O
y

CENTRE HOSPITALIER
UNIVERSITAIRE DE NANTES

CENTRES DE REFERENCE
POUR LES INFECTIONS OSTEQ-ARTICULAIRES COMPLEXES
DU GRAND QUEST

AR CRIOGO

Physiopathologie du biofilm

sur mateériel




1- Historique, définition et implication du biofilm
2- Cycle du biofilm : 5 étapes

3- Pathogénése du biofilm sur matériel

4- Biofilm sur matériel : un ménage a trois

5- Implication du biofilm : diagnostique et thérapeutique




Etats physiologiques des b:

Bactéries planctoniques :

e Libres, mobiles, en amas mais en suspension
dans le penvironnement

* Sensibles aux antibiotiques et Ac

* Sensibles a la phagocytose et au complément

X>Forme végétative présente au laboratoire

Bactéries sessiles :
» Adhérentes aux surfaces ou cellules du penvironnement
» Régulation de certains groupes de génes
participant a la formation du biofilm % & G ¢
* Protection des agressions chimiques, physiques et cellulaires (systeme
immunitaire)
X>Forme végétative présente dans la nature, le plus fréquent




Animalcules Van Leeuwenhoek - observation plaques dentaires 1676
« Bactéries planctoniques libérées du biofilm »

Lesuwenhoek|
Microscope

Eontophysalis, genre de cyanobactéries (3,8 milliards d'années)
Stromatolithes du littoral Ouest Australien parc national de Yalgorup
roches calcaires récifales biogéniques, tapis biominéral

Formation du biofilm inévitable : surface/bactéries, eau et nutriments :
Mode d’adaptation trés ancien des bactéries !
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Bactéries :
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penvironnement
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Infections associées aux soins et nosocomiales = 60-80 % biofilm
Si biofilm = apparition retardée des symptomes, chronicité et récurrence
Difficultés diagnostiques et thérapeutiques

Trampuz A, ICAAC 2012 6
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Définition dub

Assemblage de bactéries irréversiblement associées a une surface
inerte (non décrochable par un rin¢age doux), incluses dans une
gangue ou matrice extracellulaire essentiellement polysaccharidique

 Communautés mono ou plurimicrobiennes : hétérogéne et dynamique,
en constant changement

* 15% de cellules et 85 % matériel de matrice

» Partage de compétence et d’aptitude individuelles pour la survie du groupe,
échanges génétiques

* Nombreux avantages en termes de protection (micro-embols septiques)

Attachment Growth Detachment S

Donlan CMR 2002, Donlan EID 2002, Donlan CID 2001




Biofilm environnementaux :

exemple systeme de distribution
industrielle ou collective de 'eau

Biofilm des dispositifs
médicaux: prothése articulaire,
valve mécanique, KT, sondes

Tres complexes

Généralement plurimicrobien
Composition variable : bactéries
champignons, algues, déchets,
produits de corrosion

Echanges intenses

Plus simple

Généralement monomicrobien
Cocci ++ mais aussi BGN
Conséquences diagnostiques et
thérapeutiques

Murga, Microbiology 2001 Donlan, EID 2002




Le pére d

REVIEW

Bacterial Biofilms: A Common Cause of
Persistent Infections

J. W. Costerton,” Philip S. Stewart,” E. P. Greenberg?*

Fig. 1. Diagram of a medical biofilm. [A)
Planktonic bacteria can be cleared by an-
tibodies and phagocytes, and are suscepti-
ble to antibiotics. (B) Adherent bacterial
cells form biofilms preferentially on inert
surfaces, and these sessile communities
are resistant to antibodies, phagocytes,
and antibiotics, [C) Phagocytes are attract-
ed to the biofilms. Phagocytosis is frustrat-
ed but phagocytic enzymes are released.
(D) Phagocytic enzymes damage tissue
around the biofilm, and planktonic bacteria
are released from the biofilm, Release may
cause dissemination and acute infection in
neighboring tissue.

1934-2012

E3l Antivictic [[EM Antibody [ Planktonic cell @ Biofilm cell [Efl Phagocyte enzymes

Costerton 1999 Science
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Table 1. Indwelling medical devices on which

biofilms may develop.

Central venous catheters

Central venous catheter needleless connectors

Contact lenses
Endotracheal tubes
Intrauterine devices
Mechanical heart valves
Pacemakers

Peritoneal dialysis catheters
Prosthetic joints
Tympanostomy tubes
Urinary catheters

\oice prostheses

Table 2. Biofilm-associated microorganisms commonly isolated from selected indwelling medical

devices.

Indwelling medical device Organisms

Central venous catheter
Prosthetic heart valve
Urinary catheter

Artificial hip prosthesis

Artificial voice prosthesis

Intrauterine device

Coagulase-negative staphylococci, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans

Viridans Streptococcus, coagulase-negative staphylococci, enterococci, Staphylo-
coccus aureus

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Kiebsiella pneumoniae, Enterococ-
cus faecalis, Proteus mirabilis

Coagulase-negative staphylococci, 8-hemolytic streptococci, enterococci, Proteus
mirabilis, Bacterioides species, Staphylococcus aureus, viridans Streptococcus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Rothia dentroca-
riosa, Candida tropicalis, Streptococcus sobrinus, Staphylococcus epidermidis,
Stomatococcus mucilaginous

Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium species, Staphylococcus aureus,
Micrococcus species, Lactobacillus plantarum, group B streptococci, Entero-
coccus species, Candida albicans

Costerton Science 1999, Donlan, CID 2001
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Biofilm Formation: A Clinically Relevant
Microbiological Process

Hodney M. Doslan

ol Libonitiny, Centerd oy Dipseim Comtval pnd Prioveslan, Amin

Dolan, CID 2001

i A UV e A
RS Production Libération
Adhérence Adhérence  Multiplication Matrice EPS
J . J . Formation 7 CellllleS
réversible Irréversible Biofilm 1 :
Micro-colonies précoce/ planctoniques

11

mature

http://www.biofilm.montana.edu/files/CBE/CBE_BiofilmConceptsPoster4.pdf




Caractéristiques cellulaires et moléculaires :
Taille variable : 107/cm? - 200/500 pm
Phénotype biofilm « small colonie variant »

planklonic bacteda

dispersion . =

oo -
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Donlan CMR 2002, Hall-Stoodley Nat Rev Microbiol 2004, Jouenne 2008




Etapes de formatios
How Do Bacteria Know They Are on a Surface and
[ M Regulate Their Response to an Adhering State?

Henk ). Busscher, Henny C. van der Mai® .
planklanic bacteria PI ‘.Uf) PATHOGENS

ans-:rrpmn

Adhérence réversible :

Rencontre accidentelle penvironnement, surface inerte conditionnée
(réle des molécules du sérum) et bactérie planctonique

» Nécessité d'une proximité et de conditions favorables
(pH, T°, osmolarité, oxygénation, etc...)

e Forces d’interactions complémentaires 01
entre les 2 acteurs :

- Interactions électrostatiques
fonction charges des parois
bactériennes (¢ Gram +/-), gl
surfaces biomatériaux chargées neg

- Force de Van der Waals attractives

Adhesion Force (ni)

Planktonic Imteraction Lathal
Gross, Infect Immun 2001, Dunne CMR 2002 regime regime regime




Etapes de formatior

[ J% How Do Bacteria Know They Are on a Surface and

planitonic beclaris Regulate Their Response to an Adhering State?

W Henk J. Busscher, Henny C. van der Mai®

PI US PATHOGENS

Adhérence réversible :

* Hydrophobicité des biomatériaux : adhérence accrue si surfaces
hydophobes Téflon, Dacron, métal, polymeres

* Hydrophobicité des bactéries : S. aureus (A téichoiques) > E. coli (LPS)

Forces hydrodynamiques :

» KT, sonde, shunts

Equilibre entre vitesse (turbulence entrainant 'adhérence par

projection sur les parois et forces de cisaillement entrainant un
detachement)

Busscher PloS Pathogens 2012, Dolan CMR 2002
Schildhauer ] Orthop Trauma 2006, Livni Pediatr Neurosurg 2004, Galliani ] Lab Clin Med 1996, Joyanes EJCMID 2000 )




oy

Etapes de formatios

i ; | Adhérence irréversible :

“adsorpcn e Synthése d’'une gangue d’exopolysaccharide :
Attachement fort entre support et bactéries, protéines
‘ de I'’hoéte et structures pariétales (pili, adhésines, ...)
-  Surface et anfractuosités des implants :
imeversitio atiachmant Si KT et sonde = plaquettes, fibrine, vitronectine,
laminine
o1 K'T' = risque thrombogene,
Multiplication : biofilm précoce - biofilm mature l i
("slima’

e Formation de micro-colonies p_

* Protection par gangue d’exopolysaccharide (autoinduction) — feesse s

e Médiateurs bactériens l

 Ralentissement du métabolisme

e Coopération cellulaires : mutualisation des moyens, partage
d’informations

signal
il 8 molecules

1
Irie PNAS 2012, Del Pozo NEJM 2009, Taylor Int ] Nonomedicine 2011, Kalmes Am ] Neuroradiol, 1997, Yeos Int ] Art Organs 20125




planklanic bactera
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Watnick ] Bac 2000, Tolker- Nielsen Microb ecol 2000

Multiplication : biofilm
précoce — biofilm mature

* Modification du
transcriptome = 40

%, E. coli

* N synthese adhésines et
flagelles, 22 EPS

IXI LIT]
malure mecrecolony fomatian ‘ water channal

* P. aeruginosa : alginate+++

Microcolony
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- A‘% _ %‘— r——w BiOfilm matlll'e
pankinic bacter ) R e Structure chimique et
/ physique variable
*ﬁ ST e Piege les nutriments
By | D SO Peptides : Gram+ / . \
B | a2 moesur——_ , nécessaires a la
4 & HSL : Gram- . ;.
/ a4~ chemcatracton croissance bactérienne
mluummwfm \. wales channel (ions Ca2'+ et Mg2+, lipides,
- / (3 protéines, ADN) mais
ol ules
% S aussi accumulation de
toxiques

Role de la matrice

* Piége I'eau, biofilm = 90% d’eau, empéche la dessiccation - canaux aqueux

 Etablissement de la communauté : différents étages, métabolisme différent
fonction pH, O2, nutriments, osmolarité, toxiques

e Communication inter-cellulaires et régulation : quorum sensing : coordination
cellulaire fonction penvironnement et densité bactérienne

* Transfert de génes, conjugaison et ADNe

Donlan, EID 2002, Costerton Int ] Artif Organs 2005, Zimmerli FEMS Immunol Med Microbiol 2012
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Biofilm = Structure dynamique en évolution constante :

 Fonction de I'espéce et des conditions du penvironnement int et ext.

e Biofilm : communauté microbienne, forme de survie la plus répandue,
fonctionnelle, organisée et coopérative

* Protection de l'extérieur : nombreux agresseurs, libération de

planctonianes
i

4 h 8h

2h
P— La surface du matériel Des bactéries
e Début de fabrication
Fixation des S. aureus du "slime est recouverte par émergent du biofilm,
sur des irrégularités a une couche épaisse libres et prétes a se
la surface du matériel de "slime" fixer ailleurs

18

Olson, et al. J. Biomed Mater Res 1988




Cocci au fond d'une cassure d'une couche épaisse de biofilm d'un séquestre

Evans et al., Clin Orthop. 1998, 243-249

‘ Conséquences sur prise en charge

19




Pathogénése du biofilm s

e o + My sl p iM-iet Yol 32, %o .
A 1A AR S =
Commght @

Sny, Amsnces Sodery dor Micoticlogy. Al Hugha Heeress,

MINIREVIEW

Hétérogénéité du biofilm :
o Structurelle, hauteur des tours et nombre de canaux S i
e Composition : MEC et especes i e 5 o G e s 14 B
* Génotype selon besoin et situation
e Comportement bactérien :
- niches fonctionnelles/localisation
- conditions physico-chimiques
- gradient d’activité métabolique et de croissance

BIOFILM = ville hébergeant des communautés différentes qui vivent et interagissent

L I'I il rrrr"m TF[rEy
l" e

|11m1rr||'||||;=|1--I||:i|||:-,|||||:rn
. . el
2 s B 13 ) o R - B
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Watnick, ] Bac 2000, Proctor Nature Reviews Microbiol 2006
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" Pathogénése du biofilm sur matérie

Rhodamine

: Conditions
biomasse

aérobie

Conditions

; Conditions
anaérobie

O2 pur

FIG. 1. Patterns of DNA synthesis in 8. epidermnidis colony biofilms. Panel A shows an unlabeled (no BrdU) colony biofilm probed with
antibody. Panel B shows a colony biofilm labeled with BrdU under aerobic conditions. Panel C shows a colony biofilm labeled with BrdU under
anagrobic conditions, Panel D shows a colony biofilm labeled with BrdU in an environment of pure oxygen. Green areas are due to BrdU
incorporation into DNA and indicate active replication. Red areas are doe to thodamine B counterstaining that reveals the extent of the biomass
independent of its activity. In each image, the membrane interface of the colony is on the bottom and the air interface is on the op.

Rani et al, ] Bac 2007




Pathogéneése

Hétérogéité du biofilm :

Substrate plus oxygen . Onxygen alone

I:I Substrate alone |:| Mo substrate or oxygen

a Early biofilm b—d Mature biofilm

Biofilm ! Aud

Figure 1 | Chamical heterogenaity in biofilms. Three qualitatively datinct patterns of
chemical heterogensity arise in biofilms owing to reaction—diffusion nteractions for a
metabobic substrate (blue: a), a metabolic product {orange! b and a metabolic
intermediate (green; ¢, The concentration of a substrate that is comsumed inthe biofilm
decreases with depth inta the biohilm and duatanee sway from the soures (8l Corverssly,
ametabolic product is mone concentrated nside the beofilm (bl A metabolic
intermediate that s bath consumed and produced within tha biofiim can exhibit
cancentration profiles that have local maxima (el

inflammation, antibiotiques, etc...

Variations génétiques et adaptation au cours de la vie du biofilm et du stress :

Stewart Nature Reviews Microbiol 2008
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icaADBC \
PIA

Protéines associées

a la paroi bactérienner:
SpA, PnBPs, Bap

Quorum
sensing 1

Facteurs
environnementaux

Archer Virulence 2011, Aubin Thése 2013

Formation de biofilm

N K

Lyse cellulaire

/

|

Maturation du biofilm

!

AIP

v
Locusagr

Libération de
bactéries
issues du biofilm

NAIII activating protein

Quorum
sensing 2
Facteurs

environnementaux

Redondances
fonctionnelles

Laverty et al, Fature Microbiol 2013




- Pathogénése

S m 47
ClpP ——— @ I cm

H'T@— », s -@\j

Flagelia — eay Ol r-ugni— RptAe—— o | — ResB

-—--
ﬂ!ﬂﬂ-ﬂ{-‘
} CURLI § [
MOTILITY FIBRES CELLULOSE COLANIC AC

Flagelle

Fimbriae type 1 (fimH)et P

Curli (operon csg)
Autotransporteur typeV, Ag43
PGA, cellulose, A colanique, LPS
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different zones of a representative cross section of a 2-day-old WT macrocolony. Combine
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Serra Mbio 2013, Barnhart Ann Rev Microbiol 2006

Lower-middle zone

Bottom zone

zwzg

o
rwdayia

B 86 g

L

Etude des transcrits
Fusion GFP reporter




~__— Biofilm sur matériel : t

Figure 1 Interaction between the microorganism, the implant
and the host in the pathogenesis of implant-associated infec-
tions

Microorganism
(biotilm formation)

Implant
(surface
characteristics)

p— (inflammatory
Biocompatibility response)

Trampuz Current Opinio Infect Dis 2006 28




Biofilm sur matériel : la

Liaison au substratum

Biofilm avec communication inter-cellulaires

Role de médiateurs, petites molécules inductrices — peptides ou
homosérine lactones et synchronisation de la transcription ou de la
répression de certains génes

Implication sur des sites privilégiés :

e Paroi bactérienne : morphotypes différents, récurrence, surinfection ?

* Métabolisme : morphotype et phénotype de résistance différents

 Bactéries quiescentes, ralenties profondément enfouies dans la structure
protectrice

e Structures pili/flagelles pour les premieres phases puis adhésines puis
enzymes et toxines (cf. régulation S. aureus par syst Agr)

Implication clinique

Henry Scan ] Inf Dis 2012, Sendi JCM 2010 .




lme =l —— 1 —16

FIG. 1. (A) Growth of small colonies of E. coli on a Columbia
sheep blood agar plate after 96 h of incubation. (B) E. coli colonies
grow toward an antimicrobial disk containing gentamicin (GMI10).

Sendi JCM 2010




TABLE 1. Biochemical reactions used to identify E. coli species before and after passaging on culture media®

Reaction of isolate before/after passage on culture medium

Assay
ATCC 25922 SE PPT 1 PPT 2 SON 1 SON2 SON3 SON 4 SON 5
Motility +/+ +/+ o i =/+ —/+ =i+ i = =i
Beta-galactosidase +/+ S —i+ —/+ —/+ —-/= =t e -+
Lysine decarboxylase +f= +/+ —iF —/+ +/+ +i+ +/+ —/+ +/+
Indole +/+ +/+ =i —-/+ =/t =¥ +i+ == i
Fermentation of sorbitol +/+ +/+ +f +i+ +/+ +i+ i o +i+ +/+
Tyrosine arylamidase +/+ +J4 b et +/+ —/+ —/+ +/+ +/+ —j+
Alkalinization
Lactate +f+ +/+ +/ +{+ —f+ -+ +/+ —-= -+
Succinate it +/+ =Ly i Fi =+ fF == = bx
Alkaline phosphatase +f+ +/+ -+ +/+ —/+ —/+ -/ —/= —f+
Ellman’s esterase assay i+ +/+ +/ +/+ +/+ +/+ ot ==/ =i+

2 SF. svnovial fluid: PPT. perinrosthetic tissue: SON. sonication.

TABLE 2. Aminoglycoside susceptibility testing by Etest before and after passaging on culture media®

Gentamicin Amikacin
Isolate Before passage After passage Before passage After passage
MIC (pg/ml) Category MIC {(pg/ml) Category MIC {pg/ml) Category MIC (pg/ml) Category
ATCC 25922 | 5 1 s 4 = 4 5
SF 2 5 2 5 8 5 ] 5
PPT 1 64 R 16 R 256 R R R
PPT 2 32 R 16 R 2560 R 64 R
SON 1 16 R 16 R 256 R H4 R
SON 2° 16 R 2 5 256 R ] S
SON 3° 16 R 4 S 236 R 16 8
SON 4 LG E L& B 256 B 125 B
SON 5° 8 I 4 s 128 R 1a 5

“ 8, susceptible: I, intermediate; R, resistant. Values of Etest were rounded up to the next highest 2-fold dilution of microdilution assays and interpreted according
to CLSI guidelines.
5 Only isolates SON 2, 3, and § completely reveried after passage on culiure media.




%% Small colonles
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o88388

7 14 21 28
time post infection (days)
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7 14 21 28

time post infection (days) g; 3';; I;man (SCV)
(3) Wwildtype

Tuchscherr et al, EMBO Molecular Medicine 2011




Liaison au substratum

Impact des ions métalliques ou des polymeéres

100 LM N

D : * Ni : toxique croissance bactérienne
| si > 300 uM
T * Impact présence de 100 uM de Ni :
] 7 biomasse biofilm N bactéries libres
! i * Régulation transcriptionnelle :
0 picket sono. Cations Gty 2 operon CsgAB

Réle des autres métaux : Cu, Co, Ti, Cr, Ti et Va
Conséquences / conditions du micro-E

Perrin AEM 2009, Coraga-Huber DC J Appl Microbiol. 2012, Hosman ] Biomed Mater Res A. 2009
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Interaction active entre bactéries en biofilm et SI :
maintien d'un systéme pro-Inflammatoire persistant
et élastases

en maintenant le SI inefficace pour éradiquer le biofilm

antiseptiques incapables d’éradiquer le biofilm

Maort des miong-

Infection chronique et persistante sans guérison : SI, atbs et

Source de réinfection : libération potentielle de cellules planctoniques

arganismes Micro-crganismas
plancionigues protéeés dans le
Anuhlw biofilm
Impact des réponses immunes : - oo Hngscrtsies

Th2/Treg, role protecteur infection sur i
implant chronique a S. aureus
Th1/Thay, role dans le développement

A
5 -"*?'Ej. J

Surface de la prothése

Biofilms made easy Wounds Int 2010, Trampuz Rev Med Suisse 2010, ICAAC 2012, Prabhakara et al, 1&I 2011

M h
o acrophage

Tissus périprothétiques

accumulation de PNn, cytokines pro-inflammatoires, 7 enzymes protéases

Stratégie parasite : état qui permet d’augmenter 'apport en nutriment tout

32




Echec de I'éradication lié a un mode de vie spécifique : BIOFILM

* Difficulté de pénétration des antibiotiques, antiseptiques et phagocytes

spécialisés dans la matrice du biofilm
« Effet barriére, épaisseur et profondeur du biofilm

e Diminution du métabolisme / anaérobiose : moindre efficacité des

antibiotiques par moindre sensibilité de bactéries

* Modifications du phénotype :
Augmentation transfert des plasmides
Augmentation fréquence de mutation

Stratification des bactéries, plus ou moins dormantes
Conditions +ou- hostiles : effet barriére, séquestration
physique, stress, osmolarité (porines), métabolisme
anaérobie,

Conséquence : croissance + ralentie /substratum,
inoculum

Steward Lancet 2001, Crémet DMID 2013, Richards Chembiochim 2009

Slow penatration

Arvlibealic {yelioa) mey
fail to panetrate bevond
the surface layers of
the Blafim

| B i. ﬂlﬂmﬂ'ﬂﬂ:l“:l

Somie al e Dactona

| may differentiabs imo
50 A pralecisd pheralypic

|m Forwas af nursank
depletian of wasle produc)
accumulasion |redj

] =
| anlibiolic action may be
aniagani e

Figure 2: Three hypotheses for mechanisms of antibiotic

resistance in biofilms

The attachment surface is shown at the bottom and the aqueous phase

containing the antibiotic at the top.




Détermination de la sensibilité : comment !!
CMI ou CMEC ? Utile ou futile ? Réaliste ou utopique ?
Infections sur implant : quels antibiotiques ?

B-lactamines, amoxicilline et P. acnes
Clindamycine

Tetracycline

Rifampicine : staphylocoques
Daptomycine, linezolide, vancomycine ?
Fluoroquinolones : BGN

Cotrimoxazole

Fosfomycine : BGN et Staphylocoques

32




planctoniques

Role futur : biofilm
Sensibilité in vitro de biofilm : réaliste ?

CMI = bactéries planctoniques

standardisés...

Diagnostic d’'une infection a biofilm : quel outils pour quels résultats ?

Role actuel : limité a l'isolement, identification et sensibilité mais bactéries

CMEB = bactéries en biofilm, mais attention nombreux systémes non

TABLE 4. Susceptibility of planktonic and biofilm bacteria to selected antibiotics

MIC or MBC of

Concn effective against

Donlan CMR 2002

Beisionce Crganism Antibiotic planktonic phenotype (pg/ml) biofilm phenotype (ug/mi) X10
215 8. aurens NCTC 8325-4 Vancomycin 2 ({MBC) 20¢ X1000
26 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Imipenem I (MIC) >1,024° X226
26 E. coli ATCC 25922 Ampicillin 2 (MIC) 5128 5
208 P. pseudomallei Ceftazidime 8 (MBC) 800¢ X100
114 Streptococcus sanguis 804 Doxycycline 0.063 (MIC) 3.154 X50

¢ Concentration required for 99% reduction.
# Minimal biofilm eradication concentration.
¢ Concentration required for ~99% reduction.
4 Concentration required for >99.9% reduction.
35




TABLE 2, Antimicrobial susceptibilities of staphylococcal species isolated from orthopedic implants
Isolate {no, of ) MIC {pgml) MBC (ja/ml)
; o Test agent
strains tested) Range 50 00%% Range 50% 904

S. epidermidis (17) Gentamicin <(15-512 16 256 1-=1,024 128 =1,024
Cefumandole <(1.5-64 4 32 1-512 16 64
Cefotaxime <(),5-32 4 16 4-=1.024 128 512
Erythromycin <.5-=1,024 =1,024 =1,024 2-=1,024 =1.024 =1,024
Vancomycin -2 2 2 Bt 16 64
Ciprofoxacin (.25-1 0.5 L (1.5-64 16 32
Fusidic acid =<{), 125-16 0.5 16 1-=256 =256 =256

S aureus (4) CGGentamicin 16-32 16-32
Cefamandole 32 H4-512
Cefotaxime 4 256->1,024
Erythromycin 2-16 2-=1,024
Vancomycin (.5-1 16-32
Ciprofloxacin (1.5-1 1-32
Fusidic acid <(),125-0.25 16-128

Table 2

Minimum bactericidal concentrations of prosthetic hip isolates grown on polymethylmethacrylate

Strain Gentamicin Cefamandole Vancomycin Ciprofloxacin

PMBC* SMBC” PMBC SMBC PMBC SMBC PMBC SMBC
(ﬂwl) (u;‘h“ml] (Ml) {MD

P. acnes strains

HI 1 32 32 | > 1024 32 > 1024 8 512

HI'2 % 32 <0.5 512 8 512 16 312

HI 3 32 32 <0.5 > 1024 16 > 1024 16 256

HI 4 16 32 <0.5 > 1024 32 >1024 16 312

L671 32 128 4 > 1024 8 > 1024 16 512

L149 16 64 2 > 1024 8 > 1024 4 1024

L1958 32 64 1 256 I > 1024 8 512

CK77 32 32 1 > 1024 32 > 1024 4 512
: 3 36

Tunney AAC 1998, Ramage Biomaterials 2003




Méthodes d’évaluation du biofilm

1- Méthode de référence Cristal violet

JOUT
o ==~ 0H

&
L

1L,

Résazurine Résorufine
i

Aucune standardisation




Principe du Blafilm Ringtest™ :

Ure solution bactérenne (SBI) oSt déposée dans un pudls
Basochbe & une Suspension de parbicules magnalisables.

En Fabsence do beofilm, &i un aimant est présenté sous ha fond
du puits, towted les panticules sont aflirkes et foment un spot
cantral, Au fur of & mesure de i formation du biofim les part
cubes sont immobdiabes of e spof dmparail

L'analyss des |magos iy ot |y par le logiciel BFC Elements®
donne un indice do formation de biofilm (BF1)

Chavant J]MM 2007

Straightforward
datainterpretation

Absence Presence
of Biofilm of Biofilm
NO YES

$ J

I
k) |
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- EDTA + EDTA

Biofilm matrix :

Reconstitution image 3D par p confocale
Non adaptée a la pratique quotidienne

e Activité des antibiotiques
e Tester # mutants inactives
e Variations conditions environnementales

dynamics of P. aeruginosa
biofilm architecture

Flemming Nat Rev Microbiol 2010
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ication du biofilm : diagnostic

Fig. 1. Confocal laser scanning micrograph of bactenal biofilms removed from retrieved prostheses using ultr-
asonication. Biofilms were labeled with either (A) anti-Sraphivfoceccus spp. antiserum ( 1/400) or (B) undiluted
anti-Propionibacterivm acnes monoclonal antibody hybrnidoma colture supermatant (QUBPad) prior to incuba-
tion with the secondary antibody conjugated to a Aluorescent dyve Auorescein isothiocyanate (FITC), Reprinted
with permission from (7).

Fig. 3 Fluorescence fr sita hybridizntion using Auorescein-labeled peptide nucleic acid probes targeting bacterial
165 rRNA (PNA FISH) in combination with dismidino pheaylindohne [DAPL stain for DNA (left) and PNA
FISH visunhzation of bucterin ulone (right). The arrows point to aggregates of bacteria Iving in o biofilm-like pat-
tern. Epl-fluorescence microscopy, x90. Reprinted with permission from (37§

Hogdall APMIS 2010
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Biofilm Elimination on Intravascular Catheters:

Important Considerations for the Infectious
Disease Practitioner

Rodney M. Donlan

Division of Healthcare Quality Promation, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia

Trampuz NEJM 2007, Corvec Int ] Art Organs 2012
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-~ Implication du biofilm

Combattre le biofilm :
1- Empécher I'établissement

2- Stratégies physiques : sonication, water-Pik élimine 99,9 % du biofilm
de la plaque dentaire en 3 secondes, quid matériel ?

3- Stratégies chimiques :

e Inhiber ou limiter 'adhérence : anti facteurs de virulence ?

e Empécher la métamorphose du phénotype planctonique a sessile
e Anti communications « quorum-sensing » : cf. P. aeruginosa

e Inhiber la synthése de la MEC, antibiotiques ?

e Inhiber la structuration complexe du biofilm

e Augmenter les concentrations d’antibiotiques + combinaison

*Désorganisation du biofilm surfactant, bactériophage, enzymes
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mplication

Engineered
DspB-expressing
T7 phage
Cell lysis, phage and DspB £k Continued
Initial release, and biofilm di5persalt (Ba infection
infection % é;'ﬂ
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Bacteriophage replication - Q
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Fig. 1. Two-pronged attack strategy for biofilm removal with enzymatically
active DspB-expressing T7pspe phage. Initial infection of E. coli biofilm results
in rapid multiplication of phage and expression of DspB. Both phage and DspB
arereleased upon lysis, leading to subsequent infection as well as degradation
of the crucial biofilm EPS component, B-1,6-N-acetyl-D-glucosamine (22).

Mean cell density (log, CFL) -2

20 h
Untreated

Q 1IU' m illl
Treatment time (h)
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Lu PNAS 2007




* Biofilm structure complexe dynamique : cellulaire, moléculaire,
chimique, physique et microbiologique

 Nombreuses étapes et variables donc nombreux parameétres
parfois redondants (régulation+++)

DO Impact sur diffusion, efficacité des antibiotiques

* Fonction circonstances sondes, KT, matériel : meilleur traitement,
Enlever le dispositif implantable
- SAD aise
- KTC facile mais pas toujours possible
- Endoprothése vasculaire compliqué malgré taux infection
- PTH/PTG : nouveaux concepts

* Prise en charge pluridisciplinaire cf. [OAC
* Nouveaux outils pour étudier efficacité des antibiotiques

* Nouvelles approches : phages, antiQS, biomatériaux, vaccins anti
“MEC 46
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