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I Staphylococcus aureus : une bactérie sur-équipée

Pathogene majeur +++: 20-30% des inf. communautaires

20-30% des inf. nosocomiales
9\9"“’ Adhésines
PRl Adhésines

'ﬂ—-i i
'F— Enzymes
— B

Toxines

Virulence et redondance !

- B Internalisation



I Staphylococcus aureus et adhésion n

Adhésion : MSCRAMMS (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)

Immune evasion Facteurs de virulence secréteés
Protein A
MSCRAMMS  Glta ~, Proter |
— / Toxins
-TSST-1 (toxic shock)

Fibrinogene * - EFT (exfoliative)

cifB — -PVL
o Invasins
Kératine - hyaluronidase
- leukocidin

i

Collagéne {Cna - staphylokinase

\

i 0 Hemolvs:
Fibrinogéne {Sdr O ™ Coagulase EMOIySInS
/ a-hemolysin
Sas \ B-hemolysin
MUCUS FnbpA o-hemolysin

Fibronectine Ph. Moreillon, adapted from Foster, T. 2005



Facteurs d’adhésion impliqués dans la colonisation nasale a S. aureus 7

Iron surface determinant A
®» adhésion (Cell. epith.)

® acquisition du fer
(Clarke J, J Infect Dis, 2006)

Clumping factor B

®» Adhésion (Loricrine, Cytokératine)
(Wertheim HFL, PLOS med, 2008)

S. aureus
Loricrin/ __Loricrin &
Involuerin/ {  Cytokeratin
= b Cytokeratin $ ¥
Anucieated ¢
corneocyxes ' ;

S. aureus

@ | © | O

Keratinized stratified
squamous epithelium

®» Effet du niveau d’expression ?

d’apres Weidenmaier et al., Trends in microbiol., 2012 ; Baur et al. PLOS Pathog., 2014

Membrane protein

Acides teichoiques

®» Adhésion (SREC-I)
(Baur et al. PLOS pathog, 2014)

Pseudostratified columnar
ciliated epithelium



Physiopathologie de la colonisation : persistence !

/i Main pathway Alternative pathways
From colonization to infection —
Facteurs ;o - L
Facteurs . Fa z ,
o .. bactériens A 0
d’hote Adhésion ;oo
Clearance Adhésion i
mécanique !
fo---mmeeeeeeeeeeees -
Invasion t Internalisation | i
i par les cellules | E
Immunité : i hotes E i
innée : S { i
L .. Immune evasion i
Immunité Colonisation !
adaptive -
: Biofilm i
Commensalisme v : i
Toxines AN Fibroblast
Infection ‘\‘ i Hoffmann C. et al. 2011 Tuchscherr L et al. 2016
\‘i EurJ Cell Biol J Antimicrob Chemother
b mrrrrrrrrrmccccmccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc————————————

Josse J et al. Front Microbiol 2017; Hoffmann C. et al. Eur J Cell Biol 2011; Tuchscherr L et al. J Antimicrob Chemother 2016



IPhysiopathoIogie de la colonisation : persistence de la colonisation n

= Reclassification : 2 catégories (van Belkum et al. 2009)
v Persistants : index de portage > 0,8
v" Non persistants : index de portage < 0,8

= Portage nasal persistant

v" Charge bactérienne nasale élevée (> 103 UFC) (Verhoeven PO, 2012)

Skin
abdomen
15%

v" Durée de colonisation > 154 j (van Belkum A et al. 2009)
v Affinité particuliére pour une souche de S. aureus (van Belkum A, 2009)

| v Risque + élevé d’infection a S. aureus
Perineum 22%

Vaginal 5%

» dialyse péritonéale (Nouwen JL, 2005)
» chirurgie orthopédique (Kalmeijer MD, 2002)
» Hémodialyse (Verhoeven PO, 2015)

= Déterminants multifactoriels : hote, environnement, virulence bactérienne

( Ankle 10%

Lancet Infect Dis2005;5:751-62 Wertheim et al. 2005; Verhoeven et al. 2013



De la colonisation a lI'infection de cathéter a S. qureus

General population S avreus nasal carriers

Axilla 8%

Skin

Skin
abdomen abdomen
Forearm 15% Forearm 40%
20% 45%
Hand
27%

Perineum 22% Perineum 60%
Vaginal 5%

Ankle 10% Ankle 10%

Lancet Infect Dis2005;5:751-62

Infections
suppuratives

suppuratives

locales systémiques

Syndromes
toxiniques


http://www.patriceaudet.com/portfolio/bigs/StValentin_big.jpg

IDe la colonisation a la contamination du cathéter

=  Contamination extra-luminale

» principale voie de contamination

= |a plus précoce.

o , . , Main du personnel
= jinitiale (pose) ou secondaire (migration

des micro-organismes)

————__, [olonisation

pavillon

Fluide
contaminé

=  Contamination endo-luminale
= plus tardive

= prédominante si pose > 7 jours

= Facteurs favorisants : manipulations des d: :‘."3..4. ,:? ’ :
lignes, branchements ou injections. 2 ﬁmfuﬁf ,qummmmm. :

L] L] L] L] L] z
= Colonisation de la portion intra-vasculaire

Contaminé

= favorisée par thrombus au niveau du KT 2 Masertian Diffusion hématogéne



De |la colonisation a la contamination du cathéter

=  Contamination extra-luminale

" principale voie de contamination %

CONTAMINATED
DISINFECTANTS

= |a plus précoce.

= jinitiale (pose) ou secondaire (migration MEDICAL PERSONNEL ,/
des micro-organismes) D \ /
“ \ II CONTAMINATED
. . ° Y \
= Contamination endo-luminale @“ p ﬂlﬂﬂﬂfﬁr‘fﬂ'[‘m,,,,,,] \ / o
- -~ \ 4
. [Homclo’nnoul] Spread "'-.\ \ ,’ o
= plus tardive Seeding \ N P

-’ _ PATIENT'S==<Y 'y ¥
P . . . o -~~~ MICROFLORA
= prédominante si pose > 7 jours i nots V

4
. . . !
= Facteurs favorisants : manipulations des ' |
. . 3 . ‘ ) " * )
lignes, branchements ou injections. ‘7
S—

= Colonisation de la portion intra-vasculaire
FIBRIN SHEATH ~ CATHETER WOUND

= favorisée par thrombus au niveau du KT T A PURATION)

FIG. 3. Sources of catheter-related infections. Adapted from reference 107 with permission.



IS. aureus et échappement immunitaire

Echappement au systeme immunitaire

- Impairment of
phagocyte

Interference with

| recruitment .’cgrcnﬂg%%n ‘
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I Cathéters et microthrombus

Circulating Staph aureus
or other intracellular
infective endocarditis
pathogens TFA )
— - cytokines
* oo o 1 o Fibronectin
o x& &
Sgp e e Y / Undamaged
83 : endothelium

Inflammatory cells

Platil.ets\,. Monocytes
Coagulation A
platelet @ Q

7 activgtion @

( cytokines /> cytokinis)

Pose KT =
v’ rupture de la barriére cutanée
v microlésions de I'endothélium vasculaire

CIfA: clumping factor A

- nécessaire a I'induction et a la persistance de |'infection
isolat clfA - moins virulents qu’un isolat isogénique clfA +
Lactotoccus lactis clfA + devient pathogene

bénéfice de I'utilisation d’anticorps anti-CIfA

FnBP: fibronectin binding protein
- favorise l'internalisation dans les cellules endothéliales

Tous les isolats de S. aureus
(MRSA comme MSSA)

possedent les genes codant CIfA et FnBP



I e

= Processus de colonisation du cathéter :

1. Adhérence initiale :
o phénomenes électrostatiques

o hydrophobicité des bactéries

2. Formation du biofilm
o adhésines
o récepteurs spécifiques

de la paroi bactérienne

Surface

Adhesion forces Deformation of Adhesin production

the cell envelope

Nat Rev Microbiol 16, 616—-627 (2018)

Initial adhesion

‘Biofilm formation

Attachment Colonization

w
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Clin Microbiol Infect 2002; 8: 256-264



I e

Aap = Adhesion-associated-protein ~ PGA = Poly-gamma-Glutamyl Acid

AtIE = Autolysine E PNAG = Poly-N-acetyl-glucosamine ;
Bap = Bone-associated-protein Sdr = Serin domain repeat
LTA = Lipo-Teichoic Acid WTA = Wall Techoic Acid

Otto, M. Nat Rev Microbiol, 20009.



Cathéters et biofilm

Attached cell Cell-cell
monolayer  Adhesion and
proliferation

Bacterial cells-
Attachment to surface

Free floating -
O planctonic cells

O

ncoated surface Coated surface
QR %R
—

Ia. Attachment to uncoated surface
by physicochemical forces

1. Hydrophobic Interactions
2.Electrostatic Interactions
3.Van der Waals forces

2 Vitronectin

Ib. Attachment to protein coated surface  IL Cell-cell proliferation

1.Fibrinogen (Fg)

3.Von Willebrand factor

Mature biofilm

I11. Detachment
To mature biofilm

1.5 toxin
2.Degradation of
Extracellular
macromolecules

1.Polysaccharide
Intercellular Adhesin (PIA)

2.Accumulation
Associated Protein (AAP)

4.Platelets/thrombin

Eur Cell Mater. 2004 Dec 7;8:

05-3 20.0 20 033 049

Uckay et al, Annals of medicine 2009




Catheter et biotilm : : modification du comportement de S.
aureus

(O Aagr S. aureus
© agr® S. aureus

Lag Exponential Post-exponential ' Stationnary
Kin Protein A, I
= fibronectin binding protein,
other surface proteins
A
D A I&:) 5
Intravenous P 0 X c Toxins
catheter K
A o < ,t‘
> Leukocyte killing agr -RNAlII o-hemolysin,
= ST-1
| 9’ other secreted
. ¢ proteins,  cyto-
= = - plasmic enzymes
// leukocidin
Y y /
Blood @) = R < /
vessel O
11
O Bacteraemia O °7R9d blood cell R - . _%.
- e —-I, \ Signals I Early-exp I Mid-Exp (AIP) I Post-Exp

B |

Leukocyte o

Fig. 1| A model for Agr in biofilm-associated disease. Agr-dependent toxin release leads to the killing
of host immune cells and the release of products (for example, NETs) that promote bacterial biofilm
development on abiotic surfaces such as indwelling medical catheters. Emergent Agr-dysregulated
strains drive the formation of denser biofilms that resist leukocyte penetration and enable bacterial

persistence. Nat Microbiol. 2019 Jul;4(7):1073-1074.



I Cathéter et biofilm : composition de la matrice Front Microbiol. 2018 Feb 28:9:359. &

o e e )

UDP-N- {3 10-20 mers of A :
acetylglucosamine  ° N’ B-1,6 poly-N-acetylglucosamine /NS - ek

N-Acetylglucosaminyltransferase

lcaA

Any iy i
20yl (o0 0f V!

N

Polysaccharide intercellular adhesin (PIA)/ |
Poly-N-acetylglucosamine (PNAG)

polysaccharide intercellular adhesion (PIA)

exopolysaccharide

proteins such as accumulation-associated protein (Aap)

extracellular matrix binding protein (Embp)

teichoic acids

extracellular DNA (eDNA)

Channels in the biofilm are formed by Phenol-soluble modulins (PSMs)

|

Deacetylation

DN N N N NN



I Cathéter et biofilm : structure de la matrice in vitro

Bactéries IOA = + /- biofilm / intracellulaire

Olson, et al. ). Biomed Mater Res 1988



I Cathéter et biofilm : structure de la matrice in vitro

Matrice
biofilm

S. aureus —

-




Biofilm et immunité Front Microbiol. 2018 Feb 28;9:359.

Leukocyte

phagocytosis AMPs

Complement ~

Opsonization deposition

Matrix components:
PIA
Proteins (Aap, Embp)
Teichoic acids
eDNA




Biofilm et état métabolique des bactéries

Mesure de la synthese
protéeique
Expression GFP

Mesure de la synthese
ADN

5 bromo2-deoxyuridine
(BrdU)

... des bactéries tres peu actives

Biofilm staphylococcus (Rani et al.,, 2007)



I Biofilm et antibiotiques

/

R~ 4 -

./~ CHicleHicicHic!
=, DES Antibiotiques
S .

microcolonies biofilm = le village gaulois
antibiotiques = les romains


http://www.porto.ucp.pt/projectos/kidzlearn/frances/images/obelix.jpg

I Biofilm et antibiotiques

Table 1. Susceptibilty testing results for planktonic and adherent (biofilm| staphylococer

( )

Diffusion altérée

des antibioti
| €s antiblotiques | Drug §. epidermidis (ATCC33984) §. aures (ATCC33556)

Réduction de la Planktonic organisms Presence of biofilm Planktonic organisms Presence of biofilm

perméabilité / efflux

MIC MBC MBIC MBEC MIC MBC MBIC MBEC
(gl (mg/] g (mg)  (mgl (mg/] mgl)  (mgl)

Glucanes périplasmiques~”

0
0
0
.
.
B
.
0
.
.
0
0
.
0
,
0
’
’
0
0
.
.
0
0
0
.
.
.
.
.

" Pompe d'efflux

Daptomyem 0.5 0.5 4 ) 0.2 0.2 4 16
Vancomyen ] y 4 ) I I 4 16

MBIC, minimum biofilm inhibitory concentration; MBEC, minmum biofilm eradication concentration,

[ Bactéries persistantes

J

7

\

a l'action de certains
antibiotiques

{ Conditions défavorables )




I Biofilm et antibiotiques

des antibiotiques "

Réduction de la
perméabilite / efflux ¢

Glucanes périplasmiques’

0
0
.
.
.
B
.
.
.
.
.
.
.
B
.
0
,
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

~"Pompe d'efflux

{ Bactéries persistantes

a l'action de certains
antibiotiques

[ Conditions défavorables )

~ 3
Diffusion altérée l

% survival (CFU)

Bactéries tolérantes capables
de survivre en présence de 1000x CMI

11}

2" 12 ! mnn

X MIC

Les persisters ne sont pas des mutants

__________

Persisters

Remove antibiotic ' O 160 260

300
Treatment time (mn)

Lewis, K. 2007 Nat Rev Microbiol ; Lebeaux, D. et a/ 2014 MMBR



Comment lutter contre ces persisters ?

Persisters Difficulté de
diffusion des ATB

Ye

Bactericidal

1000 . .
antibiotics

T°100:

=

E10':

=

v ]

X 13

0.1 T T T 1

0 1 2 3 4

Time (hours)

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother
Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis

Chauhan A., Lebeaux, D. et al 2012 Antimicrob Agents Chemother , .
Chauhan A., Lebeaux, D. et al 2012 PLoS One D’apres Lebeaux et al.




Comment lutter contre ces persisters ?

Anti-persisters? Anti-matrice
+ antibiotiques ?

Modifier le pH Chélater ?

EEEEERER
d

Bactericidal
antibiotics

70100:
=
E 107
>
g 1 Genta+
o pH8,5
0.1 T T T 1
0 1 2 3 4

Time (hours) _ '
)

Gentamicin + EDTA

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chgmother Banin, E. et al AEM 2006
Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis Turakhia. M.H. et al AEM 1983
Chauhan A., Lebeaux, D. et al 2012 Antimicrob Agents Chemother P 5 .
Chauhan A., Lebeaux, D. et al 2012 PLoS One D'a pres Lebeaux et al.




Comment lutter contre ces persisters ?

Electrical potential Difference ) .
across the in [H*] Amlnoglyc05|de
membrane (AW) (ApH)

E— Proton & ch%

motive force (Ap)

Cytoplasm
A\

No. of Medi:an MIC (ug/ml) at
Organism tested| strains indicated pH

tested [, 52| 55 | 6574 ﬂ

: — Sabath,L.D. et al 1974 Antimicrob A

Klebsiella 13 |125 62 712 105 et LDt %herzothr;tr'mlcm gens
Proteus 5 |[175 150 |12 (6 |0.7 Taber, HW. et al 1987 Microbial Rev
Enterobacter 10 162 \\40\\—5\ :2.5 _ﬂ‘_& Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis
Serratia 13 160 150 9.5(3 |0.6
S. aureus 36 25| 1251——10.19/0.09

D’apres Lebeaux et al.



How can we eradicate biofilms/persisters ?

100k . ; — -]Antibiotique

> aminosides v _ 10 Seul

100% % 1
Adjuvant persisters | g 0.1
*E 0.01
§0.001
0.0001

O.OOOO‘ID 3 5 3 2 ) .

Time (h) D’apres Lebeaux et al.

Increased proton
motive force (Ap)

Mannitol e o O%

Aminoglycoside

Periplasm 7‘ f D%-I_ ch%
I - _ uinol T .
Cytoplasm ¢l
H* H* \Z
¥ %%
NAD* —— NADH \l/
Glycolysis
Cell death

Allison, K.R. et a/ 2011 Nature 473, 216




Comment lutter contre ces persisters ?

Free of
TREATMENT treatment
| | g
> Day 17

TREATMENT 1x/Day

Systemic antibiotics

+ ALT

Catheter - -PBS .
Contamination Cath -Or Genta 5mg/mL Sacrifice rat

Catheter S. aureus Xen36 atheter -Or L-arg 0.4% Catheter
- - 106 cells Colonization Removal
insertion confirmed -Or Genta + L-arg CEU count

Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis / Chauhan A et al 2012 PLoS One




L-arginine + gentamicin permet une éradication du biofilm

8 - .

. 1

T T T -'.'I.-'._
PBS L-arg Genta Genta +
L-arg

Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis




Nouvelles approches contre les biofilm sur cathéter

Surgical Implantation

Light

\Al
s e

Luminescent bacteria

Bioluminescence
monitoring

Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis / Chauhan A. et al 2012 PLoS One D’a prés Lebeaux et al.




Nouvelles approches contre les biofilm sur cathéter

**

*¥

l

Untreated Ethanol Gentamicin EDTA

Gentamicin
+EDTA

- Staphylococcus aureus -

in vivo spectrum
S. aureus
*S. epidermidis
*E. coli
*P. aeruginosa

in vitro
18 clinical strains (CRBSI)

Lebeaux, D. et al 2015 J Antimicrob Chemother
Chauhan A, Lebeaux D et al 2012 Antimicrob Agents Chemother
Lebeaux, D. et al 2012 Medicine (Baltimore)




I S. aureus : Pourquoi lui ?

" || est dans la place!

= || est sur-équipé, méme si équipé différemment d’une souche a I’autre

adhere +++

fait du biofilm dense +++ (régulation +++)
= Une fois dans le biofilm, les antibiotiques ne ’atteignent plus

= || sait disséminer et donner des « métastases septiques »

Le mieux ... c’est de 'empécher de commencer son implantation
v Limiter la colonisation
v' Dépister et décoloniser (”search and destroy”)
v" Ne pas contaminer a la pose du cathéter !
CQFD : connaitre et respecter les protocoles de pose !



Apres les épidémies porcines
et aviaires: le coronavirus

Ne sebi-d £ d "abaftve 4ot




New approaches for biofilm eradication

Anti-matrix

Anti-persisters?

+ antibiotics?

Gentamicin

2200 (L-arginine) |

Lebeaux, D. et al 2014 J Infect Dis
Allison, K.R. et al 2011 Nature 473, 216




