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INTRODUCTION

Les infections ostéo-articulaires (IOA), caractérisées par des pathologies telles que I'arthrite
septique, 'ostéomyélite aigué et chronique, la spondylodiscite, et celles associées aux
dispositifs orthopédiques, sont des enjeux majeurs en santé publiquel. Parmi celles-ci,
I'arthrite septique se distingue par sa progression rapide et sa capacité a causer d'importants
dommages aux articulations et au cartilage. A I'opposé, I'ostéomyélite est reconnue pour son
évolution chronique et le risque accru de complications. Ces infections peuvent engendrer
une incapacité permanente, imposant un poids significatif sur les systemes de santé.
Staphylococcus aureus (S. aureus) est au coeur de cette problématique. Cet agent pathogéne
est impligué de maniére prépondérante dans les IOAL Malgré les antibiotiques
conventionnels employés pour lutter contre ce micro-organisme, la montée en puissance des
résistances, notamment celle des souches de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM),
rend de plus en plus difficile leur traitement?. Cette complexité est exacerbée par la capacité
de S. aureus a envahir et persister dans les ostéoblastes? ainsi qu'a former des biofilms?. Ces
spécificités biologiques mettent en évidence I'urgence de découvrir et d'exploiter de nouvelles

stratégies antibactériennes.

Parmi les alternatives prometteuses, les peptides antimicrobiens (PAM) attirent I'attention.
Universellement exprimés a travers tous les regnes de la vie, ils régulent les populations
bactériennes symbiotiques. Ces molécules présentent une activité antimicrobienne a large
spectre contre les bactéries, virus et champignons. Un pseudo-peptide en particulier, le
Pep16, inspiré d’'une toxine bactérienne, a montré des résultats prometteurs dans des
modeéles murins de septicémie causée par le SARM?>. Son administration est associée a une
toxicité minimale et a une moindre probabilité d'émergence de résistance bactérienne, faisant

de lui un candidat potentiel pour le développement d'un nouveau médicament antimicrobien.

Pepl16 pourrait représenter une alternative de choix pour le traitement de ces infections
notamment l'arthrite septique due a S. aureus. Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous
sommes attelés a évaluer le potentiel du Pep16, tant in vitro qu'in vivo, pour |'éradication de
S. aureus impliqué dans les IOA. Nos recherches, validées a I'aide d'un modéle murin d'arthrite
septique, visent a souligner le potentiel de Pep16 comme stratégie de traitement novatrice

pour les I0A.
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l.

TRAVAIL BIBLIOGRAPHIQUE

Staphylococcus aureus

1. Caractéristiques du genre Staphylococcus

1.1 Taxonomie

Le staphylocoque doré, scientifiquement dénommé Staphylococcus aureus, est classé au sein
du phylum des Bacillota (anciennement Firmicutes) qui regroupe des bactéries a Gram positif
caractérisées par un faible pourcentage de bases guanine et cytosine dans leur ADN. Ce
phylum comprend plusieurs classes, dont les Bacilli et les Clostridia. S. aureus fait partie de
I'ordre des Bacillales et appartient a la famille des Staphylococcaceae. Au sein de cette famille,
le genre Staphylococcus® est prédominant avec une cinquantaine d'espéces décrites. Parmi
elles, S. aureus se distingue comme étant I'une des plus importantes en termes de pathologie
humaine et animale. Une premiere classification des souches cliniques de S. aureus est basée
sur le type agr (accessory gene regulator), avec quatre variants différents selon les alléles des
geénes constituant le systeme Agr, qui régule divers facteurs de virulence en fonction de la
densité bactérienne (‘quorum sensing’, QS)’. Un deuxiéme niveau de hiérarchisation est basé
sur le ‘sequence type’ (ST) qui s'appuie sur le polymorphisme de 7 génes de ménage, les ST
étant regroupés au sein de complexes clonaux (CC)®. Un typage plus précis est maintenant
possible grace au séquencage génomique par I'analyse des génes du ‘core genome’ (ensemble

des génes communs a toutes les souches d'une méme espéce).

1.2 Caractéristiques morphologiques et métaboliques

S. aureus est une bactérie sphérique (coque), typiquement arrangée en amas irréguliers
ressemblant a des grappes de raisin (Figure 1). La bactérie mesure généralement entre 0,5 et
1 um de diamétre®. Elle se distingue par sa couleur dorée due 3 la production du pigment
appelé staphyloxanthine?. Elle est non mobile et non sporulée, ce qui la distingue d'autres
bactéries a Gram positif (ex. Bacillus) qui peuvent former des spores en réponse au stress.
L'une des caractéristiques les plus distinctives de S. aureus est sa capacité a produire une

coagulase®, enzyme qui provoque la coagulation du plasma de lapin, autrefois utilisée comme
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test diagnostique pour distinguer S. aureus des staphylocoques a coagulase négative (SCN). La
paroi cellulaire de S. aureus est composée d'un peptidoglycane épais, caractéristique des
bactéries a positif, conférant rigidité et forme a la cellule. Incrustées dans cette matrice de
peptidoglycane, se trouvent des protéines de liaison a la fibronectine (FnBP) qui jouent un role
dans la colonisation des tissus hétes, facilitant 'attachement de la bactérie'C. Par ailleurs,
cette paroi est également recouverte d'un polysaccharide capsulaire qui permet a la bactérie
d’échapper au systéme immunitaire de I'h6te en masquant les antigénes bactériens'!. S.
aureus est une bactérie aérobie-anaérobie facultative, ce qui signifie qu'elle peut croitre en
présence ou en absence d'oxygene. Dans des conditions aérobies, elle effectue la respiration
cellulaire, tandis qu'en l'absence d'oxygéne, elle adopte un métabolisme fermentatif. La
capacité de S. aureus a changer de mode métabolique lui offre un avantage adaptatif, lui
permettant de coloniser divers environnements au sein de I'h6te, de la surface de la peau et

des muqueuses aux tissus profonds®?.

Le métabolisme de S. aureus est également adapté pour lutter contre les différents acteurs
du systeme immunitaire. Par exemple, lorsqu'elle est exposée a des concentrations élevées
de peroxyde d'hydrogéne, une arme utilisée par les cellules immunitaires pour tuer les
bactéries, S. aureus peut détourner ce composé en utilisant des enzymes antioxydantes pour

alimenter son propre métabolisme?3.

Figure 1. Structure morphologique de S. aureus observée par microscopie électronique a

balayage (d’aprés Zeng et al.*4).
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2. Un pathogéne humain majeur

2.1 S. aureus : du commensal au pathogéne opportuniste

Bien que les staphylocoques soient ubiquitaires, présents chez de nombreux étres vivants, ils
sont principalement connus pour leur association avec I'homme. Environ 30 % des humains
sont des porteurs asymptomatiques de S. aureus®®, principalement au niveau des fosses
nasales, mais aussi dans d'autres zones comme les aisselles, le périnée ou le tractus gastro-
intestinal®. Cependant, la présence de cette bactérie ne se limite pas a une simple coexistence
car elle a des implications majeures en matiere de santé humaine. L'équilibre entre le systeme
immunitaire et S. aureus est essentiel, car un dysfonctionnement peut permettre une
prolifération et une dissémination dans |'organisme. Les personnes colonisées par S. aureus
présentent un risque accru d'infections, notamment en cas d'hospitalisation, car elles sont

souvent infectées par leurs propres souches de colonisation?®.

S. aureus n’est pas seulement une bactérie commensale car il peut étre un pathogene
redoutable. Il est responsable d'une myriade d'infections (Figure 2), allant des infections
cutanées simples, telles que les furoncles, a des infections profondes et invasives affectant
des organes vitaux comme le cceur ou les poumons?’. Sa capacité a causer une telle diversité
d'infections s'explique en partie par sa production d'un éventail d'enzymes et de toxines,
certaines d'entre elles étant responsables de maladies graves comme le syndrome du choc

toxique staphylococcique (SCTS).
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Figure 2. Apercu des infections dues a S. aureus chez I’lhomme (adapté de Salgado- Pabdn

et al.Y’).

2.2 S.aureus : une bactérie multi-résistante aux antibiotiques

En matiére de santé humaine, S. aureus est un pathogene opportuniste préoccupant. Outre
les diverses infections qu'il provoque chez I'homme, certaines souches résistent aux
traitements disponibles. Dans les années 1960, l'apparition de souches résistantes aux
pénicillines du groupe M (SARM, pour S. aureus résistant a la méticilline) marqua un
tournant'®. Ces souches de SARM portent un géne mecA qui code pour la protéine PLP2a
insensible a I'action des B-lactamines, tout en sachant que ces souches sont généralement co-
résistantes a d’autres familles d’antibiotiques?®. Cette multirésistance aux antibiotiques en fait
un acteur majeur parmi les pathogenes bactériens du groupe ESKAPE (Enterococcus faecium,
S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et

Enterobacter spp.) responsables de la grande majorité des infections acquises a I’'hopital.
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Compte tenu des résistances multiples aux antibiotiques qui ont émergé au fil du temps, il

constitue actuellement une préoccupation cruciale en santé publique.

3. Les facteurs de virulence

Les ruptures dans la barriére cutanée ou les états d'immunodéficience favorisent la transition
de la colonisation vers l'infection. La virulence de S. aureus découle de sa faculté a produire
une grande variété de facteurs de virulence. Ces éléments jouent un réle clé dans le processus
infectieux qui comporte deux étapes : une période initiale de colonisation (sans symptomes)

suivie d'une étape d'invasion, qui constitue I'infection en tant que telle.

3.1 Les multiples voies et mécanismes d’infection par S. aureus

L'infection systémique a S. aureus dépend toujours de la rupture de la couche épithéliale
protectrice. Par exemple, les infections cutanées peuvent survenir a partir de légeres
égratignures de la peau et devenir invasives?®. Cependant, S. aureus peut également
promouvoir activement la rupture épithéliale, un mécanisme principalement attribué a
I'activation de la métalloprotéinase a domaine contenant la protéine 10 (ADAM10) par l'a-
toxine pour cliver les molécules d'E-cadhérine?! (Figure 3). Ce mécanisme rompt les jonctions
adhérentes et compromet le cytosquelette d'actine??. La contamination des dispositifs
médicaux internes constitue une autre voie d'infection fréquemment observée en milieu
hospitalier. Le principal mécanisme sous-jacent a cette voie d'infection est la capacité de S.
aureus a adhérer au matériau plastique des dispositifs ainsi qu'aux molécules de la matrice
qui recouvrent les dispositifs peu aprés leur insertion, et a former un biofilm sur le dispositif?3.
La formation de biofilm est également la cause suspectée du syndrome de choc toxique
staphylococcique menstruel (SCTSM), ou des souches spécifiques de S. aureus produisant la
toxine du syndrome de choc toxique-1 (TSST-1) forment des biofilms sur des tampons a haute
capacité d'absorption?®. L'intoxication alimentaire est un cas particulier d'infection aigué a S.
aureus dans laquelle des aliments contaminés contenant des entérotoxines staphylococciques
(SE, pour ‘staphylococcal enterotoxins’) sont ingérés. Les SE provoquent des vomissements
par un mécanisme encore mal compris impliquant la libération d'histamine par les mastocytes

intestinaux®. Les infections systémiques découlant d'infections staphylococciques aigués sont
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tres rares. On ignore si une colonisation intestinale prolongée par S. aureus peut entrainer des
infections gastro-intestinales ou méme systémiques. Il est probable que la corrélation
observée entre la colonisation intestinale par S. aureus et d'autres formes d'infection a S.
aureus découle plutot du role de l'intestin en tant que réservoir pour la diffusion de S. aureus
vers d'autres sites de colonisation épithéliale?®. Enfin, S. aureus peut également profiter de
maniére opportuniste de dommages primaires causés par d'autres agents pathogenes ou
conditions prédisposantes. Cela se produit, par exemple, dans les infections pulmonaires
initiées par une infection virale telle que la grippe, oU une surinfection par S. aqureus est
souvent la cause ultime du déceés?’. De plus, il a été montré que S. aureus contribue au
développement de la dermatite atopique via des toxines spécifiques, incluant la &-toxine ou
des peptides cytolytiques similaires appelés ‘phenol-soluble modulins’ (PSM) qui activent les
mastocytes?®. De plus, S. aureus peut compliquer les infections cutanées provoquées par
d'autres agents pathogénes. Un exemple est |'exacerbation des ulcéres de Buruli méme aprés
que l'agent pathogéne d'origine (dans ce cas, Mycobacterium ulcerans) ait été éradiqué par

un traitement antibiotique?®.
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Figure 3. Réle de la a-toxine dans l'infection par S. aureus (adapté de Cheung et al.39). La
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principale toxine produite par S. aureus, appelée a-toxine, agit par deux mécanismes
principaux. Ces deux mécanismes dépendent du récepteur ADAM10, qui posséde également
des domaines métalloprotéase et désintégrine. Premierement, l'a-toxine provoque la
formation de pores dans une variété de cellules cibles en formant un pore heptamérique.
Deuxiemement, elle entraine une rupture des épithéliums et des endothéliums en rompant les

jonctions adhérentes et en compromettant le cytosquelette.

3.2 Les mécanismes d’évasion de S. aureus aux défenses de I’héte

Aprées la rupture de I'épithélium et l'invasion systémique, la réussite d'une infection a
staphylocoque dépend de l'efficacité d'évasion vis-a-vis des défenses de I'hbte. S. aureus y
parvient en quittant la circulation sanguine, riche en mécanismes de défense immunitaires
cellulaires et humorales, pour envahir les organes et les tissus ou il forme des abces
encapsulés. Dans le cas d'infections cutanées ou pulmonaires, les abces peuvent se former
directement apres la rupture de I'épithélium. Tout en restant dans le sang, S. aureus déploie
une série impressionnante de mécanismes pour éviter son élimination. Ceux-ci vont de la
production de toxines qui détruisent les phagocytes (leucocidines) a des mécanismes qui

déclenchent |'apoptose des phagocytes, jusqu'a l'inhibition des facteurs du complément, en
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plus de l'agglutination et de la formation de thrombus. Nous examinerons en détail les

facteurs de S. aureus sous-jacents a ces mécanismes d'évasion immunitaire. La Figure 4

détaille les principaux mécanismes de S. aureus pour échapper au systéme immunitaire.
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Figure 4. Mécanismes de S. aureus pour échapper au systéme immunitaire (adapté de

Cheung et al.3%). S. aureus parvient & se soustraire aux défenses, principalement innées, de

I'hote grdce a divers mécanismes agissant a différents niveaux. Ces mécanismes comprennent

l'inhibition

de la reconnaissance

immunitaire/opsonisation

la

(a),

production

d'agrégats/matrices (b), la résistance aux mécanismes bactéricides des phagosomes (c) et

I'élimination directe des phagocytes et autres cellules immunitaires (d). (a) S. aureus sécrete

de nombreuses molécules qui inhibent I'opsonisation et ['activation du complément. La

bactérie réduit également 'adhésion des neutrophiles a I'endothélium vasculaire, empéchant

leur sortie des vaisseaux sanguins vers les tissus infectés. De plus, la lipase de S. aureus diminue
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'activité pro-inflammatoire des lipoprotéines associées aux PAMPs. (b) S. aureus génére des
substances extracellulaires, comme la capsule ou l'exopolysaccharide PIA, qui inhibent la
phagocytose. De nombreuses souches forment également des biofilms, renforcant leur
résistance aux attaques des phagocytes. En outre, S. aureus libére des facteurs induisant la
formation de caillots de fibrine et d'agrégats de fibrine/bactéries.(c) S. aureus parvient a
contourner les mécanismes bactéricides des neutrophiles, qu'ils soient dépendants ou
indépendants de |'oxygéne. La superoxyde dismutase (SOD) transforme le superoxyde nocif et,
conjointement avec la catalase et AhpC, convertit le peroxyde d'hydrogéne en molécules
inoffensives. La protéine SPIN inhibe la myéloperoxydase (MPO) qui génére l'espéce réactive
de l'oxygéne (ROS) la plus puissante, I'hypochlorite. Le pigment jaune staphyloxanthine
protége généralement les cellules de S. aureus des ROS. L'activité des peptides antimicrobiens
(PAM) est réduite par des protéases sécrétées et par la diminution du caractére anionique de
la surface cellulaire bactérienne. L'activité du lysozyme est diminuée par une modification du
peptidoglycane catalysée par OatA. Enfin, S. aureus produit une nucléase capable de digérer
les piéges extracellulaires des neutrophiles (NET). (d) S. aureus produit plusieurs cytolysines,
dont les leucocidines a deux composantes, la a-toxine et les modulines solubles dans le phénol
(PSM) qui lisent directement les leucocytes. Certaines ont aussi été montrées pour favoriser
I'évasion/lyse phagosomale aprés phagocytose. Les PSM et la a-toxine lysent également
d'autres types de cellules. De plus, certaines molécules sécrétées par S. aureus peuvent

déclencher une apoptose médiée par des récepteurs.
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3.2.1 Evitement de I'élimination par les phagocytes

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) constituent la majorité des leucocytes circulant dans le
sang, représentant environ 60 % de la population leucocytaire. lls jouent un réle crucial dans
la régulation de l'infection a S. aureus , comme le démontre la susceptibilité extréme a cette
infection chez les patients présentant une neutropénie3l. De plus, des études récentes ont
attribué un réle important des cellules de Kupffer du foie dans l'infection a S. aureus. En effet,
I'élimination de ce pathogéne par ces cellules a été décrite comme un goulot d'étranglement
initial clé pour le développement ultérieur de la bactériémie a S. aureus et |'établissement de
l'infection dans d'autres organes®?. La plupart des mécanismes d'évasion de S. qureus a
I'élimination par les phagocytes ont cependant été étudiés chez les PNN. S. aureus échappe a
I'élimination par ces cellules via plusieurs mécanismes, qui comprennent 1) I'inhibition de
I'extravasation des PNN du sang vers les tissus, de leur activation et du chimiotaxisme, 2)
I'inhibition de la phagocytose par agrégation des bactéries, par la formation de structures de
surface protectrices et par la production de biofilm, 3) l'inhibition de I|'opsonisation, 4)
I'inhibition des mécanismes d'élimination des PNN, et 5) I'élimination directe des PNN par des
toxines cytolytiques ou le déclenchement de I'apoptose®. Il a été avancé que l'efficacité
particuliére des deux derniers mécanismes, indépendamment du succes de I'opsonisation par
des anticorps et d'autres opsonines, pourrait expliquer les difficultés a trouver un vaccin

efficace contre S. aureus, qui reste encore a découvrir3,

3.2.2 Inhibition du recrutement et de l'activation des neutrophiles

A moins que les PNN n'interagissent directement avec les pathogénes dans le sang, ils doivent
migrer du sang vers le site de l'infection, un processus complexe qui implique le roulement et
I'adhésion des PNN a I'endothélium, leur pénétration a travers celui-ci (diapédése) ainsi que
leur activation et migration vers le pathogene selon un gradient de chimio-attractants, dans
un processus appelé chimiotactisme3®. L'activation se produit par une stimulation primaire
("amorgage") par des cytokines spécifiques comme I'lIL-8, le CSF et I'[FN-y ou les facteurs de
complément C3a et C5a%. Les chimio-attractants peuvent étre originaires de I'héte, comme
le leucotriene B4 ou I'lIL-8, ou produits par les bactéries. Chez les bactéries a Gram positif, les

activateurs/chimio-attractants des PNN comprennent la structure lipoylée N-terminale des
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lipoprotéines®’, le peptidoglycane3?, les séquences CpG non méthylées dans I'ADN3° et les
peptides formylés, qui proviennent de la N-formylation de la méthionine pendant la synthese
protéique?®. L'acide lipotéichoique (LTA) est également pro-inflammatoire, mais son role
pourrait avoir été largement surestimé en raison de la contamination par des lipopeptides*'.
Toutes ces structures sont spécifiques aux bactéries et permettent donc au systeme
immunitaire de reconnaitre les ‘envahisseurs’ bactériens. Elles ont été appelées modeles
moléculaires associés aux pathogenes ou pathogen-assocated molecular patterns en anglais,
(PAMP) et activent généralement les récepteurs Toll-like (TLR)*?, qui fonctionnent en homo-
ou hétérodimeéres. Les lipoprotéines diacylées activent TLR2/TLR6, tandis que les
lipoprotéines triacylées activent TLR2/TLR1 et les séquences CpG activent TLR9. Chez S.
aureus, les PSM (incluant la 6-toxine) constituent une grande partie de la quantité de
protéines sécrétées et, étant sécrétées sans peptide signal, conservent leur partie méthionine
N-formylée pro-inflammatoire®. Les PSM sont également chimio-attractants pour les PNN
sans N-formylation, et les formes N-formylées et non N-formylées activent principalement le
récepteur des peptides formylés 2 (FPR2)*. S. aureus inhibe I'extravasation, I'activation et le
chimiotactisme des PNN en utilisant une multitude de facteurs et mécanismes. La protéine
superantigénique-like staphylococcique 5 (SSL5) et SelX, qui se lient au ligand glycoprotéique
P-sélectine-1 (PSGL-1) sur la surface des leucocytes, inhibent I'extravasation via l'inhibition de
I'adhésion des neutrophiles via PSGL-1 a l'ancre P-sélectine sur les cellules endothéliales*.
SelX contribue significativement a la pathogenése dans un modele de pneumonie chez le lapin
via l'inhibition des PNN plutdt que par son activité superantigénique®®. L'activation et le
chimiotactisme sont inhibées par de nombreux membres de la famille SSL, y compris SSL3,
SSL4, SSL5 et SSL10, qui se lient aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et aux TLR. Par
exemple, SSL3 et SSL4 se lient a TLR2%7, SSL10 a CXCR4*8, et SSL5 en général aux RCPG*°. La
protéine inhibitrice du chimiotactisme de Staphylococcus ou Chemotaxis-Inhibitory Protein of
Staphylococcus en anglais (CHIPS) se lie et inhibe FPR1 et C5aR>°, tandis que FLIPr et FLIPr-like
inhibent FPR1 et FPR2°!. La protéase staphopaine et la lipase sécrétées par S. aureus
contribuent également a l'inhibition de la chimiotactisme. La staphopaine dégrade CXCR2,
inhibant ainsi la migration des PNN vers les cytokines reconnues par ce récepteur?. La lipase
Geh a récemment été découverte pour dégrader les lipoprotéines en retirant le N-terminus

lipoylé pro-inflammatoire, empéchant la reconnaissance de ces PAMP par les PNN>3,
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3.2.3 Inhibition de la phagocytose

De nombreux microorganismes invasifs sécrétent des exopolysaccharides capsulaires pour se
protéger contre la phagocytose. Nombreuses souches cliniques de S. aureus produisent des
capsules, généralement de sérotypes 5 ou 8, ayant une structure spécifique>*. Néanmoins, la
lignée USA300, principale source d'infections associées a la communauté et aux hopitaux aux
Etats-Unis, ne produit pas de capsule®. Cela suggére que d'autres mécanismes d'évasion
immunitaire peuvent remplacer la fonction protectrice de la capsule®. L'adhésine
intercellulaire a base de polysaccharides PIA (pour polysaccharide intercellular adhesin) ou
PNAG (pour poly-8-1-6-N-acetylglucosamine) est un exopolysaccharide homopolymérique qui
recouvre la surface cellulaire des staphylococques®’. La déacétylation partielle confére au
PIA/PNAG une charge positive qui 'attire vers la surface bactérienne chargée négativement>2,
Le PIA/PNAG est un composant majeur du biofilm staphylococcique?®. En plus de constituer
une barriére anti-phagocytose, le PIA/PNAG agit selon deux mécanismes : il masque la surface
cellulaire et il contribue & la matrice du biofilm®8. En plus de la formation de biofilms, surtout
présents sur les dispositifs médicaux implantés, S. aureus utilise d'autres mécanismes
d'agrégation pour échapper a la phagocytose dans le sang. En particulier, il produit des
thrombus en combinant les activités combinées de la coagulase et de la protéine de liaison au
facteur von Willebrand (vWbp). Ces protéines se lient a la prothrombine pour former un
complexe appelé staphylothrombine>. Ce complexe transforme alors le fibrinogéne en
fibrine, favorisant la formation de caillots méme en |'absence du signal de Iésion vasculaire
normalement requis. S. aureus utilise ensuite des protéines de liaison au fibrinogéne, comme
le facteur de coagulation A (CIfA), pour adhérer aux caillots de fibrine et former des agrégats
bactériens®. Les protéines de liaison a la fibronectine FnBPA et FnBPB contribuent également
a l'agrégation des plaquettes®!. S. aureus a la capacité de libérer une variété d'enzymes et de

cofacteurs dans |'espace extracellulaire (Tableau 1).
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Tableau 1. Principales enzymes et cofacteurs sécrétées par S. aureus (adapté de Tam et

al.%?).
Cofacteur/Enzyme Gene Fonction(s)
Coagulase coa cofacteur, active la prothrombine
VWbp vwb cofacteur, active la prothrombine
Staphylokinase sak cofacteur, active la prothrombine
Nuc nuc nucléase
Aureolysine aur métalloprotéase
ScpA SSpA protéase sérine
SplA splA protéase sérine
SplB splB protéase sérine
SplC splC protéase sérine
SpID splD protéase sérine
SplE splE protéase sérine
SplF splF protéase sérine
Toxine exofoliative A eta protéase sérine
Toxine exofoliative N etb protéase sérine
Staphopaine A SCpA protéase cystéine
Staphopaine B sspB protéase cystéine
Hyaluronidase hysA lyase
B-toxine hib sphingomyelinase, ligase biofilm
PI-PLC plc phospholipase
SAL1 lip1 lipase
SAL2 geh lipase
FAME inconnu détoxifie les acides gras libres
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3.2.4 Inhibition de 'opsonisation

Une phagocytose efficace nécessite I'opsonisation des cibles bactériennes par des anticorps
(immunoglobulines, Ig) ou le systéme du complément. Les Ig se lient aux pathogeénes via leurs
segments Fab et aux phagocytes via leurs régions Fc. L'efficacité de I'opsonisation varie selon
la sous-classe des Ig, I'lgM étant la plus efficace en raison de sa structure polymérique. Outre
leur réle opsonique, les Ig activent la voie classique de la fixation du complément lorsqu'elles
se trouvent sur la surface cellulaire bactérienne. S. aureus produit trois protéines qui
perturbent le dépot d'lg. La plus connue est la protéine A de surface (SpA), qui crée un
« manteau de camouflage » d'lg non spécifiques a la surface de S. aureus par un lien non
spécifique aux régions Fc des 1gG3°. Elle se lie également a la région Fab des IgM, fonctionnant
comme un superantigene pour les cellules B de I’h6te et induisant leur apoptose. De plus, elle
réoriente la réponse immunitaire en stimulant la production de cellules B plasmatiques
reconnaissant presque exclusivement la protéine A3, La protéine Sbi, pour S. gureus Binder
des 1gG, se lie uniquement a la région Fc des 1gG et également aux composants sériques tels
que l'apolipoprotéine H et les facteurs du complément H et C3%4. Enfin, SSL10, une protéine
avec plusieurs autres fonctions dans I'évasion immunitaire, se lie également a la région Fc des

IgG, empéchant ainsi la phagocytose médiée par le récepteur des cellules de I'immunité®®.

Le role principal du systeme du complément lors de l'infection par des bactéries a Gram positif
est le dépo6t de C3b a la surface bactérienne pour |'opsonisation, qui se produit lorsque le
facteur C3 est clivé par des convertases C3 issues de |'une des trois voies indépendantes du
complément (lectine, classique, alternative)®®. D'autres facteurs, tels que le C5a formé lors de
I'interaction C3-C3b, agissent comme chimio-attractants pour des cellules immunitaires
supplémentaires®’. S. aureus produit une multitude de protéines inhibitrices du systéme du
complément. La plus centrale et polyvalente est I'inhibiteur du complément staphylococcique
ou Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN), qui inhibe les trois voies par une approche a
plusieurs volets qui méne a l'inhibition des convertases C3, réduisant ainsi le dépot de C3b et
la formation du chimio-attractant C5a®. De nombreux autres facteurs de virulence de S.
aureus, identifiés pour d'autres rbles dans la pathogenése, inhibent également le
complément. Par exemple, la protéine Efb de liaison au fibrinogene extracellulaire se lie a C3

par son extrémité C-terminale et au fibrinogéne par son extrémité N-terminale, recouvrant
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ainsi les bactéries d'une couche de fibrinogéne qui inhibe la reconnaissance de C3b lié a la
surface®. La protéine Ecb, homologue extracellulaire de liaison au complément, n'a pas
d'activité de liaison au fibrinogéne, mais inhibe la convertase C3 de la voie alternative et toutes
les convertases C57°. Plusieurs autres protéines de S. aureus inhibent des voies spécifiques :
I'adhésine au collagéne (Cna) inhibe la voie classique’?, SArE la voie alternative’? et la protéine
d'adhérence extracellulaire (Eap) les voies lectine et classique’®. Enfin, SSL7 inhibe le
complément de deux manieres, par l'inhibition de la reconnaissance des IgA en se liant a leur
région Fc ainsi qu’a C574. Outre ces mécanismes trés spécifiques d'inhibition de I'opsonisation,
cette derniere peut également étre inhibée par l'activité protéolytique des protéases
sécrétées par S. qureus. La bactérie sécréte une série de protéases a spécificité de substrat
relativement faible, dont les plus importantes sont la protéase a sérine staphylococcique
(protéase V8 ; SspA), la protéase a cystéine (SspB), la métalloprotéase (auréolysine ; Aur) et la
staphopaine (Scp)’°. Bien que la fonction principale de ces protéases puisse consister en
I'acquisition de nutriments, il est probable qu'elles détruisent également de nombreuses
protéines de défense immunitaire. Ceci a spécifiguement été démontré dans le cas du
complément pour l'auréolysine, qui clive C3°2. De plus, il a été démontré que la protéase V8
était capable de cliver les Ig’®. Cependant, la contribution de ce mécanisme a la pathogenése
est en grande partie spéculative’’. Il est & noter que de nombreux facteurs inhibiteurs du
complément de S. aureus sont spécifiques a I’'Homme ; par conséquent, leur contribution a la

virulence est difficile a modéliser dans les modeéles d'infection murins33.

3.2.5 Inhibition des mécanismes de destruction

Une fois que les PNN ont réussi a ingérer S. aureus malgré les nombreux mécanismes d'évasion
de la phagocytose mis en ceuvre par cette bactérie, des activités bactéricides efficaces sont
déclenchées dans le phagosome des PNN. La myéloperoxydase (MPO) libérée a partir de
granules primaires généere des especes réactives de I'oxygéne (ROS pour Reactive Oxygen
Species). Des peptides antimicrobiens (PAM), comme les défensines, sont également libérés a
partir de ces granules. Les granules secondaires liberent d'autres antimicrobiens, tels que le
lysozyme’8. Les mécanismes bactéricides des PNN peuvent dépendre de I'oxygéne (MPO) ou
non (PAM et protéines)’. S. aureus a élaboré plusieurs moyens pour perturber ces deux types

de mécanismes. Les mécanismes dépendant de I'oxygéne sont assurés par la NADPH oxydase,
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qui produit du superoxyde a partir de I'0O,. Ce superoxyde est ensuite spontanément
transformé en peroxyde d'hydrogéne (H203). La MPO convertit H,O; et du chlore en acide
hypochloreux (HOCI), principal effecteur des ROS’. S. aureus dispose de divers mécanismes
de résistance aux ROS et d'inhibition des enzymes productrices des ROS. La staphyloxanthine,
un pigment doré, confére a S. aureus sa résistance aux ROS®. En outre, S. aureus produit de
la superoxyde dismutase, qui neutralise le superoxyde en H,0> moins toxique®?, ainsi que de
la catalase (KatA) et une alkyl hydroperoxyde réductase C (AhpC), qui détoxifient le H.0,%2.
Par ailleurs, S. aureus produit une lactate déshydrogénase, induite par I'oxyde nitrique (NO),
un autre ROS, qui aide a maintenir I'homéostasie redox dans le phagosome®3. S. aureus peut
également inhiber la production de ROS en convertissant I'ADP et I'AMP en adénosine®* et
résiste a la toxicité du cuivre, qui contribue a la production de ROS®. Enfin, I'inhibiteur de la
peroxydase staphylococcique (SPIN) inhibe directement la MPO33, Les défensines et autres
PAM, généralement chargés positivement, agissent souvent en formant des pores dans la
membrane bactérienne. S. aureus résiste en modifiant la charge de sa membrane et de sa
paroi cellulaire®. L'opéron dit permet |'estérification des groupes hydroxyles des acides
téichoiques, ce qui augmente la charge nette de la surface cellulaire?’. L'enzyme membranaire
MprF est une lysyl-phosphatidylglycérol (Lys-PG) synthase et une flippase de Lys-PG qui réduit
également I'attraction électrostatique des PAM®. L'ensemble de deux composants
ApsRS/GraRS régule les génes mprF et dit et répond a la liaison des PAM cationiques®. Le
systéeme de transport VraFEG, controlé par ApsRSX/GraRSX, est également impliqué dans la
transduction du signal de maniére incomplétement comprise®. Les PAM sont également
sujets a la dégradation protéolytique par des protéases sécrétées par S. aureus, ce mécanisme
est induit par le PAM chargé négativement, la dermcidine®'. Parmi les nombreuses protéines
antibactériennes que les PNN sécrétent dans le phagosome, le lysozyme est trés efficace
contre les bactéries a Gram positif. Cependant, son efficacité est limitée envers S. aureus en
raison de I'activité enzymatique de OatA®2. De plus, S. aureus détourne I'activité des protéases
antimicrobiennes via la protéine d'adhérence extracellulaire Eap®*. Les Neutrophil
Extracellular Traps (NET), un autre mécanisme non conventionnel d'élimination des
pathogénes utilisé aprés la lyse induite par les pathogénes ("NETose")**, sont également
considérés comme contribuant a la défense de I'hOte contre S. aureus, bien que cela soit

controversé®. La découverte que la nucléase sécrétée par S. aureus protége contre la mort
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induite par les NET in vitro et contribue a l'infection in vivo, suggérant un réle possible des NET
dans la lutte contre les infections a S. aureus®®. De plus, S. aureus produit une enzyme appelée
AdsA qui génére de la désoxyadénosine a partir de I'ADN des NET digéré par la nucléase?’. La
désoxyadénosine déclenche la mort médiée par la caspase-3 d'autres cellules immunitaires,

ce qui a été montré pour éliminer les macrophages des centres d'abcés de S. aureus®’.
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3.3 Les toxines sécrétées

Les mécanismes que S. aureus utilise pour échapper a I'élimination par les PNN que nous avons
présentés jusqu'a présent peuvent étre qualifiés de "passifs". En effet, S. aureus synthétise
également une série de toxines qui éliminent directement les PNN et d’autres leucocytes. Ces
toxines comprennent principalement I'a-toxine (Hla)%, les leucocidines a 2 composants® et

les PSM100,

L'a-toxine est probablement la plus célebre et également la plus importante en termes de
contribution a la pathogenése de S. aureus (Figure 5). Elle a plusieurs fonctions en plus de son
role dans la rupture épithéliale mentionnée dans la section précédente. Notamment, |'a-
toxine est un cytolysine majeure pour de nombreux types cellulaires, y compris les
leucocytes®®. Il s'agit d'une protéine de 33 kDa sous sa forme mature qui s’oligomérise en une
structure heptamérique formant un pore stable a travers la membrane!®. La formation de
pore est un processus dépendant d’un récepteur, la protéine ADAM10%>°8 (Figure 5). L'a-
toxine déclenche une série d'événements inflammatoires dans la cellule cible en induisant
l'inflammasome NLRP3, généralement a des concentrations lytiques'®?; mais certains sont

également observés a des concentrations sub-lytiques®.

a-toxine / a-hémolysine

. Liaison Oligomérisation Formation de pore
" ADAM-10 . "
SRS S A S ST KSES BN HNINy Viembrane d
SR SR S5 KSR 12 cellule hate
J J
Figure 5. Formation de pores par I'a-hémolysine dans les cellules hotes (adapté de Tam et

al.8?).,

33



Les leucocidines a 2 composants comprennent la leucocidine de Panton-Valentine (PVL, codée
par les genes /ukS-PV et lukF-PV), LUkDE, LukAB (LukGH), et les combinaisons HIgAB et HIgCB
des protéines HIgA, HIgB, et HIgC (également appelée y-toxine)®®. Toutes ces toxines
nécessitent I'assemblage d'une sous-unité F et d'une sous-unité S. L'unité S reconnait un
récepteur protéique membranaire (un récepteur de chimiokine pour PVL et LUKED®* et un
intégrine pour LUKAB/GH%3) puis recrute 'unité F, conduisant a la dimérisation et finalement,
aprés des changements structuraux importants, a la formation d'un pore octamérique'®

(Figure 6).

Toxines a deux composants, sauf LUKAB

Sous-unité F
Sous-unitéS . . oo Oligomérisation  Formation de pore
Liaison Dimeérisation

R
oUo"R N\ of] o] o of
Membrane de
la cellule hote

Membrane de
la cellule hote

Figure 6. Formation de pores par les différentes leucocidines a deux composants (adapté

de Tam et al.??).

Les PSM sont une famille de peptides amphipathiques constitués d’hélices a qui comprennent
la 6-toxine décrite plus haut'®, Les PSM de type a (~20-25 acides aminés) ont une activité
cytolytique considérable contre les PNN, qui est la plus prononcée pour le peptide PSMa3%7,
L'activité des PSM est censée étre indépendante du récepteur, entrainant une perturbation
membranaire de type détergent!?’. Une maniére plus indirecte d'éliminer les PNN consiste a
accélérer leur autodestruction naturelle par l'apoptose. Le déclenchement d'événements

apoptotiques par les toxines de S. aureus a été décrit pour de nombreux types cellulaires,
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comme par AdsA dans les macrophages!®®, mais spécifiquement pour les PNN seulement dans

le cas de PVL et de la protéase staphopaine B10%110,

3.4 Invasion tissulaire

Dans les modeles murins d’infection systémique, les cellules de S. aureus parviennent
rapidement (aprés 1 a 3 heures) aux organes, ou des lésions microscopiquement identifiables
apparaissent aprés environ 48 heures!!!. La pénétration de S. aureus dans les organes et les
tissus via la circulation sanguine nécessite non seulement une évasion immunitaire, comme
mentionné précédemment, mais aussi une adhérence et d'autres processus structurels. De
nombreuses étapes sont facilitées par des protéines ancrées a la surface, qui appartiennent a
la famille des MSCRAMM (pour Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix

Molecules).

Ces protéines sont sécrétées par la voie de sécrétion générale et ensuite fixées au
peptidoglycane par une réaction catalysée par la sortase A, qui lie la thréonine d'une structure
N-terminale conservée (motif LPXTG) au groupe amino du résidu glycine terminal de la
branche pentaglycine du peptidoglycane'!?. Les MSCRAMM contiennent caractéristiquement
des séquences répétitives qui leur permettent de traverser la paroi cellulaire et d'exposer des
domaines de liaison aux protéines de la matrice. Parmi les nombreux protéines MSCRAMM
aux fonctions divergentes, dont certaines que nous avons déja abordées en ce qui concerne
I'évasion immunitaire, la protéine de liaison au collagene Cna et les protéines de liaison a la

fibronectine FNBPA et FNBPB ont des fonctions-clés dans I'adhérence tissulairel13114,

3.5 Maintien de l'infection

3.5.1 Formation d'abces

Une fois I'abcés formé, la prolifération bactérienne s'ensuit, accompagnée d'une infiltration
massive de leucocytes. Les principaux chimio-attractants pour les leucocytes dans ce contexte
sont les lipopeptides bactériens, comme démontré par un mutant du gene /gt, qui code pour
une enzyme essentielle a la synthese des lipoprotéines. Ce mutant a montré une prolifération
bactérienne sans formation typique d'abcés!'®. ’abcés formé est caractérisé par un grand

nombre de bactéries entourées par un nombre élevé de leucocytes, ceci nécessitant une
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adaptation significative de la physiologie bactérienne par rapport a l'initiation de l'infection.
Avant tout, les mécanismes pour échapper a I'élimination par les leucocytes, en plus de ceux
déja discutés, comprennent la formation d'un abcés encapsulé inhibant toute infiltration
supplémentaire de leucocytes!!. Une étude a utilisé des mutants de protéines ancrées dans
la paroi cellulaire de la souche Newman pour examiner les facteurs influengant la formation
d'abcés rénaux dans un modele murin d'infection systémique. Bien que cette souche ne
produise pas ou n'exprime pas correctement certains des facteurs probablement impliqués
(tels que Cna, FnBPA et FnBPB), elle a néanmoins fourni des informations cruciales sur les
processus de formation d'abcés!t®. Selon cette étude, I'acquisition du fer (héme) facilitée par
les protéines IsdA et IsdB est vitale au cours de la phase initiale de la formation d'abces.
L'étape suivante, celle de la maturation de I'abces, est caractérisée par des couches de PNN
nécrotiques et intacts entourant le centre de I'abces, qui contient les cellules de S. aureus en
prolifération. A ce stade, les coagulases Coa et vWbp produisent des caillots de fibrine pour
inhiber I'infiltration des leucocytes. Un autre contributeur important était la protéine A, bien
gue l'on ne sache pas exactement a quelle fonction de cette protéine par rapport au

phénotype observé!l®,

De plus, une forte densité bactérienne signifie que les nutriments deviennent rares. S. aureus
produit une série de cytolysines capables de lyser les cellules et des enzymes pour digérer les
macromolécules nutritives ainsi libérées. Outre les propriétés cytolytiques des leucocidines
vis-a-vis des leucocytes, nous avons déja mentionné les propriétés cytolytiques générales des
PSM, qui pourraient sous-tendre la forte contribution de ces cytolysines a la formation d'abces
sous-cutanés, pulmonaires et rénaux!?”''7. Certaines cytolysines de S. aureus agissent en
synergie pour atteindre une hémolyse extrémement forte. Cette activité est connue in vitro
comme la réaction de CAMP qui se produit entre la B-toxine, une sphingomyélinase, et la 6-
toxine ou d'autres PSM!8 On suppose que la fonction principale des exoenzymes
dégradatives, qui comprennent des protéases, des lipases et des nucléases, est I'acquisition
de nutriments, mais aucune preuve directe n'est disponible en raison de la redondance
fonctionnelle et du fait que nombre de ces enzymes ont des fonctions supplémentaires, par

exemple, dans I'évasion immunitaire.
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3.5.2 Formation de biofilm

Une autre méthode significative par laquelle S. aureus maintient une infection est la formation

de biofilms?3. Ceux-ci peuvent se former sur des matériaux abiotiques présents dans des

dispositifs médicaux implantés, mais également sur des surfaces tissulaires, comme les valves

cardiaques en cas d'endocardite. La formation de biofilm évolue en trois étapes principales :

adhésion, multiplication, détachement précoce, maturation et enfin dispersion (Figure 7).

Temps

_AAA A AA )

OO
Attachement Multiplication Dispersion précoce Maturation Dispersion
matricedu  Médié pardes  Protéines et ADNe Dégradation de ADNe, protéines, ADNe, protéines,
biofilm : protéines I'ADNe PSM PSM
Détecminants:: Surface abiotique : AltA, 5- In'dép?ndant de Agr De.ux types .de Protéase médiées
toxine , acides téichoiques Régulé par Sar microcolonies par Agr, production de
Dégradation par nucléase associées a PSM

Surface biotique :

MSCRAMM I'expression de

différents génes

Figure 7. Les différentes étapes de formation du biofilm chez S. aureus (adapté de

Moormeier et al.11?),
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Adhésion

L'initiation du biofilm par S. aureus est déclenchée par I'ancrage des bactéries en phase
planctonique a un substrat abiotique ou biotique. Ces substrats peuvent étre des composants
de la matrice extra-cellulaire (MEC) ou des éléments membranaires cellulaires de I'hote, tels
gue la fibronectine, le fibrinogéne, le collagéne ou des récepteurs membranaires. Cette
adhérence est principalement orchestrée par des protéines de surface appartenant a la famille
des MSCRAMM, qui facilitent également la liaison aux protéines absorbées sur des matériaux
biomédicaux, ce qui aide a la formation du biofilm sur des implants!'®. En l'absence de
molécules hotes, S. aureus peut se fixer a des surfaces abiotiques comme le plastique ou le
métal d'un dispositif médical, grace a des interactions hydrophobes ou électrostatiques. Il a
été démontré que l'aptitude a la fixation et a la formation du biofilm est modulée par les

charges de surface de substrats tels que le polystyréne!?°,

Multiplication

Apres |'étape d'adhésion, les bactéries subissent se multiplient et s'agglomeérent pour
constituer un agrégat bactérien. Pendant ce cycle de prolifération, les interactions
intercellulaires sont cruciales pour prévenir le décollement des nouvelles cellules bactériennes
et garantir ainsi la pérennité de la formation du biofilm. Initialement, ces interactions sont
médiées par des protéines de surface, comprenant certaines MSCRAMM. Des études ont
indiqué que I'agrégation bactérienne lors de cette phase est également liée au polysaccharide
PIA37. Néanmoins, I'engagement du PIA dans ce processus semble dépendre de la souche, car
sa délétion dans la souche SASM UAMS-1 ou certaines souches de SARM n'entraine pas de
défaut dans le biofilm, que ce soit in vitro ou in vivo*'®. Dans les cas ol la formation du biofilm
est indépendante de la PIA, d'autres protéines, telles que la protéine A, interviennent dans
I'agrégation bactérienne. Par exemple, la protéine A, située sur la surface des bactéries,
favorise |'agrégation en milieu aqueux ainsi que la croissance du biofilm dans des conditions
statiques et en flux. Dans une phase ultérieure, la cohésion de la MEC du biofilm est soutenue
par I'ADN extracellulaire (ADNe), découlant de la mort cellulaire et de I'activité des autolysines
bactériennes, notamment Atl. La nature polyanionique de I'ADNe facilite I'assemblage des
molécules constituant la MEC. En outre, la lyse bactérienne entraine la libération de certaines
protéines qui renforcent la stabilité de la MEC, telles que les PSM et I'hémolysine B. Chacune
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de ces protéines est capable de s'associer a I'ADNe. La vulnérabilité des biofilms aux agents
protéolytiques souligne l'importance vitale de la fraction protéique de la MEC durant cette
étape initiale de la formation du biofilm*?!. Plus précisément, il a été démontré que les PSM
s'agrégent sur la surface bactérienne pour engendrer des fibres amyloides. Tandis que la
forme monomérique des PSM est engagée dans la lyse des cellules immunitaires et dans la
dispersion du biofilm via son activité surfactante, la configuration fibrillaire serait un moyen
de neutraliser ces méme protéines cytotoxiques'??. Néanmoins, des travaux ont démontré
gue l'organisation de ces fibres amyloides est conditionnée par la présence de I'ADNe dans

des biofilms générés in vitro 1.

Dispersion précoce

L'analyse en temps réel de la constitution du biofilm par microscopie a révélé une phase
initiale de dispersion qui favorise la réorganisation du biofilm et |'établissement de micro-
agrégats bactériens'?. Cette étape de migration se réalise par I'intervention des nucléases sur
ADNe, entrainant une décomposition partielle de la MEC. Toutefois, I'activation du gene nuc
n'est constatée que dans un sous-ensemble spécifique de bactéries du biofilm, inhibant ainsi
une décomposition compléte de la MEC. Cette activation est régulée par le systeme de
régulation a deux composants (TCS) SaeRS et est dissociée des processus en jeu lors de la
dispersion ultérieure du biofilm. Cela implique une orchestration séquentielle de ces divers
effecteurs au cours du développement du biofilm. Les mécanismes régissant cette

synchronisation demeurent néanmoins encore indéfinis!19121,

Maturation

Dans la phase de maturation, les biofilms adoptent une architecture tridimensionnelle, dotées
de canaux hydriques, qui facilitent la distribution d'oxygene et de nutriments, ainsi que
I'élimination des déchets!?*. Cette étape implique la prolifération et 'assemblage des
bactéries a partir des micro-colonies résiduelles post-dispersion, résultant en la création de
structures pilaires distinctives au sein du biofilm. A ce stade, des gradients de concentration
d'oxygene et de nutriments au sein de la communauté bactérienne engendrent des conditions
environnementales variables, favorisant |'émergence de sous-groupes métaboliquement
différents. Les bactéries situées aux extrémités supérieure (oxygénée) et inférieure (nutritive)
du biofilm sont métaboliqguement actives. Néanmoins, la grande majorité des cellules se

trouvent en état de dormance, localisées dans un milieu anoxique!?®. Cette hétérogénéité

39



s'étend également a I'expression protéique. Ces sous-groupes diversifiés permettent une
adaptation optimale aux conditions environnementales variées et sont aussi liés a une

résistance augmentée face aux agents antimicrobiens!?®,

Dispersion

Dans le biofilm arrivé a maturité, des bactéries uniques ou des assemblages bactériens ont la
possibilité de se désengager pour faciliter la propagation bactérienne vers d'autres sites
d'implantation. Ce processus de détachement peut étre induit soit par des dynamiques
mécaniques liées a un écoulement liquide, soit par |'activation de protéases et de PSM. Dans
le contexte de S. aureus, plusieurs régulateurs globaux modulent I'expression de ces agents
de dispersion, y compris SarA, SigB, et SaeRS. Le plus étudié d'entre eux est le systeme Agr et
les protéases engagées dans cette phase de dispersion incluent les protéines Aur, SspA et les
staphopaines, qui ont la capacité de cataboliser des composants protéiques de la MEC, tels
que FnBP, Bap et CIfB .1*° La diffusion systémique a partir d'une infection sur biofilm in vivo
est médiée par les PSM, qui facilitent le détachement du biofilm!?’. Elle pourrait également
hypothétiquement se produire via des enzymes dégradant le biofilm'?8, bien que cela n'ait pas

été établi in vivo.

Le réle principal de la formation de biofilm pendant I'infection est de protéger les bactéries
contre les phagocytes!?®. Certains ont avancé que la formation de biofilm et les abcés
présentent des caractéristiques similaires. Cependant, il y a certainement des différences clés.
Par exemple, les biofilms ne sont généralement pas entourés de grandes couches de PNN
comme le sont les abces, ce qui est probablement di au fait que dans les biofilms, S. aureus
vit dans un état comparativement moins agressif3° et ne produit ou n'élimine pas a travers la
matrice du biofilm une grande quantité de molécules chimio-attractantes. De plus, il a été
montré que les biofilms de S. aureus orientent la réponse immunitaire de I'hote vers un état

anti-inflammatoire!2%:131,
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3.6 Internalisation, persistance et distribution de l'infection

Une autre stratégie que S. aureus utilise pour échapper aux attaques du systeme immunitaire
consiste a se réfugier a l'intérieur des cellules hétes. Ce phénomeéne a été observé dans des
phagocytes tels que les PNN et les monocytes'3%133, ginsi que dans une série de cellules non-
phagocytaires, incluant les cellules épithéliales et endothéliales, les kératinocytes et les
ostéoblastes*, Les cellules de S. aureus qui persistent dans les PNN restent infectieux, et ce
mécanisme d’internalisation est censé contribuer a la diffusion de S. aureus pendant une
infection?32. Son réle principal est vraisemblablement la persistance pendant le passage dans
le systeme circulatoire. L'invasion de cellules non-phagocytaires contribue a la chronicité de

134 ot est en partie médiée par les FnBP'3>, mais aussi d'autres facteurs tels que

I'infection
Eap!3®. Les FnBP se lient a la fibronectine sur la surface cellulaire via un mécanisme de
fermeture éclair tandem-B*3’. Aprés internalisation par phagocytose ou via les FnBP, S. aureus
s’échappe du phagosome, en impliquant l'activité susmentionnée des PSM'3%, Les
événements qui menent a la persistance intracellulaire contre la lyse de la cellule cible ne sont
pas completement compris. La formation de petites colonies (ou small colony variant en
anglais, SCV), qui sont des cellules au métabolisme ralenti qui n'expriment pas de cytolysines,
est probablement impliquée®3. Il est intéressant de noter que les SCV expriment de grandes
quantités de FnBP, facilitant l'invasion des cellules eucaryotes voisines lors de la lyse
cellulaire. Bien que la persistance dans les phagocytes puisse jouer un réle dans la diffusion
a travers la circulation sanguine, I'évasion d'un site d'infection établi, comme un abces ou un
biofilm, nécessite des mécanismes spécifiques supplémentaires. Des facteurs qui rompent un
abces et conduisent a la dissémination locale incluent la staphylokinase, une enzyme qui
forme un complexe avec la plasmine, catalysant une activation supplémentaire du
plasminogéne, ce qui conduit finalement a une augmentation de la protéolyse et de la
fibrinolyse!*. Il convient de noter que l'activité de la staphylokinase est spécifique au
plasminogéne humain. Alors que l'initiation et le maintien de l'infection pendant les premiers
jours sont principalement dus a une évasion efficace des défenses immunitaires innées,
I'interaction de S. aureus avec la défense immunitaire acquise devient déterminante une fois
cette branche du systeme immunitaire activée, apres environ une a deux semaines post-

infection. Il a déja été mentionné l'importance cruciale de la protéine A a cet égard et les

41



nombreuses facons dont S. aureus interféere avec I'opsonisation. Une autre maniére dont S.
aureus interfere avec le systéeme immunitaire adaptatif est de détourner les réponses des
lymphocytes T, en particulier celles des lymphocytes T producteurs d'IL-17, dont plusieurs
éléments suggérent qu'ils jouent un réle clé dans la défense de I'héte contre S. aureus!®?. S.
aureus peut induire un état de tolérance adaptative dans les lymphocytes T, par exemple via
I'entérotoxine B3, et les superantigénes, en général, peuvent réduire les réponses
protectrices des lymphocytes T***. De plus, l'inhibition des réponses des lymphocytes T

145 se produit via des cellules suppressives

observée pendant une infection murine a S. aureus
myéloides dérivées (MDSC), et dans une moindre mesure les lymphocytes T régulateurs

(Treg)'#®, mais on ne sait pas comment S. aureus induit ce mécanisme.

3.7 Lesgenes de la virulence

Les facteurs de virulence de S. aureus sont souvent codés par des genes du génome accessoire,
distinct du génome principal, qui code principalement des fonctions d'entretien cellulaire. Ce
génome accessoire inclut des éléments génétiques mobiles (ou Mobile Genetic Elements en
anglais, MGE) tels que des plasmides, des transposons, des séquences d’insertion, des
prophages et des flots de pathogénicité, qui contiennent aussi des déterminants de résistance
aux antibiotiques'#’. La grande famille des flots de pathogénicité staphylococciques, les SaPI
(Staphylococcal Pathogenicity Islands), ne possede pas de machinerie de transfert comme les
plasmides ou les phages, mais dépend de phages auxiliaires pour la transduction!®®. Le
génome accessoire contient également des ilots génomiques (VSAa, vSAB, vSAy) qui codent
divers facteurs de virulence et semblent avoir une origine liée aux MGE, mais ont perdu leur
capacité de transfert. Ils sont donc assez stables et suffisamment répandus pour que leur
contenu puisse étre considéré comme caractéristique de I'ensemble de I'espece, bien que des
sous-types spécifiques soient associés a différentes lignées'*®. En contraste avec les MGE
spécifiques a certains isolats, qui sont souvent liés a des maladies spécifiques ("toxinoses") en
raison du codage des toxines responsables, telles que la TSST-1 ou les entérotoxines
provoquant des intoxications alimentaires'*®. Les plasmides et transposons contiennent
généralement des genes de résistance aux antibiotiques, tandis que les ilots de pathogénicité
et les éléments prophagiques contiennent la plupart des toxines et autres déterminants de

virulence de S. gureus®°. Parmi les toxines importantes codées sur les prophages, on compte
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la PVL, les protéines d'évasion immunitaire CHIPS et SCIN, les toxines exfoliatives A et B ainsi
gue la staphylokinase et diverses entérotoxines. Il convient de noter que le géne codant pour
la B-toxine (B-hémolysine), hlb, souvent associé aux fonctions de virulence'®?, est rendu non
fonctionnel chez de nombreuses souches de S. aureus par insertion du phage qui porte CHIPS,
SCIN, et la staphylokinase®?, un processus généralement appelé « conversion négative ». Des
preuves suggerent que le gene hlb peut étre "réparé" par excision du phage et est important
pour la colonisation infectieuse®3. Les SaPl sont principalement connus pour les entérotoxines
et la TSST. Les toxines codées sur les Tlots génomiques et qui varient généralement seulement
en expression entre différents isolats incluent la a-toxine, les peptides PSM, les SSL, les toxines
de type lipoprotéine (LPL), la leucocidine LukDE et certaines entérotoxines'®®1>4155 || est
intéressant de noter que I'llot génomique vSAB contient également ce qui semble étre un
cluster de biosynthése intact pour la production d'un lantibiotique (petit peptide ayant une
activité antibiotique sur les bactéries a Gram +, en agissant sur la membrane bactérienne),
mais son expression et son role potentiel dans l'interférence bactérienne n'ont jamais été
directement démontrés'®®. En outre, il convient de souligner que, bien que de nombreuses
protéines MSCRAMM jouent des réles clés dans la virulence et ne sont généralement pas
codées par des génes du génome accessoire, suggérant qu'ils aient des fonctions générales

dans le mode de vie commensale de S. aureus.

3.8 Régulation de la virulence

L'expression des facteurs de la virulence de S. aureus est soumise a une grande variété de
régulateurs. Celles-ci incluent la régulation par des facteurs régulateurs spécifiques de loci,
tels que le gene icaR adjacent a |'opéron ica, qui est lui-méme soumis a de nombreuses
influences régulatrices'’, ou la protéine de détection des PSM, PmtR, qui contréle I'opéron
pmt exportateur de PSM*8, On trouve également des régulateurs globaux qui régulent une
série de geénes de virulence, souvent influencés par des conditions environnementales
spécifiques. Nous nous concentrerons ici sur quelques régulateurs globaux clés. Le régulateur
de la virulence staphylococcique le plus étudié est Agr, qui est un systeme de QS augmentant
I'expression de nombreuses toxines et déterminants de virulence lorsque la densité cellulaire
atteint un certain seuil’®1%0, Cette régulation est censée synchroniser I'expression des

déterminants de la virulence avec I'état de l'infection, lorsqu'ils sont nécessaires pour
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I'acquisition de nutriments et I'évasion immunitaire, tout en retardant leur expression lors des
phases précoces de l'infection pour éviter le déclenchement de réponses immunitaires. En
outre, au sein d'un phagosome, les facteurs de virulence contrdlés par Agr sont exprimés,
probablement parce que I'environnement confiné active le systeme de QS par un mécanisme
appelé « détection de diffusion »®1. Historiquement, Agr a été décrit pour réguler
majoritairement a la baisse les facteurs d'adhésion, supposés importants en début d'infection.
Cependant, cette notion a été en grande partie remise en question suite a la reconnaissance
de nombreuses fonctions supplémentaires des MSCRAMM et a la découverte qu'Agr ne régule
pas la plupart des MSCRAMM de cette maniére dans les souches cliniques®?. Le contréle le
plus strict par Agr concerne les protéases sécrétées et les PSM. Les PSM sont directement
controlés par le régulateur de réponse du systeme a deux composants AgrA, tandis que
d'autres cibles d'Agr sont régulées de maniere indirecte via I'ARN régulateur ARNIII, qui fait
partie d'Agr et représente sa principale molécule effectrice intracellulaire!®314, La régulation
dépendante de 'ARNIII se produit dans la plupart des cas par inhibition d'une protéine
répressive de liaison a I'ADN appelée Rot®>. Le signal de QS extracellulaire du systéme Agr est
un peptide auto-inducteur contenant un thiolactone, modifié post-traductionnellement
(AIP)%®, S. aureus a au moins quatre sous-groupes Agr qui différent dans la séquence de I'AIP,
son enzyme de modification AgrB et la kinase histidine membranaire AgrC, a laquelle il se lie

et qui, une fois activée, déclenche la phosphorylation d'AgrA*®’ (Figure 8).
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1 Maétabolisme/ génes

Pz de biosynthése
Opéron agr P3 ARN lll-effecteur et régulateur
Facteur de virulence sécrétés (e.g., hémolysine, protéases, lipases...) €

Protéines associées a la surface cellulaire (e.g., protéine de liaison a la fibronectine, Protéine A) I

Figure 8. Le systéme Agr (adapté de Quave et al.'®8),

La plupart des AIP non autochtones, y compris ceux d'autres espéces staphylococciques, sont
inhibiteurs, ce qui pourrait jouer un rble dans les interactions inter-bactériennes in vivo.
Concernant la régulation de nombreuses toxines et autres facteurs de virulence, les mutants
agr présentent des défauts significatifs dans de nombreux modeles d'infection animale, tels

169

que dans l'endocardite infectieuse!®®, les infections cutanées et des tissus mous'’®, la

173 I'ostéomyélite'’* et la dermatite atopique'’®. Des

pneumonie'’>172, |'arthrite septique
populations composées uniquement ou principalement de cellules dysfonctionnelles en Agr
ont des avantages dans les infections associées aux biofilms en raison des biofilms élargis que
forment les mutants agr et de la résistance accrue qui en résulte face aux attaques des
neutrophiles!’®. Ceci est censé expliquer la fréquence accrue des mutants agr isolés a partir

d'infections chroniques et de bactériémies'’’, qui proviennent généralement d'infections

associées a des biofilms sur des dispositifs médicaux implantés. Il est a noter que des
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mutations spontanées dans agr surviennent fréquemment en laboratoire, probablement en
raison de I'absence de pression sélective pour I'expression des facteurs de virulence, ce qui
associé a un manque d'analyse génétique approfondie - peut conduire a I'attribution erronée

de fonctions régulatrices a d'autres protéines et systémes'’8179,

D'autres régulateurs globaux importants pour lesquels les signaux environnementaux
inducteurs sont connus incluent Fur, sensible 3 une faible disponibilité en fer'®, et SrrAB, qui
est un régulateur sensible a I'oxygéne'®. Fur ne régule pas seulement I'absorption du fer, mais
aussi une série de facteurs de virulence comme des toxines et des protéines d'évasion
immunitaire®2-184 0On pense que le réle de Fur est de coordonner l'attaque du pathogéne sur
I'hote, la restriction en fer signalant I'entrée dans I'organisme et le besoin conséquent de ces
facteurs. En conséquence, les mutants fur présentent une réduction significative de la
virulence dans des modéles animaux d'infection!®184 SrrAB est un systéme a deux

composants sensibles a I'oxygéne qui dépend de cystéines sensibles a I'oxydation!®

pour
favoriser la résistance au stress oxydatif'8¢. Dans des conditions anaérobies, il régule a la
baisse agr tout en augmentant I'expression de ica, ce qui a pour conséquence une résistance

accrue aux attaques des neutrophiles®’.

La famille Sar comprend plusieurs protéines courtes (~120 acides aminés) avec des séquences
de liaison a I'ADN en hélice-tour-hélice'®8, Elles sont toutes homologues au prototype SarA et
sont censées former des structures d'hélice ailée monomériques ou dimériques'®. Les
protéines de la famille Sar ont de multiples cibles de facteurs de virulence et interagissent
avec de nombreux autres systémes régulateurs!®. Souvent, I'impact d'un homologue Sar sur
un gene de virulence donné peut étre opposé a celui d'un autre. SarA est surtout connu pour
son fort impact sur I'expression des protéases, qui est en partie mais pas entierement réalisé
par la régulation d'Agr®®. L'existence de multiples homologues Sar aurait pour but d'ajuster
finement I'expression des facteurs de virulence en fonction de différentes conditions
environnementales, a l'instar de nombreux autres régulateurs ayant un impact prononcé et
divergent sur l'expression des déterminants de la virulence de S. aureus, tels que SaeRS™®! et
ArlIRS %2, les déclencheurs moléculaires ou environnementaux de nombreux régulateurs de la
famille Sar ne sont pas connus®, Une exception notable est MgrA, qui a des effets multiples
sur la virulence®®371%  qui contient des cystéines sensibles au redox et réagit donc a I'oxygéne

et aux espéces réactives de I'oxygéne®®’. MgrA est similaire a SarZ, qui fonctionne également
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comme un capteur d'oxydation utilisant une détection d'oxydation a base de thiol'®8. A I'instar
de nombreuses autres bactéries, S. aureus dispose d'un facteur sigma alternatif appelé SigB,
dont le gene est intégré dans un locus qui héberge également une série de genes anti-facteurs
sigma, censés réagir a une multitude de conditions environnementales comme la phase de
croissance et le choc thermique®®. SigB interagit avec de nombreux autres régulateurs, tels
qu'Agr et SarA, et a un impact profond sur I'expression des génes de virulence 290201, SjgB

permettrait d'adapter la physiologie de S. aureus a une infection chronique?2,

Il.  Les infections ostéoarticulaires

1. Généralités

Les infections ostéo-articulaires (IOA) se caractérisent par la pénétration et la dégradation
graduelle des tissus osseux et cartilagineux par un ou plusieurs agents pathogénes.
Majoritairement d'origine bactérienne, ces affections englobent diverses manifestations
cliniques?®3-2%, Le terme d’lOA inclut les arthrites infectieuses, les ostéomyélites aigués et
chroniques, les spondylodiscites ainsi que les infections liées a des dispositifs orthopédiques
(infections sur implants articulaires ou matériel d'ostéosynthése). En France, avec une
fréquence de 54,6 cas pour 100 000 personnes par an, ces maladies graves sont liées a un taux
de mortalité de 4,6 % et provoquent des complications fonctionnelles dans environ 40 % des
cas?®. Un nombre significatif de ces I0A survient aprés des interventions chirurgicales,
notamment la mise en place de prothéses, entrainant une infection du site chirurgical dans
0,5 a 2 % des situations. Bien que le risque infectieux soit modéré, l'incidence est susceptible
de croitre en corrélation avec le nombre croissant de poses de prothese. Effectivement,
I'augmentation de I'espérance de vie dans les nations industrialisées, ainsi que les modes de
vie changeants des seniors (activités sportives, voyages, etc.) et des plus jeunes (sports a
risque, motocyclisme, etc.), présagent une hausse exponentielle de l'usage de dispositifs

orthopédiques, et par conséquent de ce genre d'infections207,208,

47



2. Classification

En raison de la diversité clinique des IOA, divers systemes de catégorisation ont été suggérés,
prenant en compte des critéres tels que le site anatomique de l'infection, son origine, la durée

de progression, et la présence ou non de dispositifs orthopédiques?93-2%.

2.1 Catégorisation basée sur le site anatomique

L'arthrite septique représente une atteinte infectieuse, souvent bactérienne, impactant une
ou plusieurs articulations?%32%°, Le genou est le plus souvent le site concerné, suivi par la
hanche et I'épaule. Cette condition est urgente car méme si l'infection initiale est confinée au
liguide synovial, elle a le potentiel de s'étendre rapidement, provoquant une dégradation
irréversible de l'articulation entiére et un risque accru de complications fonctionnelles.
L'ostéomyélite est une affection inflammatoire causée par une infection conduisant a la
nécrose et a la dégradation du tissu osseux?'°. Elle peut se manifester a tout age et affecter
n'importe quel os. La pathologie peut étre restreinte a une section limitée de I'os ou impliquer
simultanément la moelle, le cortex, le périoste ou les tissus mous adjacents. Cierny et Mader
ont élaboré un systéme de classification pour guider le traitement de ces pathologies selon le
stade anatomique et I'état physiopathologique du patient?!! (Tableau 2). Finalement, la
spondylodiscite se définit comme une infection d'un disque intervertébral et des vertebres
voisines par un agent infectieux?°4#212, Ceci constitue une urgence a la fois diagnostique et
thérapeutique, pouvant aboutir a des anomalies morphologiques comme la gibbosité, des
compressions de la racine et de la moelle épiniére. Le rachis lombaire est le plus couramment

affecté, suivi par les vertébres thoraciques et cervicales?!3,
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Tableau 2. Classification des ostéomyélites selon Cierny et al.?*%,

Stades anatomiques

Stade 1 : ostéomyeélite intramédullaire, nécrose limitée a la médullaire
« Etiologie : hématogéne
Tratement : antibiotique, drainage chirurgical

« Etiologie : Infection de contiguné
Traltement : antbiotique, débricement superficiel, couverture

Stade 3 : ostéomyélite localisée (séquestre cortical),

nécrose bien individualisable, atteinte localisée de la corticale, instabilité
osseuse avant ou aprés débridement
« Etiologle : traumatisme, évolution de stade 1 ou 2, latrogéne (vis, plaque)

Traltement : antbiotique, débridement, séquestrectomie
immabilisation + greffe osseuse

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

instabilité osseuse avant ou aprés débridement

« Etiologle : traumatisme, évolution de stade 1-2 ou 3, latrogéne (clou)
Tratement : antbiotique, dédbridement, séquestrectomie = grefle osseuse

@ Stade 2 : ostéomyélite superficielle, nécrose a la surface exposée
®
©

stabilisation (ORIF, fixteur externe [lizaro]. amputation

Etat physlopathologique
A : Absence d'anomalie
B : Anomalies
Bs : généralisées B1 : localisées
- dénutrition - lymphcadéme chronique
- insuffisance hépatique etou rénale - insuffisance veineuse
- diabéte - fibrose postradique
- hypoxémie chronique - escarre
- maladie auto-immune - neuropathie
- néoplasie
- immunodéprimé ou immunosuppresseurs
- extrémité des ages de la vie
- labagisme

C : Etat général précaire
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2.2 Classification selon la présence d'implants orthopédiques

Les IOA associées a des dispositifs orthopédiques englobent des contaminations en lien avec
des protheses (principalement de la hanche, du genou ou de I'épaule) et des matériaux
d'ostéosynthése (comme des vis, clous et plaques). La présence d'implants augmente le
potentiel infectieux via plusieurs mécanismes. Initialement, |'absence de microcirculation
autour de l'implant réduit I'efficacité du systeme immunitaire et la diffusion locale
d'antibiotiques. De plus, l'interaction des dispositifs étrangers avec les PNN entraine un
reldichement de peptides neutrophiles qui inhibe localement la phagocytose?!. Finalement,
ces implants fournissent une surface d'adhésion pour la formation de biofilms?!>. Ces facteurs
contribuent significativement a réduire la quantité d'inoculum bactérien nécessaire pour
initier une infection?!®. Le risque de contamination sur une prothése lors d'une bactériémie a
S. aureus est considérable, estimé entre 30 % et 40 % selon les études, comparé a 1-2 % pour
d'autres souches bactériennes?!’-2%°, Ce risque est d{i a I'affinité prononcée de S. aureus pour
le tissu osseux et les protéines matricielles qui recouvrent l'implant, notamment via ses
adhésines. La vulnérabilité a l'infection persiste bien au-dela de la chirurgie initiale, et peut se

manifester tout au long de la vie du patient équipé d'une prothese.

2.3 Classification selon la durée d'évolution

Le temps d'évolution des IOA a une incidence critique sur leur gestion. Typiquement, les IOA
sont classifiées comme aigués (moins de 3 semaines entre |'exposition bactérienne et
I'intervention médicale) ou chroniques (plus de 3 semaines), méme si les critéres temporels
peuvent varier d'un auteur a l'autre??®??!, Les formes aigués se manifestent par des
symptomes cliniques marqués, des signes d'inflammation locale (douleur, rougeur, chaleur)
et/ou systémique (fievre, réaction inflammatoire biologique). A I'opposé, les infections
chroniques évoluent généralement en sourdine, accompagnées de fistules, d'anomalies
radiologiques osseuses et de séquestres osseux—des zones de tissus osseux nécrotiques
résistantes a l'action des antibiotiques et du systeme immunitaire. De plus, ces infections
chroniques sont souvent associées a la formation de biofilms, qui les protége contre les
antibiotiques et le systeme immunitaire. Ces aspects rendent le diagnostic et le traitement

des infections chroniques plus complexe. Finalement, distinguer entre une infection aigué et
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une infection chronique peut parfois s'avérer délicat a déterminer avec précision ; c'est
souvent une progression de |'une vers l'autre. Il est crucial de se rappeler que le seuil temporel
définissant une infection chronique sur implant reste une question encore en suspens et fait
actuellement |'objet de recherches variées. Ce cadre aide a diriger le diagnostic ainsi qu'a
identifier I'origine probable du micro-organisme. En effet, les infections précoces résultent
généralement d'une contamination durant la chirurgie par des bactéries virulentes comme S.
aureus ou des bacilles a Gram négatif. Les infections différées proviennent aussi souvent d'une
contamination peropératoire mais par des bactéries moins agressives comme les SCN et
Cutibacterium (anciennement Propionibacterium) acnes. Enfin, les infections tardives sont le

plus souvent causées par une voie hématogene.

3. Epidémiologie

3.1 Données démographiques

Peu de recherches ont examiné l'incidence globale des I0A, la plupart des études se focalisant
sur des hopitaux particuliers dans un pays ou une région donnée. En France, tous les séjours
hospitaliers sont documentés dans la base de données nationale du Programme Médicalisé
des Systemes d'Information (PMSI), ce qui permet une approximation de l'incidence globale
des IOA. Une étude publiée en 2013 a analysé les données de 20082%. Selon cette recherche,
36 091 cas d'IOA ont été enregistrés parmi les 16 millions de séjours hospitaliers en 2008 en
France, représentant une prévalence globale de 54,6/100 000 habitants. Principalement, ces
cas étaient des arthrites septiques (52 %), suivies d'ostéomyélites (34 %), de spondylodiscites
(10 %), et d'IOA non spécifiées (4 %). Les hommes étaient plus souvent affectés que les
femmes (rapport de sexe H/F = 1,54) et I'dge moyen était de 63,1 ans. La moitié des patients
avaient au moins une comorbidité, les plus communes étant le diabete, les maladies
vasculaires périphériques et les infections des tissus mous. Le taux de mortalité était estimé a
4,6 %. Un tiers des cas étaient des infections sur implant, 58 % d'entre elles impliquant des
protheses articulaires. Dans ces infections, le rapport de sexe était plus équilibré, et la

prévalence était plus élevée chez les individus obeéses et les patients de plus de 65 ans.
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3.2 Diversité bactérienne

La répartition des agents pathogéenes varie selon le type d'lOA, la localisation géographique et
I'dge des patients. Le genre Staphylococcus est le plus commun, suivi par les bacilles a Gram
négatif206:209.213,222-224 ge|on différentes études et populations, S. aureus est responsable de
30 a 80 % des IOA, et de 12 a 25 % des infections sur implant. Les SCN représentent5a 17 %
des IOA, mais 25 a 40 % des infections sur implant. Les bactéries a Gram négatif se retrouvent
dans 10 a 30 % des IOA et 3 a 17 % des infections sur implant. Les streptocoques et
entérocoques représentent entre 10 et 20 % des IOA et sont surtout associés a des portes
d'entrée dentaire et digestive. La grande majorité des infections sont causées par un seul type
de bactérie (44 a 90 % des cas). Les staphylocoques prédominent dans ce type d’infections en
raison de leur présence asymptomatique sur la peau humaine. Plusieurs étudess ont souligné
I'importance de détecter S. aureus et de décoloniser les patients porteurs avant une

intervention orthopédique pour réduire le risque d'infections post-opératoires??>226,

4. Démarche diagnostique
4.1 Clinique

Le dépistage est crucial dans la gestion des IOA, et un diagnostic effectué en temps utile peut
grandement améliorer les chances de réussite du traitement. Néanmoins, le vaste éventail de
symptomes et leur faible spécificité rendent le diagnostic difficile sur le plan clinique. En
général, les I0A se caractérisent par de la fievre, des douleurs couplées a une raideur locale
et une limitation fonctionnelle, ainsi que des signes locaux d'inflammation2%3-295, En cas
d'implant, la formation d'une fistule a proximité et/ou un sepsis en |'absence d'une autre
origine infectieuse sont indicateurs d'une infection. Dans les mois qui suivent I'implantation
d'une prothese, des anomalies dans la guérison de la plaie (sécrétion purulente, séparation
ou nécrose de la plaie, inflammation cicatricielle) et des douleurs atypiques sont des éléments
d’infection probable??’. Les spondylodiscites sont souvent associées a des douleurs dorsales
et des complications neurologiques dans environ un tiers des cas (perturbations sensorielles,
faiblesse, radiculopathie)?'2. Dans certains cas, notamment pour les infections chroniques,
I'absence de fiévre (qui peut concerner jusqu'a 50 % des patients) et de signes locaux
d'inflammation peut compliquer le diagnostic. Il devient alors impératif de prendre en compte
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d'autres indicateurs (tels que des criteres biologiques ou des données d'imagerie) pour

distinguer une infection d'un simple descellement mécanique ou de l'usure de l'implant.

4.2 Microbiologie

Les échantillons microbiologiques sont essentiels pour documenter la présence d'une
infection et personnaliser le traitement antibiotique. Diverses directives sont en vigueur??,
Les lignes directrices frangaises, publiées sous I'égide du Référentiel de Microbiologie (Rémic)
par la Société Francaise de Microbiologie et relatives aux "Infections ostéo-articulaires sur
matériel", précisent que ces prélevements, autant que possible, doivent étre effectués au
moins 15 jours aprés cessation de tout traitement antibiotique et doivent étre acheminés
rapidement et en conditions stériles au laboratoire??®. En I'absence d’épanchement, le
prétraitement des échantillons tissulaires ou de prothése est fondé sur le broyage des
prélevements et/ou la sonication des matériels explantés. L’objectif est de libérer les bactéries
incluses dans le biofilm qui adhérent fortement au matériel. En présence de fievre et de
symptoémes généraux, des hémocultures peuvent étre pratiquées, fournissant un diagnostic
dans 50 % des cas d'|OA aigués. Un échantillonnage du liquide synovial offre un résultat positif
dans 50 % des situations?3°. Les prélévements recus au laboratoire doivent étre cultivés sur
plusieurs types de milieux nutritifs solides et liquides et maintenus en culture prolongée

231 Une évaluation

(jusqu'a 14 jours) pour identifier des bactéries a croissance lente
histologique des biopsies doit également étre menée pour détecter des indicateurs
d'inflammation tissulaire, notamment leucocytes, plasmocytes et polynucléaires
neutrophiles?32233, Des techniques moléculaires (PCR universelles ou spécifiques) peuvent

contribuer au diagnostic en cas de résultats de culture négatifs?3.
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4.3 Imagerie

Diverses techniques d'imagerie médicale sont actuellement a disposition pour faciliter le
diagnostic. Une radiographie conventionnelle, a la fois simple et économique, devrait toujours
étre la premiere étape diagnostique, peu importe le type d'IOA. Sa fiabilité fluctue entre 43 et
75 % en sensibilité, et entre 75 et 83 % en spécificité, ces chiffres étant affectés par des
facteurs comme I'ancienneté et la localisation de I'infection?223%, L'IRM est particuliérement
sensible, surtout pour un diagnostic précoce. Elle offre un apercu de I'état des tissus mous
environnants, la présence d'abces, et les signes d'inflammation, bien qu'elle puisse étre
inappropriée pour certains matériaux. L'échographie est utile pour identifier un épanchement
articulaire ou un abces et peut également guider une ponction. Le CT scan fournit une analyse
détaillée des composants osseux. De plus, l'imagerie fonctionnelle peut fournir des
informations précieuses. En ce qui concerne les infections associées aux implants, I'efficacité
des techniques d'imagerie dépend du moment de l'implantation du dispositif. Une infection

précoce ou hématogene peut réduire la précision des tests.

5. Prise en charge

La prise en charge des IOA est intrinsequement complexe, exigeant souvent une intervention
chirurgicale en complément d'un traitement antibiotique de longue durée, initialement
administré par voie intraveineuse (IV). Faute d'études randomisées multicentriques avec des
effectifs suffisants, les protocoles actuels s'appuient en grande partie sur les
recommandations de bonnes pratiques francaises et internationales®®?3*, fondées sur des

opinions d'experts.

5.1 Intervention chirurgicale

L'opération chirurgicale a plusieurs buts : i) réduire de maniére significative la charge
bactérienne, condition sine qua non pour la réussite du traitement antibiotique ; ii) effectuer
les échantillonnages microbiologiques en profondeur pour identifier le ou les agent(s)
pathogéne(s); et iii) éliminer les tissus osseux et mous nécrosés et/ou le dispositif implanté

pour accroitre les chances de réussite du traitement. Pour les cas d'ostéite chronique, une
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chirurgie est impérative pour éliminer I'infection?®’. La création d'un environnement viable et
bien vascularisé apres un débridement complet (retrait des tissus nécrosés et séquestrés) est
essentielle?3®. Lorsque du matériel d'ostéosynthése est présent, il est généralement conseillé
de le retirer complétement. La stabilisation des Iésions osseuses non cicatrisées pourrait étre
réalisée avec un fixateur externe. Dans le cas d'une arthrite septique, I'élimination des tissus
purulents est souvent nécessaire, que ce soit par aspiration ou par lavage chirurgical,
habituellement par arthroscopie ou par arthrotomie si une ostéite est également
présente?3%23° Pour les spondylodiscites, la chirurgie n'est généralement conseillée qu'en cas
d'échec du traitement antibiotique, pour des raisons diagnostiques ou en présence de
complications locales sévéres?!2. L'objectif est alors de soulager la pression sur la moelle
épiniére ou de drainer les abces épiduraux ou paravertébraux. Toutefois, en cas d'infection
rachidienne liée a du matériel d'ostéosynthése, une nouvelle intervention chirurgicale est
impérative pour nettoyer ou enlever le dispositif?*°. En effet, conserver I'implant, notamment
dans les infections tardives, est souvent lié a des échecs thérapeutiques. Pour les infections
associées a une prothese articulaire, une intervention chirurgicale est systématiquement
requise. Pour les infections aigués (infections postopératoires précoces, prises en charge
moins de 15 jours apres l'implantation, pouvant aller jusqu'a 3-4 semaines selon les
recommandations), ou en cas d'infection aigué hématogene sans descellement, un nettoyage
synovial avec conservation du matériel peut étre envisagé, son succes étant lié a sa réalisation
rapide?*!. Les facteurs contribuant a I'échec d'une approche de traitement conservateur
incluent des comorbidités telles que le diabéte, l'immunodépression, et la polyarthrite
rhumatoide, ainsi que la présence d'une fistule ou l'isolement de S. aureus**??*3. Les taux
d’échec pour ce type de traitement varient considérablement, s'échelonnant entre 30 % et 80

% selon diverses recherches?42244,
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5.2 Antibiothérapie

En matiére de prise en charge médicale des I0A, une antibiothérapie prolongée, souvent
administrée par voie IV initialement, est couramment employée. La sensibilité des micro-
organismes aux antibiotiques ne garantit pas a elle seule le succés thérapeutique, car d'autres
facteurs comme la diffusion osseuse limitée de certaines substances, la présence de biofilm,
la présence de bactéries intracellulaires et la formation de SCV compromettent leur
efficacité?*>24¢, En raison de la diversité des IOA et de multiples facteurs pronostiques
(concernant le patient, le microorganisme, la chirurgie et le traitement antibiotique),
I'optimisation de I'antibiothérapie ne repose actuellement sur aucune étude randomisée,
mais plutot sur des travaux prospectifs ou rétrospectifs, souvent descriptifs et de puissance
faible, synthétisés dans de récentes méta-analyses?*”-?*8, Le traitement antibiotique des IOA
doit idéalement commencer en combinaison, notamment pour les infections
staphylococciques, avec des médicaments qui obtiennent des niveaux plasmatiques élevés et
une bonne distribution osseuse. En présence de sepsis, le traitement antibiotique est souvent
initié sur une base probabiliste apres des tests microbiologiques. L'administration initiale est
habituellement parentérale pour une durée de 15 jours. Un passage a une administration
orale peut étre envisagé si des antibiotiques a forte biodisponibilité et diffusion osseuse sans
intolérance digestive ni interaction médicamenteuse sont utilisables sur I'agent pathogéne
identifié?21. Si un passage oral est impossible, un cathéter central ou un dispositif implantable
peut maintenir le traitement en ambulatoire?*®. Pour un traitement conservateur ou un
changement en une seule étape, les antibiotiques efficaces contre les bactéries en biofilm
doivent étre favorisés. Dans ce contexte, la rifampicine s'est montrée efficace contre les
infections staphylococciques?°®2?°!, mais ne doit jamais étre utilisée seule en raison du risque
de développement rapide de résistances. Une association avec une molécule bactéricide bien
distribuée dans I'os, comme les fluoroquinolones, est souvent recherchée?*?. D'autres
combinaisons, comme les B-lactamines (pour les souches sensibles a la méticilline), les
glycopeptides, la clindamycine ou le linézolide, sont également possibles. Cependant, la
rifampicine réduit les niveaux plasmatiques de la clindamycine, ce qui peut entrainer des sous-
dosages®>3. Concernant d'autres agents pathogénes des I0A, pour les infections a

streptocoques ou entérocoques, |I'amoxicilline demeure I'antibiotique de choix et peut étre
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combinée avec la gentamicine ou la rifampicine. En cas d'infections a bactéries anaérobies, le
mangque de données ne permet pas de recommandations sauf pour les IOA a C. acnes, ou
I'amoxicilline, la clindamycine, la céfazoline ou la ceftriaxone peuvent étre utilisées?®. La
durée du traitement est également sujet a débat, habituellement entre 6 et 12 semaines.
Cependant, aucune durée optimale de traitement pour les IOA n'a été démontrée dans les
deux méta-analyses susmentionnées. Pour les IOA aigués sans implant, un traitement
antibiotique unique est souvent suffisant pour éliminer l'infection?%’. La période de traitement
recommandée varie de 4 a 6 semaines, avec une transition vers une administration orale
quand c'est faisable, suivant les mémes directives que pour les IOA avec matériel. Pour les
infections causées par le SASM, l'oxacilline et la cloxacilline demeurent les options
thérapeutiques de 1°" choix. Comme leur diffusion dans |'os est faible, environ 10 % de la
concentration plasmatique, des doses élevées sont requises?>°. Pour les infections a SARM, les
B-lactamines traditionnelles ne sont pas efficaces, a I'exception des nouvelles céphalosporines
anti-SARM (ceftaroline et ceftobiprole). Les glycopeptides tels que la vancomycine et la
téicoplanine sont alors le choix initial recommandé. Leur distribution dans l'os varie
considérablement entre les études, allant de 5 a 87 % de la concentration plasmatique?°%2>7,
Néanmoins, ils ne devraient pas étre privilégiés sur les B-lactamines pour traiter des infections
a SASM, car plusieurs études ont montré que c'était un facteur de risque d'échec
thérapeutique?>®2%0, La daptomycine constitue actuellement une alternative, méme si elle
n'est pas formellement indiquée pour traiter les IOA. Son utilisation est néanmoins soutenue
par un nombre croissant de publications?®12%2, D'autres choix de traitements alternatifs
incluent le linézolide, les céphalosporines anti-SARM et la tigécycline. En ce qui concerne les
autres agents bactériens causant des I0A, I'amoxicilline est le choix initial pour les infections
a streptocoques, les quinolones pour celles a bactéries a Gram négatif, et les B-lactamines ou
la clindamycine pour les infections a anaérobies. Le Tableau 3 détaille les différents
antibiotiques proposés pour le traitement des arthrites septiques sur articulations natives de
I’adulte en fonction des principales espéces bactériennes. Malgré une gestion chirurgicale et
une antibiothérapie optimale, les taux d'échec rapportés dans la littérature restent
significatifs, en particulier pour les infections complexes impliquant S. aureus, pouvant aller

de 20 3 40 % des cas.
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Tableau 3. Antibiothérapie proposées pour le traitement des arthrites septiques sur

articulations natives de I’adulte en fonction des principales espéces bactériennes isolées

(d’aprés Couderc et al.?3).

Espéce bactérienne

Antibiotique Intraveineux
en premiére intention

Antibiotique per os
en relais (selon
antibiogramme)

Antibiotique
en cas de contre-indication

cloxa- ou oxacilline

Rifampicine € +
SASM ;
ou cefazoline ouFl%dQ . Avis infectiologique
Clindamycine® Choix parmi
Daptomycine, Rifampicine +
) ) o q autres(cyclines, linézolide)
SARM Vancomycine Rifampicine € + FQ
ou Teicoplanine ou FQd +
Clindamycine €
Streptocoques Amoxicilline Amoxicilline Clindamycine ou FQd
anti-streptococcique
Amoxicilline + . . .
Gentamicine f Avis infectiologique
Entérocoques ou Amoxicilline + Amoxicilline

Ceftriaxone (Avis
infectiologique)

Entérobactéries dugroupe 1 et
2

Cefotaxime
ou Ceftriaxone

FQU (si souche sensible
al’acide
nalidixique)

Avis infectiologique

Entérobactéries dugroupe 3 @

Cefepime

Avis  infectiologique
selon antibiogramme

Avis infectiologique

Pseudomonas aeruginosa Ceftazidime + Avis |_nf.ect|0|og|que Avis infectiologique
. b selon antibiogramme
Ciprofloxacine
L Amoxicilline si sensible i< infectiologi
Anaérobies ou Metronidazole Clindamycine ou Amoxicilline Avis infectiologique
Ceftriaxone ou
Neisseria gonorrheae Cefotaxime FQd Avis infectiologique

(a) Les entérobactéries du groupe 3 (Enterobacter sp, Citrobacter freundii, Serratia sp,

Morganella sp, Providencia sp) ne doivent pas étre traitées par une céphalosporine de 3¢™e

génération (induction de céphalosporinase rendant I’antibiotique inactif), mais par une

céphalosporine de 4™ génération comme le cefepime.
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(b) Une bithérapie Ceftazidime + amikacine peut étre utilisée les 48 premiéres heures
(diminution de I'inoculum bactérien) en attendant I'antibiogramme définitif (Sensibilité a la

ciprofloxacine).
(c) La rifampicine ne doit pas étre utilisée en monothérapie.

(d) FQ : les fluroguinolones utilisables dans le traitement de [l’arthrite septique sont :
ofloxacine, lévofloxacine, ciprofloxacine et moxifloxacine. Toutes ces FQ ont une activité
antistaphylococcique, sur les entérobactéries et sur le gonocoque. La lévofloxacine et la
moxifloxacine ont une activité antistreptococcique. La ciprofloxacine et la lévofloxacine ont
une activité antipyocyanique. L’usage de la moxifloxacine doit étre prudent en raison de sa

toxicité cardiaque (troubles du rythme) et de sa potentielle toxicité hépatique.

(e) La monothérapie de clindamycine pourrait étre proposée comme alternative (seconde
intention), selon les recommandations américaines, dans les infections staphylococciques
sensibles (a I'érythromycine et a la clindamycine), en particulier si résistance FQ et/ou

rifampicine.

(f) La gentamicine est proposée pour une durée de 3 a 5 jours en I'absence d’endocardite

associée.
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lll.  Relation héte-pathogéne au cours des infections
ostéoarticulaires a S. aureus

1. Physiopathologie du tissu osseux

Le tissu osseux est un milieu composite, non-uniforme et anisotrope. La matrice osseuse
extracellulaire se compose d'une phase minérale et d'une phase organique?%*. La composante
organique est principalement une matrice extracellulaire protéique, riche en fibres de
collagene, qui procure a I'os sa flexibilité. La phase minérale, quant a elle, est formée de
cristaux d'hydroxyapatite qui sont ancrés a la matrice organique, lui attribuant sa fermeté. Le
tissu osseux est constamment en phase de réorganisation, ce qui permet le renouvellement
de la structure vieillissante et la réparation des petites fractures?®®. Les structures osseuses
allongées comme le radius ou le fémur possedent une macrostructure davantage étirée en
longueur qu'en largeur. lls ont une importance cruciale en matiere de mobilité et sont
fréquemment utilisés comme modéle dans I'étude de la microstructure osseuse®®*. Une
ossature mature typique est constituée d'une portion tubulaire, nommeée diaphyse, et de deux
extrémités élargies et arrondies appelées épiphyses (Figure 9). La diaphyse est principalement
faite d'os cortical, tandis que I'épiphyse est formée d'os trabéculaire, recouvert d'une
enveloppe d'os cortical?®®. L'os cortical représente la composante dense de la structure

osseuse, alors que I'os trabéculaire est un tissu poreux rempli de moelle osseuse.
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Figure 9 : Structure de I'os long : os trabéculaire et os cortical (d’aprés Bossy?%°).

Chez I'adulte, le renouvellement de I'os trabéculaire se fait tous les 3 a 4 ans, tandis que le
taux de renouvellement de I'os cortical est d'environ une décennie?®’. Le systéme squelettique
est donc un mécanisme dynamique, maintenu en état de flux continu grace a I'activité de deux
sortes de cellules : les ostéoblastes et les ostéoclastes. Les ostéoblastes, situés a la surface
osseuse, sont responsables de la création et de la minéralisation de la matrice osseuse?67.268,
Les ostéoclastes, en revanche, décomposent la matrice osseuse. Contrairement aux
ostéoblastes, qui sont des cellules mononucléées d'origine mésenchymateuse, les
ostéoclastes sont multinucléés et proviennent de la lignée myéloide. Le processus de
décomposition du tissu osseux, composé de protéines incrustées dans une matrice
minéralisée, peut étre divisé en deux phases : (i) la déminéralisation de la matrice, ce qui rend
les composants protéiques accessibles ; et (ii) la protéolyse de ces composants protéiques. A
la surface des ostéoclastes se trouvent des ATPases a protons (H*) et des canaux chlore de
type 7 (CIC7), qui permettent la libération d'acide chlorhydrique dans un espace clos, la lacune
de résorption, ce qui entraine la déminéralisation de la matrice?6>267.269270  Cette
déminéralisation facilite ensuite la protéolyse des éléments protéiques, principalement
réalisée grace a la production de cathepsine K, qui peut décomposer le collagéne et
I'ostéonectine?’%272 (Figure 10). Un déséquilibre dans les taux d'activité entre les ostéoblastes

et les ostéoclastes peut étre a I'origine de divers troubles liés au remodelage osseux®’3. Par
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exemple, une suractivité des ostéoclastes est impliquée dans des conditions comme

I'ostéoporose, tandis qu'une activité ostéoblastique excessive peut conduire a des maladies

telles que I'ostéopétrose ou I'ostéosclérose.
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TRAFB —» NF-KB R
C-SRC () UVB3 lntegnnes
Anhydrase C-SRC A
carbonique Il

3P + Clear
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Figure 10. Caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de I'ostéoclaste (d’apres

Baron?74),
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Une infection par un agent pathogene tel que S. aureus peut entrainer une perturbation de
I'équilibre entre I'activité des ostéoblastes et des ostéoclastes. Ce déséquilibre est en partie
modulé par les cytokines produites par les cellules en réaction a la bactérie ou a ses toxines.
Les cytokines pro-inflammatoires les plus pertinentes dans ce cadre sont le TNF-q,
l'interleukine 1B (IL-1B, la forme libérée de I'lL-1) et I'IL-627°. On observe une augmentation
des niveaux plasmatiques de ces trois cytokines chez les patients souffrant d'infection
osseuse?’®2’7. Des concentrations élevées d'IL-1B, d'IL-6 et de TNF-a sont également
détectées dans le liquide synovial des patients atteints d'arthrite infectieuse?’®. La principale
source locale de ces cytokines est vraisemblablement l'infiltration des cellules immunitaires

275281 |'|L-6 est également produite par les

dans le tissu osseux en réponse a l'infection
ostéoblastes en réponse a divers facteurs, y compris l'infection par S. aureus?’®?8'. Ces
cytokines ont un impact significatif sur le remodelage osseux. Les modeles de culture cellulaire
montrent que ['IL-1 et le TNF-a favorisent la prolifération des cellules précurseurs
d'ostéoclastes et leur transformation en ostéoclastes matures, un processus appelé
ostéoclastogenése?®2-284 |'|L-1 et le TNF-a stimulent également l'activité de résorption
osseuse par les ostéoclastes, en particulier en présence d'ostéoblastes?®-2%’. De méme, I'lL-6
accélére I'activité de résorption osseuse dans les modéles cellulaires murins?8%288, D'autre
part, I'IlL-1 et le TNF-a inhibent la transformation des cellules souches mésenchymateuses en
ostéoblastes et suppriment la capacité de minéralisation des ostéoblastes matures, ce qui
conduit a une réduction de la production et de la minéralisation de la matrice osseuse?®. Ces
observations suggerent que les cytokines IL-1B3, TNF-a, et IL-6 ont un réle central dans la
régulation du remodelage osseux, et toute fluctuation dans leurs niveaux d'expression
pourrait significativement affecter ce processus. En général, I'influence des cytokines sur
I'hnoméostasie osseuse résulte d'un mélange d'effets favorisant et inhibant
I'ostéoclastogenese. Il est bien établi que les médiateurs pro-inflammatoires, produits
localement et systématiquement en réaction a l'infection par S. aureus, ont principalement
un effet pro-ostéoclastogénique?®°. Au-dela de leur réle dans le déclenchement de la réponse
inflammatoire, qui impacte indirectement les ostéoblastes et les ostéoclastes, S. aureus
interagit également directement avec ces cellules. L'infection par S. aureus limite la
différentiation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes et inhibe la capacité

de formation osseuse des ostéoblastes matures?°>2°2, De plus, le contact direct entre S. aureus
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et les ostéoclastes entraine une activation de ces derniers?®. Par conséquent, l'infection par
S. aureus, en supprimant directement la fonction de minéralisation des ostéoblastes, en
amplifiant |'activité de résorption des ostéoclastes et en initiant la libération de substances

pro-inflammatoires, mene finalement a la dégradation du tissu osseux.

2. Adaptation bactérienne aux infections chroniques : survie
intracellulaire, biofilm et SCV

Le taux d'échecs et de récidives est plus grand dans les cas d'lOA chroniques par rapport aux
ostéomyélites aigués. En plus de facteurs liés a I'hote tels que I'age, un état général médiocre,
ou l'existence de dispositifs implantés, il y a probablement des facteurs associés a I'adaptation
du staphylocoque a I'état chronique de l'infection qui contribuent a ces complications
thérapeutiques. Trois mécanismes physiopathologiques contribuent a cette adaptation
bactérienne : la survie intracellulaire de S. aureus dans les ostéoblastes (Figure 11), le mode
de vie sous forme de biofilm et |'apparition de variants phénotypiques a croissance réduite,

les SCV.

i ¥ic I Me Dete
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Figure 11. Internalisation de S. aureus par un ostéoblaste observée au microscope

électronique a transmission (d’aprés Shi et al.??3).
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2.1 Invasion intra-ostéoblastique par S. aureus

L'infiltration et la survie intracellulaire de S. aureus sont bien documentées dans divers types
de cellules, y compris les cellules épithéliales et endothéliales, les kératinocytes, et les
ostéoblastes3*2%4-297  Cette pénétration d'ostéoblastes a aussi été confirmée dans des
modéles animaux?%. En outre, les staphylocoques localisés dans I'espace intracellulaire des
ostéoblastes peuvent déclencher une nouvelle infection?®®. Bien que les preuves actuelles
soient limitées pour affirmer catégoriquement que cette invasion se produit chez I'homme
durant les I0A, des arguments soutiennent cette idée, tels que l'identification, par coloration
de Gram et microscopie électronique a transmission, d'ostéoblastes infectés par des bactéries
a Gram positif ressemblant au genre Staphylococcus chez un patient avec une infection
chronique et récurrente de la fibula*®. Ainsi, I'idée d'un sanctuaire intracellulaire — selon
laquelle le comportement facultativement intracellulaire de S. aureus offre une cachette
protégée contre le systeme immunitaire et la plupart des antibiotiques — gagne de plus en plus
de crédibilité parmi les chercheurs. Ce phénomeéne est également considéré comme une
explication plausible pour le caractéere chronique, récurrent ou indolent de certaines
infections osseuses, ainsi que pour les taux élevés d'échecs en antibiothérapie3®. Cependant,
la signification clinique de la persistance intracellulaire de S. aureus dans le contexte des IOA

n'est pas encore établie.

2.2 Le mode de vie en biofilm

Les recherches actuelles indiquent que toutes les souches de S. aureus récupérées d'lOA
associées a des protheses produisent des biofilms, tandis qu'environ un tiers des souches de
S. epidermidis n'adoptent pas ce comportement?'®>. Comme nous I'avons vu dans la partie
biofilm du manuscrit, le cycle de vie d'un biofilm commence par I'attachement des bactéries
planctoniques a une surface inerte, qu'elle soit d'origine endogéne, comme des fragments
osseux, ou exogene, comme des implants médicaux. Les biofilms exhibent de multiples
mécanismes de résilience face aux approches d'éradication, qu'elles soient mécaniques,
immunitaires ou chimiques. Mécaniquement parlant, la capacité d'adhésion et la souplesse
structurelle du biofilm lui permettent de résister aux forces de cisaillement, comme celles

exercées lors d'un ringage en chirurgie. D’un point de vue immunitaire, la matrice polymere
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du biofilm agit comme une barriere contre les cellules phagocytaires de I'hGte ainsi que contre
une gamme de molécules antimicrobiennes, y compris les anticorps, les peptides
antimicrobiens et les radicaux libres. Chimiquement, vivre en biofilm rend les bactéries
considérablement plus résistantes a une grande variété d'antibiotiques et d'antiseptiques3°?.
En conséquence, la concentration d'antibiotique nécessaire pour inhiber la croissance des
bactéries en biofilm peut étre jusqu'a 1000 fois supérieure a la concentration minimale
inhibitrice couramment observée pour des bactéries planctoniques3®2. De plus, la résistance
aux antibiotiques telles que la vancomycine augmente avec le temps d'évolution du biofilm3°3,
Ainsi, le mode de vie en biofilm crée un réservoir bactérien résistant face au systeme
immunitaire et aux antibiotiques, tout en permettant également la possibilité d'une

propagation bactérienne différée.

2.3 Laréduction métabolique : les SCV

La persistance des infections chroniques, qu'elles résultent de la vie en biofilm ou d'une
localisation intracellulaire, s'accompagne de modifications adaptatives bactériennes,
notamment un métabolisme ralenti. Cette adaptation métabolique peut aboutir a I'apparition
de formes phénotypiques alternatives appelées SCV. Ces variants ont été identifiés a la fois
chez S. aureus et chez les SCN, sans étre spécifiques au genre Staphylococcus3®®. L'émergence
des SCV découle de l'adaptation bactérienne aux conditions sélectives d'une infection
chronique, telles que la diminution des ressources et le stress induit par les réponses
cellulaires ou immunitaires. Le phénotype SCV se montre particulierement adapté a la survie
prolongée au sein des cellules®®. Les bactéries présentant ce phénotype réussissent a
persister dans un environnement intracellulaire en limitant les réponses défensives de la
cellule hote. Elles montrent également une propension accrue a pénétrer dans de nouvelles
cellules comparativement aux bactéries avec un phénotype standard. Bien que leur role dans
la persistance des infections intracellulaires demeure sujet a débat, il pourrait étre schématisé
en trois phases : i) une sous-population bactérienne péneétre le milieu intracellulaire et adopte
un phénotype SCV; ii) cette sous-population demeure viable et protégée de la destruction par
les réponses immunitaires et les antibiotiques potentiellement utilisés ; iii) apres la mort de la
cellule hote, les SCV sont relachés et envahissent de nouvelles cellules, établissant ainsi un

réservoir bactérien durable et potentiellement a l'origine d'infections récurrentes3®. La
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croissance réduite des SCV affaiblit I'efficacité des antibiotiques agissant sur la paroi cellulaire,
tout comme pour les bactéries en biofilm. Les SCV montrent aussi une interruption du
transport électronique a travers la membrane, réduisant la pénétration des aminosides qui
dépendent d'un gradient électrochimique pour traverser la membrane bactérienne et
atteindre leur cible ribosomale3%. Les SCV posent également un défi diagnostique. Leur
métabolisme lent invalide certains tests phénotypiques couramment utilisés pour
I'identification des bactéries, comme les tests d'agglutination ou les tests biochimiques. Il peut
aussi retarder la détection de certains indicateurs comme la coagulase libre ou la
pigmentation des colonies de S. aureus. Ces caractéristiques augmentent le risque d'erreurs
diagnostiques, les SCV pouvant étre non détectés ou incorrectement identifiés comme des
SCN. Les échantillons suspects de SCV, surtout dans un contexte d'infection chronique,
devraient idéalement étre confirmés par des méthodes non dépendantes du métabolisme,
comme la PCR pour détecter des genes spécifiques de S. aureus ou la spectrométrie de
masse304, Il a été suggéré que la présence de SCV et, plus largement, d'isolats a métabolisme
réduit, pourrait étre un indicateur de la persistance d'une infection, notamment dans le
contexte d’l0A3%4, Cette information microbiologique devient cruciale lorsque I'historique
clinique de I'lOA, qui est souvent peu symptomatique, n'offre pas de moyens fiables pour
établir I'ancienneté de l'infection. La persistance de l'infection est généralement associée a
I'existence d'un biofilm mature et/ou d'un dépot intracellulaire, des facteurs qui peuvent
influencer les décisions thérapeutiques. Des techniques comme la spectrométrie de masse
ont récemment permis l'identification d'isolats de S. aureus ayant un métabolisme ralenti. Une
caractéristique commune a ces bactéries est la désactivation du régulateur principal des
toxines, le systeme agr. L'activité de ce régulateur peut étre évaluée en mesurant les niveaux
d'expression de la &-toxine, dont I'ARN messager est contrdlé par agr3®. En effet, I'absence
du pic lié a la 6-toxine dans les analyses de spectrométrie MALDI-ToF a été corrélée a la

persistance de l'infection dans une série de cas de patients atteints d'l10A a S. aureus3?.
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3. Modeles d’IOA in vitro

3.1 Généralités

Bien que les modeles précliniques soient reconnus comme des méthodes préliminaires
essentielles pour évaluer de nouveaux biomatériaux utiles en orthopédie, les réglementations
de plus en plus strictes concernant I'utilisation de modeles in vivo ont conduit au
développement de modeles in vitro d’infection d’ostéoblastes par S. aureus. Parmi ces
derniers, des cellules primaires d’origine humaine et animale3%311 des lignées cellulaires
immortalisées®!'?, des cellules malignes3'3314 et des cellules souches pluripotentes induites
(iPS) sont employées non seulement pour tester des médicaments et des biomatériaux, mais
également pour étudier la biologie osseuse. |l est vrai que les cellules primaires, directement
issues de patients, imitent plus fidelement le comportement de la niche cellulaire d’origine,
se rapprochant ainsi des conditions cliniques. Cependant, au fil du temps, les chercheurs et
les cliniciens ont constaté que les différences phénotypiques et souvent génotypiques de ces
cellules, isolées de divers patients, compliquent I'étude de la maladie concernée et, par
conséquent, la mise en place de la meilleure stratégie thérapeutique. Des progres dans la
compréhension de la biologie osseuse et, en particulier, des cellules ostéoblastiques ont été
réalisés grace a I'élaboration de lignées cellulaires ostéoblastiques stabilisées. Ces modeles
sont utiles pour I'étude in vitro de la différenciation cellulaire, la régulation des cytokines et
des hormones, la synthese et la sécrétion de protéines matricielles, ainsi que les mécanismes
moléculaires des maladies osseuses'”. Il n’existe pas de preuves montrant la supériorité d’un
modele par rapport aux autres; par conséquent, une évaluation de leurs avantages et
inconvénients respectifs, basée sur les études a réaliser, est cruciale. Les cultures primaires
sont un modele in vitro qui utilise des cellules directement obtenues a partir de biopsies
tissulaires (~1 cm?®) ou de dissections d’organes. Ces cellules ont la caractéristique unique de
conserver leurs propriétés génétiques, morphologiques et fonctionnelles. Cela en fait les
indicateurs les plus représentatifs du phénotype cellulaire normal et de la progression précoce
de la maladie. lls sont donc couramment utilisés comme outils in vitro pour des études
biologiques précliniques, ainsi que pour des études toxicologiques, tout en réduisant le
nombre d’animaux nécessaires lors des phases initiales des études de toxicologie préclinique,

ce qui est économique.
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3.2 Utilisation de la lignée cellulaire ostéoblastique MG-63

La lignée cellulaire MG-63 est extraite d’un ostéosarcome juxta-cortical diagnostiqué dans la
diaphyse distale du fémur gauche d’un adolescent de 14 ans!3. Il a récemment été décrit que
la cinétique de croissance cellulaire des cellules MG-63 était analogue a celle des cellules
primaires osseuses38. Ces cellules ont en plus la capacité de prolifération infinie typique des
cellules malignes, ou I'absence de controle intrinseque du cycle cellulaire contribue a la
progression tumorale. Des travaux ont également démontré que I’activité de la phosphatase
alcaline, une enzyme caractéristique des ostéoblastes matures, était plus faible dans les
cellules MG-63 que dans les cellules primaires3®. Ce résultat confirme le degré de
différenciation différent des MG-63, orienté vers un phénotype plus immature, par rapport

aux cellules primaires osseuses.

L’analyse de I'expression de génes spécifiques aux ostéoblastes3!® révéle que le facteur de
transcription Runx2, qui régule I’expression génique de protéines cruciales de la matrice
osseuse, est plus fortement exprimé dans les cellules MG-63 que dans les cellules primaires
osseuses3!’. Le collagéne de type | est fondamental pour la fonctionnalité des cellules

ostéoblastiques3'8

et est sur-exprimé dans la phase antérieure a la minéralisation de la
matrice319320 afin de permettre la formation de fibrilles et la maturation physiologique
ultérieure de la matrice. A I'inverse, les cellules MG-63 montrent une faible expression du
collagéne de type | et de I'ostéocalcine3!®. Par conséquent, les études publiées soulignent les
restrictions de ces cellules comme modele pour le développement phénotypique des
ostéoblastes, ainsi que pour I'évaluation de la minéralisation de la matrice et les propriétés
des nouveaux biomatériaux3®. Néanmoins, la lighée cellulaire MG-63 s’est avérée étre un
modele in vitro valable pour I'étude des mécanismes d’infection bactérienne, notamment lors
de l'internalisation de S. aureus3”32%322, En 2010, des travaux ont montré que la réponse
immunitaire innée contre les agents pathogenes implique [Iactivation d’une voie
inflammatoire connue sous le nom de voie d’activation de linflammasome3?3. Les
inflammasomes sont des complexes de signalisation multiprotéiques qui se forment apres la
reconnaissance de signaux de stress/pathogéniques ; parmi ceux-ci, la caspase-1 est la plus

impliquée3?*. Stimulée par les pathogénes, la caspase-1 se lie 8 une molécule adaptatrice

connue sous le nom de protéine speck-like associée a I’apoptose (ASC)3?4. Cette liaison conduit
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au clivage autocatalytique de la caspase-1, et a la sécrétion des formes matures d’IL-1 et IL-
18, déclenchant dans certains cas méme une forme de mort cellulaire inflammatoire
(pyroptose)32. Des études récentes ont montré que cela s’applique également a S. aureus et
aux cellules MG-633%¢, Enfin, il a été démontré que l'internalisation, en utilisant des cellules
MG-63, est une voie physiopathologique de certaines souches de SARM qui dépendent du
nombre total de cellules infectées et non du nombre de cellules bactériennes qui pénétrent
chaque ostéoblaste. De plus, différentes souches de S. aureus ont montré une persistance
intracellulaire élevée dans les cellules MG-63, les rendant plus susceptibles de développer des

infections chroniques et récurrentes3?’.

Bien que les lignées cellulaires primaires, et en particulier les cellules primaires osseuses, aient
I’avantage de conserver leurs caractéristiques génétiques, morphologiques et physiologiques,
elles ont également une durée de vie limitée et sont difficiles a cultiver et a maintenir en
cultures continues. Les cellules MG-63, sont un modele in vitro valable pour I'étude de
I'internalisation et de la persistance de S. aureus, tant en ce qui concerne les mécanismes
sous-jacents a la capacité de S. aureus a adhérer, envahir et persister au sein des ostéoblastes

gue dans la réponse cellulaire de I’'h6te suite a I'infection.
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4. Modeles d'|OA in vivo

4.1 Historiqgue des modeles animaux dans I'étude des I0OA

La littérature scientifique regorge de multiples publications sur les modéles animaux pour
explorer la pathogenése, le diagnostic et le traitement des IOA. Dans ce cadre, |'utilisation de
modeéles animaux est essentielle pour élaborer des thérapies préventives et curatives3?%. Dans
certains cas, la manifestation clinique de I'lOA par voie hématogene varie considérablement
entre les patients a cause de divers facteurs (ex. age, sexe, voie d'infection, localisation
anatomique et comorbidités), qui peuvent influencer les études cliniques. En revanche, les
modéles animaux offrent un moyen de contrdler et d'examiner ces variables3?%. Entre la
seconde moitié du XIX®Me siécle et 1970, le nombre de rapports scientifiques utilisant des
animaux comme modéles d’I0A était assez limité. Toutefois, a la fin du XX™e siécle, une
augmentation progressive du nombre de publications centrées sur ce sujet a été observée,
renforgant I'hypothese que le développement des antibiotiques a eu un impact positif sur les
études d'lOA impliquant des modéles animaux3?°. Les deux rapports scientifiques les plus
novateurs concernant les modeéles (lapins) pour 'ostéomyélite ont été réalisés par Rodet
(1885) et Lexer (1894), qui ont administré du S. aureus par voie intraveineuse pour induire la
formation d'abcés3°. Plusieurs années plus tard, trois études indépendantes : Starr (1922),
Haldeman (1934) et Thompson & Dubos (1938), ont constaté que suite a l'injection
intraveineuse et/ou intra-osseuse de S. aureus chez les lapins, des lésions typiques
d'ostéomyélite présentaient des similarités microscopiques avec celles observées chez les
humains33%332, Dans toutes ces recherches, un facteur commun a été identifié : l'injection
directe de bactéries vivantes ou atténuées provoquait la mort des animaux en quelques jours
apres le traitement, entrainant la formation d'abcés dans différents organes et
occasionnellement des lésions osseuses3?®. En 1941, Scheman a introduit un nouveau modéle
de lapin pour I'ostéomyélite, basé sur l'injection directe de S. aureus et de morrhuate de
sodium dans la métaphyse tibiale. Dans cette étude, les sujets expérimentaux ne sont pas
morts de sepsis, et des |ésions d'ostéomyélite chronique sont apparues sur le site d'injection

au fil des semaines333.
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Emanant de ces études fondamentales, généralement considérées comme I'épine dorsale de
la recherche sur les modéles d’IOA utilisant des animaux, les chercheurs ont élaboré de
nouveaux modeles et protocoles pour concevoir des stratégies préventives visant a
comprendre les caractéristiques moléculaires spécifiques de cette condition clinique32832°,
Depuis le début du XX®me siécle, le lapin n'a plus été le seul modéle utilisé pour étudier les I10A.
D'autres especes ont également été examinées : Hamblen (1968) et Zak (1982) ont introduit
des modéles chez le rat33*, Ueno (1974) a employé des modéles murins33%, Deysine (1976) et
Fitzgerald (1983) se sont concentrés sur des modéles canins33>33¢ Pass| (1979) a étudié
I'ostéomyélite aigué chez les cobayes33’, Emslie (1983) a analysé le premier modéle aviaire
(poulets) d'ostéomyélite aigué33833°, patterson (1993) a élaboré un modéle de mini-porc pour
I'ostéomyélite mandibulaire chronique3?, et Curtis (1995) et Kaarsemaker (1997) ont travaillé
respectivement sur un modele de fracture ouverte chez la chévre et un nouveau modele

d'ostéomyélite chronique chez le mouton3*L,

4.2 Quel est le modele animal le plus approprié pour la procédure expérimentale ?

Parler d'une espéece animale parfaite pour imiter I'lOA par voie hématogene est utopique ;
néanmoins, il est faisable de spécifier une espéce idéale pour une meilleure compréhension
de cette maladie. Le modele animal hypothétique doit présenter des caractéristiques
moléculaires, cellulaires, structurelles et mécaniques similaires a celles retrouvées dans |'os
humain, en plus d'étre facile a élever et a manipuler, économique, treés tolérant aux
traitements pharmacologiques (par exemple, I'administration d'antibiotiques), et d'une taille
permettant des interventions chirurgicales comparables a la pratique clinique3?®. Chaque
modele animal présente des attributs spécifiques qui le rendent plus adapté a un objectif
donné. Par exemple, une comparaison des tissus osseux corticaux fémoraux et trabéculaires
lombaires entre les animaux (ex. chiens, porcs, poulets et rats) et les humains a montré que
les modéles canins et porcins ont des proportions minérales similaires a celles des humains3#2.
De plus, les porcs et les chiens présentent des avantages pour affiner les procédures

chirurgicales (ex. excision des abces et implantation de prothéses/dispositifs médicaux) en

raison de la taille des os longs3*3.
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A l'inverse, la petite taille des souris, rats, lapins et poulets les rend inadéquats pour les
procédures chirurgicales sur des os longs3?2. De plus, les os de souris, de rats et de lapins sont

spécifiques pour des tests microbiologiques quantitatifs (ex. décompte cellulaire).

4.3 Les voies d'inoculation

Trois voies d'inoculation ont été couramment utilisées pour les I0OA expérimentales
inoculation dans la cavité osseuse, inoculation locale par le biais des arteres nutritives

(inoculation intra-artérielle) et inoculation systémique par injection 1V328329,

Pour reproduire le développement des I0OA et les modifications micro-environnementales
dans le tissu osseux, il est essentiel de délivrer les agents pathogenes dans un compartiment
anatomique défini sans créer de sepsis ou d'infection métastatique. Les résultats de I'injection
IV sont les moins susceptibles de relever ce défi3**. Comme I’ostéomyélite se produit souvent
dans un seul os sans se propager systémiquement, la voie intra-artérielle est considérée
comme la meilleure inoculation pour générer une infection prévisible et anatomiquement
confinée. La méthode liée a l'implant déclenche une ostéomyélite a l'aide d'un dispositif
infecté pour étudier et mettre au point des revétements ou des implants dotés de propriétés
antibactériennes (Figure 12). Cette approche est pratique pour des études axées sur des
molécules anti-biofilm. La création d'une fracture osseuse suivie de son infection par des
bactéries constitue la méthode post-traumatique. Dans ce cas, la technique aide a
comprendre la maniére dont les bactéries peuvent se propager dans le tissu osseux et via le
systeme circulatoire. De plus, I'utilisation de fils de fixation externes imprégnés ou recouverts
de molécules antibactériennes peut étre réalisée pour mieux caractériser la durabilité des
nouveaux implants. Enfin, I'injection IV de bactéries permet d'obtenir une arthrite septique

suivi d’'une ostéomyélite hématogene, atteignant spontanément les os (Figure 12).
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IMPLANT

\ Os infecté

Figure 12. Induction expérimentale d’IOA chez la souris (adapté de Meroni et al.3*).
L’injection IV des bactéries via la veine caudale de la souris permet d'obtenir une arthrite

septique.
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IV.

Les peptides antimicrobiens

1. Historique des antibiotiques : De la découverte aux deéfis
contemporains

L'avenement des antibiotiques marque une révolution majeure dans le domaine médical,
ayant bouleversé la prise en charge des infections bactériennes et ayant sauvé d'innombrables
vies depuis prés d'un siécle3%®. Le voyage a travers I'histoire de ces molécules précieuses est
aussi fascinant qu'instructif, éclairant notre compréhension sur les défis actuels. Bien que le
XXeme sigcle ait vu la naissance des antibiotiques modernes, la lutte contre les infections
remonte a l'antiquité. Les anciennes civilisations utilisaient des remedes telles que les
moisissures et certaines plantes pour traiter les infections. Les égyptiens, par exemple,
utilisaient des cataplasmes de moisissures pour soigner des plaies infectées3*’. La découverte
fortuite de la pénicilline par Alexander Fleming en 1928 est souvent considérée comme le
point de départ de I'ére moderne des antibiotiques3*®. Alors qu'il étudiait S. aureus, Fleming a
observé que les colonies bactériennes étaient détruites par une moisissure, Penicillium
notatum. Cette découverte, bien que non exploitée immédiatement, a ouvert la voie a la
production a grande échelle de la pénicilline dans les années 1940, en particulier pendant la
seconde guerre mondiale ou son role fut déterminant dans la prise en charge des blessés.
Suite a la découverte de la pénicilline, les années 1940 et 1950 sont souvent désignées comme
"I'dge d'or" des antibiotiques3*®34° (Figure 13). Des classes variées comme les tétracyclines,
les aminosides, les macrolides et les céphalosporines ont été découvertes. Ces molécules,
issues soit de produits naturels, soit de (hémi)synthéses chimiques, ont considérablement
élargi I'arsenal thérapeutique, offrant des options pour une multitude d'infections. Dés les
années 1960, I'enthousiasme initial a été tempéré par la reconnaissance de la capacité des

349 |'utilisation massive, souvent

bactéries a développer des mécanismes de résistance
inappropriée, en médecine humaine et vétérinaire, ainsi que dans l'agriculture, a favorisé la
sélection de souches résistantes3>°. Cette résistance a conduit & une course continue pour
développer de nouveaux antibiotiques 3°1. Dans les pays de I'Union Européenne (UE), les
infections résistantes aux antibiotiques ont entrainé plus de 38 000 déces et impacté la vie de
plus d'un million de personne en raison de déces prématurés ou d'années vécues avec des

incapacités rien qu'en 2019%>2, L'impact économique de la résistance aux antimicrobiens est
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également considérable, coltant environ 1,1 milliard d'euros par an a I'UE en frais de santé
supplémentaires3>2. Les risques associés a une ére post-antibiotique ont incité les décideurs
politiques a reconnaftre cette menace pour la santé humaine et a promettre des financements
supplémentaires, stimulant progressivement un regain d'intérét pour la découverte et le
développement de nouveaux antibiotiques®33>*, Une des recommandations clés est de
stimuler la découverte de médicaments en phase précoce®%°. Etant donné le manque relatif
de succés dans la mise sur le marché d'antibiotiques synthétiques efficaces3>>, le meilleur
espoir pour développer une nouvelle génération de médicaments anti-infectieux est de
découvrir de nouveaux produits naturels microbiens car ces composés sont inégalés en termes

de diversité chimique et d'efficacité en tant qu'antibiotiques3*.
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2. Classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques se base sur divers critéres tels que la structure chimique,

I'origine, le spectre d'activité et le mécanisme d’action3>’ :

e Les [-lactamines, comprenant 4 sous-familles (pénicillines, céphalosporines,
monobactames et carbapénémes), inhibent la synthése du peptidoglycane en se liant
aux Protéines de Liaison a la Pénicilline (PLP)

e Les macrolides et apperentés (lincosamides, strptogramines) inhibent la synthése
protéique en ciblant le ribosome bactérien

e Les tétracyclines agissent également sur le ribosome et perturbent la synthése
protéique

e Les quinolones entravent la réplication et la transcription de I'ADN en ciblant les
topoisomérases de type Il (ADN gyrase et topoisomérase V)

e Les aminosides inhibent la synthese de protéines en se liant a la sous-unité 30S du
ribosome

e Les phénicolés agissent par inhibition de la synthése protéique en se fixant a la sous-
unité ribosomale 508S, au niveau de I’ARN 23S.

e Les sulfamides inhibent le métabolisme des folates.

e Les glycopeptides sont des inhibiteurs de la synthése de la paroi en se fixant au niveau
des extrémités D-Ala-D-Ala des précurseurs pentapeptidiques du peptidoglycane, et
inhibant ainsi les étapes de transglycosylation et de transpeptidation

e Les oxazolidinones agissent en inhibant la synthése protéique par inhibition de la
formation du complexe d'initiation 70S de la traduction

e Les rifamycines agissent par inhibition de I’ARN polymérase bactérienne en se fixant

au niveau de la sous-unité 3
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La Figure 14 liste les principales classes d’antibiotiques ainsi que leurs mécanismes d’action.

Synthése de la paroi

Synthése des acides
cellulaire Synthése de Folate

_ nucléiques
— Sulfonamides
Béta-lactamines Triméthoprime Gyrase ADN
Pénicillines Quinolones

Céphalosporines
Carbapénémes
Monobactames

ARN polymérase

Rifampicine

Vancomycine
Bacitracine
Sous-unité 50S
Macrolides
Clindamycine
Linezolide
Chloramphénicol
Membrane cellulaire Sous-unité 30S Streptogramines
Polymyxines Tetracyclines
Aminoglycosides Synthése de protéines

Figure 14. Mécanismes d’action des principales classes d’antibiotiques (adapté de Kapoor

et al.>®’).

3. Développement de la résistance

La résistance aux antibiotiques a deux origines principales : des erreurs dans la réplication de
I'ADN qui résultent en la sélection de mutants insensibles aux médicaments et qui se
propagent verticalement au sein des populations bactériennes, et |'acquisition de genes de
résistance par transfert horizontal d’éléments génétiques mobiles (EGM) entre les bactéries.
Le taux d'erreur de I'ADN polymérase est faible (~10° a 10'11)3%8, garantissant une copie fideéle
du génome bactérien. Toutefois, compte tenu du grand nombre de bactéries au site de
I'infection et de leur temps de génération relativement rapide (de quelques minutes a
guelgues heures), I'accumulation de mutations dans les populations bactériennes est

inévitable. Lorsque ces erreurs fournissent un avantage en présence d'antibiotiques, les
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mutants résistants peuvent rapidement étre sélectionnés, entrainant un échec thérapeutique.
Les mutations peuvent étre la principale cause de résistance clinique pour certaines classes
d'antibiotiques telles que les fluoroquinolones ou chez certaines espéces bactériennes (ex.
Mycobacterium tuberculosis). Cependant, les génes de résistance présents sur des EGM (ex.
plasmides, transposons) peuvent étre facilement étre transférés entre bactéries et présentent
le plus grand défi pour la plupart des antibiotiques3>°. Souvent, ces EGM contiennent de
nombreux genes de résistance qui protegent contre diverses classes d'antibiotiques. Le
mélange d'organismes dans les milieux de soins de santé et I'environnement, offre des
opportunités pour que les genes soient échangés entre les microbes. Le résultat est un
pourcentage croissant d'isolats bactériens pathogenes ayant acquis un ou plusieurs genes de
résistance, engendrant des phénotypes multi-résistants (MDR), extrémement résistants (XDR)
ou panrésistants (PDR) aux antibiotiques, qui menacent les avancées réalisées en médecine
au cours des derniéres décennies3®, De plus, les organismes résistants, qui étaient auparavant
principalement limités aux établissements de santé du fait d’une utilisation massive
d'antibiotiques, circulent maintenant de plus en plus dans la communauté3®l. En effet, Les

SARM sont désormais couramment trouvés en dehors des hopitaux.
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Les trois mécanismes principaux de résistance aux antibiotiques sont :

e L’inactivation enzymatique de I'antibiotique
e Ladiminution d’affinité de I'antibiotique par modification de la cible
e Ladiminution de la concentration intracellulaire de I'antibiotique par efflux actif et/ou

défaut de perméabilté membranaire

La Figure 15 montre les différents mécanismes de résistance aux antibiotiques.

» Diminution de »
Pompes d’efflux A A I'absorption
i
a’
) Enzymes J

A ar
O % +: B (’k
D NN

Enzymes alternatives

Figure 15. Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (adapté de Wistrand-

Yuen and al.3%?).

La Figure 16 liste les principaux mécanismes de résistance de S. aureus aux antibiotiques.
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Figure 16. Les principaux mécanismes de résistance de S. aureus aux antibiotiques (adapté
de Mlynarczyl-Bonikowka et al.3¢?). Mécanismes d'action indiqués par des fléches vertes.
Résistance aux béta-lactamines : 1. Production de la protéine de liaison a la pénicilline PBP2A,
2. Mutations dans les génes PBP, bien que rares (Modified S. aureus), 3. Production de béta-
lactamases, généralement avec un spectre de substrat étroit. Résistance aux glycopeptides :
4. Opéron VanA (modification du site de liaison de I'antibiotique). Résistance au linezolide : 5.
Adénylyl-N-méthyltransférase Cfr qui modifie le 23S ARNr du ribosome bactérien. Résistance
aux MLS-B (macrolides, lincosamides et streptogramines B) : 5. méthylations du ribosome par
I’Erm-érythromycine. Résistance aux aminoglycosides : 6. Inactivation des antibiotiques par
des transférases. Résistance aux fluoroquinolones : 7. Mutations dans les génes gyrA et gyrB
(topoisomérase 1) et parC (grlA) et parE (topoisomérase IV) modifiant le site de liaison de

I'antibiotique, 8. Expulsion hors de la cellule bactérienne par la pompe d'efflux.
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4. Alternatives aux antibiotiques actuels

4.1 Identification de nouvelles classes d’antibiotiques

Lewis et al. ont découvert 2 nouveaux antibiotiques aux mécanismes d'action novateurs : la
téixobactine, dérivé de la B-protéobactérie Eleftheria terrae3®3, et la darobactine, issue de la
y-protéobactérie Photorhabdus khaini*®*. De nombreuses bactéries environnementales, telles
gue les actinomycetes, hébergent des programmes génétiques capables de produire 20 a 40
produits naturels, et les champignons en contiennent souvent davantage. Plusieurs de ces
produits sont assurément des antibiotiques. Les progres en génomique, en exploitation de
données génomiques, en biologie synthétique et en chimie analytique ouvrent des pistes et
qui permettront d’exploiter la remarquable diversité chimique trouvée dans la nature. Un
exemple d'une telle stratégie est I'analyse des données génomiques des actinomyceétes a la
recherche de signatures indiquant la production d'antibiotiques glycopeptidiques®®. La
plupart des bactéries productrices d'antibiotiques codent des mécanismes de self-défense a
proximité des genes biosynthétiques, et les glycopeptides ne font pas exception. En mettant
en corrélation la résistance connue avec la biosynthése, des génomes candidats susceptibles
de produire des antibiotiques glycopeptidiques sensibles a la résistance existante ont été
identifiés. En se concentrant sur les producteurs codant des génes associés a la production de
glycopeptides mais sans éléments de résistance connus, plusieurs nouveaux antibiotiques ont
été identifiés. Ceux-ci avaient un mode d'action inédit : l'inhibition de la division cellulaire en
bloguant I'activité des autolysines lytiques essentielles a la séparation des cellules filles. Une
autre source d'antibiotiques provient des molécules synthétiques. Les avancées dans la
compréhension des "régles" de la chimie physique pour les antibiotiques3%3%7 offrent la
possibilité de guider la synthése de molécules individuelles et de bibliothéques adaptées a des
criblages basés sur le phénotype. Myers et al. ont publié des voies synthétiques modulaires

trés innovantes pour la génération de nouveaux antibiotiques de type tétracycline3®®,

369 370

macrolide3*® et lincosamide3’° qui élargissent considérablement la diversité de ces classes de
composés au-dela des contraintes de la biosynthése naturelle. Enfin, les approches
d'intelligence artificielle peuvent explorer des bibliotheques chimiques pour identifier des
propriétés semblables aux antibiotiques et ainsi découvrir de nouvelles structures

synthétiques a développer3’:.
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4.2 Inhibiteurs de la virulence

Une autre alternative vise a contrer la pathogénicité des bactéries en ciblant des facteurs de
virulence spécifiques impliqués dans ce processus. Ces méthodes sont intrinsequement a
spectre étroit et, I’élimination du pathogene peut se faire par association a des antibiotiques
et/ou par le systéeme immunitaire de I'h6te. Divers facteurs de virulence sont a I'étude comme

cibles potentielles pour de nouveaux agents, qui incluent les catégories suivantes :

e |'erianine perturbe la reconnaissance immunitaire de I'h6te et |'attachement dans les

infections murines a S. aureus3’2.

e Plusieurs inhibiteurs modulent le biofilm. Des agents comme les flavonolignanes, la

streptorubine B, la cyclosporine et le valspodar sont efficaces contre les biofilms373:374,

* Des régulateurs de la virulence comme I'anéthole et le SE-1 ont été testés3’>37¢, L'inhibition
des systemes a deux composants bloque la pathogenese de certaines bactéries, avec des

résultats notables pour le savirin et le LED209377,378,

e L'inhibition du QS via les lactonases est efficace contre Pseudomonas aeruginosa, offrant un

moyen d'interférer avec d'autres systémes3’°.

4.3 Bactériophages

Le réexamen de l'utilisation des bactériophages pour traiter les infections hautement
résistantes aux médicaments suscite un intérét croissant. Ces virus des bactéries ont été
identifiés au début du XX®™Me siécle et rapidement employés dans la lutte contre les infections.
Néanmoins, les efforts initiaux ont été entravés par une méconnaissance de la spécificité des
phages et par des méthodes de fabrication et de conservation inégales3®. Avec I'avénement
de la pénicilline et d'autres antibiotiques, I'utilisation des phages a été largement délaissée,
bien qu'elle ait perduré dans plusieurs pays de |'ancienne Union soviétique notamment en
Géorgie3®l. De nos jours, l'efficacité et la spécificité des phages sont de plus en plus
considérées comme des atouts. Depuis l'introduction du premier produit phagique
commercial en 2006, les phages spécifiques a certaines especes ont été largement utilisés

dans l'agriculture et l'industrie alimentaire pour contréler des pathogenes alimentaires
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comme Listeria monocytogenes, Salmonella spp., et Shigella spp., avec plus d'une douzaine
de produits sur le marché382, Leur activité a spectre étroit est particuliéerement utile dans
I'industrie laitiere, ou une grande précision est nécessaire pour éliminer les pathogénes tout
en préservant les bactéries lactiques3®. Alimenté par des études de cas humains montrant
des guérisons completes d'infections chroniques causées par des pathogenes MDR a l'aide de
cocktails phagiques expérimentaux383, le traitement par phages est de plus en plus envisagé
comme une alternative aux antibiotiques, ce qui a donné lieu a plus d'une douzaine d'essais
cliniques en cours, principalement en phases 1 et 2. Un des défis de I'application des phages
réside dans I'émergence de résistances, tout comme pour les antibiotiques. Les phages et les
bactéries sont engagés dans une course aux armements depuis des milliards d'années. Des
systemes tels que les CRISPR ont vu le jour en raison de cette lutte, permettant aux bactéries
de développer une immunité aux phages. L'utilisation de cocktails de phages peut neutraliser
la résistance sur des échelles de temps thérapeutiques. Une autre option pour minimiser la
résistance est l'utilisation directe des enzymes bactériolytiques des phages en tant que
traitement biologique3®*. L'abondance et |a diversité des phages dans I'environnement naturel
signifient que, ou que I'on trouve une bactérie donnée, il est probable qu'un phage spécifique
puisse également étre obtenu. Cette idée a été a |'origine de nombreuses initiatives de
récupération de phages38>38¢, Couplées a des stratégies sélectives basées sur I'évolution des
phages et a des approches d'ingénierie pour promouvoir le comportement lytique, dissoudre
les biofilms et méme inactiver directement les genes de résistance aux antibiotiques via le
systéme CRISPR-Cas9%¥’, les phages constituent un outil puissant pour suivre I'évolution
bactérienne, permettant des mises a jour et une redondance dans la conception des cocktails

phagiques.

4.4 Anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux représentent le secteur le plus dynamique de l'industrie
pharmaceutique, avec plus de 100 anticorps monoclonaux approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA) et des centaines d'autres en développement clinique38838°, Depuis la
premiere identification d'un anticorps monoclonal issu d'hybridomes murins en 1979, des
avancées technologiques ont rationalisé leur découverte, incluant I'utilisation de souris
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transgéniques congues pour produire directement des anticorps monoclonaux entierement
humains3®C. Les thérapies basées sur les anticorps monoclonaux rencontrent des défis
similaires a ceux du développement d'antibiotiques. Par exemple, certains cancers peuvent
étre intrinsequement résistants a cause de mutations préexistantes ou acquérir une
résistance secondaire pour diverses raisons, y compris la mutation ou la régulation a la baisse

de l'antigéne ciblé3°1,

Pour combattre la résistance, les stratégies ont évolué vers des
combinaisons thérapeutiques. Parmi les approches les plus innovantes et productives figurent
les anticorps conjugués a des médicaments et les anticorps bispécifiques. Les anticorps
conjugués a des médicaments consistent en un anticorps monoclonal lié via un lien labile a un
médicament cytotoxique, généralement actif sur I'ADN ou les microtubules3?2. Une fois liés a
une cellule cible, les anticorps conjugués a des médicaments sont internalisés et leur charge
cytotoxique est libérée, provoquant la mort cellulaire. Onze anticorps conjugués a des
médicaments ont actuellement recu I'approbation de la FDA, avec des dizaines d'autres en
développement3®. Les anticorps bispécifiques sont constitués d'un anticorps monoclonal avec
une double spécificité, chaque bras étant dirigé contre un antigéne différent3?3. Des anticorps
bispécifiques comme le catumaxomab et le blinatumomab ont été employés dans une
stratégie ingénieuse pour recruter des lymphocytes T vers les cellules tumorales, orchestrant
leur élimination. De bien des maniéres, les bactéries sont des cibles idéales pour la technologie
des anticorps monoclonaux. Contrairement au cancer, la plupart des antigenes bactériens
sont distincts de la biologie humaine, permettant de nombreux candidats potentiels pour les
anticorps monoclonaux ou les bispésifiques. Néanmoins, il n'existe que trois anticorps
monoclonaux antimicrobiens approuvés, deux bloquant la virulence du Bacillus anthracis,
I'agent causal du charbon (raxibacumab et obiltoxaximab) et un ciblant Clostridioides difficile
(bezlotoxumab), réduisant la fréquence de récidives3®#3%>. Malgré I'utilité avérée de ces
thérapies, peu d'anticorps monoclonaux antimicrobiens sont en phase avancée d'essais
cliniques (en phase 3, il existe 2 molécules dirigées contre S. aureus : suvratoxumab et
tosatoxumab). Parmiles obstacles a I'arrivée de ces anticorps monoclonaux antimicrobiens en
clinique figurent l'identification spécifique du ou des pathogénes a I'origine de I'infection ; le

ciblage d'un antigene qui est conservé, exprimé et accessible pendant l'infection.
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4.5 Approches probiotiques

La perturbation du microbiome intestinal (dysbiose), principalement due a des antibiotiques
alarge spectre, ouvre la porte a des pathogenes comme C. difficile. Pour rétablir un microbiote
sain, diverses méthodes ont été explorées pour soit remplacer, soit complémenter, soit
modifier les microbes intestinaux. Ces tactiques ont été testées dans des études visant a
réduire la colonisation par des pathogenes dans les hopitaux ou chez les nourrissons
prématurés, les données combinées indiquant que les probiotiques sont bénéfiques°®. La
modification la plus radicale du microbiote intestinal, la transplantation de microbiote fécal,
consiste en un remplacement avec des contenus microbiens d'un donneur sain. Cette
méthode a montré son efficacité importante pour le traitement des infections a C. difficile3%’,
mais a aussi été associée a des déces dus au transfert imprévu de pathogeénes dans des
échantillons complexes de microbiote fécal3%. Afin de réduire ce risque, I'attention se porte
sur l'administration de probiotiques plus spécifiques pour complémenter le microbiote
intestinal3®®. L'efficacité future de ces probiotiques reste a déterminer, en partie a cause de la
nécessité de grandes tailles d'échantillon pour tenir compte de faibles taux d'incidence,
comme c'est le cas pour les infections a C. difficile*®. Certaines données suggérent que les
probiotiques administrés apres un traitement antibiotique pourraient en fait exacerber la

résistance aux antimicrobiens?®°?.

4.6 Vaccins

Contrairement aux antibiotiques, les vaccins ne favorisent pas aisément la résistance. En
diminuant les taux d'infection et de propagation de la maladie, ils peuvent entraver la diffusion
des résistances en évitant les infections et, par conséquent, I'usage d'antibiotiques*®?. Le
déploiement du vaccin contre Haemophilus influenzae a été corrélé a une réduction de la

production de B-lactamase*®3

, et les taux d'infection a pneumocoque chez les nourrissons et
les adultes plus agés associés a la résistance aux antibiotiques ont diminué avec I'utilisation
de vaccins conjugués aux polysaccharides ciblant 13 sérotypes?®*. Ces cas fournissent un
précédent significatif pour le recours aux vaccins comme mesure complémentaire pour
répondre a la crise de I'antibiorésistance. Plusieurs candidats vaccinaux ciblant des bactéries

pathogénes sont en diverses phases d'essais cliniques®®. Les plus avancés sont les vaccins
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pour la prévention de l'infection a C. difficile et les vaccins antipneumococciques qui ciblent
20 sérotypes, d'autres étant orientés vers Shigella, E. coli, Salmonella et S. aureus. Un vaccin
efficace pour la prévention et le traitement de la tuberculose, une maladie qui tue plus de 1,6
million de personnes par an, reste insaisissable, mais plusieurs candidats sont a I'étude?®. Une
stratégie complémentaire pour aborder |'utilisation et la résistance aux antibiotiques consiste
en l'utilisation accrue de vaccins antiviraux, en particulier pour des virus tels que la grippe et
le virus respiratoire syncytial, qui se manifestent par des infections des voies respiratoires
pouvant étre diagnostiquées a tort comme bactériennes ou favorisant des infections
bactériennes secondaires et l'utilisation d'antibiotiques?®>. L'avénement des vaccins a base
d'ARNm et leur développement et déploiement rapides lors de la pandémie du COVID-19
révelent la puissance de cette nouvelle technologie qui, en principe, peut étre mobilisée pour
cibler a la fois des agents viraux et bactériens3>1. L'avenir du contréle des infections intégrera

sans doute de nombreuses stratégies vaccinales.

5. Les peptides antimicrobiens (PAM)

5.1 Caractéristiques

Les PAM constituent un élément clé du systéme immunitaire de divers organismes
comprenant les bactéries, les champignons, les plantes*®, les mammiféresi®® et les
insectes?®, Ils se caractérisent par leur aptitude a interagir avec des bactéries, soit en limitant
leur prolifération, soit en induisant leur lyse, et sont souvent pergus comme l'une des

premieres lignes de défense immunitaire.

5.2 Structures et classifications des PAM

La diversité remarquable des séquences des PAM connus a motivé leur compilation dans
plusieurs bases de données, basées sur différentes caractéristiques. Bien que la classification
selon leur source ou leur spécificité ciblée soit utile pour comprendre leurs mécanismes, des

bases de données a spectre plus large sont également pertinentes. L'Antimicrobial Peptide
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Database 3 (APD3) est un exemple notable, recensant la plupart des PAM naturels publiés a
ce jour®!%, Sa derniére mise a jour en janvier 2023 a élevé son total a 3569 peptides. Malgré
leur hétérogénéité structurelle, une tendance se dégage : 88 % des peptides répertoriés sont
cationiques, 6 % neutres et 6 % anioniques. Ces chiffres concernent principalement des
peptides naturels, qui ne représentent qu'une fraction de PAM existants dans la nature.
Cependant, actuellement, il n'existe pas de base de données universellement acceptée par
tous pour les PAM. Outre cette tendance a la charge positive, les PAM contiennent aussi une
proportion considérable d'acides aminés hydrophobes. Les propriétés physico-chimiques
seules ne suffisent pas pour une classification compléte. La structure secondaire est souvent
utilisée comme critere de tri. Tous les PAM rapportés dans la littérature contiennent au moins
une région en hélice a ou en feuillet B, soulignant leur nature partiellement amphiphile*!*.
Trois principales classes sont couramment identifiées au sein des PAM en fonction de leur
structure (Figure 17). En premier lieu, on trouve les PAM en hélice a linéaire, qui sont
probablement les plus communément documentés dans la littérature scientifique*2413, Cette
catégorie inclut divers sous-groupes tels que les magainines, les cécropines et les mélittines.
Ensuite, les peptides enrichis en un ou plusieurs acides aminés spécifiques, tels que les

414 comme l'indolicidine, ou encore ceux

peptides riches en arginine et tryptophane
abondants en proline*'> particulierement observés chez les abeilles*'®. Une troisiéme
catégorie regroupe les peptides en épingle a cheveux feuillet B « hairpin » possédant Enfin les
peptides riches en cystéine représentent une classe distincte, du fait que cet acide aminé
favorise la formation de ponts disulfure, stabilisant leur conformation tridimensionnelle. Au
sein de cette classe, une sous-distinction peut étre faite entre ceux avec un ou deux pont
disulfure (peptide en épingle a cheveux B « hairpin ») et ceux en possédant 3 et plus. Ce
critére basé sur la structure est actuellement le plus applicable pour la classification, étant
donné le grand nombre de peptides dont les structures restent non résolues. En outre, la

417

présence de modifications post-traductionnelles accentue cette diversité Une autre

classification parmi les PAM peut aussi étre effectuée en fonction de leur voie de synthese,

418 Les peptides non ribosomiques sont généralement

gu'elle soit ribosomique ou non
produits par des complexes enzymatiques au sein de bactéries ou de levures et contiennent
souvent des acides aminés non protéinogenes. Inversement, les PAM ribosomiques

contiennent principalement des acides aminés naturels, bien qu'ils puissent étre sujets a des
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modifications post-traductionnelles. Au-dela de ces aspects structuraux, il est également
pertinent pour des applications spécifiques de continuer a compiler des peptides ayant des
propriétés ou des mécanismes communs dans des bases de données spécialisées, afin de
faciliter leur étude*®. La nécessité d'une classification détaillée est d'ailleurs complémentée

par l'importance cruciale de comprendre leurs mécanismes d'action.

hélice a o .
linéaires riches en un
! acide aminé En épingle a cheveux B
particulier « hairpin »

; (1ou 2 ponts)

\/\——"’\ g ‘\_, \\}

Riches en ponts disulfure (3 et plus)

Figure 17. Les principales classes structurales des PAM (d’aprés London?*%).
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5.3 Interactions des PAM avec les bactéries

Il existe trois principales modalités par lesquelles les PAM agissent sur les bactéries. Ces
modalités peuvent étre catégorisés comme membranaires, intracellulaires, ou en induisant
des mécanismes de résistance chez les bactéries. En raison de la nature anionique de la
membrane bactérienne, les PAM cationiques exercent principalement une activité inhibitrice
ou lytique via une interaction électrostatique avec la membrane. De plus, la présence de
résidus hydrophobes aide a leur intégration dans la membrane. Néanmoins, la simple
présence de résidus cationiques et hydrophobes est nécessaire mais pas suffisante pour ces
processus. Par exemple, la disposition des charges positives sur la structure en hélice a peut
moduler leur activité antimicrobienne®’!. La Figure 18 schématise les divers mécanismes
susceptibles de suivre l'interaction initiale des peptides avec la membrane cytoplasmique
bactérienne. Les mécanismes de perturbation membranaire impliquent généralement la
formation de pores ou de micelles, parmi d'autres voies conduisant a l'inhibition bactérienne.
Il est important de souligner que pour réaliser une inhibition ou une lyse bactérienne efficace,
une synergie entre différents peptides est souvent nécessaire. Dans le contexte de la
formation de micelles, par exemple, il a été démontré qu'un seuil minimum de concentration
en peptides est requis pour solubiliser les membranes*??, voire pour les recouvrir
complétement*?. L'accumulation de peptides sur la membrane peut également entrainer son
amincissement, provoquant ainsi la fuite de métabolites depuis le cytoplasme bactérien. D’'un
point de vue évolutif, cette tendance a la synergie pourrait résulter de mutations transformant
des peptides a caractere amyloide en peptides antimicrobiens, via I'acquisition de charges
positives*?4. Toutefois, la majorité des recherches sur ces mécanismes sont réalisés in vitro,
laissant des incertitudes sur leur applicabilité in vivo**®. Un autre aspect significatif des
interactions membranaires des PAM concerne leur capacité a cibler des composants
spécifiques a la surface bactérienne. Par exemple, certains PAM, tels que la nisine, se lient
spécifiquement au lipide 1l, un précurseur de la synthése du peptidoglycane®?®. Cette liaison
inhibe la division cellulaire, entravant ainsi la prolifération bactérienne. D'autres cibles
potentielles incluent des lipides anioniques impliqués dans la division cellulaire*?’, conduisant
souvent a des cellules bactériennes anormalement grandes ou de morphologies atypiques*?8.

Ainsi, l'interaction des PAM avec les membranes bactériennes conduit généralement soit a la
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lyse de la bactérie visée, soit a une perturbation de ses systemes moléculaires internes,
inhibant ainsi sa prolifération. Cependant, la propension des PAM a interagir avec les
membranes, bien qu'importante, n'est pas le seul critere permettant de qualifier un peptide

comme antimicrobien*?°.

L'autre grande catégorie d'action antimicrobienne des PAM nécessite une cible
intracellulaire®*°. Une telle action nécessite également une interaction initiale, bien que
transitoire, avec les membranes bactériennes. Ce mécanisme de franchissement
membranaire peut impliquer des transporteurs spécifiques, tels que des protéines
membranaires bactériennes**!. Une fois dans le cytoplasme, I'effet des PAM peut étre varié.
Par exemple, en se fixant aux ribosomes, certains PAM inhibent le processus de traduction
génétique. Une autre voie majeure est la perturbation du cycle de division cellulaire, par
exemple en interférant avec les précurseurs de la synthése membranaire. Le résultat final est
souvent des cellules déformées incapables de se multiplier®3%433, En outre, la présence de PAM
peut provoquer des mécanismes de résistance bactérienne. Ces réponses adaptatives peuvent
étre déclenchées soit par I'activation de récepteurs spécifiques, soit plus généralement en
réponse aux dommages membranaires***. Les bactéries peuvent adopter plusieurs stratégies,
telles que la modification de la membrane par neutralisation ou la création de "zones
anioniques" pour piéger les PAM*3°, Ce piége peut également étre déployé par la sécrétion de
protéines ou de polysaccharides extracellulaires. La sécrétion de protéases pour dégrader les
PAM est aussi une option. Enfin, des mécanismes d'efflux peuvent étre mis en ceuvre pour

éliminer les peptides.
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5.4 Avantages et limites

Les PAM offrent un large éventail d'interactions avec les organismes bactériens, la plupart
entrainant une inhibition de la prolifération bactérienne ou une lyse cellulaire.
L'accroissement des souches bactériennes multirésistantes, coincide avec une diminution
significative dans l'identification de nouveaux antibiotiques*3” Cette situation rend les PAM
particulierement attrayants pour la conception de nouvelles entités antibactériennes afin de
contrer cette tendance®3® Leur potentiel découle également de la pratique historique

d'exploiter des sources naturelles pour la découverte d'antibiotiques*®.

Le développement de nouveaux agents antibiotiques s'oriente principalement vers
I'optimisation de la structure peptidique, par la découverte de nouvelles séquences ou
I'amélioration de celles existantes. Outre l'isolement de PAM a partir d'organismes vivants,
I'analyse de bases de données existantes constitue une autre voie pour l'identification de
nouvelles séquences actives*?®. Des algorithmes computationnels, peuvent étre employés
pour détecter des motifs récurrents parmi les PAM déja caractérisés*®442, Des approches
fondées sur des principes physicochimiques sont également possibles**3. Pour les PAM
identifiés comme ayant un potentiel élevé, plusieurs méthodes d'optimisation peuvent étre
appliquées*4. L'une des approches les plus directes implique des mutations ciblées, afin de
maintenir les propriétés physicochimiques tout en améliorant potentiellement ['efficacité
antibactérienne via des conformations tridimensionnelles plus favorables. Cette étape peut
étre réalisée par la synthése de séquences aléatoires basées sur le peptide d'origine®®.
L'importance relative des résidus d'acides aminés peut aussi étre évaluée par des substitutions

systématiques par de I'alanine®*® permettant d'identifier des résidus « non-essentiels »

L'émergence d'une résistance aux PAM est généralement considérée comme improbable, en

447 Néanmoins, méme si les

raison de leur mode d'action lytique envers les bactéries
premieres inquiétudes sur cette forme de résistance ont vu le jour au début des années 2000,
les études actuelles qui I'évaluent demeurent insuffisantes?*®, La seule affirmation sire a ce
jour est que les bactéries peuvent effectivement élaborer des mécanismes de résistance aux

PAM*3>449 Cependant, l'apparition de résistance aux seuls PAM semble moins probable que
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pour les antibiotiques traditionnels*°. En outre, les PAM qui ciblent les membranes ne
déclenchent pas les mécanismes de réparation de I'ADN des bactéries, réduisant ainsi leur
capacité a développer une résistance®!. Diverses stratégies, comme ['utilisation de
« cocktails » de PAM, ont également été proposées pour minimiser le risque d’émergence de
résistance®?. Outre la question de la résistance, plusieurs autres défis entravent le
développement des PAM en tant qu'antibiotiques. Parmi eux figurent le co(it élevé de
synthese, le risque de toxicité pour les cellules hotes, et une stabilité in vivo potentiellement
réduite due aux protéases. Toutefois, ces obstacles ne sont pas insurmontables. La
biosynthése apparait comme une voie prometteuse pour réduire les colts de production®>3,
Les séquences peptidiques peuvent étre optimisées pour minimiser les interactions non
spécifiques*®?. En ce qui concerne la stabilité, la cyclisation et I'encapsulation des PAM
peuvent protéger contre la dégradation enzymatique précoce*>>’. Cependant, en dépit de
ces perspectives prometteuses, seulement 11 peptides avaient été approuvés par la FDA au
début de I'année 2018*°8. A |'exception de I'enfurvitide, un inhibiteur de fusion du VIH-1, tous
nécessitent des modifications post-traductionnelles. Une vingtaine d'autres sont actuellement

en phases cliniques de développement#?,
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6. Pseudo-peptides dérivés de PepAl
6.1 PepAl, un peptide toxique produite par S. aureus

PepAl est un peptide linéaire toxique produit par S. gureus a partir d'un systeme toxine-
antitoxine de type | dont la synthese est inhibée par un ARN antisens durant la croissance
bactérienne (Figure 19). Lorsqu’il est exprimé, PepAl s'accumule dans les membranes de S.
aureus et les détruit?®, ’équipe U1230 s’est interrogée quant a I'activité antibactérienne de
ce peptide lorsqu’il est administré de maniére exogéne. Le PepA1l synthétisé avait une activité
contre les bactéries a Gram positif (S. aureus) et a Gram négatif (E. coli), avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 8 pM pour chaque type de bactérie®t?,

Cependant, une hémolyse des érythrocytes humains avait également été observée a la

concentration égale a la CMI1461,
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Figure 19. Modéle toxine-antitoxine de type | de régulation négative de la traduction interne

de I'ARN SprA1(PepA1l) en trans par le SprA1AS codé en cis (d’aprés Sayed et al.*%9),
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6.2 Dérivés de PepAl

Des travaux d’ingénierie peptidique, en collaboration avec I'’équipe de Michele Baudy-Floc’h
ont permis d’atténuer I'activité hémolytique de la toxine et d’optimiser sa stabilité et son

activité antimicrobienne (Tableau 4).

Tableau 4. Activité antibactérienne contre les bactéries a Gram négatif et a Gram positif, et
toxicité envers les érythrocytes humains de PepA1l et d'une série de pseudo-peptides courts,

linéaires, cycliques ou pseudo-peptides hybrides dérivés de PepAl (d’aprés Solecki et al.*%%).

Human Cells S. aureus E. coli

Peptides Sequences Hso (1M) MIC (M) Tl Hso/MIC MIC (uM) Tl Hgo/MIC
PepA1 H-MLIFVHIIAPVISGCAIAFFS 70 8 9 8 9

YWLSRRNTK-NH,
Pep N-ter H-MLIFVHIIAPVISGC-NH, ND ND ND ND
Pep H-AIAFFSYWLSRRNTK-NH, 420 150 3 75 6
C-ter
Pep1 H-FFSYWLSRRNTK-NH, ND 160 80
Pep2 H-FFSYWLSRRTK-NH, ND 170 80
Pep3 H-FFSWLSRRTK-NH, ND 190 95
Pep4 H-FFWLSRRTK-NH, ND 200 100
Pep5 H-FFWLSRTK-NH, ND 460 230
Pep6 c(FFWLSRRTK) 5 50 0.1 25 0.2
Pep7 c(FFWSRRTK) 14 30 0.5 13 1
Pep8 c(FFWRRTK) 160 9 18 4 40
Pep9 H-FFWLRR-aza-$*Hyt-K-NH, ND 100 100
Pep10 c(FFWLRR-aza-°Hyt-K) 150 25 6 13 12
Pep11 c(FFWRR-aza-$°Hyt-K) 840 7 120 3 280
Control Nisin ND 9 5

6.2.1 Reduction de la longueur du peptide

Pour réduire l'activité hémolytique de PepAl (H-MLIFVHIIAPVISGCAIAFFSYWLSRRNTK-NH2),
son domaine hydrophobe en N-terminal a été retiré tandis que la région amphiphile en C-
terminal a été conservée (H-AIAFFSYWLSRRNTK-NH2). L'hydrophobicité a été réduite par la
suppression des résidus AIA a partir du N-terminal de Pep C-ter (Pepl).
Ensuite, les acides aminés de Pepl ont été progressivement éliminés pour déterminer leur
role dans |'activité et la toxicité. Les résidus hydrophiles ont été retirés, en commencant par
I'asparagine (Pep2), la tyrosine (Pep3) et la sérine (Pep4). Pepl a Pep4 ont des activités
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antimicrobiennes similaires. Les modifications suivantes sont basées sur l'influence de la

462 et |a présence d'un minimum de deux

longueur du peptide sur |'activité antimicrobienne
résidus hydrophiles positifs et deux groupes hydrophobes?*®3. Pep4 (H-FFWLSRRTK-NH2) et
Pep5 (H-FFWLSRTK-NH2) ont montré l'importance de conserver deux arginines : Pep4
présente la séquence la plus courte conservant une activité antibactérienne avec une faible

activité hémolytique.

6.2.2 Cyclisation

La prochaine étape pour améliorer l'activité antibactérienne des peptides consistait a
augmenter leur stabilité structurelle : la premiere solution était la cyclisation. Il est bien connu
gue la cyclisation stabilise les peptides bioactifs, augmentant leur résistance aux protéases
tout en conservant leurs activités antibactériennes®’. Pep4 a été cyclisé pour former Pep6
(c(FFWLSRRTK)) : I'activité antibactérienne de Pep6 contre S. aureus et E. coli a été multipliée
par 10 par rapport a Pep5, malheureusement accompagnée d’hémolyse. Pep7 (c(FFWSRRTK))
est un peptide plus court et manque d'un résidu de leucine, ce qui a légerement réduit
I'hémolyse, tandis que l'activité antibactérienne a été multipliée par 2. Pep8 (c(FFWRRTK))
manque d'un résidu de sérine, étant 10 fois moins hémolytique et 3 fois plus antibactérien
gue Pep7. L'heptapeptide cyclique Pep8 semblait étre le peptide le plus actif avec tous les
acides aminés naturels. Ceci peut étre d(i aux contraintes spatiales des résidus, qui different

entre les peptides linéaires et cycliques.

6.2.3 Introduction d'analogues

Des travaux antérieurs sur les pseudo-peptides antimicrobiens au sein de I'équipe ont montré
gue l'incorporation de acides aminés non naturels augmentait |'activité antibactérienne des
AMP?%4, Les premiéres tentatives d'introduction d'aza-b3-aa ont été réalisées a partir de Pep4
: la thréonine a été remplacée par un analogue, une aza-b3-homohydroxythréonine (Pep9, H-
FFWLRR-aza-b3Hyt-K-NH2). Par rapport a Pep4, le pseudo-peptide Pep9 présentait une CMI
deux fois plus faible contre S. aureus, mais une activité similaire contre E. coli. De fagon
intéressante, Pep9 n'était pas hémolytique. Pep 9 a été cyclisé pour former le peptide Pep10
(c(FFWLRR-aza-b3Hyt-K)), qui posséde des CMI 4 a 7 fois plus basses montrant que la
cyclisation améliorait les activités antibactériennes des hexapeptides?®®. Pour réduire les
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propriétés hémolytiques de Pep10, sa leucine a été retirée pour diminuer I'hydrophobicité :
Pep11 est 6 fois moins hémolytique et possede une activité antibactérienne 4 fois plus élevée.
Les résultats avec Pep 11 ont servi de base pour établir les criteres principaux : peptide
cyclique, 7 résidus. Pep11 possede un motif de séquence naturelle originale FFWRR, qui est
présent de maniere discontinue dans la séquence native de PepAl. L'incorporation
progressive des aza-B3-aa suivants a pris en compte les travaux antérieurs : le remplacement
du tryptophane par du naphtyle, puis par une phénylalanine. Le remplacement de I'analogue

HYT par I'analogue valine a permis de réduire légérement la toxicité (Pepl15 ; Pep 16).

6.3 Pepl5, Pepl6, Pepl8 et PeplH

Pep15, Pepl6 et Pepl9 ont montré une plus grande efficacité bactéricide que Pepl8>,

constitué uniquement d’acides aminées naturels (Figure 20).
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Figure 20. Structures et séquences de Pep15, Pep16, Pepl8 et Pep19.
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/. Pepl6

7.1 Efficacité dans des modeéle murin d’infection a SARM

La capacité de Pepl6 a traiter les infections a SARM a été examinée dans des modeles de
sepsis chez la souris, ainsi que des modeles d'abces cutané. Dans un modele de sepsis sévere,
Pep16 a protégé les animaux infectés, tandis que la vancomycine s'est révélée moins efficace
a une dose équivalente®. De plus, Pep16 a également été efficace dans un modéle d'infection
cutanée due a SARM. Il a réduit le volume des abcés et la charge bactérienne (Figure 21).
L’équipe a montré que I'émergence de résistance au Pep16 chez le SARM en modeles murins
était minime®. En ce qui concerne la toxicité, les concentrations bactéricides de Pep16 étaient
bien inférieures aux concentrations toxiques pour les cellules rénales humaines ou les
érythrocytes. D'autres tests ont confirmé la faible toxicité de Pep16 sur divers modeles, y

compris les embryons de poisson-zebre et les souris.
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Figure 21. (A) Apercu des expériences d'infection cutanée chez la souris infectée avec S.
aureus. (B) Traitement des abcés cutanés dus au SARM chez la souris en utilisant Pep16,
Pep19 ou la vancomycine (d’aprés Nicolas et al.”). Les souris ont été infectées par environ 2 x
10° SARM et ont recu un traitement par voie intraveineuse 24 heures aprés l'infection avec une
solution saline (noir) ou avec 1,5 mg.kg-1 de Pepl16 (rouge), Pep19 (vert) ou vancomycine
(bleu). La taille des lésions et le nombre de UFC par abcés, représentés par des points
individuels, ont été déterminés 6 jours apres l'infection (10 souris par condition). Les photos
des abceés sous le graphique correspondent a chaque valeur expérimentale représentée sur le
graphique par des symboles vides. Les niveaux d'ATP intracellulaire de S. aureus en croissance
"normale" (histogrammes vides) par rapport aux SCV (histogrammes colorés remplis) prélevés

des abces cutanés des souris sont montrés dans les panneaux inférieurs.
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7.2 Meécanismes d'action de Pepl6

Des études de microscopie ont montré que S. aureus traitée par Pepl6 présentait des
déstabilisations membranaires, des expansions internes et une « érosion » de la paroi
cellulaire. Des analyses similaires sur des bactéries a Gram négatif ont également montré des
déformations membranaires et cytoplasmiques (Figure 22). Des tests ont confirmé que les
membranes de S. aureus étaient perturbées par Pepl6. Ce pseudo-peptide agit en
déstabilisant les membranes bactériennes mais son mécanisme d’action précis n’est pas

connu, ni ses cibles moléculaires.
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A. B.

Control

Figure 22. Effets des pseudo-peptides sur les bactéries a gram négatif et positif (d’aprés
Nicolas et al.’). Modifications de la paroi cellulaire et de la membrane de S. aureus Newman
(A) et E. coli K12 (B), comme le montrent les micrographies de microscopie électronique a
transmission (a gauche) et de microscopie électronique a balayage (a droite) typiques et
représentatives aprés un traitement de 2 heures a 37°C avec Pep15, Pep16, Pep18 ou Pep19 a
leurs CMI. Les bactéries non traitées restent inchangées, et les parois cellulaire et membranes

demeurent intactes.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

Introduction et objectifs

Comme indiqué dans la revue bibliographique, le genre Staphylococcus est la principale cause
d'lIOA. Ces infections posent des défis majeurs en matiére de traitement. Traditionnellement,
elles nécessitent une intervention chirurgicale lourde, pouvant altérer considérablement la
gualité de vie du patient, et un traitement antibiotique associé a de nombreux effets
secondaires. Malgré cette prise en charge médico-chirurgicale, le taux d'échec thérapeutique
demeure élevé, entrainant des infections récidivantes et des complications graves. La
difficulté croissante de traiter les IOA provient non seulement de la capacité de S. qureus a
envabhir et persister au sein des cellules phagocytaires professionnelles et non professionnelles
(telles que les ostéoblastes)3, mais aussi de sa capacité a former des biofilms*. Ces complexités
amplifient les défis du traitement?®3. Par conséquent, il est urgent d'explorer de nouvelles
stratégies antibactériennes efficaces simultanément contre les formes intracellulaires et
celles associées aux biofilms. Le Pepl6 est un pseudo-peptide, inspiré d’une toxine
bactérienne®®, qui a déja montré des résultats prometteurs dans des modeéles murins de
sepsis causés par des SARM, avec une réduction significative des taux de mortalité*’. Méme
si son mécanisme d'action n'est pas connu, il semble principalement altérer I'intégrité des
membranes cellulaires bactériennes, entrainant une bactériolyse subséquente*®’. De plus,
I'administration du Pep16 a été associée a une toxicité minimale et a une probabilité réduite
d'émergence de résistance bactérienne, ce qui en fait un candidat prometteur pour le

développement de nouveaux médicaments antimicrobiens*®’.
Les objectifs de cette these sont :

(i) De comparer I'activité antimicrobienne de Pep16 a celle d’antibiotiques utilisés en
clinique contre les I0A.

(ii) De déterminer I'activité intracellulaire de Pepl6 dans des modeles d’infection
utilisant des cellules phagocytaires professionnelles (les macrophages) et non
phagocytaires (les ostéoblastes)

(iii) De décrire I'impact de Pep16 sur la formation et le maintien de biofilm bactérien
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(iv) D’évaluer Il'activité I'efficacité in vivo du Pep16 dans un modele de souris souffrant

d'arthrite septique.

Cette étude vise donc a s’intéresser au potentiel de Pepl6 comme stratégie thérapeutique

innovante dans le traitement des IOA.
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I. Activité in vitro de Pep16 contre des isolats cliniques de S.
aureus responsable d’IOA

1. Matériels et méthodes

1.1 Tests d’activité antimicrobienne

1.1.1 Isolats cliniques de S. aureus provenant d’|OA

Les travaux ont été effectués sur une collection de 7 isolats cliniques de S. aureus obtenus a
partir de prélévements ostéoarticulaires de patients souffrant d'lOA, incluant 2 souches de
SARM (14 et 15) et 5 souches de SASM (1333, 1334, 16, 17, 18). Ces isolats cliniques ont été
obtenus du Service de Bactériologie-Hygiene Hospitaliere du CHU de Rennes. La souche de
référence S. aureus ATCC 29213 (SASM) a été utilisée comme témoin pour les tests de

sensibilité aux antimicrobiens.

1.1.2 Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et Concentration Minimale bactéricide (CMB)

Les inocula standardisés et les dilutions progressives des antibactériens ont été réalisés sur les
recommandations de I'EUCAST pour les tests de sensibilité aux antibiotiques®®®. Un volume de
50 puL de la plus forte concentration d’antibiotique (multipliée par 2) a été distribué dans les
puits de la colonne 1 d’une microplague de 96 puits a fond rond. Le milieu bouillon Mueller-
Hinton Il ajusté en cations a été utilisé pour les CMI et CMB (CA-MHB I, Becton Dickinson
Difco). Un volume de 50 pL de CA-MHB Il a été distribué dans les colonnes 2 a 12. Une dilution
sériée de 2 en 2 a ensuite été réalisée, a |'aide d’une pipette multicanaux du puits 1 au puits
11, le puits 12 correspondant au témoin positif (contient selon du milieu et la suspension
bactérienne). Une suspension bactérienne a 0,5 MacFarland, (1-2 x 10® UFC/mL) a été
préparée a partir de colonies bactériennes isolées sur gélose. Cette suspension a ensuite été
diluée au 1/100%™¢ en bouillon CA-MHB Il afin de constituer I'inoculum bactérien initial
(environ 10% UFC/mL). Chaque puit d’une ligne a été ensemencé avec 50 pL de la suspension
bactérienne puis les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24 h dans un volume total dans
chaque puit de 100 uL sauf pour le puit 2 qui correspond au témoin négatif (contenant le CA-

MHB Il et la derniere dilution du Pepl6 ou antibiotiques de référence). La CMI de chaque
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souche était alors déterminée par le 1°" puits correspondant a la plus petite concentration

d’antibiotique pour laquelle il n’y a pas de croissance bactérienne visible a I'ceil nu.

Une fois la CMI déterminée, chaque puit ayant une absence de croissance a été étalé sur
gélose BHI : 50 pL par puit. Aprés une incubation de 24H, la CMB correspond a la concentration
minimale ou le nombre de colonies est inférieur a la limite théorique pour laquelle 99,9% des
bactéries ont été éliminées. (Inoculum initial) / (2*¥1000*20). L’inoculum initial a été
déterminé pour chaque suspension bactérienne via un dénombrement : 10 plL du puit 12 ont
été dilués dans 90 pL de CA-MHB II. Des dilutions en cascade jusqu’a 10 ** étaient effectuées
et 10 pL de chaque dilution était ensemencée sur gélose et incubée 24h a 35°C. La formule
pour calculer I'inoculum de départ était la suivante : (100*[nb en #] + 10*[nb en 3] + [nb en -

2]) x 10* / 3. Chaque essai a été réalisé au moins en triplicata

1.1.3 Courbes de bactéricidie

Apres avoir été décongelées sur milieu gélosé au bouillon infusion coeur-cervelle (BHI, Oxoid),
les souches 1333, 1334, 14 et 15 ont été cultivées une nuit en CA-MHB IlI. Cette culture a
ensuite été diluée dans du CA-MHB Il pur afin d’obtenir une suspension étalonnée a 0,5
MacFarland, puis diluée au 1/5 dans du CA-MHB Il afin d’obtenir une suspension de 2 x 10’
UFC/mL. Un millilitre de cette suspension a été inoculé dans 20 mL de solution d’antibiotique
(concentration bactérienne finale attendue de 10® UFC/mL). Les solutions d’antibiotiques ont
été préparées a partir de solutions de concentrations 20 fois supérieures aux concentrations
finales. Les suspensions ont été incubées a 37°C jusqu’a 24 heures sur un agitateur rotatif a
150 rotations par minute. L’activité bactéricide du Pepl6 a été déterminée par
dénombrement aprés 3, 6, 8, 11 et 24 heures d’inoculation a 37°C. Ensuite, 100 plL de la
suspension pure et des dilutions successives (101 3 101°) de cette suspension réalisée en NaCl
0,9 % ont été ensemencés sur des géloses BHI. Le dénombrement des bactéries survivantes a
été effectué apres 24 h d’incubation a 37°C, et rapporté a un nombre d’UFC/mL en tenant
compte des dilutions effectuées et du volume ensemencé. Apres conversion a I'échelle

logarithmique, une courbe de bactéricidie a été réalisée pour chacune de ces 4 souches.
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1.1.4 Tests d’association par la méthode des « échiquiers »

En microbiologie clinique, les association d'antibiotiques peuvent étre classées en 4 catégories

d'interactions®®° :

e Indifférence, ou I'efficacité d'un antibiotique reste inaltérée par la présence de I'autre.

e Addition, ou l'impact global est équivalent a la somme des effets individuels des deux
antibiotiques a des concentrations identiques.

e Synergie, ou le résultat combiné surpasse significativement la somme des effets
individuels a des concentrations comparables®.

e Antagonisme, ou le résultat combiné est moins efficace que la somme des effets

individuels a des concentrations comparables*’.

Pour étudier ces interactions au laboratoire, une technique classiquement utilisée est le
tableau d'échiquier (ou checkerboard), effectué généralement en milieu liquide plutot que sur
gélose. Elle nécessite la modulation des concentrations de deux antibiotiques dans la culture
bactérienne. Le but est de déterminer la CMI pour chaque antibiotique individuel et pour leur
combinaison, en explorant une large gamme de couples de concentrations (Figure 23).
Brievement, deux composés antimicrobiens ont été dilués en série de maniere
perpendiculaire, correspondant a un gradient de concentrations combinées. Apres les
dilutions en série, chaque puits contient 75 pL de solution antimicrobienne. La solution
bactérienne préparée (~10° UFC/mL) a été ajoutée en volume égal (75 plL) a chaque puit. Les
puits témoins négatifs ont été remplis avec 150 pL de CA-MHB Il uniqguement. Les puits
témoins positifs ont été préparés sans composé antimicrobien (150 pL)*’*. La plaque a ensuite

été incubée a 37 °C pendant 18 h.
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Figure 23. Disposition de la plaque en échiquier pour I’étude de la synergie de
deux molécules utilisées en combinaison. Les valeurs des puits représentent
des multiples de CMI (adapté de Browne et al. #7). Les fléches de concentration
de molécules représentent des concentrations décroissantes a mesure que la
couleur s'estompe jusqu'a zéro.

Le résultat est exprimé en indice de Concentration Inhibitrice Fractionnaire (FIC pour
Fractional Inhibition Concentration en anglais), qui est la somme des FIC individuelles pour

chague composant. Cet indice est calculé selon la formule suivante :

[ FIC=FICA+FICB J

FIC A = CMI de A en association avec B / CMI A seule.
FIC B = CMI de B en association avec A / CMI B seule

Sil'indice FIC est inférieur a 0,5, la combinaison est considérée comme synergique, additive si
I'indice est compris entre 0,5 et 1, indifférente entre 1 et 4, et antagoniste si elle est supérieure
a 4. Les tests de synergie en échiquier ont été réalisés par la méthode de microdilution en
milieu CA-MHB Il. Les concentrations de Pep16 et de différents antibactériens variaient de 1
a64 mg/Let0,03a32mg/L, respectivement. Le FIC était calculé en additionnant les différents

indices de Pep16 et des molécules testées.
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1.2 Activité intracellulaire de Pep16 dans des modeles cellulaires d’infection

1.2.1 Schéma général

Dans ce travail, nous avons utilisé deux modeles cellulaires d'infection. Le premier utilise

des ostéoblastes humains et est adapté de la littérature afin de tester |'activité de Pep16

sur des souches de SARM et de SASM internalisées dans ces cellules osseuses37472474 La

Figure 24 offre une vue synthétique de ce modele*’.

® ® ® S aureus
(o]

< e
@ o Ostéoclaste ® 7 .

™ o ‘Q ;. ‘i N

Ostéoblaste  Macrophage

Souche bactérienne et MOI Début du traitement
Durée de l'infection Durée du traitement
Elimination des bactéries extracellulaire Concentration de I'antibiotique

Observation du phénotype
Analyse de la réduction bactérienne
Concentration de I'antibiotique

Figure 14. Apergu de la méthodologie des tests d'infection intracellulaire (adapté de Zelmer et al.*’®).
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1.2.2 Culture des ostéoblastes

Des ostéoblastes humains de la lignée MG63 (CRL-1427, LGC Standard, Etats-Unis), originaires
d'un ostéosarcome, ont été utilisés. Les solution et milieux de culture cellulaires ont été acquis
chez Gibco (Paisley, Royaume-Uni). Ces cellules MG63 ont été cultivées dans des flasques de
75 cm? (T75, BD Falcon, Le Pont de Claix, France) a 37°C et sous 5 % de CO,, dans du milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) enrichi de 10 % de sérum de veau feetal (SVF),
ainsi que 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine. En phase d'infection, ce
milieu complet a été employé sans agents antibiotiques. Les cellules ont été entretenues par
passage hebdomadaire et ont été utilisées entre le 2™ et 20°™ passage post-décongélation.
Avant les phases infectieuses, les ostéoblastes ont été placés dans des plaques a 24 puits
(Falcon, Le Pont de Claix, France), a une densité de 50 000 cellules par puits dans 1 mL de
milieu complet avec antibiotiques, et ont été cultivées pendant 48 heures jusqu'a obtenir

environ 80 % de confluence.

1.2.3 Culture de macrophages

Des macrophages humains de la lignée monocytaire humaine THP-1 (ATCC, Rockville Etats-
Unis), originaires d'une leucémie monocytaire aigué, ont été utilisés. Les solutions et milieux
de culture cellulaires ont été acquis chez Gibco (Paisley, Royaume-Uni). Ces cellules THP-1 ont
été cultivées dans des flasques de 75 cm? (T75, BD Falcon, Le Pont de Claix, France) a 37°C et
sous 5 % de CO,, dans du milieu Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) enrichi de
10 % de SVF. En phase d'infection, ce milieu complet a été employé sans agents antibiotiques.
Les cellules ont été entretenues par passage hebdomadaire et ont été utilisées entre le 2¢me
et 30°™¢ passage post-décongélation. Avant les phases infectieuses, les monocytes ont été
placés dans des plaques a 6 puits (Falcon, Le Pont de Claix, France), a une densité de 500 000
cellules par puits dans 1 mL de milieu complet sans antibiotiques, avec du phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) a 1 mg/L afin de les différentier en macrophages*® et ont été

cultivées pendant 72 heures jusqu'a environ 80 % de confluence.
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1.2.4 Tests d’'internalisation de S. aureus par les cellules humaines

Avant chaque test, les souches ont été décongelées, ensemencées sur des géloses BHI et
incubées pendant 18 heures a 37°C. A partir de colonies isolées, une culture dans 10 mL du
bouillon Tryptone-Soja (TSB, Oxoid, France) a été préparée et incubée pendant 18 heures a
37°C pendant 18 heures. Ensuite, un aliquot de 100 pL de cette culture a été transféré dans
10 mL de TSB et incubé a 37°C durant 2 heures pour obtenir des bactéries en phase de
croissance exponentielle. Le dénombrement bactérien a ensuite été déterminé par
spectrophotométrie en mesurant la densité optique a 600 nm (DOsgo). Les suspensions
bactériennes ont été ensuite normalisées a une multiplicité d'infection (MOI) de 50
bactéries/cellule et ajoutées aux puits de culture d'ostéoblastes. Pour les macrophages, la
MOI était de 10. Apres une co-incubation de 2 heures a 37°C pour permettre I'adhésion et
I'internalisation bactériennes dans les ostéoblastes ou les macrophages, les cellules ont été
lavées deux fois avec de la solution saline tamponnée (PBS, Eurobio Scientific). Ensuite, les
cellules humaines infectées ont été incubées pendant 1 heure dans un milieu de croissance
supplémenté avec 100 mg/L de gentamicine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France)
afin d'éliminer les bactéries extracellulaires. Les cellules infectées ont été incubées avec les
bactéries pendant 3 heures (pour les ostéoblastes) ou 24 heures (pour les macrophages) a
37°C dans du DMEM pour les ostéoblastes ou du RPMI pour les macrophages contenant
diverses concentrations de I'antibiotique a tester sans SVF. A noter que la gentamicine (a la
méme concentration de 100 mg/L) est continuellement présente dans le milieu de culture
pour tuer rapidement les bactéries libérées lors de la lyse cellulaire, les empéchant ainsi de
réinfecter de nouvelles cellules hétes. Le nombre de bactéries intracellulaires a été déterminé
a partir des lysats cellulaires, obtenus par choc osmotique avec de I'eau stérile (incubation

dans 1 mL d’eau stérile pendant 10 minutes), apres comptage sur géloses BHI.
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1.2.5 Viabilité cellulaire des ostéoblastes et des macrophages

Un test colorimétrique basé sur la réduction enzymatique du MTT (ou le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium) en MTT formazan a été utilisé pour déterminer
la viabilité de : (i) cellules non infectées aprés exposition aux antimicrobiens a différentes
concentrations afin de déterminer la cytotoxicité potentielle des molécules testées ; et (ii)
cellules infectées avec ou sans traitement. Une solution MTT (SigmaAldrich) a 0,5 mg/mL a été
ajoutée au milieu des cellules eucaryotes sans SVF. Apres lavage avec du PBS et une incubation
de 30 minutes a 37°C, les cristaux de formazan formés, traduisant des cellules
métaboliqguement viables, ont été dissous dans du DMSO. L'absorbance a 540 nm, lue a I'aide

d'un lecteur de microplaque BioTek Synergy 2, a été utilisé pour la viabilité cellulaire.

1.2.6 Dosage de Pepl6 dans les ostéoblastes par LC-MS/MS

Le dosage par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) est une technique avancée de quantification des analytes, notamment dans le
domaine biomédical. Cette méthode repose sur l'utilisation d'un triple quadrip6le comme
analyseur de masse, ce qui permet d'obtenir des mesures tres spécifiques et sensibles. Le
triple quadripdle est en réalité une séquence de trois quadrupoles : le premier quadrupble
sert a filtrer les ions de [|'échantillon, le deuxieme sert de collisionneur ou les ions
présélectionnés sont fragmentés, et le troisieme quadrupoOle est utilisé pour analyser les
fragments (Figure 25). Ce processus est particulierement utile pour I'approche de Selected
Reaction Monitoring (SRM)*7, une méthode qui permet de surveiller spécifiquement une
réaction de fragmentation pour un ion donné. En d'autres termes, le SRM permet de cibler
spécifiguement l'ion d'intérét et sa réaction de fragmentation, fournissant ainsi des données
quantitatives hautement spécifiques et sensibles. Grace a la précision de la LC-MS/MS et
I'utilisation du SRM, il est possible de quantifier avec exactitude de tres faibles concentrations

d'analytes dans des échantillons complexes*’.
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Figure 25. Principe de la SRM pour la quantification ciblée des peptides par spectrométrie de masse (d’aprés Skalnikova
et al.?’®). Les peptides de I'échantillon sont séparés par HPLC en phase inverse et élués a des temps de rétention
spécifiques. Les peptides ionisés sont analysés par un spectrométre de masse triple quadripéle (QQQ). Dans le quadripdle
Q1, un peptide particulier avec une valeur m/z prédéfinie est sélectionné (ion précurseur, couleur pourpre) et transmis a
Q2, tandis que les autres ions sont filtrés (fleches en pointillés). Dans Q2, la fragmentation de I'ion précurseur sélectionné
se produit, en raison de collisions avec des molécules de gaz inerte (hélium - couleur grise). Les ions fragmentés originels
sont filtrés par Q3 (fleches en pointillés) et seul I'ion fragment avec une valeur m/z prédéfinie (couleur jaune) est transmis
au détecteur, ou l'intensité de I'ion fragment est enregistrée. Comme une paire prédéfinie d'ion précurseur et d'ion
fragment avec une m/z particuliére (transition) est mesurée, la méthode SRM est tres spécifique.

Les concentrations de Pepl6 dans les ostéoblastes non infectés ont été mesurées apres 3
heures d’incubation. Des échantillons de 100 puL ont été prélevés dans des tubes Eppendorf a
faible liaison aux protéines (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Les tubes ont
ensuite été centrifugés pendant 5 minutes a 8 000 tours/minutes et le surnageant a été
récupéré puis stocké a -80°C. Les dosages ont ensuite été effectués par chromatographie
liguide couplée a un spectrometre de masse en tandem (LC-MS/MS). Pour préparer les
échantillons a I'analyse, 30 uL d'analyte ont été ajoutés a une solution de 30 pL contenant de
la daptomycine servant d'étalon interne, 30 pL d'une solution eau/méthanol (v/v 50/50) et 90
uL de solution d'acétonitrile a 2 % de ZnSO4. Le mélange a ensuite été centrifugé pendant 10
minutes a 10 000 tours/minutes. Par la suite, 100 pL du surnageant ont été transférés dans
des flacons contenant 900 pL d'une solution eau/méthanol (50/50, v/v) et 2 puL ont été injectés
dans le systeme chromatographique. Une colonne HYPERSIL GOLD™ C18 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) a été utilisée pour séparer le Pep16 de |'échantillon. La phase
mobile est constituée d’une phase (A) composée d'eau avec 0,1 % d'acide formique et d’une
phase (B) constituée d'acétonitrile avec 0,1 % d'acide formique. La colonne est maintenue a

40°C. Le gradient démarrait a 10 % (B) et se terminait a 90 % (B) en 7 minutes. Le systéme
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chromatographique est couplé a un spectrométre de masse triple quadrupole Xevo TQ-XS®
(Waters, Milford, MA, USA). La méthode a une plage de concentrations de fixation allant de 1

a 120 mg/L.

1.3 Etude de la cinétique de formation du biofilm

Comme évoqué dans la section bibliographique, les biofilms sont des assemblages de
microorganismes ancrées dans une matrice qu'elles sécretent elles-mémes. Cette matrice,
riche en macromolécules comme I'ADN, les protéines et les polysaccharides, affiche une
perméabilité particulierement sélective vis-a-vis des nutriments et des agents
antimicrobiens*”®. Une difficulté réside dans le fait que de nombreuses méthodes de
recherche actuelles sur les biofilms se limitent a fournir des données a un moment précis,
négligeant ainsi des aspects essentiels de la dynamique de leur croissance®®. L'une des
méthodes courantes est la coloration au cristal violet (CV), qui cible les structures chargées
négativement dans le biofilm, incluant les bactéries et la matrice environnante. Toutefois,
cette technique présente des limitations comme la toxicité, la liaison non spécifique et les
variations dans les résultats®!. Une autre méthode, la coloration a I'eau safranine®?, bien
gu'étant une alternative moins toxique, possede des propres contraintes similaires au CV.
Certains ont également tenté de mesurer l'activité métabolique des biofilms a I'aide
d'indicateurs redox, mais cette approche est compliquée du fait que différents micro-
organismes réagissent différemment aux colorants*3, D'autres techniques font appel a des
colorants qui ciblent spécifiguement des éléments du biofilm ou utilisent des marqueurs
génétiques®®*. Les méthodes traditionnelles de quantification de la masse des biofilms tendent
a produire des résultats avec de larges variations, posant des probléemes de reproductibilité,
notamment a cause des manipulations. C'est dans ce contexte que I'émergence de méthodes
permettant un suivi en temps réel de la croissance des biofilms, sans nécessité de marquage
ou de manipulation, est considérée comme une avancée majeure par rapport aux techniques
de coloration classiques. Pour évaluer la croissance des biofilms en temps réel, nous avons
employé le dispositif xCELLigence RTCA SP (Agilent), conformément aux directives fournies
par le fabricant (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA)** et comme décrit précédemment?®,
Dans ce systéme, la croissance du biofilm de S. aureus s’est fait dans un milieu TSB

supplémenté avec 1% de glucose (TSB-glucose). Les cultures de nuit de S. aureus ont été
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diluées avec le milieu de croissance TSB-glucose et 100 uL de ces suspensions bactériennes,
atteignant une densité optique a 600 nm (DOspo) de 0,1 ont été ajoutés dans les puits de
plaques E-Plate 16 puits (E 16) non réutilisables (ACEA Biosciences) pour la mesure de
I'impédance a |'aide du protocole standard fourni par le logiciel. L'impédance de fond a été
mesurée avec 100 pL TSB-glucose sans bactéries. La croissance du biofilm a ensuite été
mesurée toutes les 10 minutes a 37°C pendant 24 heures a 72 heures. La capacité de
formation du biofilm au cours du temps était quantifiée via I'impédance cellule-capteur et
exprimée en une unité arbitraire appelée indice cellulaire (Cl). Le Cl a chaque point temporel
était défini comme (Zn-Zb)/15 ou Zn est I'impédance cellule-capteur du puits lorsqu'il contient
des cellules et Zb est I'impédance de fond avec uniqguement le milieu de croissance. La capacité
de formation du biofilm des bactéries en présence ou non d’antibiotiques était monitorée
pendant 24 a 72 heures, sous forme de valeurs Cl, qui étaient corrélées a la masse totale du

biofilm?e.

Pour le traitement des biofilms matures, des antibiotiques a une concentration d’au moins 20
fois la CMI ont été testés. En bref, 100 uL de suspension bactérienne (DOs00=0,1) ont été
utilisés, et les biofilms ont été cultivés pendant 24 heures. A ce moment-1a, 10 pL de
I'antibiotique correspondant ont été ajoutés, atteignant les concentrations finales souhaitées.
La capacité d'inhibition/éradication du biofilm par les antibiotiques a ensuite été quantifiée
toutes les 10 minutes pendant 24 heures supplémentaires. Pour évaluer I'efficacité des
antibiotiques a inhiber la formation du biofilm et a éradiquer un biofilm mature, le Pep16 et
la Iévofloxacine ont été testés. Pour I'analyse des données, les valeurs Cl pour chaque puits
ont été normalisées par I'impédance du témoin négatif, et la moyenne des deux réplicats a

été calculée pour tracer les graphiques CI.

117



2. Résultats in vitro

2.1 Valeurs de CMI/CMB de Pepl6 en comparaison avec celles des molécules de
référence

Nous avons évalué I'activité in vitro de Pep16 en la comparant a celle des antibiotiques utilisés
en clinique pour le traitement des IOA dues a S. aureus. Les CMI et les rapports CMB/CMI de
Pepl6 et des antibiotiques comparateurs pour les souches étudiées de S. aureus sont
présentés dans le Tableau 5. La CMI de Pep16 était de 8 mg/L pour toutes les souches testées,
soit 16 fois plus élevée par rapport aux CMI de la vancomycine (0,5 mg/L pour toutes les
souches), 32 fois plus élevée par rapport a la daptomycine (0,25 mg/L pour toutes les souches)
et entre 8 et 32 fois plus élevée que les CMI de la téicoplanine (0,25 a 1 mg/L selon les
souches). Cependant, le rapport CMB/CMI pour Pep16 était de 2 dans tous les cas démontrant

une activité bactéricide (rapport < 4) de Pep16, comme pour les comparateurs.
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Tableau 5. Activité in vitro de Pep16 et d’antibiotiques utilisés en clinique contre les 7 isolats cliniques de S. aureus
responsables d'arthrite septique

Pep16 Vancomycine Daptomycine Lévofloxacine Ciprofloxacine Téicoplanine
Isolats de S. . .
Origine
aureus CMI(mg/L) CMB/CMI CMI(mg/L) CMB/CMI CMI(ng/L) CMB/CMI CMI(mg/L) CMB/CMI CMI(mg/L) CMB/CMI CMI(mg/L) CMB/CMI
Isolat
14 .. 8 2 0,5 1 0,25 2 4 1 8 1 0,5 2
clinique
SARM
15 lsolat g 2 05 1 0,25 2 05 1 2 1 05 2
clinique
Isolat
16 . 8 2 0,5 1 0,25 2 0,25 1 0,25 1 0,25 2
clinique
Isolat
17 . 8 2 0,5 1 0,25 2 0,25 1 0,25 1 0,5 2
clinique
Isolat
18 .. 8 2 0,5 1 0,25 2 0,25 1 0,25 1 1 2
clinique
SASM
1333 solat 8 2 05 1 0,25 2 0,5 1 0,25 1 05 2
clinique
Isolat
1334 . 8 2 0,5 1 0,25 2 0,5 1 0,25 1 0,25 2
clinique

CMI : concentration minimale inhibitrice ; CMB : concentration minimale bactéricide ; Les concentrations sont données en
mg/L. SARM : S. aureus résistant a la méticilline. SASM : S. aureus sensible a la méticilline. ATCC : American Type Culture
Center. Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes.
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2.2 Détermination de synergies du Pep16 avec des molécules de références

La synergie in vitro entre Pepl16 et différentes molécules et a été examinée grace a des tests

de synergie en échiquier, en utilisant chaque antibiotique séparément et en combinaison. La
méthode des « échiquiers » nous a permis de tester plusieurs antibiotiques (vancomycine,

daptomycine, lévofloxacine, téicoplanine) en association avec le Pepl6 sur différentes
souches cliniques de S. aureus (2 SASM et 2 SARM) et la souche ATCC 29213 allant de deux
fois la CMI a plusieurs dilutions inférieures a la CMI. Les valeurs de l'indice FIC ont été calculées
en prenant en compte les combinaisons les plus faibles d'antibiotiques classiques et de Pep16
ou il n'y avait pas de croissance visible. Les valeurs de l'indice FIC étaient supérieures a 0,5
pour tous les antibiotiques testés avec le Pepl16 indiquant une absence de synergie avec

toutes les molécules testées.
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Figure 26. Valeurs de FIC pour les combinaisons de Pep16 avec des molécules
antimicrobiennes contre différents isolats de S. aureus responsable d’arthrite
septique.

120



2.3 Courbes de bactéricidie

Les activités bactéricides de Pepl6 a différentes concentrations (10 x CMI, 20 x CMI) sur
plusieurs souches de S. aureus (SARM 14 et 15, SASM 1333 et 1334) ont été évaluées par
I’établissement de courbes de bactéricidie (Figure 27). Les données montrent que la molécule
Pep16 possede une activité bactéricide contre les souches de S. aureus provenant d’lOA. Cette
activité est dose-dépendante : pour les souches SASM, I'effet est observé dans les Figures 27A
et 27B, tandis que pour les souches SARM, |'efficacité est notable a une concentration de 10
fois la CMI (80 mg/L), comme illustré dans les Figures 27C et 27D. A cette concentration, les
souches SARM 14 et 15 sont éliminées aprés 8 heures. En comparaison, les souches SASM
1333 et 1334 montrent une réduction de 3 log CFU/mL aprés le méme laps de temps. A une
concentration de 20 fois la CMI de Pep16 (160 mg/mL), toutes les cellules de S. aureus sont
éliminées apres 24 heures. Ces observations confirment |'efficacité bactéricide de Pepl6
contre des souches cliniques planctoniques de S. aureus.
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Figure 27. Courbes de bactéricidie sur les souches de SASM 1333 et 1334 (A,B) et de SARM 14 et 15 (C,D) en
présence de différentes concentrations de Pepl16 et de daptomycine. Les données sont présentées comme des
valeurs moyennes * écarts-types (SD).



2.4 Activité intra-cellulaire de Pep16

Les activités intracellulaires du Pepl6 et de la |évofloxacine ont été évaluées a l'aide du
modele cellulaire d'infection d’ostéoblastes. Les résultats obtenus avec deux souches de
SARM (14 et 15) et deux souches de SASM (1333 et 1334) isolées d'IOA sont présentés dans
la Figure 28. Apres traitement a deux fois la CMI, le Pepl16 et la lévofloxacine ont réduit
significativement la charge bactérienne des quatre souches de S. gureus par rapport aux
cellules non traitées. En effet, le Pepl16 a entrainé une diminution de 46,5 % (+7,8 %) de
I'inoculum intracellulaire pour le SARM 14 (Figure 28A) et de 86,6 % (+3,9 %) pour le SARM 15
(Figure 28B) par rapport aux cellules non traitées. Concernant les souches de SASM, le Pep16
était également actif contre les bactéries intracellulaires, avec une réduction de 63,3 % (14,2
%) pour la souche 1333 (Figure 28C) et de 62,3 % (+8,9 %) pour la souche 1334 (Figure 28D).
Alors qu’aucune différence significative entre la |évofloxacine et le Pepl6 n’a été observée
pour les SARM, la Iévofloxacine était quant a elle significativement plus efficace sur les SASM,
avec une réduction estimée a -81,7 % (7,3 %) pour la souche 1333 et -86,7 % (* 9%) pour la
souche 1334. Il est important de mentionner que ni le Pep16, ni la Iévofloxacine n'ont montré
de cytotoxicité sur les ostéoblastes non infectés a une concentration équivalente a deux fois

la CMl suite a une incubation de 3 heures. La viabilité cellulaire était maintenue a plus de 80%.
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Figure 28. Activité intracellulaire de Pep16 et de la lévofloxacine sur S. aureus en modeéle
ostéoblastique. Aprés 3 heures d'infection avec les souches de SARM 14 (A) et 15 (B) ou de
SASM 1333 (C) et 1334 (D). Les cellules MG-63 ont été traitées avec Pep16 ou lévofloxacine a
2 x CMI pendant 3 heures. Les données représentent la moyenne + écart-type de trois
expériences indépendantes. Les comptages des UFC intracellulaires ont été normalisés sur des
cellules non traitées (histogramme noir) et les différences entre les cellules traitées et non
traitées, ainsi qu'entre les différentes molécules, ont été évaluées a l'aide du test U de Mann-
Whitney *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001.
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L'activité intracellulaire du Pep16 et de la |évofloxacine a aussi été déterminée en utilisant le
modele cellulaire d'infection de macrophages. Les résultats obtenus avec deux souches de
SARM (14 et 15) et deux souches de SASM (1333 et 1334) issues d'IOA sont présentés dans la
Figure 29. Aprés un traitement a deux fois la CMI, par rapport aux cellules non traitées, le
Pep16 et la Iévofloxacine ont pu réduire significativement I'inoculum des quatre souches de S.
aureus. En effet, le Pepl6 a significativement réduit l'inoculum intracellulaire avec une
diminution de 83 % (+1,8 %) pour le SARM 14 (Figure 29A) et de 91,9 % (+2,2 %) pour le SARM
15 (Figure 29B) par rapport aux cellules non traitées. Pour les souches de SASM, le Pep16 était
également actif contre les bactéries intracellulaires, avec une diminution significative de 90,1
% (+2,6 %) pour la souche 1333 (Figure 29C) et de 90,1 % (8,0 %) pour la souche 1334 (Figure
29D). Aucune différence significative n'a été observée entre la Iévofloxacine et le Pepl6
concernant la réduction des S. aureus intracellulaires que ce soit pour les SARM ou les SASM
(Figure 29). A noter que ni le Pep16, ni la Iévofloxacine n'ont montré de cytotoxicité sur les
macrophages non infectés a une concentration équivalente a deux fois la CMI suite a une

incubation de 24 heures. La viabilité cellulaire était maintenue a plus de 80%.

124



>
®

. ok ok ok , . * Kok K ,
I 1 I 1
‘g 1251 kkkk _g 1251 % %k % %k
s — s —
= 100+ 3 100
E :
© _ ] .
g 75 E 75
I 501 2 504
= =
E 25+ E 25-
w w —
X 0- X 0-
. ) v v
& & & N S &
i o S il © N
<o N ) & N ]
& o & & o &
2 R o CH R g
& R s S ] O
& & & o
& Ny & N
« «
C D
. ok ok ok \ . KKk \
£ 1254 . ' £ 1251 . '
5 — s —
=
2 1001 < 1007
Q [*]
] [
£ 757 £ 757
™ <
3 501 8 501
©
s Z
@ 259 —_ g 2
%) —_— 2]
x 0 T T ® 0
) Y Vv " N N
N S S > & &
& < N < N
& N e
& N ) o ) o
< N N <& )
A ] 2° & X 2>
& Q% oF > R N
N & & $©
K \94° & &
< @’b

Figure 29. Activité intracellulaire du Pep16 et de la lévofloxacine sur S. aureus en modéle
macrophagique. Aprés 3 heures d’infection avec les souches de SARM 14 (A) et 15 (B) ou de
SASM 1333 (C) et 1334 (D) les cellules THP-1 ont été traitées avec le Pep16 ou la lIévofloxacine
a 2 x CMI pendant 24 heures. Les données représentent la moyenne + I'écart-type de trois
expériences indépendantes réalisées. Les dénombrements des UFC intracellulaires ont été
normalisés sur des cellules non traitées (histogramme noir) et les différences entre les cellules
traitées et non traitées, ainsi qu’entre les différentes molécules, ont été évaluées en utilisant
le test U de Mann-Whitney ***P<0,001 ; ****P<0,0001.
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2.5 Détermination de la concentration intra-ostéoblastique de Pepl6

La Figure 30 illustre les concentrations de Pep16 déterminées par LC MS/MS a la fois en milieu
extra-ostéoblastique et intra-ostéoblastique ainsi que la concentration dans un échantillon-
témoin contenant théoriquement 16 mg/L de Pepl6. Dans I'échantillon-témoin, une
concentration de 16 mg/L a été observée, ce qui concorde avec la concentration préétablie,
validant ainsi I’approche de dosage. En milieu extra-ostéoblastique, la concentration moyenne
de Pepl6 était de 4,8 mg/L, tandis qu'en milieu intra-ostéoblastique, elle atteignait une
moyenne de 13 mg/L. Ces données confirment la présence significative de Pep16 dans les
ostéoblastes, dépassant la CMI des souches étudiées.
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Figure 30. Concentrations extra-ostéoblastique et intra-ostéoblastique de Pepl6
déterminées par LC MS/MS.

126



2.6 Evaluation de l'activité antibiofilm de Pep16

La Figure 31 représente la dynamique de croissance du biofilm de différentes SARM et SAMS
d’études lorsqu'elles sont cultivées dans des E-Plate de 16 puits, est mesurée par impédance
toutes les 10 minutes pendant 48 heures. Nous avons constaté que les 4 souches étudiées
avaient la capacité a former du biofilm de maniere similaire de 0 a 48 heures. Une phase
d’adhésion a été observée (de 0 a 2 heures) suivie d’'une phase de croissance (de 2 a 40
heures). A partir du temps 0 et jusqu’a 40 heures, les valeurs de Cl ont augmentées passant
de 0 a 0.4 traduisant la croissance des biofilms bactériens. Un plateau a été atteint, avec un Cl

d’environ 0.4, pour toutes les souches a partir de 40 heures.
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Figure 31. Capacité de formation de biofilm de quatre isolats cliniques de S. aureus
quantifiée par des mesures basées sur I'impédance (xCELLigence). Les graphiques montrent
les estimations de la masse totale de biofilm telle que mesurée a 37°C en utilisant des mesures
basées sur I'impédance.
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La Figure 32 résume |'action du Pep16 sur la formation de biofilm des souches étudiées. Lors
de I'ajout simultané du Pep16 a 2 mg/L et des bactéries au fond des puits des E-Plates, nous
avons observé une diminution des Cl au cours du temps. Ceci traduit une absence de
formation de biofilms pour toutes les souches étudiées. Lorsque les bactéries ont été incubées
avec de |'eau stérile, nous avons observé une augmentation du Cl puis un plateau, comme

I'illustre la Figure 31, traduisant la formation de biofilm.
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Figure 32. Effet de Pep16 sur la formation de biofilm de 4 isolats cliniques de S. aureus. Les
graphiques représentent les estimations de la masse totale de biofilm telle que mesurée a 37°C
en utilisant des mesures basées sur I'impédance. Les lignes noires indiquent les témoins non
traités. Chaque ligne représente la moyenne de trois réplicats biologiques. Pep16 a été ajoutés
au début de I'expérience en méme temps que l'inoculum bactérien a 2 mg/L. Les écarts types
ne sont pas montrés pour plus de clarté.
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Ensuite, nous avons évalué l'activité du Pepl6 et de la lévofloxacine contre des biofilms
matures des souches de notre étude (Figure 33). En utilisant des concentrations de 160 mg/L
pour le Pep16 (soit 20 x CMI) et de 80 mg/L pour la lIévofloxacine (soit 20 x CMI), nous avons
observé des différences significatives entre les deux antibiotiques. Le Pep16, a 20 fois sa CMI,
a montré une diminution marquée de l'impédance, avec l'indice Cl chutant de 0,4 a -0,2,
indiguant une perturbation de la structure du biofilm. Cela suggérerait que le Pepl6 a la
capacité de pénétrer et d'agir sur un biofilm mature. A l'inverse, la lévofloxacine, 'autre agent
testé, n'a montré aucun effet mesurable sur le biofilm, sans réduction évidente de
I'impédance
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Figure 33. Effet de Pep16 et de la Iévofloxacine sur les biofilms matures de SARM et SASM
(24 heures apres l'inoculation). Apres I'ajout des antibiotiques, la croissance du biofilm a été
observée pendant 24 heures supplémentaires. Les lignes noires représentent les témoins sans
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antibiotiques, tandis que les fleches noires indiquent le moment ou les antibiotiques ont été
ajoutés. Chaque ligne représente la moyenne de deux réplicats.

3. Conclusion de la partie in vitro

L'étude a démontré que le Pep16 a une activité similaire (avec des CMI et CMB identiques) sur
les souches de S. aureus provenant d’lOA, indépendamment de leur résistance a la méticilline.
Toutefois, ces CMI sont plus élevées que celles des antibiotiques utilisés en clinique dans ce
type d’infection. Pepl6 a également montré une action bactéricide sur l'ensemble des
souches examinées. Aucune synergie de Pepl6 avec les antibiotiques évalués n'a été
identifiée lors des tests in vitro. De facon tres intéressante, Pepl16 a montré une excellente
activité sur les bactéries intracellulaires dans deux modeles cellulaires d'infection
(ostéoblastes et macrophages). La présence intracellulaire de Pep16 a été corroborée par des
analyses quantitatives dans les ostéoblastes. Ceci souligne son potentiel en tant que
traitement alternatif antimicrobien sur des souches de S. aureus responsables d’IOA, bien que
des concentrations plus importantes soient nécessaires pour égaler |'efficacité des
traitements habituels. Enfin, I'action du Pep16 sur la formation de biofilm et face aux biofilms
matures de certaines souches d’études a été testée. A % des CMI (2 mg/L) des souches
étudiées Pepl16 a inhibé la formation de biofilm. A une concentration 20 fois supérieure aux
CMI des souches étudiées (160 mg/L), le Pepl6 a induit une baisse conséquente de
I'impédance, avec l'indice Cl passant de 0,4 a -0,2, ce qui traduirait une déstructuration
importante du biofilm. Ceci indiquerait la capacité du Pep16 a infiltrer et influencer un biofilm
établi. En revanche, la Iévofloxacine n'a pas démontré d'effet notable sur le biofilm, avec une
impédance qui est restée stable. Toutefois il faut rester prudent sur l'interprétation de ces
résultats concernant le biofilm mesuré par I'impédance, en effet la chute rapide de
I'impédance observée au moment de I'ajout du peptide est brutale ce qui traduirait une

désintégration tres rapide du biofilm dés I'ajout du Pep16.
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Il. Activité in vivo de Pep16 dans un modéle murin d’arthrite
septique a S. aureus

1. Matériels et méthodes

1.1 Schéma général

S. aureus
Pep16, Daptomycine, Vancomycine en IV ou SC

IS

Jour O Jour 7

Euthanasie, comptage UFC dans tissus
cibles

Figure 34. Apercu de I'expérience d'arthrite septique chez la souris

Pour le modele d'arthrite septique, nous avons utilisé des souris SWISS femelles, dgées de 11
a 13 semaines et pesant environ 30 grammes, obtenues de Janvier Labs. Les expériences ont
été menées dans le laboratoire animalier ARCHE (Biosit, Université de Rennes). Tous les
protocoles expérimentaux ont été approuvés par le ministére chargé de la recherche (APAFiS
#4508-201603111554125 v5). Les animaux étaient logés dans des cages réglementaires avec
un acces libre a la nourriture et a I'eau. Les souris ont été inoculées par voie intraveineuse
avec 200 plL d'une suspension bactérienne (Nacl 0,9 %) de souches cliniques de S. aureus
responsables d’|OA. 3 heures apreés l'inoculation, elles ont recu, quotidiennement et jusqu'au
jour 7, des administrations sous-cutanées (SC) ou intraveineuses (IV) de Pepl6, de
daptomycine, de vancomycine ou bien une association de Pep16 avec la vancomycine. Des
souris infectées servant de controles ont également été injectées en IV ou SC avec de la
solution saline. Au septiéme jour post-inoculation, les articulations des membres inférieurs,
ainsi que les reins et la rate, ont été prélevés pour détermination des UFC a partir de dilutions
en série des échantillons tissulaires broyés. Les charges bactériennes observées dans les reins

et les rates ont servi d'indicateurs de la progression de l'infection systémique.
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Les criteres étudiés pour l'arthrite septique a S. aureus étaient les suivants :

e Criteres cliniques : Mesure quotidienne du poids des animaux, effectuée avant et
apres inoculation jusqu'a la fin de I'étude ; observation réguliere de I'état du pelage,
des yeux, ainsi que du comportement des animaux apres l'inoculation; ce suivi

s'étendant jusqu'a la conclusion de I'expérimentation.

* Critéres bactériologiques : Echantillonnage des articulations des membres inférieurs,
des reins et de la rate des animaux. Les prélevements broyés ont été soumis a
différentes dilutions, puis ensemencés sur des géloses BHI. Les colonies bactériennes

ont été comptabilisées aprés une période d'incubation de 24 heures.

e Analyse anatomopathologique : Suite a l'euthanasie des animaux infectés, les
articulations des membres inférieurs ont été amputées. Les tissus prélevés ont ensuite
été fixés dans une solution de formol a 10%. Des inclusions en paraffine ont été
effectuées sur ces tissus. Des examens microscopiques aprées coloration Gram ont été
utilisés pour identifier la présence de germes. Un immunomarquage spécifique a S.
aureus a aussi été effectué. Les échantillons ont également été colorés avec de I'HES
(hématéine éosine safran) et analysés, en partenariat avec un anatomopathologiste
(H2P2, Biosit, Université de Rennes), pour détecter d'éventuels signes d'inflammation

ou d'infection.

Les différents traitements, effectués 3 heures apres I'inoculation et chaque jour jusqu’a la fin

de I'expérience, ont été administrés comme suit :

e Groupe de monothérapie Pepl6 : Les souris ont regu une injection SC de Pep16 a une
dose de 10 mg/kg ou une injection en IV a une dose de 1,5 mg/kg (dose maximale
supportée par I'animal en V).

e Groupe de monothérapie vancomycine : Les souris ont regu une injection SC de
vancomycine a une dose de 100 mg/kg.

e Groupe de monothérapie daptomycine : Les souris ont été traitées avec une dose de

daptomycine de 1 mg/kg ou 10 mg/kg, également administrée par voie SC.
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e Groupe de bithérapie Pep16 et vancomycine : Ce groupe a recu une administration IV

combinée de Pepl16 a 10 mg/kg et de vancomycine a 50 mg/kg.

Chaque traitement a été effectué selon un protocole expérimental prédéfini et les effets de
ces différents schémas thérapeutiques ont été évalués en utilisant des méthodes
bactériologiques, notamment par la quantification des UFC provenant d’organes et tissus-
cibles pour suivre I'efficacité des traitements. Ce protocole nous a permis de comparer

I'efficacité de différentes stratégies thérapeutiques dans un modeéle murin d'lOA a S. aureus.

1.2 Choix des isolats de S. aureus provenant d’IOA

Dans le cadre de notre étude chez I'animal, nous avons employé 3 souches bactériennes
distinctes de S. aureus, toutes isolées d’arthrites septiques humaines. Parmi elles, deux étaient

des souches de SASM (1333 et 1334) et une était une souche de SARM (15).

1.3 Utilisation de S. aureus provenant d’IOA bioluminescent

Dans le cadre de notre étude, nous avons modifié génétiquement la souche SASM 1334 pour
lui conférer une propriété bioluminescente en utilisant la technique de la transduction
phagique. Le matériel génétique responsable de cette bioluminescence provient du plasmide
pRP1195 de la souche donneuse RN4420, qui possede |'opéron /ux. Avec I'aide du phage Phi80,
ce plasmide a été transduit dans la souche clinique 1334. Il a ensuite été incorporé dans son
chromosome suite a un changement de température en présence de 10 mg/L de
chloramphénicol. La localisation précise de cette intégration chromosomique a été validée par
PCR (Figure 35). La stabilité de cette modification a été vérifiée en cultivant la souche modifiée
en culture liquide pendant 48 heures sans antibiotiques. Les colonies issues de ces cultures
étaient toutes bioluminescentes, attestant de la pérennité de I'opéron lux intégré. Ainsi, la
souche 1334 est devenue tracable lors de nos expériences ultérieures grace a cette
bioluminescence spécifique. La Figure 35 illustre la méthodologie de transduction phagique

employée pour générer la variante bioluminescente de la souche de SASM 1334,
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Protocole de transduction phagique Vérification de la luminescence Vérification PCR de
des colonies I'intégration

chromosomique de
Phage Souche donneuse : RN4220 .
pRP1195 qui  contient I'opéron Jux

'opéron lux

v

Incubation 30°C, 25min .
¢ Souche acceptrice : : 3
SASM 1334 b 1

v

Incubation 30°C, 25min

Incubation at 43°C for 6h

v

Etalement sur TSB AGAR + chloramphénicol a
10 mg/mL

Incubation 43°C sur la nuit

Figure 35. Schéma de la transduction phagique et confirmation de la bioluminescence de la souche de SASM 1334
par vérification de la luminescence des colonies et confirmation PCR.
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1.4 Inoculum

La préparation de l'inoculum pour S. aureus dans notre étude incluait les étapes suivantes :
une colonie isolée de S. aureus a été prélevée sur une gélose et mise en culture dans 10 mL
de BHI pour une période de 16 heures. Une étape de préculture de 2 heures a été ensuite
effectuée avant de procéder a une centrifugation pendant 15 minutes a 3500 tours par
minute. Le culot récupéré a été lavé deux fois avec du sérum physiologique en recentrifugeant
a chaque fois pendant 10 minutes a 3500 tours par minute. Apres les lavages, 10 mL de sérum
physiologique ont été ajoutés et le mélange a été homogénéisé en utilisant un vortex. Cet
inoculum final, dont la concentration est comprise entre 107 et 2 x 102 UFC/mL, a ensuite été
contr6lé en termes de densité optique et par numération de colonies sur géloses BHI apres 24

heures d'incubation a 37°C sur plusieurs dilutions de I'inoculum préparé.

1.5 Analyse pharmacocinétique de Pepl16 apres administration sous-cutanée chez la
souris

Les concentrations de Pepl16 ont été déterminées dans le plasma de souris non infectées a
0,5, 1, 3,6, 12, 15 et 24 heures apres l'injection SC de Pep16. Des échantillons de sang de 40
a 300 pL ont été collectés dans des tubes Eppendorf Protein LoBind (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France) par ponction intracardiaque. Les tubes ont ensuite été centrifugés
pendant 5 minutes a 8000 tours par minute, et le surnageant plasmatique a été récupéré et
stocké a -80°C. Les dosages ont ensuite été effectués par chromatographie liquide couplée a
la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Les échantillons ont été préparés pour
analyse en ajoutant 30 pL d'analyte a 30 pL d'étalon interne, 30 pL d'une solution
eau/méthanol (v/v 50/50), et 90 pL d'une solution d'acétonitrile a 2% de ZnSO4. La
daptomycine a été utilisée comme témoin interne. Le mélange a ensuite été centrifugé
pendant 10 minutes a 10 000 tours par minute. Puis, 100 pL du surnageant ont été transférés
dans des flacons contenant 900 uL de solution eau/méthanol (50/50, v/v), et 2 uL ont ensuite
été injectés dans le systeme chromatographique. Une colonne HYPERSIL GOLD™ C18
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) a été utilisée pour effectuer la séparation
chromatographique du Pep16 de I'échantillon. La phase mobile utilisée était constituée d'eau

avec 0,1% d'acide formique (A) et d'acétonitrile avec 0,1% d'acide formique (B). Cette colonne
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a été maintenue a 40°C. Le gradient a commencé avec 10% (B) et a terminé avec 90% (B)
pendant 7 minutes. Le systéme de chromatographie était couplé a un spectromeétre de masse
triple-quadrupdle Xevo TQ-XS® (Waters, Milford, MA, USA). La gamme de concentration de la
méthode allait de 13 120 pg/mL.
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2. Résultats

2.1 Histopathologie de I'lOA a S. aureus chez la souris

Les Figures 36A et 36B illustre une infiltration de S. aureus au niveau de I'articulation chez
I'animal. La coloration de GRAM, met en évidence les S. aureus disposés en arrangements
typiques de grappes. Cette observation est davantage corroborée par l'immunomarquage

ciblant spécifiquement S. aureus, comme présenté dans la Figure 36C.

Figure 36. Observation histopathologique d’IOA a S. aureus chez la souris. (A) Coloration Hémalun-Eosiné-Safran
de l'articulation de souris infectées avec infiltration bactérienne (fleche jaune). (B) Coloration de GRAM de S.
aureus au sein de l'infiltrat articulaire. (C) Immunomarquage de S. aureus au niveau de l'infiltrat articulaire.



Afin d'assurer un suivi dynamique et continu de la progression de l'infection in vivo, nous
avons employé la souche 1334 bioluminescente de S. aureus. Les signaux bioluminescents ont
été observés au niveau des articulations du genou des 24 heures post-infection, et ont perduré
jusqu'a la fin de notre intervalle d'étude de 7 jours, comme démontré sur la Figure 37. Ces
évaluations histopathologiques, associées avec la détection des bactéries bioluminescentes
au niveau articulaire, ont confirmé |'existence d'une arthrite septique induite par S. aureus.

Ceci a confirmé la validité de notre modeéle murin d'infection.

Pas de bactéries + SASM 1334 Bioluminescent

Jour 7

Figure 37. Accumulation des bactéries bioluminescentes au niveau articulaire chez les souris
infectées avec la souche 1334 bioluminescente.
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2.2 Modele murin d’arthrite septique a SASM 1334

2.2.1 Quantification des bactéries dans les organes cibles aprés administration IV de Pep16

Suite a la mise en place du modele d'arthrite induite par S. aureus, nous avons entrepris
d'évaluer la capacité du Pepl6 a réduire la concentration bactérienne intra-articulaire au
cours d'une arthrite septique aigué. Des souris Swiss ont été inoculées par voie IV avec la
souche clinique de SASM 1334. 3 heures post-infection, elles ont été traitées soit avec du
Pep16 (1,5 mg/kg), de la vancomycine (100 mg/kg), une combinaison de Pep16 (1,5 mg/kg) et
de vancomycine (50 mg/kg), ou une solution saline. Cette administration a été répétée
guotidiennement jusqu'a la fin de I'étude. Au jour 7 post-infection, les articulations, les reins
et la rate ont été prélevés et les UFC déterminées a partir de dilutions en série des tissus
broyés. La charge bactérienne dans les reins et la rate a servi d'indicateur pour la progression
systémique de la maladie. Suite a I'administration IV de Pep16 (1,5 mg/kg, correspondant a la
dose maximale supportée par I'animal en IV), nous n'avons observé aucune réduction
significative du nombre d’UFC au niveau des articulations des genoux, ni dans d'autres organes
prélevés, en comparaison avec le groupe témoin (Figure 38). Cependant, |'utilisation de la
vancomycine a induit une réduction notable des UFC dans chaque organe analysé. La
combinaison de Pepl6 et vancomycine n'a pas présenté d'avantage significatif en termes
d'UFC comparativement a l'usage de la vancomycine en monothérapie. Ces observations nous
ont conduit a reconsidérer le mode d'administration, nous orientant vers une administration

SC pour augmenter la dose de Pep16 administrée a I'animal.

139



log CFU/g

Articulations Reins Rates

11 11- " 11-
10 109 e T © o
9 . 9
9“ S 8- - S 8-
8 = G 71 . G 71 ’
74 . g & 8 61 2
- 5 It aga 57 v
6 . A : A 4 . i 4- P . S —
-, " g B *
5 1 .Il 1 T ] 3 | 1 1 I I 3 | 'l. E I 1
N N OO O ¥ N OO O P ¥ N O O »
O & & & I R g
S E L e R
N .&Q & N e N e
© o N ) N o N
> &L K & & o & & oR

Figure 38. Traitement des arthrites septique dues a SASM 1334 chez la souris en utilisant le
Pepl16, la vancomycine ou le Pep16 en association avec la vancomycine. Quantification
bactérienne exprimée en log UFC/g de bactéries au niveau des articulations des genoux, des
reins et de la rate chez les souris infectées par la souche SASM 1334 apres 7 jours. Les souris
ont été inoculées avec 1 x 108 UFC de SASM 1334. 3 heures aprés l'infection, elles ont été
traitées soit avec 1,5 mg/kg de Pep16, 100 mg/kg de vancomycine, ou 1,5 mg/kg de Pep16 en
association avec 50 mg/kg de vancomycine, ou elles ont recu une solution saline comme
témoin non traité (Ctrl+). Les traitements ont été administrés par voie intraveineuse et ont
continué quotidiennement jusqu'au jour 7. Chaque point représente le décompte des UFC d'un
animal individuel, la ligne horizontale noire indique les valeurs médianes.
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2.2.2 Quantification des bactéries dans les organes cibles aprés adminitation SC de Pep16

Lorsque les souris ont été traitées avec Pep16, par voie SC, une réduction significative des UFC,
soit une réduction d'environ 10 fois de la charge bactérienne, a été observée 7 jours aprés
I'infection dans les articulations des genoux, comparativement aux souris non traitées, mais
pas dans les autres organes prélevés (Figure 39). Pour les traitements a la vancomycine, une
réduction significative des UFC a été observée dans tous les organes prélevés, par rapport aux
souris témoins. Apreés les traitements avec la daptomycine aucune diminution significative de
la charge bactérienne dans les organes prélevés n’a été observée en comparaison avec les

souris infectées non traitées.
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Figure 39. Traitement des arthrites septique dues a SASM 1334 chez la souris en utilisant le Pep16,la
daptomycine ou la vancomycine. Quantification bactérienne exprimée en log UFC/g de bactéries au
niveau des articulations des genoux, des reins et de la rate chez les souris infectées par la souche SASM
1334 apreés 7 jours. Les souris ont été inoculées avec 1 x 10° UFC de SASM 1334. 3 heures aprés
l'infection, elles ont été traitées soit avec 10 mg/kg de Pep16, 1 mg/kg de daptomycine, 100 mg/kg de
vancomycine, ou elles ont regu une solution saline comme témoin non traité. Les traitements ont été
administrés par voie sous-cutanée et ont continué quotidiennement jusqu'au jour 7. Chaque point
représente le décompte des UFC d'un animal individuel, la ligne horizontale noire indique les valeurs
médianes. Les logUFC/g par articulation du genou, représentés par des points individuels, ont été
déterminés 7 jours aprés l'infection. 3 a 5 souris par condition. L'expérience a été réalisée trois fois pour
les conditions Pep16 et solution saline ; deux fois pour la condition vancomycine et une fois pour la
condition daptomycine. Les évaluations statistiques ont été effectuées a I'aide du test de Mann-Whitney
U. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001.
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2.3 Modeéle murin d’arthrite septique a SASM 1333

2.3.1 Quantification des bactéries dans les organes cibles aprés adminitation sous-cutanée
de Pepl6

Des souris ont été inoculées avec la souche clinique de SASM 1333 par voie IV. Avec le
traitement au Pep16 (10 mg/kg en SC), il n'a été observé aucune diminution notable des UFC
au niveau des articulations comparativement au groupe témoin (Figure 40). Cependant une
diminution significative des bactéries dans la rate a été observé apres un traitement avec le
Pep16 comparativement aux souris non traitées. Le traitement par daptomycine a conduit a
une baisse significative des UFC dans I'ensemble des organes étudiés, en comparaison avec le
groupe non traité. Ces observations contrastent avec celles obtenues pour la souche 1334, ou
un traitement par Pep16 avait entrainé une réduction de la charge bactérienne au niveau des

articulations.
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Figure 40. Traitement des arthrites septique dues a SASM 1333 chez la souris en utilisant Pep16, ou
la daptomycine. Quantification bactérienne exprimée en log UFC/g de bactéries au niveau des
articulations du genou, des reins et des rates chez les souris infectées par SASM 1333 aprés 7 jours. Les
souris ont été inoculées avec 1 x 10" UFC de SASM 1333. 3 heures aprés l'infection, elles ont été traitées
soit avec 10 mg/kg de Pep16, 10 mg/kg de daptomycine, ou une solution saline comme témoin non
traité. Les traitements ont été administrés par voie sous-cutanée et ont continué quotidiennement
jusqu'au jour 7. Chaque point représente le décompte des UFC d'un animal individuel, la ligne
horizontale noire indique les valeurs médianes. 4 a 5 souris par condition. L'expérience a été réalisée
deux fois pour toutes les conditions.
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2.4  Modele murin d’arthrite septique a SARM 15

2.4.1 Quantification des bactéries dans les organes cibles aprés adminitation sous-cutanée
de Pepl6

Les souris ont été inoculées par voie IV avec la souche clinique SARM 15. 3 heures apres
I'inoculation, elles ont regu, quotidiennement et jusqu'a la conclusion de I'étude, des
traitements SC avec soit le Pep16 (10 mg/kg, 30mg/kg), la daptomycine (10 mg/kg), ou une
solution saline témoin. Au 7™ jour post-inoculation, les articulations, ont été prélevées pour
détermination des UFC a partir de dilutions en série des échantillons tissulaires broyés. Apres
les différents traitements au Pep16 (10 ou 30 mg/kg), il n'a été observé aucune diminution
notable des UFC au niveau des articulations comparativement au groupe témoin (Figure 41).
Ces observations contrastent avec celles obtenues pour la souche 1334, ol un traitement avec
le Pepl6 a une dose de 10 mg/kg avait entrainé une réduction significative de la charge

bactérienne au niveau des articulations.
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Figure 41. Traitement des arthrites septique dues a SARM 15 chez la souris en utilisant Pep16
ou la daptomycine. Quantification bactérienne exprimée en log UFC/g de bactéries au niveau
des articulations des genoux chez les souris infectées par SARM 15 aprés 7 jours. Les souris ont
été inoculées avec environ 1 x 10’ UFC de SARM 15. Trois heures aprés l'infection, elles ont été
traitées soit avec 10 mg/kg ou 30 mg/kg de Pep16, 10 mg/kg de daptomycine, ou une solution
saline comme condition témoin non traité. Les traitements ont été administrés par voie sous-
cutanée et ont continué quotidiennement jusqu'au jour 7. Chaque point représente le
décompte des UFC d'un animal individuel, la ligne horizontale noire indique les valeurs
médianes. 5 souris par condition. L'expérience a été réalisée deux fois pour les conditions
Pep16 (10 mg/kg) et solution saline ; et une fois pour la condition daptomycine (10 mg/kg) et
Pep16 (30 mg/kg).

144



2.5 Analyse pharmacocinétique de Pepl6 aprés administration sous-cutanée chez la
souris

Conformément a I'étude publiée précédemment®®’, nos analyses pharmacocinétiques de
Pepl6 aprés une administration SC de 10 mg/kg ont montré une augmentation lente des
concentrations plasmatiques (Figure 42). On observe une lente augmentation des
concentrations plasmatiques jusqu'a 12 heures, avec une valeur de Cmax a 5,6 mg/L.
Cependant le Cmax mesurée est en dessous des CMI des souches étudiées pour le Pep16. Des
analyses pharmacocinétiques supplémentaires et d’étude de la liaison du Pep16 aux protéines
doivent étre menées afin de valider ces premiers résultats de pharmacocinétique de Pepl6

dans le plasma des souris.
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Figure 42. Concentration de Pep16 dans le plasma de souris aprés une administration sous-
cutanée unique de 10 mg/kg. Les points représentent la moyenne + SEM de trois réplicats.
SEM, erreur standard de la moyenne. ESM, erreur standard de la moyenne.
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3. Conclusion de la partie in vivo

Suite a l'inoculation IV de diverses souches cliniques de S. aureus provenant d’IOA chez les
souris, plusieurs expérimentations animales ont été menées afin d’évaluer |'efficacité in vivo
antibactérienne du Pepl6. L'administration IV de Pepl6 n'a pas significativement réduit la
charge bactérienne dans les articulations des genoux ou des autres organes par rapport au
groupe témoin. Toutefois, lorsque Pepl6 a été administré par voie SC, une réduction notable
des UFC a été observée pour la souche 1334 dans les articulations des genoux, mais cette
efficacité n'a pas été reproduite pour les 2 autres souches testées (SASM 1333 et SARM 15).
Si la vancomycine a toujours montré des résultats constants quant a la réduction de la charge
bactérienne, des variations selon certaines souches ont été observés avec la daptomycine. En
ce qui concerne le profil pharmacocinétique du Pep16, une administration SC a révélé une
augmentation lente de la concentration plasmatique, avec une Cmax atteinte a 12 h.
Cependant, la Cmax mesuré était en-dessous des valeurs de CMI du Pep16 pour les souches
étudiées. Si toutes ces observations suggerent que Pepl6 peut effectivement avoir une
activité antibactérienne contre certaines souches de S. aureus, son efficacité peut varier selon

la méthode d'administration et le fond génétique.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le traitement des IOA causées par S. aureus nécessite des solutions innovantes, d'ou |'intérét
grandissant pour des agents comme le Pepl6, un nouveau pseudo-peptide inspiré d’une
toxine bactérienne®’. Face a la menace croissante des souches résistantes telles que le SARM,
la quéte d'alternatives efficaces est urgente. Notre étude a examiné |’activité antibactérienne
et antibiofilm de Pep16 : (i) contre différentes souches cliniques de SARM et SASM provenant
d’l0A, (ii) dans des modeles d’infections de cellules humaines a S. aureus, et (iii) dans un

modele murin d’arthrite septique a S. aureus.

Les résultats démontrent que le Pepl6 présente des CMI identiques pour toutes les souches
testées. Cette constance est particulierement intéressante, car elle suggére que le Pepl16
pourrait étre efficace contre une variété de souches, indépendamment de leur profil de
résistance aux autres antibiotiques. Cependant, les CMI du Pep16 se révelent supérieures a
celles des antibiotiques couramment utilisés dans ce type de pathologies, suscitant des
guestions quant a sa concentration optimale pour obtenir une activité antimicrobienne
efficace en clinique. Sa capacité bactéricide est incontestable, offrant une efficacité contre
toutes les souches testées. Toutefois, I'absence de synergie entre le Pep16 et les antibiotiques

testés pourrait orienter vers son utilisation en monothérapie.

Un atout majeur du Pepl6 réside dans sa capacité a cibler les bactéries intracellulaires,
notamment dans des modeles d’infections d’ostéoblastes et de macrophages. Cette
particularité est essentielle car, durant une IOA, S. aureus a la faculté de s'internaliser dans
des ostéoblastes, cellules osseuses non-phagocytaires, lui permettant d'échapper a I'effet des
antibiotiques. L'efficacité de Pep16 contre les bactéries intracellulaires pourrait donc offrir un
avantage significatif dans la prise en charge des IOA. Cependant, I'adaptation phénotypique
de S. aureus en small colony variants (SCV), n’a pas été pris en compte lors de notre étude.
Les SCV sont connus pour leur persistance intracellulaire et pourraient étre une cause majeure
d'échec du traitement antibiotique. Cette formation de SCV pourrait également influencer la
susceptibilité aux antibiotiques et complexifier davantage le choix thérapeutique®’>%, Ainsi,
il est crucial que les futurs traitements, y compris le Pep16 ou ceux basés sur le Pep16, soient

évalués par rapport a leur capacité a cibler efficacement ces SCV. Il est important de noter
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qgue, les variations méthodologiques entre les études in vitro d’infections des cellules
humaines par S. aureus posent des défis, notamment quant a la comparaison des résultats et
leur interprétation. La diversité des types cellulaires, des souches bactériennes, des durées
d'infection et de traitement, ainsi que des concentrations d'antibiotiques utilisées dans
différentes études, crée en effet des disparités dans les résultats*”>. Un point-clé est le choix
du modeéle cellulaire. Beaucoup d'études utilisent des macrophages, qui different des
ostéoblastes dans leur interaction avec S. aureus*””. En effet, les macrophages, étant des
phagocytes professionnels, abritent un nombre nettement plus élevé de S. aureus par rapport
aux ostéoblastes. Les ostéocytes, semblent eux étre un modele cellulaire pertinent pour
étudier |'ostéomyélite, notamment en raison de leur localisation, de leur longévité et de leur
capacité a servir de réservoir pour S. aureus. Le dosage de Pepl6 dans les ostéoblastes a
permis de confirmer sa présence dans les cellules humaines. Toutefois une accumulation
d’antibiotiques dans les cellules humaines n’est pas toujours synonyme d’efficacité. Par
exemple, certaines études montrent que bien que I'oritavancine (un lipoglycopeptide utilisé
contre les SARM) était accumulé a 148 % dans les cellules humaines, son efficacité
intracellulaire était similaire a celle de la moxifloxacine (fluoroquinolone) qui n'était
accumulée qu’a 7,6 %*°. Cette observation indique que I'efficacité intracellulaire d'un
antibiotique ne dépend pas simplement de sa concentration ou de son activité extracellulaire.
Les mécanismes intracellulaires, tels que la colocalisation de I'antibiotique et des bactéries, le
métabolisme de la cellule hbte et les mécanismes adaptatifs des bactéries, jouent un réle clé.
La littérature fournie une perspective précieuse sur les antibiotiques potentiellement efficaces
et inefficaces contre S. aureus dans le contexte d’IOA. La rifampicine, I'oritavancine, le
linézolide, la moxifloxacine et l'oxacilline semblent étre les plus impactants*”®>. D'autres,
comme la doxycycline et 'omadacycline, bien que prometteurs, n'ont pas encore été testés
de facon adéquate. Outre I'évaluation de nouveaux antibiotiques, I'amélioration de I'efficacité
intracellulaire des médicaments peut également étre réalisée grace a des systemes de
délivrance intelligents, tels que les nanoparticules*®, les exosomes**, ou couplés a des
composés permettant de manipuler le pH intracellulaire®2. Cela pourrait potentiellement
augmenter la concentration effective de I'antibiotique au site d'infection et améliorer

I'efficacité globale du traitement.

148



La technologie XCELLigence d’'impédancemétrie nous a permis I'étude de |'activité du Pepl6
contre les biofilms formés par des souches de S. aureus responsable d’IOA. Les premiers
résultats sont prometteurs méme si leurs interprétations sont a nuancer. A une concentration
sous-inhibitrice de 2 mg/L (soit un quart de la CMI des souches d’études), le Pep16 inhiberait
completement la formation de biofilms pour toutes les souches étudiées. Cela indiquerait non
seulement la capacité du Pepl6 a prévenir la formation de biofilms, mais également son
potentiel d'efficacité a faible concentration. Les premiers résultats sur biofilms matures
suggerent que Pepl6 pourrait perturber la structure des biofilms, indiquant une possible
pénétration et une action aprés la formation du biofilm. Toutefois, il convient de nuancer ces
résultats. En particulier, la dynamique observée, ou l'impédance chute brusquement apres
I'ajout du peptide, suscite des interrogations. Est-il réaliste de supposer que le biofilm puisse
se désintégrer aussi rapidement suite a l'introduction du peptide ? Basé sur de nombreuses
expériences antérieures avec des biofilms, une telle rapidité d'action semble improbable. Il
est également important de mentionner une caractéristique spécifique de Pepl6 : dans un
milieu de culture riche, la molécule précipite a des concentrations élevées, formant un
précipité blanchatre. Ce précipité prend plusieurs heures pour se dissoudre, méme sous
agitation. Etant donné que ces expériences ont été réalisées sans agitation et dans des petits
volumes, pouvant favoriser I'apparition de ce précipité, et expliquer ces résultats. Bien que
notre étude s'aligne avec la littérature existante sur la dynamique de formation de biofilm via
I'impédance (utilisation E-Plate et technologie xCELLigence RTCA) et les défis associés a son
éradication®® nous tenons a rester prudent quant a l'interprétation de ces résultats.
L'avantage de la technologie et de I'équipement xCELLigence RTCA est de permettre une
surveillance en temps réel et de fournir une compréhension approfondie des étapes de
croissance du biofilm. A l'inverse les méthodes traditionnelles de quantification et de
surveillance de biofilms présentent des lacunes, bien que couramment utilisées, car elle
fournissent des informations uniquement en point final, sans détails sur la dynamique de la
formation de biofilm au cours du temps*3. Nos observations concernant la |évofloxacine
concordent également avec les résultats présents dans la littérature. Malgré son efficacité
contre les bactéries en phase planctonique, la lévofloxacine, comme de nombreux autres
antibiotiques, ne semble pas perturber de maniére significative les biofilms matures*%4%4, Ceci

renforce la notion que les biofilms sont notablement résistants aux antibiotiques
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conventionnels, d'ou la nécessité d'explorer de nouvelles molécules comme le Pep16. Il est
également intéressant de noter que certains antibiotiques, méme a des concentrations sous-
inhibitrices, peuvent induire la formation de biofilm plutét que son inhibition, ce qui ne serait
pas le cas du Pepl6. Cette observation souligne la complexité de I'étude des biofilms et la
prudence nécessaire lors de la sélection des stratégies thérapeutiques. L'induction de la
formation de biofilm par un traitement antibiotique serait problématique, voire dangereuse,

car elle pourrait découler sur des phénomeénes de rechutes, difficiles a traiter*”.

Concernant les expérimentations in vivo sur modele murin, nous avons opté pour un modele
d'arthrite septique a S. aureus, cette pathologie étant considérée comme la maladie articulaire
la plus agressive et dévastatrice*®. En effet, pour les patients atteints de cette infection, méme
apres avoir regu un traitement immédiat, les dommages articulaires causés par l'arthrite
septique sont souvent irréversibles, conduisant a une dysfonction articulaire permanente
pour prés de la moitié des patients*®. De plus, I'émergence de SARM a sérieusement
compliqué les options de traitement disponibles*”. Des stratégies préventives et de nouveaux
traitements contre I'arthrite septique sont donc nécessaires. Malgré les résultats prometteurs
de Pepl6 in vitro, les études in vivo sur modele murin d’arthrite septique a S. aureus montrent
une variation de |'efficacité de Pep16 en fonction de la méthode d’administration et de la
souche bactérienne. Chez les souris infectées avec le SASM 1334, I'administration SC de Pep16
(10 mg/kg) a montré une diminution significative des UFC dans les articulations des genoux
mais pas dans les autres organes tandis que I'administration IV n'a pas montré de réduction
significative des UFC dans les articulations des genoux ou les autres organes. Par contre, nous
n’avons pas observé d’effet du Pep16 au niveau de la charge bactérienne articulaire dans les
modeles murins inoculés avec les souches de SASM 1333 et de SARM 15. Ces variations
pourraient étre dues aux différentes interactions que ces trois souches peuvent avoir une fois
dansla souris. En effet, l'issue de |'arthrite septique a S. aureus est déterminée par l'interaction
entre la bactérie et I'h6te*®. Une élimination immunitaire innée efficace a pour conséquence
une charge bactérienne réduite, diminuant par la méme la probabilité d'entrée bactérienne
dans les articulations. Le role de I'immunité adaptative dans I'arthrite septique est quant a lui
moins clair®®®. Du cété bactérien, certaines protéines de surface de S. aureus, telle que les
lipoprotéines et le peptidoglycane, jouent un réle dans l'invasion articulaire®®. Une fois que

les bactéries atteignent la cavité articulaire, ces protéines entrainent une forte réponse
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immunitaire qui se traduit par une production importante de cytokines pro-inflammatoires*®,

La destruction osseuse dans l'arthrite septique est étroitement liée a |'activation et a la
différenciation des monocytes en macrophages. Les futures stratégies thérapeutiques contre
I'arthrite septique pourraient donc étre une thérapie combinée d'antibiotiques et de

traitement anti-activation des monocytes*%,

Apreés avoir administré Pep16 par voie cutanée a une dose de 10 mg/kg chez les souris, une
augmentation réguliere de la concentration plasmatique de Pep16 a été observée, atteignant
un pic a 12 heures. Cependant, le profil pharmacocinétique n'a pas atteint les concentrations
dépassant les CMI nécessaires pour inhiber les souches étudiées. Ce résultat pourrait étre
expliqué par différents des facteurs tels que le métabolisme, la distribution ou la liaison
potentielle du Pep16 a d'autres protéines plasmatiques. En effet, le corps de la souris pourrait
rapidement métaboliser le Pep16, diminuant sa présence dans le sang. De plus, sa distribution
dans l'organisme pourrait varier, se concentrant dans certains tissus. Enfin, le Pep16 pourrait
se lier a d'autres protéines plasmatiques, réduisant sa disponibilité. Des études préliminaires
ont montré que Pep16 se liait fortement aux protéines du plasma. D’autres investigations au
niveau transcriptionnelles et protéomiques sont en cours afin de déterminer le mécanisme

exact d’action de Pep1l6.

Aujourd’hui, les principales stratégies utilisées contre les IOA staphylococciques sont de deux
sortes : (i) l'utilisation d'antibiotiques pour éliminer les bactéries infectieuses, (ii)
I'Intervention chirurgicale pour retirer les tissus endommageés, les infiltrats inflammatoires et
drainer les abces*°. Un traitement de soutien peut également intervenir pour maintenir
I'hnoméostasie en cas de dysfonctionnement de I'articulation. Les mesures de prévention de la
maladie se concentrent principalement sur le controle de la propagation des souches
résistantes. Cependant, force est de constater une stagnation notable dans le développement
de nouveaux traitements, en particulier pour l'arthrite septique. Les traitements actuels sont
les mémes que ceux utilisés il y a 30 ans*®8. De nouveaux traitements combinés expérimentaux
ont été proposé. lls ont notamment pour but d’atténuer la réponse immunitaire et réduire le
risque de destruction articulaire en proposant aux patients, une combinaison d'antibiotiques
et de thérapies immunomodulatrices (telles les anti-inflammatoires non stéroidiens®®, les
corticostéroides>® et les inhibiteurs du TNF®%?), Bien que des effets positifs aient été observés

chez les patients, il n'existe pas encore suffisamment de preuves pour adopter en routine de
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tels traitements combinés®®. Il existe en effet des préoccupations quant aux dangers
potentiels de ces thérapies, en particulier face a la résistance aux antibiotiques. C'est
notamment pour cela que l'interaction entre les composants bactériens et les facteurs de
I'hote est cruciale pour comprendre et développer de nouvelles thérapies®®®. Par exemple,
I'interaction entre le vWbp (protéine liant le facteur de von Willebrand) bactérien et le vVWf
(facteur de von Willebrand) humain semble étre centrale pour l'invasivité spécifique a
I'articulation de S. aureus*®. Des stratégies thérapeutiques bloquant cette interaction
pourraient étre judicieuses a développer. De plus, malgré des tentatives, le développement
d’un vaccin notamment basé sur la génération d’anticorps opsonisants afin de lutter contre
I'arthrite septique a échoué a plusieurs reprises®3. Alors que le besoin de stratégies
thérapeutiques innovantes, efficaces et ciblées est crucial dans la lutte contre cette infection,
une compréhension approfondie de l'interaction entre la bactérie et son hote s'avere

essentielle pour mener ces recherches.

L'ere actuelle de la résistance aux antibiotiques et les échecs thérapeutiques qui en découlent
ont mis en évidence le besoin urgent de nouvelles alternatives thérapeutiques, notamment
pour traiter les IOA dues a S. aureus. Le Pepl6, en tant que nouvel agent antimicrobien, est
apparu comme une alternative potentielle, suscitant un vif intérét scientifique®®”4’, Les
données in vitro générées au cours de ce travail sont indéniablement prometteuses,
démontrant une activité antimicrobienne de Pep16 contre différentes souches de S. aureus,
indépendamment de leur profil de résistance aux antibiotiques existants. Ce trait, est d'une
importance cruciale a I'heure ou la résistance croisée aux antibiotiques se répand. De plus, sa
propriété bactéricide et sa capacité a cibler les bactéries intracellulaires, y compris dans les
environnements protégés tels que les ostéoblastes et les macrophages, soulignent son
potentiel en tant qu'alternative thérapeutique aux traitements antibiotiques classiques. La
capacité du Pep16 a cibler efficacement ces bactéries intracellulaires pourrait donc jouer un
réle déterminant dans la gestion future des IOA. Un autre avantage du Pep16 serait sa capacité
antibiofilm. Nos premiers résultats souligneraient un réle du Pepl6 non seulement dans
I'inhibition de la formation de biofilms, mais aussi dans la perturbation des biofilms établis.
Cependant, les résultats in vivo mettent en évidence la complexité du passage de la recherche
en laboratoire a l'application clinique. Les variations observées dans |'efficacité du Pep16, en

fonction de la méthode d'administration et de la souche bactérienne, suggeérent que son profil
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pharmacocinétique-pharmacodynamique (PK/PD) nécessite une étude approfondie. La
translation réussie de toute thérapie du banc d'essai au chevet du patient nécessite non
seulement une efficacité confirmée mais aussi un profil d'innocuité et de tolérance optimal.
Les perspectives futures devraient se concentrer sur plusieurs domaines clés. Tout d'abord, la
compréhension approfondie du mécanisme d'action du Pepl6, en particulier sa capacité a
cibler les bactéries intracellulaires est essentielle. Deuxiemement, des études de PK/PD plus
approfondies aideraient a identifier les schémas posologiques optimaux, maximisant ainsi son
efficacité tout en minimisant les effets secondaires potentiels. En outre, les recherches
devraient également se pencher sur la potentialité des combinaisons thérapeutiques,
notamment en évaluant le Pep16 en tandem avec d'autres agents antimicrobiens ou avec des

approches visant a moduler la réponse immunitaire.

Enfin la mise au point de systemes de délivrance innovants du Pep16 au site d’infection, tels
gue les nanoparticules ou les exosomes, pourrait également jouer un réle crucial dans
I'amélioration clinique d’IOA a S. aureus, tout en réduisant les éventuels effets toxiques. En
conclusion, Pep16 émerge comme une option thérapeutique prometteuse dans la lutte contre
les IOA induites par S. aureus. Cependant, le chemin de la découverte a la mise en ceuvre

clinique est semé d'obstacles et nécessite une investigation encore plus approfondie.
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SYNOPSIS

Objectives: This study aimed at assessing the therapeutic potential of a novel antimicrobial
pseudopeptide, Pepl16, both in vitro and in vivo for the treatment of septic arthritis caused by

Staphylococcus aureus.

Methods: Seven clinical isolates of S. aureus (incl. 2 MRSA and 5 MSSA) collected were studied.
MICs of Pep16 and comparators (vancomycin, teicoplanin, daptomycin and levofloxacin) were
determined through the broth microdilution method. The intracellular activity of Pep16 and
levofloxacin was assessed in two models of infection using non-professional (osteoblasts MG-
63) or professional (macrophages THP-1) phagocytic cells. A mouse model of septic arthritis
was used to evaluate the in vivo efficacy of Pepl6 and vancomycin. A preliminary
pharmacokinetic (PK) analysis was performed by measuring plasma concentrations using LC-

MS/MS following a single subcutaneous injection of Pep16 (10 mg/kg).

Results: MICs of Pep16 were consistently at 8 mg/L for all clinical isolates of S. aureus (2-to-
32-fold higher to those of comparators) while MBC/MIC ratios confirmed its bactericidal
activity. Both Pep16 and levofloxacin (when used at 2 x MIC) significantly reduced the bacterial
load of all tested isolates (2 MSSA and 2 MRSA) within both osteoblasts and macrophages. In
MSSA-infected mice, Pep1l6 demonstrated a significant (ca. 10-fold) reduction on bacterial
loads in knee joints. PK analysis following a single subcutaneous administration of Pepl16

revealed a gradual increase in plasma concentrations reaching a peak of 5.6 mg/L at 12 hours.

Conclusions: Pep16 is a promising option for the treatment of septic arthritis due to S. aureus,

particularly owing to its robust intracellular activity.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus remains a problematic pathogen implicated in a spectrum of bone and
joint infections (BJIs) which encompass septic arthritis, acute and chronic osteomyelitis,
spondylodiscitis, as well as infections related to orthopedic devices, including those affecting
joint implants and osteosynthesis materials.'™ Septic arthritis, in particular, stands out due to
its rapid progression and the extensive damage it inflicts on joints and cartilage. In contrast,
osteomyelitis is marked by its chronic nature and an increased risk of complications.
Collectively, Blls can lead to long-lasting disability and place a substantial burden on

healthcare systems.*

Although traditional antibiotics have been employed in the fight against S. aureus, the
emergence of antibiotic resistance, particularly with the widespread prevalence of methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) strains, presents a substantial challenge to achieving effective
treatment outcomes.®> The growing complexity of treating Blls arises not only from S. aureus’s
ability to invade and persist within professional (e.g. macrophages) and non-professional
phagocytic cells (e.g. osteoblasts)® but also from its capacity to form biofilms.” These
intricacies significantly compound the challenges of treatment.812, Consequently, there is an
urgent need to explore innovative antibacterial strategies that can effectively address both

intracellular and biofilm-associated forms of S. aureus.

Among the emerging alternatives, antimicrobial peptides (AMPs) have become promissing
therapeutic options due to their established ability to modulate symbiotic bacterial
populations.’®> These small peptides are ubiquitous across all domains of life and play an
integral role in an organism's immune system.'* They typically possess broad-spectrum

antimicrobial activity against bacteria, viruses, and fungi.’® Recent advancements have led to
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the engineering of pseudomimetic AMPs derived from a toxin naturally produced by S.
aureus.'® These pseudopeptides exhibit bactericidal properties against a range of multidrug-
resistant Gram-negative and Gram-positive pathogens, including MRSA.Y” While their exact
mechanism of action remains unclear, they appear to primarily disrupt bacterial cell
membranes integrity, leading to bacteriolysis.!” One such peptide of considerable interest is
Pep16, which has exhibited promising outcomes in murine sepsis models induced by MRSA,
resulting in a substantial reduction in mortality rates over a 48-hour timeframe.” Importantly,
the administration of Pep16 has shown minimal toxicity and a reduced likelihood of bacterial
resistance emergence, positioning it as a favorable candidate for antimicrobial drug
development.!’ Given the significant burden posed by Blls, particularly septic arthritis caused
by S. aureus, we explored the potential of Pepl6 as a viable treatment option for these

infections.

In this study, we aimed to assess the efficacy of Pep16, both in vitro and in vivo, for the
eradication of S. aureus involved in Blls. Firstly, we evaluated the in vitro activity of Pep16,
either alone and or in combination with other agents, in comparison to commonly used
antibiotics for the treatment of Blls. Secondly, we determined the intracellular activity of
Pep16 using two relevant cell-based infection models involving osteoblasts and macrophages.
Finally, we conducted and assessment of the in vivo efficacy of Pep16 using a mouse model of
septic arthritis. Through these comprehensive evaluations, we sought to shed light on the
potential of Pep16 as an effective solution for combatting S. aureus infections in the realm of

Blls.
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MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and antimicrobial susceptibility testing

A total of 7 clinical isolates of S. aureus obtained from patients suffering from septic arthritis
were studied, including 2 MRSA and 5 MSSA S. aureus strains, as detailed in Table 1.
Additionally, the MSSA reference strain ATCC 29213 was used as control for antimicrobial

susceptibility testing.

Antimicrobial susceptibility testing (AST) was conducted through the disk diffusion method,

following the guidelines outlined by CA-SFM/EUCAST (www.sfm-microbiologie.org). MIC and

MBC values of Pep16, which was synthetized by Olgram, France, as well as for vancomycin,
teicoplanin, daptomycin, and levofloxacin, were determined using the broth microdilution
reference method. Interpretation of results was carried out in accordance with the 2020

EUCAST criteria.

The presence of in vitro synergy between Pepl6 and clinically-relevant antibiotics was
assessed through checkerboard synergy assay. Combinations of Pep16 and various antibiotics
(vancomycin, teicoplanin, daptomycin, levofloxacin, or rifampicin) were tested at
concentrations ranging from 1-64 and 0.03-32 mg/L, respectively. The fractional inhibitory
concentration (FIC) index was calculated by summing the FICs (representing the MIC of drug
A in combination with drug B over the MIC of Drug A alone) of Pepl16 and the respective
antibiotic. Synergy was defined as a FIC index < 0.5.

Cellular-based models of infection

The osteoblast infection model was conducted using MG-63 (CRL-1427) osteoblastic cells,
following previously published procedures.?? Briefly, MG-63 cells were cultured at 37°C in a
5% CO3 environment and passaged weekly for up to 20 weeks using the Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 25 mM HEPES, 2
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mM L-glutamine, with or without antibiotics (100 U/mL penicillin plus 100 pg/mL
streptomycin). For the assays, MG-63 cells were seeded in 24-well plates until reaching 70-
80% confluence. Bacterial cell suspensions grown overnight in brain-heart infusion (BHI) broth
were prepared and adjusted to a Multiplicity of Infection (MOI) of 50, and then introduced to
the osteoblasts. After a 2-hour co-incubation to facilitate bacterial adhesion, MG-63 cells were
rinsed and treated with 100 pug/mL of gentamicin for 1 hour to eliminate extracellular bacterial
cells. Infected osteoblasts were subsequently exposed to Pep16 or levofloxacin (at 2-fold the
MIC) for 3 hours in the absence of FBS. Finally, intracellular bacterial cells were quantified in

cellular lysates (following osmotic shock) by plating them onto BHI agar.

The macrophage infection model was performed using the THP-1 human monocytic cell line
(ATCC, Rockville, USA). In brief, cells were cultured in the Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) medium supplemented with 10% FBS in T75 flasks at 37°C and 5% CO,, and were
maintained through weekly transfers within passages 2 to 20. For the assays, THP-1 cells were
seeded in 12-well plates and differentiated into macrophages with phorbol myristate acetate
(PMA) for 72 hours until they reached approximately 80% confluence. Bacterial suspensions,
grown overnight in BHI, were prepared and adjusted to a MOI of 10, and then introduced to
the macrophages. After a 2-hour co-incubation to facilitate bacterial adherence, the cells were
washed and treated with 100 pg/mL of gentamicin for 1 hour. Infected macrophages were
subsequently exposed to Pep16 or levofloxacin (at 2-fold the MIC) for 24 hours in the absence
of FBS. Finally, intracellular bacterial cells were enumerated from cellular lysates (following

osmotic shock) by plating them onto BHI agar.
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In both models, the viability was assessed using the MTT assay to determine the potential
cytotoxicity of antimicrobials on untreated and infected/treated cells. Briefly, an MTT solution
(0.5 mg/mL) was added to the cell medium without FBS. After washing with PBS and a 30-
minute incubation at 37°C, the formazan crystals formed were dissolved in DMSO. Absorbance
values at 540 nm were measured using a BioTek Synergy 2 microplate reader.

Mouse model of septic arthritis

A mouse model of septic arthritis was employed to assess the in vivo effectiveness of Pep16
in comparison to vancomycin, following previously described procedures?®. Female Swiss
mice, obtained from Janvier Labs and aged between 11 to 13 weeks with an approximate
weight of 34 grams, were used. The experiments were conducted in the ARCHE animal facility
(Biosit) in Rennes. Mice were intravenously inoculated with 200 pL of a 0.9% NaCl solution
containing approximately 108 CFU of the 1334 strain (MSSA). Three hours after inoculation,
infected mice received a subcutaneous dose of either a saline solution (0.9% NacCl), Pep16 (10
mg/kg) or vancomycin (100 mg/kg). These treatments were administered daily for a duration
of 7 days. Each experimental group included a minimum of five mice and the experiments
were repeated twice for the vancomycin group and three times for the 0.9% NaCl and Pep16
groups. The mice were monitored on a daily basis, and on the 7t" day, they were humanely
euthanized using CO». Subsequently, knee joints, spleen and kidneys were excised, weighed
and homogenized in 0.9% NaCl using a Polytron PT 3100D homogenizer (Kinematica,
Switzerland). Bacterial loads were determined by plating serial dilutions onto BHI agar and
expressed as log CFU/g.

Pep16 pharmacokinetic analysis

Following subcutaneous injection of Pep16, plasma concentrations were assessed at various

time points including 0, 0.5, 1, 3, 6, 12, 15 and 24 hours in non-infected mice. Blood samples
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were collected, subjected to centrifugation and the resulting plasma was stored at -80°C.
Quantification was carried out utilizing a previously described liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) method.?* The chromatographic separation was performed
using a HYPERSIL GOLD™ C18 column, and a dedicated gradient method. The system was
connected to a Xevo TQ-XS® mass spectrometer, and the methodology was validated for

concentrations between 1 to 120 mg/L.

Statistical methods

For continuous variables, means and their standard derivations (SD) were presented and
compared using the Mann-Whitney U-test. Proportions were compared using a Fisher’s exact
or Chi-square tests, when appropriate. Statistical analyses were conducted using Prism
software v9.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). A p value <0.05 was considered statistically

significant.

Ethical statement

All experimental protocols were approved by the Adaptive Therapeutics Animal Care and Use
Committee (APAFiS #4508-201603111554125 v5). The animals were housed in compliant

cages and provided with free access to food and water.
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Results
In vitro activity of Pep16

Through disk diffusion, we identified that out of the seven clinical isolates tested, two were
MRSA (1814 and 1815) while the remaining five were MSSA (1333, 1334, 1816, 1817 and 1818)
(Table 1). One MRSA isolate displayed ciprofloxacin resistant, while the other MRSA isolate
exhibited resistance to gentamicin (KTG phenotype) and erythromycin (inducible MLSg
phenotype) but remained susceptible to fluoroquinolones. Among the five MSSA isolates, four
displayed susceptibility to multiple antibiotics, with one (1817) exhibited a resistance trait

(inducible MLSg phenotype).

Subsequently, we assessed the in vitro activity of Pep16, comparing it to commonly used
antibiotics for treating Blls caused by S. aureus. This assessment involved determining both
MIC and MBC values. Notably, the MICs of Pep16 for all S. aureus isolates were consistently 8
mg/L. In contrast, the MICs for vancomycin, teicoplanin, daptomycin and levofloxacin were
found to be 0.5, 0.25-1 and 0.25 and 0.25-4 mg/L, respectively (Table 1). Although Pepl6
exhibited MICs 2-to-32-fold higher than those of the comparator antibiotics, the MBC/MIC
ratios indicated bactericidal activity, with ratios consistently at or below 4 for all strains (Table
1). Furthermore, we employed checkerboard synergy assay to explore combinations of Pep16
with various clinically-relevant antibiotics (vancomycin, teicoplanin, daptomycin, levofloxacin

or rifampicin). Unfortunately, this analysis did not reveal any instances of synergy (Figure S1).

Intracellular activity of Pep16

We assessed the potential intracellular activity of Pep16 using two cellular infection models,
one involving non-professional phagocytic cells (osteoblasts) and the other using professional

phagocytic cells (macrophages), comparing the results to those of levofloxacin.
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In the acute model of osteoblast infection, we observed that both Pep16 and levofloxacin
(administered at 2 x MIC) significantly reduced the bacterial load of all four tested S. aureus
isolates (2 MSSA and 2 MRSA) three hours after treatment, in comparison to untreated cells
(Figure 1). Pep16 notably decreased the intracellular inoculum of both MRSA and MSSA, with
reductions ranging from 46.5% to 86.6% for MRSA isolates and approximatly 63% for MSSA
isolates (Figure 1). Although levofloxacin appeared to be significantly more effective than
Pepl6 against MSSA isolates, no significant differences were observed between these
compounds against intracellular MRSA (Figure 1). Importantly, it is worth noting that we did
not observe any significant direct cytotoxicity for either Pep16 or levofloxacin (administered

at 2 x MIC) on uninfected osteoblasts (MG-63) after 3 hours of incubation (Figure S1).

In the acute model of macrophage infection, both Pep16 and levofloxacin (administered at 2
x MIC) were effective in significantly reducing the intracellular inoculum of the same four S.
aureus clinical isolates (MRSA 1814, MRSA 1815, MSSA 1333 and MSSA 1334) 24 hours after
treatment, compared to untreated cells (Figure 2). Pep16 produced substantial reductions in
the intracellular inoculum, with decreases of 83% (+1.8%), 91.9% (+2.2%), 90.1% (+2.6%) and
90.1% (+8.0%) for MRSA 1814, MRSA 1815, MSSA 1333 and MSSA 1334, respectively (Figure
2). No significant differences were found between levofloxacin and Pepl6 in reducing
intracellular MRSA and MSSA isolates (Figure 2). Similar to the osteoblasts, no significant
direct cytotoxicity was observed for either Pep16 or levofloxacin (at 2 x MIC) on uninfected
macrophages (THP-1) after 24 hours of incubation (Figure S2). Altogether, we demonstrated
that Pepl16 exhibits substantial intracellular activity against both MRSA and MSSA strain in
osteoblasts and macrophages, with comparable efficacy to levofloxacin, making it a promising

candidate for the treatment of S. aureus infections, including those associated with BJI.
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In vivo efficacy of Pep16 in a mouse model of septic arthritis

Based on these promising results, we proceeded to assess the efficacy of Pep16 in a mouse
model. After subcutaneous treatment with Pep16 at a concentration of 10 mg/kg, a significant
reduction in CFUs, approximately a 10-fold reduction of bacterial load, was observed within
the knee joints of infected mice seven days after infection, in comparison to untreated mice.
However, this reduction was not observed in the kidneys or spleen (Figure 3). A similar
reduction in CFUs was noted in knee joints, kidneys, and spleen of mice treated with

vancomycin (at 100 mg/kg), compared to control mice (Figure 3).

Additionally, a pharmacokinetic analysis of Pepl6 following a single subcutaneous
administration of 10 mg/kg revealed a gradual increase in plasma concentrations over the

course of 12 hours, with a Cmax value at 5.6 mg/L (Figure 4).

Here, we demonstrate that Pep16, administered subcutaneously, significantly reduces load in
the knee joints of infected mice, underscoring its potential as an effective treatment for S.
aureus infection, while its pharmacokinetic profile suggests a promising basis for further

investigation.
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Discussion

The aim of this research was to explore Pep16 antimicrobial potential against S. aureus, a key
pathogen implicated in Blls. Our approach involved a comprehensive investigation, designed
to reflect clinical scenarios. It started with in vitro assessments against clinical isolates and
progressing to the use of osteoblastic and macrophage cells infection models to evaluate its
performance against intracellular S. aureus. Additionally, we employed a murine model of

septic arthritis to assess the in vivo efficacy of Pep16.

Notably, Pep16 exhibited a substantial reduction in the intracellular burden of S. aureus within
both osteoblasts and macrophages, demonstrating comparable efficacy to the reference
antibiotic levofloxacin—a fluoroquinolone antibiotic known for its in vitro effectiveness
against intracellular Gram-positive bacteria, including S. aureus.?® Importantly, no drug-
induced cytotoxicity was observed at the tested concentrations. By comparison with newer
contenders like dalbavancin and rifamycins, Pepl16 showcased remarkable intracellular
activity. In fact, Chauvelot and al. showed that dalbavancin, a recently introduced extended-
duration lipoglycopeptide, was able to significantly reduce the presence of S. aureus in
osteoblasts starting at its MIC (0.125 mg/L) with a dose-dependent effectiveness.!! However,
Pepl16 outperformed dalbavancin achieving reductions of 86.6% for MRSA isolates and
approximately 63% for MSSA isolates whereas the peak of reduction by dalbavancin at 100
times its MIC achieved only 51.6%.%! In another study, the research conducted by Abad et al.
on rifamycins, a group of antibiotics that inhibit the bacterial RNA polymerase, highlighted the
potential intracellular activity of these drugs against S. aureus.’®* When examining
concentrations that were 10 or 100 times their respective MICs, all rifamycins exhibited a

significant intracellular activity. However, the extent of reduction in intracellular bacteria
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varied: rifampicin reduced by approximately 54.0%, rifapentine by 45.3%, and rifabutin stood
out with a reduction of around 62.1%. The intracellular activity of Pep16 against S. aureus,
compared to dalbavancin and rifamycins, further underscores its potential as an effective
agent. Pep16 unique structural composition, featuring non-natural amino acids,!’ suggests
enhanced cellular penetration, potentially supported by its amphiphilic properties. However,
itis crucial to recognize that intracellular antimicrobial activity relies on factors beyond cellular
concentration, including distribution within intracellular compartment and the

phagolysosomal acidic environment.??

The murine model of septic arthritis further confirmed Pep16 therapeutic potential, resulting
in a 10-fold reduction in CFU counts within knee joints. These results build upon previous
findings, indicating the promise of Pep16 as a therapeutic option.}”?® Indeed, the study by
Nicolas et al. illustrated Pep16 significant efficacy in animal models of MRSA infections (sepsis
and skin abscesses) and its ability to limit resistance emergence in multidrug-resistant
pathogens. This robust defense against MRSA infections corroborates our results and extends
Pep16 applicability beyond septic arthritis to include potential treatments for severe sepsis.’
Chosidow et al. findings present another dimension of Pepl16 therapeutic promise. In their
peritonitis mouse model, Pep16 alone was modest in its impact. However, in combination with
colistin, it showcased a dramatic reduction in bacterial counts, also staving off colistin-
resistant mutants.?® This underscores the potential of leveraging combination therapies with

Pep16 to achieve better clinical outcomes and manage drug resistance.

Nonetheless, our study has certain limitations that merit attention. The lack of standardized
methodologies for assessing intracellular activity and the in vivo efficacy poses a challenge

when comparing results across different studies. Methodological discrepancies, such as
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treatment timing, can significantly impact findings. In particular, the majority of studies opt
for immediate post-infection treatment while only a few consider delayed treatments, such
as 12 hours or 7 days post-infection. This methodological choice can affect the relevance of
the findings, especially in chronic osteomyelitis contexts where patients are often treated long
after the infection’s onset.?* Moreover, a crucial distinction observed among existing studies
is the cell model selected. Numerous studies utilize macrophages and cell lines, which exhibit
contrasting behaviors to bone cells, particularly primary cells, in the context of S. aureus
infection. Macrophages, being professional phagocytes, harbor substantially higher numbers
of S. aureus compared to osteoblasts. Notably, primary osteoblasts, in comparison to other
non-professional phagocytic cells, internalize fewer bacteria but present a higher rate of cell
survival post-infection. To address this disparity, we employed both macrophages and
osteoblasts to provide a comprehensive understanding of the infection dynamics of S. aureus.
However, there are significant behavioral differences between osteoblastic cell lines, like MG-
63 used in this study, and primary osteoblasts, with the latter showing reduced cell death upon
infection and greater bacterial persistence in phagosomes.?> While primary cells often present
more clinically pertinent results, cell lines offer advantages in terms of consistency and
availability. This emphasizes the importance of selecting a suitable bone cell model in
evaluating the efficacy of BJI treatments. Also, variability in treatment durations and timings,

especially in in vitro model involving osteoblasts and macrophages, could influence outcomes

Additionally, our in vivo model involved a single clinical isolate, highlighting the need for
broader validation across diverse clinical isolates. Strain-dependent responses may introduce
variability, emphasizing the importance of determining the MIC of Pepl6 across a wider

spectrum of S. aureus isolates. Relative to conventional antibiotics like vancomycin, the higher
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MICs of Pep16 might be seen as a drawback. Regarding the pharmacokinetic analysis on mice,
after administering Pep16 subcutaneously at a dose of 10 mg/kg in mice, there was a steady
increase in Pepl6 plasma concentration, with a peak at 12 hours. Still, the pharmacokinetic
profile did not attain concentrations surpassing the MICs required to inhibit the studied
strains. This discrepancy might be attributed to factors like metabolism, distribution or the
potential binding of the compound to other plasma proteins, which warrants further
investigation to elucidate the exact mechanism. Given the inherent variability in in vivo
responses, it is imperative to evaluate Pep16 against a broader collection of clinical isolates in
mice. Lastly, when compared to established antibiotics like vancomycin, the relatively higher

MICs of Pep16 could be perceived as an obstacle.

In summary, our study demonstrates that Pep16 could be a promising therapeutic option for
treating septic arthritis caused by S. aureus. Furthermore, its substantial intracellular activity
in both non-professional and professional phagocytic cells could be relevant for treating

chronic infections caused by S. aureus.
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Legends of the figures

Figure 1. Intracellular activity of Pep16 and levofloxacin against intra-osteoblastic S. aureus
MRSA 1814 (a), MRSA 1815 (b), MSSA 1333 (c) and MSSA 1334 (d). At 3-h post-infection, MG-
63 cells were treated with Pep16 or levofloxacin at 2 x MIC for 3 h. Data represents the mean
t standard deviation from three independent experiments. Intracellular CFU counts were
normalized relative to untreated cells (depicted black histograms), and differences between
treated and untreated cells as well as between the two compounds, were assessed using the

Mann-Whitney U-test. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001.

Figure 2. Intracellular activity of Pep16 and levofloxacin against intra-macrophagic S. aureus
MRSA 1814 (a), MRSA 1815 (b), MSSA 1333 (c) and MSSA 1334 (d). At 3-h post-infection, TH-
P1 cells were treated with Pep16 or levofloxacin at 2 x MIC for 24 h. Data represents the mean
+ standard deviation of three independent experiments. Intracellular CFU counts were
normalized relative to untreated cells (depicted by black histograms), and differences
between treated and untreated cells as well as between the two compounds, were assessed

using the Mann-Whitney U-test. ***P<0.001; ****P<0.0001.

Figure 3. Bacterial loads (in log CFU/g) at day 7 in knee joints, kidneys and spleen from mice
infected by MSSA 1334. Mice were initially inoculated with approximately 1 x 108 CFUs of
MSSA 1334. At 3-h post-infection, mice were treated with either with 10 mg/kg of Pep16 or
100 mg/kg of vancomycin, while untreated control mice received a saline solution without
antibiotics. Treatments were administered via subcutaneous injection and continued daily
until the conclusion of the experiment. Individual dots on the graph represent CFU counts for
single animals (enumerated at day 7) with black horizontal lines indicating median values. The

experiments were performed with 5 mice per condition, in triplicate for Pep16 and saline
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solution and in duplicate for vancomycin. Statistical analysis was conducted using the Mann-

Whitney U test. ***P<0.001; ****P<0.0001.

Figure 4. Plasma pharmacokinetics of Pepl6 in mice after a single subcutaneous

administration of 10 mg/kg. Dots from represent the mean + SEM of three replicates.
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Table 1. In vitro activity of Pep16 and comparators against the 7 clinical isolates of S. aureus responsible for septic arthritis.

S. aureus Origin Resistance phenotype® MIC/MBC (mg/L)

strain (location, date) Pep16 Vancomycin Teicoplanin Daptomycin Levofloxacin

1333 Clinical, joint fluid MSSA, multi® 8/16 0.5/0.5 0.5/1 0.25/0.5 0.5/0.5
(Rennes, 09/2020)

1334 Clinical, joint fluid MSSA, multi® 8/16 0.5/0.5 0.25/0.5 0.25/0.5 0.5/0.5
(Rennes, 11/2020)

1814 Clinical, joint fluid MRSA, Cip® 8/16 0.5/0.5 0.5/1 0.25/0.5 4/4
(Rennes, 09/2020)

1815 Clinical, joint fluid MRSA, GenR, EryR 8/16 0.5/0.5 0.5/1 0.25/0.5 0.5/0.5
(Rennes, 03/2021)

1816 Clinical, joint fluid MSSA, multi® 8/16 0.5/0.5 0.25/0.5 0.25/0.5 0.25/0.25
(Rennes, 01/2021)

1817 Clinical, joint fluid MSSA, EryR 8/16 0.5/0.5 0.5/1 0.25/0.5 0.25/0.25
(Rennes, 02/2021)

1818 Clinical, joint fluid MSSA, multi® 8/16 0.5/0.5 1/2 0.25/0.5 0.25/0.25
(Rennes, 02/2021)

ATCC 29213 Reference MSSA, multi® 8/16 0.5/0.5 0.5/1 0.25/0.5 0.5/0.5

aCipR, ciprofloxacin-resistant; EryR, erythromycin-resistant (inducible MLSb phenotype); GenR, gentamicin-resistant (KTG phenotype); MRSA, methicillin-resistant S. aureus; MSSA, methicillin-

susceptible S. aureus; multis, multi-susceptible.
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Abstract: Colistin is a drug of last resort to treat extreme drug-resistant Enterobacterales, but is limited
by dose-dependent toxicity and the emergence of resistance. A recently developed antimicrobial
pseudopeptide, Pep16, which acts on the cell membrane, may be synergistic with colistin and limit
the emergence of resistance. We investigated Pepl6 activity against Escherichia coli with varying
susceptibility to colistin, in vitro and in a murine peritonitis model. Two isogenic derivatives of E. coli
CFT073 (susceptible and resistant to colistin) and 2 dinical isolates (susceptible (B119) and resistant
to colistin (Af31)) were used. Pep16 activity, alone and in combination with colistin, was determined
in vitro (checkerboard experiments, time-kill curves, and flow cytometry to investigate membrane
permeability). Toxicity and pharmacokinetic analyses of subcutaneous Pep16 were performed in
mice, followed by the investigation of 10 mg/kg Pep16 + 10 mg/kg colistin (mimicking human
concentrations) in a murine peritonitis model. Pep16 alone was inactive (MICs = 32-64 mg/L; no
bactericidal effect). A concentration-dependent bactericidal synergy of Pep16 with colistin was
evidenced on all strains, confirmed by flow cytometry. In vivo, Pep16 alone was ineffective. When
Pep16 and colistin were combined, a significant decrease in bactenial counts in the spleen was
evidenced, and the combination prevented the emergence of colistin-resistant mutants, compared
to colistin alone. Pep16 synergizes with colistin in vitro, and the combination is more effective than
colistin alone in a murine peritonitis by reducing bacterial counts and the emergence of resistance.
Pep16 may optimize colistin use, by decreasing the doses needed, while limiting the emergence of
colistin-resistant mutants.

Keywords: Escherichia coli; multiresistance; antimicrobial peptides; colistin; murine models

1. Introduction

The emergence and subsequent worldwide diffusion of extended-spectrum -lactamase-
producing Enterobacteriaceae (ESBL-Es), which are resistant to third-generation cephalosporins,
has led to a dramatic increase in carbapenem consumption [1]. In this context, carbapenemase-
producing Enterobacterales (CPEs) have emerged and spread globally. Notably, metallo-
betalactamases (MBLs) generate resistance to most available drugs, including the newly
developed combinations of cephalosporins with 3-lactamase inhibitors, such as ceftazidime-
avibactam and meropenem-varbobactam, or the new aminoglycoside, plazomicin. This

Antibiotics 2023, 12, 81. https/ /doi.org,/10.3390/antibiotics12010081
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prompts the use of last-resort antibiotics, such as colistin, a polypeptide antibiotic, which
remains active on 80% of CPEs including MBLs [2]. However, the use of this “old antibiotic”
has been limited by its dose-dependent nephrotoxicity, its high inoculum effect, and its
high risk of selecting resistant mutants in vivo [3-5]. Strains carrying resistance to colistin
have subsequently appeared, leading to situations where few, if any, therapeutic options
remain [6]. Additionally, the global spread of plasmids carrying mcr-like genes that confer
colistin resistance could impede its further use [7,5]. Moreover, co-production of MCR-1
and MBLs by E. coli has recently been described [9]. Developing alternative antimicrobials
that remain active against these highly resistant strains is a public health priority [10]. In the
meantime, available clinical data suggest that combinations of “old” antibiotics are more
effective in the management of infections caused by CPEs [11,12]. In vitro data also showed
synergy between colistin and other antibiotics, even against colistin-resistant strains. For
instance, we have recently shown that the combination of colistin and fosfomycin was
beneficial in vitro and in vivo against NDM-1-producing E. coli, even with strains less
susceptible to colistin and fosfomycin [13].

Recently, antimicrobial peptides inspired by and imitating a section of a Staphylococcus
aureus toxin have been synthesized [14]. They have shown bacteriostatic and bactericidal
effects against several Gram-positive and -negative multidrug-resistant (MDR) bacteria
by altering membrane permeability, leading to bacterial death. One of these peptides,
Pep16, has been studied in a murine model of sepsis due to methicillin-resistant S. aureus
and succeeded in reducing 48 h mortality. This work also demonstrated that the use of
Pep16 was associated with a low toxicity and low emergence of resistance, two imperative
qualities of an antimicrobial drug candidate. Because of the urgent need for new antibiotic
com s to treat infections caused by MDR Enterobacteriaceae, and CPEs especially, we
tested here the efficacy of Pep16 on Escherichia coli infections, as an update to the first paper
published in 2019 by Nicolas et al. [14].

We hypothesized that combining Pep16 and colistin, which both operate on the outer
membrane of Gram-negative bacteria, may potentiate their antibacterial effect. This may
allow for the possibility of using lower, less-toxic doses, the decrease in the selection of
resistance, or even the restoration of colistin activity in case of resistance. We developed a
high-inoculum severe murine peritonitis model, responsible for 100% mice mortality in the
absence of treatment. This model allows testing for animal survival and bacterial counts
in the spleen and organ sterilization and is especially interesting to test for the efficacy of
combinations of antibacterials [13,15-17].

Thus, the aim of this study was to determine the activity of Pep16 in vitro and in a
murine model of peritonitis due to E. coli, alone and in combination with colistin.

2. Methods
2.1. Bacterial Strains

Four bacterial strains were used: (i) the plasmid pCR-Blunt [I-TOPO (Life Technologies,
Saint-Aubin, France), which carries a kanamycin resistance gene, was electroporated in an
uropathogenic strain, E. coli CFI073, to construct E. coli CFT073-pTOPO, a strain previously
used by our team in the peritonitis model [15,17]; (ii) a colistin-resistant isogenic strain
E. coli CFT073-pTOPO-COLR previously selected under treatment with colistin in the
peritoneal fluid from mice using the same murine peritonitis model [3]; (iii) two clinical
isolates, one susceptible strain (E. coli B119) and one strain harboring the mcr-1-positive
plasmid and resistant to colistin (E. coli Af31).

2.2. Antibiotics

The antibiotics used were colistin sulfate (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France) and cefotaxime (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France for in vitro ex-
periments and Mylan, Saint-Priest, France for in vivo experiments). Pep16 was supplied
by S.AS. Olgram (Bréhan, France), the manufacturer of the drug, with whom this work
was conducted in collaboration. Details on the synthesization of Pep16, inspired by and
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imitating a section of a Staphylococcus aureus toxin, can be found in the princeps paper
published in 2019 [14].

2.3. In Vitro Experiments
2.3.1. MICs

The MICs of Pep16 and colistin were determined by the broth microdilution method in
accordance with the EUCAST guidelines (www.eucast.org, accessed on 2 September 2022).
In order to investigate for the presence of a potential inoculum effect in vitro, MICs were
performed with various inoculum sizes, increasing from 10° to 107 CFU/mlL.. To explore
MIC variations in the presence of albumin, MICs were also determined in Mueller-Hinton
broth (MHB) supplemented with 4% human albumin.

2.3.2. Bacteriostatic and Bactericidal Synergy Tests

The existence of an in vitro synergy between colistin and Pep16 was tested by checker-
board synergy testing and time-kill curves using both antibiotics separately and in combina-
tion. Checkerboard synergy testing was performed by the broth microdilution method [18].
Combinations of colistin and Pep16 were tested at concentrations of 0.03-32 and 1-64 mg/L.,
respectively. The fractional inhibitory concentration (FIC) index was calculated by adding
the FICs (the MIC of Drug A in combination with Drug B over the MIC of Drug A alone) of
colistin and Pep16. An FIC index < 0.5 defined synergy.

Time-kill curves were performed with Pep16 (4-128 mg/L) and colistin (0.5-8 mg/L)
alone or in combination. Exponentially growing E. coli cells were incubated in 10 mL of
Mueller-Hinton broth to obtain 10° CFU/ml. with Pep16 and /or colistin. Viable counts
were enumerated by plating 100 pl. of appropriate culture dilutions on to lysogeny broth
(LB) agar plates after 0, 1, 3, 6, and 24 h of incubation at 37 °C and expressed in logjg
CFU/mL. The lower limit of detection was 1 logyp CFU/mL.. A bactericidal effect is defined
as a 3 logio decrease in CFU counts compared with the initial inoculum. A synergistic effect
is defined as a 2 logyg decrease in CFU counts between the combination and its most-active
constituent after 24 h [19]. Additionally, the number of surviving organisms in the presence
of the combination had to be 2 logyy CFU/mL. below the starting inoculum. The MICs of
colistin-resistant mutants after 24 h of colistin monotherapy were determined (see above).
All these experiments were repeated at least three times.

Flow cytometry was used to investigate membrane permeability after exposure to
antibiotics. Experiments were executed on a Fortessa X-20 flow cytometer (Becton Dickin-
son, Le Pont de Claix, France) equipped with a 488 nm laser. Exponentially growing E. coli
CFT073-pTOPO cells at 10° CFU/mL. were obtained and incubated with colistin and /or
Pep16 at 0.25x MIC during 30 min. A negative control was incubated without antibiotics,
and a positive control was incubated with a solution of 90% ethanol. The samples were
centrifuged and reconstituted in phosphate-buffered saline twice. Cells were then stained
by using a Live/Dead BacLight kit (Molecular Probes, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France)
as previously shown [20]. The kit consists of two fluorescent intercalating agents, propid-
ium iodide (PI) and SYTO9, which both stain nucleic acids. The green-fluorescing SYTO9Y is
able to enter all cells when used alone, whereas the red-fluorescing Pl only enters cells with
damaged cytoplasmic membranes. The appropriate mixture of the SYTO9 and PI stains
enables differentiation between bacteria with intact cytoplasmic membranes and dead
bacteria with permeabilized cytoplasmic membranes. Optical filters were set up such that
red fluorescence was measured at 635 nm and green fluorescence was measured at 500 nm.
The proportion of dead cells (colored in red)/marked cells (colored in red and /or green) was
retrieved for each condition. A minimum of 50,000 events per condition were recorded.

2.4. In Vivo Experiments
2.4.1. Ethics

Animal experiments were performed in accordance with the prevailing regulations
and ethical requirements of the Direction of Veterinary Services of Paris. The experimental
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protocol was approved by the French Ministry of Research and by the Ethics Committee
for Animal Experiments (No. APAFIS 22330-2019%092415325730). Animals were housed in
regulation cages and given free access to food and water. Swiss ICR-strain female mice
weighing 25 to 30 g were used.

2.4.2. Survival Study

Non-infected mice survival was assessed after a single subcutaneous administration of
Pepl16 at 10 or 100 mg/kg. Mice were monitored for a minimum of 6 h after administration
of Pep16.

2.4.3. Pepl6 Pharmacokinetic Analysis

Pep16 concentrations were determined in plasma from non-infected mice 0.5, 1,3, 6, 12,
and 24 h after subcutaneous Pep16 injection. Blood samples of 40-300 pl. were collected in
Eppendorf Protein LoBind Tubes (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) through
intracardiac puncture. Tubes were then centrifuged for 5 min at 8000 rpm, and the plasma
supernatant was retrieved and stored at —80 °C. Dosages were then performed by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS). Samples were prepared for analysis
by adding 30 pL of analyte to 30 pL of internal standard, 30 pl. of water/methanol (v/p
50/50), and 90 pl. of 2% ZnS(4 acetonitril solution. Daptomycin was used as the internal
control. The mix was then vortexed for 10 min at 10,000 rpm. Then, 100 pL of the supernatant
was transferred into vials containing %0 pl. of water/methanol (50/50, v/v), and 2 ul. was
then injected into the chromatographic system. A HYPERSIL GOLD™ C18 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) was used to perform chromatographic separation of Pep16
from the sample. The mobile phase used was constituted of water with (.1% formic acid (A)
and acetonitril with 0.19% formic acid (B). This column was maintained at 40 °C. The gradient
started with 10%(B) and ended with 90% (B) for 7 min. The chromatography system was
coupled to a triple-quadrupole Xevo TQ-XS® mass spectrometer (Wasters, Milford, MA, USA).
The method has a fixation concentration range going from 1 to 120 pg/ml.

2.4.4. Murine Peritoneal Infection Model

We used the lethal murine intraperitoneal infection model previously developed by
our group [13,15-17]. Mice were inoculated by the intraperitoneal route with 250 pul. of
a bacterial suspension in porcine mucin 10% (Sigma-Aldrich), corresponding to a final
inoculum of approximately 2.5 x 107 CFU/mL. The strains tested were CFT073-pTOPO
and CFI073-pTOPO-COLR. Two hours after inoculation, at least three mice per strain were
sacrificed to determine the pre-therapeutic bacterial loads, referred to as start-of-treatment
controls, since all untreated mice died within 12 h (data not shown), preventing the use
of end-of-treatment controls. Each treatment group was composed of 9 mice, which were
administered a single dose of antibiotic (or of a combination of antibiotics) subcutaneously
2 h after inoculation. The treatment groups were Pep16 10 mg/kg, colistin 10 mg/kg,
cefotaxime 100 mg/kg, and Pep16 10 mg/kg + colistin 10 mg/kg. Doses of cefotaxime and
colistin were chosen based on previous pharmacokinetic analysis, while the dose of Pepl6
was chosen based on the present survival study and pharmacokinetic analysis. In each
treatment group, mice were sacrificed by 200 ul. of pentobarbital 40% (Euthasol VetVR,
Dechra Veterinary Products, Montigny-Le-Bretonneux, France) in a sequential way: 3 mice
3 h after treatment, 3 mice 6 h after treatment, and 3 mice 12 h after treatment. Immediately
after death, the spleens were extracted and homogenized. Samples were plated on LB agar.
To detect resistant mutants after treatment with colistin, samples were also plated on LB
agar containing colistin at 4 x MIC. The MICs of colistin-resistant mutants were determined
(see above). Colony counts were then determined after 48 h of culture. Endpoints were
spontaneous death (before the planned time of the sacrifice), bacterial counts in the spleen,
and the emergence of colistin-resistant mutants. The assessment criteria of the murine
model were: (i) mortality rate; (ii) bacterial counts in peritoneal fluid (PF) and the spleen;
and (iii) the selection of colistin-resistant mutants after 24 h of treatment.
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2.5. Statistical Analysis

Continuous variables are expressed as the median and ranges (minimum to maximum)
and compared using the non-parametric Kruskal-Wallis test followed, when significant,
by the Mann-Whitney test for comparisons between two groups. Proportions were com-
pared using Fisher exact or Chi-squared tests, when appropriate. Statistical analyses were
performed with the R software (version 3.6.0). A p-value < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. In Vitro Studies
3.1.1. Minimum Inhibitory Concentrations

The MICs of Pep16 and colistin for the studied strains of E. coli are shown in Table 1.
Increases in the inoculum of CFT073-pTOPO from 10° CFU/mL to 10° CFU/mL. and
107 CFU/mL. were associated with an increase in the MICs of Pep16 from 64 mg/L to
128 mg/L. and 1024 mg/L, respectively. The MICs of Pep16 for CFT073-pTOPO in the
presence of 4% human albumin increased from 64 to >128 mg /L.

Table 1. MICs of the study strains.

MICs
L. coli Isolates Origin (CFU/mL) Pepté (mg/L) C(;l:h?: m_) c,(; (me': » (::U
10° [ 1 0.06
CFTO73 pTORO E— f'_:m i o 128 2 1
17 1024 32 8
CFT073- pTOPO-COLR In vivo mutant from CFT073 10° A 16 0.06
A3 Clinical isolate (UTT) 10° 32 8 0.06
BI19 Clinical isolate (UTT) 10° 32 0.06

All experiments were performed at least throe times. MIC: minimal inhibitory concentration, S: susccptibility,
R: resistance. Al breakpoints used are those recommended by EUCAST.

3.1.2. Synergy Studies

The checkerboard method showed a synergistic interaction between Pep16 and colistin
on the two colistin-susceptible E. coli strains CFT073-pTOPO and B119 with median FIC
indices of (.19 and 0.28, respectively. For both colistin-resistant strains, median FIC indices
were above (.5, indicating the absence of synergy. Using time-kill curves, a synergistic
effect was observed with the combination of Pep16 and colistin against all studied strains,
as shown in Figure 1. When used alone, Pep16 did not show any bactericidal effect,
despite high concentrations (Panel A in Supplementary Materials Figure S1). The minimal
concentrations that yielded a synergy for CFTI073-pTOPO were Pep16 16 mg/L. (025x MIC)
and colistin 2 mg/L (2x MIC) (Figure 1). For both susceptible strains CFT073-pTOPO
and B119, the combination of both molecules prevented the emergence of colistin-resistant
mutants that was generated by the exposure to colistin alone (MIC of colistin-resistant
mutants: 8-16 mg/L). When used alone, high concentrations of colistin were needed to
impede the emergence of mutants (Panel B in Figure S1). Notably, the concentrations
needed to show synergy with the colistin-resistant strains were significantly higher: Pep16
64 mg/L (2x MIC and 1x MIC for Af31 and CFT073-pTOPO-COLR, respectively) and
colistin 8 mg/L (0.5x MIC and 1x MIC for Af31 and CFI073-pTOPO-COLR, respectively).

Figure 2 shows the results of the flow cytometry experiments used to investigate
membrane permeability after exposure to antibiotics. In the study of membrane perme-
ability on CFT073-pTOPO, the percentage of dead cells/marked cells after exposure to
Pep16 0.25x MIC, to colistin 0.25x MIC and to the combination of both molecules, was
2%, 60%, and 82% (p < 0.001), respectively (Figure 2). In the absence of a validated defi-
nition of synergy in flow cytometry experiments, the increase in the percentage of dead
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cells /marked cells with the combination of Pep16 and colistin suggests a beneficial effect
of the combination against the outer bacterial cell membrane.
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Figure 1. Time-kill curves of Pep16 and colistin alone or in combination against the studied strains at
inocula between 10° and 107 CFU/ml.. (A) CFT073-pTOPO. (B) B119. (C) Af31. (D) CFT073-pTOPO-
COLR. Data expressed as the mean and the standard deviation. All experiments were conducted at
least 3 times.
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Figure 2. Flow cytometry study of membrane permeability. Bacteria showing green fluorescence
have an intact membrane, and bacteria showing red fluorescence have a permeabilized membrane.

189



Antibiotics 2023, 12, 81

7of 11

The percentage of dead /marked is the number of bacteria with red fluorescence divided by the
number of bacteria with red and /or green fluorescence. The upper left quadrant (Q1) shows cells
with an intact membrane (green fluorescence), and the lower right quadrant (Q3) shows cells with
a disrupted membrane. The figure shows the results 30 min after exposure of CFT073-pTOPO
to (A) %% ethanol. (B) Colistin 0.25 mg/L. (C) Pep16 16 mg/L. (D) Colistin 0.25 mg/L + Pepl6
16 mg /L. D/M: ratio of dead cells/marked cells, calculated as Q3/(Q1 + Q2 + Q3).

3.2. In Vivo Studies
3.2.1. Toxicity Study

A total of 36 mice were treated with a single dose of Pep16, and six were used as
controls and sacrificed 2 h after inoculation. Among the 18 mice who received Pepl6 ata
dose of 100 mg/kg subcutaneously, 6 (33%) survived at least 6 h. At a dose of 10 mg/kg of
Pep16 administered subcutaneously, all (18/18) survived at least 6 h, including six mice
that were monitored for 24 h.

3.2.2. Pepl6 Pharmacokinetic Analysis

As shown in Figure 3A, the pharmacokinetic analysis of Pep16 after a single subcuta-
neous administration of 10 mg/kg showed a slow increase in plasma concentrations, with a
Cmax of #3 mg/L. and a Tmax of 6 h. The full data are available in Supplementary Materials
Table S1 (as supporting information). Of note, pharmacokinetic analysis of colistin and
cefotaxime had already been completed and was not repeated for ethical reasons [3,21].

3.2.3. Murine Peritoneal Infection Model—In Vivo Time-Kill Curves

First, the susceptible strain E. coli CFT073-pTOPO was used to create the murine
peritoneal infection model. In groups of infected mice treated in monotherapy with either
Pep16 10 mg/kg or colistin 10 mg/kg, 6/8 (75%) mice and 1/9 (11%) mice died before the
planned time of the sacrifice, respectively, as compared with no spontaneous death in mice
treated with the antibiotic combination (0/9 mice) or for the group treated with the reference
treatment cefotaxime 100 mg/kg (0/9 mice) (p < 0.001). The mean bacterial counts in the
spleen were 7.7 x 108 CFU/g, 2.7 x 108 CFU/g, 1.6 x 107 CFU/g and 3.6 x 10f CFU/g in
the groups treated with Pep16 10 mg/kg, colistin 10 mg/kg, colistin 10 mg/kg + Pepl6
10 mg/kg, and cefotaxime 100 mg/kg, respectively (p = 0.002 for comparison of the four
treatment groups). In particular, bacterial counts in the spleen of mice treated with the
combination of colistin 10 mg/kg + Pep16 10 mg/kg were significantly lower than those
from mice treated with colistin alone (p = 0.017) (Figure 3B) and Pep16 alone (p = 0.004).
The mean counts of colistin-resistant mutants were significantly higher in the spleens of
mice treated with colistin alone compared to those treated with the combination of colistin
and Pep16 (1.6 x 10° CFU /g vs. 2.3 x 10' CFU/g, respectively; p < 0.001), as well as the
proportion of mice with colistin-resistant mutants (9/9 vs. 3/9, respectively; p = 0.01). The
MICs of colistin-resistant mutants ranged from 8 to 16 mg /1.

Second, E. coli CFT073-pTOPO-COLR was used in the murine peritoneal infection
model. In the groups treated with Pep16 10 mg/kg, colistin 10 mg/kg, or colistin 10 mg/kg
+ Pep16 10 mg/kg, 3/7 mice, 5/9 mice and 5/9 mice died before the planned time of
the sacrifice, respectively (p = (.84), and the mean bacterial counts in the spleen were
3.3 x 10° CFU/g, 4.0 x 10* CFU/g and 54 x 10°* CFU/g, respectively (p = 0.09).
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Figure 3. In vivo studies of Pep16. (A) Pharmacokinetics of Pep16 in mice after a single subcutaneous
administration of 10 mg/kg. Each dot represents a sample, and the diamonds represent the median at
each time point. One value at H12 (113 mg/L) is not shown on the graph, but has been integrated to
determine the median. Dotted line represents the limit of detection. (B) Murine model of peritonitis
due to CFT073-pTOPO. Bacterial counts in the spleens according to the time of death in 3 treatment
groups: colistin alone, colistin + Pep16, and cefotaxime (p = 0.002). The group treated with Pepl6
10 mg/kg alone is not shown considering the high spontaneous mortality (6/8 mice). Mice that died
before their planned time of death were classified as having died at the closest upcoming time point.
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4. Discussion

Despite high MICs and microbiological inefficiency when used alone, Pep16 is synergistic
with colistin in vitro, and the combination is beneficial in vivo, even at sub-inhibitory con-
centrations, against colistin-susceptible isolates, and limits the emergence of colistin-resistant
mutants. Although disappointing concerning the potential bactericidal effect of Pep16 alone,
these findings are important as using Pep16 with colistin could limit the doses of colistin
needed to obtain efficacy while reducing the emergence of colistin-resistant mutants.

In vitro, Pep16 alone did not show any activity on the different E. coli strains, with
high MICs and no bactericidal effect even at high concentrations. The increase in the MICs
in the presence of 4% human albumin indicates a high protein-bound fraction, and Pep16
showed a significant inoculum effect, albeit lower than colistin and cefotaxime. In addition
to these findings, Pep16, when administered alone in the murine peritoneal infection model
at 10 mg/kg, showed neither efficacy on spontaneous mortality nor on bacterial counts in
the spleen. Owing to the high toxicity at 100 mg/kg, which was evidenced in the survival
study, increasing the dose above 10 mg/kg was not deemed relevant.

In vitro, the combination of Pep16 with colistin proved to be synergistic. It allowed
the reduction in colistin concentrations needed to reach a bacteriostatic effect on colistin-
susceptible strains and a bactericidal effect on colistin-susceptible and -resistant strains.
Notably, the combination of these molecules avoided the emergence of colistin-resistant
mutants, a common and important limitation to the use of colistin in clinical practice [22].
Interestingly, the flow cytometry experiments confirmed these findings on the susceptible
strains and confirmed that the interaction takes place on the bacterial membrane, which
was expected as both molecules act by permeating the outer membrane of Gram-negative
bacteria [14]. It is noteworthy that a beneficial effect of the combination was evidenced at
low concentrations in the flow cytometry experiment, well below the MICs of the strain
studied. This finding corroborates those of previous works that showed the sub-inhibitory
effects of antimicrobial peptides [23].

This positive interaction between Pep16 and colistin was reproduced in vivo, with a
reduction of bacterial counts in the spleen of mice treated with the combination compared
to mice treated with colistin alone, however only on colistin-susceptible E. coli. Although it
is probably not the only mechanism explaining its increased efficacy, the combination of
molecules also reduced the emergence of colistin-resistant mutants in vivo. The beneficial
effect of the combination was particularly apparent 6-12 h after the beginning of treatment,
which coincides with the peak plasma concentration of Pep16 after subcutaneous adminis-
tration. Pep16 could therefore allow the use of lower doses of colistin, therefore limiting its
toxicity, but also be a partner against some CPEs for which very few antimicrobials remain
active. Indeed, some CPEs remain susceptible only to colistin, and the risk of emergence of
resistant mutants is then extremely high [22].

In the previous paper by Nicolas et al., Pep16, when used alone, was effective against
S. aureus in vitro and in mild and severe sepsis mouse models. However, several differences
can be identified between their work and ours. First, the MICs of Pep16 for S. aureus were
significantly lower at 4.5 mg/1., compared with values ranging from 32 to 64 mg/L for E.
coli. Second, Pepl6 was given intravenously in the original study and at different dosages.
Third, the model used here, which has a high inoculum and high spontaneous mortality of
97% at 24 h [17], may not have allowed time for Pep16’s activity, considering its delayed
peak plasma concentrations.

5. Conclusions

Altogether, although less optimistic than for the treatment of Gram-positive organisms
and especially S. aureus and despite a lack of efficacy when used alone against E. coli, Pep16
may be of interest in combination with colistin. Indeed, the combination has proven syner-
gistic in vitro and beneficial in vivo, compared to colistin alone. The precise mechanism of
this synergy on the outer bacterial membrane needs to be explored further. It is also of inter-
est that a synergy is evidenced using two compounds that are both derived from peptides
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and interact with the outer bacterial membrane, whereas synergy is usually described for
drugs with distinct mode of actions, suggesting molecular targets on the outer membrane
are likely different. The optimal route, dose, and frequency of Pep16 administration, as
well as its tolerance also remain to be determined. In the context of the urgent need of
new antimicrobials against MDR Enterobacterales, Pep16 may potentialize colistin usage by
limiting the doses needed to obtain efficacy—thus limiting toxicity—as well as reducing
the emergence of colistin-resistant mutants. Furthermore, testing this compound with other
partner drugs and other organisms will be necessary and is underway by our group, in
order to determine whether it should be pursued as a lead investigational compound and
may help fill the therapeutic gap we are facing concerning MDR bacteria in the future.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com /article/
10.3390 /antibiotics 12010081 /51, Figure S1: Time-kill curves at high concentrations of Pep16 or
colistin monotherapy on CFTO73-pTOPQ. (A) Pep16. (B) Colistin. Data expressed as the mean and the
standard deviation. All experiments were conducted at least 3 times. A bactericidal effect is defined
as a 3 log10 decrease in CFU counts com-pared with the initial inoculum. Table S1: Pharmacokinetics
of Pep16 in mice after a single subcutaneous administration of 10 mg/kg, full data.
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Etude de Pepl6, un nouveau peptide antimicrobien dans différents modeéles in vitro et in vivo

d’infection a Staphylococcus aureus

Mots clés : Staphylococcus aureus, peptide antimicrobien, infections ostéoarticulaires, biofilm

Résumé : L'objectif de la these était d'évaluer
le potentiel thérapeutique d'un nouveau
pseudopeptide antimicrobien, nommé Pepl6,
a la fois in vitro et in vivo pour le traitement de
l'arthrite septique causée par Staphylococcus
aureus. Sept isolats cliniques de S. aureus
(dont 1 SARM et 5 SASM) ont été étudiés. Les
CMI de Peplé et des comparateurs
(vancomycine, teicoplanine, daptomycine et
lévofloxacine) ont été déterminées par la
méthode de microdilution en bouillon.
L'activité intracellulaire de Pepl6 et de la
lévofloxacine a été évaluée en utilisant deux
modeles d'infection, avec des cellules
phagocytaires non-professionnelles
(ostéoblastes MG-63) ou professionnelles
(macrophages THP-1). L'impact de Pepl6 sur
la dynamique de croissance du biofilm a été
évalué. Un modele murin d'arthrite septique a
été utilisé pour évaluer l'efficacité in vivo de
Pepl6.

Une analyse PK préliminaire a été effectuée en
mesurant la concentration plasmatique par LC-
MS/MS aprés une seule injection sous-cutanée
de Pepl6. Les CMI de Pepl6 étaient de 8
mg/L pour tous les isolats cliniques de S.
Aureus (de 2 a 32 fois supérieures a celles des
comparateurs) tandis que les ratios CMB/CMI
confirmaient une activité bactéricide. Tant
Pepl6 que la lévofloxacine (& 2 x CMI) ont
réduit de maniére significative la charge
bactérienne de tous les isolats testés (2 SASM
et 2 SARM) a la fois dans les ostéoblastes et
les macrophages. Pepl6 a réduit de maniére
significative les charges bactériennes dans les
articulations des genoux des souris infectées
par SASM. L'analyse PK aprés une seule
administration sous-cutanée de Pepl6 (10
mg/kg) a montré une augmentation lente des
concentrations plasmatiques jusqu'a 12 heures
(Cmax a 5,6 mg/L).

Study of Pepl6, a novel antimicrobial peptide in in vitro and in vivo model of Staphylococcus

aureus infection

Keywords : Staphylococcus aureus, antimicrobial peptide, bone joint infections, biofilm

Abstract : The aim of the thesis was to evaluate
the therapeutic potential of novel antimicrobial
pseudopeptide, named Pepl6, both in vitro and
in vivo for the treatment of septic arthritis caused
by Staphylococcus aureus. Seven clinical
isolates of S. aureus (incl. 1 MRSA and 5 MSSA)
collected were studied. MICs of Pepl6 and
comparators (vancomycin, teicoplanin,
daptomycin and levofloxacin) were determined
using the broth microdilution method. The
intracellular activity of Pepl6 and levofloxacin
were evaluated using two models of infection,
using non-professional (osteoblasts MG-63) or
professional (macrophages THP-1) phagocytic
cells. The impact of Pepl6 on biofilm growth
dynamics was evaluated. A mouse model of
septic arthritis was used to evaluate the in vivo
efficacy of Pep16.

A preliminary PK analysis was performed by
measurement of plasma concentration using LC-
MS/MS after a single subcutaneaous injection of
Peplé6.

MICs of Pepl6 were at 8 mg/L for all S. Aureus
clinical isolates (2-to-32 fold hiher to those
comparators) while MBC/MIC ratios confirmed
bactericidal activity. Both Pepl16 and levofloxacin
(at 2 x MIC) signifocantly reduced the bacterial
load of all isolates tested (2 MSSA and 2MRSA) in
both osteoblasts and macrophages. Pepl6
significantly reduced bacterial loads in knee joints
of MSSA-ingected mice. PK analysis after a single
subcutaneaous administration of Pepl6é (10
mg/kg) showed a slow increase in plasma
concentrations up to 12 hours (Cmax at 5.6 mg/L).



