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RESUME 

Dans le cadre des infections ostéo-articulaires (IOA), l’utilisation de matériels étrangers peut, en cas 

de contamination, aboutir à la formation d’un biofilm associé à un risque plus important d’échec du 

traitement et de récidive. Les bactéries sous forme de biofilm sont en effet protégées de l’action du 

système immunitaire et ont une tolérance plus importante aux antibiotiques. À l'heure actuelle, 

l'activité des antibiotiques est déterminée par la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice), mais cette 

valeur ne tient pas compte de la forme sessile des bactéries. C’est pourquoi, la société BioFilm 

Control a développé un nouveau test, l'Antibiofilmogramme®, permettant de déterminer la CMI 

biofilm (CMIb) reflétant la capacité préventive des antibiotiques sur l’installation des 

microorganismes en biofilm. L’objectif de ma thèse a été dans un premier temps de participer à la 

démonstration de la valeur clinique de ce nouveau test dans le cadre des IOA à Staphylococcus 

aureus. Nous avons pu mettre en place un recueil prospectif et réaliser les premiers essais in vitro. 

Nos résultats obtenus pour la cloxacillin ont pu, par la suite, être confirmés sur un modèle in vivo 

d’infection sur matériel. Dans un second temps, nous avons pu caractériser la capacité de formation 

de biofilm des souches cliniques et avons pu mettre en évidence des profils différents liés à la 

clonalité des souches. Enfin, nous avons pu mettre au point une nouvelle méthode de rinçage et de 

quantification des biofilms pour les modèles en microplaques via l’utilisation originale de vapeur. 

Cette approche simple améliore grandement la reproductibilité des résultats et préserve l’intégrité 

structurelle des biofilms.  
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SUMMARY 

In the context of Bone and Joint Infections (BJIs), the orthopedic devices are preferential surface for 

microorganisms to adhere and form biofilm associated with high rates of failures and relapses. 

Within biofilm, bacteria are protected from the host immune response and are able to survive in the 

presence of high concentration of antibiotics. The standard Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 

informs on the antibiotic susceptibility of planktonic bacteria, but is not suited for biofilm. The 

company BioFilm Control developed a new test named Antibiofilmogram®, which measures early-

stage biofilm growth in presence of antibiotics, and provides a biofilm Minimal Inhibitory 

Concentration (bMIC). The aim of my PhD research was first to take part in the demonstration of the 

clinical value of this new test for Staphylococcus aureus BJIs. We established a prospective collection 

of data and strains and performed the first in vitro assays. Our results for cloxacillin were confirmed 

in an in vivo model of catheter-associated infection. Second, we characterized the biofilm formation 

capacity of various S. aureus clinical isolates involved in BJIs and we showed that the biofilm 

formation capacity is correlated with clonal lineages. Finally, we were able to develop a new and 

original method of washing and quantifying biofilms for microplate system using steam. This simple 

approach preserves the biofilm integrity and leads to highly reproducible data.  
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1 LES INFECTIONS OSTÉO-ARTICULAIRES 

1.1 Généralités 

Les infections ostéo-articulaire (IOA) se définissent par une invasion et une destruction progressive 

des tissus osseux et cartilagineux par un ou plusieurs micro-organismes. Le plus souvent d’origine 

bactérienne, ces infections regroupent un ensemble hétérogène de situations cliniques (1–4). Sont 

ainsi regroupées sous le terme d’IOA les arthrites septiques, les ostéomyélites aiguës, les ostéites 

chroniques, les spondylodiscites, ainsi que les infections sur matériel orthopédique (infection sur 

prothèse articulaire ou matériel d’ostéosynthèse). Avec une prévalence de 54,6 pour 100 000 

habitants par an en France, cette pathologie grave est associée à un taux de mortalité de 4,6 %, mais 

surtout à des séquelles fonctionnelles dans près de 40 % des cas (5). En 2008, le total des coûts 

directs pour les séjours suite à une IOA s'élevait à 259 millions d'euros en France, sous-estimation 

probable puisque ce chiffre ne représente que les coûts directs d'hospitalisation de soins aigus et ne 

tient pas compte du coût global et sociétal (arrêt de travail, invalidité partielle ou totale, 

hospitalisation en service de soins de suite et de réadaptation). Une grande partie de ces IOA 

correspond à des infections post-chirurgicales après pose de prothèse se compliquant d’une infection 

du site opératoire dans 0,5 à 2 % des cas. Même si le risque d’infection est faible, le nombre de cas 

est amené à augmenter proportionnellement au nombre de poses de prothèse. En effet, le 

vieillissement de la population dans les pays développés, ainsi que les nouveaux modes de vie des 

seniors (voyages, sports, etc.), mais aussi des plus jeunes (sports extrêmes, motos, etc.), laisse 

présager une augmentation exponentielle du recours à l’implantation de matériel orthopédique, et 

donc de ce type d’infections (6,7). 

La prise en charge de ces infections complexes nécessite des compétences pluridisciplinaires et donc 

un consortium regroupant médecins infectiologues, chirurgiens, anesthésistes, réanimateurs, 

rhumatologues, radiologues, rééducateurs et microbiologistes. C’est pourquoi en 2008, 9 centres de 

référence interrégionaux pour la prise en charge des Infections ostéo-articulaires complexes 

(CRIOAc) ont été créés en France sous l’impulsion du ministère de la Santé, dans le contexte du plan 

de lutte contre les infections nosocomiales. L’objectif a été d’améliorer l’orientation, la prise en 

charge et le traitement des patients, mais également de favoriser la recherche clinique et 

fondamentale dans ce domaine. 
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1.2 Classification 

Du fait de la grande hétérogénéité clinique des IOA, plusieurs classifications ont été proposées, 

basées sur la localisation de l’infection, son origine, le délai d’évolution ou encore la présence ou non 

de matériel orthopédique (1–4). 

1.2.1 Classification selon la localisation anatomique 

L’arthrite septique correspond à une infection bactérienne touchant une ou plusieurs articulations 

(1,8,9). Le genou reste le site le plus fréquemment atteint, suivi de la hanche et de l’épaule. Il s’agit 

d’une urgence car, même si le siège premier de l’infection ne concerne que le liquide articulaire, 

l’infection peut rapidement s’étendre, entrainant une destruction irréversible de l’ensemble de 

l’articulation avec un risque de séquelles fonctionnelles majeur. 

L’ostéomyélite est un trouble inflammatoire dû à une infection entrainant une nécrose et une 

destruction d’un tissu osseux (3,10–12). Elle peut survenir à tout âge et toucher n’importe quel os. 

L’infection peut se limiter à une portion restreinte de l’os ou toucher à la fois la moelle, le cortex, le 

périoste ou les tissus mous environnants. Cierny et Mader ont proposé une classification pour le 

traitement de ces infections en fonction du stade anatomique et de l’état physiologique du patient 

(13). 
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Figure 1 : Classification de Cierny et Mader d’après (13). 

Enfin, la spondylodiscite correspond à une infection d’un disque intervertébral et des corps 

vertébraux adjacents par un micro-organisme (2,14). Il s’agit d’une urgence diagnostique et 

thérapeutique pouvant entrainer des déformations (gibbosités), des compressions radiculo-

médullaires, et une cachexie. Le rachis lombaire est le site le plus souvent touché, suivi des vertèbres 

thoraciques et cervicales (15). 
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1.2.1 Classification en fonction du matériel orthopédique 

Les IOA sur matériel regroupent les infections sur prothèse (majoritairement de hanche, genou ou 

coude) et sur matériel d’ostéosynthèse (vis, clous et plaques).  

La présence de matériel augmente le risque d’infection par plusieurs mécanismes. Tout d’abord, 

l’absence de microcirculation au niveau du matériel diminue l’efficacité du système immunitaire et la 

libération locale des antibiotiques. Ensuite, l’interaction d’un matériel étranger avec les 

polynucléaires neutrophiles induit une libération de peptides neutrophiles empêchant localement la 

phagocytose (16). Enfin, la présence de matériel offre une surface sur laquelle les bactéries vont 

pouvoir adhérer puis former un biofilm (17). Ces différents facteurs réduisent de façon importante la 

taille de l’inoculum bactérien requis pour induire une infection (18). Le risque de greffe sur prothèse 

en cas de bactériémie à S. aureus est très important, estimé entre 30 % et 40 % des cas selon les 

études contre 1-2 % pour les autres espèces bactériennes (19–22). Il est rattaché à l’affinité 

importante de S. aureus pour le tissu osseux et les protéines de la matrice recouvrant le matériel, 

notamment grâce à ces adhésines (voir 2.2.1 Adhésion). Le risque d’infection ne se limite donc pas au 

bloc opératoire, mais peut avoir lieu tout au long de la vie des patients porteurs de prothèses. 

1.2.2 Classification selon le délai d’évolution 

La durée d’évolution des IOA est un élément important qui impacte de façon majeure la prise en 

charge de ces infections. Classiquement, les IOA se définissent comme aiguës (délai d’évolution 

inférieur à 3 semaines entre l’inoculation bactérienne et la prise en charge) ou chroniques (délai 

d’évolution supérieur à 3 semaines), même si les périodes d’évolution retenues par les différents 

auteurs peuvent varier selon les études (23,24).  

Les infections aiguës sont généralement bruyantes et se présentent sous la forme de signes cliniques 

importants, d’une inflammation au niveau local (douleur, rougeur, chaleur) et/ou général (fièvre, 

syndrome inflammatoire biologique). À l’inverse, les infections chroniques évoluent souvent à bas 

bruit, et sont associées à la présence de fistules, de lésions osseuses radiologiques et de séquestres 

osseux, zones de tissus osseux nécrotiques inaccessibles à l’action des antibiotiques et du système 

immunitaire de l’hôte. De plus, les infections chroniques sont associées à la présence de biofilm qui 

se définit comme une communauté bactérienne adhérant à une surface et enchâssée dans une 

matrice extracellulaire autoproduite, protégeant les bactéries des antibiotiques et de l’action du 

système immunitaire. Tous ces éléments rendent le diagnostic et le traitement des infections 
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chroniques complexe. Au final, la démarcation entre l’infection aiguë et l’infection chronique reste 

parfois difficile à préciser et objectiver; il s’agit d’une évolution d’une forme vers l’autre. Il est 

important de garder en tête que le délai au-delà duquel une infection sur matériel devient chronique 

reste une question non définitivement résolue, demeure l’objet de nombreux travaux et est 

vraisemblablement variable selon les situations. 

Les IOA sur matériel orthopédique peuvent également être classées en fonction du délai entre le 

diagnostic et la mise en place chirurgicale du matériel. Ce classement reste très débattu et plusieurs 

délais sont proposés dans la littérature. On définit généralement les infections comme précoces 

(délai inférieur à 1 ou 3 mois entre la pose du matériel et le diagnostic selon les études), retardées 

(entre le 2ème ou 3ème et le 6ème ou 24ème mois), ou tardives (après le 6ème ou 24ème mois) (25–27). 

Cette classification permet d’orienter le diagnostic et la porte d’entrée du micro-organisme. En effet, 

les infections précoces sont le plus souvent liées à une inoculation per opératoire de germes virulents 

de type S. aureus ou bacille à Gram négatif (BGN). Les infections retardées sont liées également à 

une inoculation per opératoire mais de germes moins virulents tels que les staphylocoques à 

coagulase négative (SCN) et Cutibacterium/Propionibacterium acnes. Enfin, les infections tardives 

sont généralement d’origine hématogène.  

1.3 Épidémiologie 

1.3.1 Données démographiques 

Il existe peu d’études ayant évalué l’incidence globale des IOA, la littérature se limitant en général à 

quelques hôpitaux dans un pays ou une région. En France, chaque séjour hospitalier est enregistré 

dans la base nationale médico-administrative du programme médicalisé des systèmes d’information 

(PMSI), permettant une estimation globale de l’incidence des IOA. En 2013, Grammatico-Guillon et 

al ont publié une analyse des données de 2008 (5). Dans cette étude, 36 091 cas d’IOA ont été 

répertoriés sur les 16 millions de séjours hospitaliers annuels en France en 2008, correspondant à 

une prévalence globale de 54,6 /100 000 habitants. La majorité des cas concernaient des arthrites 

septiques (52 %), suivies par les ostéomyélites (34 %), les spondylodiscites (10 %) et les IOA non 

précisé (4 %). Les hommes apparaissaient plus touchés que les femmes (sexe-ratio H/F = 1,54) et 

l’âge moyen était de 63,1 ans. La moitié des patients présentaient au moins une comorbidité, les plus 

prévalentes étant le diabète, les troubles vasculaires périphériques et les affections des parties 

molles. Enfin, le taux de létalité était estimé à 4,6 %. 
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Un tiers des cas concernaient des infections sur matériel, dont 58 % sur prothèse articulaire. Dans ce 

type d’infection, le sex-ratio était plus équilibré, la fréquence était plus élevée chez les personnes 

obèses et les patients de plus de 65 ans. 

1.3.2 Prévalence des différentes espèces bactériennes 

La distribution des étiologies bactériennes des IOA varie en fonction du type d’infection, de la zone 

géographique et de l’âge des patients. Le genre Staphylococcus reste le plus prévalent , suivi des BGN 

(5,8,15,28–30). Ainsi, en fonction des études et du type de populations étudiées, S. aureus est 

responsable de 30 à 80 % des IOA, et de 12 à 25 % des infections sur matériel. Les SCN représentent 

entre 5 et 17 % des IOA, mais 25 à 40 % des infections sur matériel. Les BGN sont eux retrouvés dans 

10 à 30 % des IOA, et 3 à 17 % des infections sur matériel. Les streptocoques et entérocoques 

représentent pour leur part entre 10 et 20 % des IOA, et sont majoritairement associés à des portes 

d’entrée dentaires et digestives. La grande majorité des infections sont monomicrobiennes (44 à 90 

% des cas). 

Il n’est pas étonnant de retrouver les staphylocoques comme agent étiologique principal de ces 

infections en raison du portage asymptomatique chez l’homme. En effet, les SCN sont présents au 

niveau de la peau et des muqueuses de l’ensemble de la population. S. aureus est, quant à lui, 

présent au niveau nasal de façon permanente chez 20 % de la population, et de façon intermittente 

chez 30 à 60 % de la population (31,32). Les raisons expliquant ce niveau élevé de portage ne sont 

pas encore totalement connues, même si les facteurs de l’hôte semblent jouer un rôle important 

comme l’ont montré Jan Nouwen et al sur un modèle humain de portage nasal (33). Plusieurs études 

ont mis en avant l’intérêt de détecter et de décoloniser les patients porteurs avant un acte 

chirurgical en orthopédie, afin de diminuer le risque d’infection staphylococcique post-chirurgicale 

(34,35). 

1.4 Diagnostic 

1.4.1 Clinique 

Le diagnostic est une étape clef dans la prise en charge des IOA. Un diagnostic précoce est associé à 

un taux de succès du traitement significativement augmenté. Cependant, du point de vue clinique, la 

grande variabilité des symptômes et leur manque de spécificité peuvent rendre le diagnostic 

complexe. 
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Les IOA se manifestent généralement par la présence de fièvre, de douleurs associées à une raideur 

locale et une impotence fonctionnelle, ainsi qu’à des signes inflammatoires locaux (1–4). En présence 

de matériel, l’existence d’une fistule à proximité et/ou la présence d’un sepsis en l’absence d’un 

autre point d’appel infectieux évoque une infection. Dans les mois suivant la mise en place d’une 

prothèse, une anomalie de la cicatrisation (écoulement purulent de la plaie opératoire, désunion ou 

nécrose ou inflammation cicatricielle) ainsi que des douleurs anormales sont les signes d’une 

infection probable (36). Les spondylodiscites sont associées à des douleurs dorsales et des troubles 

neurologiques dans un tiers des cas (pertes sensorielles, faiblesse, radiculopathie) (14). 

Dans certaines situations, l’absence de fièvre (pouvant représenter jusqu’à 50 % des cas) et de signes 

inflammatoires locaux, notamment pour les infections chroniques, complique le diagnostic. Il est 

alors nécessaire de rechercher d’autres éléments (critères biologiques ou d’imagerie) permettant de 

différencier une infection d’un simplement descellement mécanique ou de l’usure de la prothèse. 

1.4.2 Microbiologique 

Les prélèvements microbiologiques sont indispensables pour confirmer l’infection et adapter 

l’antibiothérapie. Plusieurs recommandations existent (37,38). Les recommandations françaises 

(publiées dans le cadre du Référentiel de Microbiologie, par la Société Française de Microbiologie, et 

des recommandations de pratique clinique sur les ”Infections ostéo-articulaires sur matériel 

(prothèse, implant, ostéosynthèse)”) concernant la réalisation et la prise en charge des prélèvements 

indiquent qu’ ils doivent être réalisés, dans la mesure du possible, au moins 15 jours après l’arrêt de 

toute antibiothérapie, et doivent arriver stérilement et dans les meilleurs délais au laboratoire (39). 

Lors d’un acte chirurgical, il est recommandé de réaliser 5 prélèvements (au minimum 3 

prélèvements) au niveau de zones macroscopiquement pathologiques (un nombre inférieur risquant 

de provoquer des difficultés d’interprétation et un nombre supérieur engendrant une surcharge de 

travail pour le laboratoire de bactériologie sans preuve d’amélioration de la sensibilité de l’examen). 

Ces prélèvements peuvent être liquides (pus, liquide articulaire) ou solides (tissus de granulation, 

tissus osseux, tissus d’interposition et tout tissu paraissant suspect). Le matériel d’ostéosynthèse ou 

les prothèses peuvent également être adressés au laboratoire afin de rechercher, après sonication, la 

présence de bactéries (40). 

En cas de fièvre et de signes généraux, des hémocultures peuvent également être réalisées, 

permettant un diagnostic pour 50 % des IOA aiguës. Une ponction du liquide articulaire permet 
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d’obtenir un résultat positif dans 50 % des cas (41). Une biopsie au True-cut est également possible 

s’il n’existe qu’un tissu de granulation sans élément liquidien (42). 

Les prélèvements arrivant au laboratoire doivent être ensemencés sur plusieurs milieux riches 

solides et liquides et conservés en culture de manière prolongée (14 jours) afin d’identifier les 

germes à croissance lente (43). Une analyse histologique des biopsies doit également être réalisée 

afin de mettre en évidence les signes d’inflammation tissulaire, notamment les leucocytes, les 

plasmocytes et les polynucléaires neutrophiles (44,45). Une approche moléculaire (PCR universelle 

ou spécifiques) peut aider au diagnostic en cas de négativité des résultats de culture (46). 

Au final, le diagnostic de l’IOA repose sur la présence i) d’un prélèvement positif à une bactérie 

n’appartenant pas à la flore commensale cutanée (S. aureus, entérobactérie ou Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa) par exemple) en présence d’une suspicion clinique, ou ii) de deux cultures 

positives si le germe appartient à la flore commensale cutanée et peut potentiellement être un 

contaminant (SCN, P. acnes, corynébactérie, etc.).  

1.4.3 Imagerie 

Une grande variété de méthodes d’imagerie est aujourd’hui disponible et permet d’orienter le 

diagnostic. Simple et peu couteuse, une radiographie standard devra toujours être réalisée quel que 

soit l’IOA dès le début de la prise en charge. Sa sensibilité varie de 43 à 75 % et sa spécificité de 75 à 

83 % en fonction notamment de l’ancienneté de l’infection et de la localisation (3,4,8–11,14,47). 

L’IRM est une méthode sensible, notamment pour le diagnostic précoce, permettant de mettre en 

évidence l’état des parties molles adjacentes, la présence d’abcès et une inflammation, mais peut 

être contre-indiquée par certains matériaux. L’échographie permet le diagnostic d’un épanchement 

articulaire ou d’un abcès et éventuellement d’en guider la ponction. Le scanner permet, lui, une 

analyse fine des structures osseuses. Enfin, l’imagerie fonctionnelle peut apporter une aide 

appréciable avec notamment la scintigraphie osseuse à l’Hydroxy-Méthyl-Diphosphonate (HMDP) 

marqué au Technétium 99 traduisant l’activité ostéoblastique (avec 3 temps successifs : vasculaire, 

tissulaire et osseux plus tardif) et la scintigraphie aux leucocytes marqués (principalement 

polynucléaires marqués à l’indium 111) (48,49). 

Concernant les infections sur implants, la place de l’imagerie dépend du délai de mise en place du 

matériel. Une infection précoce ou hématogène limite les performances des examens. Dans tous les 

cas, une radiographie standard est recommandée même si la sensibilité n’est que de 50 % (50,51). 
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Les signes reflétant une infection sont la présence d’un séquestre, un liseré clair et étendu autour du 

matériel ainsi qu’une zone d’ostéolyse (figure 2). En cas de doute diagnostic, d’autres examens 

peuvent être utilisés.  

 

Figure 2 : Infection d'une PTH droite de face montrant des lisérés clairs aux interfaces os/prothèse 
(flèches). 

Le scanner permet d’évaluer les signes tomodensitométriques d’une infection de prothèse (présence 

d’appositions périostées et anomalies des tissus mous (faible sensibilité mais spécificité de 100 % et 

87 % respectivement)), ostéolyses et collections non hématiques dans les parties molles) mais peut 

être artéfacté du fait du matériel (48,49). En cas d’infection sur matériel rachidien, l’IRM est 

recommandée (50). En cas de résultats négatifs, l’imagerie fonctionnelle peut aider au diagnostic. 

Une scintigraphie osseuse à HMDP couplée à une scintigraphie au Gallium 67 en cas d’infection sur 

rachis permet d’infirmer une infection (valeur prédictive négative proche de 100 %) (44,51). 

Cependant, ces examens ne sont pas spécifiques en post-opératoire immédiat en raison de 

l’inflammation tissulaire induite par le matériel lui-même. Un délai d’au moins 6 mois est 

recommandé entre chirurgie et imagerie. La stratégie diagnostique d’une IOA sur matériel est 

résumée dans la figure 3. 
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Figure 3 : Stratégie diagnostic en cas d'infection sur matériel, selon les recommandations de la 
SPLIF 2009. 

1.5 Prise en charge 

La prise en charge des IOA est complexe et nécessite dans la grande majorité des cas un acte 

chirurgical associé à une antibiothérapie longue et initialement intraveineuse (IV). En l’absence 

d’études randomisées multicentriques incluant un nombre suffisant de patients, les prises en charge 

actuelles reposent principalement sur les recommandations de bonnes pratiques françaises et 
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internationales (1–4,25,26,52), basées sur des avis d’experts. Des réunions de concertation 

pluridisciplinaires ont été mises en place dans les CRIOAc pour faciliter les décisions thérapeutiques.  

1.5.1 Traitement chirurgical 

L’acte chirurgical a plusieurs objectifs : i) diminuer drastiquement l’inoculum bactérien, prérequis 

indispensable au succès de l’antibiothérapie ; ii) réaliser les prélèvements microbiologiques profonds 

indispensables à l’isolement et à l’identification du ou des agent(s) étiologique(s) ; iii) retirer les tissus 

osseux et tissus mous nécrosés et/ou le matériel afin d’augmenter les taux de succès thérapeutique. 

Dans le cas de l’ostéite chronique, un traitement chirurgical est indispensable pour éradiquer 

l’infection (12). L’obtention d’un environnement viable et vascularisé obtenu après un débridement 

radical (élimination des tissus nécrosés et séquestres) est nécessaire (53,54). La présence de matériel 

d’ostéosynthèse doit conduire à l’ablation totale de ce dernier. La stabilisation des lésions osseuses 

non consolidées pourra se faire via un fixateur externe. 

La prise en charge d’une arthrite septique nécessite généralement le retrait des tissus purulents, que 

ce soit par ponction ou par un lavage chirurgical par arthroscopie le plus souvent, ou arthrotomie si 

elle est associée à une ostéite (9,55,56).  

Concernant les spondylodiscites, la chirurgie n’est recommandée qu’en cas d’échec de 

l’antibiothérapie, à des fins de diagnostic ou dans les cas de complications locales graves (14). 

L’objectif est alors de lever la compression de la moelle épinière ou de drainer les abcès épiduraux ou 

paravertébraux. Cependant, en cas d’infection rachidienne sur matériel d’ostéosynthèse, une reprise 

chirurgicale est indispensable pour le lavage ou le retrait du matériel (57). En effet, la rétention de 

l’implant, notamment pour les infections tardives, est associée à des échecs de traitement. 

L’infection sur prothèse articulaire nécessite quant à elle un geste chirurgical systématique. Dans le 

cadre d’une infection aiguë (infection post-opératoire précoce, prise en charge moins de 15 jours 

après la mise en place (pouvant aller jusqu’à 3-4 semaines selon les recommandations), ou infection 

aiguë hématogène sans descellement), une synovectomie-lavage avec conservation du matériel 

peut être envisagée, son efficacité étant corrélée à sa précocité (52,58). Les facteurs de risques 

d’échec d’un tel traitement conservateur à prendre en considération sont liés aux comorbidités 

(diabète, immunodépression, polyarthrite rhumatoïde), à la présence d’une fistule et à l’isolement de 

S. aureus (59,60). Les taux d’échecs peuvent alors être importants, entre 30 % et 80 % selon les 

études (59,61,62). À l’inverse, un implant stable, des tissus osseux peu endommagés et la 
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disponibilité d’une antibiothérapie à bonne diffusion osseuse sont autant de facteurs associés au 

succès du traitement (24). Dans tous les autres cas, l’ablation de la prothèse infectée est 

indispensable pour espérer une guérison. Un changement en un temps peut être envisagé si i) le 

germe responsable est connu avant (ponction préopératoire, pour pouvoir disposer d’emblée d’une 

antibiothérapie ciblée) ; ii) il existe une perte osseuse modérée ; iii) les tissus mous sont peu 

endommagés (notamment en l’absence de fistule), ne nécessitant pas de geste de couverture 

(lambeau) ; iv) en absence de comorbidités sévères ; et v) en absence de germes multi-résistants 

et/ou difficiles à traiter (SARM, entérocoque, BGN non fermentant, et levures). Les taux de succès 

varient alors entre 92 et 100 % (63,64). En l’absence de l’ensemble de ces critères, et si le patient 

peut subir deux interventions, les recommandations françaises et nord-américaines préconisent un 

changement en deux temps. Le taux de succès est alors supérieur à 90 % (65–67). Le délai entre les 

deux interventions est variable. En l’absence de facteur de mauvais pronostic et de nécessité de 

lambeau de couverture, une stratégie en « 2 temps courts » est généralement proposée, avec une 

réimplantation de la prothèse sous antibiothérapie 2 à 6 semaines après l’explantation. En cas de « 2 

temps long », l’antibiothérapie est poursuivie pour une durée de 3 mois après l’explantation, visant à 

éradiquer l’infection avant le deuxième temps de repose. Ce dernier est programmé après une 

fenêtre thérapeutique d’au moins 2 semaines, de nouveaux prélèvements sont réalisés, et 

l’antibiothérapie reprise en post-opératoire est définitivement interrompue s’ils sont négatifs. Un 

”spacer” en ciment, le plus souvent imprégné d’antibiotique, peut être mis en place entre les deux 

interventions afin de faciliter la repose du matériel, de délivrer une forte dose d’antibiotique in situ 

et d’améliorer le confort des patients. Cependant, la présence de ce matériel pourrait être associé à 

un risque de persistance de l’infection en offrant une surface sur laquelle les microorganismes 

peuvent adhérer, et pourrait également favoriser l’émergence de souches résistantes et de « variant 

formant de petite colonies » (de l’anglais « Small Colony Variants », SCV) lié au gradient de 

concentration créé par la diffusion de l’antibiotique (68–70). Enfin, pour les cas les plus complexes 

pour lesquels le risque d’échec est majeur, l’ablation définitive du matériel avec arthrodèse ou 

l’amputation peuvent être envisagées (71–73). Dans les cas où le traitement chirurgical ne peut être 

optimal (infection chronique avec matériel non retirable pour des raisons techniques ou patient ne 

pouvant pas subir d’interventions chirurgicales complexes), une antibiothérapie suppressive est 

envisageable. L’objectif est alors le contrôle des manifestations cliniques et non l’éradication de 

l’infection. 
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Figure 4 : Principales stratégies médico-chirurgicales curatives dans les infections sur prothèse 
articulaire, d'après une communication orale de Florent Valour. 

1.5.2 Antibiothérapie 

À la prise en charge chirurgicale d’une IOA s’ajoute systématiquement une antibiothérapie longue et 

initialement par voie IV. La sensibilité des germes aux antibiotiques n’est pas suffisante pour prédire 

le succès du traitement de ces infections. En effet, d’autres critères comme la faible diffusion osseuse 

de certaines molécules, la présence de biofilm bactérien, l’internalisation de certains 

microorganismes au sein des cellules et la formation de SCV diminuent drastiquement l’efficacité 

thérapeutique de ces molécules (74,75). 

Du fait de l’importante hétérogénéité des IOA et de la multiplicité des facteurs pronostiques (liés au 

patient, au germe, à la prise en charge chirurgicale et à l’antibiothérapie), le choix de 

l’antibiothérapie optimale ne peut actuellement s’appuyer sur aucune étude randomisée, mais 
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repose sur des travaux prospectifs ou rétrospectifs, le plus souvent descriptifs et de faible puissance, 

regroupées dans des méta-analyses récentes (76,77). 

La prescription de l’antibiothérapie pour les IOA sur matériel doit si possible débuter en association 

(notamment pour les infections staphylococciques), avec des molécules permettant d’obtenir des 

concentrations plasmatiques élevées et ayant une bonne diffusion osseuse. En cas de sepsis, 

l’antibiothérapie est généralement démarrée de façon probabiliste après prélèvements 

microbiologiques. La voie d’administration initiale est généralement parentérale pour une durée de 

15 jours. Un relai per os peut alors être envisagé si des molécules à forte biodisponibilité, sans 

intolérance digestive ni interaction médicamenteuse peuvent être utilisées sur le germe impliqué 

(24). En cas d’impossibilité de relai oral, un cathéter central ou un dispositif implantable peut 

permettre la continuité du traitement en ambulatoire (78). En cas de traitement conservateur ou de 

changement en 1 temps, l’utilisation d’antibiotiques actifs sur les bactéries en biofilm, ou plus 

généralement sur les bactéries avec une croissance ralentie, doit être privilégiée. Dans ce contexte, la 

rifampicine a démontré son efficacité pour les infections staphylococciques (79–81). Cette molécule 

ne doit toutefois jamais être utilisée en monothérapie en raison d’un risque d’acquisition rapide de 

résistances par mutations chez les staphylocoques. Une association avec une molécule bactéricide à 

bonne diffusion osseuse comme les fluoroquinolones est particulièrement recherchée (82). D’autres 

molécules peuvent également être combinées, comme les bêta-lactamines sur les souches sensibles 

à la méticilline, les glycopeptides, la clindamycine ou le linézolide (52). Cependant, la rifampicine 

diminue de moitié les concentrations plasmatiques de la clindamycine, des sous-dosages pouvant 

alors avoir lieu (83). Concernant les autres agents bactériens responsables d’IOA, en cas d’infections 

à streptocoques ou entérocoques, l’amoxicilline reste la molécule de choix et peut être combinée 

avec la gentamicine ou la rifampicine. Pour les infections à BGN, l’antibiothérapie repose initialement 

sur une béta-lactamine choisie selon le profil de sensibilité du germe. Toutefois, l’utilisation 

secondaire d’une fluoroquinolone semble bénéfique, au même titre que la rifampicine sur les 

staphylocoques (84). Enfin, en cas d’infections à bactéries anaérobies, l’absence de données de la 

littérature ne permet pas d’avoir de recommandations sauf en cas d’IOA à 

Cutibacterium/Propionibacterium acnes où l’amoxicilline, la clindamycine, la céfazoline ou la 

ceftriaxone peuvent être utilisés (85). 

La durée de traitement est également débattue, habituellement de 6 à 12 semaines. Toutefois, les 

deux méta-analyses sus-citées n’ont pu mettre en évidence de durée optimale de traitement dans les 
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IOA. Récemment, un essai clinique randomisé a été publié, permettant de réduire à 6 semaines la 

durée de traitement des spondylodiscites sans matériel, dans les cas les moins complexes (86). Un 

essai clinique randomisé est en court de réalisation par la même équipe et vise à comparer 6 versus 

12 semaines de traitement dans les infections aiguës sur prothèse articulaire (étude DATIPO). 

 

Recommandations 
SASM 

Molécules Posologie Voie Durée 

Infections ostéo-
articulaires sur matériel 
 
SPLIF 

     Oxacilline / Cloxacilline 
ou Céfazoline 
ou Clindamycine 
ou Vancomycine 
ou Teicoplanine 
 
+   Gentamicine 
ou Rifampicine 
ou Acide fusidique 

100-200 mg/kg/j 
60-80 mg/kg/j 
3-4 x 600 mg/j 
40-60 mg/kg/j 
12 mg/kg/12 h 3-5j 
puis 12 mg/kg/j 
3-4 mg/kg/j 
20 mg/kg/j 
2x 1500 mg/j 

IV 
IV 
IV, PO 
IVSE 
IV, IM, SC 
 
IV 
IV, PO 
IV, PO 

2 semaines de 
traitement en IV 

     Rifampicine 
ou Acide fusidique 
+   Ofloxacine 
ou Péfloxacine 
ou Ciprofloxacine 
ou Lévofloxacine 
ou Clindamycine 
OU 
     Rifampicine 
+   Cotrimoxazole 

20 mg/kg/j 
3 x 500 mg/j 
2-3 x 200 mg/j 
2 x 400 mg/j 
2-3 x 750 mg/j 
1 x 500-750 mg/j 
3-4 x 600 mg/j 
 
20 mg/kg/j 
3 200 / 640 mg/j 

PO 
PO 
PO 
PO 
PO 
PO 
PO 
 
PO 
PO 

Relais par voie 
orale : 6 semaines 
minimum 

Diagnostic et 
management des 
infections sur prothèse 
articulaires 
 
IDSA 

     Nafcilline  
ou Cefazoline 
ou Ceftriaxone 
ou Vancomycine 
ou Daptomycine 
ou Linézolide 
+   Rifampicine 

1,5-2 g / 4-6 h 
1-2 g / 8 h 
1-2 g / j 
15 mg/kg/12 h 
6 mg/kg/24 h 
600 mg/12 h 
2 x 300-450 mg/j 

IV 
IV 
IV 
IV 
IV 
IV, PO 
PO 

2-6 semaines de 
traitement en IV 

     Rifampicine 
+   Quinolones 
ou traitement alternatif : 
cotrimoxazole, minocycline, 
doxycycline, céphalexine, 
dicloxacilline 

2 x 300-450 mg/j PO Relais par voie 
orale : 
6 mois pour une 
PTG et 3 mois pour 
les autres prothèses 

Tableau 1 : Recommandation de l’antibiothérapie des IOA à staphylocoques sensibles à la 
méticilline (SASM) selon (2,52) 
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Recommandations 
SARM 

Molécules Posologie Voie Durée 

Infections ostéo-
articulaires sur matériel 
 
SPLIF 

     Vancomycine 
ou Teicoplanine 
 
+   Rifampicine 
ou Acide fusidique 
ou Fosfomycine 
ou Doxycycline 
OU 
     Clindamycine 
+   Gentamicine 
PUIS 
     Clindamycine 
+   Rifampicine 

40-60 mg/kg/j 
12 mg/kg/12 h 3-5j 
puis 12 mg/kg/j 
20 mg/kg/j 
2x 1500 mg/j 
3-4 x 150-200 mg/kg 
2 x 200 mg 
 
3-4 x 600 mg/j 
3-4 mg/kg/j 
 
3-4 x 600 mg/j 
20 mg/kg/j 

IVSE 
IV, IM, SC 
 
IV, PO 
IV, PO 
IV 
IV 
 
IV, PO 
IV 
 
IV, PO 
IV, PO 

2 semaines de 
traitement en IV 
 
 
 
 
 
 
(5-7 jours) 

     Rifampicine 
+   Acide fusidique 
ou Clindamycine 
ou Cotrimoxazole 
ou Minocycline 
ou Doxycycline 
ou Linézolide 

20 mg/kg/j 
2x 1500 mg/j 
3-4 x 600 mg/j 
2 x 3 200 mg 
2 x 200 mg 
2 x 200 mg 
2 x 1200 mg 

PO 
PO 
PO 
PO 
PO 
PO 
PO 

Relais par voie 
orale : 6 semaines 
minimum 

Diagnostic et 
management des 
infections sur prothèse 
articulaires 
 
IDSA 

     Vancomycine 
ou Daptomycine 
ou Linézolide 
+   Rifampicine 

15 mg/kg/12 h 
6 mg/kg/24 h 
600 mg/12 h 
2 x 300-450 mg/j 

IV 
IV 
IV, PO 
PO 

2-6 semaines de 
traitement en IV 

     Rifampicine 
+   Quinolones 
ou traitement alternatif : 
cotrimoxazole, minocycline, 
doxycycline, céphalexine, 
dicloxacilline 

2 x 300-450 mg/j PO Relais par voie 
orale : 
6 mois pour une 
PTG et 3 mois pour 
les autres prothèses 

Tableau 2 : Recommandation de l’antibiothérapie des IOA à staphylocoques résistant à la 
méticilline selon (2,52) 
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En cas d’IOA aiguë sans matériel, une monothérapie est généralement suffisante pour éradiquer 

l’infection (12). La durée du traitement est de 4 à 6 semaines avec un relais per os si possible selon 

les mêmes critères que pour les IOA sur matériel. En cas d’infection à S. aureus sensible à la 

méticilline (SASM), l’oxacilline et la cloxacilline restent le traitement de référence. La diffusion 

osseuse étant médiocre, de l’ordre de 10 % de la concentration plasmatique, des posologies élevées 

sont donc nécessaires (87). En cas d’infection à SARM, les bêta-lactamines ne sont pas efficaces, en 

dehors des nouvelles céphalosporines anti-SARM (ceftaroline, ceftobiprole), n’ayant pas l’AMM dans 

cette indication. Les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) constituent alors le traitement 

recommandé en première ligne. Leur pénétration osseuse est variable d’une étude à l’autre, compris 

entre 5 et 87 % de la concentration plasmatique (88,89). Ils ne doivent cependant pas être préférés 

aux bêta-lactamines en cas d’infection avec un SASM, des études ayant démontré qu’il s’agissait d’un 

facteur de risque d’échec de traitement (90–92). Une alternative est actuellement représentée par la 

daptomycine, n’ayant pas l’AMM dans le traitement des IOA, mais dont l’utilisation est appuyée par 

un nombre croissant d’études (93,94). Les autres alternatives de traitements sont représentées par 

le linézolide, les céphalosporines anti-SARM ou encore la tigécycline. Concernant les autres agents 

bactériens responsables d’IOA, l’amoxicilline est recommandée en première intention pour les 

infections à streptocoques, les quinolones pour les infections à BGN, et les β-lactamines 

(pipéracilline-tazobactam, carbapénèmes) ou la clindamycine pour les anaérobies. 

Malgré une prise en charge optimale du traitement chirurgicale et de l’antibiothérapie, les taux 

d’échecs rapportés dans la littérature peuvent être importants, notamment pour les infections 

complexes impliquant S. aureus, et peuvent atteindre entre 20 % et 40 % des cas (95–97). 
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2 LE BIOFILM 

2.1 Généralités 

Un biofilm peut se définir comme une communauté microbienne adhérée à une surface et enchâssée 

dans une matrice riche en polymères extracellulaires (98). Ce mode de vie dit sessile est à opposer au 

mode de vie planctonique, où les bactéries sont isolées et flottent librement dans un milieu liquide. Il 

s’agit d’un mode de vie procaryote naturel, retrouvé de tout temps, dans tout type d’environnement, 

et conférant aux micro-organismes de nombreux avantages, notamment en terme de colonisation et 

de survie (99,100). Les premières descriptions de bactéries agrégées, faisant alors référence à la 

formation de la plaque dentaire, ont été publiées dans une lettre destinée à la Royal Society of 

London par Anthony van Leeuwenhoek dès 1683 (101). De 1880 jusqu’à la fin du 20ème siècle, ce 

mode de vie sessile tombe dans l’oubli. Les bactéries sont alors majoritairement considérées sous 

leur forme planctonique. Le développement des antibiotiques à cette époque permettait de soigner 

les infections aiguës, dans la mesure où la souche était sensible (102,103). Aucun lien n’était fait 

entre la formation d’un biofilm et les échecs de traitement. Il faudra attendre les années 80 pour que 

John William Costerton fasse le lien entre les infections chroniques, plus difficiles à traiter, et la 

formation d’un biofilm chez le patient (104). 

Depuis ce jour, le nombre d’études sur le sujet n’a cessé de croître. En santé humaine, il a été montré 

que les biofilms sont impliqués dans un large éventail de maladies infectieuses : 65 % de l’ensemble 

des infections nosocomiales chez l'Homme dans les pays développés seraient dus ou entretenus par 

des biofilms, et ce chiffre atteindrait 80 % pour les infections bactériennes chroniques (74,105). Les 

principales infections associées aux biofilms sont liées d’une part à la colonisation de dispositifs 

médicaux telles que les cathéters, prothèses, sondes urinaires ou trachéales ou encore les valves 

cardiaques, et d’autre part à des pathologies chroniques comme l’endocardite infectieuse, les IOA, la 

mucoviscidose, les infections urinaires ou de plaies, et les pathologies buccodentaires (106–111). La 

prise en charge de ces infections est complexe, les bactéries au sein du biofilm étant en effet 

protégées de l’action des antibiotiques et du système immunitaire, ce qui augmente le risque 

d’échec de traitement et/ou de récidive de l’infection. 
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2.2 Etapes de formation 

La formation d’un biofilm est un cycle se déroulant en plusieurs étapes : i) une phase d’adhésion 

initialement réversible puis dans un second temps irréversible qui va permettre à la bactérie de se 

fixer à une surface ; ii) une phase de maturation du biofilm au cours de laquelle la production de la 

matrice est initiée ; et iii) une phase de dispersion où les bactéries sont libérées, permettant la 

colonisation de nouvelles surfaces et le renouvellement du cycle (112).  

 

Figure 5 : Représentation des différentes étapes de la formation d'un biofilm d'après Lebeaux et 
Ghigo (113). 

2.2.1 Adhésion 

La surface sur laquelle les bactéries vont adhérer peut être biotique (tissus, peaux, muqueuses, yeux, 

poumons, etc.) ou abiotique (implants médicaux, coques de bateau, rochers, etc.) ou. Dans un 

premier temps, l’adhésion est dite réversible. La vitesse et la force d’attachement dépendent des 

caractéristiques physiques du matériel et de la membrane bactérienne. Le facteur le plus important 

est l’hydrophobicité aussi bien du matériel que de la surface cellulaire. L’interaction est dépendante 

d’une part des forces de Van der Walls, généralement attractives, et d’autre part des forces ioniques 

pouvant être attractives ou répulsives (114). Même si une bactérie possède la même charge que la 

surface, les forces de Van der Walls peuvent compenser cette répulsion et permettre l’adhésion. 

Gross et al ont démontré que chez S. aureus, les acides téichoïques, polymères fortement chargés, 
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sont à l’origine de l’adhésion sur les matériaux hydrophobes ou chargés négativement comme le 

verre et le polystyrène (115). Dans les années 2000, le rôle de l’ADN extracellulaire (ADNe) dans 

l’adhésion a été décrit, initialement chez P. aeruginosa (116), avant d’être étendu à d’autres espèces 

comme S. aureus (Cf. 2.3.3). 

Dans un contexte clinique, l’adhésion des staphylocoques sur un matériel implanté met en jeu 

d’autres mécanismes. En effet, un matériel nouvellement implanté chez un patient est rapidement 

recouvert par les protéines de la matrice extracellulaire de l’hôte comme le fibrinogène ou la 

fibronectine. L’adhésion est alors médiée par des protéines bactériennes de surface, capables de se 

lier aux protéines de la matrice extracellulaire, comme celles de la famille des MSCRAMM (Microbial 

Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) (117,118). Ces protéines ont une 

structure commune associant un domaine de liaison extracellulaire, un domaine répété et un 

domaine d’ancrage à la paroi. Elles assurent plusieurs rôles dans la virulence bactérienne, 

notamment dans l’invasion et l’échappement au système immunitaire, et sont fonctionnellement 

redondantes. S. aureus possède ainsi plus de 20 MSCRAMMs actuellement décrites dont les 

principales sont le clumping factor A et B (ClfA, ClfB) se liant au fibrinogène (119), les fibronectin-

binding proteins A et B (FnbA et FnbB) se liant à la fibronectine (120), la bone sialo-binding protein 

(Bbp) se fixant à la matrice osseuse, la Collagen adhesin (Cna) se liant au collagène (121), ou encore 

les serine-aspartate repeat-containing protein C, D ou E (SdrC, SdrD, SdrE) se liant au fibrinogène 

(122). Par comparaison, S. epidermidis possède une douzaine de MSCRAMM (123). 

2.2.2 Maturation 

Une fois que la bactérie a adhéré à une surface, la formation du biofilm passe par une étape de 

maturation pendant laquelle les bactéries vont s’agréger et se multiplier en produisant une matrice 

protectrice. Cette phase correspond, dans un premier temps, à la formation de micro-colonies, 

conduisant par la suite à une structure en 3 dimensions dites en « champignon ». Récemment, 

Moormeier et al ont décrit dans un modèle en flux une phase appelée « exodus », intervenant au 

début de la maturation, et correspondant à une dissémination d’une partie du biofilm (124). Cette 

étape, médiée par une nucléase régulée par le système sae, semble nécessaire à la formation de la 

structure en « champignon ». Avec la mise en place de cette structure en 3 dimensions, un gradient 

de concentration en oxygène et en nutriment décroissant vers le centre du biofilm va se mettre en 

place, créant des environnements hétérogènes au sein du biofilm. Expérimentalement, un biofilm est 

considéré comme mature à partir de 24 h d’incubation. Aujourd’hui, certains auteurs remettent en 
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cause ce niveau de maturation dans un processus infectieux humains, les images de biofilms formés 

in vivo étant beaucoup plus fins que ceux observés en laboratoire (125). 

Initialement, l’étude des composants responsable de l’agrégation des biofilms staphylococciques a 

été focalisée sur les polysaccharides, en particulier le Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA), 

considéré comme le principal composant des biofilms staphylococciques (126) (Cf. 2.3.1). Cependant, 

des souches ne possédant pas les gènes impliqués dans la synthèse du PIA et pourtant capables de 

former un biofilm ont par la suite été décrites (127). En 2001, Cucarella et al ont rapporté la 

formation d’un biofilm par une souche de S. aureus d’origine animale sans PIA (aucune influence 

lorsque le locus codant pour le PIA était délété) (128). Ils ont mis en évidence que les étapes 

d’accumulations se faisait via un autre mécanisme impliquant la protéine de surface Bap (biofilm-

associated protein). Par la suite, d’autres protéines responsables de l’accumulation bactérienne dans 

les biofilm ont été décrites chez les staphylocoques, notamment la protéine Aap (accumulation-

associated protein) chez S. epidermidis, les FnBPs chez des souches de SARM, ou la protéine SdrC 

chez S. aureus (129–131).  

Dans le cadre d’une infection humaine, Zapotoczna et al ont également mise en évidence l’utilisation 

de protéines de l’hôte par la bactérie dans les étapes de maturation du biofilm (132). En effet, via la 

production de coagulase, la prothrombine de l’hôte est détournée pour former un complexe 

transformant le fibrinogène en fibrine qui est par la suite intégrée par les staphylocoques pour 

former leur matrice. Ce mécanisme semble jouer un rôle important dans les abcès et les infections 

sur cathéter (133,134). 

La présence de fibres amyloïdes a récemment été décrit dans les biofilms staphylococciques matures 

(135). Ces structures déjà observées dans les biofilms d’autres espèces n’ont été rapportées qu’en 

2012 (136). Ces fibres proviennent des phenol-soluble modulins (PSM), petits peptides amphiphiles, 

capables de s’auto-assembler, consolidant le biofilm et le rendant résistant à des traitements 

enzymatiques comme la protéinase K, la DNase et la Dispersine B. En 2016, Taglialegna et al ont 

également observé ce phénomène avec la protéine Bap (137). 

Les staphylocoques possèdent donc plusieurs mécanismes pour l’étape de maturation. Ces 

mécanismes sont dépendants d’une part, des souches, et d’autre part des conditions 

environnementales, et conduisent à la formation de différents types de biofilms (figure 6). On peut 

donc supposer que les biofilms formés en clinique sont différents en fonction de la localisation et de 

la nature de l’infection, et de la bactérie responsable. 
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Figure 6 : Représentation des différents types de biofilm staphylococciques adaptée de Zapotoczna 
et al (138). 

2.2.3 Dispersion 

La dernière étape de la formation d’un biofilm est caractérisée par un détachement d’une partie des 

bactéries, permettant la colonisation de nouvelles surfaces et l’initiation d’un nouveau biofilm (139). 

Il s’agit d’un phénomène actif hautement régulé à ne pas confondre avec la dispersion passive 

résultant de l’érosion du biofilm.  

Le mécanisme de dispersion des biofilms staphylococciques est majoritairement médié par les PSM 

(140). Au-delà de leur activité cytotoxique en intracellulaire et pro-inflammatoire, ces petits peptides 

amphiphiles possèdent des propriétés surfactantes responsables du décrochage des biofilms. Sept 

PSM ont été décrit chez S. epidermidis (PSMα, PSMβ1, PSMβ2, PSMδ, PSMε, et δ-toxine), et 8 chez 

S. aureus (PSMα1, PSMα2, PSMα3, PSMα4, PSMβ1, PSMβ2, et δ-toxine). Un PSM a également été 

décrit sur un élément génétique mobile, la cassette SCCmec (PSM-mec) pour les deux espèces (141). 

D’autres enzymes comme des protéases et nucléases jouent également un rôle dans la dissémination 

des biofilms (142,143). L’accumulation des certains biofilms étant liée à la présence d’ADNe et de 

protéines, l’impact de ces enzymes semble être souche dépendante, à l’inverse des PSM. 

2.3 Composition des biofilms 

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés aux 3 principaux composants des biofilms 

staphylococciques : les  polysaccharides, les protéines et d’ADNe. 
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2.3.1 Les polysaccharides 

Nous avons vu précédemment que le principal polysaccharide décrit dans les biofilms 

staphylococciques était le PIA (126). Originellement appelé Poly-N-acetyl Glucosamine (PNAG), il est 

synthétisé via l’opéron icaADBC. Des gènes orthologues ont été identifiés dans de nombreuses 

bactéries (E. coli, Yersinia pestis etc), suggérant des mécanismes similaires chez les bactéries à Gram 

positif et Gram négatif (144,145). Il s’agit d’un polymère composé de résidus β-1,6-linked-2-

acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosyle qui peut être N-acétylé ce qui lui confère une charge positive. 

Il peut être lié à un succinate par une liaison ester lui conférant alors une charge négative. 

 

Figure 7 : Représentation schématique du PIA chez S. epidermidis d'après Rohde et al (146). 

  

La présence de l’opéron ica semble jouer un rôle important dans la pathogénie de S. epidermidis 

comme le suggère l’étude de Ziebuhr et al rapportant la présence de ces gènes dans 85 % des 

souches d’hémoculture contre 6 % des souches saprophytes (127). Chez S. aureus, la majorité des 

souches possèdent l’opéron (147). Fluckiger et al ont montré que son niveau d’expression était 

souche-dépendant et fonction de l’environnement. Une expression importante de l’opéron ica a été 

observée dans un modèle in vivo d’infection sur matériel, suggérant son importance dans ce 

processus infectieux (148). Le système d’expression de l’opéron ica chez S. aureus est modulé d’une 

part par le gène icaR et d’autre part par le gène tcaR codant pour des répresseurs (149). La 

régulation est complexe et ne dépend pas du système de régulation agr ni du facteur de réponse au 

stress σB mais plutôt de l’expression de sarA (150,151). 
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2.3.2 Les protéines 

Les protéines interviennent à toutes les étapes de la formation du biofilm, de l’attachement initiale 

jusqu’à la dissémination. Certaines protéines sont capables d’assurer plusieurs rôles à différentes 

étapes comme les PSM pour la maturation et la dissémination ou les Fnbp pour l’attachement et la 

maturation. Le rôle des protéines dans l’accumulation est primordial pour les biofilms ica-

indépendants, phénotype plus souvent retrouvé chez les SARM (152). On peut différencier les 

protéines sécrétées des protéines ancrées à la surface des bactéries. 

Parmi les protéines sécrétées, le rôle de l’α-toxine a été mis en évidence par l’utilisation d’un mutant 

délété pour le gène hla formant moins de biofilm en microplaque et en flux (153). La β-toxine est 

également impliquée dans la formation de biofilm via sa capacité à s’assemblé en présence d’ADNe 

pour former un réseau de nucléoprotéines structurantes (154). S. aureus possède également des 

protéines appelées SERAM pour Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules parmi lesquels 

on compte les protéines Eap et Emp (155). Ces protéines peuvent se lier à de nombreuses protéines 

de la matrice extracellulaire, et joue un rôle essentiel dans la formation de biofilm en sérum (156–

158). 

Les protéines ancrées à la paroi des staphylocoques peuvent être classées en 4 groupes : les 

MSCRAMM (Cf. 2.2.1), les protéines avec un motif NEAT (pour NEAr iron Transporter), la famille 

« three-helical bundle », et la famille avec un motif G5-E répété (118). 

Dans la famille des protéines comportant un motif NEAT, on retrouve les protéines IsdA, IsdB et IsdC 

capables de se lier à l’hémoglobine afin de faciliter son absorption (159). Ces protéines sont 

particulièrement exprimées dans un environnement appauvri en fer, comme lors d’une infection. Il a 

été décrit que IsdA est également capable de se lier au fibrinogène et à la fibronectine, et que IsdB 

est nécessaire à la colonisation du tissu cardiaque (160,161). 

La seule protéine de la famille « three-helical bundle » est la protéine A (SpA). Présente chez tous les 

souches de S. aureus, elle est capable de se lier à la région Fc des immunoglobulines G permettant 

l’échappement au système immunitaire. Cette protéine est retrouvée dans la matrice du biofilm mais 

son rôle n’a pas encore était clairement établi (162). 

La protéine de la famille du motif G5-E répétée chez S. aureus est la protéine SasG (homologue de la 

protéine Aap chez S. epidermidis). Cette protéine joue un rôle sur l’adhésion à des surfaces 
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abiotiques ainsi qu’à la surface des cellules épithéliales desquamées (163), et est impliquée dans 

l’accumulation via un mécanisme zinc dépendant (164,165).  

Comme nous l’avons vu précédemment, les staphylocoques sont également capables d’utiliser les 

protéines de l’hôte et de les incorporer dans leur matrice comme constituant de leur biofilm. Afin de 

pouvoir observer ce phénomène in vitro, il est nécessaire de complémenter les milieux de culture. 

Akiyama et al ont observé dès 1997 que S. aureus était capable de former un biofilm contenant de la 

fibrine lorsque le milieu était complémenté en fibrinogène et en sérum humain (166). Plusieurs 

études ont rapporté que l’ajout de 10 % de plasma humain augmentait la formation de biofilm dans 

différents modèles, mais également le nombre de bactéries dénombrées, l’expression de certaines 

protéines d’adhésion, ou la tolérance à certains antibiotiques (167–169). Jørgensen et al ont 

récemment observés que plus la concentration en plasma était élevée, plus la quantité de biofilm 

formée était importante sur la souche USA300 (170).  

2.3.3 L’ADN extracellulaire 

Longtemps, l’étude de la composition des biofilms a été focalisée sur les polysaccharides. Ce n’est 

que récemment que l’ADNe a été considéré comme un composant à part entière de la matrice. 

Depuis la première description dans un biofilm de P. aeruginosa dans les années 2000 (116), ce 

composant a été largement étudié chez de nombreuses espèces bactériennes. Son implication dans 

le mode de vie sessile a été mise en évidence initialement en utilisant l’action de la DNase, enzyme 

capable d’hydrolyser les liaisons phosphodiesters de l’ADN. Izano et al ont ainsi montré en 2008 que 

cette enzyme était capable d’inhiber et d’altérer fortement les biofilms staphylococciques, 

confirmant la présence et le rôle structurale majeure de l’ADNe dans le mode de vie sessile des 

staphylocoques (171).  

L’ADNe retrouvé dans les biofilms staphylococciques trouve son origine de l’autolyse d’une partie de 

la population bactérienne dans le cadre d’un mécanisme suicidaire altruiste pour lequel une sous-

population programme sa mort cellulaire pour la survie du reste de la communauté (172). Ce 

phénomène est médié principalement par l’action d’autolysine dont les principales sont AtlE chez 

S. epidermidis (173) et AtlA chez S. aureus (174). La régulation de ce mécanisme est complexe et 

dépend aussi bien de l’espèce, que du matériel ou du phénotype du biofilm. Chez S. aureus, Rice et al 

ont démontré que les gènes cidA et IrgA contrôlaient la lyse cellulaire de la souche de référence 

UAMS-1, en codant deux protéines holine- et antiholine-like induisant la mort cellulaire selon un 

processus similaire à une lyse bactérienne par un bactériophage (175,176). Grande et al ont montré 
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une augmentation de l’expression des gènes cidA et alsS (impliqués dans la tolérance à un 

environnement acide) au cours des étapes précoces de la formation du biofilm sur cette même 

souche (177). Ces données mettent en lumière le rôle de cidA dans l’autolyse et dans l’adhésion. 

Seidl et al ont observé la nécessité du gène ccpA pour la formation de biofilm de la souche de 

référence SA113 et ont également montré que la protéine Ccpa augmentait la transcription de cidA 

(178). La délétion du gène pfs chez la souche de référence NCTC8325, quant à elle, induit une 

diminution d’ADNe et une baisse de la formation de biofilm (179). L’utilisation d’une librairie de 

mutants a permis de mettre en évidence le rôle de deux autre gènes (lrgB et yycl) associés à 

l’autolyse, les mutants formant plus de biofilm (180). Lin et al ont récemment observé des mutations 

communes dans les séquences de quatre gènes impliqués dans l’autolyse, pour des souches MRSA ne 

produisant pas de biofilm (181). L’ajout d’ADNe dans le milieu de culture permettait à ces souches de 

produire un biofilm. Enfin, il a été montré que la protéine GdpS agit comme un contrôle négatif de la 

libération d’ADNe par inhibition de l’autolyse (182). L’ensemble de cette régulation est résumé dans 

la figure 8. 

L’ADNe joue en premier lieu un rôle structural dans les biofilms. La nature chimique de l’ADN 

influence les propriétés membranaires des bactéries, facilitant les interactions cellule-cellule ainsi 

que l’adhésion bactérienne à une surface. Dengler et al ont par exemple observé que l’ADNe agissait 

comme un réseau électrostatique à pH acide, permettant l’agrégation des bactéries entre elles via 

des protéines cytoplasmiques chargées, libérées lors de l’autolyse (183). L’ADNe possède également 

un rôle protecteur. En effet, l’ajout de DNase sur un biofilm déjà formé, sensibilise ce dernier à 

différents traitements (détergent cationique, antibiotique) (184,185). Il permet également, de par sa 

composition, l’organisation des PSM en fibre amyloïde. En effet, l’ADNe chargé négativement semble 

capable d’attirer les PSM chargées positivement, permettant d’obtenir localement une concentration 

importante nécessaire à la polymérisation des PSM (186). Enfin, l’ADNe pourrait avoir un rôle 

probable dans l’atténuation de la réponse immunitaire médié par l’activation du TLR9 (187). 
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Figure 8 : Schéma illustrant la régulation de l'autolyse impliquée dans la formation de biofilm de 
S. aureus. 

2.4 Méthodes de mesure 

Il existe à ce jour un nombre important de méthodes de mesure du biofilm, allant en terme de 

complexité d’une simple croissance sur un milieu gélosé spécifique, à la mise au point de modèles in 

vitro dynamiques mesurant en temps réel les étapes de formation par imagerie, en passant par les 

modèles in vivo. Aucun modèle n’étant parfait, le choix de la méthode à utiliser doit tenir compte de 

la problématique posée, de la relevance du modèle, de la facilité ou encore de son coût. Les modèles 

in vitro sont à privilégier dans un premier temps, permettant de répondre le plus souvent aux 

problématiques posées avec des couts variables. L’utilisation de modèles animaux apporte certes des 

informations complémentaires et nécessaires à la recherche, mais doit tenir compte des questions 

éthiques inhérentes à ces approches. 
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2.4.1 Méthodes in vitro 

2.4.1.1 Les modèles en microplaques 

La formation de biofilm en microplaque est sans doute la méthode la plus utilisée dans le monde. 

Simple à mettre en œuvre et peu chère, ne nécessitant aucun équipement spécifique, elle permet le 

passage d’un grand nombre de souches et est adaptée au criblage de molécules anti-biofilm. Décrit à 

l’origine par Christensen et al en 1985 (188), son principe repose sur la formation de biofilm dans les 

96 puits qui composent la plaque. Après un temps d’incubation nécessaire dans un milieu de culture 

adéquate, la microplaque est rincée à l’aide d’une pipette ou par immersion, afin d’éliminer les 

bactéries planctoniques. Les staphylocoques forment leur biofilm au fond des puits, rendant 

l’utilisation des microplaques parfaitement adaptée puisqu’elles fournissent une surface importante 

sur laquelle les bactéries vont adhérer. A l’inverse, certaines bactéries forment leurs biofilms à la 

surface air-liquide. C’est le cas par exemple de P. aeruginosa, ou Bacillus cereus (189,190). La 

quantification du biofilm se fait alors sur l’anneau formé sur le bord des puits. 

Généralement, les bactéries sessiles adhérées aux puits sont mises en évidence par coloration (191). 

Plusieurs colorants existent, les plus répandus étant le Cristal Violet, le Rouge de Safranine et le 

Rouge Congo. Après un temps de contact variable selon le colorant (généralement, quelques 

minutes), le surplus est éliminé par rinçage. Après remise en suspension, il est possible de quantifier 

le biofilm formé par simple lecture d’absorbance. Stepanović et al ont proposé une étape de fixation 

supplémentaire à l’éthanol, augmentant la reproductibilité de la méthode, ainsi qu’une classification 

des souches en fonction des valeurs contrôle (192). Les colorants généralement utilisés sont 

cationiques et se fixent sur l’ensemble des charges négatives des constituants, provenant aussi bien 

des bactéries que de la matrice, et ne permettent donc pas la différentiation entre les deux. Une 

alternative à la coloration consiste à énumérer après rinçage les bactéries encore adhérées au fond 

des puits. Renseignant sur la viabilité, cette méthode ne tient toutefois pas compte des bactéries 

viables non cultivables (VBNC) qui peuvent être présente au sein des biofilms (193). L’association 

d’une coloration et d’un dénombrement permet donc d’estimer le nombre de bactéries ainsi que la 

quantité de matrice produite. Comme alternative intéressante aux colorants, certains auteurs se 

contentent de suspendre le biofilm formé dans de l’eau. La turbidité ainsi créée peut être alors 

suffisante pour être quantifiée par une mesure d’absorbance (194). 

L’une des limites de l’utilisation des microplaques, notamment pour l’étude des staphylocoques, est 

qu’une partie du biofilm mesuré au fond des puits peut provenir de la sédimentation des bactéries, 
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qui ont pu être par la suite enchâssées dans la matrice. Ces bactéries additionnelles ne résultent 

alors pas du processus de formation d’un biofilm à proprement parler. C’est afin de pallier ce 

problème, que le model Calgary (Calgary Biofilm Device) a été développé (195,196). Avec ce 

système, la mesure du biofilm ne se fait plus dans la microplaque, mais sur des picots fixés sur le 

couvercle de la microplaque. Cette technique standardisée permet notamment de déterminer la 

Concentration Minimale Eradiquant le Biofilm (CMEB) des antibiotiques (Cf. 3.3.6.2). L’une des 

limites de cette méthode est que la quantification du biofilm est le plus souvent réalisée par 

dénombrement après une étape de sonication nécessaire afin de détacher les bactéries des picots. 

Une partie des bactéries peut alors rester adhérée aux picots et fausser les résultats (197,198). Une 

autre alternative afin d’éviter l’intégration des bactéries sédimentées dans les analyses, consiste à 

changer le milieu de culture quelques heures après l’incubation. Cette méthode permet d’éliminer 

les bactéries planctoniques, et de ne garder que les bactéries adhérées dans un milieu de culture 

frais (132). 

 

Figure 9 : photos d'une microplaque (à l'arrière) et du système Calgary (à l'avant). 

La formation de biofilm en microplaques permet également, grâce à une étape de « coating », de 

mesurer l’adhésion des bactéries non pas sur la surface abiotique composant la microplaque 

(polystyrène, polypropylène) mais sur des molécules d’intérêt. Il est par exemple possible de 

recouvrir les plaques avec du sérum ou du plasma, afin de se rapprocher des conditions cliniques 

d’adhésion des bactéries à une prothèse lors d’une infection (Cf. 2.2.1) (150). Cette approche permet 

également d’étudier des traitements de surface prévenant l’adhésion bactérienne (199). 

Quelle que soit la méthode choisie, lorsque l’on étudie la formation de biofilm en microplaque, l’une 

des limites majeures de ces modèles est la nécessité de devoir rincer les biofilms afin d’éliminer les 

bactéries planctoniques. En effet, les rinçages classiquement effectués à la pipette sont agressifs à 
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l’échelle microscopique et peuvent altérer le biofilm formé. Des quantités importantes peuvent se 

détacher, conduisant à des défauts de reproductibilité de la méthode ainsi qu’à un impact important 

du technicien sur les résultats générés.  

La société BioFilm Control a développé une méthode appelé BioFilm Ring Test® (BRT) permettant de 

mesurer les étapes initiales de formation du biofilm sans rinçage ni coloration (figure 10) (200). La 

technique repose sur l’utilisation de microbilles magnétisables ajoutées au milieu de culture qui, 

après incubation, vont être soumises à l’action d’un aimant. Les billes libres dans le milieu vont alors 

converger vers le centre du puits, générant un spot marron/rouge visible à l’œil nu. A l’inverse, si un 

biofilm s’est formé au fond du puits, les billes piégées par les bactéries adhérées et la matrice sont 

immobilisées, conduisant à l’absence de spot après aimantation. La formation d’un anneau est 

également observable lorsqu’une partie des billes est immobilisée, correspondant à un biofilm en 

cours de formation. Après une étape de lecture des plaques via un scanner, l’intensité du spot est 

analysée par un software et traduit en un index (Biofilm Formation Index - BFI) permettant de 

quantifier le niveau de formation du biofilm. Avec la version 2.0, l’index varie entre 20 (présence d’un 

spot complet, aucune bille immobilisée) à 0 (absence de spot, l’intégralité des billes est immobilisée). 

Par cette méthode, il est possible de réaliser des cinétiques d’adhésions en mesurant heure par 

heure l’immobilisation des billes. Une autre approche développée récemment avec cette technologie 

est le clinical Biofilm Ring Test® (cBRT) (201). Son principe repose sur le concept que, pour un temps 

donné (5 h d’incubation), plus l’inoculum bactérien nécessaire pour l’immobilisation des billes est 

faible, plus la souche possède une forte capacité à produire un biofilm. En déterminant l’inoculum 

minimum nécessaire à l’immobilisation des billes, il est possible de classer les souches en fonction de 

leur « force » à immobiliser les billes. Le coefficient de corrélation est de 0,623 par rapport à la 

classification de Stepanović et al en Cristal Violet. Au final, la technologie BioFilm ring Test® est 

adapté à l’étude des gènes impliqués dans la formation du biofilm (202,203), de composants du 

biofilm via l’utilisation d’enzymes (204,205), ou à l’analyse de la capacité de formation de biofilm de 

souches cliniques (206–209) ou provenant de l’industrie alimentaire (210). 
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Figure 10 : Protocole de la méthode BioFilm Ring Test®. 

2.4.1.2 Les modèles en flux 

Les modèles de biofilm statique décrits précédemment ne prennent pas en compte les forces de flux 

agissant lors du procédé de formation. Il s’agit pourtant d’un facteur primordial impactant 

directement les étapes d’adhésion, mais pouvant également influencer les étapes de maturation 

(porosité du biofilm, architecture, diffusion des substrats) et de dispersion (211–213). Les biofilms se 

formant généralement en milieu liquide, ces forces sont retrouvées aussi bien dans l’environnement 

naturel (rivières) que lors d’un processus d’infection (flux sanguin) ou de contamination (canalisation, 

égouts) (214,215). 

L’un des premiers modèles développés est le dispositif de Robbins (Robbins device) conçu pour 

étudier les biofilms dans les systèmes d’acheminement d’eau potable (216). Un flux est créé à travers 

un tuyau possédant plusieurs orifices contenant des coupons sur lesquels le biofilm va se former. 

L’intérêt de cette méthode réside dans le fait que les coupons peuvent être retirés individuellement 

sans interrompre l’expérience. Dans sa version modifiée (modified Robbins device), la canalisation 

est carrée et les coupons alignés avec le conduit, disposés à égale distance les uns des autres afin de 

ne pas perturber le flux lors de leur retrait (217). Cette méthode permettant un flux laminaire ou 

turbulent rapide est aujourd’hui largement utilisée notamment pour les interactions bactéries-

surfaces et les traitements anti-biofilms (218–220). La mesure du biofilm sur les coupons peut 

cependant être biaisée due à leur manipulation, l’observation directe n’étant pas possible. Les forces 
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dynamiques créées par le flux peuvent être variables d’un coupon à l’autre et doivent être 

contrôlées, et la quantité de nutriment peut être décroissante de l’entrée vers la sortie de la 

canalisation, pouvant influencer les résultats si le flux est trop faible (221). 

 Les réacteurs biofilm à faible écoulement (drip flow biofilm reactor) ont été développés par des 

chercheurs de l’Université du Montana et sont composés de 4 à 6 chambres indépendantes 

contenant un coupon ou un morceau de cathéter ou stent sur lequel le biofilm va se former (222). Le 

flux peut se faire via l’inclinaison de la chambre à 10°, permettant la mesure de la formation du 

biofilm en condition de cisaillement faible. Cette méthode simple est particulièrement adaptée à 

l’étude des infections sur matériel ou à l’étude des biofilms formés à la surface aire-liquide (223,224). 

La formation du biofilm le long du coupon peut cependant être hétérogène. 

Une autre approche afin d’étudier la formation de biofilm en flux consiste à créer une force de 

cisaillement via une rotation. Il existe 4 types de réacteurs fonctionnant sur ce principe : le réacteur 

rotatif annulaire (rotary annular reactor), le réacteur rotatif à disques (rotary disk reactor), le 

réacteur à cylindres concentriques (concentric cylinder reactor) et le CDC biofilm reactor®. Le 

premier, également appelé rototorque ou réacteur annulaire, a été développé par Kornegay et 

Andrews en 1968 et est composé d’un cylindre externe fixe et d’un cylindre interne en rotation (225). 

Le biofilm se forme sur des parois rectangulaires retirables pouvant être composées de différents 

matériaux. Le réacteur rotatif à disques quant à lui est composé d’un disque en rotation sur lequel 

des coupons vont être fixés (226). Selon leurs distances radiales, des forces de cisaillement 

différentes peuvent être testées simultanément. Le réacteur à cylindres concentriques est composé 

de 4 chambres indépendantes contenant chacune un cylindre en acier inoxydable (227). Il permet de 

mesurer simultanément la formation de biofilm de différentes bactéries, à différentes forces de 

cisaillement dans la même expérience. Enfin, le CDC biofilm reactor® est composé de huit portoirs 

pouvant contenir chacun trois disques sur lesquels le biofilm va se former (228). Les forces de 

cisaillement sont produites par une barre d’agitation au centre du dispositif. L’avantage des 

dispositifs rotatifs est que les forces de cisaillement peuvent être réglées indépendamment du flux 

de milieu entrant. Cependant, ces expériences sont généralement lourdes et complexes. Elles ne 

permettent pas de tester un grand nombre de souches ou de conditions. 
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Figure 11 : Illustration des différents modèles de réacteurs rotatifs d’après (227,229): a) le réacteur 
rotatif annulaire ; b) le réacteur rotatif à disques ; c) le réacteur à cylindres concentriques ; d) le 

CDC biofilm reactor®. 

Les méthodes décrites précédemment ne permettent pas de suivre la formation de biofilm en temps 

réel. Afin de pallier ce problème, il est possible de mesurer le biofilm en développement sur une 

fenêtre en verre ou en plastique placée dans une chambre. Un microscope optique ou confocal peut 

alors être placé contre la fenêtre afin de pouvoir enregistrer le processus de formation en temps réel 

(230,231). Une autre approche consiste à placer le microscope directement dans le milieu mais les 

risques de contaminations sont alors importants. L’intérêt de ces méthodes réside dans la non-

altération des biofilms lors de leur mesure. Le système Biofilux® développé par la société Fluxion 

Systems permet de suivre la formation d’un biofilm en temps réel en microplaque (232). Cette 

méthode nécessite un volume de milieu faible (1mL) et permet la réalisation de 24 réplicas en une 

seule expérience. Cependant, le coût d’une expérience reste important. 

2.4.2 Microscopie 

Il existe plusieurs méthodes microscopiques permettant de visualiser les biofilms, se différenciant en 

termes de résolution, complexité et information apportée. 

2.4.2.1 La microscopie optique 

La microscopie optique (light microscopy) est une méthode basique permettant une visualisation à 

grande échelle des biofilms après une étape de coloration. Plusieurs colorants ont été décrits comme 

permettant de mettre en évidence les biofilms directement dans des prélèvements parmi lesquels 

l’hématoxyline et l’éosine, l’acide périodique de Schiff ou la coloration de Gram de Brown and Brenn 

(233–235). De Carvalho et da Fonseca ont prouvé qu’il était possible de quantifier le biofilm, son 

épaisseur étant proportionnelle à l’intensité des pixels de l’image acquise après coloration (236). 
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2.4.2.2 La microscopie confocale 

La microscopie confocale (Confocal Laser Scanning Microscopy – CLSM) est une méthode très 

répandue permettant l’étude fine de la structure des biofilms. Via l’utilisation de sondes 

fluorescentes, elle permet d’obtenir un signal à l’échelle de la bactérie sur une surface plane donnée. 

En multipliant les acquisitions à différentes profondeurs, il est possible de reconstituer une image en 

trois dimensions du biofilm et d’acquérir des informations sur son épaisseur, sa rugosité ou son 

volume (237). L’un des intérêts de la méthode repose sur la grande gamme de sondes disponibles. 

Via l’utilisation de marqueurs spécifiques, il est par exemple possible d’analyser la composition du 

biofilm en polysaccharides, ADNe ou protéines (238,239). Cependant, les marquages peuvent être 

aspécifiques, entrainant un bruit de fond important qui peut fausser la quantification des 

composants. L’utilisation d’un marquage Live/Dead composé de SYTO9 (marqueur vert allant se fixer 

sur l’ensemble des cellules) et d’iodure de propidium (marqueur rouge ne se fixant que sur les 

bactéries avec une membrane altérée) permet d’étudier la viabilité bactérienne et donc l’efficacité 

de traitements (240). Il est également possible de modifier génétiquement des souches afin qu’elles 

expriment elles-mêmes un fluorophore comme la Green Fluorescent Protein (GFP), supprimant 

l’étape de marquage (241). La construction génétique reste cependant complexe mais offre 

l’avantage de pouvoir suivre la formation d’un biofilm au cours du temps, ou d’étudier les 

interactions inter-espèces dans des modèles de biofilms mixtes (242,243). 

2.4.2.3 La microscopie électronique à balayage 

La microscopie électronique à balayage (Scanning Electron Microscopy - SEM) est une technique 

capable de produire des images en haute résolution de la surface d’un échantillon via l’absorption 

d’électrons. Elle peut apporter une information qualitative sur l’organisation structurelle ainsi que 

sur la matrice des biofilms. Elle est souvent utilisée en complément d’autres méthodes, notamment 

lors d’études de l’effet de traitements sur les biofilms (195,244). C’est l’une des méthodes les plus 

résolutives, cependant la préparation des échantillons nécessite une étape de déshydratation et de 

coating avec un matériel conducteur pouvant altérer la structure du biofilm. Une alternative consiste 

à cryo-fixer les échantillons ; mais la méthode est lourde à mettre en place, coûteuse et la matrice 

des biofilms peut être modifiée par la chaleur générée par le faisceau d’électrons (245). Comme 

alternative, la microscopie électronique à balayage environnemental consiste à déposer les 

échantillons dans une chambre à pression variable sans prétraitement. L’absence de coating conduit 

néanmoins à une baisse de la résolution et une perte d’information (246).  
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2.4.2.4 La microscopie à force atomique 

La microscopie à force atomique (Atomic Force Microscopy – AFM) consiste à sonder la surface d’un 

échantillon à l’aide d’une pointe placée au bout d’un levier. La déviation de la pointe est détectée par 

un système optique utilisant un laser. Cette méthode permet de visualiser la structure des surfaces à 

des résolutions atomiques en condition non destructive ainsi qu’à mesurer les forces d’adhésions 

cellule-cellule et cellule-surface (247,248). Elle permet également d’acquérir des informations 

relatives aux propriétés physiques du biofilm comme sa cohésion en fonction de son épaisseur (249). 

Nécessitant un prétraitement limité sur l’échantillon, l’AFM ne permet cependant pas l’acquisition 

d’images de grande surface (limité à 150 µm x 150 µm), et l’échantillon, à force de passages de la 

pointe, peut être altéré. 

2.4.3 Méthodes in vivo 

De nombreux modèles in vivo ont été développés au cours des dernières années, permettant de 

mieux appréhender la réponse de l’hôte face à un biofilm. 

2.4.3.1 Le modèle Caenorhabditis elegans 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) est l’un des modèles les plus simples à utiliser pour étudier la 

virulence bactérienne in vivo. Les résultats s’expriment en pourcentage de survie. En effet, à l’issue 

de la période d’infection, le nombre de nématodes morts est quantifié pour évaluer la sévérité de 

l’infection. Beguin et al ont par exemple observé la nécessité de l’opéron ica chez S. epidermidis dans 

la létalité d’une infection intestinale dans ce modèle, le biofilm jouant un rôle immunoprotecteur 

(250). Brackman et al ont également utilisé ce modèle pour démontrer qu’un inhibiteur du quorum 

sensing augmentait le taux de succès d’un traitement antibiotique en sensibilisant le biofilm dans ce 

modèle (251). 

Figure 12 : Adhésion et formation d'un biofilm de S. aureus sur du polystyrène observées par A) microscopie 
optique d'après (193); B) CLSM d'après (182); C) SEM d'après (193); D) AFM d’après (192). 
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2.4.3.2 Les modèles sur cathéters veineux centraux 

Initialement développés chez le rat, les modèles sur cathéters veineux centraux reposent sur la pose 

d’un cathéter, généralement au niveau de la veine cave supérieure, qui sera infectée après l’insertion 

(252). Ces modèles ont été développés afin i) d’évaluer les traitements, notamment les 

antibiothérapies de verrou (253); ii) d’étudier la formation de biofilm dans des conditions proches de 

la clinique; iii) de déterminer la dissémination vers les autres organes. Li et al ont par exemple 

démontré l’importance de l’opéron ica dans la virulence bactérienne pour ce type d’infection en 

l’insérant dans 3 souches ne le possédant pas (254). Ce modèle a également été mis au point chez 

d’autres mammifères comme le lapin ou la souris (255). Il est également possible d’utiliser des 

souches bioluminescentes, par insertion d’un opéron lux, permettant alors de suivre la colonisation 

du matériel en temps réel pendant plusieurs jours sans sacrifice de l’animal. La construction 

génétique est stable et la bioluminescence enregistrée est parfaitement corrélé avec un 

dénombrement classique (256). 

2.4.3.3 Les modèles d’implants sous-cutanés 

Les modèles d’infection sur implants sous-cutanés ont été développés chez un grand nombre de 

mammifères, allant de la souris jusqu’au poney (257). Dans cette approche, un morceau de cathéter, 

un disque ou une cage est inséré dans la poche sous-cutanée afin qu’un biofilm se forme sur le 

matériel. L’inoculation peut se faire dans un même temps, afin d’être représentative des infections 

en bloc opératoire, ou plusieurs semaines après. La possibilité d’utiliser différents matériaux (teflon, 

silicone, acier inoxydable, polyuréthane) est particulièrement intéressante pour étudier l’impact des 

composants sur l’adhésion. L’utilisation d’une cage offre l’avantage de pouvoir récupérer des 

bactéries sans explantations du matériel. Rupp et al ont pu mettre en avant l’importance de 

l’hémagglutinine et du PIA chez S. epidermidis dans ce modèle, la souche sauvage provoquant des 

abcès plus importants et adhérant mieux au matériel que les souches délétées pour ces gènes (258). 

A l’inverse, Francois et al ont observé l’absence de différence entre des souches ica-positive et leurs 

mutants ica-négatifs dans un modèle d’infection sur cage (259).  

2.4.3.4 Les modèles d’implants intrapéritonéaux 

Ces méthodes reposent sur l’insertion d’un matériel dans la cavité intrapéritonéale d’une souris ou 

d’un lapin. Le matériel peut être pré-infecté ou infecté post-opération. L’intérêt de cette méthode 

est qu’elle permet de suivre l’infection sur plusieurs mois, pouvant être représentative de la 

chronicité retrouvée chez le patient et permettant l’étude de l’évolution de la souche in vivo (260). 
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2.4.3.5 Les modèles d’infections urinaires 

Ces modèles reposent sur l’insertion chirurgicale d’un matériel (disque en zinc, billes en verre, tube 

en polyéthylène, stent) dans la vessie afin qu’un biofilm puisse se former (261). Le matériel implanté 

peut être colonisé ou l’inoculation peut se faire post-chirurgie. Plus récemment, une équipe a réussi 

une mise en place transurétrale du matériel sans chirurgie (262). Ces modèles permettent 

notamment d’étudier l’efficacité de traitement de surface afin de prévenir la colonisation du matériel 

(263,264). 

2.4.3.6 Les modèles d’infections ostéoarticulaires 

En raison de la complexité physiopathologique des IOA et de leurs prises en charge particulières 

associant dans la majorité des cas une antibiothérapie à une chirurgie, l’utilisation de modèles 

animaux pertinents est obligatoire dans un processus d’amélioration de la prise en charge. En raison 

de l’hétérogénéité des IOA, de nombreux modèles in vivo ont été développés afin de mimer au mieux 

la réalité clinique de ces infections.  

En 1970, Norden a mis au point un modèle d’ostéomyélite chronique chez le lapin basé sur l’injection 

intramédullaire d’un agent sclérosant (le morrhuate de sodium à 5 %) dans le tibia suivi d’une 

infection avec un faible inoculum à S. aureus (104 ou 106 UFC), l’agent sclérosant seul ou l’inoculation 

seule n’étant pas suffisant pour induire l’infection (265,266). L’infection va alors progresser vers les 

tissus adjacents provoquant des lésions et séquestres osseuses. Il est possible de débuter les 

traitements plusieurs semaines après l’inoculation, afin d’être proche des conditions d’une IOA 

chronique. Ce modèle a également été adapté chez le rat par Zak et al, les animaux résistant mieux 

aux effets secondaires d’une antibiothérapie longue, le dénombrement étant plus simple et le coût 

des expériences plus faible (267). 

Afin d’évaluer l’efficacité des ciments chargés aux antibiotiques, un modèle a été développé chez le 

chien par Fitzgerald et al (268). Une fenêtre corticale est enlevée dans la métaphyse tibiale et un fort 

inoculum de S. aureus (109 UFC) est injecté. L’os est ensuite refermé avec un ciment. Ce modèle a 

également été adapté chez le lapin par Rodeheaver et al (269) et chez le rat par Gerhart et al (270). 

Afin d’évaluer les traitements aussi bien des antibiotiques que de l’acte chirurgical effectué lors de la 

prise en charge des IOA sur matériel, de nombreux modèles avec insertion d’implants ont été 

développés. Erendberg et al ont par exemple inséré une barre intramédullaire en acier inoxydable au 

niveau du fémur chez le lapin avant inoculation. Ils ont ainsi pu observer que l’infection à S. aureus, 

une fois mise en place, persistait malgré le retrait du matériel et le débridement du tissu infecté, 
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permettant d’évaluer l’acte chirurgical (271). Certains auteurs provoquent également des fractures 

avant la mise en place du matériel d’ostéosynthèse afin de mimer une infection post-traumatique 

(272,273).  

2.5 Physiopathologie du biofilm dans les infections ostéo-

articulaires 

Comme nous l’avons vu précédemment dans le chapitre 1.2.2, les IOA peuvent être classées selon le 

délai entre le début des symptômes et le diagnostic. Si ce délai est supérieur à 3 semaines, l’infection 

est dite chronique et est souvent associée à la présence d’un biofilm. Les conséquences peuvent être 

importantes aussi bien en terme clinique (adaptation du traitement antibiotique nécessaire, prise en 

charge chirurgicale différente, diagnostic plus complexe) que physiopathologique (modulation de la 

réponse immunitaire, destruction osseuse). 

2.5.1 Initiation du biofilm 

La présence de matériel d’ostéosynthèse ou prothétique offre à la bactérie une surface sur laquelle 

adhérer et former un biofilm. Peu de temps après la mise en place du matériel, ce dernier est 

rapidement recouvert de protéines de la matrice extracellulaire de l’hôte, permettant aux bactéries 

introduites ou restantes (lors d’un débridement) de coloniser et d’initier un biofilm (274). La 

composition du matériel est variable et différente selon les pièces. Différents composants sont 

utilisés comme le titane et ses alliages, l’acier inoxydable, le chrome-cobalt, le silicone, les 

céramiques, l’hydroxyapatite ou le polyéthylène. Dans certains cas, des matériaux plus rares comme 

le carbone ou une prothèse recouverte d’argent peuvent être également employés (275,276). 

Chaque composant possède ses propres caractéristiques physico-chimiques et mécaniques, pouvant 

influencer les risques d’infections (277,278). Généralement, l’adhésion bactérienne est corrélée à la 

rugosité du matériel (279). En dehors de l’adhésion, le matériel ne semble pas influencer les autres 

étapes de la formation de biofilm (280,281).  

Dans le cas d’ostéomyélites natives, un biofilm peut également se former sur un tissu osseux 

nécrosé. Le tibia et le fémur sont les sites les plus à risque en raison d’un flux sanguin plus faible. La 

présence d’un traumatisme et d’un hématome prédispose également au risque d’infection 

hématogène chez l’enfant (282). Une fois la bactérie inoculée, la réponse inflammatoire, 

l’augmentation de la pression osseuse et la diminution du pH provoquée par la cellulite locale 

induisent une nécrose du tissu osseux (283). Un sequestrum peut alors se former (figure 13). Si 
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l’infection perdure, un involucrum, correspondant à une croissance osseuse en dehors de l’os 

existant, peut également apparaitre (284). Un biofilm peut alors se mettre en place sur ces 

structures, compliquant la prise en charge thérapeutique. Un débridement est souvent nécessaire. 

 

Figure 13 : Radiographie d'une ostéomyélite chronique d'après une présentation du Dr. Faran 
Mahmood publié dans Health & Medicine, Technology. 

Récemment, une équipe de recherche a étudié le rôle direct du biofilm sur la destruction osseuse 

dans le but d’expliquer la lyse osseuse observée en cliniques (285). Grâce à des modèles in vitro et ex 

vivo, ils ont constaté que S. aureus, C. albicans, P. aeruginosa et S. mutans étaient capables de 

former un biofilm sur un tissu minéralisé (dentine), favorisant la destruction du tissu osseux via des 

variations de pH. Cette étude faisait suite à leurs travaux montrant la capacité des biofilms à lyser 

l’hydroxyapatite (286). Cependant, ces deux études ne tiennent pas compte de la réponse 

immunitaire, la confirmation sur modèles in vivo n’ayant pas été réalisée. 

L’impact d’un biofilm staphylococcique sur les cellules osseuses a également été étudié (287). 

Sanchez et al ont utilisé un surnageant de culture de biofilm et ont observé l’effet des molécules du 

biofilm présentes dans le surnageant sur les ostéoblastes (cellules formatrices de l’os) et les 

ostéoclastes (cellules responsables de la résorption osseuse). Ils ont ainsi pu observer une diminution 

de la viabilité ostéoblastique, une inhibition de la différentiation ostéogénique et une surexpression 

du facteur pro-ostéoclastique RANK-L, suggérant que les facteurs solubles produits par les biofilms 

staphylococciques sont à l’origine de la perte osseuse observée cliniquement 

sequestrum involucrum 
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2.5.2 Réponse immunitaire 

 Un dispositif médical peut-être caractérisé par sa biocompatibilité. Ce terme regroupe la non-

toxicité du matériel, la réponse immunitaire induite et l’absence d’effet secondaire (288). Une 

biocompatibilité optimale correspond à une intégration totale du matériel et une réponse 

inflammatoire faible au contact des tissus. A l’inverse, un matériel peut induire une inflammation 

chronique et conduire à une encapsulation fibreuse. Une réponse inflammatoire trop importante, 

notamment via l’activation du complément, induit une désensibilisation des leucocytes et des 

dysfonctionnements phagocytaires conduisant à un risque infectieux sur site plus important (18,289). 

En 1984, Costerton et al ont mis en avant, dans un contexte infectieux, que la présence d’un biofilm 

stimule la réponse immunitaire et attire les macrophages sur site via un mécanisme de relargage 

d’antigènes. La phagocytose est inefficace sur des bactéries sessiles, mais la libération d’enzymes par 

les phagocytes endommage les tissus alentours, pouvant provoquer un descellement de la prothèse 

et une dissémination de l’infection (figure 14) (74).  
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Figure 14 : Impact de la formation d'un biofilm sur la réponse phagocytaire. D'après Costerton et al 
(74). 

Plus récemment, des équipes ont observé que les biofilms staphylococciques pouvaient induire une 

réaction immunitaire suppressive anti-inflammatoire par le recrutement de cellules myéloïdes 

suppressives (187,290). Ces cellules atténuent l’activation des macrophages et des lymphocytes T 

favorisant la persistance du biofilm. De plus, une étude a montré que la sécrétion d’ α toxine et de la 

leukocidine A/B (LukAB) par les biofilm de S. aureus agissait de manière synergique pour prévenir la 

phagocytose par les macrophages, et diminuer leur recrutement (291). Au final, la réponse 

immunitaire face à un biofilm est complexe. Sa compréhension est cruciale et pourrait conduire à de 

nouvelles approches thérapeutiques. 

2.5.3 Impact dans le diagnostic 

La présence d’un biofilm peut compliquer le diagnostic d’une IOA. La méthode standard de culture 

est en effet peu adaptée pour détecter les bactéries sessiles. Neut et al ont par exemple observé un 
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taux de sensibilité de 41 % lorsque les tissus seuls étaient mis en culture, alors que la sensibilité 

atteignait 86 % si le matériel était « gratté » et incubé (292). Face à l’absence de culture positive, et 

face à un patient présentant peu de symptômes, il n’est pas rare de conclure faussement à un 

descellement aseptique du matériel. Afin de remédier à cela, d’autres méthodes peuvent être 

envisagées, plus sensibles pour la détection des bactéries en biofilm. 

L’un des moyens les plus simples et économiques pour améliorer la sensibilité de la culture 

conventionnelle de matériel est la sonication. Son principe repose sur la propagation d’ultrasons 

dans un milieu liquide provoquant l’apparition de millions de microbulles (cavitation) qui vont 

imploser, libérant une énergie suffisante pour détacher les bactéries adhérées. Grace à cette 

méthode, Trampuz et al ont pu mettre en évidence une augmentation de la sensibilité de 18 % (60,8 

% vs. 78,5 %), et de 30 % si le patient avait reçu une antibiothérapie dans les 14 jours précédant la 

chirurgie (45 % vs. 75 %) (40). D’autres auteurs ont également confirmé l’amélioration de la 

sensibilité (293,294). Cependant, des défauts en termes de sensibilité, et un risque accru de 

contamination ont également été rapporté, expliquant l’absence de ce protocole dans de nombreux 

laboratoires hospitaliers (295). 

Les méthodes moléculaires, notamment la PCR 16S, permettent l’identification du pathogène dans la 

grande majorité des cas (296). Hall-Stoodley et al ont démontré la possibilité de combiner cette 

approche avec une méthode d’hybridation in situ en fluorescence (Fluorescence in situ hybridization 

– FISH) afin de détecter directement la présence de biofilm (297). Cependant, le coût important de 

ces approches, l’expertise, les risques de contamination et l’absence d’amorces pertinentes pour les 

IOA sur matériel limitent leur utilisation en routine.  

2.6 Prévention de la formation de biofilm 

Dans cette partie, nous n’aborderons que les approches permettant d’empêcher la formation d’un 

biofilm (aspect préventif). Les traitements sur un biofilm déjà formé seront abordés dans la partie 

3.3.6. 

Afin de prévenir la formation d’un biofilm, plusieurs approches peuvent être envisagées. Dans le 

cadre des IOA sur matériel, une prophylaxie est généralement recommandée au moment de la pose 

du matériel orthopédique (24). L’objectif est d’atteindre une concentration d’antibiotique sur site 

capable d’éliminer les bactéries résiduelles après désinfection de la peau ou présentes au bloc 

opératoire. 
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Une autre approche consiste à recouvrir les prothèses avec un antibiotique, ou à utiliser des ciments 

chargés en antibiotiques lors des chirurgies. Ces deux méthodes permettent de libérer localement de 

fortes concentrations d’antibiotique non atteignables par voie intraveineuse ou par voie orale. 

L’utilisation de ciments en polyméthylméthacrylate (PMMA) chargés en antibiotique est fréquente 

en clinique (298). Cependant, ces ciments peuvent agir comme une surface sur laquelle un biofilm 

peut se former. De plus, ils doivent être retirés chirurgicalement. C’est pourquoi d’autres approches 

ont été développées, utilisant notamment des matériaux résorbables comme le calcium-sulfate ou 

calcium hydroxyapatite ou des matériaux recouvrant directement les prothèses (299,300). Plusieurs 

modèles in vivo ont montré que le recouvrement de la prothèse avec de la minocycline/rifampicine 

ou gentamicine/hydroxyapatite prévenait la formation de biofilm (301–303). L’utilisation d’argent a 

également été évalué en clinique et a montré des résultats prometteurs (304). Des résultats 

similaires ont été obtenus avec un substitut osseux résorbable imprégné de gentamicine ou de 

vancomycine (305). 

L’utilisation d’un chélateur comme l’Éthylène Diamine Tétra-Acétique (EDTA) a également montré 

une activité préventive sur la formation des biofilms staphylococciques (306,307). D’autres molécules 

comme le furanone, une substance produite par une algue, la thymoquinone provenant de la nigelle, 

ou le miel possèdent une activité préventive (308–310). L’utilisation de phages a également été 

étudiée par certains auteurs, et a démontré une activité préventive et curative sur les biofilms 

staphylococciques (311,312). D’autres approches se focalisent sur des inhibiteurs du quorum sensing. 

En 2005, Balaban et al ont par exemple décrit l’utilisation d’un peptide inhibant l’acide ribonucléique 

III (RNAIII), empêchant la formation de biofilm sur toutes les espèces de staphylocoques (313). 

Enfin, la modification de la surface du matériel peut également empêcher les bactéries d’adhérer. 

Kenneth et al ont par exemple réussi à modifier la surface d’un matériel en prenant comme modèle 

la peau des requins, diminuant drastiquement l’adhésion bactérienne (314). 

Au final, de nombreuses études sont en cours afin d’évaluer l’efficacité de molécules empêchant 

l’installation en biofilm. En cas d’infection sur prothèse, nous avons vu que le risque de 

recolonisation du matériel est important. C’est pourquoi, il est nécessaire d’élaborer de nouvelles 

approches afin d’améliorer la prise en charge de ces cas. Des protocoles utilisant des antibiotiques 

sont prometteur et pourrait voir le jour dans les années à venir. Cependant, l’activité préventive des 

antibiotiques reste à ce jour encore méconnu. 
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3 LES ANTIBIOTIQUES 

Les informations des chapitres 3.2 Classification et 3.3 Efficacité de l’antibiothérapie proviennent des 

références bibliographiques suivantes : (315–317) 

3.1 Généralités 

Un antibiotique se définit comme une substance naturelle ou synthétique possédant une toxicité 

sélective et capable d’inhiber la croissance d’une bactérie ou de la tuer. On parlera de bactériostase 

dans le premier cas, et de bactéricidie dans le second. Un antibiotique peut avoir une activité 

bactériostatique à faible dose et une activité bactéricide à forte dose. La découverte dans les années 

1930 des antibiotiques a révolutionné la médecine, augmentant l’espérance de vie humaine de plus 

de 10 ans. Le premier antibiotique identifié fut la pénicilline par Alexander Fleming en 1928 (318). 

Cependant, ce ne fut pas le premier antibiotique utilisé en clinique. En effet, après sa découverte, la 

pénicilline tomba dans l’oubli, et il fallut attendre la publication des travaux d’Ernest Fourneau sur la 

sulfanilamide en 1937 pour ouvrir la voie de l’antibiothérapie (319). À partir de cette époque, 

commence l’Âge d’Or des antibiotiques pendant laquelle la grande majorité des molécules utilisées à 

ce jour est découverte. Cependant, cette formidable expansion des antibiotiques s’accompagne 

également de la sélection et de l’augmentation de la prévalence de la résistance bactérienne. 

Comme expliqué précédemment, un antibiotique peut être bactériostatique ou bactéricide. La 

bactériostase se caractérise par la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), correspondant à la plus 

petite concentration d’antibiotique capable d’inhiber toute croissance visible de la bactérie après 18 

heures d’incubation, tandis que la bactéricidie se caractérise par la Concentration Minimale 

Bactéricide (CMB), correspondant à la plus faible concentration d’antibiotique laissant après 18 h 

d’incubation un pourcentage de survivants inférieurs à 0,01 % de l’inoculum de départ. Un 

antibiotique est bactéricide si la CMI et la CMB sont proches. À l’inverse, un antibiotique est 

bactériostatique si le rapport CMB/CMI est supérieur ou égal à 32.  

3.2 Classification 

La classification des antibiotiques se fait généralement en fonction de leur mécanisme d’action. Ainsi, 

on peut distinguer les antibiotiques en trois groupes distincts en fonction du site bactérien sur lequel 

ils agissent : 
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- les antibiotiques actifs sur la paroi  

- les antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique 

- les antibiotiques actifs sur les processus intra-cytoplasmiques 

Un deuxième niveau de classement est alors possible au sein de ces trois groupes. Cette fois-ci, on 

s’intéresse à la structure chimique de la molécule, permettant de regrouper les antibiotiques par 

famille. On distingue alors : 

- parmi les antibiotiques actifs sur la paroi 

o les bêta-lactamines (β-lactamines) 

o les glycopeptides 

o la fosfomycine 

- parmi les antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique 

o les polymyxines (non actifs sur les Gram +) 

o la daptomycine 

- parmi les antibiotiques actifs sur les processus intra-cytoplasmiques 

o les aminosides 

o les cyclines 

o les macrolides, lincosamides, streptogramines, kétolides (MLSK) 

o les phénicolés 

o l’acide fusidique 

o les oxazolidinones 

o les quinolones 

o les rifamycines 

o les nitroimidazolés 

o les nitrofuranes 

o les sulfamides 

o les diaminopyrimidines 

Les mécanismes d’action et de résistance des antibiotiques actifs sur les staphylocoques sont décrits 

en annexe (Cf. 4.6 Mécanismes d’action des antibiotiques). 
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3.3 Efficacité de l’antibiothérapie 

Le choix de l’antibiothérapie est complexe et dépend de plusieurs critères : 

- des critères bactériologiques, correspondant à l’activité de l’antibiotique au contact du 

microorganisme. Ces critères sont évalués en laboratoire par des méthodes in vitro et 

permettent de caractériser la souche comme sensible, intermédiaire ou résistante à 

l’antibiotique, 

- des critères pharmacocinétiques (PK) et pharmacodynamiques (PD) qui prennent en compte la 

posologie, la voie d’administration, la durée du traitement chez le patient. Ces paramètres 

influencent de façon majeure l’efficacité in vivo de l’antibiotique. 

Les antibiotiques disponibles sont définis selon un spectre d’activité microbien reflétant les espèces 

sur lesquelles ils sont normalement actifs. Cependant, en raison de l’acquisition possible de 

mécanismes de résistance, il est nécessaire d’évaluer in vitro le niveau de sensibilité des bactéries au 

travers de la réalisation d’un antibiogramme, afin de permettre au clinicien de choisir 

l’antibiothérapie adéquate. 

3.3.1 Spectre d’activité microbien 

Il est possible d’associer à chaque antibiotique une liste d’espèces bactériennes constituant le 

spectre d’activité de la molécule (tableau 3). Ces données renseignent sur la résistance naturelle et 

sur la prévalence de la résistance acquise des bactéries face à un antibiotique. Cette dernière donnée 

peut évoluer au cours du temps et peut être très variable selon les pays, voire selon les régions, les 

hôpitaux, l’âge des patients, les formes cliniques, etc. Pour chaque antibiotique, les espèces sont 

réparties en trois catégories : 

- les espèces sensibles composées de souches naturellement sensibles, c’est-à-dire 

inhibées par des concentrations atteintes après administration du médicament aux 

posologies validées par l’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM), 

- les espèces modérément sensibles : antibiotique modérément actif sur la majorité des 

souches de l’espèce, nécessitant des concentrations de l’antibiotique supérieures à la 

CMI (posologie élevée),  

- les espèces résistantes composées de souches naturellement résistantes ou d’une 

majorité de souches ayant acquis une résistance, entrainant des échecs thérapeutiques 

en cas d’administration. 
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Toutefois, l’activité d’un antibiotique vis-à-vis d’une espèce sensible ou modérément sensible peut 

être remise en cause suite à l’acquisition d’un mécanisme de résistance chez une souche clinique. La 

prescription probabiliste devient alors aléatoire. La réalisation d’un antibiogramme est donc 

nécessaire pour être certain que la souche soit sensible ou résistante à l’antibiotique. 
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Tableau 3 : Résumé de l’activité des antibiotiques sur les staphylocoques d’après le rapport de l’ANSM 
(ex-Afssaps) de novembre 2005 

c C catégorie Fq Res catégorie Fq Res catégorie Fq Res catégorie Fq Res

ACIDE FUSIDIQUE ACIDE FUSIDIQUE 2 16 sensible sensible Fr 5 - 20 %

AMIKACINE 8 16 sensible résistant

DIBEKACINE 4 8 sensible résistant

NETILMICINE 4 8 sensible sensible Fr 40 - 60 %

FRAMYCETINE, KANAMYCINE, NEOMYCINE 8 16 sensible sensible

GENTAMICINE, SISOMICINE 4 8 sensible sensible Fr 40 - 60 %

ISEPAMICINE 8 16 sensible résistant

TOBRAMYCINE 4 8 sensible Eu 0 - 20 % résistant

AMOXICILLINE 4 16 résistant résistant résistant résistant

AMOXICILLINE + ACIDE CLAVULANIQUE 4 16 sensible résistant

AMPICILLINE, BACAMPICILLINE, HETACILLINE, 

METAMPICILLINE, PIVAMPICILLINE
4 16 résistant résistant résistant résistant

AMPICILLINE + SULBACTAM 4 16 sensible résistant

PÉNICILLINE G PÉNICILLINE G 0,25 16 résistant résistant résistant résistant

CLOXACILLINE, DICLOXACILLINE, 

FLUCLOXACILLINE, OXACILLINE
PÉNICILLINES M 2 2 sensible résistant

PENICILLINE V PÉNICILLINE V

MEZLOCILLINE, PIPERACILLINE 8 32 résistant résistant résistant résistant

PIPERACILLINE + TAZOBACTAM 8 64 sensible résistant

TICARCILLINE 16 64 résistant résistant résistant résistant

TICARCILLINE + ACIDE CLAVULANIQUE 16 64 sensible résistant

ERTAPENEME 2 8 sensible Eu 0 - 5 % résistant

IMIPENEME, MEROPENEME 4 8 sensible résistant

CEFALEXINE, CEFRADINE 8 32 sensible résistant

CEFATRIZINE, CEFACLOR, LORACARBEF 2 8 sensible résistant

CEFADROXIL 8 32 sensible résistant

CEFALEXINE (voie injectable), CEFALOTINE, 

CEFALORIDINE, CEFAPIRINE, CEFAZOLINE, 

CEFRADINE (voie injectable)

8 32 sensible résistant

CEFUROXIME AXETIL 1 4 sensible résistant

CEFAMANDOLE 8 32 sensible résistant

CEFOXITINE 8 32 sensible résistant

CEFUROXIME 8 32 sensible résistant

CEFIXIME 1 2 résistant résistant résistant résistant

CEFOTIAM HEXETIL 1 2 sensible résistant

CEFPODOXIME PROXETIL 1 2 modérément sensible résistant

CEFEPIME 4 32 sensible résistant

CEFOPERAZONE 4 32 modérément sensible résistant

CEFOTAXIME 4 32 sensible résistant

CEFOTETAN 4 32 sensible résistant

CEFOTIAM 4 32 sensible résistant

CEFPIROME 4 32 sensible résistant

CEFSULODINE 8 32 modérément sensible résistant

CEFTAZIDIME 4 32 modérément sensible résistant

CEFTIZOXIME 4 32 sensible résistant

CEFTRIAXONE 4 32 sensible résistant

LATAMOXEF 4 32 modérément sensible résistant

CHLORTETRACYCLINE, DOXYCYCLINE, 

LYMECYCLINE, METACYCLINE, MINOCYCLINE, 

OXYTETRACYCLINE, TETRACYCLINE

CYCLINES 4 8 sensible sensible Fr 70 - 80 %

FOSFOMYCINE FOSFOMYCINE 32 32 sensible sensible Fr 2 - 40 %

TEICOPLANINE 4 16 sensible sensible Fr 5 - 15 %

VANCOMYCINE 4 16 sensible sensible

TELITHROMYCINE KETOLIDES 0,5 2
sensible* / 

résistant**

CLINDAMYCINE, LINCOMYCINE LINCOSAMIDES 2 2 sensible sensible Fr 70 - 80 %

AZITHROMYCINE 0,5 4 sensible sensible Fr 70 - 80 %

CLARITHROMYCINE, ERYTHROMYCINE, 

JOSAMYCINE, MIDECAMYCINE, 

ROXITHROMYCINE, SPIRAMYCINE

1 4 sensible sensible Fr 70 - 80 %

DIRITHROMYCINE 0,12 4 sensible sensible Fr 70 - 80 %

ERYTHROMYCINE-SULFISOXAZOLE sensible sensible Fr 70 - 80 %

MUPIROCINE  (voie nasale) 2 2 sensible

MUPIROCINE (voie cutanée) 2 2 sensible

NITROFURANTOINE NITROFURANES 32 128 sensible***

LINEZOLIDE OXAZOLIDINONE sensible sensible

CHLORAMPHENICOL, THIOPHENICOL PHÉNICOLÉS 8 16 sensible sensible sensible sensible

ACIDE NALIDIXIQUE, ACIDE PIPEMIDIQUE 8 16 résistant résistant résistant résistant

ACIDE OXOLINIQUE 2 4 résistant résistant résistant résistant

FLUMEQUINE 4 8 résistant résistant résistant résistant

CIPROFLOXACINE, ENOXACINE, 

LOMEFLOXACINE, LEVOFLOXACINE, 

OFLOXACINE, PEFLOXACINE

1 2 sensible résistant

MOXIFLOXACINE 1 4 sensible**** résistant****

NORFLOXACINE 1 2 sensible Eu 0 - 16 % résistant

RIFAMPICINE RIFAMPICINE 0,5 16 sensible***** sensible Fr 0 - 25 % sensible Fr 2 - 30 %

SULFAMIDES SULFAMIDES 64 256 sensible Fr 10 - 80 % sensible Fr 20 - 90 %

DALFOPRISTINE – QUINUPRISTINE 0,5 2 sensible Eu 0 - 0,5 %

PRISTINAMYCINE 1 2 sensible sensible

VIRGINIAMYCINE 1 2 sensible sensible

TRIMETHOPRIME TRIMETHOPRIME 4 8 sensible sensible Fr 5 - 40 %

TRIMETHOPRIME + SULFAMIDES
TRIMETHOPRIME + 

SULFAMIDES
2 8 sensible sensible Fr 5 - 40 %

*S. aureus  sensible ou résistant à l'érythromycine A par un mécanisme MLSB inductible Fq Res : fréquence de résistance acquise en France (Fr) ou en Europe (Eu)

** S. aureus  résistant à l'érythromycine A par un mécanisme MLSB constitutif (80% SARM) méthi : méthicilline

*** S. epidermidis et S. saprophyticus

**** valable pour l'espèce aureus

***** méthi-S

Antibiotiques
S. aureus SCN Staphylococcus  méthi-S Staphylococcus  méthi-R

Famille

Concentration 

critique

AMINOSIDES

PÉNICILLINES A

CARBOXY- UREIDO- 

PENICILLINES

CARBAPÉNÈMES

CEPHALOSPORINES 

1ère GENERATION

QUINOLONES

FLUOROQUINOLONES

SYNERGISTINES OU 

STREPTOGRAMINES

CEPHALOSPORINES 

2ème GENERATION

CEPHALOSPORINES 

3ème GENERATION

GLYCOPEPTIDES

MACROLIDES

MUPIROCINE
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3.3.2 Principe de l’antibiogramme 

L’antibiogramme regroupe différentes techniques permettant de déterminer la sensibilité d’une 

souche bactérienne à un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. 

Son principe repose sur la mise en contact in vitro de la bactérie à tester avec l’antibiotique et sur 

l’observation des conséquences sur la croissance et la survie bactérienne. 

En fonction de la méthode utilisée, deux types de valeur sont recherchées: i) la Concentration 

Minimale Inhibitrice (CMI) pour les méthodes en milieu liquide, correspondant à la plus petite 

concentration d’antibiotique inhibant toute croissance visible de la bactérie à 18 h ; ii) le diamètre de 

la zone d’inhibition pour les méthodes en milieu gélosé. Ces deux approches seront détaillées dans 

la partie 3.3.3. 

Afin de catégoriser cliniquement la sensibilité de la souche à un antibiotique, c’est-à-dire de prédire 

le succès ou l’échec clinique du traitement antibiotique, les CMI ou les diamètres d’inhibition sont 

comparés à des valeurs critiques (concentrations critiques ou diamètres critiques) définis par les 

comités d’experts nationaux ou internationaux tels que le CASFM (Français) ou l’EUCAST (Européen) 

(figure 15). La souche est catégorisée : 

- sensible si sa CMI est inférieur ou égale à la concentration critique inférieure (c), ce qui équivaut 

à un diamètre supérieur ou égal au diamètre critique supérieur (D), 

- résistante si sa CMI est supérieur à la concentration critique supérieur (C), ce qui équivaut à un 

diamètre inférieur ou égal au diamètre critique inférieur (d), 

- intermédiaire si sa CMI est comprise entre c et C, ce qui équivaut à un diamètre compris entre d 

et D. 

 

 
Figure 15 : Schéma de la catégorisation clinique en fonction des CMI et des diamètres d'inhibitions. 

Sensible Intermédiaire Résistant 

≤ c 
≥ D 

> C 
< d 

CMI/diamètre d’inhibition 

catégorie 

c : concentration critique inférieure 
C : concentration critique supérieure 
d : diamètre critique inférieur 
D : diamètre critique supérieur 
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Les comités comme le CASFM se basent sur trois approches pour définir les valeurs critiques. 

- Une approche clinique : elle est basée sur les relations entre les résultats d’études cliniques et 

bactériologiques, et les indications thérapeutiques retenues par l’Agence Nationale de Sécurité du 

Médicament et des produits de santé (ANSM). Les souches sensibles sont celles pour lesquelles la 

probabilité de succès thérapeutique est acceptable avec la posologie recommandée. Les souches 

résistantes sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d’échec thérapeutique quelle 

que soit la posologie. Les souches intermédiaires sont celles pour lesquelles le succès est 

imprévisible. 

 - Une approche microbiologique et épidémiologique : cette approche s’appuie sur l’étude des 

distributions des CMI et des diamètres d’inhibitions des populations bactériennes des différentes 

espèces, possédant ou non un mécanisme de résistance. Cette distribution peut être simple 

(bimodale) permettant d’individualiser facilement deux populations (une sensible et une 

résistante) (figure 16); mais le plus souvent, la répartition apparaît multimodale en raison de 

l’existence de plusieurs mécanismes de résistance. Sur la base de cette approche, il est possible de 

déterminer un cut-off épidémiologique permettant de séparer la population résistante de la 

population sauvage (sensible). 

           

Figure 16 : Distribution internationale des CMI à l'oxacilline de S. aureus d'après les données de 
l'EUCAST de janvier 2017. Exemple d’une distribution bimodale. http://www.eucast.org 
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- Une approche pharmacocinétique de l’antibiotique : les critères retenus sont la mesure de 

l’absorption (notamment pour les antibiotiques administrés par voie orale), la distribution 

(concentration sérique maximale (Cmax) et temps d’obtention (Tmax)), vitesse d’élimination, 

diffusion humorale et tissulaire, pourcentage de liaison aux protéines circulantes), la 

biotransformation, et les voies d’élimination. Si l’on considère la relation entre la CMI in vitro et la 

concentration au site de l’infection, une souche est dite : 

- sensible si la CMI est inférieure aux taux sanguins, tissulaires avec un traitement aux doses 

usuelles, 

- résistantes si la CMI est supérieure aux concentrations les plus élevées qu’il est possible 

d’atteindre in vivo (Cmax), 

- intermédiaire si la CMI est supérieure aux taux sanguins et inférieure aux taux obtenus au 

niveau de certains sites de l’organisme. 

La combinaison de ces 3 approches permet de catégoriser cliniquement les souches en S/I/R afin de 

prédire le succès ou l’échec thérapeutique. 

3.3.3 Méthodes d’antibiogramme manuelles 

3.3.3.1 L’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé 

La méthode d’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé est la méthode historique qui reste à ce 

jour encore très utilisée. Elle repose sur la mise en culture d'un tapis bactérien sur un milieu gélosé 

sur lequel sont déposés des disques en papier imprégnés de quantités standardisées et fixes des 

différents antibiotiques (figure 17) (320). La molécule contenue dans le disque va alors diffuser à 

travers la gélose, créant un gradient de concentration concentrique. Après 18-24 h d’incubation, le 

diamètre de la zone d’inhibition créée autour de chaque disque est mesuré (historiquement à l’aide 

d’un pied à coulisse, aujourd’hui automatiquement par une caméra couplée à un logiciel d’analyse 

d’image) et comparé aux diamètres critiques (d et D, figure 15). Une souche résistante aura un 

diamètre inférieur au diamètre critique d, étant capable de se multiplier au plus près du disque, 

c’est-à-dire là où la concentration en antibiotique est forte. À l’inverse, une souche sensible aura un 

diamètre d’inhibition supérieur au diamètre critique D, indiquant une souche capable de se 

multiplier uniquement pour de très faibles concentrations d’antibiotiques. Le choix des antibiotiques 

à tester est primordial et critique car ils permettent la déduction, à partir du phénotype observé, du 

mécanisme biochimique de résistance correspondant. Une sélection judicieuse permet de couvrir, 



Travail bibliographique : les antibiotiques 

 

71 

 

 

avec un nombre restreint de disques, l’ensemble des possibilités thérapeutiques et peuvent 

permettre également d’observer les phénomènes d’antagonisme, de synergie et d’induction in vitro 

entre deux molécules.  

  

Figure 17 : Antibiogramme d'une souche de S. aureus avec un phénotype MLSB inductible isolé au 
laboratoire en 2015. 

Il est également possible de déterminer la CMI en milieu solide par diffusion en utilisant des 

bandelettes imprégnées d’un gradient prédéfini de concentrations croissantes d’antibiotiques (figure 

18). Comme l’antibiogramme, la bandelette est appliquée à la surface d’une gélose inoculée avec la 

souche clinique. L’antibiotique va alors diffuser dans la gélose en quelques secondes avec des 

concentrations croissantes décrivant des ellipses (et non plus des diamètres). Après incubation, une 

ellipse d’inhibition se forme autour de la bandelette. La CMI des antibiotiques bactéricides 

correspond alors à la concentration d’antibiotique noté au niveau de l’intersection entre la 

bandelette et l’ellipse. Pour les antibiotiques bactériostatiques, la lecture de la CMI correspond à 80 

% d’inhibition en tenant compte des macrocolonies.  
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Figure 18 : E-test céfoxitine d'une souche de S. aureus isolée au laboratoire  en 2017. 

3.3.3.2 Détermination des CMI en macro-dilution et micro-dilution 

Les méthodes d’antibiogramme en dilutions reposent sur la mise en culture d’une bactérie dans un 

milieu liquide en présence d’une gamme de concentrations d’antibiotique d’ordre deux (320). Une 

condition contrôle sans antibiotique (témoin de croissance) et une condition contrôle sans bactérie 

(témoin de stérilité) sont également préparées. Après 18-24 h d’incubation, la CMI est déterminée 

visuellement comme la plus petite concentration d’antibiotique ayant inhibé la croissance visible de 

la souche bactérienne. La méthode peut se faire en tube à hémolyse (macrodilution) ou en plaque 

96-puits (microdilution) et permet, tout comme la méthode en diffusion, de catégoriser la souche par 

comparaison avec les concentrations critiques. Des dispositifs commerciaux comme les plaques 

Sensitire® (plaques 96-puits) sont disponibles, dans lesquels les antibiotiques lyophilisés au fond des 

puits sont remis en suspension lors de l’ajout du milieu de culture contenant l’inoculum bactérien 

(321). Ces plaques permettent de catégoriser l’ensemble des antibiotiques en une seule microplaque 

en testant les concentrations encadrant les concentrations critiques.  

3.3.4 Méthodes automatisées 

Il existe actuellement 3 méthodes sur le marché offrant des performances sensiblement 

comparables : le MicroScan Walk-Away® (Beckman Coulter), le PhoenixTM (Becton Dickinson) et le 

Vitek® 2 (bioMérieux). L’automatisation repose sur i) la miniaturisation des milieux de culture 

contenant des concentrations ciblées d’antibiotique dans des systèmes en carte (Vitek®), galerie 

(PhoenixTM) ou microplaque (Walk-Away®), et ii) sur la lecture de la croissance par turbidimétrie 

(colorimétrie pour le Walk-Away®). La préparation de l’inoculum demeure encore une étape 

manuelle. Les concentrations d’antibiotique testées encadrent les breakpoints et les CMI 
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déterminées par les automates PhoenixTMet Walk-Away® sont des CMI vraies. À l’inverse, le système 

Vitek® calcule les CMI à partir de plusieurs courbes de croissance en présence de concentrations 

variables d’antibiotique (+ condition contrôle sans antibiotique) sur la base d’algorithmes de calcul et 

de correspondance avec une base de données. 

Ces automates sont couplés à des systèmes d’identification couvrant les principales espèces isolées à 

l’hôpital. Ils intègrent des systèmes experts associant les mécanismes de résistance à l’identification 

bactérienne, permettant de détecter de potentiels mécanismes de résistance impossible après 

confrontation avec l’identification. Ces systèmes tenant compte des recommandations du CASFM-

EUCAST sur les concentrations critiques doivent être mis régulièrement à jour. 

Le choix d’une méthode automatisée apporte des avantages par rapport aux méthodes en 

diffusion notamment : un rendu des résultats plus rapide (6 à 8 h contre 18 h pour les méthodes 

classiques), un gain de temps technique, une meilleure reproductibilité, la possibilité de passer des 

échantillons à haut débit, une standardisation forte (temps d’incubation, contrôle des réactifs, 

lecture), l’utilisation de milieu liquide permettant de mieux détecter certains mécanismes de 

résistances. Cependant, les méthodes automatisées sont également : plus coûteuses, sujettes aux 

pannes, ne permettent pas la visualisation des interactions (synergie, antagonisme, induction) et 

sont lourdes en investissement. De plus, le choix des antibiotiques testés est du ressort du fabricant 

et n’est pas modifiable. 

En plus de ces trois automates, il existe des systèmes d’automatisation des lectures 

d’antibiogrammes en milieu gélosé comme SIRscan 2000 automatic® (i2A) ou Osiris®/Adagio® 

(Biorad). Ces systèmes possèdent aussi des systèmes Expert, mais nécessitent la saisie de 

l’identification. Les méthodes utilisant la méthode par diffusion en milieu gélosé utilisant des disques 

permet une plus grande souplesse dans le choix des antibiotiques (c’est-à-dire des disques) et de leur 

fournisseur.  
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Figure 19 : Photos des différents automates d'antibiogramme et leur support. 

3.3.5 Pharmacodynamie des antibiotiques 

L’antibiogramme est un outil permettant d’aider le clinicien dans le choix du meilleur traitement 

thérapeutique. Cependant, l’antibiogramme n’est pas le seul critère prédictif de l’activité in vivo de 

l’antibiotique. En effet, d’autres critères entrent en jeu comme la capacité de la diffusion de la 

molécule jusqu’au site infectieux, les concentrations atteignables (sérique, pic, résiduelle) ou encore 

la toxicité de la molécule. Tous ces critères sont regroupés autour des termes de pharmacocinétique 

et pharmacodynamie (PK/PD). 

Les objectifs de la pharmacodynamie sont : 

- l’optimisation du traitement en évitant les sous-dosages pouvant entrainer un échec 

thérapeutique, 

- la prévention de l’émergence de résistance par sélection in vivo de sous-populations 

résistantes 

- l’étude de la tolérance de l’antibiotique chez le patient notamment les risques 

néphrotoxiques, hépatotoxiques ou cardiotoxiques. 

Le choix des paramètres PK/PD à étudier pour prédire l’efficacité in vivo des antibiotiques dépendent 

de la classe de l’antibiotiques, et de l’efficacité bactéricide temps-dépendante ou concentration-

dépendante (tableau 4). 
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Famille d'antibiotique effet bactéricide 

Les bêta-lactamines Temps-dépendant (322) 

Les glycopeptides Temps-dépendant (322) 

Les phosphonopeptides Temps-dépendant(323) 

la daptomycine Concentration-dépendant (322) 

les aminosides Concentration-dépendant (324) 

les cyclines Temps-dépendant (322) 

Les macrolides  Concentration-dépendant (325) 

Lincosamides Temps-dépendant (322) 

Streptogramines Temps-dépendant (322) 

Les kétolides Concentration-dépendant (325) 

l'acide fusidique Concentration-dépendant (326) 

les oxazolidinone Temps-dépendant (322) 

les quinolones Concentration-dépendant (322) 

les rifamycines Concentration-dépendant (322) 

les nitroimidazolés Concentration-dépendant (327) 

les nitrofuranes Concentration-dépendant (328) 

les sulfamides + diaminopyrimidines Concentration-dépendant (322) 

Tableau 4 : Effet bactéricides des principaux anti-staphylococciques 
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3.3.5.1 Temps supérieur à la CMI (T > CMI) 

Il s’agit du temps pendant lequel les concentrations sériques sont supérieures à la CMI de 

l’antibiotique entre deux administrations. Ce paramètre est important pour les antibiotiques temps-

dépendants. En effet, l’objectif clinique consiste à l’obtention et au maintien d’une concentration 

sérique de l’antibiotique supérieure à la CMI de la bactérie responsable de l’infection entre deux 

injections (T > CMI = 100 %). 

 

Figure 20 : Schéma de la mesure du temps pendant lequel la concentration sérique d'un 
antibiotique est supérieure à la CMI (T > CMI). Exemple pour deux souches avec une CMI = 2 

mg/mL ou CMI = 5 mg/mL pour une administration d'antibiotique journalière. 
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3.3.5.2 Aire sous les courbes rapportées à la CMI (ASC/CMI) 

Il s’agit de l’aire sous les courbes des concentrations sériques divisée par la CMI de l’antibiotique. Ce 

paramètre est important pour les antibiotiques concentration-dépendants. Le calcul de l’aire tient 

compte, par définition, du pic sérique obtenu après injection, révélateur de l’efficacité des 

antibiotiques à demi-vie courte; et des valeurs résiduelles, révélatrices des antibiotiques à demi-vie 

longue. Plus le ratio est important, plus l’antibiotique sera bactéricide.  

 

Figure 21 : Schéma de la mesure de l'aire sous la courbe de la concentration sérique d'un 
antibiotique divisée par la CMI (ASC/CMI). Exemple pour deux souches avec une CMI = 2 mg/mL ou 

CMI = 5 mg/mL pour une administration d'antibiotique journalière. 

3.3.5.3 Les quotients inhibiteurs (QI) 

Il s’agit des rapports concentrations divisés par la CMI. Les concentrations choisies dépendent de 

l’antibiotique (concentration au moment du pic (QImax) pour les antibiotiques concentration-

dépendants, concentration résiduelle pour les antibiotiques temps-dépendants), et de l’infection 

(concentration tissulaire ou sérique). 
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3.3.5.4 La concentration préventive de l’apparition de mutant (CPM) 

Dans toute population bactérienne suffisamment importante, il existe une sous-population résistante 

à un antibiotique possédant une CMI propre qui n’est pas mesurable par les techniques 

d’antibiogramme classiques, ces dernières ne tenant compte que de la CMI de la population 

principale. Une concentration supérieure à la CMI de la population principale, et inférieure à la CMI 

de la sous-population, induira une sélection de la sous-population résistante. Cette situation est donc 

à éviter. La concentration préventive de l’apparition de mutant (CPM) correspond donc 

généralement à la CMI de la sous-population résistante. 

 

Figure 22 : Schéma de la concentration de prévention des mutants résistants (CPM) pour une 
population bactérienne donnée. 
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3.3.5.5 L’effet post-antibiotique (EPA) 

Il s’agit d’un temps pendant lequel il y a une absence de croissance bactérienne suite à 

l’administration d’un antibiotique bactéricide et ce, même si l’antibiotique n’est plus présent. Cet 

effet a été observé aussi bien in vivo qu’in vitro. Il se définit comme l’intervalle de temps nécessaire 

aux bactéries pour recroître d’un log après retrait de l’antibiotique par rapport à la même population 

bactérienne sans antibiotique (figure 23). Il est fonction de la bactérie et de l’antibiotique (famille, 

concentration, temps de contact).  

 

Figure 23 : Schéma de l’effet post-antibiotique (EPA). La population bactérienne contrôle (violet) a 
été diluée aux 1/1000 à t=1 h. La population bactérienne « orange » a été mise en contact avec un 
antibiotique à t=1 h. L’EPA correspond au délai entre les deux populations pour recroître d’un log. 

  



Travail bibliographique : les antibiotiques 

 

80 

 

 

3.3.5.6 La résistance adaptative 

Il s’agit d’une résistance phénotypique observée après un contact avec l’antibiotique. Cette 

résistance peut durer plusieurs heures, et est observée tant que l’antibiotique est présent. Elle est 

fonction de l’espèce bactérienne. L’absence de l’antibiotique redonne à la population bactérienne 

son phénotype sensible. Cet effet plaide pour l’espacement des doses administrées aux patients afin 

d’obtenir des périodes entre deux injections sans antibiotique. 

3.3.6 Efficacité des antibiotiques sur les bactéries sessiles 

3.3.6.1 Introduction sur la tolérance aux antibiotiques 

Les bactéries au sein d’un biofilm sont capables de survivre à des concentrations importantes 

d’antibiotiques pouvant atteindre plusieurs milliers de fois leur CMI et ce malgré le fait qu’elles 

soient sensibles à ces antibiotiques sous leur forme planctonique (240,329). On parle alors de 

tolérance plutôt que de résistance aux antibiotiques (330). La résistance peut se définir comme la 

capacité d’une souche à se multiplier en présence d’antibiotiques. Le mécanisme est généralement 

acquis génétiquement par la bactérie et transmissible à la génération suivante. À l’inverse, la 

tolérance peut se définir comme la capacité de la souche à survivre en présence d’un antibiotique 

bactéricide. La croissance est alors généralement stoppée. Une souche sensible (possédant une CMI 

inférieure aux concentrations critiques) peut alors être tolérante, c’est-à-dire possédant un rapport 

CMB/CMI ≥ 32 pour un antibiotique bactéricide dont le rapport CMB/CMI est par définition < 32 (cf. 

3.1). Dans le cas d’un biofilm, il s’agit d’un mécanisme phénotypique qui disparaît lorsque la bactérie 

se retrouve sous sa forme planctonique.  

3.3.6.2 La concentration minimale éradicatrice du biofilm (CMEB) 

La concentration caractéristique de la tolérance aux antibiotiques est la CMEB, correspondant à la 

plus faible concentration d’un d’antibiotique éradiquant un biofilm (195). Concrètement, elle 

correspond à la concentration nécessaire pour empêcher toute re-croissance bactérienne visible 

après 24 h de contact. Cette définition est donc différente de la CMB qui elle, ne correspond pas à la 

concentration éradiquant les bactéries planctoniques, mais à la concentration diminuant l’inoculum 

de 3 logs. La méthode est réalisée via le Calgary Biofilm Device, permettant la formation du biofilm 

sur des picots (cf. 2.4.1). Après 24 h d’incubation, les biofilms sont rincés puis mis en contact avec les 

antibiotiques pendant 24 h à 35°C. Après rinçage, les biofilms sont décrochés par sonication et la 

viabilité bactérienne est déterminée après 24 h d’incubation par dénombrement ou lecture de la 

turbidité. 
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Figure 24 : Schéma de la détermination de CMEB via le système Calgary Biofilm Device. 

3.3.6.3 Mécanismes de la tolérance aux antibiotiques 

Dans les parties suivantes, nous nous intéresserons spécifiquement aux mécanismes de tolérance 

staphylococciques et aux traitements en cours d’étude permettant de contourner ces mécanismes. 

3.3.6.3.1 Diffusion altérée des antibiotiques – rôle de la matrice extracellulaire 

L’un des premiers mécanismes décrits dans la tolérance aux antibiotiques est leur faible diffusion au 

sein du biofilm. En effet, la matrice extracellulaire agit comme une barrière pouvant réduire l’entrée 

des antibiotiques par encombrement ou par interaction avec les charges électriques des constituants 

(331). Certains antibiotiques comme la daptomycine ou la rifampicine sont capables de pénétrer 

dans les biofilms staphylococciques (332–335). À l’inverse, Singh et al ont pu observer que la 

diffusion de l’oxacilline, la cefotaxime et la vancomycine était réduite à travers un biofilm de 

S. aureus et de S. epidermidis (souches de référence) (336). Dans cette même étude, la diffusion de 

l’amikacine et la ciprofloxacine n’était pas affectée, démontrant que la diffusion était antibiotique-

dépendant. Daddi Oubekka et al ont pu observer par spectrométrie à fluorescence que la 

vancomycine était capable de diffuser dans des biofilms de S. aureus d’origine clinique (337). Il 
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semble donc difficile de pouvoir conclure quant à la capacité de la matrice à réduire la diffusion des 

antibiotiques tant la composition de cette dernière dépend de la souche et de son environnement. 

Jørgensen et al ont par exemple observé qu’un biofilm formé dans un milieu supplémenté en plasma 

était plus sensible à un traitement vancomycine/daptomycine + rifampicine qu’un biofilm formé par 

la même souche dans le même milieu sans plasma (CMEB = 64 µg/mL pour daptomycine + 

rifampicine avec plasma et >1024 µg/mL sans plasma) (170). Cette différence phénotypique est due à 

une matrice extracellulaire différente comprenant une quantité importante de fibrine dans la 

condition de culture avec plasma. Une étude récente de Singh et al insiste sur le fait que la diffusion 

dépend de l’antibiotique, de l’espèce mais également de la souche (338). Dans cette étude, la 

diffusion de la vancomycine à travers le biofilm est observée chez toutes les souches alors que la 

diffusion du chloramphénicol semble souche dépendante. Il est également possible que la matrice 

joue un autre rôle que celui de barrière dans la tolérance aux antibiotiques. En effet, Davenport et al 

ont observé que l’ajout de matrice d’Acinetobacter baumanii dans une culture planctonique 

diminuait l’efficacité de la tobramycine chez S. aureus, notamment via des mécanismes ADN et 

protéine-indépendants (339). Plus qu’une barrière, la matrice extracellulaire pourrait modifier la 

sensibilité bactérienne aux antibiotiques par modification de la viscosité du milieu dans lequel se 

trouve la bactérie. Kostenko et al ont en effet montré qu’en augmentant la viscosité du milieu de 

culture, la sensibilité de S. aureus à la vancomycine diminuait (340). 

De plus, la matrice extracellulaire sécrétée peut également évoluer au cours du temps. Solis et al ont 

par exemple mis en avant une composition protéique du biofilm différente pour une souche adaptée 

in vitro à tolérer de fortes concentrations de cloxacilline par rapport à la souche initiale (341). 

La faible diffusion des antibiotiques au sein du biofilm pourrait à l’avenir être contrecarrée par 

l’utilisation de nanoparticules enchâssant les antibiotiques et possédant une meilleur diffusion (342). 

Wardlow et al sont par exemple parvenus à encapsuler la ciprofloxacine dans un liposome sensible à 

des températures de l’ordre de 42°C (343). Grâce à des ultrasons focalisés de haute intensité guidés 

par résonance magnétique, les liposomes peuvent être lysés à un site anatomique spécifique libérant 

des concentrations locales d’antibiotiques importantes. Récemment, Takahashi et al ont aussi 

montré que l’encapsulation de clarithromycine augmentait son efficacité sur les biofilms (344). 

Au final, les études in vitro peuvent se contredire et ne semblent pas représentatives de la réalité 

clinique. Malgré une bonne diffusion de l’antibiotique à travers le biofilm, il est intéressant de noter 

que la majorité des publications concluent sur le fait que l’infection n’est pas traitée, et que des 
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bactéries viables persistent. Il semble donc évident aujourd’hui que la tolérance aux antibiotiques ne 

peut pas s’expliquer uniquement par le rôle de « barrière » de la matrice. 

3.3.6.3.2 Microenvironnement et croissance bactérienne ralentie 

En raison de sa structure en 3 dimensions, un biofilm peut être considéré comme composé de 

différents microenvironnements possédant des caractéristiques physicochimiques propres. En effet, 

selon la profondeur du biofilm à laquelle les bactéries se trouvent, leur environnement varie en 

termes de pH, de nutriments, de métabolites secondaires et d’oxygène. Plus on s’éloigne de la 

surface du biofilm, moins la quantité de nutriments et d’oxygène est importante, plus la quantité de 

métabolites augmente, plus le pH est acide (345). Les bactéries vont répondre en s’adaptant à cet 

environnement, entrainant des modifications phénotypiques et mêmes génétiques qui peuvent être 

à l’origine de la tolérance à certains antibiotiques. 

L’une des conséquences principales de ces microenvironnements est un ralentissement de la 

croissance bactérienne. Rani et al ont ainsi observé quatre états bactériens au sein d’un biofilm 

staphylococcique : un état en croissance aérobie, un état en croissance anaérobie, des bactéries 

mortes, des bactéries en dormance (346). Ils ont également pu observer que les biofilms étaient 

stratifiés, la zone localisée à l’interface étant riche en oxygène et nutriments et contenant des 

bactéries actives (31 % du biofilm total), le reste correspondant à un environnement anoxique 

contenant des bactéries inactives. L’effet d’antibiotiques actifs sur les bactéries en croissance, telles 

les bêta-lactamines, est alors réduit (347). Plusieurs études ont observé qu’une diminution du pH et 

un environnement anaérobie étaient responsables d’une diminution de l’efficacité des 

aminoglycosides et de certaines bêta-lactamines (348,349). En 2007, Qin et al ont constaté que les 

biofilms formés par des souches de S. epidermidis ne possédant pas l’opéron ica étaient plus 

hétérogènes et également plus tolérants à la lysostaphine et la vancomycine. 

La présence au sein des biofilms de microenvironnements présentant un pH acide, une faible 

quantité de nutriments et d’oxygène à disposition impacte le système de régulation agr chez 

S. aureus et modifie le phénotype bactérien vers un état en dormance pouvant expliquer le manque 

d’efficacité de certains antibiotiques (350). 

3.3.6.3.3 Les bactéries persistantes, une sous-population tolérante 

En 1944, Joseph Warwick Bigger observe qu’une sous-population d’une culture de S. pyogenes 

(aureus) n’est pas éradiquée par un traitement à la pénicilline (351). Ces bactéries persistantes, 
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représentant environ 1 % de la population bactérienne, sont dans un état de dormance, et peuvent 

retourner à un état de croissance lorsque l’antibiotique n’est plus présent. Cette sous-population est 

appelée « persisteurs » ou « persisters » en anglais (352). Elle ne développe pas de résistance à 

l’antibiotique, puisque la population nouvellement formée à partir des persisters après contact avec 

l’antibiotique reste sensible à ce dernier, et possède à nouveau une sous-population tolérante (figure 

25). 

 

Figure 25 : Représentation des bactéries persistantes et de la tolérance bactérienne à un 
antibiotique. 

Dans un contexte infectieux où un biofilm est présent, les bactéries persistantes peuvent se 

retrouver au sein du biofilm et être par conséquent protégées du système immunitaire. Leur capacité 

à pouvoir changer leur phénotype vers une forme active peut conduire à la reformation du biofilm 

une fois l’antibiothérapie arrêtée et donc être à l’origine de la rechute de l’infection (353,354). 

Les mécanismes liés à la formation de persisters ne sont pas encore complétement élucidés chez 

Staphylococcus. À la différence d’autres bactéries comme E. coli, le phénotype persistant ne serait 

pas dû à un système toxine-antitoxine, mais serait associé à un phénotype similaire à l’état des 
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bactéries en phase stationnaire caractérisé par une diminution intracellulaire d’adénosine 

triphosphate (ATP) (355). Ce phénotype stochastique survient, en moindre quantité, dès la phase 

exponentielle de croissance, et augmente parallèlement à la densité bactérienne. De plus, la 

formation de persisters semble souche-dépendante et environnement-dépendant (356). La quantité 

de persisters induite par un antibiotique varie en fonction de la molécule choisie (357). Yang et al ont 

affiné l’analyse en proposant de différencier deux types de persisters chez S. epidermidis : les 

bactéries tolérantes mais pouvant être tuées (« tolerant-but-killable » TBK), résistantes à des 

concentrations fortes d’antibiotiques, et les bactéries en dormance capables de résister à des 

concentrations très fortes d’antibiotiques (358). Ces mêmes auteurs ont observé qu’un biofilm mis 

en contact de concentrations croissantes de ciprofloxacine est composé à 99.99 % de bactéries 

sensibles à des concentrations comprises entre 0.25 et 1 µg/mL, et de 0.01 % de bactéries 

persistantes tolérantes à des concentrations entre 1 et 128 µg/mL. Parmi ces bactéries tolérantes, 97 

% peuvent être éradiquées à des concentrations de ciprofloxacine comprises entre 256 et 1024 

µg/mL (TBK), les 3 % restants survivant à des concentrations supérieures à 1024 µg/mL (bactéries en 

dormance). Enfin, par électrophorèse bidimensionnelle associée à la spectrométrie de masse, 

Carvalhais et al ont pu identifier des protéines immunogènes associées au phénotype de dormance 

dans un biofilm de S. epidermidis (359). Cette approche pourrait aider au diagnostic ainsi qu’à la 

compréhension des mécanismes conduisant à ce phénotype de dormance. 

L’un des traitements les plus prometteurs contre ces bactéries persistantes est le dérivé synthétique 

de l’acyldepsipeptide factor A (ADEP-4). Cet antibiotique est connu pour agir par activation de la 

protéase ClpP chez les bactéries à Gram positif inhibant la croissance bactérienne et pouvant induire 

la mort cellulaire des bactéries en croissance (360). Mais cette classe d’antibiotique s’avère 

également efficace sur les bactéries persistantes (361). Le fort taux de mutants résistants observés in 

vitro peut être contrebalancé par l’utilisation conjointe d’un autre antibiotique. Dans leur étude, 

Conlon et al ont démontré que l’utilisation d’ADEP-4 en combinaison avec la rifampicine était capable 

d’éradiquer un biofilm. Kim et al ont également identifié un inhibiteur d’histidine kinase capable 

d’éradiquer les persisters à faibles concentrations, et d’être actif sur les biofilms (362). Yang et al 

proposent d’adapter l’antibiothérapie afin d’éradiquer les persisters en prolongeant le temps de 

contact par un antibiotique efficace sur les TBK, mais les concentrations nécessaires étant très 

élevées, elles ne sont atteignables in vivo que dans les stratégies d’action locale de type verrou 

antibiotique ou lors d’administrations topiques (358). Prax et al ont observé que l’ajout de glucose 

augmentait l’efficacité de la daptomycine sur les bactéries persistantes, suggérant l’intérêt de 
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nouvelles thérapies modifiant le métabolisme bactérien (363). Chowdhury et al ont rapporté que le 

cisplatine, un anticancéreux, possèderait une activité antimicrobienne sur les bactéries tolérantes, la 

variation de la conformation locale de l’ADN induite par cette molécule ne nécessitant pas que la 

bactérie soit active (364). 

3.3.6.3.4 La tolérance, un processus multifactoriel 

Au final, la tolérance aux antibiotiques des bactéries en biofilm apparaît être un processus 

multifactoriel. Les mécanismes ne sont pas encore complètement connus. Dans cette revue de la 

bibliographie, nous nous sommes focalisés sur 3 mécanismes principaux liés à la tolérance. 

Cependant, d’autres études ont mis en avant l’importance de l’expression génétique dans les 

mécanismes de tolérance. Ainsi, França et al ont constaté que les bactéries essaimantes  d’un biofilm 

de S. epidermidis étaient plus tolérantes à la vancomycine et à la tétracycline, et que ces bactéries 

n’avaient pas le même profil d’expression pour les gènes liés au quorum sensing (agrB), à la 

formation du biofilm (icaA) et à la dispersion (atlE, psmβ) que les mêmes souches planctoniques ou 

au sein du biofilm (365). Une méta-analyse de la littérature effectuée en 2015 a mis en avant que la 

tolérance aux antibiotiques était liée à la densité bactérienne et à « l’âge » du biofilm au moment du 

traitement, suggérant l’importance des étapes de maturation (366). Actuellement, la recherche de 

nouveaux traitements ne se base plus uniquement sur des bactéries métaboliquement actives, mais 

tient compte des bactéries en phase stationnaire et en dormance. Les termes de « concentration 

minimale en phases stationnaires bactéricides » et « concentration minimale dormance-bactéricide » 

ont ainsi vu le jour sans que, pour l’instant, ils aient trouvé leur application en routine clinique, ou 

que des techniques spécifiques permettant facilement leur mesure aient été mises à la disposition de 

la microbiologie clinique (367). 

3.3.6.4 Effet d’induction 

En plus de ne pas être efficaces, même à forte dose, sur un biofilm, les antibiotiques peuvent 

paradoxalement avoir un effet inducteur à faible concentration. En effet, à des doses dites sub-

inhibitrices (inférieures à la CMI), plusieurs études ont montré que les antibiotiques augmentaient de 

façon significative la quantité de biofilm formée in vitro (368). La première description de ce 

phénomène remonte à 1988 où Christensen et al ont observé une augmentation de l’adhésion de la 

souche de référence S. hominis RP14 en présence de concentration faible de rifampicine (figure 26) 

(369). Dans cette étude, les auteurs ont observé que ce phénomène n’était retrouvé que pour une 

seule des trois souches testées. Les phénomènes d’induction sont en effet souvent décrits comme 
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souches-dépendants et peuvent varier au sein d’une même espèce et ce, indépendamment de la 

sensibilité ou de la résistance des souches à l’antibiotique (370,371). 

.  

Figure 26 : Augmentation de l'adhésion d'une souche de S. hominis 
au contact de la rifampicine. D'après Christensen et al (116). 

L’antibiotique étudié, sa concentration et la souche bactérienne apparaissent comme trois facteurs 

importants dans l’induction du biofilm. Ainsi, Kaplan et al ont observé l’effet inducteur de 4 bêta-

lactamines sur la formation de biofilm de 3 SARM et ont montré des phénomènes d’induction 

variables selon l’antibiotique, la concentration et la souche testée (370). L’effet d’induction est dose-

dépendant avec une réponse souvent bi-phasique (induction à faible dose et inhibition à plus forte 

dose) avec un maximum d’amplitude variable selon l’espèce bactérienne et la molécule. Le plus 

fréquemment, l’effet est observé à des concentrations ≤ ½ CMI, mais parfois l’effet peut être observé 

à des concentrations > ½ CMI (373). Il est alors nécessaire de ne pas se cantonner aux dilutions 

d’ordre 2 pour ne pas passer à côté de l’induction. Mirani et Jamil ont également montré que le type 

de matériel sur lequel la souche formait son biofilm pouvait influencer les résultats de ces inductions  

(372). Dans cette étude, la vancomycine induisait par exemple la formation de biofilm sur les 

matériels en silicone et en nylon mais pas sur les surfaces en verre alors que la cloxacilline facilitait la 

formation de biofilm uniquement sur les surfaces en verre. 

Pour le genre Staphylococcus, ce phénomène d’induction a été décrit pour la plupart des 

antibiotiques avec néanmoins une majorité d’études portant sur les familles d’antibiotiques agissant 
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sur la membrane (bêta-lactamines et glycopeptides) (tableau 5). Le mécanisme d’action n’est pas 

complètement connu et varie selon l’espèce. Chez S. aureus, Kaplan et al ont montré que les 

concentrations sub-inhibitrices des bêta-lactamines n’induisaient pas la formation de biofilm en 

présence de DNase et pour la souche ne possédant pas le gène de l’autolysine (Δatl), suggérant un 

mécanisme lié à l’ADN extracellulaire(370). Mlynek et al ont trouvé des résultats similaires avec 

l’amoxicilline sur une souche de SARM, observant un phénomène d’induction du biofilm lié à l’ADN 

extracellulaire (374). 

Ces mécanismes d’induction en présence de concentrations sub-inhibitrices peuvent être retrouvés 

en clinique. En effet, lors d’une infection, les bactéries peuvent se retrouver en présence de telles 

concentrations notamment : i) au début ou à la fin de l’administration d’un antibiotique ; ii) entre 

deux injections ; iii) dans certains tissus (diffusion d’antibiotique faible); iv) dans certains sites 

infectés avec une importante réaction cellulaire et inflammatoire qui cloisonne le site de l’infection 

et limite localement la diffusion des antibiotiques. Des études cliniques méritent d’être réalisées à 

l’avenir pour mettre en évidence le lien entre ce phénomène et les échecs thérapeutiques, lors 

notamment d’infections chroniques. 
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Famille Antibiotique Espèce bactérienne Référence 

Bêta-lactamines Nafcilline 
 
Oxacilline 
 
Céfalexine 
Céfalotine 
Céfazoline 
 
Céfamandole 
Amoxicilline 
Méthicilline 
Ampicilline 
Cloxacilline 
Pénicilline 
Ceftriaxone 
Pipéracilline 
Ceftaroline 

S. lugdunensis 
S. aureus 
S. aureus 
S. epidermidis 
S. aureus 
S. aureus 
S. lugdunensis 
S. aureus 
S. epidermidis 
S. aureus 
S. aureus 
S. aureus 
S. aureus 
S. aureus 
S. aureus 
S. aureus 
S. aureus 

(375) 
(376) 
(372) 
(377) 
(378) 
(379) 
(375) 
(376) 
(380) 
(370,374,376) 
(370) 
(370,376) 
(370,376) 
(376) 
(376) 
(376) 
(381) 

Fluoroquinolone Moxifloxacine S. lugdunensis  (375) 

Cycline Tigécycline S. epidermidis (373,377) 

Glycopeptide Vancomycine 
 

S. aureus 
S. epidermidis 
S. lugdunensis 

(372,382–384) 
(373,380,385) 
(375) 

Lipopeptide Daptomycine S. lugdunensis (375) 

Macrolide Azithromycine 
Clarithromycine 
Erythromycine 

S. epidermidis 
S. epidermidis 
S. epidermidis 

(386) 
(386) 
(386) 

Oxazolidinone Linézolide 
 

S. aureus 
S. epidermidis 

(375) 
(373,375) 

Rifamycine Rifampicine S. hominis 
S. lugdunensis 

(369) 
(375) 

Synergistine Quinupristine-dalfopristine S. epidermidis 
S. lugdunensis 

(387) 
(375) 

Sulfamides et triméthoprime Co-trimoxazole S. lugdunensis (375) 

Cycline Tétracycline S. epidermidis 
S. lugdunensis 

(387) 
(375) 

Acide phosphonique Fosfomycine S. aureus (374) 

Lincosamide Clindamycine S. aureus (388) 

Aminoside Streptomycine 
Gentamicine 

S. aureus 
S. aureus 

(389) 
(390) 

Tableau 5 : Liste des données bibliographiques ayant montré l’induction de la formation de biofilm 
staphylococcique en présence de concentrations sub-inhibitrices de différentes familles 

d’antibiotiques. 
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3.3.6.5 L’antibiofilmogramme : mesure de la capacité de prévention du biofilm des 
antibiotiques  

3.3.6.5.1 Généralités 

Les techniques d’antibiogrammes classiques décrites précédemment sont adaptées à l’évaluation de 

l’activité des antibiotiques sur les bactéries planctoniques. Les concentrations critiques et la 

classification des souches qui en découlent permettent, dans la majorité des cas, de choisir un 

traitement efficace face à une infection aiguë. Cependant, nous avons vu que dans le cadre des 

infections chroniques pour lesquelles un biofilm est présent, les bactéries sont capables de tolérer 

des concentrations très importantes d’antibiotiques, pouvant conduire à des échecs thérapeutiques 

et ce, malgré l’administration d’une antibiothérapie classée comme efficace par les méthodes 

classiques d’antibiogramme (113). Ces dernières ne sont alors plus systématiquement prédictives du 

succès thérapeutique. 

En effet, les méthodes utilisées actuellement en routine en microbiologie clinique ne tiennent pas 

compte des formes sessiles potentiellement présentes dans un biofilm. Sachant que 65 % des 

infections humaines semble impliquer la formation d’un biofilm (74), il apparaît aujourd’hui 

nécessaire que les approches choisies pour prédire l’activité des antibiotiques in vivo intègre la 

dimension « biofilm » des phénotypes bactériens que l’on retrouve dans un contexte infectieux. 

Comme nous l’avons vu précédemment, les étapes initiales (adhésion au support et initiation de la 

synthèse de la matrice extracellulaire) sont cruciales dans la constitution des biofilms. La technologie 

BioFilm Ring Test®, permettant de caractériser/quantifier ces étapes, ouvre la porte d’une nouvelle 

génération de tests que l’on peut désigner sous le terme générique d’Antibiofilmogramme®. 

3.3.6.5.2 Principe 

Tout comme le BioFilm Ring Test®, le principe du test repose sur la visualisation du déplacement de 

microbilles magnétisables sous l’action d’un aimant permettant de détecter la présence d’un biofilm, 

mais cette fois-ci en présence ou non d’antibiotiques, (Cf. 2.4.1.1). Pour rappel, après incubation de 

la bactérie en milieu BHI contenant des microbilles magnétisables, la microplaque est déposée sur un 

bloc contenant 96 mini-aimants centrés sous chaque puits. Après une minute de contact, les 

microbilles vont migrer vers le centre du puits, conduisant à la formation d’un spot rouge/marron 

visible à l’œil nu qui est par la suite quantifié avec précision via un scanner et un logiciel d’analyse 

d’image. Cependant, en présence de biofilm, les microbilles piégées par la matrice sont bloquées, 
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conduisant à l’absence de spot après aimantation. Dans l’Antibiofilmogramme®, des antibiotiques à 

différentes concentrations sont ajoutés au milieu de culture, dès le début de l’inoculation de la 

microplaque. Après 4 h d’incubation à 37°C, la microplaque est soumise à l’action du bloc aimanté. La 

présence d’un spot est alors significative de l’inhibition de la formation du biofilm par l’antibiotique à 

la concentration testée. À l’inverse, l’absence de spot est révélatrice de l’inefficacité de l’antibiotique 

à prévenir la formation de biofilm. Il est alors possible de déterminer la Concentration Minimale 

Inhibitrice du biofilm (CMIb) pour chaque antibiotique testé. 

 

Figure 27 : Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice du biofilm (CMIb) via 
l'Antibiofilmogramme®. 

3.3.6.5.3 Applications cliniques 

L’Antibiofilmogramme® permet donc de déterminer la CMIb des antibiotiques. Le résultat peut être 

obtenu le jour même de l’isolement du germe soit la veille du résultat de la CMI. Il apporte une 

information supplémentaire pouvant aider les cliniciens lors du choix de l’antibiothérapie. En effet, il 

permet de sélectionner, parmi les antibiotiques classés comme efficaces par la méthode 

d’antibiogramme classique, ceux possédant une activité prévenant la formation de biofilm. 

Dans le cadre des IOA à staphylocoques, l’information CMIb pourrait être utile dans les situations où 

le risque de formation d’un biofilm est élevé : 

- lors d’une pose initiale de matériel en site infecté pour optimiser l’antibiothérapie 

pré/peropératoire, 

- lors d’une bactériémie à S. aureus chez un patient ayant une prothèse, afin de choisir 

une antibiothérapie limitant le risque de greffe septique sur le matériel prothétique. Pour 

rappel, le risque de colonisation du matériel est alors important, de l’ordre de 30 à 40 % 

(Cf. 1.2.1 Classification en fonction du matériel orthopédique), 

- lors d’un changement de prothèse en 2 temps, afin de limiter la reconstitution précoce 

d’un biofilm sur la nouvelle prothèse. En effet, dans cette situation, la bactérie 
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responsable de l’infection est connue lors de la repose du nouveau matériel permettant 

l’adaptation de l’antibiothérapie per/postopératoire, 

- lors d’un changement de prothèse en 1 temps, si le germe responsable de l’infection est 

connu. L’isolement de la bactérie impliquée, à partir d’une hémoculture ou d’une 

ponction/biopsie locale, pourrait permettre d’évaluer les CMIb et d’optimiser 

l’antibiothérapie sur cette base afin de réduire le risque de recolonisation de la nouvelle 

prothèse par les bactéries résiduelles, après le geste de lavage et/ou de résection 

chirurgicale.  
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1 INTRODUCTION 

La bourse CIFRE qui est l’objet du travail présenté ici fait partie intégrante d’un projet plus large 

appelé BIOFILM qui a débuté en 2014 dans le cadre d’un financement suite à un Appel à Projets par 

le Fond Unique Interministériel (FUI). Il réunit 7 partenaires : 

- Deux industriels : BioFilm Control et bioMérieux 

- Cinq centres hospitaliers universitaires : Clermont-Ferrand, Grenoble, Lyon, Nîmes et 

Strasbourg 

Les objectifs du projet étaient de développer un nouveau test antibiogramme prenant en compte le 

comportement « biofilm » des bactéries, appelé « Antibiofilmogramme® », en format microplaque 

96 puits et de démontrer la valeur médicale d’une détection précoce de la capacité d’un antibiotique 

à prévenir la formation du biofilm. En effet, l’hypothèse sur laquelle repose le projet est que le 

développement du biofilm in-vitro en présence d’antibiotiques est corrélé à une diminution de 

l’efficacité des antibiotiques chez le patient infecté. 

Les travaux de recherche menés au cours de cette thèse ont été conduits sur l’axe des IOA à 

S. aureus et ont débuté par un recueil rétrospectif de souches et de données cliniques. Après avoir 

sélectionné les antibiotiques les plus couramment utilisés pour ce type d’infection, les premiers 

essais d’Antibiofilmogramme® ont été réalisés sur 29 souches. Les valeurs de CMIb, concentration 

prévenant la formation de biofilm, obtenues ont été comparées aux valeurs de CMI et ont permis 

d’identifier les antibiotiques prévenant la formation de biofilm, ceux n’ayant pas d’effet préventif sur 

la formation de biofilm, et ceux présentant une activité souche-dépendante. Afin d’étudier la 

prédictivité du test Antibiofilmogramme®, un modèle in vivo d’infection sur cathéter a été mis au 

point et a montré une corrélation de la cloxacilline entre l’activité mesurée in vitro par le test, et 

l’activité observée in vivo dans le modèle. Cette première étude correspondait aux objectifs de 

preuve de concept de l’intérêt clinique du test de diagnostic in vitro en format microplaque 

nécessaire à l’enregistrement du test Antibiofilmogramme® comme Dispositif Médical de Diagnostic 

in vitro (DMDIV). La combinaison d’une approche clinique par un recueil de souches et de données, 

et scientifique par la réalisation des essais in vitro et in vivo, correspondait aux objectifs du projet 

visant à démontrer la valeur médicale de l’Antibiofilmogramme®. 

Dans la suite de nos travaux, nous avons cherché à comprendre et approfondir les résultats obtenus 

avec l’Antibiofilmogramme®. En effet, une partie des souches incluses étaient capables d’initier un 
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biofilm en présence de concentrations de cloxacilline, vancomycine ou teicoplanine supérieures aux 

concentrations critiques. Nous avons alors étudié la capacité de formation de biofilm de l’ensemble 

des souches d’un point de vue quantitatif, par la réalisation de cinétiques d’adhésion en BioFilm Ring 

Test® et de mesure de la formation de biofilm mature en Cristal Violet, et qualitatif via l’utilisation 

d’enzymes dégradant spécifiquement certains composants du biofilm pour évaluer le rôle de ces 

derniers dans la formation du biofilm. Une analyse en collaboration avec le service de Biostastique 

des Hospices Civils de Lyon a permis de mettre en évidence un lien entre la capacité de formation de 

biofilm et le fond génétique des souches. 

Enfin, la dernière partie de nos travaux a été dédiée à la mise au point d’une nouvelle méthode de 

rinçage et de quantification des biofilms en microplaques applicable pour la mesure précise et 

reproductible de la formation du biofilm mature. En effet, pour ce type de méthodes, les rinçages 

nécessaires à l’élimination des bactéries planctoniques sont généralement effectués à la pipette. 

L’agressivité de cette étape peut conduire au décrochement d’une partie du biofilm, entrainant un 

manque de reproductibilité des résultats. Dans cette étude, nous avons décrit comment il était 

possible de réaliser un rinçage des biofilms en utilisant la vapeur d’eau. Nous avons également étudié 

la possibilité de quantifier un biofilm staphylococcique sans étape de coloration. La combinaison de 

ces deux approches simples améliorent grandement la reproductibilité des résultats et préservent 

l’intégrité structurelle des biofilms. Cette méthode vient en complément de la technologie BioFilm 

Ring Test® et offre un ensemble de mesures permettant l’étude des différentes étapes de la 

formation d’un biofilm (précoce et tardive) de façon fiable et reproductible. 
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1.1 Première Publication: Preliminary results of a new antibiotic 

susceptibility test against biofilm installation in device-associated 

infections: the Antibiofilmogram® 

Tasse J, Croisier D, Badel-Berchoux S, Chavanet P, Bernardi T, Provot C, Laurent F  

Article publié dans Pathogens and Disease - 2016  

Comme nous avons pu le voir dans la revue de la littérature présentée, la prise en charge des IOA est 

complexe. La physiopathologie de ces infections n’est pas encore complètement connue et des 

échecs thérapeutiques persistent, justifiant des projets de recherche afin d’améliorer la prise en 

charge sur la base de nouveaux outils de diagnostic et d’évaluation de l’activité des traitements 

proposés aux patients. Dans ce cadre, l’objectif principal du projet FUI BIOFILM a été de permettre le 

développement, l’évaluation clinique et l’industrialisation d’un nouveau test appelé 

Antibiofilmogramme® décrit dans la partie 3.3.6.5 de ce document. La collaboration entre le 

laboratoire de Bactériologie des Hospices Civil de Lyon et BioFilm Control a permis le développement 

de l’axe des IOA à S. aureus. 

Concrètement, le projet a débuté par un recueil de souches et de données cliniques rétrospectives 

au sein des 3 laboratoires de bactériologie des HCL, de patients ayant présenté une IOA 

monomicrobienne à S. aureus entre 2001 et 2010. Ce recueil a été validé par le Comité de Protection 

des Personnes et a permis d’inclure 105 souches de S. aureus associées à une centaine de données 

cliniques par souche regroupant des informations sur les données démographiques et les 

antécédents des patients, les caractéristiques de l’infection, la prise en charge médicale, l’évolution 

et les caractéristiques microbiologiques des souches. Par la suite, 29 souches ont été sélectionnées 

selon le critère de succès (n=15) ou échec thérapeutique (n=14) défini comme suit : 

i) Succès : absence de rechute clinique et microbiologique dans un délai de 2 ans après arrêt du 

traitement. 

ii) Echec : rechute clinique et microbiologique après arrêt du traitement avec le même germe que 

celui impliqué dans l’infection initiale. 

Pour chaque souche, les CMI des antibiotiques les plus couramment prescrits au cours des IOA à 

S. aureus (cloxacilline, daptomycine, fosfomycine, gentamicine, linézolide, ofloxacine, rifampicine, 

teicoplanine, vancomycine, acide fusidique et clindamycine) ont été déterminées par E-test. La 
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majorité des souches incluses étaient sensibles à l’ensemble des antibiotiques testés. Seules deux 

souches ont présenté une résistance à l’ofloxacine et la clindamycine respectivement. 

Les premiers essais d’Antibiofilmogramme® ont pu être réalisés sur les 29 souches et ont permis de 

déterminer les Concentrations Minimale Inhibitrice du biofilm (CMIb) des antibiotiques 

précédemment cités. Pour cela, un inoculum bactérien a été préparé en présence de microbilles 

magnétisables puis déposé dans une microplaque contenant les antibiotiques à différentes 

concentrations encadrant les concentrations critiques. Après 4 h d’incubation à 37°C, la capacité des 

souches à immobiliser les microbilles en présence d’antibiotique a été mesurée en déposant la 

plaque sur un bloc constitué de 96 mini-aimants centré sous chaque puits. Après 1 minute de contact 

entre la plaque et le bloc aimanté, la présence d’un spot au centre du puits signifiait que les 

microbilles magnétisables étaient libres de se déplacer et donc qu’aucun biofilm ne s’était formé. 

L’antibiotique était capable de prévenir la formation de biofilm à la concentration testée. A l’inverse, 

l’absence de spot était révélatrice de la présence d’un biofilm et donc de l’inefficacité de 

l’antibiotique à prévenir la formation de biofilm à la concentration testée.  

Les résultats ont mis en évidence que les CMIb étaient toujours supérieures aux CMI. De plus, les 

antibiotiques ont pu être classés selon 3 profils : 

- Les antibiotiques possédant des CMIb inférieures aux concentrations critiques du 

CASFM-EUCAST. Les valeurs de CMIb sont généralement proches des valeurs de CMI, 

mais systématiquement supérieures. Ces antibiotiques peuvent être considérés comme 

efficaces sur la prévention de la formation de biofilm. La clindamycine, le linézolide, 

l’acide fusidique et la rifampicine font partie de ce groupe  

- Les antibiotiques possédant des CMIb supérieures aux concentrations critiques du 

CASFM-EUCAST. Ces antibiotiques ne semblent pas efficaces pour prévenir la formation 

de biofilm. La daptomycine, la gentamicine, la fosfomycine et l’ofloxacine font partie de 

ce groupe 

- Les antibiotiques possédant des CMIb situées de part et d’autre des concentrations 

critiques. Leur efficacité semble souche dépendante. La cloxacilline, la teicoplanine et la 

vancomycine font partie de ce groupe. 

Afin d’étudier la valeur prédictive du test Antibiofilmogramme®, un modèle in vivo d’infection sur 

cathéter a été mis au point sur 3 souches de S. aureus en collaboration avec le laboratoire Vivexia. La 

cloxacilline a été sélectionnée sur la base de son rapport CMIb/CMI élevé permettant d’envisager des 

profils pharmacocinétiques in vivo ciblant i) des concentrations sériques correspondant à la CMI, ii) 
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des concentrations sériques correspondant à la CMIb. Les profils pharmacocinétiques de la 

cloxacilline ont été couplés à un modèle de formation de biofilm sur cathéter en position sous 

cutané. Afin d’étudier la capacité de prévention de la cloxacilline sur la formation de biofilm, le 

traitement antibiotique a été initié avant l’inoculation. La colonisation du cathéter a été évaluée en 

dénombrant les bactéries adhérentes par la méthode de dilution en gélose à 12 h, 24 h ou 30 h post 

traitement. Pour les 3 souches testées, une réduction faible ou nulle de la colonisation a été 

observée à la concentration correspondant à la CMI. A l’inverse, une réduction de 2 à 3 logs a été 

observée à la concentration correspondant à la CMIb. 

Dans cette étude, nous avons pu générer les premières valeurs de CMIb et déterminer les 

antibiotiques pouvant prétendre avoir une efficacité préventive sur la formation de biofilm. Les 

résultats obtenus in vivo sont encourageants en termes de valeur prédictive de 

l’Antibiofilmogramme® car ils indiquent que la concentration d’antibiotique nécessaire à la 

prévention de colonisation d’un matériel est supérieure à la concentration inhibant la croissance 

visible (CMI) des bactéries planctoniques et qu’aux concentrations correspondant aux CMIb 

déterminées in vitro, une réduction de la formation de biofilm in vivo est obtenue. D’un point de vue 

clinique, le test Antibiofilmogramme® pourrait permettre d’optimiser l’antibiothérapie en apportant 

une donnée supplémentaire sur la prévention de la mise en place du biofilm. Dans le cadre des IOA, 

ce test pourrait être utilisé en post-opératoire immédiat, afin de prévenir la recolonisation du 

matériel par les bactéries résiduelles, ou lors d’une bactériémie notamment à S. aureus chez les 

patient porteur de matériel prothétique, afin de prévenir la colonisation de ce dernier et donc les 

infections par voie hématogène. 
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1.2 Deuxième Publication: Association between biofilm formation 

and clonal lineage in Staphylococcus aureus from prosthetic joint 

infections 

Tasse J, Trouillet-Assant S, Josse J, Provot C, Badel-Berchoux S, Bernardi T, Laurent F 

Article en cours de soumission dans PLOS ONE - 2017 

Les premiers résultats d’Antibiofilmogramme® obtenus dans la publication précédente ont mis en 

évidence un comportement particulier des souches testées vis-à-vis de la cloxacilline, de la 

vancomycine et de la teicoplanine. Contrairement aux antres antibiotiques pour lesquelles les CMIb 

étaient systématiquement supérieures ou inférieure aux concentrations critiques (comportement 

homogène de toutes les souches étudiées), certaines souches étaient capables d’initier un biofilm en 

présence de concentrations supérieures aux concentrations critiques alors que d’autre souches ne 

parvenaient pas à former un biofilm en présence d’antibiotique à des concentrations inférieures aux 

concentrations critiques. Afin d’expliquer ces résultats, nous avons décidé de caractériser la capacité 

de formation de biofilm de l’ensemble des souches via plusieurs approches : 

- Une étude de la formation de biofilm précoce au travers de la réalisation de cinétique 

d’adhésion et de formation de biofilm en BioFilm Ring Test® (0 à 8 h). 

- Une étude sur la quantité de biofilm mature produite à 24 h en Cristal Violet. 

- Une étude qualitative des composants intervenant dans l’initiation d’un biofilm via 

l’utilisation de deux enzymes dégradants spécifiquement des composants de la matrice 

en BioFilm Ring Test®. Nous avons ainsi pu évaluer le rôle de l’ADNe (au travers 

l’utilisation de DNase), et le rôle des protéines (au travers l’utilisation de protéinase K) 

dans la formation de biofilm précoce. Les enzymes ont été ajoutées au milieu de culture 

dès le début de l’incubation, au moment de la mise en plaque. Le pourcentage de billes 

immobilisées après 6 h d’incubation a été comparé à la condition contrôle (sans enzyme) 

et les résultats ont été exprimés en différence relative selon la formule illustrée dans 

l’exemple qui suit : 
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Figure 28 : Exemple du calcul de la différence relative d’un biofilm formé en présence de DNase 
pour une souche, refletant le rôle de l'ADNe dans la formation du biofilm. 

Les souches ont également été caractérisées par des puces à ADN, révélant la présence de plus de 

300 gènes ou allèles d’intérêt et permettant une affiliation à un clone. Nous avons analysé les 

résultats obtenus sur la formation de biofilm en groupant les souches en fonction du complexe 

clonal (CC) auxquelles elles appartenaient. L’analyse a été conduite sur les 4 CC principaux retrouvés 

(CC5 (n=6), CC15 (n=5), CC30 (n=7) et CC45 (n=6)) en collaboration avec le service de biostatistique 

des Hospices Civils de Lyon. 

Les souches appartenant au CC30 ont révélé une vitesse de formation de biofilm précoce 

significativement moins élevées que les autres CC. Les souches du CC5 et du CC30 formaient 

significativement moins de biofilm mature (Cristal Violet) que les deux autres CC. Le CC45 formaient 

significativement plus de biofilm mature que les autres CCs. Les essais réalisés en présence 

d’enzymes ont mise en avant que l’ADNe était fortement impliqué dans la formation de biofilm 

précoce pour les souches appartenant aux CC5, CC15 et CC30. A l’inverse les protéines étaient 

impliquées plus fortement sur la formation de biofilm précoce pour les souches appartenant au 

CC45. 

Enfin, en groupant les résultats d’Antibiofilmogramme® en fonction des CC, nous avons pu observer 

pour le CC30 que la proportion de souche dont la formation de biofilm est inhibée à des 

concentrations inférieures aux concentrations critiques était plus important que pour les autres CC, 
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quel que soit l’antibiotique. Cette tendance pourrait être liée à la faible vitesse de formation de 

biofilm précoce observée en BioFilm Ring Test pour ce CC. 

Au final, dans cette étude, nous avons pu démontrer que la capacité de formation de biofilm des 

souches cliniques responsable d’IOA sur matériel était directement liée à leur fond génétique.  
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ABSTRACT 

Biofilm formation is considered as a critical virulence factor responsible for treatment failure and 

chronicity in Prosthetic Joint Infections (PJIs) caused by Staphylococcus aureus. Various clonal 

lineages may have different biofilm forming capacities. The aim of this study was to investigate the 

correlation between clonal complex (CC) and biofilm phenotype on 30 clinical S. aureus isolates 

based on i) the BioFilm Ring Test® for early biofilm formation and Crystal Violet assay for mature 

biofilm formation, ii) the biofilm composition using DNase and proteinase K and iii) the biofilm 

Minimal Inhibitory Concentration (bMIC) of cloxacillin, teicoplanin and vancomycin. Regarding the 

early biofilm formation, CC30 revealed a slower phenotype than CC5, CC15 and CC45. Strains 

associated with CC45 produced a large amount of mature biofilm compared to other CCs. The biofilm 

formation of strains belonging to CC5, CC15 and CC30 was highly related to extracellular DNA 

whereas for strains belonging to CC45 it was more related to proteins. Finally, the percentage of 

bMIC susceptible strains belonging to CC30 was higher than the overall mean for cloxacillin, 

teicoplanin and vancomycin. In conclusion, the biofilm phenotype of clinical S. aureus isolates from 

PJIs is correlated with the CC affiliation.  
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INTRODUCTION 

Prosthetic joint infections (PJIs) are largely considered difficult to treat. They require surgical 

procedure including debridement-lavage or prosthesis replacement associated with a prolonged 

antimicrobial therapy (1,2). Staphylococcus aureus (S. aureus) is a leading cause of PJIs accounting for 

approximately a third of these infections in France and elsewhere (3,4). Despite an optimal 

management, failure of treatments and relapse of the infection are reported in 10 to 20% of the 

patients (5). One of the main bacterial factors responsible for this complication is the formation of a 

biofilm (6,7). 

A biofilm is defined as a structured community of bacteria attached to an abiotic or a biotic surface 

and enchased in a matrix composed of polysaccharides, proteins, extracellular DNA (eDNA) and host 

components (8,9). Within the biofilm, bacteria are protected from the host immune system and 

display a phenotypic antibiotic tolerance (10). Classically, the minimal inhibitory concentration (MIC) 

is determined for the clinical isolates involved in infections and is used to develop an optimal 

antimicrobial chemotherapy. However, this approach only explores the antimicrobial activity against 

planktonic bacteria, and does not take into account the sessile form of bacteria. Hence, classical MICs 

are not predictive of the antibiotic efficacy against biofilm. In a previous study, we reported that the 

preventive biofilm MIC (bMIC), corresponding to the antibiotic concentration required to prevent the 

biofilm installation, can be assessed using a new method called Antibiofilmogram® (11). 

Determination of bMIC is a promising tool to prevent biofilm infection in a large variety of clinical 

contexts, especially when medical devices are implanted. We found that cloxacillin, teicoplanin and 

vancomycin have a strain-dependent bMIC distribution pattern. However, no explanation was 

proposed at this time to understand why some strains do or do not have the capacity to form biofilm 

in the presence of a specific concentration of antimicrobials. We hypothesized that these trends 

might be due to specific biofilm phenotypes (i.e. qualitative, quantitative and/or dynamic features) 

related to the clonal lineage of the strains.  

The aim of the present study was to investigate if a correlation could be established between the 

clonal lineages and the biofilm phenotypes of a collection of 30 clinical S. aureus strains responsible 

for PJIs. The isolates were characterized using the Alere StaphyType DNA microarray covering 334 

target sequences (approximately 170 distinct genes and their allelic variants). By comparison with a 

database of reference strains previously subjected to multi-locus sequence typing (MLST), the 

isolates were assigned to clonal complex (CC) (12). Biofilm phenotypes were investigated based on i) 
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the kinetic of formation using the BioFilm Ring Test® and Crystal Violet assay, ii) the biofilm 

composition using enzymes targeting specific biofilm matrix components, and iii) the bMIC. 

MATERIAL AND METHODS 

Collection of S. aureus strains. Thirty strains of methicillin-susceptible S. aureus were selected from a 

collection of isolates responsible for a first episode of well-documented PJI at the Lyon University 

Hospital, France, from 2001 to 2010. The collection of clinical data and clinical strains was approved 

by the French South-East ethics committee (reference number 2013-018). All the strains were 

characterized using the Alere StaphyType DNA microarray (StaphyType; Clondiag, Germany) (12) 

(table 1). The antibiotic susceptibility was tested using the Vitek-2 Gram-positive card (AST-P549, 

bioMérieux, France) and showed that all strains were susceptible for cloxacillin and glycopeptides 

(data not shown). The capacity of cloxacillin, vancomycin and teicoplanin to prevent biofilm 

formation was assessed using the Antibiofilmogram® method (11) and interpreted according to the 

MIC breakpoint fixed by the Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

2015 (EUCAST-CASFM) guidelines. We classified the strains as bMIC resistant (bMIC-R) if the bMIC 

was higher than the breakpoint MIC value and as bMIC susceptible (bMIC-S) if the bMIC was lower 

than the breakpoint MIC value.  

BioFilm Ring Test®. The kinetic of biofilm formation was assessed using the BioFilm Ring Test® 

method adapted from Chavant et al (13). This technique is based on the visualization of the 

immobilization of magnetic microbeads embedded in biofilm. Briefly, S. aureus strains stored at -20°C 

were subcultured on Columbia sheep blood agar (COS, bioMérieux, France) at 37°C for 24h. A brain-

heart infusion (BHI, bioMérieux, France) was then inoculated with 3 colonies and incubated at 37°C 

overnight. The bacterial suspension was standardized to OD600 = 1 ± 0.05 (Ultrospec 10 Cell Density 

Meter, Amersham Biosciences, USA) and diluted 1:250 in sterile BHI to obtain a final concentration of 

approximately 4.106 UFC/mL. The bacterial suspension was supplemented with 1% magnetic beads 

(TONER 4, Biofilm Control, France) and 200 µL were deposited in duplicate for each timepoint (0, 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8 h – 37°C) in a microplate (BD Falcon 96 Flat Bottom Transparent, USA). After 

incubation, 100 µL of liquid contrast solution was added on the top of each well and the microplate 

was placed on a magnetic block for 1 min. During magnetization, if no biofilm was initiated, free 

magnetic beads were attracted on the center of the well, leading to the formation of a visible spot. 

Conversely, if a biofilm developed, beads were trapped and no or a weak spot was formed. The plate 

was scanned using the Biofilm Control plate reader and the intensity of the spot analyzed and 
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expressed as a biofilm formation index (BFI). Each observed BFI (    ) was normalized to a 

percentage of magnetic beads (Pmb) using control wells with (      ) and without (      ) beads 

using the formula:     
             

               
. Each experiment was realized 3 times in duplicate. 

Crystal Violet assay. Mature biofilm formation was evaluated using the crystal violet assay (14). The 

OD600 of overnight bacterial suspensions were adjusted to 1 ± 0.05, before a 1:100 dilution in sterile 

BHI + 1% glucose (D-(+)-glucose, Biosolve, France). 100 µL were transferred in a microplate (24 h - 

37°C), in quadruplicate. Negative control wells were prepared with BHI alone. After incubation, 

planktonic bacteria were removed with three washes in water. The biofilm was fixed in 100 µL of 

99% methanol (VWR International, France) for 20 min. Microplates were washed and bacteria 

stained with 100 µL of 0.1% crystal violet (Merck, France) for 10 min. Excess stain was rinsed away, 

the dye bound to biofilm solubilized in 100 µL of 33% acetic acid and the OD620 was read using a 

micro ELISA Auto Reader (Model 680, BioRad, USA). The control OD620 was subtracted from the OD620 

of tested strain. Each experiment was realized 3 times in quadruplicate. 

Growth Rate. Bacteria were grown in presence of the enzymes used to unveil the role of biofilm 

matrix components in early biofilm formation, to check for any effect on growth rate. Briefly, DNase 

(DN25, Sigma Aldrich, USA) and proteinase K (P2308, Sigma Aldrich, USA) were added (100µg/mL and 

50µg/mL respectively) to a bacterial suspension standardized to 4.106 UFC/mL in BHI and microplates 

were filled with 200 µL per well. Control wells were filled with BHI complemented with buffer alone. 

The growth rate was monitored every 15 minutes (orbital shaking and measure of the OD600) for 24 h 

at 37°C using a microplate reader (Infinite® 200 PRO device Tecan). The instantaneous growth rates 

(µ) and generation time (θ) were calculated on the basis of 4 consecutive OD measurement (1 h 

period) according to the formula      
   and       ⁄ , where   is time (h),   is the biomass at 

  and    is the biomass at     as previously described (15). For each well, the minimum calculated 

generation time was selected to estimate the maximal growth rate. The generation time was 

estimated as the mean of three experiments performed in duplicate. 

Determination of essential components of early biofilm formation. The Biofilm Ring Test® method 

was adapted to quantify the attachment and initiation of biofilm formation in the presence of 

specific enzymes. Standardized bacterial suspensions containing 1% magnetic beads were 

supplemented with DNase (100 µg/mL), proteinase K (50 µg/mL) or buffer alone and incubated at 

37°C in a 96-well microplate (200µL/well). Negative controls consisted of 200 µL of sterile BHI 

containing magnetic beads and enzyme. The plate was revealed after 6 h of incubation, as described 
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above. The capacity of the strains to form biofilm in presence of enzymes was expressed using the 

relative difference (RD):    
                                  

                 
    . RD = 0 indicates an equal 

biofilm formation with or without enzyme, i.e no implication of the targeted component in the initial 

steps of biofilm formation. Conversely, RD = 100 indicates an absence of biofilm in the presence of 

enzyme, i.e the targeted component is necessary for the initial steps of biofilm formation. Each 

experiment was realized 3 times in duplicate. 

Statistical analysis. Descriptive statistics were used to estimate the frequencies of the study 

variables, which are described as the means and the standard deviations of the mean (S.E.M). 

Differences between CC groups were analyzed using Kruskal–Wallis test. 

RESULTS 

Clonal complex affiliation 

Out of the 30 clinical strains of S. aureus, 24 belonged to one of the 4 major CCs, i.e CC5 (n=6), CC15 

(n=5), CC30 (n=7) and CC45 (n=6). The remaining 6 were shared between CC8 (n=2), CC22 (n=1), 

CC50 (n=1), CC88 (n=1) and CC398 (n=1). Due to sample size, the correlation between CC and the 

biofilm phenotype was investigated only for the 4 major CCs. 

Kinetic of biofilm formation  

The kinetic of early biofilm formation was evaluated using the BioFilm Ring Test®, whereas the 

mature biofilm formation was evaluated using the crystal violet assay. Although all the strains were 

able to produce biofilm, its formation was significantly slower for CC30 than for CC5, CC15 and CC45 

at early time points (fig.1A, p < 0.05 at 2 h, and p < 0.01 at 3 h, 4 h and 5 h). Regarding mature biofilm 

formation, CC5 strains produced significantly less biofilm after 24 h than CC15 and CC45 strains 

(figure 1B, p < 0.01 and p < 0.001 respectively). The maturation appeared also to be CC-dependent, 

with CC45 producing significantly more biofilm than CC5, CC15 and CC30 at 24 h (p < 0.001, p < 0.05, 

p < 0.001 respectively). CC15 produces more biofilm than CC5 and CC30 (p < 0.01, p < 0.01 

respectively). Finally, CC5 and CC30 do not show any difference between each other. In summary, 

CC30 showed a slow biofilm formation phenotype with moderate mature biofilm production 

whereas CC5 revealed a phenotype of rapid biofilm formation with moderate mature biofilm 

production. CC15 and CC45 combined a rapid and high biofilm production. 

 



Travail personnel : publication n°2 

114 

 

 

Biofilm composition  

Since the susceptibility of a staphylococcal biofilm to enzymatic treatments depends on the 

composition of the biofilm, DNase and proteinase K have been proposed to globally investigate the 

part of eDNA and proteins, respectively, in the organization/structure of the biofilm matrix (16). This 

has been investigated by analyzing the relative difference (RD) of beads immobilization in presence 

or not of the enzymes (DNAse I / proteinase K vs buffer). Of note, the generation time was not 

significantly affected by the treatment with proteinase K or DNase I (respectively, ϴ = 25.5 ± 1.1 min 

and ϴ = 24.5 ± 1.1 min vs 27.1 ± 1.3 min without enzyme). 

The DNAse I treatment highlights a strong and identical implication of eDNA in the biofilm formation 

for CC5, CC15 and CC30 strains (figure 2A, RDDNAse = 64.5 ± 5.6, 69.1 ± 4.0 and 78.0 ± 2.8 respectively, 

NS). On the other hand, CC45 strains showed a significantly lower RDDNase (43.1 ± 3.8, p < 0.05) 

supporting a lower production of eDNA. Interestingly, if the RDpK was lower than the RDDNAse for CC5 

and CC15 and CC30 strains (figure 2B, RDpk = 19.9 ± 3.1, 24.8 ± 4.3, 39.3 ± 6.6), CC45 displayed a 

reverse trend (RDpk = 54.0 ± 5.1). These results suggest that the early biofilm formation depends 

more on eDNA than proteins production for CC5, CC15 and CC30, when the proteins production is 

more important for CC45. 

bMIC distribution of the main CCs 

Finally, we compared the distribution of bMIC-S and bMIC-R strains according to the CCs affiliation. 

CC30 showed a percentage of susceptible strains higher than the overall mean for cloxacillin, 

teicoplanin and vancomycin (figure 3A, 3B, 3C, 86% Vs. 40%, 100% Vs. 67% and 86% Vs. 60% 

respectively). The other CCs showed a bMIC profile distribution with a percentage of susceptible 

strain similar to the overall mean. 

DISCUSSION 

The presence of biofilm in PJIs is associated with treatment failure and persistence of the infection 

(17). In this study, we found that biofilm formation of clinical strains in terms of kinetic, composition 

and bMIC is correlated to the CC affiliation. 

Indeed, CC30 strains demonstrate a “slow” phenotype regarding early biofilm formation associated 

with moderate mature biofilm production. By contrast, other complex clonal strains (CC5, CC15 and 

CC45) have shown a “fast” phenotype of early biofilm formation, with high (CC15 and CC45) or 
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moderate (CC5) mature biofilm production. This specific behavior has already been observed by 

Naicker et al who reported that CC5 and CC8 strains were high biofilm producer (18). Similar results 

on strong biofilm formation capacity were reported for CC8 strains (19,20). In our study, only two 

strains belonging to CC8 were found. This is quite surprising because CC8 was reported as one of the 

most prevalent CCs in PJIs in Western Europe (21). However, the two strains included here were 

moderate biofilm producer (data not shown). 

Our results on CC30 are in accordance with Cortes et al. reporting a reduced biofilm production by 

this CC (20). Furthermore, Fowler et al reported that CC5 and CC30 exhibited a specific and significant 

trend toward more severe infections with frequent hematogenous complications (22). Interestingly, 

we showed that these two CCs produced significantly less mature biofilm than other, suggesting 

rather acute-adapted phenotype. 

In order to correlate the strain phenotype with the biofilm ability, Bardiau et al have studied the 

association between biofilm formation and capsular profile as well as agr-typing in S. aureus 

collected from bovine mastitis. They reported that the majority of high biofilm producers belong to 

the agr group I, corresponding to CC45 in our study (23). However, in a further study, they reported 

that the majority of high biofilm producers belong to a group of “cap5-agrI” (24). Four strains were 

cap5-agrI in our study, belonging to CC8 (n=2), CC22 and CC398, without specific high biofilm forming 

profiles (data not shown). Finally, Cafiso et al reported that agr II strains (corresponding to CC5 and 

CC15 in our study) produce large amounts of biofilm and agr III strains (corresponding to CC30) are 

medium biofilm producers which is in accordance with our results (25). 

However, the comparison between studies remains difficult because of the variation in experimental 

conditions for the biofilm formation assay. Indeed, Croes et al reported that the glucose 

concentration highly influences biofilm formation in vitro (19). The higher the glucose concentration 

was, the more the strain qualified as a strong biofilm producer. Moreover, the origin of strains was 

variable among studies, ranging from human medical settings to bovine mastitis infections. Of note, 

the majority of studies were monocentric and thus represented only the local epidemiology. 

In this study, we used the BioFilm Ring Test® method to study the kinetics of biofilm formation. This 

method has the advantage to quantify early biofilm formation without washing steps (13). It can be 

used to study preventive treatment of bacteria adhesion (26,27). Here, we used this approach to 

study the role of eDNA and proteins in early biofilm formation. DNase showed high ability to prevent 

biofilm formation in most of strains. However, biofilm formation of strains belonging to CC45 was 
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less affected than other strains, suggesting a mechanism of adhesion less dependent to eDNA. A 

proteinase K treatment reduced the biofilm formation less than a DNAse one, suggesting a lesser role 

for proteins in early biofilm formation. Interestingly, biofilm formation of CC45 strains was more 

inhibited than in other strains which is consistent with a pivotal role of proteins in the biofilm 

formation for this CC. Taking together, these results suggest that the production of specific 

components required for early biofilm formation is correlated with the clonal complex affiliation. 

Moreover, our study supports that treatments targeting eDNA could be effective at preventing 

biofilm formation of clinical S. aureus strains responsible of PJIs. Finally, adhesion mechanisms linked 

to PIA were not explored in this study. It will be of interest to investigate this approach by using 

enzymes able to degrade polysaccharides such as Dispersin B (28). 

Finally, we found that the percentage of strains classified as bMIC-S was higher for the CC30 affiliated 

strains than other CCs. This specific susceptible profile could be explained by a slow phenotype 

regarding early biofilm formation. In this study, we only explored the biofilm formation profile of 30 

clinical isolates. The extensive investigation of larger collections of S. aureus strains responsible for 

PJIs and the correlation with data from genome-wide association studies is mandatory to identify 

genetic regions involved in the various biofilm formation phenotypes. 

CONCLUSION 

In conclusion, we found that the biofilm formation phenotype is correlated with genetic lineage in 

our collection of S. aureus responsible of PJIs. CC30 has shown a slower early biofilm formation 

phenotype than other CCs associated with a higher susceptible Antibiofilmogram® profile for 

cloxacillin, teicoplanin and vancomycin. The Biofilm Ring Test® assay combined with enzymes can be 

used to explore the implication of targeted component in the initial step of biofilm formation. 
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FIGURES 

 
CC 

total 
5 15 30 45 other 

No. of isolates 6 5 7 6 6 30 

agr type II II III I I (67%),III (17%) IV 
(17%) 

I (33%), II (37%) 
III (27%), IV (3%) 

cap operon 5 8 8 8 5 (67 %), 8 (33 %) 5 (33%), 8 (67%) 
Biofilm formation      
ica operon + + + + + + 
bap - - - - - - 
Colonization factors      
bbp + + + + (83%) 

- (17%) 
+ (50%), - (50%) + (87%), - (13%) 

clfA + + + + + + 
clfB + + + (86%) 

- (14%) 
+ + (50%), - (50%) + (87%), - (13%) 

can - - + (43%) 
- (57%) 

+ + (50%), - (50%) + (40%), - (60%) 

ebpS + + + + + + 
fib + + + + + + 
fnbA + + + + + (50%), - (50%) + (90%), - (10%) 
fnbB + + + (29%) 

- (71%) 
+ + + (83%), - (17%) 

sak + - + + + (33 %), - (67 %) + (70%), - (30%) 
sasG + + - - + (67%), - (33%) + (50%), - (50%) 
sdrC + + (80%) 

- (20%) 
+ (14%) 
- (86%) 

+ + (83%), - (17%) + (73%), - (27%) 

sdrD + (83%) 
- (17%) 

+ (80%) 
- (20%) 

+ (71%) 
- (29%) 

+ + (50%), - (50%) + (77%), - (23%) 

vwb + + + - + + (77%), - (23%) 

 

Table 1. Virulence factor genes contents of all characterized strains grouped by clonal complex. CC: 

Clonal Complex; genes coding for: agr, accessory gene regulator; cap, capsular polysaccharide; ica, 

intercellular adhesion protein A; bap, biofilm-associated protein; bbp, bone sialoprotein-binding 

protein; clfA, clumping factor ClfA; clfB, clumping factor ClfB; cna, collagen-binding protein; ebpS, cell 

surface elastin-binding protein; fib, fibrinogen-binding protein; fnbA, fibronectin binding protein A; 

fnbB, fibronectin-binding protein B; sak, staphylokinase; sasG, Staphylococcus aureus surface protein 

G; sdrC, serine-aspartate repeat protein C; sdrD, serine-aspartate repeat protein D; vwb, secreted 

von Willebrand factor-binding protein precursor.  
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Figure 1: Comparison of kinetic of biofilm formation of the main S. aureus clonal complex. (A) 

Kinetics of early biofilm formation using the BioFilm Ring test® assay. Data are represented as the 

means and S.E.M. of duplicate from three assays. (B) Mature biofilm formation using Crystal Violet 

assay. Data are represented as the means and S.E.M. of quadruplicate from three assays. 

 

 

 

  

Figure 2: Comparison of the role of specific biofilm components for early biofilm formation of the 

main S. aureus clonal complex. Results are expressed as the relative difference of early biofilm 

formation in presence of DNase (A) or proteinase K (B) after 6 h of incubation using the BioFilm Ring 

Test® technology. Data are represented as the mean and S.E.M of duplicate from three assays.  
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Figure 3: Distribution of bMIC profile of cloxacillin (A), teicoplanin (B) and vancomycin (C) of the main 

S. aureus clonal complex. The overall mean percentage of susceptible profile of all strains (n = 30) 

was represented by dotted lines. 
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1.3 Troisième Publication: A steam-based method to preserve 

structural integrity of biofilm 

Tasse J, Cara A, Saglio M, Villet R, Laurent F 

Article en cours de soumission dans Nature Methods - 2017 

Le support le plus utilisé pour étudier la formation d’un biofilm est sans conteste la microplaque. En 

effet, les méthodes en microplaques sont généralement simples à mettre en place, peu onéreuses, et 

permettent de tester simultanément de nombreuses conditions et/ou souches. Elles sont 

parfaitement adaptées à un usage haut débit et sont donc présentes aussi bien dans les laboratoires 

de recherche publique que dans les laboratoires des industriels. Elles permettent aussi bien 

l’identification de gènes impliqués dans la formation d’un biofilm que le criblage de molécules 

possédant des propriétés anti-biofilms.  

Les biofilms formés peuvent être quantifiés par plusieurs approches : 

- une coloration de la biomasse totale par un colorant (généralement le Cristal Violet) suivi 

d’une mesure de Densité Optique (DO). 

- une détermination de la viabilité par dénombrement bactérien sur gélose ou via la 

mesure de l’activité métabolique par l’utilisation de résazurine (colorant bleu faiblement 

fluorescent pouvant être réduit en résorufine, un colorant rose fortement fluorescent) 

- l’utilisation de marqueurs fluorescents spécifiques des composants de la matrice 

extracellulaire 

L’ensemble de ces méthodes nécessitent cependant plusieurs étapes de rinçage afin d’éliminer les 

bactéries planctoniques et l’excès de colorant selon le protocole utilisé. Les rinçages sont 

généralement effectués à la pipette, ce qui provoque, même lorsque cette opération est réalisée 

délicatement, le décrochage aléatoire de quantités variables de biofilms, altérant la reproductibilité 

d’une expérience à l’autre, mais également d’un expérimentateur à l’autre, et par conséquent d’un 

laboratoire à l’autre. 

Une autre limite de ces méthodes est qu’il n’est pas possible de dénombrer les bactéries viables 

après coloration car les colorants sont généralement toxiques pour la bactérie.  

Dans ce dernier travail présenté dans le cadre de cette thèse, nous avons mis au point une nouvelle 

méthode de rinçage basée sur un phénomène naturelle : la condensation. En effet, nous avons 

démontré qu’il était possible de rincer les biofilms formés dans les puits d’une microplaque en la 
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positionnant à l’envers au-dessus d’une source de vapeur d’eau. Un système de refroidissement est 

positionné sur la microplaque afin de protéger les bactéries de la chaleur et de favoriser la 

condensation. Nous avons démontré que l’intégralité d’une microplaque pouvait être rincée de façon 

homogène en 35 minutes. De plus, nous avons observé que cette nouvelle méthode est beaucoup 

moins agressive que la méthode classique à la pipette, et génère des résultats plus reproductibles. 

Dans cette étude, nous avons également testé la possibilité de quantifier le biofilm mature en le 

mettant simplement en suspension dans du PBS et en effectuant une mesure de DO à 490 nm. Cette 

approche déjà décrite n’avait jamais été comparée aux protocoles de colorations classiques, et 

permet de réaliser un dénombrement des bactéries viables dans le même puits après mesure de la 

turbidité. Les essais ont été réalisés sur trois souches de références et ont montré des résultats 

similaires à ceux obtenus avec une coloration au cristal violet. 

En combinant ces deux approches innovantes (rinçage à la vapeur et mesure de la turbidité en PBS) 

et en les comparant avec le protocole classiquement effectué (rinçage pipette et coloration au cristal 

violet), nous avons pu montrer que les résultats générés étaient plus reproductibles d’une 

expérience à l’autre, mais également d’un technicien à l’autre. 

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence deux processus améliorant les méthodes de 

mesure de biofilm en microplaques. Simples d’utilisation et peu couteuses, ces approches requièrent 

moins de temps techniques que les méthodes utilisées jusque-là et permettent de générer des 

résultats reproductibles. De plus, le rinçage par la vapeur est moins agressif, et semble préserver 

l’intégrité structurelle du biofilm.  

Une demande de brevet a été déposée pour cette méthode. 
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ABSTRACT 

Management of biofilm-associated infections represents a worldwide challenge, which requires 

efficient and reliable models to investigate biofilm behavior. We present a simple and robust method 

adapted from to the microplate technique which allows the study of fully preserved biofilm and 

quantifying both biofilm matrix and viable bacteria from one single well. The proof of concept was 

performed on Staphylococci but the method is suitable for any biofilm-producing microorganisms. 
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MAIN TEXT 

Biofilm is defined as a community of microorganisms attached to a solid surface and embedded in a 

matrix facilitating the survival of bacteria in hostile environments. Since its first description in 1978 

by Costerton et al.,1 multiple methods have been proposed to investigate biofilm using in vitro 

models, ranging in complexity from bacterial colony growing on specific media2 to complex 

continuous culture fermentation systems.3 One of the most used biofilm model for high-throughput 

analyses is based on 96-well microtiter plates.4 This historical device is adaptable to most bacterial or 

fungal species grown in laboratories and remains widely used for identification of genes essential for 

surface-attached biomass production in liquid media as well as screening for potential anti-biofilm 

agents.5 

In the microplate-based method, cells are grown for a desired period of time before being washed, in 

order to remove planktonic bacteria. Biofilm can then be assessed by different approaches including 

staining with a dye (Crystal Violet – CV, Safranin Red or Congo Red) for total biomass quantification,6 

growth ability (colony forming units) for viable cell enumeration,7 or specific fluorescent probes 

(FITC, SYPRO Ruby, Calcofluor White) for the quantification of extracellular polymeric components.8 

An alternatively method has been proposed in which biofilm is resuspended in phosphate-buffered 

saline (PBS) and quantified optically9,10 but, to our knowledge, no comparison with the classical 

staining protocol has been performed.  

These methods have several limitations. The main one is the lack of reproducibility of the results due 

to the aggressiveness of washing steps using pipetting,11 which is likely to be in relation to random 

detachment of large amounts of biofilm. Furthermore, the native structure/spatial organization of 

the biofilm is also possibly modified leading to skew measurements. Once the biofilm is stained, it is 

also no longer possible to evaluate bacterial viability. Moreover, dyes are often toxic, mutagenic, or 

irritant for the experimenter, environmentally hazardous, and require protective equipment.12 

In this study, we propose a new method in which steam is used as soft washing method, and biofilm 

matrix and bacteria can be concomitantly quantified without staining. 

The new washing method is based on water vapor condensation. To remove planktonic bacteria 

without altering the biofilm integrity, the support (microplate), in which biofilm was formed, needs 

to be placed upside down above a source of steam, the bottom being in contact with a cooling 

system (Fig. 1a). Water droplets form and accumulate on the biofilm surface before falling back along 
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with the non-adherent bacteria (Fig. 1b). This soft washing process was tested on a 24 h-old biofilm 

of a S. aureus strain (SH1000) formed in a 96-well plate. Viable cell count was measured every 10 min 

over 1 h to determine the time needed to correctly remove planktonic bacteria (Fig. 1c). Results 

indicate that a threshold was reached after 35 min, corresponding to the minimal time required to 

ensure maximal biofilm wash. 

The homogeneity of the steam washing between wells of the same microplate was investigated. For 

this, the mean number of viable bacteria among wells of the same row (and then the same column) 

were compared using one way analysis of variance (ANOVA); the null hypothesis was that the biofilm 

formed was identical between rows (and between columns). Results showed that the biofilm cell 

count was similar in both rows (p=0.1452, Fig. 1d) and columns (p=0.1183, supplementary Fig. 1a). 

The steam washing method therefore appears adapted to the removal of planktonic bacteria. In this 

context, we tested the possibility to combine the steam washing method with the CV assay. First, 

biofilms of three reference strains described as biofilm producer (S. aureus SH1000) or non-biofilm 

producers (S. epidermidis ATCC 12228 and S. carnosus TM300) were washed using either the classical 

pipette method or the steam method before being stained using CV, following which excess stain 

was removed by steam washing or pipette. Staining (OD620) for all strains were higher using steam 

washing (Fig. 2a) which is likely to be due to the non-aggressive washing process. As control wells 

without bacteria were prepared and ODs were subtracted from the values for strain samples, these 

data suggest that ATCC 12228 and TM300 have a residual (even low) ability to adhere and/or to form 

weak biofilm. Furthermore, the standard deviation for the SH1000 strain was interestingly lower 

using steam washing (0.234 vs. 0.441) which indicates a stronger reproducibility of this technique. 

We then hypothesized that biofilm formation could be measured without a staining step, by 

measuring the turbidity of biofilm resuspended in PBS. An absorbance spectrum was determined 

using steam-washed biofilms of reference strains (SH1000, ATCC 12228 and TM300) and found that 

OD measured at a wavelength from 400 to 600 nm discriminated between biofilm producers and 

non-biofilm producers (data not shown). Using PBS turbidity (OD490), we were able to discriminate 

producer strains from non-producer strains in way similar to that when CV staining and OD620 was 

used (Fig. 2a). Interestingly, using this non-bactericidal protocol, viable cell count can be performed 

on the same well by plating the suspension. In agreement with data obtained with CV staining and 

OD620, results showed that counts using steam washing were higher than using pipette washing for all 

strains (Fig. 2b). Again, the standard deviation for the SH1000 strain was lower using steam washing, 
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indicating a better reproducibility (0.100 vs. 0.165). In addition, biofilm formation by clinical S. aureus 

strains were in agreement with the results obtained with the 3 reference strains (Supplementary Fig. 

2a, b), and steam washing was found to be homogenous based on PBS turbidity (OD490), confirming 

data obtained using biofilm cell count (data not shown). 

To confirm that bacteria were not killed by the steam washing step, biofilms were examined by 

confocal laser scanning microscopy (CLSM) using a Live/Dead staining. Qualitative image analysis 

showed that most of the cells were alive (green) irrespective of the washing method (Fig. 2c). 

Moreover, the biomass, mean thickness and maximum thickness calculated using Comstat2 software 

were higher for steam washing than pipette washing (Supplementary Table 1). This corroborated the 

previous non-quantitative observations of biofilm formed in the 96-well plates (Fig. 2d). 

Measurement (CV staining using pipette washing and PBS turbidity using steam washing) of three 

technicians was investigated. The standard deviations were lower using steam washing and turbidity 

measurement than when using pipette washing and CV staining for all three technicians (0.026, 

0.043, and 0.054 vs. 0.389, 0.343, and 0.363; Fig. 2e) indicating that the increase reproducibility of 

PBS turbidity using steam wash is conserved between technician. 

In conclusion, we propose two easily adaptable processes to improve biofilm investigation. First, a 

new method to efficiently and carefully wash biofilm with steam for microtiter plate assays. Second, 

the quantification of biofilm using PBS turbidity instead of staining with a dye. These processes can 

be easily standardized, are time and cost saving, require less technical time and reduced 

manipulations leading to highly reproducible data. As the biofilm integrity is preserved, this new 

method is going to make possible the investigation of thin, early and/or fragile biofilms (as described 

here for strains ATCC 12228 and TM300), the exploration of the roles of intact extracellular matrix,13 

the high-throughput screening of anti-biofilm compounds, or the easy achievement of antimicrobial 

susceptibility assays on biofilm.7  

ONLINE METHODS  

Bacterial strains. S. aureus strain SH1000 (biofilm producer)14, S. epidermidis strain ATCC 12228 (non-

biofilm producer)15, S. carnosus strain TM300 (non-biofilm producer)16 and 5 clinical S. aureus strains 

responsible of prosthetic joint infections were used in this study. 

Biofilm experimentation. All strains were first subcultured on Colombia blood agar plates 

(bioMérieux) and incubated overnight at 37°C. Brain Hearth Infusion (BHI, Becton Dickinson) was 



Travail personnel : publication n°3 

128 

 

 

inoculated with 3 colonies and incubated 24 h at 37°C. Inoculum was then standardized to OD600 = 1 

± 0.05 (Amersham Biosciences) and diluted in sterile BHI plus 1% glucose (Biosolve) to obtain a final 

suspension of 1.5 x 107 UFC.mL-1. The latter was added to 200 μL per well into a 96-well polystyrene 

microplate (Greiner bio-one) and incubated 24 h at 37°C in a humid chamber. Negative control wells 

were prepared with medium alone. After incubation, plates were first inverted to remove growth 

medium. For classical washing, 200 µL of PBS 1X (Thermo Fisher Scientific, Gibco) were carefully 

added to the wells using a pipette, and then removed by invertion of the plate. This step was 

repeated twice. For steam washing, microplates were placed above a steam generating system in 

contact with a cooling device. The process was semi-covered to enhance condensation (Fig. 1a,b). 

Microplates were then recovered and tapped on absorbent paper to remove excess liquid 

accumulated by condensation. To evaluate biofilm formation, two approaches were used. For crystal 

violet staining, 150 µL of dye were added per well and incubated at room temperature for 5 min. 

Excess stain was washed using pipette or steam method as previously described (see above). Plates 

were air dried and the remaining dye was then resolubilized with 200 µL of 33% (v/v) glacial acetic 

acid per well. Staining (OD600) was measured by using a micro ELISA Auto Reader, Model 680 (BioRad, 

USA). For PBS turbidity, biofilm was resuspended in 200 µL of PBS 1X and homogenized with a tip. 

The microplate was put in an ultrasonic bath for 10 min (40 Hz), in order to detach trapped bacteria 

and to remove clusters and the turbidity (OD490) was then measured. The control OD (wells with 

medium alone) was deduced from the values for strain samples for all condition. Bacterial count was 

assessed on the same wells that PBS turbidity biofilm evaluation, by plating serial dilutions onto 

Trypcase Soy agar (TSA; bioMérieux) plates and incubation for 24 h at 37°C. Each experiment was 

performed at least three times in quadruplicate for each strain. 

Kinetics of steam washing. To determine the time required to remove planktonic bacteria, the 

kinetics of steam washing was investigated using SH1000 strain. A 24-h old biofilm was prepared in 

seven microplates as previously described (see above) and then washed with steam for 10, 20, 30, 

40, 50, and 60 min. The microplate corresponding to 0 min was not washed. Biofilm were 

resuspended in 200 µL of PBS 1X and sonicated for 10 min (40 Hz). Bacterial count of 3 wells for each 

condition was measured by plating serial dilutions onto TSA plates incubated 24 h at 37°C. The 

experiment was performed three times. 

Equivalent biofilm formation assay. To assess whether, under the experimental conditions used, 

there was asymmetry in biofilm formation depending on the position of the wells of the plate, a test 

for equivalent biofilm was done on SH1000 strain. A 24-h old biofilm (formed in each of the 96-well 
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microplate) was washed with steam. After resuspension and sonication of biofilm in PBS 1X, colony 

counting of each well was performed by plating serial dilutions, grouped by row or column, and 

compared using one-way ANOVA. If p ≤ 0.05, the null hypothesis that biofilm cell counts was 

equivalent in each row or column was rejected. Conversely, p > 0.05 then biofilm cell density was 

similar between rows or columns. The experiment was performed three times. 

Confocal laser scanning microscopy. To evaluate biofilm structure and to confirm that bacteria were 

not killed by steam washing, confocal laser scanning microscopy (CLSM) was performed on a 24h-old 

biofilm of SH1000. Briefly, biofilm was formed on 8-well uncoated microslides (iBidi) as previously 

described (see above) and washed with either steam or pipette. Biofilm were fluorescently stained 

with Syto9 and PI from the Live/Dead® BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecular Probes) 

following the manufacturer’s instruction. Biofilms were incubated 30 min at room temperature in the 

dark before being rinsed with steam or by pipette. Images were acquired in an ZEISS LSM800, Full 

GaAsP detectors (Leica Microsystems) CLSM. Biofilms were observed using a 20 x dry lens (Plan-

Apochromat 20x/0.8 M27, Leica Microsystems). For both conditions, images were acquired at 2524 x 

2524 resolution in at least 5 different regions of each surface analyzed. 3D reconstructions were 

performed using Imaris (version 8.0) software (bitplane), and biofilm quantification was performed 

using Comstat2 (University of Denmark).16–17  
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FIGURES

Figure 1. Steam washing process design. (a) Cross sectional view of steam washing system. After 24-

hour formation of biofilm in the microplate, the liquid media is eliminated by reversing and the 

microplate is hung upside down in the system. The wash system of biofilm (1) is composed of a 

holding device (2) configured to hold a microplate (3). A steam generating system (4), composed of a 

heating unit (4a) and a reservoir (4b) create a steam flow (F1) leading to the formation of droplets 

(F2) by condensation that removes non-adherent bacteria and media. To enhance condensation and 

protect bacteria from heat, a cooling system (5), composed of a cooling device (5a) and a thermal 

transmission device (5b) is on contact with the microplate. A semi-closed cover (6) enhances 

condensation. (b) Zoom view on a well of the microplate in the wash system. (c) Steam washing 

kinetic (based on colony counting) of a 24h-old biofilm formed by S. aureus strain (SH1000). Data 

represent three experiments in triplicate. (d) Variability from well to well of a 24 h-old biofilm formed 

by S. aureus strain SH1000 washed using steam within a 96-wells microplate (based on colony 

counting). Each point represents the mean of 3 experiments. Results were grouped by row. 

Statistically significant differences determined by one-way ANOVA (p = 0.1452 mean biofilm should 

be similar between rows)  
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Figure 2. Application of steam washing process. (a) Biofilm quantification by crystal violet coloration 

(OD620) or PBS turbidity (OD490) for SH1000 (biofilm producer strain), ATCC 12228 and TM300 (non-

biofilm producer strains). Biofilms were washed using steam (S) or pipette (P). Data shown as box 

plot of three experiments in quadruplicate. (b) Viable cell count of bacteria assessed after PBS 

turbidity. Data shown as box plot of three experiments in quadruplicate. (c) CLSM of SH1000 bacteria 

biofilm washed using steam (left) or pipette (right). Images are 3D visualization of representative 

biofilm structures for each wash method stained with Syto-9 and PI. Images represent an area of 

approximately 320 x 320 µm. (d) Representative pictures of the bottom of microplate wells of 

SH1000 biofilm washed with steam (left) or pipette (right). (e) Conservation of the increase 

reproducibility of PBS turbidity using steam between technicians. Data represent three experiments 

in quadruplicate.  
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Wash method 

Biomass 

(µm
3

/µm²) 
Mean thickness 

(µm) 
Maximum thickness 

(µm) 
Pipette 8.69 ± 0.46 9.14 ± 0.48 10.91 ± 0.48 
Steam 11.06 ± 0.90 11.84 ± 1.13 14.43 ± 1.60 

 

Supplementary table 1. Quantification of SH1000 biofilm measured by CLSM using Comstat2. Values 

were means ± SD of 5 pictures. 

 

 

 

Supplementary Figure 1. Variability from well to well of a 24 h-old biofilm formed by S. aureus strain 

(SH1000) within a 96-wells microplate based on colony counting. Each point represents the mean of 

3 experiments. Results were grouped by column. Statistically significant differences determined by 

one-way ANOVA (p = 0.1183 mean biofilm should be similar between columns) 
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Supplementary Figure 2. Application of steam washing process on clinical S. aureus isolates. (a) 

Biofilm quantification by crystal violet coloration (OD620) or PBS turbidity (OD490) on five clinical 

S. aureus strains isolated from patient with PJIs. Biofilms were washed using steam (S) or pipette (P). 

Data shown as box plot of three experiments in triplicate. (b) Viable cell count of bacteria assessed 

after PBS turbidity. Data shown as box plot of three experiments in triplicate. 
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2 DISCUSSION 

Les travaux de recherche menés pendant cette thèse sont le fruit d’une collaboration réussie entre 

une entreprise, la société BioFilm Control, un laboratoire public, l’équipe INSERM U1111 

« Pathogénie des Staphylocoques » du Centre International de Recherche en Infectiologie, et un 

centre hospitalier universitaire, les Hospices Civils de Lyon. Nous avons pu réaliser les premiers essais 

d’Antibiofilmogramme® in vitro, confirmer les résultats obtenus avec la cloxacilline in vivo, et étudier 

le lien entre la capacité de formation de biofilm et le fond génétique des souches. Enfin, nous avons 

pu décrire une nouvelle méthode de rinçage et de quantification des biofilms matures en 

microplaque. Ces travaux posent les bases d’une approche préventive de la prise en charge des 

patients à risque de développer une infection impliquant un biofilm. En effet avec 

l’Antibiofilmogramme®, l’objectif visé n’est pas d’améliorer les traitements curatifs, l’administration 

d’antibiotiques ayant montré ses limites dans l’éradication d’un biofilm, mais au contraire 

d’empêcher ou de diminuer les risques qu’un biofilm se forme. Lors des premières étapes de 

formation d’un biofilm, les bactéries encore sous forme planctonique doivent adhérer au matériel 

avant d’initier la synthèse de matrice extracellulaire qui conduira à la formation d’un biofilm mature. 

A ce stade, une antibiothérapie préventive efficace peut stopper le processus et empêcher que 

l’infection évolue vers une forme chronique. Au cours de nos travaux, nous nous sommes consacrés à 

la place de l’Antibiofilmogramme® dans la prise en charge des IOA dues aux staphylocoques. 

L’Antibiofilmogramme®: un modèle in vitro 

L’Antibiofilmogramme® est un modèle de test diagnostic in vitro permettant de mesurer l’activité 

préventive des antibiotiques sur l’installation des bactéries en biofilm. La CMIb, correspondant à la 

plus faible concentration d’un antibiotique nécessaire pour prévenir la formation de biofilm, apporte 

une information supplémentaire qui, couplée à la mesure de la CMI, correspondant à la plus faible 

concentration inhibant toute croissance visible à 24 h, pourrait aider le clinicien dans le choix de 

l’antibiothérapie optimale notamment chez les patients porteurs de matériel prothétique. En effet, 

l’Antibiofilmogramme® pourrait permettre de sélectionner, parmi les antibiotiques classés comme 

efficaces par la méthode d’antibiogramme classique (CMI), ceux possédant une activité prévenant la 

formation de biofilm (CMIb). 

La technologie BioFilm Ring Test® est basée sur la mesure du déplacement de microbilles 

magnétisables sous l’action d’un champ magnétique généré par un aimant. L’atténuation du 
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mouvement de ces microbilles permet d’estimer indirectement la formation d’un biofilm (200). En se 

soustrayant aux étapes de rinçage, cette approche originale permet de quantifier la formation de 

biofilm précoce de façon reproductible, prérequis indispensable à une utilisation en routine clinique. 

En effet, l’évaluation de l’activité des antibiotiques en laboratoire hospitalier, permettant de choisir 

l’antibiothérapie qui sera administrée aux patients, doit se faire au travers de méthodes fiables 

permettant l’obtention de résultats reproductible et répétable indépendamment du technicien et du 

laboratoire, et dans un délai compatible avec des décisions thérapeutiques. L’Antibiofilmogramme® 

répond à ces attentes via un protocole standardisé incluant : 

- l’utilisation de microplaques prêtes à l’emploi contenant différentes concentrations 

d’antibiotiques sous forme congelée au fond des puits 

- une standardisation de l’inoculum par des méthodes déjà utilisées en routine pour les 

antibiogrammes (Mac Farland) 

- une automatisation de l’incubation, de la phase d’aimantation et de la lecture (en cours 

de développement par la Société Biofilm Control) 

Récemment, une étude publiée par Manner et al s’est intéressée à l’effet préventif des antibiotiques 

sur la formation de biofilm sur deux souches de S. aureus et une souche de S. epidermidis (391). La 

méthode a été réalisée en microplaque en mesurant l’activité des antibiotiques sur la formation de 

biofilm à 18 h en mesurant la biomasse totale par coloration au Cristal Violet et en mesurant la 

viabilité bactérienne par la méthode résazurine. La CMIb a été déterminée sur la base de la définition 

de Gupta correspondant à la plus faible concentration d’antibiotique réduisant de 90 % la formation 

de biofilm par rapport à la condition contrôle sans traitement (392). Les résultats obtenus avec 

l’Antibiofilmogramme® sont corrélés aux résultats de réduction de la biomasse mesurée en Cristal 

Violet dans cette étude pour les antibiotiques communs testés (clindamycine, rifampicine, acide 

fusidique, linézolide, teicoplanine, daptomycine). Ces résultats, combinés avec ceux que nous 

présentons, suggèrent que l’Antibiofilmogramme® est capable d’apporter la même information sur la 

capacité préventive des antibiotiques sur l’installation en biofilm que la méthode utilisée par Manner 

et al. De plus, l’Antibiofilmogramme® permet l’obtention d’un résultat dans un délai plus court (4 h 

contre 24 h) avec un protocole moins lourd. 

Un certain nombre de critiques peuvent être évoquées sur l’approche que nous avons choisie. L’une 

d’entre elles est que les conditions de réalisation de la méthode Antibiofilmogramme® s’éloignent 

des conditions réelles de formation du biofilm in vivo. En effet, la surface sur laquelle les bactéries 

adhèrent dans la microplaque (polystyrène) ne correspond pas au support sur lequel les bactéries se 
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trouvent confrontées lors d’une infection. Hors, nous avons vu dans l’introduction de ce document 

que ce paramètre avait un impact majeur sur l’adhésion bactérienne (393). De la même manière, le 

milieu de culture utilisé (BHI) est un milieu semi-synthétique riche éloigné de l’environnement dans 

lequel le biofilm se forme in vivo. En effet, l’environnement « patient » est complexe, correspondant 

plutôt à un milieu pauvre en nutriments et stressant pour la bactérie du fait de la pression du 

système immunitaire et de la réponse inflammatoire (125). Certains éléments qui entrent dans la 

composition in vivo de la matrice des biofilms, comme la fibrine, sont également absents dans les 

conditions actuelles de l’Antibiofilmogramme® (133). Tous ces paramètres suggèrent que le biofilm 

formé dans les modèles in vitro en microplaque est différent du biofilm formé in vivo chez le patient. 

Ces différences entre les biofilms in vitro et in vivo ont d’ailleurs été décrites dans la littérature. Ainsi, 

l’observation des biofilms par des méthodes de microscopie a montré que : i) les biofilms in vivo 

étaient plus fins que ceux obtenus in vitro, ii) la structure « en champignon » décrite dans la partie 

bibliographique n’était jamais observée in vivo (394,395). Il faut néanmoins noter que ces deux 

différences concernent les étapes de maturation du biofilm qui ne sont pas ciblées dans la méthode 

Antibiofilmogramme®. 

Au final, ces critiques peuvent être écartées car l’intérêt de l’Antibiofilmogramme® ne repose pas sur 

sa similarité avec la clinique, mais sur sa valeur prédictive. Par comparaison, les méthodes 

d’antibiogramme classiques mesurant les CMI ne cherchent pas à mimer ce qui se passe in vitro et ne 

sont pas représentatives de la réalité clinique. Les CMI sont déterminées visuellement après 18 à 24 

h d’incubation dans un milieu artificiel, le milieu Mueller-Hinton. Certaines méthodes automatisées 

parmi les plus utilisées comme la technique Vitek (bioMérieux) ne déterminent même pas les CMI 

vraies, mais se basent uniquement sur l’interprétation de cinétique de croissance en présence de 

différentes concentrations d’antibiotiques via des algorithmes pour calculer les CMI. Dans tous les 

cas, l’objectif de ces méthodes est de corréler une valeur (CMI réelle ou calculée, diamètre 

d’inhibition) obtenue via des protocoles très standardisés et reproductibles, avec des données 

cliniques de succès ou d’échecs de traitements avec les antibiotiques testés. De ce point de vue, 

l’Antibiofilmogramme® se veut dans la continuité des mesures de CMI et répond aux impératifs de 

standardisation de méthode et de reproductibilité des résultats et est donc adapté à une utilisation 

en milieu hospitalier. 

Etude de la prédictivité de l’Antibiofilmogramme® 

Afin d’étudier la valeur prédictive de l’Antibiofilmogramme®, un recueil rétrospectif de données 

cliniques et de souches d’IOA a été mis en place pendant cette thèse et a permis le recrutement de 
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105 souches bactériennes associées pour chacune d’elle à une centaine de paramètres cliniques. 

Pour chacun de ces patients, le traitement reçu a été associé à un succès (correspondant à l’absence 

de rechute clinique et/ou microbiologique par la même bactérie responsable de l’infection initiale 

dans un délai de deux ans après arrêt du traitement) ou à un échec. Parmi les 105 souches, nous en 

avons sélectionné 29 pour réaliser les essais d’Antibiofilmogramme® (15 succès et 14 échecs). En 

corrélant les résultats d’Antibiofilmogramme® avec les données cliniques, nous avons pu caractériser 

l’activité de prévention anti-biofilm de l’antibiothérapie qu’avait reçue chaque patient. L’hypothèse 

était que la prédiction du succès pouvait être améliorée par la mesure du caractère « présention du 

biofilm » de l’antibiothérapie défini par l’Antibiofilmogramme®. Nous nous attendions à ce que 

l’antibiothérapie du groupe de patient ayant conduit à un succès soit associée à l’utilisation 

d’antibiotiques prévenant la formation de biofilm de la souche responsable de l’infection. Il est 

rapidement apparu que plusieurs biais liés à la complexité des IOA nous empêcheraient de vérifier 

cette hypothèse notamment: 

- la diversité physiopathologique des situations cliniques incluant les ostéites, arthrites et 

spondylodiscite ; avec et sans matériel. 

- la diversité des antibiothérapies administrées aux patients. En effet, la durée de 

l’antibiothérapie variait de 22 jours à plusieurs années dans les cas d’un traitement 

suspensif, avec une moyenne de 199 jours. Le nombre d’antibiotiques prescrits variait de 

2 à 8 avec une moyenne à 4,52 par patient. La majorité des patients avait reçu au cours 

de leurs traitements à la fois des antibiotiques efficaces et non efficaces sur la prévention 

de la formation de biofilm sur la base de l’Antibiofilmogramme®. 

Afin de pouvoir étudier la prédictivité de l’Antibiofilmogramme®, deux autres approches ont alors été 

développées: la mise en place d’une étude clinique prospective et la réalisation d’un modèle in vivo. 

Sur la base de l'expérience acquise dans le cadre de l’étude rétrospective effectuée, une étude 

clinique prospective a été mise en place au sein des Hospices Civils de Lyon. Nous avons été en 

charge de la rédaction du dossier qui a été validé par le Comité de Protection des Personnes (CPP) 

Sud-Est II le 4 mars 2015 et enregistré à la Commission National de l’Informatique et des Libertés 

(CNIL). Par rapport au recueil rétrospectif, nous avons restreint l’inclusion des patients aux IOA sur 

matériel. De plus, les repiquages des souches sur géloses ainsi que la congélation des souches 

pouvant impacter le phénotype bactérien et par conséquent modifier les résultats 

d’Antibiofilmogramme®, un critère strict a été mis en place dans ce recueil. En effet, le nombre de 

repiquage de la souche bactérienne avant le test d’Antibiofilmogramme ne devait pas être supérieur 
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à 2 ; les souches devaient être expédiées en temps réel (± 2 jours) à BioFilm Control qui réalisait les 

essais dès réception. Cette procédure nous a permis de réaliser les essais sur des souches n’ayant pas 

subi de congélation, et par conséquent plus représentatives de leur état physiologique au moment 

de l’infection. Afin de pallier la difficulté de la diversité de l’antibiothérapie observée lors du recueil 

rétrospectif, une nouvelle hypothèse a été formulée : l’administration d’une antibiothérapie post-

chirurgicale (J0 à J+7) prévenant la formation de biofilm selon les résultats de 

l’Antibiofilmogramme® est associée à un risque plus faible de rechute.  En effet, une 

antibiothérapie post-chirurgicale empêchant le biofilm de se former permettrait au système 

immunitaire d’éradiquer les bactéries résiduelles. A l’inverse, une antibiothérapie post-chirurgicale 

ne prévenant pas la formation de biofilm permettrait aux bactéries d’ un biofilm dans un délai d’une 

semaine, réduisant l’efficacité des autres molécules administrées par la suite. Dans ce cas, il est 

possible de réaliser une étude de cohorte selon un critère de concordance entre les résultats 

d’antibiogramme et d’Antibiofilmogramme® de l’antibiothérapie administrée au patient avec comme 

critère d’efficacité la présence/absence de souches de S. aureus en fin d’antibiothérapie. Les patients 

sont alors divisés en trois groupes : 

- Concordant : résultat de l’antibiogramme sensible et Antibiofilmogramme® sensible pour au 

moins 1 antibiotique prescrit pendant les 7 jours suivant la chirurgie. 

- Discordant : résultat de l’antibiogramme sensible et Antibiofilmogramme® résistant pour 

l’ensemble des antibiotiques prescrit pendant les 7 jours suivant la chirurgie. 

- Autre : tous les autres cas. 

Il est possible de calculer le risque relatif (RR) mesurant l’association entre les succès ou échecs 

thérapeutiques et les résultats d’Antibiofilmogramme®. Sur la base d’un taux de rechute de 30 %, 

d’un taux de concordance de 50 %, et en émettant l’hypothèse que l’association sera forte entre le 

groupe concordant et l’absence de rechute (90 %), une inclusion de 40 patients permettrait de 

mettre en avant un RR = 5 et un Odds Ratio = 9, significative à un risque d’erreur alpha = 0,05 selon le 

test de Fisher. L’étude est en cours et totalise actuellement une trentaine de patients inclus. 

Néanmoins, les délais important d’inclusion et de suivi des patients (jusqu’à 1 an après arrêt du 

traitement) nous ont conduits à élaborer une autre approche permettant d’évaluer la prédictivité de 

l’Antibiofilmogramme® dans des délais compatibles avec les contraintes du projet BIOFILM. 

Nous avons choisi de nous tourner vers la mise au point d’un modèle in vivo original d’infection sur 

cathéter en position sous cutané chez la souris, en collaboration avec le laboratoire Vivexia sous la 
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direction du Dr Delphine Croisier. Nous avons étudié l’activité préventive de la cloxacilline sur 

l’installation en biofilm en utilisant 3 souches de S. aureus. Le choix s’est porté sur cette molécule en 

raison de son rapport CMIb/CMI élevé et d’un ajustement possible du modèle pharmacocinétique 

pour atteindre in vivo ces concentrations cibles. L’objectif était de démontrer que la CMIb 

déterminée in vitro par l’Antibiofilmogramme® était prédictive de l’action préventive de 

l’antibiotique sur la formation de biofilm in vivo. L’approche originale de cette méthode a reposé 

sur la comparaison de deux posologies d’un même antibiotique, ciblant des concentrations sériques 

correspondant à la CMI et à la CMIb. Les résultats pour les 3 souches testées ont montré une 

réduction faible ou nulle de la colonisation des cathéters à la concentration sérique correspondant à 

la CMI, et à l’inverse une réduction de 2 à 3 logs à la concentration sérique correspondant à la CMIb. 

Au final, le modèle utilisé suggère que la valeur de la CMIb de la cloxacilline mesurée in vitro par 

l’Antibiofilmogramme® est corrélée à une activité de cet antibiotique sur la prévention de la 

formation d’un biofilm in vivo, c’est-à-dire dans un environnement complexe faisant intervenir 

l’ensemble des paramètres in vivo incluant le système immunitaire. 

Cependant une critique possible de ce modèle est que la diminution de colonisation observée 

pourrait être due uniquement à la plus forte concentration d’antibiotique administrée et à l’effet 

bactéricide induit. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de compléter ces travaux en 

utilisant un antibiotique ne prévenant pas la formation de biofilm sur la base de 

l’Antibiofilmogramme®, comme la fosfomycine. On peut alors s’attendre à ne pas observer de 

différence de colonisation malgré une augmentation des doses administrées à l’animal. Cette 

approche permettrait de montrer que l’Antibiofilmogramme®, en plus d’être capable de déterminer 

la concentration nécessaire à la prévention de la colonisation d’un matériel, est également capable 

d’identifier les antibiotiques n’ayant pas d’action préventive in vivo sur les biofilms. Une autre 

approche afin de se rapprocher des conditions cliniques des IOA serait d’utiliser d’autres modèles 

animaux. En effet, l’action préventive de la cloxacilline sur la colonisation du matériel n’a été étudiée 

que sur un cathéter en position sous cutanée. L’utilisation de modèles d’infections sur prothèse 

articulaire chez le lapin permettrait l’étude de l’activité des antibiotiques sur la formation de biofilm 

dans un environnement osseux et sur un matériel prothétique (396). 

Utilisation clinique de l’Antibiofilmogramme® 

La CMIb déterminé par l’Antibiofilmogramme® apparaît comme un nouveau paramètre permettant 

d’améliorer la prise en charge des patients dans les situations cliniques où le risque de formation 

d’un biofilm est élevé. Ainsi, nous avons vu dans la revue de la littérature que le risque de 
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colonisation du matériel lors d’une bactériémie à S. aureus est élevé, atteignant 30 % à 40 % selon les 

études (Cf. 1.2.1). La prise en charge des bactériémies débute généralement par une antibiothérapie 

probabiliste après  réalisation d’hémocultures. Par la suite, l’antibiothérapie est adaptée 

séquentiellement sur la base de l’identification du germe et de l’antibiogramme (397). Dans le cas 

d’une bactériémie à S. aureus, les hémocultures peuvent se positiver après quelques heures et 

jusqu’à 5 jours d’incubation. L’isolement du germe nécessite par la suite 18 à 24h supplémentaire. Il 

est donc possible de disposer des résultats d’Antibiofilmogramme® 4 h après l’obtention des 

colonies, soit 30 h à 6 jours post-prélèvement d’hémoculture. Il faut cependant ajouter un délai entre 

le début des symptômes et le prélèvement qui peut être important, notamment pour les patients 

non hospitalisés. Ce délai semble impacter le risque de colonisation des prothèses en cas de 

bactériémie comme le suggère le fait que la majorité des souches isolées ont une origine 

communautaire, et non hospitalière (20,398,399). D’après ces études, le diagnostic et 

l’antibiothérapie empirique rapide dont bénéficient les patients déjà hospitalisés au moment de la 

bactériémie, est associés à un plus faible risque de colonisation du matériel. Les données 

d’Antibiofilmogramme® pourraient donc servir pour les patients porteurs de prothèse présentant 

une bactériémie en dehors de l’hôpital. Une étude clinique est nécessaire pour savoir si 

l’administration d’un traitement efficace sur la base de l’Antibiofilmogramme® peut être associée à 

un plus faible risque de colonisation, malgré le délai entre i) la bactériémie et donc l’initiation 

possible de la formation d’un biofilm et, ii) l’adaptation de l’antibiothérapie sur le base de 

l’Antibiofilmogramme®. 

L’Antibiofilmogramme® pourrait également apporter une aide précieuse lors de la prise en charge 

des changements de prothèse en cas d’infection à staphylocoques. Pour la majorité des patients, la 

prise en charge débute par un acte chirurgical, associé en préopératoire ou en post-opératoire 

immédiat à une antibiothérapie. Selon la situation clinique, le matériel peut être conservé 

(arthrotomie-lavage) ou retiré avec une réimplantation en 1 temps ou en 2 temps. Dans toutes ces 

situations, des bactéries résiduelles au niveau du site opératoire et donc en contact avec le matériel 

peuvent être présentes. Le risque de recolonisation du matériel est donc important. En effet, un 

modèle in vivo a montré que 102 UFC étaient suffisantes pour induire une infection en présence de 

matériel contre plus de 108 UFC en l’absence de matériel (18). Dans certaines situations, la bactérie 

responsable de l’infection est connue au moment de la repose de la prothèse (en cas d’hémocultures 

positives, de biopsies ou ponctions articulaire préopératoires), offrant l’opportunité de réaliser un 

Antibiofilmogramme® et de disposer des résultats au moment du choix de l’antibiothérapie post-

chirurgicale. Les recommandations Nord-Américaines et de la SPLIF incluent les β-lactamines et les 
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glycopeptides (2,52). Or, nous avons pu observer que la capacité de prévention de la formation de 

biofilm de ces molécules était souche-dépendante. Il est donc possible que l’Antibiofilmogramme® 

puisse identifier un facteur de risque lié à l’utilisation de ces molécules en fonction de la souche, 

permettant d’orienter alors l’utilisation d’autres antibiotiques également recommandée, et 

possédant une activité préventive sur les biofilms, comme la clindamycine ou le linézolide. 

Mesure de l’efficacité des traitements curatifs sur les biofilm formés 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’Antibiofilmogramme® mesure l’effet préventif des 

antibiotiques sur l’installation en biofilm, et non l’effet curatif sur un biofilm installé. Afin d’être 

compatible avec une utilisation en routine hospitalière, une méthode mesurant l’effet curatif des 

biofilms doit être : i) reproductible, ii) standardisée, iii) utilisable en routine et iv) haut débit (mesure 

de plusieurs conditions (antibiotiques) en un seul test). Actuellement, les méthodes en microplaque 

96 puits associant une mesure de la biomasse en Cristal Violet et/ou une mesure de la viabilité par 

résazurine ou dénombrement sur gélose, ainsi que la méthode du Calgary Biofilm Device, répondent 

aux critères de standardisation et de haut débit (195,196,400,401). Cependant, les résultats 

manquent de reproductibilité en raison des étapes de rinçage nécessaires, à l’élimination des 

bactéries planctoniques, de l’antibiotique ou des colorants. Nous avons vu dans le troisième travail 

présenté dans cette thèse que l’utilisation d’une méthode de rinçage par la vapeur associée à une 

mesure de la biomasse par reprise du biofilm en milieu PBS et une mesure de la viabilité des 

bactéries par dénombrement des colonies sur gélose, permettait d’obtenir des résultats répétables 

et reproductibles. Cette technique devra être cependant standardisée et optimisée afin d’être 

adapté à une utilisation dans un laboratoire de routine (automatisation du rinçage, mesure de la 

viabilité par résazurine permettant l’obtention du résultat 24 h avant la méthode de 

dénombrement). Cette approche, combinée avec l’Antibiofilmogramme®, permettrait aux 

laboratoires hospitaliers de se doter de techniques fiables pour l’étude de l’activité des antibiotiques 

sur les biofilms, aussi bien sur l’aspect préventif que curatif. Cependant, des études cliniques 

démontrant que les mesures d’efficacité des traitements sur un biofilm formé permettraient 

d’améliorer la prise en charge des patients sont nécessaires. 

Lien entre la capacité de formation de biofilm et le fond génétique 

Dans le deuxième travail présenté dans cette thèse, nous avons montré que la capacité de formation 

de biofilm était variable d’une souche à l’autre et qu’une corrélation pouvait être établie avec le fond 

génétique des souches (regroupés en fonction de leur affiliation à un complexe clonal). Une 
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approche originale menée dans cette étude a consisté à caractériser la formation de biofilm d’un 

point de vue quantitatif (réalisation de cinétiques d’adhésion en BioFilm Ring Test® et évaluation de 

la production de biofilm mature en Cristal Violet) et qualitatif (détection des composants nécessaires 

à l’initiation du biofilm (ADNe et protéines) au travers de l’utilisation d’enzymes dégradant 

spécifiquement ces composants (DNase et protéinase K)). 

Nous avons pu observer que les souches appartenant au CC30 présentaient une cinétique d’adhésion 

significativement plus lente que les autres CC en BioFilm Ring Test. Cependant, les tests statistiques 

appliqués aux cinétiques d’adhésion ont été réalisés heure par heure sans tenir compte de l’allure 

globale de la courbe. Afin de pallier à ce problème, une collaboration a été initiée avec le service de 

biostatistique des HCL et a conduit au recrutement d’un étudiant en Master 2. L’objectif du projet est 

de mettre en place une méthode d’analyse des données via des modèles de mélange permettant de 

regrouper les cinétiques partageant une trajectoire commune (400). L’étude est en cours et pourrait 

permettre à l’avenir de disposer de modèles mathématiques et statistiques robustes pour l’analyse 

des résultats de cinétique en BioFilm Ring Test®.  

Nous avons également pu observer que les souches appartenant au CC30 présentaient une 

proportion de souches CMIb-S à la cloxacilline, teicoplanine et vancomycine plus importante que la 

moyenne de l’ensemble des souches testées. Cependant, en raison de l’effectif faible des souches 

incluses, aucune corrélation statistique n’a pu être faite entre l’affiliation au CC et les résultats 

d’Antibiofilmogramme®. L’inclusion de nouvelles souches est en cours et pourrait permettre à 

l’avenir d’établir des liens entre le taux de succès et d’échec de la prise en charge des IOA et des 

facteurs bactériens comme la capacité de formation de biofilm ou l’appartenance de la souche à un 

CC.  
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3 PERSPECTIVES 

La plaque Antibiofilmogramme® pour les IOA a été conçue afin de pouvoir déterminer les CMIb après 

4h d’incubation, par une mesure de l’intensité du spot généré par les microbilles après aimantation. 

Une approche intéressante serait de tester s’il est possible de déterminer les CMI à partir de la 

même plaque, en laissant se poursuivre l’incubation pendant 18h, et en mesurant non plus 

l’immobilisation des billes, mais simplement la croissance bactérienne par absorbance (turbidité du 

milieu). Cette approche demande cependant des étapes d’optimisation. Actuellement, la lecture de 

CMIb ne peut se faire qu’après l’ajout d’un liquide de contraste (opacifiant) à la surface des puits, ce 

qui empêche toute mesure ultérieure de DO dans les puits. Une alternative au liquide de contraste 

pourrait être d’utiliser pour les plaques, un ”capot” opaque blanc mimant le liquide de contraste 

actuellement utilisé. Cependant, des phénomènes optiques altérant l’acquisition de l’image 

constituent à l’heure actuelle un verrou technologique qui devra être résolus. De plus, les spots 

générés au centre des puits pourraient altérer la mesure d’absorbance. La solution pourrait être 

d’effectuer une lecture excentrée, le trajet optique ne traversant plus alors le spot généré par les 

microbilles. Néanmoins, l’immobilisation partielle des billes dans la zone de passage du faisceau 

pourrait là encore poser des problèmes. Une dernière solution serait un transfert des suspensions 

obtenues après 18h d’incubation dans chacun des puits, dans une plaque jumelle pour assurer une 

lecture simple de la turbidité de chaque puits. Cette approche induit un coup ainsi qu’une étape de 

transfert qui pourrait être automatisée. 

Dans notre étude, les Antibiofilmogrammes® ont été réalisés sur 29 souches de S. aureus d’IOA pour 

11 antibiotiques classiquement utilisés pour ce type d’infection. Chaque antibiotique a été testé à 8 

concentrations différentes selon un schéma de dilution d’ordre 2 encadrant les concentrations 

critiques (tableau 6). Les essais ont été réalisés en plaque 96 puits, la première colonne étant 

consacré aux conditions contrôles de croissance (4 puits) et de stérilité (4 puits). Au vu des résultats 

obtenus, il semble possible d’optimiser la plaque Antibiofilmogramme® en diminuant le nombre de 

puits testés sans perte d’information. 

Dans l’hypothèse où les CMI sont déterminés à partir des plaques Antibiofilmogramme®, la 

catégorisation clinique des souches en sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) nécessite 

d’inclure uniquement les concentrations critiques c et C. La souche est interprétée résistante en cas 

de croissance à ces deux concentrations, intermédiaire en cas de croissance uniquement à la 
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concentration c, et sensible en l’absence de croissance à ces deux concentrations. Pour la plupart des 

antibiotiques testés, l’EUCAST-CASFM n’a défini qu’une seule concentration critique (c = C) limitant 

l’interprétation à seulement deux catégories, ”sensible” ou ”résistant”. Pour la plaque 

Antibiofilmogramme® pour les IOA, seuls 13 puits sont donc nécessaires pour catégoriser 

cliniquement les souches pour les 11 antibiotiques actuellement inclus. 

Tableau 6 : Plan de la plaque Antibiofilmogramme® pour les IOA à staphylocoques représentant les 
concentrations d’antibiotiques testées. Les lignes rouges représentent les concentrations critiques 

définies selon les recommandations EUCAST-CASFM 2016. 

Dans la même logique de diminution du nombre de puits, lorsque l’on regarde les résultats obtenus 

sur les 29 souches de S. aureus d’IOA, on constate que la répartition des CMIb est très variable selon 

l’antibiotique testé (tableau 7). 

Tableau 7 : Répartition en pourcentage des résultats d’Antibiofilmogramme® obtenus sur la 
collection de 29 S. aureus d’IOA en fonction du plan de la plaque Antibiofilmogramme® pour les 

IOA. Les lignes rouges représentent les concentrations critiques définies selon les 
recommandations EUCAST-CASFM 2016. 

On peut observer que l’intégralité des CMIb de la fosfomycine sont supérieures à la concentration la 

plus forte testée (puits A6 = 128 µg/mL). Cet antibiotique ne semble pas efficace pour prévenir la 

formation de biofilm chez S. aureus. Si ce résultat était confirmé sur un nombre plus important de 

souches, cet antibiotique pourrait être retiré de la plaque. A l’inverse, les CMIb de la rifampicine sont 

systématiquement inférieures à la concentration la plus faible testée (puits H8 = 0.0625 µg/mL). Il 

serait intéressant de diminuer la gamme de concentration, afin de pouvoir déterminer les CMIb. 

Enfin, la distribution pour les autres antibiotiques varie entre 3 et 7 concentrations, permettant alors 

de réduire la gamme de 1 à 5 puits selon la molécule testée. Il est à noter que la souche ayant une 

CMIb à 16 µg/mL à la clindamycine (puits A12) est une souche résistante ayant une CMI = 16 µg/mL, 

Contrôle Cloxacilline Téicoplanine Vancomycine Daptomycine Fosfomycine Ofloxacine Rifampicine Gentamicine Acide Fusidique Linézolide Clindamycine

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A negative 16 16 16 8 128 64 8 8 8 16 16

B positive 8 8 8 4 64 32 4 4 4 8 8

C negative 4 4 4 2 32 16 2 2 2 4 4

D positive 2 2 2 1 16 8 1 1 1 2 2

E negative 1 1 1 0.5 8 4 0.5 0.5 0.5 1 1

F positive 0,5 0.5 0.5 0.25 4 2 0.25 0.25 0.25 0.5 0.5 

G negative 0,25 0.25 0.25 0.125 2 1 0.125 0.125 0.125 0.25 0.25 

H positive 0,125 0.125 0.125 0.0625 1 0.5 0.0625 0.0625 0.0625 0.125 0.125 

Contrôle Cloxacilline Téicoplanine Vancomycine Daptomycine Fosfomycine Ofloxacine Rifampicine Gentamicine Acide Fusidique Linézolide Clindamycine

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A negative 10% 10% 17% 90% 100% 3% 48% 3%

B positive 14% 17% 7% 7% 24% 41%

C 45% 17% 28% 3% 10% 10% 7%

D 21% 55% 31% 31% 17% 59%

E 10% 17% 17% 45% 24%

F 7% 28% 3%

G 7% 10% 7% 10%

H 100% 86%
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empêchant par conséquent l’utilisation de cet antibiotique dans cette situation clinique. Au final, il 

semble possible de pouvoir restreindre les gammes de concentrations d’antibiotiques testées. Dans 

notre exemple, 46 puits sur les 84 contenants des antibiotiques pourraient être retiré. Ces résultats 

sont cependant préliminaires en raison du nombre faible de souche testée (n=29), de la provenance 

monocentrique des souches, et de la représentation d’une seule espèce pour un seul type 

d’infection. De plus, les souches incluses ont un profil multi-sensible, ne permettant pas de conclure 

sur l’effet de mécanisme de résistance dans la formation du biofilm. 

En conclusion, nous avons vu que le nombre de conditions nécessaires pour catégoriser cliniquement 

les CMI des souches pour les 11 antibiotiques n’est que de 13 puits. Les gammes de concentrations 

testées pour les CMIb peuvent être réduites, tout comme le nombre de conditions contrôle (1 puits 

pour le témoin de croissance, 1 puits pour le contrôle stérilité). En procédant ainsi, il est possible de 

gagner potentiellement 48 puits, soit près de 50 % de la plaque. 

Cette optimisation permettrait d’inclure de nouveaux antibiotiques utilisés en clinique dans la 

plaque des IOA, comme la ceftaroline, une céphalosporine de 5ème génération possédant une activité 

contre les SARM et ayant montré son efficacité sur des modèles in vivo d’IOA (402,403), la 

pristinamycine, un antibiotique non recommandé mais offrant une alternative thérapeutique 

intéressante (404), et qui est utilisé par certaine équipes française pour le traitement des IOA malgré 

l’absence de consensus, le cotrimoxazole, ou la céfazoline à l’origine utilisée en antibioprophylaxie, 

et utilisée actuellement en thérapeutique suite à une rupture mondiale de la cloxacilline 

Il est important de noter que les recommandations concernant l’antibiothérapie des IOA sur matériel 

spécifient de débuter le traitement en associant deux molécules (2,52). En effet, l’association 

d’antibiotiques possède plusieurs avantages dont : i) l’obtention possible d’une synergie, ii) 

l’élargissement du spectre d’activité en cas de traitement probabiliste, iii) la prévention de 

l’émergence de mutants résistants. Il serait intéressant de tester les associations sur la base des 

recommandations thérapeutiques des IOA, afin d’être en adéquation avec les traitements cliniques 

utilisés. Cependant, la détermination des concentrations à inclure dans le test est complexe, en 

raison du nombre important de conditions pouvant être testées (variation de la concentration de 

l’antibiotique A et de l’antibiotique B induisant une multitude de combinaisons). Des études 

d’optimisation ciblant les concentrations clefs sont nécessaires afin de pouvoir inclure cette 

approche dans les plaques Antibiofilmogramme®.  

Enfin, dans la revue de la littérature effectuée dans ce document, nous avons pu voir que la plupart 

des antibiotiques pouvaient, à faible concentration, induire la formation de biofilm (Cf. 2.1.4 Effet 
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d’induction). Ces concentrations sub-inhibitrices peuvent être retrouvées dans un contexte infectieux 

chez l’homme en raison de la posologie, de la voie d’administration, de la mauvaise diffusion de 

certaines molécules au niveau osseux, et de la difficulté de diffusion au niveau des biofilms (368). 

L’administration d’un antibiotique favorisant la formation de biofilm pourrait alors constituer un 

facteur de risque dans la prise en charge des patients. Certaines études ont mise en avant que ce 

phénomène était souche dépendant, notamment chez S. aureus  (370), suggérant l’intérêt d’avoir un 

test en routine hospitalière qui permettrait d’identifier les souches pour lesquelles l’administration 

d’un antibiotique favoriserait la formation de biofilm.  

 

Au final, l’Antibiofilmogramme® pourrait à l’avenir combiner 2 informations complémentaires sur 

l’activité des antibiotiques permettant d’affiner le choix de l’antibiothérapie administrée aux 

patients : 

- la classique CMI, reflétant l’efficacité de l’antibiotique sur les bactéries planctoniques et 

permettant de catégoriser cliniquement les souches S, I ou R. 

- la CMIb, permettant de sélectionner parmi les antibiotiques efficaces sur les bactéries 

planctoniques (CMI) ceux possédant en plus une activité préventive sur la formation de 

biofilm. 

 

Enfin, le nombre de nouvelles molécules et de nouvelles classes de molécules décrites ayant une 

activité sur les biofilms ne cesse d’augmenter. De nombreux projets de recherche visent à en 

découvrir de nouvelles grâce au développement de techniques de criblage haut débit (232,405–407). 

À l’avenir, plusieurs de ces molécules pourraient obtenir une autorisation de mise sur le marché 

permettant leur utilisation en thérapeutique. Tout comme ce fut le cas pour les antibiotiques, leur 

emploi s’accompagnera probablement d’une adaptation bactérienne conduisant à l’acquisition de 

mécanismes de résistance à ces molécules. Il sera alors nécessaire de tester la sensibilité des souches 

avant de les administrer aux patients. Dans ce contexte, il sera nécessaire de disposer de tests 

diagnostiques fiables et reproductibles pour étudier l’efficacité de ces molécules sur les biofilms 

bactériens, concernant aussi bien leur activité préventive que curative. L’antibiofilmogramme® et la 

méthode de rinçage à la vapeur et quantification en PBS qui ont été développé et optimisé au cours 

de cette thèse représentent un ensemble technologique pouvant répondre à ces besoins futurs. 
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4 ANNEXE 

4.1 Premier article: Adaptive processes of Staphylococcus aureus 

isolates during the progression from acute to chronic bone and joint 

infections in patients. 
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4.2 Deuxième article: Effects of antibiotics on biofilm and 

unattached cells of a clinical Staphylococcus aureus isolate from 

bone and joint infection.
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4.3 Troisième article: Antimicrobial activity against 

intraosteoblastic Staphylococcus aureus. 
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4.1 Quatrième article: Rapid bench identification of methicillin-

sensitive and methicillin-resistant Staphylococcus aureus: A 

multicenter comparative evaluation of Alere PBP2a Culture 

Colony Test (Alere) Versus Slidex MRSA detection (bioMérieux) 
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4.2 Protocole de l’étude clinique prospective 

DEMONSTRATION DE LA VALEUR CLINIQUE DU TEST 

ANTIBIOFILMOGRAMME® DANS LES INFECTIONS OSTEO-ARTICULAIRES 

(IOA) A STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

1. Justification de l’étude 

Etat de l’art sur les Biofilms 

Les bactéries se caractérisent par deux modes de vie radicalement différents : le mode 

planctonique et le mode sessile. Le premier correspond à une population bactérienne libre et 

isolée en suspension dans un environnement liquide. Un passage en mode sessile s’opère dès 

que la communauté bactérienne commence à se fixer sur un support solide et sécrète des 

substances visqueuses pour former un biofilm (408). C’est en 1978 que John William 

Costerton a proposé le terme de biofilm en suggérant que ce serait le mode de vie naturel de la 

plupart des micro-organismes (409). 

 

Figure : Séquence de développement du biofilm en trois phases : étape d’adhésion au 

support, étape de croissance (développement de microcolonies et synthèse de la matrice) et 

étape de détachement des cellules et retour à l’état planctonique (Center for Biofilm 

Engineering, Bozeman, Montana, USA, 2003). 

Le passage en mode biofilm a fréquemment lieu chez la plupart des espèces selon une 

dynamique propre à chaque souche, définissant un caractère souvent relié à sa virulence et 

pouvant être modulé voire induit par le traitement antibiotique lui-même ou par d’autres 

situations de stress (410,411). Les biofilms sont connus pour être très résistants aux 

traitements antibiotiques et sont suspectés d’être en grande partie responsables des échecs 

thérapeutiques, des infections sur prothèse et sur matériel médical (cathéters veineux-

centraux, chambres implantables, etc…)(412). 

Les biofilms pathogènes sont impliqués dans une large gamme de maladies infectieuses : 65 

% des infections recensées chez l'Homme dans les pays développés sont causées ou 

entretenues par des biofilms, et plus de 80% des infections bactériennes chroniques le sont 

(413). Le National Institute of Health (NIH) rapporte également que 80% des maladies 
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infectieuses sont causées par des organismes dans un état biofilm et que les biofilms sont la 

principale cause de certaines infections chroniques pulmonaires qui sont plus difficiles à 

traiter que les infections classiques (410). 

A ce jour, le paramètre le plus souvent utilisé pour évaluer l’effet d’un antibiotique est la 

valeur de la plus petite concentration en antibiotique nécessaire pour inhiber la croissance 

d'une bactérie (CMI). La CMI explore donc l’effet bactériostatique ou bactéricide des 

bactéries planctoniques. L’antibiogramme qui est le système de diagnostic largement utilisé 

pour déterminer le traitement antibiotique probabiliste est efficace mais doit faire face à 

certaines limites : 

 Le comportement biofilm des germes est non visible ; 

 L’hétérogénéité d’interprétations sensibilité / intermédiaire / résistance (S/I/R) entre 

pays rend les résultats difficilement exploitables dans certains cas ; 

 la révision régulière des concentrations critiques par l’EUCAST ou équivalent. 

 

En conséquence, il apparait nécessaire que les tests antibiogrammes évoluent pour prendre en 

compte ce caractère biofilm. 

Etat de l’art des antibiogrammes actuels 

L’antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité d’un germe à un ou plusieurs 

antibiotiques dans le but d’adapter au mieux l’antibiothérapie dans un contexte infectieux. Il 

s’agit d’un traitement probabiliste. Les techniques de réalisation des antibiogrammes n’ont 

cessé d’évoluer depuis une vingtaine d’années avec les progrès de l’automatisation. Ceci a 

permis de diminuer les temps d’attente dans une optique d’optimisation de la qualité des 

soins, mais également de tenter de standardiser au mieux les antibiogrammes. 

Les techniques conventionnelles n’ont pas disparu pour autant, comme la méthode de Kirby-

Bauer (analyse multi variée des diamètres des zones d’inhibition). Cette méthode est attractive 

car elle est facilement réalisable par le laboratoire puisqu’elle ne demande pas d’équipement 

sophistiqué et exploite souvent les données provenant directement des analyses de routine. 

Cependant, son désavantage majeur est son caractère éminemment manuel. 

Les tests antibiogrammes doivent constamment s’adapter aux évolutions des concentrations 

critiques établies par l’EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing). Ces concentrations tendent à diminuer de façon à générer une réponse claire « R » 

ou « S » sans catégorie « intermédiaire », très problématique à intégrer dans la prescription de 

l’antibiothérapie.  

De toutes les méthodes Antibiogrammes validées et utilisées en laboratoires aucune ne prend 

en compte le comportement biofilm des organismes étudiés. 

Etat de l’art sur le BioFilm Ring Test® et le système VITEK® 

Le BioFilm Ring Test® (BFRT) développé par BioFilm Control, fonctionne en format 

microplaque 96 puits (standard ANSI/SBS – American National Standard Institute / Society 
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for Biomolecular Screening). Ce test permet d’évaluer l’activité des antibiotiques sur 

l’installation des microorganismes en biofilm. Son principe est de visualiser le déplacement 

macroscopique de microbilles magnétisables le long d’une surface sous l’action d’un aimant. 

Ce déplacement est modulé par la présence d’obstacles microscopiques (bactéries), par la 

viscosité à proximité de la surface (induite par les macromolécules incluses dans le biofilm), 

par des interactions moléculaires et la viscoélasticité de la surface (l’adsorption de macro-

molécules sécrétées par les bactéries). 

Le BFRT a été validé scientifiquement par 13 publications scientifiques et est utilisé par plus 

de 30 équipes INSERM, CNRS, Universitaires, INRA… françaises et internationales (414). 

Ce test a été décrit de façon indépendante comme étant le plus sensible pour détecter le 

comportement biofilm (415). 

 

Figure : Présentation graphique du BioFilm Ring Test® 

Le BFRT permet la possibilité d’une première lecture antibiogramme en dilution 

conventionnelle suivi d’une 2
e
 lecture complémentaire sur le comportement biofilm, apportant 

donc un complément d’information précieux et innovant sans imposer au milieu médical 

(414) une rupture pure et simple. En plus de l’information biofilm, la technologie BFRT 

donne le plus souvent des résultats en moins de 6 heures et laisse donc déjà entrevoir la 

possibilité de réduire les délais de rendu de résultats pour la validation du choix 

d’antibiotiques, qui aujourd’hui dépassent souvent les 8 heures, voire 24 heures si les résultats 

interviennent en dehors des heures de travail ouvrés. 
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A ce jour, c’est la seule technique « biofilm » industrialisable, automatisable, permettant 

d’apporter une information nouvelle sur le comportement biofilm (adhésion rapide, lente, 

intermittente...) avec la possibilité d’un gain de temps. C’est la seule technologie « biofilm » 

pouvant entrer dans les laboratoires d’analyses médicales (hospitaliers ou de ville). 

Partenaire du projet FUI BIOFILM, la société bioMérieux commercialise la technologie 

VITEK®2, largement éprouvée, qui fournit les résultats antibiogrammes standards en 8-10h 

en moyenne. Cette technologie utilise un format spécial, des cartes contenant un circuit micro-

fluidique alimentant 64 cellules contenant les antibiotiques testés. La technologie Vitek®2 

réduit les tâches de préparation et de standardisation de l'inoculum pour le microbiologiste, en 

gérant les phases d'incubation et de lecture, ainsi qu'en garantissant l'entière traçabilité au 

moyen de codes-barres prédéfinis. 

Sur le plan pratique, la technologie BFRT peut s’intégrer parfaitement à la technologie 

VITEK®, permettant d’obtenir des résultats de caractérisation des germes, d’antibiogramme 

et de comportement biofilm en moins de 6 heures, ce qui correspond à un avantage clé si l’on 

considère que les résultats de l'antibiogramme sur VITEK® 2 peuvent être disponibles à partir 

de 5 heures (temps moyen : 8-10 heures). 

Description générale de la recherche 

Ce projet se place dans un contexte de multiplication des cas de résistances aux antibiotiques 

(416) et de rareté des nouveaux antibiotiques mis sur le marché. Il est donc crucial 

d’optimiser les recommandations en antibiothérapie apportées aux praticiens. 

Il est bien établi à ce jour que les bactéries présentent deux comportements : planctonique et 

biofilm (417,418). Le premier correspond à une population bactérienne libre et isolée dans un 

environnement liquide. Le deuxième s’opère dès que les bactéries commencent à se fixer sur 

un support solide et sécrètent des substances visqueuses pour former un biofilm. Les bactéries 

en mode biofilm sont plus résistantes aux agressions extérieures notamment aux biocides et 

aux antibiotiques. Dans le domaine de la santé, les biofilms se développent sur de très 

nombreuses surfaces tels les cathéters, les valves, les prothèses… mais aussi les dents, la 

peau, les muqueuses…  

Le praticien dispose seulement d’informations sur le comportement planctonique testé avec 

les antibiogrammes actuellement disponibles.  

Concernant les biofilms, la littérature indique qu’une fois installé, ils peuvent être éradiqués 

par des doses antibiotiques de l’ordre ×100 à ×1000 (417,418), mais ce n’est pas exploitable 

en antibiothérapie. Par contre, autour des doses thérapeutiques, des effets d’induction de 

comportement biofilm avec des conséquences sur la durée de rémission et/ou sur la récidive 

puis l’entrée en chronicité, et in fine sur le développement de résistances, sont bien 

documentées (414,419–423). 

Pour toutes ces raisons, le praticien, qu’il soit microbiologiste ou clinicien, souhaiterait 

disposer d’informations sur ce comportement biofilm. 
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Pour répondre à ce besoin, la société BioFilm Control apporte une solution technologique 

nouvelle, le BioFilm Ring Test® (424) et son application en diagnostic in vitro appelée 

antibiofilmogramme®. 

 L’antibiofilmogramme® permet d’évaluer l’efficacité des antibiotiques à inhiber 

l’installation des microorganismes en biofilm. C’est un test phénotypique, le résultat 

sera correct même si une mutation nouvelle est à l’origine d’un nouveau type de 

résistance, ce qui est un avantage clé par rapport aux tests génotypiques. 

 L’antibiofilmogramme® peut donner un résultat en moins de 6 heures. Ce gain de 

temps est un critère important dans un contexte où les analyses sont de plus en plus 

centralisées et réalisées en masse. 

 

Hypothèses principales 

L’installation et le développement de biofilm bactérien in vitro en présence d’antibiotique 

sont corrélés à une moindre efficacité de l’antibiotique chez le patient. Parmi les antibiotiques 

pour lesquels une souche pathogène est sensible en phénotype planctonique selon les tests 

usuels, certains induisent une installation en biofilm. Les antibiotiques capables d’empêcher 

l’installation en biofilm présenteraient donc un avantage en antibiothérapie (meilleur temps de 

rémission, moins de risque de récidive…), permettant d’améliorer les recommandations 

apportées au clinicien. 

 

2. Objectifs principaux et secondaires 

Objectif principal 

- Etablir une concordance en cas de succès thérapeutique ou d’échec thérapeutique entre les 

antibiotiques prescrits au patient et les antibiotiques recommandés sur la base d’un test 

dénommé Antibiofilmogramme®. En cas de récidive après ou en cours de traitement 

nécessitant une nouvelle intervention chirurgicale, le prélèvement réalisé sur site 

infectieux sera utilisé pour déterminer si la souche responsable de la récidive est bien 

identique à la souche d’origine (indiquant une rechute de l’infection), ou si elle 

correspond à une nouvelle infection (indiquant une ”super-infection”). 

Objectifs secondaires 

- Apporter une information complémentaire à celle apportée par l’antibiogramme, portant sur 

la capacité des souches cliniques de S. aureus issues d’IOA à former du biofilm en présence 

d’antibiotiques. 

- Etablir une tendance de résistance / sensibilité aux antibiotiques pour la formation de 

biofilms sur les souches cliniques de S. aureus 

3. Dose, durée 

Non applicable 

4. Plan expérimentale, méthodologie 

Il s’agit d’une étude prospective observationnelle multicentrique incluant l’ensemble des 

patients des services d’orthopédie des CHUs de Lyon, Clermont-Ferrand, Grenoble, 
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Nîmes et Strasbourg présentant une infection monomicrobienne à S. aureus sur prothèse 

de hanche ou de genou, ou sur matériel d’ostéosynthèse. 

L’inclusion d’un patient dans l’étude n’impactera pas la prise en charge usuelle 

effectuée par les services (pas de consultation ou prélèvement additionnel, durée de suivi 

identique) puisqu’il ne s’agira que d’un recueil des souches isolées à partir des 

prélèvements réalisés dans le cadre des soins courants.  

Démarche : 

 - Vérification de l’adéquation des caractéristiques du patient avec les critères d’inclusion et 

d’exclusion de l’étude. 

- Recueil des données cliniques, biologiques et bactériologiques nécessaires à partir du dossier 

clinique. 

- Repiquage, conservation et expédition de la souche clinique responsable de l’infection. Lors 

de chaque visite (initiale, ou suite à un échec thérapeutique), un prélèvement sera effectué 

selon les procédures habituelles à chaque centre pour identification et antibiogramme. Les 

souches de S. aureus utilisées pour effectuer cet antibiogramme sont ensuite envoyées à 

BioFilm Control et à bioMérieux (partenaire du projet FUI Biofilm) en temps réel (± 2 jours) 

par transporteur (il s’agit des boites de Pétri en triple-emballage selon les procédures en 

vigueur et à température ambiante). 

BioFilm Control     bioMérieux 

Rue E. Duclaux     (à l’attention de Christine Franceschi) 

Biopole Clermont-Limagne    3 route de Port Michaud 

63360 SAINT-BEAUZIRE    38390 LA BALME LES GROTTES 

 

BioFilm Control effectuera les antibiofilmogrammes, de même que bioMérieux , et mettra les 

échantillons en biothèque en vue d’études ancillaires. 

Un suivi des souches expédiées / réceptionnées / cryogénisées sera réalisé. Ces souches seront 

propriété de BioFilm Control (pilote du projet FUI BIOFILM et financeur de l’étude), et 

seront accessibles librement aux investigateurs. 

- Recueil des informations relatives au suivi du patient, à partir du dossier clinique, dans le 

cadre des soins courants, selon le protocole habituel du praticien prenant en charge le patient.  

5. Sélection 

Critères d’inclusion 
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Tout patient âgé d’au moins 18 ans ayant reçu le formulaire de non-opposition, et 

présentant une infection ostéo-articulaire sur matériel à Staphylococcus aureus répondant 

aux critères suivants : 

- Signes cliniques, biologiques, radiologiques compatibles avec le diagnostic d’IOA  

- Au moins 1 prélèvement bactériologique pré ou per-opératoire de référence positif à 

Staphylococcus aureus  

- Infection monomicrobienne 

Critères d’exclusion 

- Infection pluri-microbienne 

- IOA de contiguïté sur escarre, lésion vasculaire, mal perforant plantaire 

-    Patient participant ou ayant participé à une autre étude interventionnelle dans les 3 

mois précédents ou patient en période d’exclusion déterminée par une étude précédente. 

-    Patient sous tutelle, curatelle ou sous sauvegarde de justice 

-    Patiente enceinte, parturiente, ou allaitante 

-     Impossibilité de donner au patient des informations éclairées 

-    Opposition à participer à l’étude 

-    Situation d’urgence empêchant le bon déroulement de l’étude 

6. Tolérance 

Non applicable 

7. Recueil d’information 

Les informations démographiques de base, les antécédents du patient, les caractéristiques 

de l’IOA, sa prise en charge médicale et chirurgicale seront recueillies à partir du dossier 

médical informatisé. L’antibiogramme de la souche sera recueilli à partir du logiciel de 

gestion des résultats biologiques. 

L’ensemble des données seront collectées dans le dossier de recueil de données présenté 

en annexe. 

8. Procédure des arrêts prématurés 

Non applicable 

9. Statistique 

L’analyse sera conduite en lien avec le service biostatistique des HCL. Une différence 

sera considérée comme statistiquement significative lorsque le degré de signification du 

test sera inférieur ou égal à 0,05.  

Il s’agit d’une étude de cohorte exposés – non-exposés pour étudier le rôle de la 

concordance entre l’antibiogramme et l’antibiofilmogramme® sur la présence/absence de 

souches de S. aureus en fin d’antibiothérapie (et par conséquent en fonction des 

antibiotiques prescrits). 

Les patients seront divisés en trois groupes : 
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- Concordant : résultat de l’antibiogramme Sensible et antibiofilmogramme® Sensible 

pour au moins 1 antibiotique prescrit pendant les 7 jours suivant la chirurgie. 

- Discordant : résultat de l’antibiogramme Sensible et antibiofilmogramme® Résistant 

pour l’ensemble des antibiotiques prescrits pendant les 7 jours suivant la chirurgie. 

- Semi-concordant : tous les autres cas. 

Nombre de sujets nécessaire 

Le taux de concordance par antibiotique est très variable selon les antibiotiques testés: 5% 

à 95% (données du laboratoire non publiées), mais majoritairement supérieur à 40%. Nous 

attendons un effet de la concordance sur l’absence de Staphylococcus aureus à la fin de 

l’antibiothérapie relativement important mais pas chiffré pour le moment. 

Cette étude est exploratoire ; cependant l’inclusion de 40 patients nous permettrait de 

mettre en évidence un risque relatif (probabilité d’absence de Staphylococcus aureus à la 

fin de l’antibiothérapie en cas de concordance / probabilité d’absence de Staphylococcus 

aureus à la fin de l’antibiothérapie en cas de discordance) égal à 2 pour un taux de 

concordance entre 43% (teicoplanine) et 71% (vancomycine) et un risque relatif égal à 3 

pour un taux de concordance à 88% (érythromycine/acide fusidique), avec une puissance 

de 80% et un risque alpha bilatéral à 5%, en tenant compte de l’inclusion consécutive des 

patients, et en considérant un taux de patients avec données non exploitables de l’ordre de 

10 à 15%. 

Description de la population incluse et des principaux paramètres étudiés 

Une première analyse des données permettra la description de la population totale et par 

groupe. La normalité de la distribution des variables quantitatives sera explorée à l’aide du 

test de normalité de Shapiro-Wilks, ainsi que des coefficients de Kurtosis et de Skewness. 

Les résultats statistiques seront présentés sous forme de moyennes ± écarts-types pour les 

variables quantitatives dont la distribution est gaussienne, moyennes et intervalles de 

confiance à 95% anti-transformés pour les variables dont la distribution est gaussienne 

après une transformation, et médianes et intervalles interquartiles pour les autres variables. 

Pour les variables qualitatives, les effectifs et les pourcentages associés seront présentés. 

Comparaison initiale des groupes : analyse univariée 

Les caractéristiques des patients à l’inclusion (: âge, sexe, IMC, caractéristique de l’IOA, 

prise en charge chirurgicale et médicale) seront comparées entre les groupes (concordance 

versus semi-concordance ou discordance). Les variables qualitatives seront comparées par 

un test du Chi-2. A défaut, si les conditions de réalisation de ce test ne sont pas respectées, 

le test exact de Fisher sera utilisé. 

Les variables quantitatives seront comparées entre les deux groupes par une analyse de 

variance ; à défaut, si les conditions de réalisation de ces tests ne sont pas respectées, par 

un test de Kruskal-Wallis. 

Analyse du critère de jugement principal 
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Le taux d’absence de Staphylococcus aureus à l’arrêt de l’antibiothérapie sera comparé 

entre les deux groupes (concordance versus semi-concordance ou discordance) par un test 

du Chi2 ou un test exact de Fisher. Le risque relatif sera estimé avec son intervalle de 

confiance à 95%. 

Une analyse de sensibilité sera réalisée en considérant les semi concordances comme des 

concordances. 

Analyse des critères de jugement secondaires 

En cas d’échec de l’antibiothérapie, la communauté bactérienne présente sera décrite sur 

son potentiel à créer des biofilms par les méthodes descriptives classiques. Le taux de 

guérison de l’IOA après l’arrêt de l’antibiothérapie sera comparé entre les deux groupes 

(concordance versus semi-concordance ou discordance) par un test du Chi2 ou un test 

exact de Fisher. Le risque relatif sera estimé avec son intervalle de confiance à 95%. 

Une analyse de sensibilité sera réalisée en considérant les semi concordances comme des 

concordances. 

De nombreux facteurs pronostiques potentiels liés aux caractéristiques du patient et de 

l’IOA peuvent biaiser les résultats de cette analyse. Le faible effectif ne nous autorise pas 

à les prendre en compte par l’ajustement dans cette étude. Une comparaison des taux de 

guérison selon ces caractéristiques pourra être réalisée à titre exploratoire. 
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CAHIER D’OBSERVATION 

 

 

« Démonstration de la valeur clinique du test 

Antibiofilmogramme
®
 dans les Infections Ostéo-

Articulaires (IOA) à Staphylococcus aureus » 
 
 

 
 
 
 
 

 

Numéro du patient : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ 
 
 

 

N° CPP de la souche : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ 
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NOTICE D’INFORMATION 

 

 

- Ecrire de manière lisible au stylo bille à encre bleue ou noire 

 

- Si une donnée est incorrecte, la barrer d’un trait horizontal en laissant lisible 

l’information erronée et écrire la donnée exacte à côté 

 

- Les initiales du correcteur et la date de correction doivent figurer à côté de chaque 

correction 

 

- La mention « vu avec » doit être apposée à la correction s’il a fallu demander 

l’information à une personne (médecin, infirmière, personnel de laboratoire) 

 

 

 

DEFINITIONS 

 

 

- Prélèvement de référence : Prélèvement pré-opératoires (Hémocultures, ponction 

articulaire, ponction abcès, ponction disco-vertébrale), prélèvements per opératoires

  (Tissus mous, liquide articulaire, synoviale, tissus osseux  

 

- Observance : L'observance ou compliance est le respect par le patient des prescriptions 

de son médecin 
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1- Critères d’inclusion et d’exclusion 

 

Critères d’inclusion 

 OUI NON 

Le patient a au moins 18 ans   

Présence de matériel prothétique ou d’ostéosynthèse   

Présence de signes cliniques, biologiques, radiologiques compatibles avec 

une infection ostéo-articulaire 

  

Au moins 1 prélèvement bactériologique pré ou per opératoire de référence* 

positif à Staphylococcus aureus 

  

L’infection est monomicrobienne   

 

Si l’un des critères est FAUX, le sujet est non éligible 

 

Critères d’exclusion 

 OUI NON 

Infection ostéo-articulaire sur escarre, lésion vasculaire, mal perforant 

plantaire 

  

L’infection est plurimicrobienne   

Patient participant à une autre étude interventionnelle ou patient en période 

d’exclusion déterminée par une étude précédente 

  

 

Patient sous tutelle, curatelle ou sous sauvegarde de justice   

Patiente enceinte, parturiente, allaitante   

Impossibilité de donner au patient des informations éclairées   

Opposition formulée   

Situation d’urgence empêchant le bon déroulement de l’étude   

 

Si l’un des critères est VRAI, le sujet est non éligible 
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2- Caractéristiques du patient 

 

Numéro Patient : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴         

Sexe : ⌴ Femme  ⌴ Homme  Année de naissance : ⌴⌴⌴⌴ 

Poids : ⌴⌴⌴,⌴⌴  kg   Taille ⌴⌴⌴ cm  IMC : ⌴⌴,⌴  

 

Co-morbidité(s) :  

Pathologies     
Points 

attribués 
 

Tumeur solide métastatique   oui   non 6  

Maladie immuno-suppressive   oui   non 6  

Maladie hépatique modérée à sévère    oui   non 3  

Hémiplégie   oui   non 2  

 Lymphome    oui   non 2  

 Leucémie    oui   non 2  

 N'importe quelle tumeur    oui   non 2  

 Diabète avec atteinte d'un organe cible    oui   non 2  

 Maladie rénale modérée à sévère    oui   non 2  

 Insuffisance cardiaque congestive    oui   non 1  

 Maladie vasculaire périphérique    oui   non 1  

 AVC    oui   non 1  

 Démence    oui   non 1  

 Maladie chronique pulmonaire    oui   non 1  

 Connectivite    oui   non 1  

 Maladie ulcéreuse    oui   non 1  

 Maladie hépatique légère    oui   non 1  

 Diabète   oui   non 1  

 Infarctus du myocarde aigu    oui   non 1  

 

Age 

  

 

 

50-60 ans   oui   non 1  

61-70 ans   oui   non 2  

71-80 ans   oui   non 3  

81-90 ans   oui   non 4  

plus de 90 ans   oui   non 5  

 

 

 

 
 

 

 

 

       SOMME : ⌴⌴ 
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3- Caractéristiques générales de l’IOA 

 

Type d’infection ostéo-articulaire 

 Infection sur prothèse articulaire  

 Genou 

 Hanche 

 Autre (préciser) : __________________ 

 

 Infection sur matériel d’ostéosynthèse 

  Plaque 

 Fixateur externe 

 Vis 

 Autre (préciser) : __________________ 

 

  

 

Date des premiers symptômes : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

Date du diagnostic microbiologique : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

Date de mise en place initiale du matériel : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

Dernière chirurgie au site infecté avant le diagnostic d’IOA : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Complications 

 

Pour les ostéites / arthrites   Abcès   Fistule 

 

 

4- Caractéristiques bactériologiques de l’IOA 

 

Nature du prélèvement   Réalisé Positif  Nombre Nombre 

positifs 

Hémocultures        _____  _____ 

Ponction articulaire       _____  _____ 

Ponction abcès        _____  _____ 

Ponction disco-vertébrale      _____  _____ 

Prélèvements per opératoires      _____  _____ 

 Tissus mous       _____  _____ 

 Liquide articulaire       _____  _____ 

 Synoviale        _____  _____ 

 Tissus osseux       _____  _____ 
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Antibiogramme réalisé    Oui     Non 

 

Type d’antibiogramme :     Vitek         Par diffusion 

 

 

Prélèvement de la souche isolée : ______________________________  

N° GLIMS  Vitek de la souche : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ 

N° CPP de la souche : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ 

 

Laboratoire ayant réalisé l’analyse: ____________________ 

Antibiogramme par diffusion Vitek 

Antibiotiques 
Interprétation 

(S/I/R) 
Antibiotiques 

Interprétation 

(S/I/R) 

Penicilline G  Benzylpénicilline  

Oxacilline  Oxacilline  

Kanamycine  Kanamycine  

Amikacine    

Tobramycine  Tobramycine  

Gentamicine  Gentamicine  

Erythromycine  Erythromycine  

Clindamycine  
résistence inductible à 

la Clindamycine 
 

Pristinamycine  Pristinamycine  

Trimethoprime + 
Sulfamides 

 
Trimethoprime + 

Sulfamides 
 

Ofloxacine  Ofloxacine  

Rifampicine  Rifampicine  

Fosfomycine  Fosfomycine  

Vancomycine  Vancomycine  

Teicoplanine  Teicoplanine  

Linézolide  Linézolide  

  Lincomycine  

  Tetracycline  

  Nitrofurantoïne  

  Acide fusidique  

 

PCR mecA / nuc  réalisé  Oui   Non 

Résultats  nuc  positif  négatif  

                 mecA  positif  négatif  
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5- Prise en charge 

 

 

Nécessité d’hospitalisation    Oui   Non 

 

Date d’entrée (JJ/MM/AAAA) : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

Date de sortie (JJ/MM/AAAA) : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

 

 

- PRISE EN CHARGE CHIRURGICALE 

 

Prise en charge chirurgicale initiale    Oui   Non 

 

Chirurgie Date     Objectif(s) de la chirurgie*     

 1  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

 2  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

 3  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

 4  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

 5  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

 6  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

 7  ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴   D  L  A  M  

* Préciser : diagnostic (D), lavage-parage (L), drainage abcès (A), ablation matériel (M)  

 

Ablation partielle du matériel    Oui   Non 

Ablation totale du matériel     Oui   Non  

 

Changement 1-temps      Oui   Non 

Changement 2-temps     Oui   Non 
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- PRISE EN CHARGE MEDICALE 

1
ère

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

 

2
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

3
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 
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Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

4
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

 

5
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

 

6
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   
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molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

7
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

8
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   
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-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

 

9
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

 

10
ème

 ligne Date de début : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

molécule(s)   Voie    Dose (mg/j) 

________________   PO  IV   _____ 

________________   PO  IV   _____  

________________   PO  IV   _____ 

Date de fin : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 

Motif  de 

l’arrêt : 

 

 

 

 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------

------- 

 

 

 

 

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   

Guérison OUI NON 

Intolérance   

Allègement / relais Per os   

Autre ,préciser :  _________________   
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6- Suivi et Evolution 

 

FORMULAIRE DE VISITE  

Date de la visite : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 
Motif  de la visite :  

1
ère

 visite         

Visite J15/J21 post-chirurgie      

Visite J+6 semaines post-chirurgie    

Visite J+3 mois post-chirurgie     auto-questionnaire d’observance 

compété   

Visite J+6 mois post-chirurgie    

Visite J+12 mois post-chirurgie     auto-questionnaire d’observance 

compété   

Autre (préciser)_______________ _  

 

 

Le patient est-il toujours sous traitement  lors de cette visite? 

Si OUI, 

- Evolution sous traitement 

  Evolution favorable  

  Evolution défavorable Liée à S. aureus  Oui   Non  

NSP 

      Date de l’échec : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

  Type d’échec   

 Persistance de la symptomatologie locale ou générale 

    Aggravation de la symptomatologie locale ou générale 

    Apparition de signes de gravité (mutation en USC/réanimation) 

 

  Conséquence(s) 

 Modification de l’antibiothérapie 

    Echec du traitement médical seul, nécessité de chirurgie 

    Echec du traitement médico-chirurgical, nécessité de reprise 

chirurgicale 

    Amputation 
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Si NON,  

Evolution après arrêt du traitement : 

  Evolution favorable sans séquelles 

  Guérison du sepsis avec séquelles 

   Douleurs chroniques 

   Raideur, impotence fonctionnelle 

  Récidive  Date du diagnostic de récidive : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 
Liée à S. aureus  Oui   Non  NSP 

 

Si liée à S. aureus : récupération de la souche :                Oui     

Non 

 récupération de l’Antibiogramme :    Oui     

Non 

 

N° GLIMS  Vitek de la souche : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ 

Nouveau N° CPP de la souche : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ 

 

 

Date des dernières nouvelles : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

  

DECES  

Décès  Oui   Non Date du décès : ⌴⌴/⌴⌴/⌴⌴⌴⌴ 

 Directement imputable à l’IOA 

  Imputable au Staphylococcus aureus, mais pas directement à l’IOA 

  Imputable à un effet secondaire du traitement 

  Lié à une complication de la prise en charge chirurgicale 

  Non lié à l’IOA ou à sa prise en charge  
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7- Sortie d’essai 

 

Le patient est sorti de l’essai :      Oui      Non 

Si OUI, 

- Le patient a souhaité retirer sa non-opposition   Oui      Non 

- Arrêt du traitement sur décision personnelle    Oui     Non 

- Arrêt du traitement sur décision médicale:     Oui     Non 

- Sortie programmée ; le patient est guéri    Oui      Non 

- Autre, préciser ______________________   Oui      Non 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Signature du Directeur de l’étude :  

 

 

 

 



     Numéro du patient : ⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴⌴ Version 02 

 
« Démonstration de la valeur clinique du test Antibiofilmogramme

®
 dans les Infections Ostéo-Articulaires (IOA) à Staphylococcus aureus » 

 

Page 199 sur 245 

 

 

ANNEXE 1: CALENDRIER DE L’ETUDE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 J15/J21 S6 M3 M6 M12 

Poids, taille, IMC X     

Co-morbidités X     

Autoquestionnaire d’observance   X  X 

Traitement modifié / arrêté X X X X X 

Evolution X X X X X 
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__________________________________________________________________________ 

 
" Démonstration de la valeur clinique du test Antibiofilmogramme® dans les 

Infections Ostéo-Articulaires (IOA) à Staphylococcus aureus " 
 

ANNEXE 3 : Notice d’information et formulaire de non opposition 
 

Gestionnaire de la recherche: CHU Croix Rousse – 103, grande Rue de la Croix Rousse – 69317 Lyon Cedex 04 
Personne qui dirige et surveille la recherche : Dr Frédéric Laurent – 04 72 07 18 39 

       Jason Tasse   – 04 72 00 37 70 
1 exemplaire à transmettre au patient ; 1 exemplaire à conserver par la personne qui dirige la recherche ; 1 exemplaire à conserver dans le 

dossier patient 

Madame, Monsieur, 

Vous présentez une pathologie infectieuse touchant votre prothèse ou votre matériel 

d’ostéosynthèse.  

Des prélèvements destinés à la recherche de bactéries responsables de votre infection ont été 

réalisés dans le but d’identifier la bactérie responsable de l’infection, et d’adapter le traitement 

qui vous sera proposé. 

Dans le cadre de notre étude, nous testons l’efficacité d’antibiotiques sur une espèce 
particulière, Staphylococcus aureus (appelé aussi staphylocoque doré), à inhiber la formation de 
biofilms microbiens (regroupement des bactéries entre elles formant une couche adhérente sur 
le matériel prothétique ou d’ostéosynthèse). Ces biofilms microbiens sont responsables des 
infections primaires et des récidives sur matériel implanté. Ces expériences ont pour but 
d’améliorer le diagnostic et le traitement de ce type de pathologie.  
La bactérie Staphylococcus aureus a été retrouvée sur vos prélèvements et peut servir,  sauf 
opposition de votre part, à réaliser des analyses pour la recherche médicale. Cette souche sera 
utilisée de manière anonymisée, dans le respect de la confidentialité. Aucun examen de vos 
caractéristiques génétiques ne sera réalisé sans votre consentement. 

 

"Les données médicales associées au prélèvement seront 

réunies sur un fichier informatisé anonymisé, permettant leur 

traitement automatisé dans le cadre des recherches. Vous 

disposez à leur égard d'un droit d'accès, de rectification et 

d'opposition conformément à la loi". 

Conformément à la loi (art. 16-1 et 16-6 du Code Civil), ces 
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4.3 Mécanismes d’action des antibiotiques et mécanisme de 

résistance staphylococcique 

4.3.1 Les bêta-lactamines 

Les bêta-lactamines sont une grande famille d’antibiotiques contenant un noyau bêta-lactame dans 

leur structure moléculaire. On retrouve dans cette famille les pénicillines, les céphalosporines, les 

monobactames, les carbapénèmes. 

4.3.1.1 Mécanisme d’action des bêta-lactamines 

Les bêta-lactamines agissent par inhibition de la synthèse du peptidoglycane en se liant aux Protéines 

de Liaison à la Pénicilline (PLP) présentes dans la membrane. Chez S. aureus, il existe 5 PLP 

différentes assurant l’équilibre du peptidoglycane. Une fois l’antibiotique fixé, la structure du 

peptidoglycane est modifiée et la paroi fragilisée. Lors de la division cellulaire, une lyse bactérienne 

par fuite osmotique due à l’incapacité du peptidoglycane altéré à maintenir la pression osmotique 

intra-cytoplasmique est observée. Les bêta-lactamines sont donc des antibiotiques bactéricides. 

4.3.1.2 Résistance aux bêta-lactamines 

Deux mécanismes principaux de résistance sont décrits chez S. aureus : 

La production de pénicillinase : plus de 90% des souches de S. aureus sont résistantes à la Pénicilline 

G par production de pénicillinase, une enzyme hydrolysant toutes les pénicillines sauf les pénicillines 

M (oxacilline et cloxacilline)(425). Les pénicillinases staphylococciques sont inactivées par les 

inhibiteurs de bêta-lactamases tels que l’acide clavulanique, le tazobactam ou le sulbactam qui, 

associés aux bêta-lactamines, restaurent leur efficacité. 

La modification des PLP : la première souche de SARM a été décrite en 1961 (426), un an à peine 

après le début de l’utilisation de l’antibiotique. Les SARM possèdent le gène mecA ou mecC, qui code 

une PLP additionnelle, appelée PLP2a ou PLP2c, qui ne possède aucune affinité pour les bêta-

lactamines, sauf pour la ceftaroline(427). Ce gène, retrouvé au niveau d’un élément génétique 

mobile appelé cassette SCCmec (Staphylococcal Chromosomal Cassette mec) s’est très rapidement 

répandu chez les souches du genre Staphylococcus. Cette prévalence élevée est notamment due à la 

présence de deux recombinases (ccrA et ccrB) encadrant la cassette et facilitant les transferts 

horizontaux. 
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4.3.2 Les glycopeptides 

On regroupe dans cette famille deux antibiotiques de structure similaire : la vancomycine et la 

teicoplanine, qui est un lipoglycopeptide. Ce sont des molécules complexes, constituées d'un 

heptapeptide cyclique sur lequel viennent se greffer des sucres (mannose et glucosamine dans la 

teicoplanine; glucose et vancosamine dans la vancomycine). 

4.3.2.1 Mécanisme d’action des glycopeptides 

Au même titre que les bêta-lactamines, ce sont des inhibiteurs de la synthèse du peptidoglycane de 

la paroi bactérienne. Leur action est toutefois différente : ils se fixent au niveau des extrémités 

peptidyl-D-Ala-D-Ala des précurseurs lipopeptidiques lorsqu'ils émergent de la membrane 

cytoplasmique, et inhibent ainsi les étapes de transglycosylation et de transpeptidation, nécessaire à 

la synthèse du peptidoglycane. 

4.3.2.2 Résistance aux glycopeptides 

Certaines souches de S. aureus ont réussi à acquérir l’opéron vanA des entérocoques. On parle alors 

de Vancomycin Resistant S. aureus (VRSA)(428). Heureusement, ce phénomène est rare, peu de 

souches ayant été décrite dans le monde. 

Certaines souches ont une sensibilité diminuée aux glycopeptides. On parle alors de Vancomycin 

Intermediate S. aureus (VISA) ou Glycopeptide Intermediate S. aureus (GISA). Le mécanisme est 

complexe, encore méconnu, et s’accompagne d’un épaississement de la paroi. 

4.3.3 Les phosphonopeptides 

La fosfomycine est un antibiotique bactéricide produit par différentes espèces du genre 

Streptomyces. Cet acide L-cis-1,2-époxypropylphosphonique possède deux caractéristiques 

structurales rares pour un antibiotique : un noyau époxyde et une liaison carbone-phosphore. 

4.3.3.1 Mécanisme d’action des phosphonopeptides 

La fosfomycine agit au début de la synthèse du peptidoglycane par inhibition de la pyruvyl-

transférase. Cette inhibition est due à l’analogie de structure de la fosfomycine avec le substrat 

naturel de l’enzyme. Cependant, pour être active, la fosfomycine doit traverser la membrane externe 

via deux systèmes de transport actif : GlpT et UhpT 

4.3.3.2 Résistance aux phosphonopeptides 

La présence de mutations dans les gènes des systèmes de transport GlpT et UhpT ou dans leur région 

régulatrice, induit une résistance. Cependant, cette résistance perturbe le fitness de la bactérie ayant 
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alors un taux de croissance et une virulence réduite. La probabilité de mutation est importante (1 

chance sur 106), ne permettant pas l’utilisation de cet antibiotique en monothérapie. 

Plus rare, la résistance peut être plasmidique et passe par l’expression d’une enzyme (glutathion-S-

transférase codé par les gènes fosA ou fosB) inactivant la fosfomycine. 

4.3.4 La daptomycine 

La daptomycine est un glycolipopeptide cyclique actif sur les bactéries à Gram positif. Il s’agit d’un 

composé naturel retrouvé dans le sol, de type bactéricide, commercialisé en Europe depuis 2006. 

4.3.4.1 Mécanisme d’action de la daptomycine 

La daptomycine, en présence de calcium, s’insère dans la membrane bactérienne des cellules en 

phase de croissance et en phase stationnaire, entraînant une dépolarisation et aboutissant à une 

inhibition rapide de la synthèse protéique, ADN et ARN. Son efficacité sur les bactéries en phase de 

latence ou en dormance fait de cet antibiotique un candidat intéressant contre les biofilms. 

4.3.4.2 Résistance à la daptomycine 

La présence de certaines mutations chromosomiques peut aboutir à la surexpression des opérons 

mprF et dlT entrainant des modifications structurelles de la membrane accompagnées d’une 

diminution de la charge négative à sa surface. La fixation calcium-dépendante est alors altérée. Des 

mutations dans le gène rpoB peuvent également induire une résistance avec un épaississement du 

peptidoglycane. C’est pourquoi les souches résistantes ont généralement une sensibilité diminuée 

aux glycopeptides. 

4.3.5 Les aminosides 

Les aminosides sont des molécules constituées par plusieurs cycles glycosidiques liés à un 

aminocyclitol pouvant être la streptidine ou le 2-desoxystreptamine. Il s’agit d’une classe à spectre 

large, hydrosoluble et cationique, ayant une activité bactéricide rapide. On retrouve dans cette 

famille les aminosides substitués en 4 et 5 (néomycine et ribostamycine), et les aminosides 

substitués en 4 et 6 (kanamycine, tobramycine, amikacine, isepamicine, gentamicine, et netilmicine). 

4.3.5.1 Mécanisme d’action des aminosides 

Le mécanisme d’action des aminosides est lié à la pénétration de l’antibiotique dans la bactérie. Il 

s’agit de composés chargés positivement qui vont naturellement se concentrer dans l’environnement 

immédiat des bactéries. Chez les staphylocoques, le passage du peptidoglycane est passif et rapide. 

Le franchissement de la membrane cytoplasmique s’effectue en deux phases énergie-dépendantes 
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(EDP 1 et EDP2). L’EDP1 correspond à une lente accumulation de l’antibiotique dépendant de la 

concentration extérieure, et impliquant les systèmes de transport actif de la respiration bactérienne. 

Plus l’antibiotique pénètre et se fixe sur le ribosome, plus le phénomène s’accélère, passant en phase 

EDP2 (rapide). Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes. 

Une fois à l’intérieur des cellules, les aminosides se fixent sur l’ARN ribosomal 16S, constituant de la 

sous-unité 30S, altérant les étapes de synthèse protéiques. Les protéines anormales synthétisées 

vont alors être intégrées à la membrane cytoplasmique qui va perdre son intégrité, déclenchant 

l’EDP2. L’arrêt de la synthèse protéique et la perte de l’intégrité membranaire sont bactéricides. 

4.3.5.2 Résistance aux aminosides 

La résistance peut être due à des mutations au niveau du ribosome entrainant une diminution de la 

fixation des aminosides. 

Mais le principal mécanisme de résistance repose sur la production d’enzymes inactivant les 

aminosides. Les principales enzymes sont l’ANT(6)-I (aminosides nucléotidyltransférase), ANT(9)-I, 

l’APH(3’)-III (aminosides phosphotransférase), l’ANT-(4’)-(4’) et l’AAC(6’)-APH(2’’) (aminosides 

acétyltransférase) et sont codés sur des gènes plasmidiques ou transposables. Certaines souches 

peuvent posséder plusieurs enzymes. En fonction des enzymes présentes, on distingue plusieurs 

phénotypes (tableau 8). La majorité des SARM sont résistants à la gentamicine (80%), alors que 

moins de 5% des SASM le sont. Si la souche est résistante à la gentamicine, elle est résistante à 

l’ensemble des aminosides. 

Phénotypes Enzymes Kanamycine Tobramycine Gentamicine 

Sauvage - S S S 

K APH(3’)-III R S S 

KT ANT-(4’)-(4’) R R S 

KTG AAC(6’)-APH(2’’) R R R 

Tableau 8 : Phénotypes de résistance des staphylocoques aux aminosides 

4.3.6 Les cyclines 

Les cyclines ou tétracyclines doivent leur nom à leur structure tétracyclique commune (noyau 

naphtacène-carboxamide), sur laquelle viennent se greffer des substituants. Les tétracyclines 

présentent un caractère amphipathique avec un tétracycle hydrophobe et certains substituants 

hydrophiles. Ce sont des antibiotiques bactériostatiques à large spectre actif sur les bactéries 

intracellulaires.  
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4.3.6.1 Mécanisme d’action des cyclines 

La pénétration des cyclines se fait de façon passive à travers la paroi, et de façon active à travers la 

membrane cytoplasmique via des systèmes de transport. Une fois à l’intérieur du cytoplasme, elles 

se fixent au niveau de la sous-unité 30S du ribosome, empêchant la fixation des ARN de transfert, et 

inhibant la synthèse protéique.  

4.3.6.2 Résistance aux cyclines 

Deux mécanismes de résistance ont été décrits. Le premier est lié à des pompes à efflux codé par les 

gènes tetK et tetL, conférant une résistance à la tétracycline mais pas à la minocycline. Le deuxième, 

codé par les gènes tetM, tetO et tetW localisé sur des éléments génétiques mobiles, est basé sur 

l’acquisition de protéines de protection ribosomale, qui une fois fixées sur le ribosome entrainent un 

relargage de l’antibiotique fixé. La résistance est alors croisée pour l’ensemble des tétracyclines. 

4.3.7 Les macrolides, lincosamides, streptogramines, kétolides (MLSK) 

Les MLSK sont des antibiotiques distincts chimiquement, rassemblés dans un même groupe en raison 

de leur mode d’action similaire. 

Les macrolides sont constitués par un macrocycle porteur d'une fonction lactone, sur laquelle 

viennent se greffer deux ou plusieurs sucres dont l'un est aminé. En raison de la présence d'une et 

parfois de deux amines, les macrolides sont des molécules basiques. Ils sont généralement classés en 

fonction de la taille de leur macrocycle : 

- 14 atomes : érythromycine, oléandomycine, troléandomycine, roxithromycine, dirithromycine 

(précurseur du composé actif, l'érythromycyclamine), clarithromycine (ou 6-méthoxy-érythromycine) 

- 15 atomes : azithromycine 

- 16 atomes : spiramycine, carbomycine, miocamycine. 

Les lincosamides comportent à l'heure actuelle deux molécules : la lincomycine et son dérivé 7-

chloro-7-déoxy-, la clindamycine. Ils sont constitués d'un acide hygrique alkylé en position 4 et 

rattaché via une liaison amide à un groupement 6-amino-thio-octopyrannoside. 

Les Synergistines (ou streptogramines) sont des métabolites secondaires à activité antimicrobienne. 

Le groupe des synergistines comprend les pristinamycines, les virginiamycines, les mykamycines et 

les oestreomycines. Ces composés sont classés en deux groupes en fonction de leur structure : 

- le groupe A (ou M) : ce sont des lactones macrocycliques (macrolactones), de masse moléculaire 

environ 500 (pristinamycines II et virginiamycines M). 
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- le groupe B (ou S) : ce sont des hexadepsipeptides cycliques, de masse moléculaire environ 800 

(pristinamycines I et virginiamycines S). 

On les nomme ainsi en raison du fait qu’une synergistine du groupe A associée à une synergistine du 

groupe B agit de manière synergique. 

Enfin, les kétolides sont des dérivés de l’érythromycine A, possédant une fonction cétone en position 

3 du noyau lactone, permettant d’atteindre de nouveaux sites de fixation. 

4.3.7.1 Mécanisme d’action des MLSK 

Les MLSK inhibent la synthèse protéique en se fixant au ribosome bactérien et interfèrent avec le 

métabolisme de l'ARN par deux mécanismes distincts : elles s'opposent à l'incorporation de l'ARNt au 

niveau des ribosomes et elles empêchent la traduction de l'ARNm. La fixation a lieu au niveau de la 

sous-unité 50S du ribosome, au niveau de l’ARN 23S. 

4.3.7.2 Résistance aux MLSK 

Plusieurs mécanismes ont été décrits : 

La méthylation de l’ARN 23S au niveau d’une seule adénine à la position 2058 par une méthylase 

codée par des gènes erm empêche la fixation des macrolides, lincosamides et streptogramine B. La 

résistance est croisée entre ces trois groupes d’où le nom de phénotype MLSB. L’expression des 

gènes erm peut être inductible ou constitutive. 

Une mutation ponctuelle au niveau des adénines 2058 ou 2059 dans le gène de l’ARN ribosomal 23S 

peut induire une résistance. Cependant, la présence de 5 à 6 copies du gène chez S. aureus et la 

nécessité d’accumuler les mutations dans plusieurs copies pour obtenir une résistance font que ce 

mécanisme est rare. 

La présence d’un plasmide portant le gène d’efflux msr(A) codant pour une pompe ATP-dépendante 

induit une résistance aux macrolides à 14 et 15 atomes et aux streptogramines B. Le phénotype est 

dit MSB et est inductible. D’autres gènes d’efflux ont également été décrits comme le gène vgA 

entrainant une résistance aux streptogramines A et parfois aux lincosamides. Le phénotype est dit 

LSA.  

Enfin, certaines souches possèdent un plasmide portant le gène lnu(A) codant une enzyme inactivant 

les lincosamides (phénotype L), ou les gènes vat et vgB codant des enzymes inactivant les 

streptogramines A ou B (phénotype S). 



Mécanisme d’action et de résistance aux antibiotiques 

 
 

207 

 

4.3.8 Les phénicolés 

Deux molécules seulement sont utilisées en clinique : le chloramphénicol, réservé à l'usage topique 

en raison de sa toxicité, et le thiamphénicol. Ils se composent d’un noyau aromatique avec un groupe 

nitro en para, une chaine aminopropanediol et une chaine acyle latérale. Ce sont de petites 

molécules lipophiles et non polaires qui diffusent très bien à travers les membranes cellulaires. 

4.3.8.1 Mécanisme d’action des phénicolés 

Cette famille d’antibiotiques agit par inhibition de la synthèse protéique en se fixant sur la sous-unité 

ribosomale 50S, au niveau de l’ARN 23S. Il y a donc un effet compétitif avec les macrolides. 

4.3.8.2 Résistance aux phénicolés 

La résistance est principalement due à une enzyme, la chloramphénicol acétyltransférase codé par le 

gène cat, et qui est responsable du transfert d’un groupe acétyl sur l’antibiotique empêchant sa 

fixation sur le ribosome. 

Un autre mécanisme décrit est lié à la présence d’une pompe à efflux active (NorA) codé par le gène 

norA. 

4.3.9 L’acide fusidique 

La structure générale de l'acide fusidique est très voisine de celle des hormones stéroïdes. L’activité 

antibactérienne semble liée à la conformation de la chaine latérale au niveau de la double liaison 

C17-C20 et au groupement carboxyle au niveau du carbone C20. 

4.3.9.1 Mécanisme d’action de l’acide fusidique 

C’est un inhibiteur de la synthèse protéique interférant avec le facteur d’élongation G (EF-G) de la 

traduction, ce qui empêche la fixation des amino-acyl-ARNt. L'acide fusidique s'avère 

bactériostatique à faibles doses et bactéricide à des doses plus élevées. La sélection de souches 

résistantes en cours de traitement est presque toujours observée, empêchant l'usage de ce 

médicament en monothérapie. 

4.3.9.2 Résistance à l’acide fusidique 

La résistance est acquise par modification de la cible par mutation chromosomique dans le gène 

fusA, codant le facteur EF-G. La fréquence de mutation est de 10-6, cependant les mutants ont un 

taux de croissance et une virulence réduite. 
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4.3.10  Les oxazolidinones 

La classe des oxazolidinones est la première classe nouvelle d'antibiotiques qui soit apparue au cours 

de ces 30 dernières années. Le linezolide et le tédizolide sont actuellement les seules molécules 

utilisées en clinique. Il s’agit de molécules cycliques avec un noyau 2-oxazénéca-olidinyle substitué en 

position 5 par une chaine acétamide et un noyau phényle substitué en position 3 du noyau 2-

oxazolidinone. 

4.3.10.1 Mécanisme d’action des oxazolidinones 

Les composés de type oxazolidinones agissent en inhibant la synthèse protéique par inhibition de la 

formation du complexe d'initiation 70S de la traduction (formé de la sous-unité 50S, de la sous-unité 

30S, de l'ARNm, et enfin de l'ARN de transfert fMet). Le linézolide entre en compétition avec le 

chloramphénicol et la lincomycine, mais pas avec les macrolides. Il est bactériostatique et est temps 

dépendant. 

4.3.10.2 Résistance aux oxazolidinones 

De cas de résistance ont été rapportés dus à des mutations dans le gène de l’ARN ribosomal 23S. 

Cependant, comme pour les MLSK, la présence de 5 à 6 copies du gène chez S. aureus et la nécessité 

d’accumuler les mutations dans plusieurs copies font que cette résistance est rare (10-9).  

La présence d’un plasmide contenant le gène cfr codant pour une ARN methylase peut induire une 

résistance par méthylation de l’adénine en position 2503 du gène de l’ARN ribosomal 23S. La 

résistance est alors croisée avec les phénicolés, les lincosamides et les streptogramines A. 

4.3.11  Les quinolones 

Les quinolones sont des antibiotiques de synthèse chimique, découverts lors de la synthèse de la 

chloroquine (un antipaludique). On distingue les quinolones de première génération des 

fluoroquinolones, possédant un fluor qui confère à la molécule une meilleure pénétration et une 

activité élargie notamment sur les staphylocoques. Ce sont de petites molécules hydrophiles. On 

retrouve dans cette famille l’acide nalidixique, l’ofloxacine, la pefloxacine, la norfloxacine, la 

ciprofloxacine, la levofloxacine, la sparfloxacine, la moxifloxacine, la gatifloxacine, la garenoxacine. 

4.3.11.1 Mécanisme d’action des quinolones 

La pénétration des quinolones jusqu’au cytoplasme est aisée et rapide, se faisant par diffusion 

passive. Une fois à l’intérieur, les quinolones ciblent l'ADN gyrase et les topoisomérases II 

(composées de 2 sous unités GyrA et GyrB) et IV (sous unités parC et ParE) essentiel au compactage 
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de l’ADN et à la transcription, empêchant la réplication de l'ADN bactérien (effet bactériostatique). Il 

en résulte la formation d’ADN double brin anormal à l’origine de l’effet bactéricide par l’activation du 

système SOS.  

4.3.11.2 Résistance aux quinolones 

Les staphylocoques sont naturellement résistants aux quinolones de première génération. 

Concernant les fluoroquinolones, deux mécanismes de résistance ont été décrits : 

- Des mutations dans des régions des gènes des topoisomérase (région appelée Quinolone 

Resistance Determining Region, QRDR) peuvent induire une résistance de bas niveau (pour les 

gènes parC, parE) ou de haut niveau (pour le gène gyrA) en modifiant l’affinité des quinolones 

sur leurs cibles. 

- Des mutations peuvent entrainer une surexpression de pompe à efflux induisant une résistance 

de bas niveau. 

4.3.12  Les rifamycines 

Les rifamycines sont des composés appartenant aux ansamycines de type naphtalène. On retrouve 

dans cette famille la rifampicine, la rifabutine ou encore la rifapentine. 

4.3.12.1 Mécanisme d’action des rifamycines 

Les rifamycines agissent par inhibition de l’ARN polymérase bactérienne. Elles se fixent au niveau de 

la sous-unité béta et empêchent l’initiation de la synthèse d’ARN. Elles sont actives sur les bactéries 

au repos. 

4.3.12.2 Résistance aux rifamycines 

Des mutations dans le gène rpoB, entre les codons 463 et 550, peuvent induire une résistance de bas 

ou de haut niveau aux rifamycines. La fréquence de mutation est élevée (10-6), empêchant 

l’utilisation de cette famille d’antibiotiques en monothérapie. 

4.3.13  Les nitrofuranes 

Les nitrofuranes sont des produits de synthèse possédant un groupe nitro fixé en position 5 à un 

cycle furanique. Ils ne présentent une concentration thérapeutique qu’au niveau de l’urine et des 

reins, restreignant leur usage aux infections urinaires ou intestinales. Le représentant principal de 

cette famille est la nitrofurantoïne. 
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4.3.13.1 Mécanisme d’action des nitrofuranes 

Comme pour les imidazolés, l’activité des nitrofuranes dépend de la réduction du groupe nitro par les 

nitroréductase bactérienne. Le dérivé réduit provoque alors des altérations au niveau de l’ADN 

induisant la mort bactérienne. 

4.3.13.2 Résistance aux nitrofuranes 

Des mutations dans les gènes nsfA et nsfB peuvent induire une diminution de l’activité des 

nitroréductase conduisant à la résistance bactérienne. 

4.3.14  Les sulfamides et diaminopyrimidines 

Les sulfamides sont des antibiotiques de synthèse, bactériostatiques généralement associés au 

triméthoprime, qui est le représentant le plus courant des diaminopyrimidines, également 

bactériostatique. Cette association réduisant le risque d’émergence de souches résistantes porte le 

nom de cotrimoxazole et est bactéricide. 

4.3.14.1 Mécanisme d’action des sulfamides et diaminopyrimidines 

Les sulfamides tout comme le triméthoprime interfèrent avec la synthèse des acides nucléiques. Les 

sulfamides sont en effet des analogues structuraux de l’acide para-aminobenzoïque tandis que le 

triméthoprime est un analogue structural de l’acide dihydrofolique. 

4.3.14.2 Résistance aux sulfamides et diaminopyrimidines 

De nombreux mécanismes de résistance ont été décrits. Le triméthoprime n’a pas d’action sur les 

souches auxotrophes à la thymidine. La résistance peut survenir par acquisition d’un plasmide codant 

pour une dihydroptéroate synthase de faible affinité aux sulfamides, ou par une surproduction de la 

cible des sulfamides, l’acide para-aminobenzoïque. 
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