflammatory syndrome in 188 patients (94%), with a median
maximal plasmatic C-reactive protein (CRP) level of 162.0 mg/
liter (IQR, 80.0 to 298.9 mg/liter) and a white blood cell count
of 10,810 cells/mm’ (IQR, 8,200 to 14,300 cells/mm?). Blood
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cultures were positive for MSSA in 70 of the 111 (63.1%) pa-
tients in whom they were realized, including primitive bacte-
remia with bone and joint metastatic septic focus and bactere-
mia resulting from BJI itself. Infection was considered by a
clinician to be hematogenous in 74 cases (37%).

Treatments and outcomes. All but 12 patients were hospital-
ized, with an initial mean stay of 3.4 weeks (IQR, 1.6 to 7.0 weeks).
Surgical treatment was performed in 164 cases (82%), consisting
of an orthopedic implant removal in 84 patients (65.6%), with no
residual material in 70 cases (52.2%). The advice of an infectious
disease specialist was sought in all cases, with a median time delay
from microbiological diagnosis of 1.0 week (IQR, 0.0 to 3.0
weeks). The mean total duration of antibiotic therapy was 26.6
weeks (IQR, 16.8 to 37.8 weeks). All patients received initial com-
bination therapy for a median duration of 24.6 weeks (IQR, 14.1
to 31.1 weeks). Intravenous administration of antibiotics was used
in 182 patients (91%) for a median duration of 7.4 weeks (IQR, 4.9
to 14.4 weeks). The clinical outcome was favorable in 117 cases
(59.7%), with a median follow-up time of 85.0 weeks (IQR, 49.0 to
154.4 weeks). Treatment failure rate was higher for those with an
ODI (P < 0.001) (Table 1).

Description of antimicrobial-related adverse events and
analysis of risk factors. Ninety patients (45%) presented with at
least one antimicrobial-related AE. Because of a declaration of bias
toward mild side effects (CTCAE grade 1 to 2) due to the retro-
spective nature of the study, only the 38 SAE recorded in 30 pa-
tients (15%) were analyzed. They corresponded to 10 hematologic
disorders (8 neutrophil count decreases, including 3 febrile neu-
tropenia cases, 1 pancytopenia case, and 1 anemia case), 9 allergic
reactions (5 generalized maculopapular rashes, 3 Stevens-Johnson
syndrome cases, and 1 anaphylactic shock case), 6 acute renal
injuries, 4 hypokalemia cases, 4 hepatic disorders (3 cholestatic
hepatitis cases and 1 acute hepatic failure case), 3 upper digestive
tract disorders (2 severe vomiting cases and 1 duodenal ulcer
case), and 3 nervous system disorders (1 cognitive disturbance
case and 1 ototoxicity case) (Table 2). They included 27 grade 3
SAE, 10 grade 4 SAE, and 1 grade 5 SAE. The most frequently
involved antimicrobials were antistaphylococcal penicillins (n =
13), fluoroquinolones (n = 12), glycopeptides (n = 9), and rifam-
pin (n = 7) (Table 3). In 14 cases (46.7%), these SAE were not
attributed to a particular antibiotic. They occurred a median of
34.0 days (IQR, 14.75 to 60.5 days) after the initiation of the in-
volved antimicrobial(s), during initial hospitalization stay (n =
23), in a rehabilitation center (n = 11), or after patients were
discharged home (n = 4). Eighteen patients (60%) were admitted
to the hospital or had a prolonged initial hospital stay due to the
occurrence of SAE, with a median duration stay of 8.0 days (IQR,
4.0 to 29.0 days), that led to an increase in initial hospitalization
stay (P = 0.003). Thirty SAE (78.9%) led to a disruption in treat-
ment. In cases of acute renal failure or hypokalemia, a dose adjust-
ment, hydration regimen, and/or potassium supplementation
were started. The SAE resolved in all but two cases: one patient
with acute renal failure due to a regimen of an antistaphylococcal
penicillin with an aminoglycoside progressed to chronic renal fail-
ure, and one patient (80-year-old male with a Charlson comor-
bidity index of 6 and preexisting chronic renal failure) died from
acute renal failure that occurred while receiving a combination
therapy of ofloxacin and pristinamycin.

In univariate analysis, age (OR, 1.451 for a 10-year increase
in age; 95% confidence interval [CI], 1.134 to 1.857; P = 0.003)
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TABLE 1 Demographic characteristics, underlying conditions, and BJI presentation of the 200 included patients®

Patient group

Chronic BJI
Patient data” Total (n = 200) (n = 66) ODI (n = 134)
Sex (male) 124 (62) 46 (69.7) 82 (61.2)

Age (median [IQR]) (yr)

Comorbidity
Charlson score (IQR)
Obesity (BMI > 30)
Denutrition (BMI < 18)
Diabetes
Immunodepression
Nephropathy
Hepatopathy
Chronic pulmonary disease
Chronic heart failure
Chronic inflammatory disease
Neoplasm/hemopathy
Dementia

BJI type

Arthritis

Osteomyelitis

Vertebral osteomyelitis

Orthopedic device infection
Joint prosthesis
Osteosynthesis
Vertebral osteosynthesis

BJI mechanism
Hematogenous (for clinician)
Inoculation
Contiguity

BJI diagnosis
Fever
Fistula
Abscess
Chronic BJI (>4 wk)
Polymicrobial BJI
Biological inflammatory syndrome
No. with positive blood culture/no. of total cultures (% positive)

Initial hospitalization (median [IQR]) (wk)
Surgical treatment

Antibiotic use
Delay from diagnosis to specialist referral (median [IQR]) (wk)
Total treatment duration (median [IQR]) (wk)
Intravenous treatment
Intravenous treatment duration (median [IQR]) (wk)
Antimicrobial combination therapy
Combination therapy duration (median [IQR]) (wk)
Favorable clinical outcome

60.8 (45.5-74.2)

0.0 (0.0-2.0)
39 (20)
9 (4.6)
27 (13.5)
23 (11.5)
28 (14)
5(2.5)
30 (15)
23 (11.5)
24 (12)
21(10.5)
7 (3.5)

15 (7.5)
19 (9.5)
32 (16)
134 (67)
76 (56.7)
48 (35.8)
10 (7.5)

74 (37)
121 (60.5)
5(2.5)

125 (62.5)
86 (43.4)

78 (39)

66 (33)

31 (15.5)

188 (94)
70/111 (63.1)

3.4 (1.6-7.0)
164 (82)

1.0 (0.0-3.0)
26.6 (16.8-37.8)
182 (91)

7.4 (4.9-14.4)
200 (100)

24.6 (14.1-31.1)
117 (59.7)

55.8 (42.0-72.2)

0.0 (0.0-2.0)
6 (9.4)%

6 (9.4)

8 (12.1)
4(6.1)

9 (13.6)

0 (0)

2 (3.0)

16 (24.2)4
10 (15.2)
38 (57.6)
17 (44.7)4
20 (52.6)
1(2.6)

15 (22.7)¢
48 (72.7)¢
3 (4.5)

20 (30.3)¢
42 (63.6)7
25 (37.9)
NA

15 (22.7)
59 (89.4)
8/23 (34.8)"

2.0 (1.0-3.9)¢
54 (81.8)

0.0 (—0.3-3.0)7
24.7 (17.7-40.5)
57 (86.4)

7.1 (4.6-14.7)
66 (100)

22.2 (14.2-31.0)
41 (62.1)

60.8 (44.5-75.3)

0.0 (0.0-2.0)
26 (20.0)

6 (4.6)

16 (11.9)

15 (11.2)

18 (13.4)
3(2.2)
18 (13.4
18 (13.4
17 (12.7
14 (10.4
6 (4.5)

)
)
)
)

NA®

NA

NA

NA

76 (56.7)
48 (35.8)
10 (7.5)

34 (25.4)
99 (73.9)
1(0.7)

82 (61.2)

68 (50.7)
45 (33.6)
38 (28.4)

21 (15.7)
130 (97.0)
35/65 (53.8)

2.9 (1.5-6.0)
127 (94.8)

1.1 (0.0-2.8)
26.0 (15.6-37.6)
123 (91.8)

7.4 (4.7-14.7)
134 (100)

23.0 (13.7-31.0)
68 (51.9)

@ The results are presented as no. (%) unless otherwise noted. For the percentage calculation of each variable, the number of missing values was excluded from the denominator.
Nonparametric statistical methods were used to compare groups (chi-square test, Fisher’s exact test, or Mann-Whitney U test, as appropriate).

PIQR, interquartile range; BMI, body mass index; BJI, bone and joint infection.

€ OD], orthopedic device infection.

4 Significant difference compared to acute bone and joint infections (P < 0.05).

¢ NA, not applicable.

/Significant difference compared to native bone and joint infections (P < 0.05).

748 aac.asm.org

Antimicrobial Agents and Chemotherapy



Safety of Antimicrobial Therapy in MSSA BJI

TABLE 2 Description of the 38 SAE” occurring in 30 patients during antimicrobial course

Type of SAE (n) Subtype of SAE (n)

CTCAE" grade

Time from treatment
initiation to SAE

Antimicrobial(s) involved (1) (median [IQR]) (days)

Hematologic disorders (10) Neutrophil count decrease (5), febrile
neutropenia (3), anemia (1),
pancytopenia (1)

Maculopapular rash (5), Stevens-Johnson
syndrome (3), anaphylactic shock (1)

Allergic reactions (9)

Renal disorders (6) Acute kidney injury (6)

Grade 3 (5), grade 4 (5)

Grade 3 (5), grade 4 (4)

Grade 3 (4), grade 4
(1), grade 5 (1)

B-Lactams (7), fluoroquinolones (1), 26.0 (13.25-35.0)
glycopeptides (1), fosfomycin (1),
linezolid (1)

Glycopeptides (5), fluoroquinolones (6),
rifampin (4), B-lactams (3),
macrolide group (1)

B-Lactams (4), aminoglycosides (4),
fluoroquinolones (4), glycopeptides
(3), macrolide group (1)

20.0 (11.0-22.0)

2.0 (1.25-7.25)

Metabolic disorders (4) Hypokalemia (4) Grade 3 (4) Fosfomycin (4) 21.0 (15.75-21.0)
Hepatobiliary disorders (4) Blood bilirubin increase (2), blood GGT¢ Grade 3 (4) B-Lactams (3), rifampin (1), 43.5 (18.0-65.75
increase (1), hepatic failure (1) fluoroquinolones (1), fusidic acid (1),
cotrimoxazole (1)
Gastrointestinal disorders (3) Vomiting (2), duodenal ulcer (1) Grade 3 (3) Rifampin (2), macrolide group (1) 7.0 (4.0-86.0)
Nervous system disorders (2) Cognitive disturbance (1), ototoxicity (1) Grade 3 (2) B-Lactams (1), fosfomycin (1) 7.0 (4.5-9.5)

“ SAE, severe adverse event.
¥ CTCAE, Common Terminology Criteria for Adverse Events.
¢ GGT, gamma glutamyl transpeptidases.

and a hematogenous BJI mechanism (OR, 2.207; 95% CI, 1.007
to 4.835; P = 0.048) were significantly associated with the oc-
currence of antimicrobial-related SAE (Table 4). Clinically rel-
evant and noninteracting factors with a P value of <0.15 in the
univariate model were included in the multivariate analysis,
which pinpointed age (OR, 1.383 for 10-year increase; 95% CI,
1.075 to 1.775; P = 0.011) as the only independent risk factor
for antistaphylococcal therapy-related toxicity (Table 4 and
Fig. 1).

Antistaphylococcal penicillin-related severe adverse events.
One hundred forty-five patients (72.5%) received intravenous an-
tistaphylococcal penicillin at a median daily dose of 146.3 mg/kg
of body weight (IQR, 131.6 to 171.4 mg/kg) for 44.0 days (IQR,
22.0 to 64.0 days). Sixty-six patients (45.5%) received a daily dose
of >150 mg/kg, including 6 patients who were considered to be
overdosed (received >200 mg/kg/day). The 13 SAE detailed in
Table 3 occurred in a median time from initiation of antistaphylococ-
cal penicillin treatment of 23.0 days (IQR, 5.0 to 52.0 days). Of note,
another antimicrobial known to be nephrotoxic (i.e., an aminoglyco-
side and/or a glycopeptide) was associated with antistaphylococcal
penicillin in the 4 observed cases of acute renal failure.

In the univariate analysis, the noninteracting factors associated
with SAE occurrence were age (OR, 1.652 for a 10-year increase in
age; 95% CI, 1.116 to 2.446; P = 0.012), a hematogenous BJI
mechanism (OR, 8.198; 95% CI, 1.746 to 38.483; P = 0.008), and
daily dose (OR, 1.016; 95% CI, 0.998 to 1.034; P = 0.087) (Fig. 2).

All these factors were found to be independently associated with
the occurrence of antistaphylococcal penicillin-related SAE in
multivariate analysis, with ORs of 1.817 (95% CI, 1.170 to 2.820;
P =0.008),5.927 (95% CI, 1.039 to 33.811; P = 0.045), and 1.028
(95% CI, 1.006 to 1.051; P = 0.014) for age, hematogenous BJI
mechanism, and daily dose, respectively. Fistula, which was de-
tected as a protective factor in univariate analysis (OR, 0.132; 95%
CL 0.017 to 1.049; P = 0.056), was not significantly associated
with a risk of SAE in the final model.

Glycopeptide-related severe adverse events. Glycopeptides
were used in 102 patients (51%) for a median of 23.0 days (IQR,
6.3 to 48.0 days), mostly as empirical therapy before a definitive
bacteriological diagnosis was made (n = 33 [32.4%]), with the
total duration of treatment being =15 days in all these cases. Other
reasons to use glycopeptides were a previous allergic reaction to
other antistaphylococcal antibiotics (n = 28 [27.5%]), a polymi-
crobial infection (n = 23 [22.5%]), and difficult venous access
(n = 13 [12.7%]). The antibiotics teicoplanin (n = 63 [61.8%])
and vancomycin (n = 39, 38.2%) were administered at a median
dose of 5.6 mg/kg/day (IQR, 4.7 to 6.7 mg/kg/day) and 25.6
mg/kg/day (IQR, 23.2 to 32.0 mg/kg/day), respectively. Nine
SAE (8.8%) occurred in these patients (Table 3), with a median
time delay of 20.0 days (IQR, 2.0 to 20.0 days). Of note, 5
presumed allergic reactions were reported in patients who pre-
sented with a diffuse cutaneous rash, which might correspond
to a vancomycin-induced nonspecific histamine release (“red

TABLE 3 Description of the SAE observed for the main antimicrobials used”

Antimicrobial(s) (1) Type of SAE? (n)

Time from treatment initiation to SAE

CTCAE? grade (n) (median [IQR]) (days)

B-Lactams (17): ASP€ (13), others (4)

Hematologic disorders (7), acute kidney injuries (4),

Grade 3 (13), grade 4 (4) 28.0 (7.0-63.0)

allergic reactions (3), hepatobiliary disorders (2),

cognitive disturbance (1)
Fluoroquinolones (10)

disorders (1)
Glycopeptides (9)
hematologic disorders (1)
Rifampin (7)
increase (1)

Allergic reactions (6), acute kidney injuries (2),
hematologic disorders (1), hepatobiliary

Allergic reactions (5), acute kidney injuries (3),

Allergic reactions (4), vomiting (2), blood bilirubin

Grade 3 (3), grade 4 (6),
grade 5 (1)

20.0 (12.5-49.25)

Grade 3 (5), grade 4 (3) 20.0 (2.0-20.0)

Grade 4 (3), grade 3 (4) 20.0 (20.0-24.5)

“ SAE, severe adverse event.
¥ CTCAE, Common Terminology Criteria for Adverse Events.
€ ASP, antistaphylococcal penicillin.
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TABLE 4 Risk factor analysis for antimicrobial-related severe adverse events”

Univariate analysis Multivariate analysis
Patient data SAE® (n = 30) No SAE (n = 170) P OR (95% CI)© P OR (95% CI) p
Sex (male) 15 (50) 109 (64.1) 0.142  0.560 (0.256-1.222)  0.145 0.678 (0.300-1.533)  0.350
Age (median [IQR]) (yr) 67.4 (62.1-80.1) 57.4 (43.6-72.5)  0.001  1.451 (1.134=1.857)% 0.003 1.382 (1.075-1.775)% 0.011
Age > 60 yr 24 (80) 79 (46.5) <0.001
Comorbidity
Charlson score =2 10 (33.3) 51 (30.0) 0.714 1.167 (0.510-2.667)  0.715
Obesity (BMI > 30) 8 (26.7) 31(18.8) 0.283  1.572 (0.640-3.860)  0.324
Denutrition (BMI < 18) 1(3.3) 8 (4.7) 0.885 0.677 (0.082-5.617)  0.718
Diabetes 3 (10) 24 (14.1) 0.749 0.676 (0.190-2.403)  0.545
Immunodepression 4(13.3) 19 (11.2) 0.975 1.223 (0.385-3.884)  0.733
Nephropathy 5(16.7) 23 (13.5) 0.865 1.278 (0.445-3.675)  0.649
Hepatopathy 2 (6.7) 3(1.8) 0.341 3.976 (0.636-24.872) 0.140 2.791 (0.429-18.147) 0.283
Chronic pulmonary disease 8 (26.7) 22 (12.9) 0.052 2.446 (0.970-6.168)  0.058
Chronic heart failure 4(13.3) 19 (11.2) 0.975 1.223 (0.385-3.884)  0.733
Chronic inflammatory disease 4(13.3) 20 (11.8) 0.950 1.154 (0.365-3.649)  0.808
Neoplasm/hemopathy 3 (10) 18 (10.6) 0.821 0.938 (0.259-3.405)  0.923
Dementia 0 (0) 7 (4.1) 0.522  NC¢ NC!
BJI type
Arthritis 3 (10) 12 (70.6) 0.852 1.463 (0.387-5.528)  0.575
Osteomyelitis 3(10) 16 (9.4) 0.813  1.069 (0.292-3.921)  0.919
Vertebral osteomyelitis 6 (20) 26 (15.3) 0.705 1.385 (0.516-3.716)  0.518
Orthopedic device infection 18 (60) 116 (68.2) 0.377 0.698 (0.314-1.552)  0.378
Prosthetic-joint infection 15 (50) 61 (35.9) 0.142
Osteosynthesis 1(3.3) 43 (25.3) 0.015
Vertebral osteosynthesis 2 (6.7) 8 (4.7) 1.000
External fixator 0 (0) 3(1.8) 0.933
Other 0 (0) 1(0.6) 0.356
Bone and joint infection mechanism
Hematogenous (for clinician) 16 (53.3) 58 (34.1) 0.044 2.207 (1.007-4.835)  0.048 1.372(0.554-3.400) 0.494
Inoculation 13 (43.3) 108 (63.5) 0.037 0.439 (0.200-0.964)  0.040
Contiguity 1(3.3) 4(2.4) 0.751  1.431(0.154-13.262) 0.752
BJI diagnosis
Fever 23 (76.7) 102 (60) 0.082 2.190 (0.891-5.388)  0.088
Fistula 8 (26.7) 78 (46.4) 0.050 0.429 (0.181-1.017)  0.055 0.366 (0.233-1.710)  0.0.366
Abscess 11 (36.7) 67 (39.4) 0.776  0.890 (0.398-1.988)  0.776
Chronic BJT (>4 wk) 8 (26.7) 58 (34.1) 0.424 0.702 (0.294-1.675)  0.425
Polymicrobial BJI 6 (20) 25 (14.7) 0.642 1.450 (0.539-3.903)  0.462
Biological inflammatory syndrome 29 (96.7) 159 (93.5) 0.802 2.006 (0.249-16.140) 0.513
No. with positive blood culture/no. of 14/21 (66.7) 56/90 (62.2) 0.704 1.214 (0.446-3.309)  0.704
total cultures (% positive)
Initial hospitalization (median [IQR]) (wk) 7.1 (3.4-9.3) 3.0 (1.6-5.9) 0.003
Surgical treatment 24 (80.0) 139 (81.8) 0.818 0.892 (0.336-2.367)  0.819
Antibiotic use
Delay from diagnosis to specialist referral 0.6 (0.0-1.6) 1.0 (0.0-3.3) 0.226 1.002 (0.998-1.006)  0.282
(median [IQR]) (wk)
Intravenous treatment 29 (96.7) 153 (90) 0.406 3.222 (0.413-25.167) 0.265
Antimicrobial combination therapy 30 (100) 170 (100) NC¢ NC NC
Favorable clinical outcome 18 (60) 99 (59.6) 0.856

“ Results are presented as no. (%) unless otherwise noted. For the percentage calculation of each variable, the number of missing values was excluded from the denominator. Risk
factors were assessed using a logistic binary regression model. Noninteracting variables with a P value of <0.15 in univariate analysis were included in the final model.

¥ SAE, severe adverse events.

©Odds ratio (95% confidence interval).

4 0dds ratio expressed for a 10-year increase in age.

¢NC, not calculable.
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FIG 1 Kaplan-Meier curves for the cumulative risk of antimicrobial-related severe adverse events (SAE) for all patients (A) and according to age (B), BJI

mechanism (C), and the presence of a sinus tract (D).

man syndrome”). In a univariate logistic regression model,
only age tended to be associated with glycopeptide-related SAE
(OR, 1.388; 95% CI, 0.901 to 2.139; P = 0.137). Baseline renal
function, estimated by the glomerular filtration rate (Cock-
croft-Gault formula) was not associated with glycopeptide-re-
lated SAE (OR, 1.008; 95% CI, 0.996 to 1.021; P = 0.205).
Fluoroquinolone-related severe adverse events. One hun-
dred eighty-seven patients (93.5%) received fluoroquinolones for
a median duration of 112.5 days (IQR, 65.8 to 184.5 days). The

February 2014 Volume 58 Number 2

main antibiotic used was ofloxacin (n = 167 [89.3%]), mainly ata
dose 0f 200 mg twice a day (n = 96 [57.5%]) or 200 mg three times
aday (n = 58 [34.7%]), resulting in a median daily dose of 400.0
mg (IQR, 400 to 600 mg). Ten SAE occurred in these patients, with
a median time delay of 20.0 days (IQR, 12.5 to 49.25 days) (Table
3 and Fig. 3). In the univariate analysis, the factors associated with
fluoroquinolone-related SAE were age (OR, 1.445; 95% CI, 0.960
to 2.174; P = 0.078), a Charlson score of =2 (OR, 2.804; 95% CI,
0.750 to 10.489), and hepatopathy (OR, 14.500; 95% CI, 2.116 to
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FIG 2 Kaplan-Meier curves for the cumulative risk of antistaphylococcal penicillin-related severe adverse events (SAE) according to age (A), BJI mechanism (B),

the presence of a sinus tract (C), and the daily dose (D).

99.344; P = 0.006). None of these variables was significantly asso-
ciated with SAE in the final multivariate model.
Rifampin-related SAE. Rifampin was prescribed in 107 pa-
tients (53.5%) for a median of 101.0 days (IQR, 39.5 to 187.5
days). Rifampin was mainly used at a dose of 600 mg (n = 60
[56.1%]) or 900 mg (n = 23 [21.5%]) twice a day, for a median
daily dose of 18.8 mg/kg (IQR, 16.2 to 21.2 mg/kg). Seven SAE
occurred in these patients, with a time delay of 20.0 days (IQR,
20.0 to 24.5 days), and were associated with female sex (OR, 4.257;

752 aac.asm.org

95% CI, 0.786 to 23.054; P = 0.093) and obesity (OR, 12.969; 95%
CI, 2.311 to 72.783; P = 0.004) (Table 3 and Fig. 4). After multi-
variate analysis, only obesity was found to be independently asso-
ciated with rifampin-related SAE, with an OR of 8.991 (95% ClI,
1.453 to 55.627; P = 0.018). Indeed, the weights of the patients
suffering from rifampin-induced SAE (median, 90.0 kg [IQR, 44.0
to 104.0 kg]) were significantly higher than those receiving rifam-
pin and were without SAE (71.5 kg [IQR, 63.0 to 81.6 kg]; P =
0.016). The daily dose of rifampin was significantly higher in the
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obese patients (1,500 mg; IQR, 1,200 to 1,800 mg) than in the
normal-weight patients (1,200 mg; IQR, 1,200 to 1,500 mg; P =
0.021) but did not appear in the regression model analysis to be
directly linked to the occurrence of SAE.

DISCUSSION

This retrospective cohort study of 200 patients with MSSA BJI
provides the largest published set of data regarding the toler-
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ance of prolonged antimicrobial use for the treatment of BJI.
The demographic characteristics of patients with BJI and the
clinical presentation of BJI were similar to what is usually de-
scribed, with a predominance of male patients and a median
age of 60 years old (14, 16, 17). The main difference between
our study and the current recommendations or recent pub-
lished data is a longer duration of treatment, justified by the
high rate of difficult-to-treat BJI, i.e., infections occurring in
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debilitated patients, the presence of bacteremia (>60%) or si-
nus tract or local abscess (39%), and for orthopedic device
infections, a high rate of incomplete device removal (48%) or
delayed surgical management (6, 18-20); also, these BJI were
caused by S. aureus, which is known to be an independent risk
factor of treatment failure (6, 7). The complicated nature of the
included BJI was confirmed by the high rate of treatment failure
(40%) despite prolonged antimicrobial combination therapy.

Our results pinpointed a high rate of SAE (15% of patients),
consistent with the few other reports existing in the literature. In
the Cochrane meta-analysis run in 2013 (12), the global incidence
rates of mild and moderate-to-severe AE were 16.1% and 7.7%,
respectively, with no difference between the oral and parenteral
routes for antimicrobial administration. A similar antimicrobial-
related toxicity rate was observed in the study of Pulcini et al. (14),
including 129 patients receiving antimicrobial therapy for a mean
of 205 days (SD, 200), initially intravenously administered for 133
days (SD, 100), with 18 patients (16%) experiencing antimicrobi-
al-related adverse events.

In most cases, these antimicrobial-related SAE led to a disrup-
tion in treatment. Although our study failed to disclose any differ-
ence in terms of therapeutic success, treatment interruption can
adversely affect patient outcomes due to the use of less suitable
antibiotics or an earlier switch to oral therapy. In addition, the
occurrence of AE led to patient hospitalization in 60% of cases for
amedian duration of 1 week, resulting in an increase in the overall
cost of care.

Severe AE occurrence was independently associated with age
and prolonged treatment duration. Since the age and underlying
conditions of patients cannot be modified, these results stress the
need to develop clinical trials aiming to reduce the treatment du-
ration for these infections. Although our results failed to link the
occurrence of SAE with an early referral to an infectious disease
specialist, an early interaction between surgeons, microbiologists,
and infectious disease clinicians might help reduce the incidence
of antimicrobial-related SAE, in addition to being cost-efficient
regarding the improvement of antibiotic therapy quality in BJI
(21, 22). For instance, Pestotnik et al. (23) showed a decrease by
30% in the incidence of AE after the application of a computer-
assisted antimicrobial prescription support based on clinician rec-
ommendations.

B-Lactams, and especially antistaphylococcal penicillins, were
the most frequent antimicrobials involved in SAE occurrence, for
which the daily dose appeared to be an independent risk factor.
Allergic reactions (i.e., mucocutaneous events) were unexpectedly
low (n = 3), but data collection and the CTCAE classification did
not allow for specification of the mechanisms of the other ob-
served AE. Antistaphylococcal penicillins are well known for in-
ducing allergic interstitial nephritis characterized by acute and
often severe renal failure, as well as dose-dependent hypersensi-
tivity hepatitis (24-26), which can correspond to the acute renal
failure cases (n = 4) and hepatobiliary disorders (n = 2) observed
in our series. Hematologic reactions (n = 7) are also frequently
immune-mediated and can consist of neutropenia, hemolytic
anemia, or acute thrombopenia (25, 27).

Concerning rifampin, obesity was retained as the only inde-
pendent risk factor for SAE incidence. Since rifampin daily dose
alone was not linked with SAE, it appeared to be significantly
higher in obese patients, probably due to a weight-guided dose
adjustment. Little is known about the use of antimicrobials, espe-
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cially rifampin, in obese patients, in whom drug pharmacokinetics
may greatly vary due to differences in tissue distribution, protein
binding, metabolism, and clearance of antimicrobials (28). The
rifampin dose adjustment made for obese patients may point to
the benefit of using the ideal body weight instead of the total
weight, as has been described for many antimicrobials (29, 30).

Some limitations of our study should be addressed. Its retro-
spective observational design resulted in a reporting bias with a
risk of underestimating minor AE. We tried to minimize this risk
by studying SAE only. Another pitfall lies in the lack of informa-
tion about other medications associated with antimicrobial ther-
apy, as polymedication is a well-known risk factor for drug-related
AE (31). In the same way, the heterogeneity of patient manage-
ment and the frequent modifications of antimicrobial regimens
during treatment prevented us from analyzing the risk of SAE
associated with different antibiotics, which pertains to all patients
in the study. Although a recent meta-analysis failed to disclose any
difference in terms of AE occurrence between different antimicro-
bial regimens during the treatment of osteomyelitis (12), more
powerful studies are needed.

In conclusion, the SAE rate was high (15%) in this cohort of
patients with complicated MSSA BJI requiring long-term antimi-
crobial therapy. Clinicians should be aware of the risk of SAE in
elderly and debilitated patients, especially when calculating an-
tistaphylococcal penicillin dosages and rifampin dose adjust-
ment in obese patients. These findings warrant the develop-
ment of studies aimed at reducing the antimicrobial treatment
length in BJI.
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Abstract

Background: Although methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) native bone and joint infection (BJI)
constitutes the more frequent clinical entity of BJI, prognostic studies mostly focused on methicillin-resistant S.
aureus prosthetic joint infection. We aimed to assess the determinants of native MSSA BJI outcomes.

Methods: Retrospective cohort study (2001-2011) of patients admitted in a reference hospital centre for native
MSSA BJI. Treatment failure determinants were assessed using Kaplan-Meier curves and binary logistic regression.

Results: Sixty-six patients (42 males [63.6%]; median age 61.2 years; interquartile range [IQR] 45.9-71.9) presented
an acute (n=38; 57.6%) or chronic (n = 28; 42.4%) native MSSA arthritis (n = 15; 22.7%), osteomyelitis (n = 19;
28.8%) or spondylodiscitis (n = 32; 48.5%), considered as “difficult-to-treat” in 61 cases (92.4%). All received a
prolonged (27.1 weeks; IQR, 16.9-36.1) combined antimicrobial therapy, after surgical management in 37 cases
(56.1%). Sixteen treatment failures (24.2%) were observed during a median follow-up period of 63.3 weeks (IOR,
44.7-103.1), including 13 persisting infections, 1 relapse after treatment disruption, and 2 super-infections.
Independent determinants of treatment failure were the existence of a sinus tract (odds ratio [OR], 5.300; 95%
confidence interval [Cl], 1.166-24.103) and a prolonged delay to infectious disease specialist referral (OR, 1.134;
95% Cl 1.013-1.271).

Conclusions: The important treatment failure rate pinpointed the difficulty of cure encountered in complicated
native MSSA BJI. An early infectious disease specialist referral is essential, especially in debilitated patients or in
presence of sinus tract.

Keywords: Staphylococcus aureus, Bone and joint infection, Treatment failure

Background

Bone and joint infections (BJIs) constitute difficult-to-
treat clinical entities, known to be associated to signifi-
cant morbidity and mortality rates. Most of the current
literature on BJI concerns orthopaedic device infections
and/or methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
However, native infections represent the most frequent
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clinical form of BJI, accounting for approximately 70% of
cases, and are mainly caused by methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus (MSSA) [1]. With a respective inci-
dence of 4-10, 10 and 2.4 per 100,000 person-year, septic
arthritis, osteomyelitis and vertebral osteomyelitis are asso-
ciated with a mortality rate of 2-10%, and a risk of perman-
ent loss of joint function of 40% [2,3]. It has recently been
shown that the setting of a systematic infectious disease
specialist consultation in a septic orthopaedic surgery unit
allows a better adjustment of empirical antimicrobial ther-
apy [4]. However, risk factors for treatment failure have
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poorly been studied. We addressed this question in a retro-
spective cohort study.

Methods

All patients with native MSSA BJI were enrolled in a
monocentric retrospective cohort study (2001-2011) in
the reference center for the management of complex BJI
of the Lyon University Hospitals, France. To be included,
patients should present clinical evidences of infection and
at least one reliable bacteriological sample positive for
MSSA including percutaneous joint fluid aspiration, surgi-
cal sample, and/or blood culture, excluding patients with
diabetic foot- and decubitus ulcer-related BJI because of
the specific management of these infections. The time
from initiation of symptoms of infection to diagnosis de-
fined acute (infection lasting for <4 weeks) and chronic
(infection lasting for > 4 weeks) infections [5]. The modi-
fied Charlson comorbidity index was calculated as previ-
ously described [6]. Immunosuppression was defined as: i)
steroid therapy > 10 mg of prednisone per day or equiva-
lent; ii) immunosuppressive drug during the two last
months before BJI onset; or iii) chemotherapy. Treatment
failure included i) persisting infection under appropriate
antimicrobial therapy; and/or ii) relapse after antimicrobial
therapy disruption.

Data were collected from medical records, nursing
charts and biological software in an anonymous standard-
ized case report form. Frequencies of the study variables
were described as effectives (%) for dichotomous variables,
and medians (interquartile range [IQR]) for continuous
values. For the percentage calculation of each variable, the
number of missing values was excluded from the denom-
inator. Non-parametric statistical methods were used to
compare the study groups (Khi2, Fisher exact test, Mann—
Whitney U test), as appropriate. Kaplan-Meier curves
were compared between groups using the log-rank test.
Stepwise binary logistic regression was used to determine
risk factors for treatment failure. After checking variables
for interactions, variables with medical meaning and p
values obtained in univariate analysis < 0.15 were included
in the final multivariate model. A value of p <0.05 was
taken as significant. All analyses were performed using
SPSS software version 17.0 (SPSS, Chicago, IL).

This study received the approval of the French South-
East ethics committee with the reference number
CAL2011-21. In accordance with the French legislation,
written informed patient consent was not required for any
part of the study.

Results

After exclusion of 4 diabetic foot- or decubitus ulcer-
related infections and 7 patients with numerous missing
values, 66 patients were enrolled in the analysis (42 males;
63.6%), with a median age of 61.2 years (IQR, 45.9-71.9).
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Demographic characteristics, comorbidities and BJI pres-
entation are summarized in Table 1. Of note, 61 (92.4%)
of included BJI were considered as difficult-to-treat, in-
cluding chronic BJI (n =28; 42.4%), local abscess (n=33;
50.0%), sinus tract (n=18; 27.3%), bacteraemia (n = 35;
53.0%) and/or associated infective endocarditis (n = 4;
6.1%). Importantly, in comparison with arthritis, osteo-
myelitis were more often chronic (n =16 (84.2%) versus
n=2 (13.3%); p<1072), and sinus tract (n =13 (68.4%)
versus n=2 (13.3%); p=0.002) and abscesses (n=10
(52.6%) versus n=2 (13.3%); p=0.030) were more
frequent.

A surgical management was performed in 37 cases
(56.1%). All patients received antimicrobial therapy for
27.1 weeks (IQR, 16.9-36.1), initially administrated
intravenously in 59 patients (89.4%) for 7.1 weeks (IQR,
4.9-11.7). All patients received a combined antistaphylo-
coccal therapy during almost all treatment duration
(25.6 weeks; IQR, 15.0-32.1). The antimicrobial were
chosen according to recommendations and microbio-
logical susceptibility testing in all cases, with respect of
contraindications (i.e., drug interactions, previous ad-
verse events ...). The main used molecules, doses and
duration are presented in Table 2. Of note, 25 patients
(37.9%) received glycopeptides, given as initial empirical
therapy (n=4; for a total duration < 14 days), a previous
allergic reaction to other antistaphylococcal antibiotics
(n=12), a polymicrobial infection (n =5), or difficult ven-
ous access (n = 4, then using subcutaneous teicoplanin).

Treatment failure was observed in 16 cases (24.2%)
during a median follow-up period of 63.3 weeks (IQR,
44.7-103.1): i) 13 patients (19.7%) with persistent infec-
tion including 9 patients requiring new surgery per-
formed in a delay of 11.6 weeks (IQR, 5.3-25.6) after
antimicrobial treatment initiation; ii) one relapse occur-
ring 13.7 weeks after treatment disruption; and iii) 2
super-infections (one with Staphylococcus epidermidis,
and one with Enterococcus faecalis and Streptococcus
intermedius). Final evolution was favourable in 12 of the
16 patients with initial treatment failure. Three patients
had to be amputated. Five patients (7.6%) died during
follow-up, without sepsis-related death. Of note, one fatal
pulmonary embolism linked with prolonged bed rest
occurred. At the end of follow-up, 24 patients (38.1%)
presented functional sequels, consisting in chronic pain
and/or loss of function.

Patients presenting a treatment failure did not differ
from those with favourable outcome regarding their base-
line characteristics, with the exception of a higher preva-
lence of diabetes (37.5% versus 10%; p=0.018) and a
higher number of patients presenting a modified Charlson
comorbidity index>2 (75.0% versus 44.0%; p =0.044).
There was no difference between the two groups regarding
the use of the main administered antimicrobials (Table 2).
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Table 1 Patient’s characteristics and risk factors for native methicillin-susceptible Staphylococcus aureus bone and joint

infection treatment failure

Risk factor for treatment failure Total (n=66) Treatment failure Favourable p Univariate analysis
(n=16) outcome (n=50) OR (95%Cl) p
Demographic characteristics
Sex (male) 42 (63.6%) 10 (62.5%) 32 (64.0%) 0913 0938 (0.292-3.006) 0938
Age (years) 61.2 (459-719) 61.2 (48.5-69.6) 604 (43.5-76.5) 0.828 1.119 (0.820-1.525)* 0479
Comorbidity
Modified Charlson score 3.0 (0.0-5.0) 4.0 (2.5-5.0) 2.0 (0.0-4.0) 0.163 1.093 (0.907-1.318) 0.351
Modified Charlson score > 2 34 (51.5%) 12 (75.0%) 22 (44.0%) 0.044 3818 (1.081-13.486) 0.037
Obesity (BMI > 30 kg/m?) 13 (20.0%) 3 (20.0%) 10 (20.0%) 1.000 1.000 (0.236-4.231)  1.000
Denutrition (BMI < 18 kg/m?) 3 (4.6%) 1 (6.7%) 2 (4.0%) 1.000 1.714 (0.145-20.332) 0.669
Diabetes 11 (16.7%) 6 (37.5%) 5 (10.0%) 0.018 5400 (1.372-21.260) 0.016
Immunodepression 8 (12.1%) 3 (18.8%) 5 (10.0%) 0390 2077 (0437-9871) 0358
Nephropathy 10 (15.2%) 3 (18.8%) 7 (14.0%) 0695 1418 (0.320-6.277) 0646
Hepatopathy 2 (3.0%) 2 (12.5%) 0 (0%) 0.056 NC NC
Chronic pulmonary disease 12 (18.2%) 4 (25.0%) 8 (16.0%) 0465 1.750 (0449-6.825) 0420
Chronic heart failure 5 (7.6%) 0 (0%) 5 (10.0%) 0325 NC NC
Chronic inflammatory disease 7 (10.6%) 2 (12.5%) 5 (10.0%) 1.000 1.286 (0.224-7.370) 0.778
Neoplasm, hemopathy 7 (10.6%) 1(6.3%) 6 (12.0%) 0.674 0489 (0.054-4.397) 0523
Dementia 1 (1.5%) 1(6.3%) 0 (0%) 0242 NC NC
BJI type
Arthritis 15 (22.7%) 3 (18.8%) 12 (24.0%) 0.747 0.731 (0.178-3.003)  0.731
Osteomyelitis 19 (28.8%) 8 (50.0%) 11 (22.0%) 0.054 3.545(1.082-11.615) 0.037
Vertebral osteomyelitis 32 (48.5%) 5(31.3%) 27 (54.0%) 0.195 0387 (0.117-1.279)  0.120
BJI mechanism
Haematogenous 40 (60.6%) 8 (50.0%) 32 (64.0%) 0480 0.563 (0.180-1.754) 0321
Inoculation 22 (33.3%) 7 (43.8%) 15 (30.0%) 0475 1.815(0.570-5.779) 0313
Contiguity 4 (6.1%) 1 (6.3%) 3 (6.0%) 1.000 1.044 (0.101-10.806) 0.971
BJI diagnosis
Fever 43 (65.2%) 10 (62.5%) 33 (66.0%) 1.000 0.859 (0.267-2.764)  0.798
Fistula 18 (27.3%) 7 (43.8%) 11 (22.0%) 0.112 2758 (0.836-9.092)  0.096
Abscess 33 (50.0%) 7 (43.8%) 26 (52.0%) 0.775 0718 (0.231-2.229)  0.566
Chronic BJI (evolution > 4 weeks) 28 (42.4%) 8 (50.0%) 20 (40.0%) 0.680 1.500 (0484-4.651) 0483
Delay from symptoms to diagnosis (weeks) 2.1 (0.0-10.3) 26 (0.0-344) 2.1 (05-9.8) 0905 1.026 (0.996-1.057)  0.095
Polymicrobial BJI 10 (15.2%) 3 (18.8%) 7 (14.0%) 0695 1418 (0.320-6.277) 0646
Infective endocarditis 4 (6.1%) 0 (0%) 4 (8.0%) 0565 NC NC
Biological inflammatory syndrome 58 (87.9%) 16 (100%) 42 (84.0%) 0.183 NC NC
Maximal CRP value (mg/L) 152.7 (52.0-317.8) 1450 (75.3-317.3) 154.7 (52.0-3259) 0994 1.000 (0.996-1.004)  0.931
Maxiral WBC count value (/mm?) 10,200 (7,720-14,920) 11,000 (10,200-16,280) 9,710 (7,350-14,770) 0.100 1.058 (0.961-1.164)  0.251
Maximal neutrophil count value (/mm?) 7,600 (5200-11,970) 9300 (6,740-13470) 7,380 (5200-11,400) 0292 1056 (0.957-1.165)  0.277
Chronic sepsis on pathological examination 9/21 (47.4%) 2/3 (66.7%) 7/16 (43.8%) 0582 2571 (0.192-34473) 0476
Surgical treatment 37 (56.1%) 11 (68.8%) 26 (52.0%) 0377 2031 (0615-6.701)  0.245
Delay from symptoms to surgery (days) 3(0-125) 0 (0-9) 4(0-12) 0402 0999 (0.994-1.004) 0632
Antibiotic use
Delay from diagnosis to specialist referral (days) 4.9 (0.0-23.1) 6.3 (0.7-91.0) 49 (0.0-18.5) 0445 1.102 (1.003-1.211)  0.043
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Table 1 Patient’s characteristics and risk factors for native methicillin-susceptible Staphylococcus aureus bone and joint
infection treatment failure (Continued)

i.v.treatment 59 (89.4%) 13 (81.3%) 46 (92.0%) 0347 0377 (0.075-1.901) 0237
i.v.treatment duration (weeks) 7.1 (49-11.7) 9.1 (53-164) 7.0 (46-94) 0.297 1.037 (0.986-1.091)  0.156

Bitherapy 66 (100%) 16 (100%) 50 (100%) 1.000 NC NC
Bitherapy duration (weeks) 256 (15.0-32.1) 27.0 (17.4-38.5) 25.1 (15.1-31.1) 0533 1.016 (0.983-1.050) 0.345
Initial anti-staphylococcal bitherapy 53 (81.5%) 12 (75.0%) 41 (83.7%) 0.719 0585 (0.150-2.285)  0.441
Initial anti-MSSA bitherapy 40 (61.5%) 8 (50.0%) 32 (65.3%) 0480 0531 (0.169-1.666)  0.278

Biological follow-up

1 month CRP level 13.0 (3.6-36.0) 13.3 (74-704) 11.0 3.2-31.9) 0.296 1.006 (0.994-1.018) 0315

Decrease in CRP level at 1 month < 50% 9 (13.8%) 4 (26.7%) 5 (10.0%) 0204 3273 (0.752-14.245) 0.114

1 month CRP level <10 mg/L 29 (44.6%) 5 (33.3%) 24 (48.0%) 0377 0542 (0.162-1.814)  0.320

Results are presented as n (%) for dichotomic variables compared using Chi-square or Fisher exact tests, and median (interquartile range) for continuous variables,
compared using Mann-Whitney U-test. Risk factors for treatment failure were assessed using logistic binary regression.

*For a 10-year increase in age.

BJI, Bone and joint infection; Cl, Confidence interval; BMI, Body mass index; CRP, C-reactive protein; i.v., Intravenous; MSSA, Methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus; NC, Not calculable; OR, Odds ratio; WBC, White blood cells.

Table 2 Main antimicrobial used in the 66 included patients with native methicillin-susceptible Staphylococcus aureus
native bone and joint infection

All patients (n=66) Treatment failure (n=16) Favorable outcome (n =50) p
i.v anti-staphylococcal penicillin 49 (74.2%) 11 (68.8%) 38 (76.0%) 0.743
Dose (mg/kg/day) 144.6 (133.3-169.0) 141.2 (133.3-150.0) 1449 (133.6-172.7) 0.606
Duration (weeks) 6.0 (3.0-8.0) 6.7 (41-12.2) 52 (27-74) 0250
Glycopeptides 25 (37.9%) 7 (43.8%) 18 (36.0%) 0.768
Vancomycine, 10 (15.2%) 1 (6.3%) 9 (18.0%) 0430
Dose (mg/kg/day) 26.0 (20.3-30.5) 25 270 (19.2-31.3) NC
Teicoplanin 22 (33.3%) 6 (37.5%) 16 (32.0%) 0.764
Dose (mg/kg/day) 5.7 (4.1-7.0) 7.2 (54-84) 52 (39-65) 0.197
Duration 34 (26-7.6) 34 (19-16.1) 39 (28-6.7) 0.832
Aminoglycosides 38 (57.6%) 9 (56.3%) 29 (58.0%) 1.000
Rifampin 36 (54.5%) 9 (56.3%) 27 (54.0%) 1.000
Dose (mg/kg/day) 188 (14.6-21.2) 18.0 (14.6-21.4) 18.8 (15.2-20.8) 0.841
Duration (weeks) 20.3 (2.7-34.6) 275 (11.8-53.1) 16.0 (2.7-25.3) 0334
Fluoroquinolones 62 (93.9%) 15 (93.8%) 47 (94.0%) 1.000
Ofloxacin dose (mg/kg/day) 6.7 (58-7.5) 7.1 (6.3-7.5) 6.35 (5.7-7.3) 0.240
Duration (weeks) 14.6 (8.0-27.6) 17.0 (10.9-31.9) 14.6 (7.6-244) 0.397
Macrolid group 46 (69.7%) 10 (62.5%) 36 (72.0%) 0.538
Clindamycin 17 (25.8%) 6 (37.5%) 11 (22.0%) 0.324
Pristinamycin 33 (50.0%) 5(31.3%) 28 (56.0%) 0.150
Linezolid 6 (9.1%) 1 (6.3%) 5 (10.0%) 1.000
Fucidic acid 4 (6.1%) 1(6.3%) 3 (6.0%) 1.000
Fosfomycin 13 (19.7%) 4 (25.0%) 9 (18.0%) 0.719
Cotrimoxazole 2 (3.0%) 1(6.3%) 1 (2.0%) 0429

i.v: intravenous.
Difference between the two groups were assessed using Chi-square test or Fisher exact test for dichotomic variables, and Mann-Whitney U-test for
continuous variables.
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The delay from diagnosis to infectious disease specialist ad-
vice (i.e. first phone contact, consultation or hospitalization)
tended to have been higher for patients with treatment
failure (6.3 days; IQR, 0.7-91.0; p =0.445), and especially
for those with persistent infection (7.7 days; IQR, 0.4—
161.0; p=0.217) than for patients with favourable out-
come. In univariate analysis, diabetes (Odd ratio [OR], 5.4;
95% confidence interval [CI], 1.372-21.260; p =0.016),
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osteomyelitis (OR, 3.545; 95% CI, 1.082-11.615; p = 0.037),
and a prolonged delay for infectious disease specialist refer-
ral (OR, 1.102; 95% CI, 1.003-1.211; p=0.043) were
associated with treatment failure (Table 1, Figure 1). Non-
interacting and clinically relevant factors included in the
multivariate logistic regression model were a modified
Charlson comorbidity index>2 (OR, 3.322; 95% CI,
0.753-14.661; p = 0.113), the existence of a sinus tract (OR,
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5.300; 95% CI, 1.166—24.103; p = 0.031), a delayed referral
to infectious disease specialist (OR, 1.134; 95% CI, 1.013—
1.271; p=0.029), and a decreased in CRP level at 1 month
<75% (OR, 3.183; 95% CI, 0.727-13.936; p = 0.124).

Discussion

In this retrospective cohort study including patients with
native MSSA BJI, we pinpointed an important rate of
unfavourable outcome, including a treatment failure rate
reaching one quarter of patients and high proportion of
functional sequels. These results should be interpreted
in light of the high prevalence of difficult-to-treat infec-
tions enrolled in the study, due to the particular recruit-
ment of our institution, a reference centre for the
management of complex BJI. Moreover, the implication
of S. aureus is known to be associated with a poorer out-
come of native and device-associated septic arthritis [7-9].
However, these findings are consistent with the few avail-
able data in the literature [2,10]. Most of studies focusing
on native staphylococcal BJI outcome were large epidemi-
ologic investigations, based on national health surveillance
programs, and consequently not design to assess precise
outcome but only mortality. In a previous study, Wieland
et al. disclosed a treatment failure rate of 12.2% among 41
native MSSA BJI [11]. Although these authors provided
no detailed information about the type of patient recruit-
ment, the short treatment court duration (43 days) and
the low amount of patient requiring nursing home or re-
habilitation facility (11%) allow supposing that common
forms of BJI were more represented. In our particular pa-
tient population requiring long-term antimicrobial ther-
apy, independent risk factors for treatment were the
presence of a sinus tract and a delayed referral to infec-
tious disease specialist. Fistula has already been associated
with poor outcome in prosthetic-joint infection and verte-
bral osteomyelitis [12,13]. Our findings confirmed that
this clinical evidence for chronic infection is associated
with treatment failure of native BJI. Diabetes was associ-
ated with a higher risk of treatment failure in univariate
analysis but was excluded from the final model because
the parameter was included in the Charlson comorbidity
score calculation. However, it is a well-known risk factor
for treatment failure [14]. Interestingly, we observed a
trend in a higher treatment failure rate in bone infections
(50.0%) compared to arthritis (18.8%). This difference
probably lies in the higher rate of chronic infections, sinus
tracts and abscesses among the osteomyelitis cases. Indeed,
in the study by Wieland and colleagues, these two BJI types
harboured the same outcome [11].

The impact of a referral to infectious disease specialist
has been evaluated in several studies, which showed a
benefit in terms of early adaptation of the initial empir-
ical therapy after bacteriological results, and regarding
dosages and duration of antimicrobials [4,15]. However,
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these series failed to highlight an improvement of BJI
outcome. Nevertheless, Bauer and colleagues showed a
decrease from 25 to 18% of treatment failure rate after
the instauration of a weekly multidisciplinary staff meet-
ing in their institution, even if this difference was not
significant [15].

Some studies had found other determinants of poor
outcome in native BJI, including advanced age, a raised
white cell count at presentation, the presence of an ab-
scess, a delayed initiation of antimicrobial treatment, a
pre-existing joint disease which may delay diagnosis
[9,13,16-18]. We failed to found any association between
outcome and the nature of antimicrobial therapy, and
especially with the use of glycopeptides used as empirical
therapy, for polymicrobial infection, or in patients with
beta-lactam allergy. Indeed, vancomycin therapy has been
associated with a poor outcome in MSSA bacteraemia,
due to its slow bactericidal activity [19,20]. One study
including a majority of MSSA native osteomyelitis also
suggested that vancomycin-treated infections were nearly
three-times more likely to recur [21]. Contrary to
prosthetic-joint infections, the use of rifampin did not
appear as a protective factor in our study, possibly be-
cause of the less important implication of biofilm in
absence of orthopaedic device. Finally, if the optimal
treatment duration of BJI is unknown, a longer anti-
microbial therapy did not appear as a protective factor.
Prolonged antimicrobial therapy observed in our study is
partly explained by the complicated nature of the included
BJI. Another explanation lies in the retrospective nature of
the study, which included patients in a 10-year period.
Even in the absence of controlled randomized trial, the ab-
sence of evidence regarding the benefit of prolonged treat-
ment lead to progressively decrease treatment duration
in our population, without increasing failure rate over
years (data not shown). Prospective controlled studies
are needed to confirm the feasibility of shorter treatments.
However, some studies had suggested that reducing treat-
ment duration was associated with an increased risk of
treatment failure, notably in vertebral osteomyelitis [22].

Conclusions

MSSA native BJI are associated with a high rate of treat-
ment failure and sequel, despite the use of prolonged
antimicrobial therapy. A multidisciplinary approach is
required, with an early referral to infectious disease spe-
cialist, especially in debilitated patients or in presence of
a sinus tract.

Abbreviations

BJI: Bone and joint infection; Cl: Confidence interval; IQR: Interquartile range;
MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; MSSA: Methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus; OR: Odds ratio.
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Titre de la thése :Infections ostéo-articulaires&taphylococcus aurewet Staphylococcus epidermidis
Epidémiologie moléculaire et corrélation entre esgion clinique et interactions hote — bactérie

Résumé de la thése Le genreStaphylococcuspremiere étiologie des infections ostéo-articeki
(IOA), est associé a des formes particulieremdfitities a traiter. Trois mécanismes phénotypigaet

éte rattachés a ce fort taux de chronicité et deutes, permettant I'adaptation bactérienne adawuisein

du tissu osseux et un échappement au systéeme in@inerde I'h6te et a I'action des antibiotiques : |
formation de biofilm, la persistance des staphypms dans les ostéoblastes, et I'évolution vers le
morphotype demall colony varian{SCV).

Longtemps considéré comme simple commensal cutangmeux,S. epidermidigst désormais reconnu
comme un agent étiologique majeur des I0A sur riehtédr, si le portage est universel, l'infectiost en
phénomene rare. A ce jour, aucun facteur génotgpit@ pu étre associé au pouvoir invasif de ceztain
souches de portage. Notre travail a permis de motlitbsence de pouvoir discriminant des capacités
d’internalisation des ostéoblastes et de formati@miofiim entre souches commensales et invasRas.
ailleurs, un trés faible taux d’internalisation $leepidermidisians les ostéoblastes a été mis en évidence,
suggérant une importance moindre de ce mécanisngeldgphysiopathologie des I0OAS epidermidis
par rapport aux I0A &. aureus

Les principales études ayant porté sur les capadiigteraction des. aureusavec les ostéoblastes et de
formation de biofilm ont cherché a en explorerdeécanismes a partir de souches de laboratoire ou de
souches représentatives de quelques clonés dereugésistants a la méticilline (SARM). Dans notre
cas, nous avons souhaité étudier une large caltedi souches cliniqgues &e aureugn=95) sensible a

la méticilline (SASM) responsables d’IOA aiguésabumoniques.

La caractérisation des fonds génétiques de cetfection, puis en élargissant notre étude a des
collections de différents villes francaises, a di@bpermis de décrire une forte prévalence du clone
émergent de SASM CC398 dans les IOA en France.

L’étude des souches de la collection des Hospitets @e Lyon dans notre modéedx vivod'infection
d’ostéoblastes a permis de valider I'hypothése impigint I'internalisation dé&. aureusdans les cellules
osseuses dans la chronicisation des I0A. Le switca-cellulaire vers le phénotype SCV et la foriomat

de biofilm n’étaient en revanche pas discriminabks.autre résultat important est la mise en évidenc
d’une corrélation entre la dysfonction du systé&gg principal régulateur de I'expression des factelas
virulence staphylococciques, et la chronicité d€¥A,l en lien avec de plus fortes capacités
d’internalisation et de formation de biofilm. Lanfctionnalité dagr pouvant étre évaluée par la détection
en spectrométrie de masse de la delta-hémolysioduip de la traduction de I'ARNIII, effecteur du
systemeagr, cette technique pourrait ainsi représenter langnee méthode objective d’évaluation du
degré de chronicité d’'une I0OA au moment du diagopst donc avoir un impact majeur sur la prise en
charge des patients. Une étude prospective esellechent en cours pour valider ce marqueur de
chronicité.

Enfin, la démonstration de la pertinence cliniged’ohternalisation deés. aureusau sein des ostéoblastes

dans les I0OA chroniques nous a conduit a étudiketitn intra-ostéoblastique des anti-staphylocaesq

En effet, l'identification et l'utilisation de mobdéles actives sur le réservoir intra-cellulaire mpait
permettre d’optimiser les schémas thérapeutiquasdafprévenir I'apparition de récidives. Nos résisl
ont permis de mettre en évidence des profils d/aétires différents, la rifampicine, I'ofloxaciret la
clindamycine étant les molécules les plus activ@ss données préliminaires doivent toutefois étre
renforcées par des études pharmacologiques afudimiplus larges.

Mots-clés : Staphylococcus aureuys Staphylococcus epidermidis Infections ostéo-articulaires ;
Ostéoblastes ; Internalisation ; Biofilm ; Smallaryy variants



