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file:///C:/Users/pauli/Desktop/THESE%20PHARMA%20DERNIERE%20VERSION/DERNIERE%20VERSION%20EN%20COURS%20THESE%20PHARMA/Thèse%20de%20pharmacie%20dernière%20version%20en%20cours.docx%23_Toc115927343
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Introduction

La mucoviscidose (Cystic Fibrosis CF) est une maladie génétique a transmission autosomique récessive
touchant en 2021, 7513 patients en France (Registre francais de la mucoviscidose 2021). Il s’agit de la maladie
génetique encore mortelle la plus fréquente dans les populations caucasiennes. Elle résulte de la mutation du
géne codant pour le canal transmembranaire CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator).
Une variété importante de mutations de ce géne a été identifiée, parmi lesquelles la principale en France est

la mutation AF508 identifiée pour 83,1% des patients (Registre francais de la mucoviscidose 2021).

La protéine CFTR permet le passage d’ions chlorures a travers les membranes cellulaires. Lorsque le géne
codant cette protéine est muté, le passage des ions a travers la membrane cellulaire est altéré, entrainant un
déséquilibre ionique entre les milieux intracellulaire et extracellulaire. Différents organes sont alors impactés
notamment les poumons au niveau desquels un épaississement du mucus pulmonaire et une modification de
la clairance mucaociliaire favorisant la stase bactérienne sont observés (Rumpf et al., 2021). Ces altérations
associées a la réduction des défenses immunitaires locales sont propices aux infections respiratoires

actuellement considerées comme polymicrobiennes au cours de la mucoviscidose (Rogers et al., 2004).

Les espéces colonisant les patients different selon 1’age mais de maniere générale, le microbiote pulmonaire
est dynamique et une diminution de diversité corrélée a une augmentation des exacerbations pulmonaires en

fonction du temps sont observées chez les patients CF (Caverly et LiPuma., 2018, Lamoureux et al., 2019).

Staphylococcus aureus (Sa) est I’espéce bactérienne majoritairement isolée jusqu’a 1’age de 20 ans (Registre
francais de la mucoviscidose, 2021). La prévalence de cette bactérie en Europe chez les patients CF est de
34,34% chez les enfants et 37,12% chez les adultes, (Van Rens et al., 2020). Elle peut étre la cause
d’exacerbation pulmonaire et persister provoquant des infections chroniques (Lamoureux et al., 2019). Au
cours d’une infection chronique, Sa s’adapte a son environnement et interagit avec les autres microorganismes

présents au sein du mucus plus visqueux présent au cours de la CF.

Parmi les souches de Sa, la prévalence des Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM) est
particulierement hétérogéne selon les pays du monde. En effet, en France, la proportion de patients CF
colonisés par un SARM est de 4,7% (Registre francais de la mucoviscidose- Bilan des données 2021) alors
qu’aux Etats-Unis, il est estimé, en 2019, que 25% des patients CF ont eu au moins une colonisation a SARM
au cours de I’année (Rumpf et al., 2021). La persistance de ces souches chez certains patients va définir une
infection chronique et la colonisation par une souche de SARM est associée a un déclin important de la

fonction respiratoire des patients CF (Rumpf et al., 2021). Ces souches sont tres difficiles a éradiquer de par
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leur capacité d’adaptation a 1’hote, leur multirésistance aux antibiotiques (Vanderhelst et al., 2012) mais
également par leur capacité a former du biofilm (Hirschhausen et al., 2013). Le biofilm bactérien agit comme
une barriére protectrice limitant I’action des antibiotiques et favorisant la persistance des SARM dans le

tractus respiratoire des patients CF.

De maniére plus générale, la capacité de Sa a former du biofilm est une préoccupation majeure lors de diverses
infections, notamment les infections liées aux cathéters mais aussi les infections osseuses faisant suite & des
chirurgies (Miquel et al., 2016, Turner et al., 2020). Identifier des stratégies anti-biofilm qui pourraient faire
partie des approches thérapeutiques, préventives ou curatives, de ces infections est devenu une priorité et de
nombreuses techniques ont été développées dans le but d’évaluer I’activité de diverses molécules (naturelles
ou synthétiques) sur la formation de biofilm mais aussi sur du biofilm déja formé. Evaluer 1’action anti-biofilm

des antibiotiques fait partie intégrante de cette démarche.

Dans ce contexte, les travaux présentés visent a synthétiser (partie 1) et a compléter (partie 2) les
connaissances acquises a ce jour sur la formation de biofilm par les souches de SARM en contexte de

mucoviscidose.

Dans une premiére partie, seront tout d’abord présentées des données générales sur S. aureus, SARM et leur

implication au cours de la mucoviscidose, la formation de biofilm et les stratégies anti-biofilm.

Dans une seconde partie sera présentée une étude expérimentale conduite sur des isolats de SARM de patients
atteints de CF. Dans cette étude, nous avons évalué la proportion de souches capables de former du biofilm
précoce puis I’effet de cinqg antibiotiques sur cette formation de biofilm. Nous avons utilisé des approches
standardisées comme le BioFilm Ring test® (Chavant et al., 2007, Ren et al., 2007) et le systéme
microfluidique BioFlux™ 200 (Benoit et al., 2010) qui ont été adaptées pour étre utilisées avec 1’ Artificial
Sputum Medium (ASM), un milieu de croissance synthétique contenant de la mucine (Sriramulu et al., 2005,
Dinesh., 2010). Enfin, la capacité a former du biofilm en présence ou en 1’absence d’antibiotiques a été étudiée
pour des souches isolées successivement chez plusieurs patients CF chroniquement colonises. La comparaison
des résultats obtenus pour des souches isolées a plusieurs années d’intervalle nous a permis d’appréhender les
modifications pouvant survenir au cours de 1’adaptation des souches au poumon CF lors d'une colonisation

persistante.
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1 Partie | Etude bibliographique

1.1 Staphylococcus aureus, SARM et mucoviscidose (CF)

1.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (Sa), connu également sous le nom de staphylocoque doré, est un coque a Gram
positif, le plus souvent disposé en amas. Il s’agit d’une bactérie non exigeante qui pousse sur des milieux de
culture non sélectifs. Cette bactérie est ubiquitaire grace a son type respiratoire aéro-anaérobie facultatif qui
lui permet d’étre présente dans le microbiote cutanéo-muqueux en aérobiose (Roberts et al., 2005) mais
également au sein des tissus mal oxygénés comme ceux de plaies profondes (Turner et al., 2020).

Elle est portée par 20% de la population générale au niveau des voies respiratoires (fosses nasales

majoritairement).

Sa peut également étre un pathogéne opportuniste, responsable d’infections diverses (infections suppuratives,
toxi-infections) (Tong et al., 2015, Turner et al., 2020). Ces infections sont liées a la production de facteurs
de virulence tels que des toxines ou des molécules d’adhésion.

En effet, Sa est notamment capable de sécréter des exoenzymes avec une activité de protéase, hyaluronidase,
collagénase, lipase, élastase ou encore de nucléase. Ces exoenzymes participent a la destruction des tissus de

I’héte ce qui favorise I’extension de I’infection et I’extraction de nutriments utiles pour la bacterie.

Sa produit également une coagulase qui favorise la formation d’un thrombus septique et la dissémination
hématogéne de I’infection. De nombreuses hémolysines sont sécrétées comme les hémolysines a, B, et 6.
Celles-ci ont la propriété de lyser les érythrocytes. Les hémolysines o et & entrainent la formation de pores
alors que 1’hémolysine B est une sphingomyélinase c¢’est-a-dire qu’elle clive les sphingomyélines en

phosphocholine et céramide (Dinge et al., 2000).

D’autre part, Sa est également capable de sécréter des leucocidines comme la leucocidine de Panton Valentine
(LPV) qui se structure en deux composants peptidiques que sont les composants S et F respectivement codes
par les génes luk-S-PV et Luk-F-PV. La LPV appartient a la famille des «pore forming toxins». La principale
cible de la LPV est le polynucléaire neutrophile (PNN). Avant la lyse du PNN, la LPV [Dactive. Cette
activation a pour conséquence la libération de molécules chimiotactiques comme I’interleukine 8 et le
leucotriéne B4. Ceci est responsable d’une nécrose tissulaire et de la formation d’abces a 1’origine d’infections

invasives séveres (Aktas et al., 2013).
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D’autres toxines peuvent également étre sécrétées par Sa comme les exfoliatines. Les exfoliatines (ETS) A et
B ont pour cible la desmogléine 1 (Ladhani et al., 2003). Cette glycoprotéine du desmosome est impliquée
dans I’adhésion intercellulaire au sein du derme superficiel. Le clivage de la desmogléine-1 par les ETS
interrompt les ponts intercellulaires provoquant des érythrodermies bulleuses comme le syndrome de Ritter
(Grama et al., 2016).

Parmi les autres types de toxines secrétées par Sa, deux ont des propriétés superantigéniques. Ce sont les
entérotoxines (SE) et la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) (Figure 1). Les SE
majoritairement a 1’origine de symptomes gastro-intestinaux sont les SEA, SEB et SEC.

Les SE et la TSST-1 provoquent un relargage massif de cytokine de type TH-1 (Defres et al., 2009).

D’autres facteurs de virulence sont liés a la paroi bactérienne comme la protéine A (Peng et al., 1988), (Figure
1). Cette protéine est exprimée trés précocement pendant la phase exponentielle de croissance bactérienne
alors que les exoprotéines sécrétées comme les toxines et les enzymes sont synthétisées pendant la phase post
exponentielle (Figure 1). Cette expression diphasique des exoprotéines est sous la dépendance d’un locus

régulateur nommé agr (accessory gene regulator) (Peng et al., 1988).
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Figure 1 : Principaux facteurs de virulence de Staphylococcus aureus (Lowy et al., 1998)

Outre ces facteurs de virulence, des facteurs de persistance vont contribuer a 1’établissement de colonisations

chroniques chez les patients CF. La production de biofilm que nous aborderons en paragraphe 1.2.1 et
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I’acquisition de genes de résistances aux antibiotiques sont notamment des facteurs de persistance majeurs.
Parmi I’important nombre des résistances pouvant étre acquises par Sa, nous retrouvons la résistance a la
méthicilline, une B-lactamine. Cette résistance donne son nom a un staphyloque doré le plus souvent
multirésistant aux antibiotiques : Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ou SARM.

1.1.2 Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

De maniére naturelle les Sa possédent des Protéines liant les pénicillines (PLP). Ces PLP sont la cible de la
méthicilline et plus généralement des B-lactamines. La résistance a la méthicilline est développée suite a
I’acquisition du géne mecA ou du gene mecC présent au sein d’une cassette appelée « staphylococcal cassette
chromosome mec » (SCCmec), (Deurenberg et al., 2007, Turlej et al., 2011). Ces génes codent respectivement
pour la PLP2a et la PLP2c qui sont des PLP additionnelles servant de leurre puisqu’elles ne se lient pas a la
méthicilline. L antibiotique ne peut alors plus se lier a sa cible, I’affinité est diminuée et il y a une perte
d’efficacité de I’antibiotique.

La résistance a la méthicilline est recherchée par I’utilisation d’une céphalosporine de 2 eme génération : la
cefoxitine lors de la réalisation de I’antibiogramme. La souche de Sa est dite résistante a la méthicilline si la
concentration minimale inhibitrice de la céfoxitine est supérieure & 4 mg/L ou si le diamétre d’inhibition
autour d’un disque de céfoxtine (30 pg) est inférieur a 22 mm (CA-SFM 2022). La détection de ce mécanisme
de résistance est trés importante puisque « les souches de Sa résistantes a la céfoxitine ou possédant un gene
mec additionnel (mecA, mecC) ou exprimant une PLP2 additionnelle (PLP2a, PLP2c) aprés induction par une
B-lactamine, doivent étre interprétées résistantes a toutes les -lactamines (pénicillines associées ou non a un
inhibiteur de B-lactamase, céphalosporines et carbapénémes), sauf a la ceftaroline et au ceftobiprole qui
possedent une activité sur les SARM, mais leur activité doit étre testée séparément » (CA-SFM, 2022).

La dissémination des SARM est un probleme de santé publique et un enjeu majeur avec des incidences
supérieures a 20% dans 85 états parmi 193 états membres (44%) selon 1’Organisation Mondiale de la Sante
(OMS) (Alvarez et al., 2019).

Le réseau européen European Antimicrobial Resistance Surveillance-Network (EARS) rapporte une
prévalence de SARM en Europe (pour tout type d’infection) égale & 16,7% en 2020 (moyenne pondérée par
la population des pays participants) (données EARS-Net, 2020). D’autre part, en France, la prévalence des
SARM (12,1%) se situe sous la moyenne européenne et poursuit la diminution observée depuis 2001
(Données 2018, réseau BMR Raisin). De méme, I’incidence globale des SARM en France au sein des

hopitaux diminue (Figure 2) (Données 2018, réseau BMR Raisin).

17



0.80
Densité d'incidence globale pour 1000 JH - 2002 2 2018

0.70 - 0.68 -SARM

- 0.63 - 0.62

- 0.58
- 0.55

0.60-

0.501 - 0.48

— 0.45
0.40 - 0.41 _ g.40

- 0.35

0.30 - 0.30

- 0.27 _
026 024 _ g

0.20- -0.21

0.10

000 T T T T T T T 1
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

|E54'?8 488 527 589 675 755 930 929 933 974 1181 1347 1442 1427 1354 1311 1053 |

Figure 2 : Densité d’incidence globale fran¢aise de souches de SARM pour 1000 journées d’hospitalisation
(JH) entre 2002 et 2018 (478 établissements participant a [’étude en 2002 versus 1053 en 2018), (source
modifiée d’aprés BMR-Raisin 2018, analyse Spares)

Les SARM sont isolés principalement a 1’hopital dans différents types d’échantillons. En 2018, parmi les
SARM isolés dans 411 établissements hospitaliers, 20,4% provenaient d’échantillons respiratoires dont
14,8% d’échantillons respiratoires non protégés (crachats) et 5,6% d’échantillons respiratoires protégés
(Liquide de lavage Broncho Alvéolaire, LBA) (Figure 3).
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Figure 3 : Répartition des souches de SARM isolées dans 411 établissements francais en 2018 par type
d’échantillon (Etude BMR-Raisin 2018, analyse Spares)
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La composante respiratoire de cette répartition est donc importante et les infections par SARM peuvent étre
la résultante d’infections pulmonaires chroniques (par exemple la maladie pulmonaire obstructive chronique)

ou la résultante de pneumonies.

La pneumonie a SARM peut étre primaire lorsque 1’infection est localisée au sein des poumons, mais elle
peut également étre dite secondaire lorsqu’elle est liée a une propagation hématogene vers les poumons a
partir d’un autre foyer infectieux comme une endocardite ou une infection articulaire. Qu’elles soient
primaires ou secondaires, les pneumonies a SARM sont particulierement virulentes (Defres et al., 2009). La
pathogénicité de ces souches s’avere décuplée lorsqu’elles colonisent des patients immunodéprimés et les

patients atteints de mucoviscidose (Akil et Muhlebach., 2018).

1.1.3 Mucoviscidose et SARM

La mucoviscidose est définie par la mutation du géne cftr . Ce géne code pour la protéine CFTR qui est un
canal transmembranaire faisant partie des transporteurs ABC. Cette protéine présente au niveau apical des
cellules épithéliales du poumon mais aussi d’autres organes comme le foie, I’intestin gréle, les appareils
reproducteurs et la peau, est responsable du transport des ions chlorures a travers la membrane plasmique des
cellules épithéliales (Fuller et al., 1992). Cette protéine joue également un réle dans le transport des ions
bicarbonates (Childers et al., 2007). Ceux-ci sont nécessaires a la réticulation des mucines permettant une
clairance mucociliaire fonctionnelle (Saint-Criq et Gray., 2017). Une mutation du géne cftr entraine une
altération de cette clairance induisant une stase du mucus propice aux colonisations bactériennes pouvant étre
sporadiques mais aussi chroniques (Sonneville et al., 2015), (Figure 4). La chronicité est définie par «
I’obtention de plus de 50% de prélévements positifs lors des douze derniers mois comprenant quatre

prélevements pendant cette période » (Registre francais de la mucoviscidose, Données 2021).
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Figure 4 : Epithélium pulmonaire de patients non atteints de mucoviscidose (A) et de patients atteints de
mucoviscidose (B et C). ASL : liquide de surface des voies aériennes. Selon Sonneville et al., 2015

En France, en 2021, 4,7% des patients atteints de mucoviscidose étaient porteurs de SARM au niveau

pulmonaire et 2,7% des patients étaient colonisés par un SARM de maniere chronique (Registre francais de

la mucoviscidose, 2021).

En comparaison, aux Etats-Unis en 2018, 27% des patients CF étaient porteurs de SARM (AKkil et al., 2018).
La souche la plus fréqguemment impliquée est une souche clonale appelée USA300 (Goss et al., 2011, Akil et
al., 2018). En revanche, en France et en Europe, les souches de SARM infectant les patients CF restent peu

caractérisées au plan génétique (Molina et al., 2008).
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Figure 5 : Evolution du pourcentage de patients atteints de mucoviscidose colonisés par des SARM durant
une période de 10 ans en France (données modifiées issues du registre francais de la mucoviscidose de 2021)

Nous pouvons toutefois observer en figure 5, une diminution progressive de la prévalence des patients CF
colonisés par SARM en France en onze ans. Cette prévalence est estimée en 2021 a 4,7% (8% en 2010)
(Figure 5). Cependant, cette prévalence est différente selon 1’age du patient. En effet, la prévalence de SARM
est faible durant I’enfance (de 1,6% a 2,46%) puis augmente a partir de 15 ans (6,19%) (Figure 6).
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Figure 6 : SARM isolés des voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose par classe
d’age (d’apres le registre francais de la mucoviscidose 2021)

L’infection par SARM se produit précocement dans la vie de ces patients. L acquisition du SARM en milieu
hospitalier est favorisée par la pression de sélection antibiotique. En effet, de nombreux antibiotiques sont
prescrits aux patients CF du fait de leurs nombreuses infections bactériennes. Le mucus des patients CF agit
comme une barriére protectrice pour les souches de SARM limitant ainsi ’action des antibiotiques qui malgré
des posologies élevées et des durées d’exposition longues n’arrivent pas a franchir le mucus colonisé par les
bactéries. La résultante est une dose faible d’antibiotique au niveau du site actif favorisant I’acquisition de

résistance bactérienne et donc la persistance au sein de 1’héte.

D’un point de vue immunologique, la persistance de SARM au niveau pulmonaire est facilitée par la non-
efficience des macrophages dans le cadre de la mucoviscidose. En effet, le déficit en CFTR entraine une
diminution de production de cytokines inflammatoires, ainsi qu’une augmentation du pH cytoplasmique et un
moindre fonctionnement lysosomal (Zhang et al., 2010, Porto et al., 2011). Les bactéries internalisées par les
macrophages vont ainsi persister dans leur cytoplasme, ce qui les protége du systeme immunitaire et des
antibiotiques. Ces macrophages n’étant pas aptes a éliminer les pathogenes, ils permettent une persistance
bactérienne en jouant le rble de réservoir pour les bactéries dont les SARM, faisant le lit d’infections
chroniques (Li et al., 2017).
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Afin d’évaluer la persistance d’une souche d’origine clonale colonisant chroniquement des patients CF, il est
important de réaliser un génotypage, par exemple basé sur le séquencage total des genomes bactériens ou sur
I’étude d’un ensemble de génes caractérisant I’espéce Sa par une approche de Multi Locus Sequence Typing
(MLST). Le résultat du MLST donne acces au Sequence type (ST) (Saunders et al., 2007). Cette technique
est détaillée dans le paragraphe 2.2.1.1. Les ST5 et 8 sont les ST les plus décrits pour les souches de SARM
CF (Gabryszewski et al., 2019, Tan et al., 2019, Liu et al., 2021). Plusieurs études confirment ainsi la
persistance de souches de SARM de méme ST chez des patients (Molina et al., 2008, VVu-Thien et al., 2010,
Lopez-Collazo et al., 2015, Azarian et al., 2019). L’étude d’Azarian et al., publiée en 2019 montre notamment
la persistance d’une souche de SARM de méme ST (ST72) durant 4,8 ans.

La formation de biofilm détaillée dans le paragraphe suivant est également un mécanisme important

permettant aux SARM de persister au sein d’un hote.

1.2 Production de biofilm

1.2.1 Présentation générale du biofilm bactérien

Le biofilm bactérien se définit comme une communauté de micro-organismes adhérant a un support et

produisant une matrice polysacharidique extracellulaire (Costerton et al., 1997) (Figure 7).
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Figure 7 : Biofilm de SARM sur un support en titane par microscopie électronique a balayage (Boyle et al.,
2018)

La formation de biofilm est constituée des étapes d’adhérence, de maturation et de dispersion comme décrit

dans les figures 8 et 9 (Costerton et al., 1999, Hall-Stoodley et al.,2004).
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Figure 8 : Etapes de formation et de dispersion d’un biofilm bactérien (d’apres Pouget et al., 2020)
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Figure 9 : Etapes de formation de biofilm de Staphylococcus aureus sur cathéter, visualisées par microscopie
électronique a balayage. A : adhésion des cellules. B: regroupement des cellules en structure
tridimensionnelle. C : synthese visible de la matiére polysaccharidique. D : réticulation entre les différentes
cellules par la matiere polysaccharidique. E et F : maturation du biofilm (Rebiahi et al., 2014)
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La premiere étape de la formation du biofilm est une étape d’adhérence réversible. Les bactéries adhérent a
une surface biotique (muqueuse) ou abiotique (cathéter, sonde, lentille de contact). L’adhésion dépend de la
vitesse ainsi que de la force d’attachement qui sont liées aux propriétés intrinseques de la membrane
bactérienne et du support. L’interaction entre la bactérie et le support se produit via les forces de Van der
Walls et les liaisons faibles comme les liaisons hydrogénes (Rijnaarts et al., 1995). Des liaisons ioniques
viennent renforcer cette adhésion notamment par les charges négatives apportées par les acides teichoiques et
les polymeres (Gross et al., 2001). A I’instar de I’acide teichoique, I’ADN extracellulaire (ADNe) est impliqué
dans I’adhésion bactérienne a un support (Whitchurch et al., 2002).

D’autre part, a la surface des dispositifs médicaux implantés, des protéines bactériennes (protéines ancrées a
la membrane) du groupe Microbial Surface Component Reconizing Adhesive Matrix Molecules
(MSCRAMM) sont capables de se lier & la matrice extracellulaire et permettent de recouvrir ces dispositifs
médicaux (Patti et al., 1994). Appartiennent a ce groupe protéique :
- les clumping factors (CIfA, CIfB) et les « serine - aspartate repeat-containing proteins » (Sdr C, Sdr
D, Sdr E) adhérant au fibrinogéne
- les protéines de liaison au collagéne (Collagen adhesin : Cna),
- les protéines de liaison a la fibronectine, nommées « fibronectin-binding proteins » A et B (FnbpA,
FnbpB)
- la « Bone sialo binding protein » (Bbp) capable d’adhérer a la matrice osseuse

- la protéine A adhérant au facteur de Willebrand au niveau des endothéliums Iésés.

Certains genes comme le gene nuc et le géne geh codant respectivement pour une thermonucléase et une
lipase permettent la synthese d’adhésines dont 1’action est prédominante pendant la phase d’adhésion.
L’adhésion des bactéries entre elles provoque des modifications physiologiques induisant une adhésion

irréversible a la surface, une agglutination ainsi que la formation de microcolonies (Carniello et al., 2018).

A I’étape de maturation du biofilm, les bactéries sont toutes devenues sessiles. Elles synthétisent en masse la
matrice protectrice nommée « extracellular polymeric substance » (EPS) composée majoritairement de
polysaccharides (Pande et al., 2015). Parmi ces polysaccharides figure la « polysaccharide intercellular
adhesin » (P1A) modulée positivement par le facteur de transcription SarA via I’opéron ica et I’expression du

gene ica (Nguyen et al., 2020).

La formation de microcolonies aboutit a I’¢laboration d’une structure du biofilm en 3 dimensions. Un gradient
de concentration en nutritiments et en oxygene s’établit par I’intermédiaire d’un réseau canalaire au sein de
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ce biofilm. Les nutriments et 1’oxygéne sont en forte concentration a la surface du biofilm alors que leur
concentration diminue vers la base du biofilm au niveau de laquelle s’accumulent les déchets métaboliques
(Figure 8).

Lors de cette étape, de maturation, de nombreux mécanismes entrent en jeu impliquant des protéines de I’hote
comme la prothrombine détournée via une coagulase pour former un complexe transformant le fibrinogene

en fibrine nécessaire a la formation de la matrice bactérienne (Vanassche et al., 2013).

La présence de fibres amyloides est aussi observée dans le biofilm mature de Sa. Ces fibres sont le résultat de
I’assemblage des phénols solubles modulines (PSM), de petits peptides amphiphiles renforcant le biofilm
(Marinelli et al., 2016).

La maturation du biofilm de Sa est donc régie par différents mécanismes dépendant des conditions

environnementales (Figure 10).
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Figure 10 : Régulation de la formation de biofilm. ADNe : désoxyribonucléique extracellulaire, Agr :
accessory gene regulator, AIP : Auto Inducer Peptide, ARN : Acide ribonucléique, CCpA : Carbon catabolite
protéine A, FnBP : Fibronectin-Binding Proteins regulator, IcA : intracellular adhesin, PIA : Polysaccharide
Intercellular Adhesin, PSM : Phenols Solubles Modulins, Sar : Staphylococcal accessory regulator, Spa :

Staphylococcal Protein A, SrrAB : . staphylococcal respiratory response regulator
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Il est possible de retrouver au sein de ce biofilm mature, des cellules dites « persistantes ». Il s’agit de cellules
induites par des conditions de stress (ROS, antibiotiques, systeme immunitaire). Ces cellules sont définies
comme des variants phénotypiques temporaires capables de persister en étant dans un état de dormance. Ces
cellules sont ainsi capables de résister a des doses létales d’antibiotiques (Levin et al., 2014). Ces bactéries
persistantes sont tres rares (1% de la population bactérienne) et leur génome ne differe pas des bactéries
présentes dans la méme population bactérienne. Ces bactéries ne se divisent pas mais sont capables de sortir
de cet état quiescent et de retrouver un fitness et une division normale de maniére aléatoire. Le mécanisme

qui régit ce phénomeéne reste peu connu (Lewis et al., 2007).

L’¢tape finale de la formation d’un biofilm est le détachement et la dispersion de cellules bactériennes
(Tremblay et al., 2014). Cette étape est la résultante de deux phénomenes : 1’érosion et la desquamation.
L’érosion est un mécanisme passif résultant de la libération quotidienne de bactéries sous 1’effet de la force
de cisaillement de I’environnement (par exemple du flux sanguin) et en cas de biomasse importante du biofilm
mature (Kaplan et al., 2010).

D’autres mécanismes peuvent expliquer la désagrégation du biofilm mature comme la dégradation
enzymatique de la matrice par le systeme immunitaire ou encore I’effet de tensioactifs tels que les
rhamnolipides. La desquamation est un mécanisme actif permettant aux bactéries jusqu’ici sessiles de
modifier leur métabolisme ainsi que leur motilité afin de redevenir des bactéries planctoniques. Le quorum
sensing (QS) joue un rdle capital dans 1’étape de détachement. Ce QS implique un ensemble de molécules
sécretées par les bactéries a des fins de communications. Ces molécules se fixent sur des récepteurs activant
des régulateurs. Lorsque le seuil de molécule signal diffusible est dépassé, ces molécules entrainent une

réponse phénotypique.

Elles permettent ainsi une régulation a la baisse des protéines responsables de I’adhérence et une augmentation
de la production des protéines responsables du détachement (Kong et al., 2006). Le QS de Sa est lié a I’action
du systeme accessory gene regulator (agr). Il régule négativement les molécules d’adhésion du groupe
MSCRAMM ainsi que la PIA et régule positivement des molécules de détachement comme le PSM par la
fixation au promoteur de 1’opéron psm par d’AgrA (O’Gara et al., 2007). De plus, le systéme agr induit
notamment 1’expression de peptides (de type détergents) favorisant le détachement du biofilm et réprime

I’expression des adhésines (Queck et al., 2008).

27



Les bactéries detachees du biofilm ont ainsi la capacité de coloniser de nouveaux sites, d’adhérer a de
nouvelles structures et de répéter ce cycle de vie du biofilm.

Ce détachement joue donc un réle majeur dans I’extension des infections bactériennes notamment par la
migration d’une partie du biofilm désagrégé et la colonisation de nouvelles localisations. De plus, certains
biofilms notamment ceux issus de supports abiotiques comme les cathéters peuvent ainsi relarguer des
bactéries a ’origine de la propagation de I’infection par la colonisation de nouveaux supports biotiques tels

que des organes et muqueuses apres passage dans la circulation sanguine des patients (Archer et al., 2011).

Cette formation de biofilm est observée chez les souches de Sa issues de patients CF et issues de patients non
atteints de mucoviscidose (Non Cystic Fibrosis NCF) (Aktas et al., 2013, Silva et al., 2021). Cependant, le
mucus des patients CF est un environnement singulier au sein duquel les souches de Sa produisent du biofilm
de maniére accrue. Il est d’ailleurs observé dans 1’étude de Aktas et al., 2013 une production de biofilm
significativement plus importante par des souches issues de patients CF comparativement aux souches issues
de patients NCF (Aktas et al., 2013).

1.2.2 Production de biofilm en contexte CF et adaptation a I’environnement

L’épaississement du mucus et 1’obstruction bronchique conduisent a 1’hypoxie de certains tissus formant des
niches anaérobies (Gilpin et al., 2021). Ces gradients de concentration en oxygéne mais aussi I’existence de
zones ou les ressources nutritives sont distinctes sont propices au développement de bactéries qui doivent
s’adapter a des conditions environnementales différentes selon leur localisation (Goerke et al., 2010). De plus,
de faibles concentrations d’oxygene induisent 1’activation de régulateurs comme le régulateur de la réponse
respiratoire staphylococcique (staphylococcal respiratory response regulator SrrAB) qui augmente la

transcription du géne ica augmentant la formation de biofilm (Ulrich et al., 2007).

D’autre part, les patients CF recoivent de nombreuses antibiothérapies constituant autant de pressions de
sélection. Ces conditions vont étre propices a 1’adaptation de Sa a son environnement (Savage et al., 2013,
Akil et al., 2018).

Certaines études comme les études de Lopez-Collazo et al., datant de 2015, Gabryszewski et al., publiée en
2019 et Tan et al., parue en 2019 décrivent une forte production de biofilm par des SARM issues de patients
CF et une augmentation de cette production au cours de la colonisation du patient. La clonalité de ces souches
a été prouvee en sequencant leur génome par la technique du Whole Genome Sequencing (WGS) détaillée
dans le paragraphe 2.2.1.2. (Lopez-Collazo et al., 2015, Gabryszewski et al., 2019, Tan et al., 2019).
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Des souches clonales isolées de trois patients colonisés de maniére chronique (neuf ans entre 2003 et 2017)
ont été utilisées dans I’étude de Tan et al. Il a été décrit que les souches de SARM isolées de maniére récente
(2017) produisaient significativement plus de biofilm comparativement aux souches isolées en début de
colonisation (2003). Cette différence est liée a la mutation du gene agr pour les souches isolées de maniere
récente (Tan et al., 2019). La mutation de ce gene le rend déficient (Goerke et al., 2010) et provoque une

augmentation de la production de biofilm par les mécanismes précédemment décrits.

L’étude de Lopez-Collazo et al. a comparé des souches de SARM de méme ST issues d’un patient colonisé
pendant 13 ans (1996-2009). Ces souches présentaient des modifications intra-clonales de type changement
du gene spa codant pour la protéine A. Ces modifications ont entrainé une réduction de facteurs de virulence
et une augmentation de la capacité a produire du biofilm (Lépez-Collazo et al., 2015).

1.2.3 Détection du biofilm

Les outils d’évaluation de la formation du biofilm peuvent étre divisés en deux grandes catégories : les
systemes statiques et les systéemes dynamiques (McBain et al., 2009). La revue de la littérature d’Azeredo et
al., publiée en 2017, fournit un récapitulatif de ces techniques. Nous avons fait le choix dans ce travail de
présenter les techniques de détection majoritairement utilisées. Toutefois, une description des techniques

détaillées dans cette revue est présentée dans le tableau suivant (Tableau 1).

Tableau 1 : Descriptif des techniques de détection du biofilm (d'apres Azeredo et al., 2017)

Technique Principe Avantages Limites
Marquage au Crystal Systéme statique Peu codteuse Les lavages successifs peuvent entrainer un
Violet Méthode indirecte de mesure du L’équipement est standardisé détachement partiel des bactéries sessiles de par
biofilm et facile a utiliser leur stringeance pouvant biaiser le résultat
Quantification de la formation de Cette technique peut étre Pas de renouvellement des nutriments
biofilm en microplaque couplée a un systeme Les résultats obtenus sont opérateurs
Marquage au Crystal Violet d’imagerie dépendants ou laboratoires dépendants
Lavages successifs a I’eau et a Cette technique n’est pas adaptée pour évaluer
1’éthanol pour éliminer les cellules les étapes d’adhésion et de maturation du
non liées a la microplaque biofilm

Dosage des cellules vivantes et
mortes au sein de la matrice du

biofilm
Technique de Calgary Systéme statique Technique peu sensible a la Les lavages successifs peuvent diminuer la
Quantification de la formation de sédimentation quantité de biofilm mesuré
biofilm en microplaque L’équipement est facile a Risque de contamination lors de la manipulation
Utilisation d’un couvercle utiliser et composé de peu des piquets
comprenant des piquets sur lesquels d’éléments Chaque changement de support nécessite que
se déposent le biofilm Compatible avec un systéme les piquets traversent I’interface liquide-air
Etape de sonification afin de détacher d’imagerie Cette technique n’est pas adaptée a
les cellules non adhérentes I’observation des phases d’adhésion et de

maturation du biofilm
Technique colteuse
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Biofilm Ring Test ®

Appareil Robbins et

modifié

Réacteur a biofilm

goutte a goutte

Dispositifs rotatifs

Chambre d’écoulement

Systeme microfluidique

Systéme statique
Utilisation d’une plaque de microtitration
Utilisation de microbilles magnétique et
d'un aimant afin d’évaluer la formation de
biofilm
Les microbilles sont immobilisées dans le
biofilm lors de sa production et ne
subissent plus I’influence de 1’aimant
Génération d’un index de formation de
biofilm (BFI)
Systeme dynamique
Le milieu de culture et la suspension
bactérienne circulent via des tubes et
traversent un disque situé dans un des puits
du dispositif
Le biofilm se dépose sur le disque
Les puits sont fermés par un systeme de
chevilles
La mise en place du flux continu est
réalisée par une pompe

Systeme dynamique
Dispositif a quatre chambres paralléles
avec un couvercle ventilé
Chaque chambre contient un support (par
exemple une
lame de microscope standard) sur lequel le
biofilm peut se former.
La suspension cellulaire et le milieu de
culture pénétrent
dans chaque chambre via une aiguille de
jauge insérée
a travers le septum du couvercle.

Systeme dynamique
Dispositif avec huit supports suspendus
Chaque chambre contient un support ou le
biofilm peut se former.
Le cisaillement est généré par un agitateur
magnétique

Systéme dynamique

Passage du milieu de culture et de la

suspension bactérienne a travers une
chambre d'écoulement de fluides a plaques
paralleles

Systeme composé d'un distributeur en

polycarbonate, d'un joint en silicone et
d'une lamelle en verre.

Systeme comprenant un orifice d'entrée, un
orifice de sortie et une fente a vide.
Une pompe péristaltique permet la mise en
place d’un flux continu

Systeme dynamique

Modele composé d’une plaque de 48 puits
avec une connexion microcanalaire entre

24 paires de deux types de puits (puits

d’entrée et puits de sortie)

Les suspensions traversent les canaux

microfluidiques entre les puits d’entrée et
de sortie

Permet 1’observation des
phases d’adhésion du biofilm

Méthode facile a utiliser
Pas d’étapes de lavage
Hautement reproductible
Non personne-dépendant ou
laboratoire dépendant

Convient a 1’évaluation de la
formation du biofilm a
chaque étape (adhésion,
maturation, dispersion)

Peut fonctionner pendant de
tres longues périodes
sans intervention
Un apport de nutriments en
continu est possible
Compatible avec un systeme
d’imagerie
Convient a I’évaluation de la
formation du biofilm a
chaque étape (adhésion,
maturation, dispersion

Différents matériaux
utilisables pour les supports
Compatible avec un systeme

d’imagerie

Convient a I’évaluation de la
formation du biofilm a
chaque étape (adhésion,
maturation, dispersion)

Les supports peuvent étre
constitués de différents
matériaux
Compatible avec un systéme
d’imagerie
Permet une observation non
destructive
Convient a I’évaluation de la
formation du biofilm a
chaque étape (adhésion,
maturation, dispersion

Les chambres d’écoulement
peuvent étre réalisées avec
divers matériaux : verre,
PVC, ...
Compatible avec un systéme
d’imagerie
Technique polyvalente
Convient a 1’évaluation de la
formation du biofilm a
chaque étape (adhésion,
maturation, dispersion
Possibilité d’une adaptation
du systéme pour répondre a
des besoins spécifiques
Précision et forte
reproductibilité
Compatible avec un systéme
d’imagerie

Nécessite un appareil spécifique
Cette technique ne permet pas d’évaluer les phases de
maturation et de dispersion du biofilm
Ne permet pas d’utiliser des milieux de culture
liquides opaques
Non compatible avec un systéme d’imagerie autre
que celui spécifique du test

Débit faible a moyen
Technique colteuse

Hétérogénéité du développement du biofilm
sur les supports

Hétérogénéité du développement du biofilm
sur les supports
Variabilité des résultats en fonction de la nature du
matériau constituant le coupon (verre, PVC)
La géométrie du support est
fixée et déterminée par la conception du réacteur

Faible débit
Nécessite un équipement spécifique (pompes
péristaltiques)

Nécessite un équipement spécial
Technique colteuse
Nécessite la formation de ’opérateur afin de maitriser
la technique

Les méthodes classiques font pour la majorité partie des modeles statiques. Parmi celles-ci, la méthode

utilisant le Crystal Violet est particulierement employée. Cette méthode, réalisée en microplaques permet de
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quantifier la biomasse du biofilm par mesure de la densité optique (Christensen et al., 1985, Pitts et al., 2003).
Cette technique a I’avantage d’étre facile a utiliser, peu coliteuse et rapide. Cependant ses principaux
inconvénients sont I’absence de relation entre la biomasse et la viabilité du biofilm étant donné que le Crystal

Violet colore les cellules mortes et les cellules viables (Stepanovic et al., 2007).

La technique de Calgary fait également partie des méthodes statiques. Cette technique utilise une microplaque
de 96 puits dans lesquels sont positionnés des piquets amovibles (Ceri et al., 1999, Malchau et al., 2021).
Aprés une inoculation bactérienne dans les puits avec les bouillons de culture, les plaques sont incubées avec
ou sans agitation. Le biofilm se forme autour des piquets tandis que les bactéries planctoniques restent dans
le bouillon de culture. Cette technique est, elle aussi, peu colteuse et facile a utiliser. Cependant, son principal
inconvénient est le risque de contamination lorsque les piquets sont retirés afin d’étre analysés (Azeredo et
al., 2017).

De plus les modeles statiques ne permettent pas de contrbler des paramétres comme les débits de cisaillement

ni I’apport de nutriments et sont peu reproductibles.

Les modéles dynamiques permettent la maitrise de ces parametres. Ils comprennent des techniques plus
récentes permettant de se rapprocher dans un modéle in vitro d’un modéle in vivo. Ces techniques permettent

I’étude dynamique de la formation du biofilm en 1’absence de cellules planctoniques qui sont éliminées par

le débit.

Le systeme de Flow cell fait partie de ces méthodes et est composé d’une pompe péristaltique & multicanaux
dans lesquels passe un bouillon de culture stérile (Teodosio et al., 2013). Les bactéries sont directement
inoculées dans les cellules d’écoulement par injection a travers des tubes de silicone. Cette technique permet
la mise en place d’un flux continu. En comparaison avec le dispositif de biofilm de Calgary, le biofilm formé
avec le systéme de Flow cell est plus épais. Cependant, ce processus est long, difficile a mettre en ceuvre
(Nielsen et al., 2011).

D’autre part il existe la technique du réacteur a biofilm (Goeres et al., 2009, Agostinho et al., 2011) et du
réacteur a substrat suspendu (Kornegay et Andrews., 1968, Pavarina et al., 2011). Ces deux techniques sont
des systéemes dynamiques compatibles avec un systeme de microscopie.

Le réacteur a biofilm est un dispositif compose de quatre chambres contenant des coupons. Les coupons (ou
supports) sont des lamelles sur lesquels le biofilm se dépose. Le réacteur couplé a une pompe peristaltique
permet la formation d’un flux continu. Le milieu de culture ainsi que la suspension bactérienne sont injectés

dans le dispositif au travers du couvercle d’une aiguille (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma du dispositif de réacteur a biofilm (d’apres Goeres et al., 2009)

Le réacteur a substrat suspendu est quant a lui un dispositif comportant un flacon de culture stérile, huit
coupons et portes-coupons. Les bactéries sont inoculées dans le réacteur et le biofilm est formé sur les coupons
tandis que le bouillon est mélangé avec une pale d’agitation par rotation magnétique. L’action de la pale

permet au biofilm de se développer dans des conditions de cisaillement (Figure 12).

Figure 12 : Schéma du dispositif de réacteur suspendu (Azeredo et al., 2017)
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Dans le systéeme de réacteur a biofilm et de réacteur a biofilm suspendu, il est possible de contrdler la vitesse
d’écoulement, la température et le temps de séjour. Les coupons peuvent également étre fabriqués a partir de
différents matériaux comme le polycarbonate, 1’acier, le PVC, ou encore le verre Cependant cette technique
est source de variation dans les résultats de la formation du biofilm de par I’hétérogénéité des biofilms obtenus

a la surface des coupons (Azeredo et al., 2017).

Les techniques décrites précédemment sont faiblement reproductibles et manquent de standardisation

De nouvelles techniques permettent d’évaluer la production du biofilm de maniére dynamique. Dans notre
étude, nous avons sélectionnés la technique du BioFlux™ 200 nous permettant d’évaluer la formation du
biofilm pendant soixante-douze heures en contrdlant le débit (Benoit et al., 2010). Elle permet une évaluation

de la formation de biofilm dans le temps, hautement précise et trés reproductible. (Azeredo et al., 2017).

Les phases d’adhésions précoces des bactéries restant déterminantes pour 1’élaboration d’un biofilm mature,
nous avons également évalué ces phases précoces par la technique du Biofilm Ring Test ® (Chavant et al.,
2007, Ren et al., 2007). La technique du Biofilm Ring Test ® a pour avantage d’étre une méthode rapide et
hautement reproductible. Le principe de ces techniques est détaillé dans le paragraphe 2.2.2.1.

1.3 Approche antibiofilm

Les infections chroniques par SARM chez les patients CF sont intimement liées a la production de biofilm.
Le développement de nouvelles stratégies pour combattre les infections liées aux biofilms se révéle étre un
veéritable défi pour les scientifiques et les cliniciens. Ces stratégies restent malheureusement trés peu
évaluées sur des souches de SARM isolées de patients CF et le sont majoritairement sur des souches de
référence. Les publications ayant spécifiquement étudié¢ 1’action antibiofilm de diverses substances sur des
souches cliniques issues de patients atteints de mucoviscidose sont présentées ci-dessous et les substances
testées ont été présentées de maniére récapitulative en Figure 13 selon 1’étape de la formation du biofilm qui

était impacté.

L’étude de Yuan et al., publiée en 2019, a étudié I’effet antibiofilm d’un peptide sur deux souches de SARM
isolées de patients CF (B038 V1S1A et B042 V2E1A). Ce peptide est la Japonicine-2LF isolée des sécrétions
cutanées de la grenouille a grande téte du Fujian (Limnonectes fujianensis).

La japonicine-2LF a montré une puissante activité antimicrobienne contre les SARM par une action

mécanique induisant une perméabilité de la paroi bactérienne. De plus, la japonicine-2LF est capable d’inhiber
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et d’éradiquer les biofilms des souches de SARM, en particulier en détruisant la matrice du biofilm ainsi qu’en

tuant les bactéries sessiles.

L’étude de Pompilio et al parue en 2016 a quant a elle étudié 1’effet de 1’acide usnique (USN) sur une souche
clinique de SARM issue d’un prélévement respiratoire d’un patient CF colonisé de maniére chronique (Sa 3).
Cette ¢tude révele que ’USN posséde un effet antibiofilm contre la souche de SARM de par la réduction de
la synthése du peptidoglycane (Pompilio et al., 2016).

Cette étude a par ailleurs montré que I’activité antibiofilm de I’USN était principalement liée a I’altération
des protéines de liaison comme les adhésines lors de la phase d’adhésion du biofilm. Il a notamment été
constaté une diminution de I’expression de la thermonucléase et de la lipase par inhibition de leurs génes
respectifs nuc et geh. Toutefois, un effet variable sur ’expression d’agrA et dépendant de la concentration en
USN a été observé. Une concentration en USN comprise entre 1/64 eme de la CMI et 1/128 eme de la CMI
était capable de réprimer I’expression d’agrA avec une augmentation de la production de PIA et du biofilm
tandis qu’une concentration plus faible (1/256 éme de la CMI) induisait I’augmentation de I’expression du
géne agrA avec une diminution de la production de PIA et de biofilm. La concentration en USN influe donc
sur la production de biofilm de la souche SARM Sa 3 mais de maniére dépendante de sa concentration
(Pompilio et al., 2016).

Certaines interactions microbiennes modifient également la production de biofilm par les SARM. La bactérie
prédatrice Bdellovibrio bacteriovorus de la classe des Oligoflexia est capable de réprimer fortement la
production de biofilm de Sa (Lebba et al., 2014). Dans I’étude de Lebba et al., parue en 2014, le biofilm
préformé (24h) d’une souche de Sa issue d’un patient CF colonisé de maniére chronique a été réduit de 74%
sous I’action de la souche de référence B. bacteriovorus DSM 50701 encore nommeée HD100. Cette réduction
du biofilm de Sa serait liée selon les auteurs, a 1’excrétion par HD100 d’enzymes lytiques de la paroi de Sa.
La diminution du biofilm est une conséquence indirecte de la perte de I’intégrité de la paroi bactérienne et de

la fuite du contenu intracytoplasmique de Sa (Lebba et al., 2014).

Des substances naturelles ont également une action antibiofilm comme les huiles essentielles. Celles-ci du
fait de leurs multiples composants ont une action multicible. L’étude de Papa et al. rapporte la diminution de
la production de biofilm de souches cliniques de SARM isolées de patients CF (FSA32, FSA31, FSA1l,
FSA13) sous I’effet de diverses huiles essentielles. En particulier, les huiles essentielles de Piper nigrum
(poivre noir), (EO45) et de Mentha Suaveolens (menthe douce), (EO58) ont réduit le biofilm bactérien a 40%

de sa valeur initiale. L’EO 45 et ’EO58 possédaient des compositions qualitatives (le composant
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majoritairement retrouvé dans 1’EO45 ¢était le béta caryophyllene alors que pour I’EOS58 il s’agissait du
pulegone) et quantitatives différentes suggérant différents mécanismes impactant le biofilm (Papa et al.,
2020).

Les différentes étapes du biofilm peuvent également étre la cible de médicaments. Certains d’entre eux ciblent
notamment les cellules persistantes du biofilm. Ces cellules décrivent sous I’influence d’un environnement
non favorable (stress oxydatif, antibiotiques, systeme immunitaire), des variations phénotypiques comme une

diminution et un ralentissement de leur activité métabolique.

Ces cellules persistantes sont particulierement difficiles a éradiquer au sein d’un biofilm bactérien. Ces
variations sont toutefois temporaires et ces cellules persistantes peuvent de maniére aléatoire recouvrir des

capacités métaboliques et un fitness identique aux bactéries du biofilm.

Dans leur étude, Kwan et al., exposent I’¢limination des cellules persistantes de souches de SARM CF du
biofilm par la mytomycine C, un anticancéreux en altérant I’ADN bactérien (Kwan et al., 2015). Toutefois,
malgreé ces tests in vitro prometteurs, la toxicité de cette molécule ne permet pas d’envisager actuellement son

utilisation chez les patients CF pour son activité anti-biofilm.

Enfin, de nouvelles molécules se développent comme les phénazines modulées par des substituants halogénés.
L’étude de Huigens et al., incluant des souches de SARM issues de patients CF, décrit I’élimination des
cellules persistantes de ces SARM par certaines phénazines halogénées contenant des substituants chlorés et
bromés et iodés. Le mécanisme d’action de cette molécule n’est pas encore entierement élucidé mais elle

agirait en modulant le QS des SARM. (Huigens et al., 2019).
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Figure 13 : Représentation des approches antibiofilm de Sa. ADN : Acide désoxyribonucléique, ADNe : ADN
extracellulaire, Agr : accessory gene regulator, AIP : Auto Inducer Peptide, ARN : Acide ribonucléique,
FnBP : Fibronectin-Binding Proteins regulator, IcA : intracellular adhesin, NO : oxyde nitrique, PIA :
Polysaccharide Intercellular Adhesin, PSM : Phenols Solubles Modulins, ROS : Reactive Oxygen Species,
Sar : Staphylococcal accessory regulator, Spa : Staphylococcal Protein A.

Les études publiées relatives a I’effet antibiofilm des antibiotiques utilisent dans la quasi-totalité des cas des

souches de référence.

Toutefois, malgré le recours a ce type de souches, certaines études utilisent le milieu ASM dans le but de se

rapprocher des conditions singuliéres de 1’environnement pulmonaire des patients CF.

L’¢tude de Diaz Iglesias et al., a par exemple comparé la viabilité, I’activité métabolique et la capacité a
produire du biofilm pour deux souches de références (une souche de SASM : ATCC 25923 et une souche de
SARM : ATCC 33591) en absence et en présence de sept antibiotiques dans deux milieux de culture : le
milieu ASM et le milieu trypticase soja additionné de glucose et de sodium (TSGN). L’évaluation du biofilm
a été réalisée par la technique du Crystal Violet. Les sept antibiotiques utilisés étaient le méropéneme et la
vancomycine qui sont lentement bactéricides, 1’azithromycine et le linézolide qui sont bactériostatiques ; la
rifampicine, la ciprofloxacine et la tobramycine qui sont rapidement bactéricides. L’effet antibiofilm a été

évalué apres 24h de contact du biofilm avec I’antibiotique a différentes concentrations. La comparaison de
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ces deux milieux de culture a notamment montré une cinétique de biofilm plus lente et une activité
métabolique diminuée dans le milieu ASM par rapport au milieu TSGN. Toutefois, I’effet antibiofilm des
sept antibiotiques était réduit en milieu ASM comparé au milieu TSGN. La souche SARM ATCC 33591 s’est
révélée en milieu ASM résistante aux sept antibiotiques. L’activité de la tobramycine en ASM a néanmoins
été observeée sur la souche SASM ATCC 25923 en réduisant la viabilité de cette souche et en diminuant son

activité métabolique (Diaz Iglesias et al., 2019).

Cependant, cet antibiotique est décrit dans cette étude pour induire la sélection et le développement de variant
a petite colonie (Small Colony Variant SCV) (Diaz Iglesias et al., 2019). Ces SCV sont connus pour étre de
petites bactéries non pigmentées comportant des mutations dans leur génome leur conférant notamment une
augmentation de la capacité a produire du biofilm, une croissance plus lente ainsi qu’une résistance accrue
aux antibiotiques (Melter et al., 2011, Guo et al., 2022). De plus ces bactéries peuvent développer des formes
intracellulaires au sein de cellules comme les cellules endothéliales, les cellules bronchiques ou encore des
monocytes leur permettant de persister chez les patients CF en échappant au systéeme immunitaire (Nguyen et
al., 2009, Esposito et al., 2019).

D’autres antibiotiques et en particulier des associations comme la Vancomycine associée a la Fosfomycine
ont montré un effet antibiofilm sur des souches de référence, notamment par la réduction de la synthése
d’ADNe et de la PIA (Shi et al., 2014, Chopra et al., 2015, Valliammai et al., 2019). Déterminer 1’effet de ces
antibiotiques sur des souches cliniques issues de patients CF serait donc a envisager.

Les différentes substances ou molécules décrites précédemment ont donc des mécanismes d’actions multiples
et des cibles variées (peptidoglycane, QS,...). Ces approches anti-biofilm sont prometteuses mais ne sont pas
encore utilisées directement chez le patient CF. De plus des études concernant la toxicité humaine de ces

différentes molécules sont a effectuer.
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2 Partie Il Etude expérimentale

2.1 Présentation de I’étude

2.1.1 Objectif de I’étude

Il est observé en France en 2021, une colonisation de 4,7% des patients CF par des souches de SARM
(Registre frangais de la mucoviscidose 2021). Cette colonisation est corrélée a une dégradation progressive
de la fonction respiratoire associée a des exacerbations pulmonaires et une diminution du VVolume Expiratoire
Maximal par Seconde (VEMS) (Sawicki et al., 2009, Vanderhelst et al., 2012, Hector et al., 2016).

Par ailleurs, de nombreuses études mettent en évidence une augmentation des résistances des SARM face aux
traitements antibiotiques classiques. L’étude de Rouard et al., publiée en 2018 observe notamment une
augmentation des CMI du linézolide pour treize souches de SARM isolées entre 2002 et 2007 et issues d’un
patient CF. Cette augmentation de la CMI du linézolide fait suite a trois cures thérapeutiques de quinze jours
sur quatre mois avec une prise de 600 mg de linézolide deux fois par jour (Rouard et al., 2018).

De plus, il a été décrit une forte capacité a produire du biofilm par les souches de SARM (Gabryszewski et
al., 2019, Tan et al., 2019, Kodori et al., 2021, Gilpin et al., 2021) ce qui limite I’efficacité des antibiotiques
et expose les bactéries sessiles a des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques, elles mémes
pourvoyeuses d’émergence de résistance. Ces caractéristiques font des SARM un probléme majeur de santé

publique.

Le constat actuel est que la majorité des études évaluant 1’activité anti-biofilm de Sa de différentes molécules
inclut uniquement des souches de référence. Les données demeurent donc insuffisantes pour les souches

cliniques des patients CF malgré un contexte tout a fait singulier affectant les caractéristiques bactériennes.

L’objectif de notre étude était d’évaluer la capacité des SARM a former du biofilm en présence ou en

I’absence d’antibiotiques chez des patients CF présentant divers types de colonisation.

Nous avons utilisé cing antibiotiques dont trois etaient des antibiotiques connus pour leur action anti SARM
(le linézolide, le triméthoprime, la rifampicine). Nous avons également utilisé deux céphalosporines a large
spectre (une céphalosporine de troisieme génération, la ceftaroline et une céphalosporine de cinquiéme
géneration, le ceftobiprole) dont I’action anti-SARM est décrite (Escola-Vergé et al., 2020). Nous avons inclus

dans notre étude des souches issues de patients colonisés de maniére chronique afin de caractériser le
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comportement et I’adaptation de ces souches au sein des patients CF en termes d’activité anti-biofilm des

antibiotiques étudieés.

Cette étude a fait I’objet :

- d’un Poster (présenté en Annexe) commenté lors du congrés international suivant :

44th European Cystic Fibrosis Society (ECFS), 9-12 Juin 2021 (digital) : Agathe Boudet, Pauline Sorlin,
Cassandra Pouget, Raphaél Chiron, Jean-Philippe Lavigne, Catherine Dunyach-Remy, Héléne Marchandin.
Biofilm formation in methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolated in Cystic Fibrosis patients is strain-
dependent and differentially influenced by antibiotics (référence EPS3.09).

- d’une publication dans le journal Frontiers in microbiology co-signée en premier auteur et présentée en fin
de Partie 2 :

Boudet A*, Sorlin P*, Pouget C, Chiron R, Lavigne J-P, Dunyach-Remy C, et al.,. Biofilm Formation in
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Isolated in Cystic Fibrosis Patients Is Strain-Dependent and
Differentially Influenced by Antibiotics. Front Microbiol. 2021;12:750489.

* These two authors contributed equally to the work.

2.1.2 Présentation de I’étude

Validation de méthode : Equivalence du milieu ASM filtré par rapport au BHI

Génotypage des souches par Multi Locus Sequence Typing

Séquengage génomique complet

Evaluation de I'adhésion précoce des 63 souches par Biofilm Ring Test®

Sélection des souches fortement productrices de biofilm : 17
Détermination de la CMI et de la CMIb (antibiogramme +

antibiofilmogramme?®)
Sélection de 4 patients pour la réalisation d'une étude

longitudinale

Sélection de 2 paires de souches pour
P'évaluation de l'effet anti-biofilm
de trois antibiotiques par la technique
du Bioflux ™ 200
jusqu'a 36 h

Figure 14 : Présentation des etapes de | ‘étude en lien avec le plan de these
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Nous avons premiérement sélectionné 63 souches isolées entre 2007 et 2016 issues d’expectorations de 35
patients CF. Ces patients sont suivis au Centre de Ressource et de Compétence de la Mucoviscidose (CRCM)

du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Montpellier (Figure 14).

En vue de caractériser I’'impact du milieu de culture sur la production de biofilm des souches de SARM, nous
avons sélectionné deux milieux de culture : le milieu Brain Heart Infusion (BHI) et 1’Artificial Sputum

Medium (ASM) mimant le mucus des patients atteints de mucoviscidose.

Nous avons dans un second temps réalisé la sélection de cing antibiotiques connus pour leur action anti
SARM : le linézolide, la rifampicine, le triméthoprime, la ceftaroline et le ceftobiprole.

Nous avons déterminé les valeurs de CMI de ces cing antibiotiques dans le but de les comparer par la suite
avec les Concentrations Minimales d’Inhibition en Biofilm (CMIb) obtenues dans le milieu de culture ASM
filtré.

Le BRT® n’est pas adapté a I’utilisation de milieux opaques comme le milieu ASM. Il est nécessaire d’utiliser
des milieux de culture translucides pour I’obtention de résultats conformes. Nous avons donc filtré I’ASM
avec un filtre de 0,22 um et nous avons comparé les courbes de croissance des souches de SARM en milieu
BHI et en milieu ASM filtré afin de déterminer I’impact de cette filtration sur la croissance bactérienne et de

valider ’utilisation de I’ASM filtré a 0,22 pm avec le BRT®.

Nous avons de plus, réalisé une étude génétique des 63 souches de 1’étude par MLST et, pour certaines d’entre
elles (n=11 souches /4 patients), un séquencage total du génome a été réalisé dans le but d’une part de
déterminer la diversité génétique des souches de SARM et d’autre part de définir le nombre de SNP présents
au sein des souches clonales en fonction du temps.

Puis nous avons évalué la capacité des souches de SARM a former du biofilm par la technique du BRT®.

Nous avons selectionné 17 souches qui étaient les souches les plus fortement adhérentes.

Suite a cette sélection, nous avons évalué I’efficacité des antibiotiques contre la formation de biofilm en
utilisant la méthode de I’ Antibiofilmogramme® (ATBF) et en déterminant les CMIb des 17 souches fortement
adhérentes.

Onze souches ont alors été sélectionnées afin d’effectuer une etude longitudinale au cours de laquelle nous
avons analysé I’évolution de I’efficacité de trois antibiotiques (le linézolide, la ceftaroline et le ceftobiprole)
sur la formation de biofilm au cours du temps chez les patients chroniqguement colonisés (sélection de souches

clonales successivement isolées chez quatre patients, 5 souches dites « précoces » et 6 souches isolées de
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maniere plus tardive).

Enfin nous avons sélectionné deux souches (patient 17, souches 17.2 et 17.6) d’origine clonale
successivement isolées a 3 ans d’intervalle (2013-2016) chez un patient colonisé pour évaluer la formation de
biofilm dans un modele dynamique sous un flux continu pendant 36 h en présence ou en I’absence

d’antibiotique.

2.1.3 Patients, souches et milieux de culture

Les données decrites ci-dessous sont issues du tableau « Patients and characteristics of the MRSA collection »
inclus dans les données supplémentaires de ’article. Ce tableau est visible dans le paragraphe 2.5.

Lors de la réalisation de notre étude, nous avons sélectionnés 35 patients CF suivis au CRCM de Montpellier.
Parmi ces 35 patients, il y avait 16 hommes (45,7% 16/35) et 19 femmes (54,3% 19/35) soit un sexe - ratio
de 0,84 (16/19).

La moyenne d’age était de 31 ans avec une médiane de 32 ans, un age minimum de 8 ans et un 4ge maximum
de 58 ans. Seize patients (45,7%) étaient colonisés par des souches de SARM de maniere chronique et dix-

neuf patients (54,3%) étaient colonisés de maniere sporadique.

Différents milieux de culture ont été utilisés selon les tests réalises.

Afin de ré-isoler les 63 souches qui étaient congelées a -80°C, des géloses Trypticase Soja (GTS) (bioMérieux,
Marcy I’Etoile, France) ont été utilisées.

Concernant les mesures des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des cing antibiotiques, le bouillon
Mueller-Hinton (MH), milieu de référence, a été utilisé (Figure 15).

Nous avons eu recours a 1’utilisation de deux milieux de culture pour 1’évaluation de la formation du biofilm
et la réalisation d’ATBF : le bouillon cceur-cervelle ou Brain Heart Infusion (BHI) et I’ASM (Sriramulu et
al., 2005, Dinesh, 2010), ASM qui a été filtré (0,22 pum) pour une utilisation avec le BRT®.

L’évaluation de la production de biofilm a été réalisée pour les 63 souches.

Parmi elles, 17 souches fortement adherentes ont été utilisées pour la réalisation des ATBF.

Le BHI est un milieu de culture enrichi standard. L’ ASM, quant a lui, de par sa composition riche en mucine
est un milieu mimant les expectorations des patients CF. La mucine permet une augmentation de la viscosité
et de la densité du milieu ASM a I’instar du mucus des patient CF.

L’étude de la capacité a former du biofilm et les ATBF ont été réalisés par le BRT® et la technique du
BioFlux™ 200 (Figure 15). La technique du BRT ® ne permettant pas I’utilisation de milieux denses et
opaques, nous avons utilisé le milieu ASM filtré a 0,22um. La validation de I’utilisation du milieu ASM filtré

est détaillée dans le paragraphe 2.3.2.
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MILIEU

ASM
MILIEU Mgﬂﬁu ALTRE
MH 0,22 pm

500 mL

500 mL

500 mL

Figure 15 : Différents milieux de cultures utilisés en fonction des manipulations réalisées ASM : Artificial
Sputum Medium, ATBF : Antibiofilmogramme ® BFI : Index de Formation de Biofilm, BHI : Brain Heart
Infusion, BRT®: Biofilm Ring Test ® CMI : Concentration Minimale inhibitrice, MH : Muller Hinton, GTS :
gélose Trypticase Soja

2.1.4 Présentation des antibiotiques testés

Nous avons utilisé dans cette étude le linézolide, la rifampicine, le triméthoprime, la ceftaroline et le

ceftobiprole. Le linézolide, la rifampicine et le triméthoprime-sulfaméthoxazole font partie des antibiotiques

les plus utilisés chez les patients CF colonisés/infectés par SARM (Epps et al., 2021). La ceftaroline et le

ceftobiprole sont, quant a eux, des antibiotiques innovants réservés a des infections graves en milieu

hospitalier et utilisés en derniéere intention afin de prévenir les résistances (Castagnola et al., 2021).

Le linézolide est un antibiotique de la famille des oxazolidinones dont I’action repose sur la fixation
sur la partie 23S de la sous-unité 50S du ribosome bactérien. Cet antibiotique empéche ainsi la
formation d’un complexe fonctionnel 70S qui est un élément majeur du processus de réplication de
I’ADN bactérien (Jacqueline et al., 2003). Il possede une action bactériostatique majoritairement sur
les bactéries aérobies a Gram positif (SASM, SARM, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium)
(Pacanowski et al., 2010).
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La rifampicine fait partic de la famille des rifamycines. Son mécanisme d’action consiste en la
formation d’un complexe stable avec I’ARN polymérase des bactéries. Il s’agit d’une molécule
bactéricide active sur des bactéries aérobies a Gram positif (SARM, SASM, Streptococcus
pneumoniae) mais aussi sur des bactéries aérobies a Gram négatif comme Haemophilus influenzae ou
encore des bactéries ne prenant pas la coloration de Gram comme Mycobacterium tuberculosis
(Hartmann et al., 1985).

Concernant le triméthoprime, il fait partie de la famille des diaminopyridines. Son action est
bactériostatique, il est utilisé en association avec le sulfaméthoxazole de la famille des sulfamides afin
d’obtenir une action synergique. En effet, le sulfaméthoxazole aura une action inhibitrice précoce sur
la dihydroptéroate synthétase alors que le triméthoprime inhibera la dihydrofolate réductase
empéchant ainsi la synthése des bases puriques et pyrimidiques nécessaires a la réplication
bactérienne. Cette association possede un large spectre, a la fois pour les bactéries a Gram positif
(SARM, Streptococcus pneumoniae) et pour les bactéries a Gram négatif (Escherichia. coli,
Klebsiella, Morganella) (Zimmermann et al., 2007).

La ceftaroline et le ceftobiprole sont respectivement des céphalosporines de troisieme et de cinquieme
génération. La ceftaroline est obtenue par la modification de la structure chimique du céfozoprane
(Zhanel et al., 2009). D’autre part, le ceftobiprole est une molécule semi-synthétique obtenue par
modification du noyau cépheme en C3 et C7. 1l s’agit de deux molécules bactéricides a large spectre,
actives a la fois sur des bactéries a Gram positif aérobies comme les SARM, SASM, mais aussi sur
des bactéries a Gram négatif comme des entérobactéries (E. coli, Klebsiella pneumoniae) ou
Pseudomonas aeruginosa (Charles et al., 2017). Leur mécanisme d’action consiste en I’inhibition de
la synthése du peptidoglycane bactérien par la liaison aux protéines liant les pénicillines (PLP)
(Lemaoui et al., 2017). Ceci aboutit a I’inhibition de I’activité des transpeptidases et transglycosylases
impliquées dans la synthése de la paroi bactérienne (Lemaoui et al., 2017). Pour ces deux molécules,
le cycle thiazole détermine I’efficacité contre les SARM par une forte affinité pour la PLP2a (Charles
et al., 2017). De plus, elles sont capables d’induire une modification de la structure de la PLP2a en
exposant le site de liaison allostérique et en formant un intermédiaire acyl-enzyme stable qui blogque

les transferts d’acyle (Llarrull et al.,2010).
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2.2 Méthodes utilisées au cours de I’étude
2.2.1 Technique de génotypage

2.2.1.1 Multi Locus Sequence Typing

Le Multilocus Sequence Typing (MLST) est I’une des techniques de typage les plus utilisées pour I’étude de
la diversité génétique des souches et la structuration des populations bactériennes (Maiden et al., 1998). Cette
méthode évalue la variation génétique au sein d’une population en ciblant des geénes stables et essentiels au
métabolisme et au développement bactérien (Enright et al., 2000). Pour Sa, 7 genes sont amplifiés par PCR
puis séquencés : arcC (carbamate kinase), aroE (shikimate déshydrogénase), glpF (glycérol kinase), gmk
(guanylate kinase), pta (phosphate acétyltransférase), tpi (triosephosphate isomérase) et yqiL (acétyl

coenzyme A acétyltransférase) (Enright et al., 2000, Crisdstomo et al., 2001) (Tableau 2).

Tableau 2 : Amorces utilisées pour ['amplification des 7 génes de ménage du schéma MLST de S. aureus
(Enright et al., 2000)

Gene Sens Séquence des amorces (de | Taille d’amplicon attendue | Nom des génes
5’ en 3’) (pb)
arcC Up CCT TTATTT GAT TCA CCA | 456 Carbamate kinase
GCG
Down AGG TAT CTGCTT CAATCA
GCG
aroE Up ATC GGA AAT CCT ATTTCA | 456 Shikimate déshydrogénase
CATTC
Down GGT GTT GTATTAATA ACG
ATATC
glpF Up CTAGGAACT GCAATCTTA | 465 Glycérol kinase
ATCC
Down TGG TAAAAT CGCATG TCC
AAT TC
gmk Up ATC GTTTTATCG GGA CCA | 417 Guanylate kinase
TC
Down TCATTAACT ACAACGTAA
TCGTA
pta Up GTT AAAATC GTATTACCT | 474 Phosphate acétyltransférase
GAA GG
Down GAC CCT TTT GTT GAA AAG
CTT AA
tpi Up TCG TTC ATT CTG AAC GTC | 402 Triosephosphate isomérase
GTG AA
Down TTT GCA CCT TCT AAC AAT
TGT AC
yqiL Up CAG CAT ACA GGA CAC | 516 Acétyl coenzyme A
CTATTGGC acétyltransférase
Down CGT TGA GGA ATC GAT ACT
GGA AC

pb : paire de bases
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Ces geénes codent pour des protéines essentielles présentant des polymorphismes stables. Les séquences de
ces génes sont tres conservées mais varient par la présence de single nucleotide polymorphism (SNP), ce qui
va permettre de différencier les souches au sein d’une méme espéce bactérienne.

Les séquences obtenues sont comparées a celles déja connues et répertoriées dans des bases de données

comme PubMLST (https ://pubmlst.org). Les alléles inconnus sont alors répertoriés dans ces bases de données

et I’ensemble des données est accessible librement via internet permettant un partage international de ces
données. Les alléles sont identifiés par un numéro, et I’association des 7 numéros correspondant aux 7 alléles
des génes déterminent un profil allélique appelé sequence type (ST).

Ces STs peuvent ensuite étre regroupés au sein d’un méme complexe clonal (CC) s’ils possédent 5 des 7

alleles identiques.

Les points forts de cette technique MLST, outre son haut pouvoir discriminant, résident dans sa grande
précision et sa tres bonne reproductibilité inter-laboratoire offrant la possibilité de partager des données au
niveau international (Robles et al., 2004).

De plus, cette technique permet, a long terme, de définir des lignées circulantes ou des lignées inconnues.
Cependant, le temps technique et le colt peuvent se révéler assez importants pour I’étude d’un grand nombre
d’échantillons. De ce fait, cette technique est progressivement remplacée par 1’étude des séquences

génomiques totales.

Lors de notre étude, le MLST nous a permis de caractériser la diversité génétique de notre population

bactérienne (63 souches génotypées par MLST).

2.2.1.2 Séquengage génomique complet ou Whole genome sequencing (WGS)

Cette technique permet pour des souches de méme ST de définir s’il s’agit de souches clonales et de

caractériser leur évolution génétique notamment en déterminant finement la variation de la quantité de SNP.

Le séquengage total permet une analyse complete du génome bactérien. Afin de séquencer le génome d’une
souche de SARM, I’extraction de son ADN est réalisée. Suite a cette extraction, I’ADN obtenu est alors coupé
en differents fragments par des enzymes (Ribarska et al., 2022) puis amplifié par PCR.

L’ensemble de ces fragments constitue une banque d’ADN ou ADN library (Balloux et al., 2018). Ces
fragments de cinquante a quatre cents paires de bases (pb) sont analysés par séquenceur qui va coder
I’enchainement des nucléotides de I’ADN en fichiers de lettres correspondantes. Ces fichiers sont appelés des

reads.
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Les reads sont ensuite alignés et comparés a un génome de référence (Ng et al., 2010). Dans le cas des souches
de SARM, la séquence génomique de la souche Sa 300 _FPR3757 est utilisée comme séquence de référence
(acces a la séquence de référence GCF_000013465.1) (Chu et al., 2016, Krueger et al., 2021). Des logiciels
de bioinformatique (Koser et al., 2012) permettent cet alignement et la comparaison des reads avec le génome
de référence afin de reconstituer des sequences de plus grande taille ou contigs (Balloux et al., 2018) (Figure
16).

Cette technique a donc le potentiel de détecter et les SNPs dans I’ensemble du génome d’une souche (Van El
et al., 2013). Par ailleurs, le colt financier de cette technique diminue la rendant utilisable par de nombreux
laboratoires (Van El et al., 2013).

g R

Extraction dADN \7 Fragmentation de i ﬂﬂﬂ‘
I'ADN sous m

laction d'enzyme Amplification des

fragments d'ADN
par PCR et
obtention d'une
banque d'ADN
oy
MDD ODVI
Le séquenceur produit Les nucléotides de chaque fragments MDDV
o d'’ADN sont analysés par un T
d I d d , .
d'iSDmquL?ir:;nf Zﬁgﬂiti séquenceur. Le séquenceur code ces MTDTDIDIDD
rassemblés grace a des nucléotides sous la forme de lettres. MNP OO
Ces fragments codés sont appelés

logiciels de
bioinformatique puis ces
fragments sont comparés
a un génome de référence

des "reads"

Figure 16 : Différentes étapes du sequencage total du genome bactérien. ADN : acide désoxyribonucléique,
PCR : polymerase chain reaction

Dans le cadre de la partie longitudinale de notre étude, nous avons séquencé entierement le génome de onze

souches isolées de 4 patients CF colonisés de maniere chronique. Parmi ces onze souches, six ont été isolées
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en 2016 et cing étaient isolées trois a neuf ans avant chez ces mémes patients. Nous avons ainsi pu déterminer

le nombre de SNP présents entre ces deux catégories de souches.

2.2.2 Utilisation de méthodes innovantes d’étude de la formation de biofilm

2.2.2.1 Détermination de I'adhésion précoce bactérienne par Biofilm Ring Test® (BRT®)

Le Biofilm Ring Test® permet d’étudier les étapes d’adhérence réversible puis définitive du biofilm (Chavant
etal., 2007). Son principe de fonctionnement repose sur la mesure de I’emprisonnement de billes magnétiques

dans le biofilm éventuellement formé (Figure 17) (Olivares et al., 2016).

En pratique, une suspension bactérienne réalisée en BHI est calibrée a une densité optique de 0,5 pour une
longueur d’onde de 600 nm. Cette suspension est mélangée a des microbilles magnétiques avant d’étre
déposée dans les puits d’une microplaque 96 puits. La nature du matériau et le degré de granulométrie de la
plague peuvent faire varier la quantité de biofilm formé par les bactéries (verre, polystyrene, lisse,
granuleux,...) (Boutaleb et al., 2008, Moulin et al., 2008). Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé
des microplaques 96 puits en polystyréne lisse a fond plat comme décrit dans 1’étude de Olivares et al., en
2016.

Les microplaques sont ensuite incubées a 37 °C. Suite a cette incubation, un liquide de contraste est ajouté
aux différents puits de la microplaque afin d’optimiser la lecture de la plaque. Celle-ci est alors magnétisée
une minute par I’intermédiaire du Block test : I’application de ce support aimanté sous la microplaque
engendre un champ magnétique agglomerant les billes en un point visible au fond des puits en 1’absence de
biofilm (Pouget et al., 2022). En présence de biofilm, les billes magnétiques vont étre piégées dans ce biofilm

et ne pourront plus se déplacer sous ’attraction de 1’aimant (absence de spot) (Chavant et al., 2007).

La lecture du fond des puits de la microplaque se fait a I’aide d’un lecteur spécifique congu par la société
BioFilm Control commercialisant le BRT ® : le Biofilm reader. Une analyse d’images a 1’aide du logiciel
BFC Eléments ® géneére un score d’agrégation des billes, 1’ Index de Formation de BioFilm (BFI) pour chacun

des puits analyses.

11 s’agit donc d’un indice représentant le niveau d’agrégation des microparticules magnétisables sous 1’action
du biofilm bactérien en fonction du temps. Celui-ci est inversement proportionnel a la capacité d’adhésion
des souches. Sa valeur est inférieure a 2 pour les souches fortement adhérentes et supérieure a 8 pour celles
faiblement adhérentes. Les souches ne produisant pas de biofilm ont un BFI égal & 20 a I’instar des témoins

négatifs (Pouget et al., 2021). Grace au BFI, il est possible d’identifier en moins de 24h les souches
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bactériennes capables d’adhérer précocement. Des mesures successives de BFI peuvent également permettre
d’étudier la cinétique de formation du biofilm précoce.

Le BRT® ne génere pas des résultats laboratoire dépendant ou manipulateur dépendant de par I’absence de
fixation, lavage ou marquage au contraire de la méthode utilisant le marquage par Crystal Violet par exemple
(Azeredo et al., 2017, Magana et al., 2018).

Cependant, cette technique ne peut pas étre appliquée a 1’étude de suspensions bactériennes en milieux
opaques. Le milieu ASM ne peut donc pas étre utilisé avec cette méthode justifiant le fait que nous avons
réalisé des tests afin de valider son utilisation apres filtration afin de pouvoir tout de méme utiliser le

milieu ASM pour nous rapprocher des condition in vivo.
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Figure 17 : Technologie du Biofilm Ring Test® Source http ://www.biofilmcontrol.com/fr/la-technique/

2.2.2.2 Observation de l'efficacité anti biofilm des antibiotiques par la technique de
I'antibiofilmogramme® et sa mise en ceuvre

Une application supplémentaire du systtme BRT ® consiste en la caractérisation de la cinétique d’adhésion
d’une souche bactérienne en présence de différentes concentrations d’antibiotiques (Antibiofilmogramme ®
- ATBF).

Cette technique permet d’identifier les antibiotiques conservant une action anti SARM dans le biofilm et

permet de déterminer la CMIb (Olivares et al., 2016).

Toutes les étapes du protocole de I’ATBF sont identiques a celles de 1’évaluation de I’adhésion d’une souche
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bactérienne decrites dans le paragraphe précédent. Seul différe 1’ajout d’antibiotiques lors de la préparation
des microplaques. Toujours a 1’aide du BFI, il sera possible d’identifier en moins de 24h, les antibiotiques
susceptibles de retarder ou d’inhiber les étapes précoces de la formation de biofilm, en comparaison a
I’adhésion de la souche analysée en 1’absence d’antibiotique (Olivares et al., 2017). Une gamme de dilutions
d’antibiotique est réalisée pour chaque antibiotique testé puis ajoutée a la suspension bactérienne et aux
microbilles magnétiques (Tableau 3). Apres une incubation statique a 37 °C, le liquide de contraste est ajouté
aux puits de la microplaque qui est alors magnétisée par I’intermédiaire du Block test et scannée a 1’aide du
Biofilm reader (Olivares et al., 2016). Comme pour une mesure d’adhésion en I’absence d’antibiotique, la
force d’adhésion des micro-organismes en contact avec les antibiotiques est exprimée par le BFI. La CMIb
est obtenue lorsque le BFI du mélange suspension bactérienne, antibiotique, microbilles aimantées atteint la

valeur du BFI des témoins négatifs (Olivares et al., 2017).

Tableau 3 : Concentration des gammes de dilution d ‘antibiotiques utilisées

Antibiotique Gamme des concentrations testées lors de notre étude (mg/L)
Linézolide 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Rifampicine 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
Triméthoprime | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32
Ceftaroline 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
Ceftobiprole 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32

2.2.2.3 Evaluation de la production dynamique de biofilm par le BioFlux™ 200

La cinétique de formation et la quantification du biofilm formé en I’absence et en présence d’antibiotiques a

été eévaluée avec le systéme BioFlux™ 200 (Naudin et al.,., 2019) avec deux milieux (BHI et ASM).

Dans ce systéme qui est un outil microfluidique d’imagerie cellulaire, la formation de biofilm est étudiée sous
un flux de cisaillement dont le débit peut étre contrélé manuellement. Sa formation est suivie par microscopie
optique (Benoit et al.,., 2010). Le systeme se compose d’une plaque de 48 puits avec une connexion
microcanalaire entre 24 paires de deux types de puits (puits d’entréee et puit de sortie) (Figure 18).
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Figure 18 : Dispositif microfluidique BioFlux ™ 200 permettant d ‘observer la formation dynamique de
biofilm (d aprés Pouget et al., 2021).

Afin d’enclencher la mise en route du systéme de BioFlux™ 200, nous ajoutons dans le canal microfluidique
le milieu testé (BHI ou ASM) dans tous les puits d’entrée pendant dix minutes & une pression de 1 dyne/cm?.
Le milieu est évacué par les puits de sortie. Une fois les dix minutes écoulées, le milieu restant dans les puits
d’entrée est éliminé. Une suspension bactérienne calibrée a une DO 0,1 (longueur d’onde A a 600 nm) est
ensuite ajoutée dans les puits d’entrée pour 36 h d’incubation a 37 °C avec une pression de 0,2 dyne/cm?
(Pouget et al., 2021). La suspension bactérienne est ajoutée soit seule, soit en présence d’un antibiotique. Pour
cette derniere condition, la suspension bactérienne est ajoutée a la solution d’antibiotique dont la
concentration est la CMIb déterminée par I’ATBF.

La quantification de la formation de biofilm est effectuée 5, 12, 24 et 36 h apreés I’inoculation en I’absence
d’antibiotiques et a 5, 12 et 36 h aprés I’inoculation en présence d’antibiotiques.

Les biofilms sont visualisés avec un microscope a fluorescence inverse Leica DM IRB couplé a une caméra
noir et blanc CoolSNAP FX (Roper Scientific, Trenton NJ, Etats-Unis).

Le logiciel ImageJ® permet d’obtenir des clichés photographiques de la formation du biofilm en ajustant les
niveaux de gris (Pouget et al., 2021). Un calcul d’aire est alors effectué afin de déterminer par rapport a I’aire
totale de 1’image, 1’aire occupée par le biofilm produit. Nous obtenons par la suite le pourcentage de
production du biofilm en réalisant le ratio de I’aire du biofilm par rapport a 1’aire totale. Les expériences ont

été réalisées en duplicats.
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Le Bioflux™ 200 permet d’observer les phases d’adhésion, de maturation et de dispersion du biofilm en
fonction du temps en instaurant une force de cisaillement paramétrée manuellement. Contrairement a une
approche statique, cette technique dynamique permet d’éviter I’accumulation de produits métaboliques et
I’appauvrissement des ressources nutritives. De plus ce systéme s’associe avec différents dispositifs de

microscopie (contraste de phase, confocale).

Dans le cadre de I’utilisation de cette technique, nous avons sélectionné deux souches issues du patient 17 (la
souche 17.2 isolée en 2013 et la souche 17.6 isolée en 2016). Ces souches ont été choisies pour leur forte
capacité d’adhérence (BFI = 0), suite aux résultats du BRT ® mais aussi pour leurs caractéristiques génétiques.
Ces souches sont clonales (différence de SNP égale a 18). Nous voulions par cette sélection, rechercher des
différences quantitatives de production de biofilm entre ces deux souches en 36 h, en I’absence

d’antibiotiques.

Nous avons également sélectionné a la suite des résultats des ATBF, les trois antibiotiques montrant
I’efficacité anti SARM en biofilm la plus forte : le linézolide, la ceftaroline et le ceftobiprole. Nous avons
souhaité évaluer la sensibilité de ces deux souches a ces antibiotiques en fonction du temps (36 heures) en

présence de biofilm.

2.3 Principaux résultats obtenus

2.3.1 Diversité génétique des souches de SARM

L’analyse MLST a montré que les 63 souches appartenaient & 10 ST. Les SARM de ST5 (50,8 % des souches
32/63 et 48,6 % des patients 17/35) et de ST8 (30,2 % des souches 19/63 et 31,4 % des patients 11/35) étaient
les plus fréquents. Ces 2 ST représentaient 81 % des souches (51 souches/63) et ont été identifiés chez 80 %
des patients (28 patients/35) (Figure 19).
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Figure 19 : Répartition des Sequences Types (ST) des 63 souches étudiées

Les ST5 et ST4782 font partie du méme complexe clonal (CC), le CC5 et ont été isolés d’un méme patient
(Patient 14). Ces deux ST different d’une mutation présente dans le géne aroE. De méme, les ST 8 et ST5829
font partie du CC8, ont été isolés du patient 33 et different de cing mutations présentes au sein du gene gmK.
Pour chacun de ces deux patients, les souches présentant 2 STs proches ont donc été considérées comme des

variants adaptatifs.

Concernant le séquencage total effectué pour onze souches issues de quatre patients CF colonisés de maniere
chronique, les résultats montrent, pour chaque couple de souches, une quantité de SNP inférieure a 123
montrant une faible variabilité entre les souches les plus précocement (2007 a 2013) et les plus tardivement
isolées (2016) (Ankrum et Hall., 2017). Le couple de souches présentant le moins de variation est le couple
de souches 18.1/18.2 isolées du patient 18 a 5 années d’intervalle alors que le couple présentant le plus de

variations est le couple de souches 5.1/5.3 isolées du patient 5 a 9 années d’intervalle (Figure 20).
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Figure 20 : Nombre de SNP entre des paires de souches de SARM isolées chez 4 patients colonisés
chroniquement. I.1 : intervalle d’isolements pour chaque couple de souches

2.3.2 Validation du milieu ASM filtré pour son utilisation avec le BRT®

L’un des objectifs de notre étude était de valider 1’utilisation du milieu ASM filtré avec la technique du BRT
®. Nous avons donc évalué I’'impact de la filtration de I’ASM en réalisant des courbes de croissance et en
comparant la croissance de trois souches de SARM en milieu BHI, ASM et ASM filtré a 0,22um ; le milieu

BHI étant le milieu de référence utilisé pour la technique du BRT®.

Les trois souches utilisées sont les souches 5.3 (patient 5), 6.4 (patient 6) et 17.6 (patient 17). Il s’agit de
souches colonisant les patients de maniére chronique et ce respectivement depuis 2003, 2003 et 2001. Ces
souches ont été sélectionnées pour leur faible BFI. En effet, ces trois souches ont un BFI < 1 et sont donc
considérées comme fortement productrices de biofilm (souche 5.3 : BFI de 0,75, souche 6.4 : BFI de 0,25 et
souche 17.6 : BFI de 0).

La croissance bactérienne a été suivie en réalisant des dénombrements bactériens apres 0,5h, 1h, 2h, 3h, 4h,
6h et 24h d’incubation.
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Les figures 21, 22 et 23 ne montrent pas de différence significative concernant la croissance des trois souches
au sein des trois milieux évalués. Nous montrons donc que la filtration du milieu ASM n’a pas cu de

conséquence sur la croissance des souches.
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Figure 21 : Comparaison de la croissance bactérienne de la souche de SARM CF 5.3 dans le milieu BHI,
I’ASM et I’ASM filtré a 0,22 um durant une période de croissance de 24 heures
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Figure 22 : Comparaison de la croissance bactérienne de la souche 6.4 de SARM CF dans le milieu BHI,
I’ASM et I’ASM filtré a 0,22 um durant une période de croissance de 24 heures
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Figure 23 : Comparaison de la croissance bactérienne de la souche 17.6 de SARM CF dans le milieu BHI,
I’ASM et I’ASM filtré a 0,22 um durant une période de croissance de 24 heures

L’utilisation du milieu ASM sans filtration par la technique du BRT® améne a une valeur de BFI aberrante
empéchant 1’utilisation du milieu ASM pour réaliser le BRT®.

Le milieu ASM filtré, quant a lui, est utilisable par la technique de BRT® permettant d’obtenir une valeur de
BFI équivalente a celle du BFI obtenu pour le milieu BHI recommandé par le fabricant. (Figure 24).

Biofilm Formation Index

Figure 24 : Comparaison des index de formation de biofilm (BFI) des témoins négatifs en fonction du
milieu de culture et du temps (non significatif ns par Mann-Whitney U test).BHI : Brain Heart Infusion,
ASM filtré: Artificial Sputum Medium filtré.
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Cette filtration a 0,22 pum du milieu ASM a donc été jugée suffisante pour permettre son utilisation avec le
BRT ®.

Nous avons ensuite compareé les résultats de BFI obtenus en milieux ASM filtré et BHI apres 4 h d’incubation
pour deux souches de SARM CF, 5.3 et 6.4. Des différences d’adhésion ont été observées selon le milieu
utilisé, avec des valeurs de BFI plus faibles avec I’ASM filtré par rapport au milieu BHI. L’adhérence de la
souche 5.3 était significativement plus forte dans I’ASM filtré par rapport au milieu BHI (Figure 25). Un BFI
plus faible en ASM filtré par rapport au BHI a également été observé pour la souche 6.4 méme si la différence

n’était pas statistiquement significative.
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B BHI medium
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Figure 25 : Comparaison du BFI déterminé par le BRT® selon le milieu de culture pour 2 souches de SARM
CF apres une incubation de 4h a 37 °C (***, valeur de p < 0,001 par Mann-Whitney U test).

Suite a ces tests, I’évaluation de 1’adhérence par la technique du BRT® a été effectuée pour les 63 souches de

notre étude en milieu ASM filtré.

2.3.3 Evaluation des phases précoces de la formation de biofilm & I’aide du BRT®

L’¢étude des 63 souches de SARM par le BRT® en milieu ASM filtré a montré une répartition en 3 groupes
en fonction du BFI mesuré aprés 4 heures d’incubation (Figure 26).
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Figure 26 : Distribution des 63 souches de SARM CF au sein de 3 groupes. BFI : Index de Formation de
biofilm

Sur la base de cette distribution, toutes les souches ayant un BFI inférieur a 4 ont été considérées comme
fortement adhérentes, soit fortement productrices de biofilm ; les souches avec un BFI compris entre 8,37 et
13,52 ont été considérées comme modérément adhérentes/productrices du biofilm et les souches ayant un BFI
compris entre 19,87 et 20,31 ont été considérées comme non adhérentes / non formatrices du biofilm dans les

conditions de notre étude.

Au total, 27 % des souches de notre étude (17/63) (37,1% des patients, 13/35) étaient fortement adhérentes
apres 4 heures d’incubation en ASM filtré (BFI < 4). Deux souches de ST5 (souches 17.6 et 30.1) étaient
fortement adhérentes des une heure et trente minutes d’incubation. Les souches 17.6 et 30.1 ont été isolées
respectivement des patients 17 et 30. Le patient 17 est un patient colonisé de maniere chronique dont la primo
colonisation date de 2001 alors que le patient 30 est un patient colonisé de maniére sporadique par SARM.
Presque toutes les souches (94,1%, 16/17) qui étaient fortement adhérentes appartenaient aux ST 5 et 8.

Par ailleurs, 28,6% des souches (18/63) (37,1% des patients 13/35) avaient des valeurs de BFI intermédiaires
(8,37-13,52). Leur profil d’adhésion nécessiterait un temps d’incubation plus long afin d’étre caractérisé avec
plus de précision.

Enfin, 44,4% des souches (28/63) (25,7% des patients, 9/35) n’ont pas montré d’adhésion dans les conditions
de notre étude.
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2.3.4 Influence des antibiotiques sur la formation de biofilm des SARM

2.3.4.1 Effet des antibiotiques sur la production de biofilm des SARM par la technique de 'ATBF

Nous avons sélectionné les 17 souches ayant une forte capacité a adhérer en BRT® dans le milieu ASM filtré.
Nous avons déterminé la sensibilité de ces souches aux antibiotiques en nous basant sur les recommandations
du CA-SFM (CA-SFM, 2022). Les CMI critiques fixées pour ces cing antibiotiques sont présentées dans le
tableau ci-dessous, une source présentant une CMI supérieure a cette CMI seuil sera déclaree résistante a

I’antibiotique (Tableau 4).

Tableau 4 : Valeur des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) critiques définies par le Comité de
[’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) pour les antibiotiques suivants :
linézolide, rifampicine, triméthoprime, ceftaroline et ceftobiprole.

Antibiotiques CMI critique (en mg/L)
Linézolide 4
Rifampicine 0,5
Triméthoprime 4
Ceftaroline (pneumonies) 1
Ceftobiprole 2

La détermination des CMI des cing antibiotiques considérés dans cette étude a montré que les souches étaient
sensibles pour 82,4% d’entre elles au linézolide et pour 100% d’entre elles au triméthoprime, a la ceftaroline

et au ceftobiprole. La sensibilité a la rifampicine était plus faible (35,3% des souches) (Figure 27).

58



120

LN
g 100 100 100 100
° 100
o
5= 82,4 82,4
g 76,5
s o 80 70,6
= % 64,7 64,7
L o
o+ 60
c
= 35,3
82 40 35,3 , 294
83 17,6 235
@ % 20 , 17,6
5 I 0 o 0 0
§ 0
v Linézolide Rifampicine Triméthoprime Ceftaroline Ceftobiprole
m Sensible selon la CMI B Résistant selon la CMI
CMlb inférieure au seuil de résistance B CMIb supérieure au seuil de résistance

Figure 27 : Sensibilité des souches selon la valeur de la CMI et de la CMIb (%)

Les CMIb ont ensuite été déterminées en utilisant I’ATBF en ASM filtré.

Des profils tres distincts de CMIb ont été observés selon I’agent antimicrobien. Les souches testées
possédaient une CMIb en dessous du seuil de résistance pour le linézolide (64,7%), la ceftaroline (76,5%) et
le ceftobiprole (70,6%). Concernant le triméthoprime et la rifampicine, respectivement 100% et 82,4 %, des
souches avaient des CMIb au-dessus du seuil de résistance montrant que ces deux antibiotiques étaient

inefficaces sur P’initiation de la formation de biofilm.

2.3.4.2 Etude longitudinale des SARM issus de 4 patients atteints de mucoviscidose

Sur la base des résultats précédents et afin de réaliser une étude longitudinale, nous avons sélectionné les
souches étant fortement adhérentes avec un BFI <4 et isolées de patients présentant une colonisation
chronique, soit au total six souches (5.2, 5.3, 6.3, 6.4, 17.6, 18.2) isolées de quatre patients (patients 5, 6, 17
et 18) en 2016.

Cing souches (5.1, 6.1, 17.2, 17.3, 18.1) isolées antérieurement chez ces quatre patients et présentant
également un BFI < 4 ont été sélectionnées. Ces souches isolées antérieurement datent de 2007 concernant
les souches 5.1 et 6.1 (soit neuf ans d’intervalle entre les souches étudiées pour les patients 5 et 6), de 2013
pour les souches 17.2 et 17.3 (soit trois ans d’intervalle entre les souches étudiées pour le patient 17), de 2011

pour la souche 18.1 (soit cinqg ans d’intervalle entre les souches étudiées pour le patient 18) (Figure 28).
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Figure 28 : Chronologie de colonisation des patients CF 5,6, 17 et 18 par les souches de SARM étudiées

La primocolonisation par du SARM de ces patients CF date de 2003 pour les patients 5 et 6, de 2001 pour le
patient 17 et de 2009 pour le patient 18.

L’analyse des séquences génomiques des souches (isolées antérieurement et plus récemment) a montré la
clonalité de ces souches. En effet, il a été observe au sein des souches les plus précocement isolées et celles
isolées de maniére plus récente, un nombre de SNP inférieur a 123, soit une variabilité entre ces souches
compatible avec une origine clonale en accord avec les critéres publiés par Ankrum et al. (Ankrum et Hall.,
2017).

Les CMI ont été déterminées et un ATBF a été réalisé afin d’obtenir les CMIb de chaque souche isolée
précocement. Les valeurs de CMI et de CMIb des cing antibiotiques étaient toutes inférieures au seuil de
sensibilité du CA-SFM pour les cing souches les plus précocement isolées.

Pour les souches plus tardivement isolées et qui sont restées sensibles aux agents antimicrobiens en culture
planctonique, nous avons montré que la ceftaroline et le ceftobiprole ont conservé leur capacité a empécher
la formation de biofilm (CMIb inférieures aux seuils de résistance du CA-SFM correspondants) entre 2007 et
2016 (Patient 5 et 6). Le linézolide (Patients 17 et 18) a conservé cette capacité pour des souches isolées a

trois ans d’intervalle chez le patient 17 et pour des souches isolées a cinq ans d’intervalle pour le patient 18.
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La pression de sélection antibiotique a été évaluée en colligeant les traitements regus par les patients. La plus
importante a été notée pour le linézolide et les patients 5 et 6. Trois des quatre souches isolées chez ces patients
étaient résistantes au linézolide (résistance étudiée dans Boudet et al., 2021 et reliée a une substitution G2576T
présente dans un nombre variable de copies du géne codant I’ ARN ribosomique 23S). Pour les souches isolées
chez les patients 17 et 18 (qui avaient recu moins de cures de linézolide au cours de leur suivi), une
augmentation des CMIb a été observée entre 2013 et 2016 pour le patient 17 et entre 2011 et 2016 pour le
patient 18. Cependant, les CMIb de linézolide des souches sont restées inférieures au seuil de résistance.

A T’inverse, bien qu’un faible nombre de cures de rifampicine et de triméthoprime (éventuellement associés)
ait été noté chez les quatre patients, les deux antibiotiques n’étaient plus actifs sur les souches les plus
tardivement collectées qui présentaient des CMI et/ou des CMIb supérieures aux seuils de résistance
correspondants.

Aucun des patients n’avait recu de ceftaroline ou de ceftobiprole.

2.3.4.3 Dynamique de formation de biofilm sous flux en présence et absence d antibiotiques

Pour compléter la caractérisation de la formation de biofilm des SARM CF en présence ou en I’absence
d’antibiotiques, une étude a été réalisée dans des conditions dynamiques a I’aide du systéme microfluidique
BioFlux™ 200.

Nous avons sélectionne la souche 17.6, I’'une des deux souches fortement adhérentes aprés 1,5 h d’incubation
d’aprés le BRT® et la souche 17.2 isolée 3 ans auparavant chez le méme Patient 17. Pour ces souches
appariées et clonales (18 SNPs de différence entre les séquences génomigues totales) nous avons comparé la
dynamique de formation de biofilm selon le milieu de culture (BHI ou ASM). La formation de biofilm a
augmenté régulierement au cours du temps pour chaque condition. Bien que les deux souches aient montré
une capacité d’adhésion élevée avec le BRT®, les résultats de ’expérience en BioFlux™ 200 ont révélé que
les souches 17.2 et 17.6 avaient chacune une dynamique distincte de formation de biofilm, avec une formation

de biofilm plus lente pour la souche « précoce » 17.2.

Nous avons testé avec le BioFlux™ 200 1I’effet du linézolide, de la ceftaroline et du ceftobiprole sur la

formation de biofilm de ces deux souches.

Le pourcentage de biofilm formé en présence d’antibiotique était drastiquement inférieur a celui observé pour
le contrdle sans antibiotique montrant que les trois antibiotiques avaient la capacité de limiter la formation de
biofilm et que cet effet était persistant puisqu’il a été observé jusqu’a 36 h apreés I’exposition a la CMIb de
I’agent antimicrobien correspondant dans les deux milieux BHI et ASM. Une inhibition significativement

plus élevée du biofilm formé par la souche 17.2 a été observeée a partir de 12 h d’incubation et jusqu’a 36 h
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d’incubation pour la ceftaroline et le ceftobiprole par rapport au linézolide (valeurs de p < 0,05 a 12 h ; valeurs
de p < 0,01 a 36h).

Les différences observées entre la ceftaroline et le ceftobiprole étaient également statistiquement
significatives (valeur de p < 0,05 a 36 h), la ceftaroline étant plus active dans I’inhibition de la formation de
biofilm que le ceftobiprole aprés 12 h, tandis que le ceftobiprole était plus actif dans I’inhibition de la
formation de biofilm que la ceftaroline apres 36 h. L’inhibition de la formation de biofilm par la souche «
tardive » 17.6 dans I’ASM était plus prononcée avec le ceftobiprole qu’avec le linézolide (valeurs de p < 0,01
a 12 et 36 h) ou la ceftaroline (valeurs de p < 0,01 a 36 h).

La ceftaroline était également plus active que le linézolide aprés 36 h (valeur de p < 0,01). Ces résultats se

réferent aux données de la figure 4 et de la figure 5 de I’article (présenté dans le paragraphe 2.5).
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2.4 Discussion

2.4.1 Le biofilm, un élément de persistance fréquent chez les souches de SARM isolées de patients CF

Les microorganismes colonisateurs développent plusieurs traits pour s’adapter au milieu environnant. Parmi
ces traits, la croissance en biofilm a été observee pour plusieurs pathogénes opportunistes dans certaines
maladies humaines dont la mucoviscidose, conférant une protection contre les traitements antimicrobiens et
contribuant ainsi a la persistance bactérienne. (Donlan et Costerton., 2002). Alors que le rdle du biofilm et la
dynamique de sa formation ont été largement étudiés pour Pa en contexte CF (Hgiby et al., 2010), peu

d’études ont été menées sur le SARM chez les patients CF.

Or, la formation de biofilm est un trait de virulence important de Sa qui a été fréquemment observé (67 % des
183 souches de SASM et SARM étudiées par Kodori.) dans une étude récente portant sur des souches de
patients pédiatriques CF (Kodori et al., 2021).

La formation de biofilm a également été observée significativement plus souvent pour les souches isolées de
patients atteints de CF par rapport a celles isolées de patients non atteints de CF (Aktas et al., 2013). En effet,
la production de biofilm a été détectée pour 96,8% des isolats CF dont 32,3% étaient de fort producteurs de
biofilm. Les isolats NCF en comparaison produisaient du biofilm pour 47,4% d’entre eux et aucun n’a montré
une capacité a produire fortement du biofilm. Les isolats étaient issus de divers prélevements des voies
respiratoires (crachats, aspiration trachéales et LBA) (Aktas et al., 2013).

Concernant les SARM, le biofilm représente un obstacle supplémentaire a I’éradication en plus de la
multirésistance, ce qui fait de ces souches une problématique sujette a préoccupation.

Une étude récente a révélé que 85,6 % des isolats de SARM étaient producteurs de biofilms, contre 54,2 %
pour le SASM. Ces isolats provenaient de patients atteints de mucoviscidose. Ces résultats suggerent que les
isolats de SARM sont plus aptes a former des biofilms pendant la mucoviscidose (Kadkhoda et al., 2020). La
formation de biofilm a également été observée pour 14 des 15 génotypes (définis sur la base de leur profil
apres electrophorése en champ pulsé ou pulsotype) de SARM CF dans I’étude de Molina et al., montrant que
la formation de biofilm est une caractéristique commune des SARM CF (Molina et al., 2008).

Nos résultats montrent que 27% des souches de SARM CF sont fortement productrices de biofilm aprés 4h
d’incubation. Cette différence par rapport a I’étude de Kadkhoda et al. peut s’expliquer par une durée
d’incubation différente des souches de SARM (4h dans notre étude versus 24h dans 1’étude de Kadkhoda et
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al.) mais aussi par la différence des techniques utilisées. Nous utilisons en effet la technique du BRT ® alors
que I’étude de Kadkhoda et al., repose sur la technique du Crystal Violet (Kadkhoda et al., 2020).

2.4.2 Caractéristiques moléculaire et genomique des souches de SARM isolées de patients CF

Certaines études conduites en Europe et aux Etats-Unis ayant génotypé des souches de SARM issues de
patients CF montrent que les ST5 et ST 8 prédominent (Gilpin et al., 2021, Bernardy et al., 2020). Ce sont
également les ST que nous avons majoritairement identifiés pour les souches de SARM étudiées avec
respectivement 50,8% des souches de génotype ST5 et 30,2% de génotype ST8.

Toutefois, ces génotypes sont les mémes que ceux observés dans la population générale, hors CF (Cocchi et
al., 2011, Carrera-Salinas et al., 2022). Il ne semble donc pas y avoir de souches infectant spécifiquement les
patients atteints de mucoviscidose.

2.4.3 Le milieu ASM : caractéristiques et intéréts

Les conditions environnementales influencent grandement la formation du biofilm bactérien. Dans les études
in vitro, les caractéristiques du milieu de culture impactent la production de biofilm bactérien. Il est donc
nécessaire de se rapprocher au maximum de I’environnement pulmonaire des patients CF. L’utilisation du
milieu ASM est un atout de choix a cette fin (Srimulu et al., 2005, Dinesh et al., 2010).

Cependant, ce milieu de culture est pour le moment peu exploité et a jusqu’alors été principalement utilisé
dans des études concernant des souches de référence de Pa comme les études de Rozenbaum et al., publiée

en 2019 ainsi que Diaz Iglesias et Van Bambeke, publiée en 2020.

Concernant S. aureus, I’étude de Diaz Iglesias et al., compare la capacité a former du biofilm en absence ou
en presence de sept antibiotiques pour deux souches de référence (une souche de SASM : ATCC 25923 et
une souche de SARM : ATCC 33591) dans deux milieux de culture : le milieu ASM et le milieu trypticase
soja additionné de glucose et de sodium (TSGN) (Diaz Iglesias et al., 2019).

La production de biofilm a été évaluée par la technique du Crystal Violet et les antibiotiques évalués sont le

méropénéme, la vancomycine, I’azithromycine, linézolide, la rifampicine, la ciprofloxacine et la tobramycine.

De plus, I’activité métabolique du biofilm a été déterminée par la capacité de la souche (activité
mitochondriale) a réduire la résazurine (Sandberg et al., 2009) (indicateur coloré bleu peu fluorescent) en

résorufine (indicateur coloré rose fortement fluorescent) (Diaz Iglesias et al., 2019). 1l a été observe dans cette
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étude, une production de biofilm et une activité métabolique plus faible en milieu ASM par rapport au milieu
TSGN aprés 24 h pour les souches de SASM 25923 et SARM ATCC33591 (Diaz Iglesias et al., 2019).
De plus, la souche SARM ATCC 33591 décrit une résistance pour les sept antibiotiques testés notamment
pour le linézolide et la rifampicine.
Dans notre étude, la CMIb du linézolide et de la rifampicine étaient inférieure au seuil de résistance pour
respectivement 64,7% et 17,6% des dix-sept souches fortement adhérentes. Les valeurs de CMIb de la
rifampicine concordent avec 1’étude de Diaz Iglesias et al., cependant nos résultats different concernant la
CMIb du linézolide. Ces différences peuvent s’expliquer par

- des techniques d’évaluation du biofilm différentes (Crystal Violet versus Antibiofilmogramme ®)

- D’origine des souches testées (souches de référence versus souches cliniques issues de patients CF)

L’ASM n’est cependant pas adapté pour toutes les manipulations. Pour notre étude, nous avons été obligés
de filtrer I’ASM a 0,22 um afin de restreindre son opacité, sa turbidité naturelle et permettre son utilisation
avec le BRT® (Srimulu et al., 2005).

Nos résultats montrent une production de biofilm plus importante en milieu ASM filtré par rapport au milieu
BHI des souches cliniques de SARM CF. Ceci montre I’influence du milieu sur la formation de biofilm et

semble souligner les propriétés spécifiques du milieu ASM propices a la formation de biofilm.

Certaines modifications de la composition du milieu ASM pourraient étre envisagées dans de futurs travaux
afin d’améliorer la formation de biofilm des souches de SARM. Le glucose est un élément nécessaire a la
formation de biofilm de Sa (Lade et al., 2019). Le glucose posséde une action inhibitrice sur le systeme de
régulation agr (Regassa et al., 1992) par I’inhibition des génes sec et hla codant respectivement pour des
entérotoxines staphylococciques et pour I’hémolysine Hla (Ando et al., 2004). La diminution de 1’expression
de ces génes induit une inhibition du géne agr provoquant 1’augmentation de la production de biofilm
(Regassa et al., 1992). Le sodium quant a lui, est décrit comme un activateur de 1’opéron ica de Sa entrainant
une augmentation de la production de PIA. L’augmentation de la PIA entraine par la suite une augmentation
de la formation du biofilm et de sa stabilité¢ (O’Neill et al., 2007).

Dans I’¢tude de Lade et al., en 2019, le milieu TS a été complémenté par différentes concentrations de glucose
(Trypticase soja Glucosé TSG). Les souches cliniques de SARM 12779 et SASM 6280, cultivées dans un
milieu TSG ayant un pourcentage de glucose compris entre 0,5% et 1% ont montré une capacité plus

importante a former du biofilm par rapport a une culture en milieu TS non supplémenté en glucose.
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Quant a la complémentation en NaCl du milieu TS, des résultats variables ont été observés avec une réduction
de la capacité a former du biofilm pour des valeurs de 2% de NaCl. En additionnant 1% de glucose et 1% de
NaCl, la formation de biofilm des souches variait également allant d’une production modérée a forte de

biofilm.

L’ASM a été congu afin d’imiter de par sa composition en mucine les expectorations des patients CF,
cependant ce milieu ne contient pas de glucose malgré la présence de glucose dans les expectorations de
patients CF (Tableau 5 en annexe).

Les études de Van Sambeek et al., en 2015 et de Nielsen et al., en 2020 montrent en effet la présence de
glucose dans les expectorations des patients CF. L’étude de Nielsen et al., a par exemple observé chez vingt-
sept patients CF, une concentration moyenne de 1,2 mmol de glucose /L d’expectoration avec un Intervalle
de Confiance (IC) de [0,5-32,7] (Nielsen et al., 2020).

De plus I’étude de Lapierre et al., publiée en 2017 montre au sein d’expectorations isolées de patients CF, des
concentrations élevées en sels comprenant le NaCl. Une concentration moyenne de 10,5 g/L (IC : [7,7-13,3])
de sels incluant NaCL a été observée au sein d’un effectif de cinquante-sept patients CF. La concentration en

sels présente dans I’ ASM est égale a 2,2 g/L, soit bien inférieure aux conditions in vivo.

La supplémentation en glucose et la modulation de la concentration en sels incluant NaCl sont donc a
envisager et peuvent représenter une perspective intéressante pour des travaux futurs. Cependant reproduire
in vitro, les conditions présentes in vivo reste un défi sachant 1’existence de variabilités inter-individuelle et
intra-individuelles des concentrations en sodium et en glucose observées chez les patients CF (Lapierre et al.,
2017, Nielsen et al., 2020).

2.4.4 L’Antibiofilmogramme, un outil prometteur

Le biofilm bactérien reste un probléme majeur des infections des patients CF de par la présence des cellules
sessiles et leur persistance malgré 1’usage d’antibiotiques (Chen et al., 2011). Bien que les thérapies
antibiotiques agissent sur les cellules planctoniques, leur efficacité reste limitée dans 1’éradication d’un
biofilm mature. Les techniques standards comme la technique du Crystal Violet (Christensen et al., 1985)
marquent la biomasse de biofilm. Le recours au marquage des cellules adhérentes comprend des biais

notamment par le détachement et la perte de biofilm par les processus de lavages (Azeredo et al., 2017).
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De nouvelles techniques sont a mettre en place afin de permettre une meilleure détection du biofilm et une
utilisation de techniques permettent en routine d’évaluer ’effet antibiofilm des thérapeutiques. Parmi ces
techniques, 1’étude de Di domenico et al., montre dans un contexte d’infections nosocomiales que la technique
du BRT® permet d’évaluer la cinétique d’adhésion des souches cliniques de SARM isolées de prélevements
de diverses origines (cathéter urinaire et intraveineux, LBA) (Di domenico et al., 2016). Notre étude montre
en contexte CF que cette technique permet a I’instar de 1’étude de Di domenico et al., d’évaluer la capacité
d’adhésion de souches cliniques CF de SARM mais aussi d’évaluer I’effet des antimicrobiens en réalisant des
ATBF.

L’objectif est alors de déterminer en quelques heures les concentrations de prévention de formation du biofilm
des antibiotiques. Ce nouvel outil permettrait de compléter les informations apportées par les antibiogrammes

classiques afin d’optimiser la prise en charge thérapeutique des patients CF.

2.4.5 Colonisation persistante et adaptation des souches de SARM a leur environnement au cours
d’infections chroniques en contexte CF

L’étude d’Azarian et al., publiée en 2019 décrit une colonisation chronique de quatre patients CF. Des isolats
ont été prélevés pour ces patients entre 2003 et 2009. Trois de ces patients sont colonisés par une souche de
ST 5 et un des patients par une souche de ST72. Il a été observé au sein de ces souches, des variations de SNP
évoluant de maniere continue avec un taux de variation de SNP par site et par an compris dans 1’intervalle
suivant [1.91 x 10 “¢-9.96 x 10 ~ /] (Azarian et al., 2019). Parmi ces mutations, certaines sont impliquées
dans I’augmentation de la production de biofilm et la diminution de la virulence bactérienne. Ainsi, il est
décrit la mutation du géne odhA codant pour la 2-oxoglutarate déshydrogénase impliquée dans la synthese de
I’acide tricarboxylique (Faisy et al., 2016). Cet acide réprime la production de la protéine CCpA (Carbon
catabolite protéine A), (Seidl et al., 2006). La diminution de la production de cette protéine provoque une

diminution de I’expression d’agr ce qui augmente la production de biofilm.

A D’instar de cette étude, nous avons observe une colonisation persistante des patients de notre etude (patients
5, 6, 17, 18) par des lignées clonales de SARM. Neuf souches de ST 5 ont été isolées des patients 5, 6, 17 et
deux souches de ST 8 ont été isolées du patient 18. Au sein de notre étude, les souches clonales présentaient
un nombre de SNP < 123.

De plus, les souches de notre étude ont montré des capacités d’adaptation avec une augmentation de la
production de biofilm pour les souches isolées de maniére plus récente (souches « tardives ») comparés aux
souches dont I’isolement était précoce. C’est notamment le cas de la souche 17.6 (souche tardive) isolée du
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patient 17 dont la formation de biofilm est plus rapide comparée a la souche 17.2 (souche précoce). La souche
17.6 montre egalement une valeur de CMIb pour le linézolide plus importante comparée a la souche 17.2.

Cette valeur ne dépasse cependant pas le seuil de résistance.

De plus, ces souches malgré leur adaptation a I’environnement pulmonaire des patients CF présentent des

CMIb de la ceftaroline et du ceftobiprole faibles et inférieures au seuil de résistance.

Au sein d’un méme biofilm, différents variants d’origine clonale peuvent étre présents (Savage et al., 2013).
Cette diversification de la population est une stratégie d'adaptation a I'hote.

Dans I’étude de Savage et al., en 2013, deux sous-populations de souches ont été décrites au sein d’un biofilm
de patients CF : les variants blancs dépourvus de pigmentation (WV pour White Variants) et les variants a
grande colonie péle (LPVS pour Large Pale Variants).

Les variants WV ne formaient pas de biofilm et présentaient des protéolyses et hémolyses accrues alors que
les variants LPVS étaient capables de produire du biofilm mais la phase de dispersion était fortement réduite.
De plus ces variants n’étaient pas hémolytiques.

Suite & une analyse génomique, I’incapacité a produire du biofilm des variants WV s’est avéré due a une
mutation réduisant I’expression du gene Sigma B codant pour le facteur Sigma B alternatif (Lane et al., 2006).
Ce facteur Sigma B alternatif induit 1’expression du gene ica impliqué dans la production du PIA (Cotter et
al., 2009).

La mutation du géne Sigma B entraine donc une diminution du facteur Sigma B, une diminution de la PIA et
une diminution de la production de biofilm (Lorenz et al., 2008). De plus, la diminution du facteur Sigma B
entraine une augmentation de I’activité du systéme agr ce qui conduit a une induction des facteurs
extracellulaires comme les hémolysines, et les protéases (Marti et al., 2010). A contrario, les variants LPVS
ont montré une mutation dans le systeme régulateur du gene agr provoquant un déficit en protéine Agr.

Ce déficit provoque une augmentation de la formation de biofilm par une expression non restreinte de la PIA
et empéche la phase de dispersion du biofilm (Reynolds et al., 2011). De plus, le déficit en agr provoque une

réduction de I’expression de protéases extracellulaires (Marti et al., 2010).
La colonisation chronique des patients CF se fait donc par des populations bactériennes diversifiées

correspondant a des variants adaptatifs issus d’une souche clonale, ces colonisations sont des complexes,

dynamiques et varient en fonction des conditions du milieu environnant (Rumpf et al., 2021).
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Il est ainsi possible d’isoler des variants sensibles et des variants résistants aux antibiotiques que ce Soit sous
forme planctonique ou sessile en co existence au sein d’un méme biofilm et cette diversité peut contribuer a

empécher une prise en charge efficace des patients CF par antibiothérapie.

Nous avons observé dans notre étude une diversité intra-échantillon pour deux patients. En effet, des souches
de SARM de ST 5 et ST4782 faisant partie du CC5 ainsi que des souches de ST8 et de ST 5829 faisant partie
du CC8 ont été respectivement isolés du patient 14 et du patient 33. Des tests complémentaires seraient
nécessaires afin de caractériser ces souches clonales et de déterminer si ces souches ont des comportements

différents en termes de formation de biofilm.

2.5 Article publié sur le sujet de thése

Boudet A*, Sorlin P*, Pouget C, Chiron R, Lavigne J-P, Dunyach-Remy C, et al.,. Biofilm Formation in
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Isolated in Cystic Fibrosis Patients Is Strain-Dependent and
Differentially Influenced by Antibiotics. Front Microbiol. 2021;12:750489.

* These two authors contributed equally to the work.
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Cyshc fibrosis (CF) is a genetic disease with lung abnomalibes makang patients particularty
predisposed to pulmonary infections. Staphyiococcus ausws is the most frequently
identfied pathogen, and mulidrug-resistant strans (MRSA, methicilin-resistant S, aureus)
have been associated with more severe lung dysfunction leading to eradication
recommendations. Diverse bactenal traits and adaptive skills, including biofilm formation,
may, however, make antimicrobial therapy challenging. In this context, we compared the
ahilty of a collection of genotyped MBSA isolates from CF patients fo form biofilm with
and without antibictics (ceftaroline, ceftobiprole, linszolid, timethoprim, and nfampicin).
Our study used standardized approaches not previously applied to CF MRESA, the BioFilm
Fing test® (BRT®), the Antibicfilmogram®, and the BioFlux™ 200 systerm which wene
adapted for use with the artificial sputum medium (A5M) mimicking conditions more
relevant to the CF lung. We included &3 strains of 10 multiocus sequence types (STs)
isclated from 35 CF patients, 16 of whom had chronic colonization. The BAT® showed
that 27% of the strains isolated in 37% of the patients were strong biofilm producers. The
Antibicflmogram® performed on these strains showed that broad-spectrum cephalosponns
had the lowest minimum biofilm inhibitory concentrations (bMIC) on a magornty of sirains.
A focus on four chronically colonzed patients with inclusion of successively isolated sirains
showed that ceftarcline, ceftobiprole, andfor linezolid bMICs may remain below the
resistance thresholds over time. Studving the dynamics of biofim formation by strains
izolated 3 years apart in one of these patients using BioFlux™ 200 showed that inhibition
of biofilm formation was observed for up to 36 h of exposure to bMIC and ceftaroline and
ceftobiprole had a significantly greater effect than linszolid. This study has brought new
in=ights into the behavior of CF MESA which has been little studied for its ability to form
biofilm. Biofilm formation is & common charactenstic of prevalent MBSA clones in CF
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Eiofim Fomation in CF MARSA

Earty bicfilm formation was strain-dependent, even within a sample, and not only cbeerved
during chronic colonization. Ceftaroline and ceftobiprole showed a remarkable actvity
with a long-lasting inhibitory effect on biofilm formation and a conserved actiity on certain
strains adapted to the CF lung environment after years of colonization.

Keywords: cystic flbrosls, methlcillin-resistance Staphylococcus aurews [MASA), biofim, antibloflim acthvity,

ceftaroline, ceftobiprole, Inezolid

INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is a recessive genetic disease linked to
a mutation in the cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (cfir) gene encoding for an ion channel whose
dysfunction causes thickening of the respiratory mucus in
CF patients (Rowe et al, 2005). The resulting dehydrated,
sticky mucus provides an ideal environment for bacterial
colonization, and CF patients are therefore particularly exposed
to pulmonary infections from an early age. Among the
prevalent opportunistic  pathogens in CF  worldwide,
Staphylococcus  aurews is  generally the most commonly
identified microorganism  (Registre  frangais de la
mucoviscidose - Bilan des données, 2019; The Cystic Fibrosis
Foundation Patient Registry, 2019; Zolin et al., 2020). 8. aureus
iz acquired early on in the life of CF patients, and from
the age of 5years, 5. aurews will colonize or infect approximately
70% of children. Infections may be persistent in certain
patients, and in 2018 in Europe, the prevalence of chronic
5. murens in CF patients was 35.68% (34.34% in children;
37.12% in adults; Zolin et al, 2020} Multidrug-resistant 5.
aurens strains, known as methicillin-resistant 5. aurens
(MRSA), are of particular concern. A degree of variation
in MRSA prevalence is observed between countries for the
CF population with a lower prevalence observed in Europe
{e.g. 59% in France in 2019; Registre frangais de la
mucoviscidose - Bilan des données. 2019) compared with
the United 5tates where the widespread distribution of
community-acquired MESA clones like the USA300 clone
(Glikman et al., 2008; Goss and Muhlebach, 2011) is associated
with a 25% rate of CF patients with at least one MRSA
isolate in 2019 (The Cystic Fibrosis Foundation Patient
Registry, 2019). In Europe, the epidemiology of circulating
MRS5A clones in the CF population remains largely unexplored.
MRS5A eradication in CF patients is currently recommended
as compared with methicillin-susceptible 5. aureus (M35A),
MRSA persists longer in the airways of these patients, resulting
in more serious pulmonary dysfunction and lung damage
with a greater decline in mean forced expiratory volume in
1s (FEV1) and in greater use of antibiotics (Ren et al.,
2007; Dasenbrook et al, 2008; Vanderhelst et al, 2012).
However, MRSA eradication is challenging, not only due to
the antimicrobial multidrug resistance patterns of the strains
but also to the diverse bacterial adaptation pathways developed
in the CF lung environment, including biofilm formation
which represents an important barrier to eradication treatment
and host defenses, thus contributing to bacterial persistence

in the CF lung (Goerke and Walz, 2010; Hirschhausen et al.,
2013). Identifying antimicrobial treatments that may limit
biofilm formation has become a matter of concern in the
management of numerous infections, particularly those
involving 5. aurews which is a well-known pathogen causing
diverse biofilm-associated infections other than those
encountered in CE such as medical device-associated and
catheter-related infections, and bone infections (Miguel et al.
2016), and over the years, studies have aimed to evaluate
the antibiofilm activity of wvarious antimicrobial agents
{antibiotics as well as antimicrobial peptides and natural
substances). These studies underline the limitations of i
vitro studies of bacterial biofilms, particularly the poor
reproducibility of certain methods and the influence of
cultivation conditions. Considering these limitations, a variety
of protocols and methods for in vitre drog activity testing
against staphylococcal biofilms has been  successively
introduced with the aim of standardizing protocols and
improving  inter-laboratory  reproducibility,  including
microfluidics systems which more closely approximate natural
biofilms (Benoit et al., 2000; Guzman-Soto et al, 2021).
In this context. the main objective of our study was to
evaluate the effects of antibiotics on the biofilm formation
of MRSA isolates from CF patients. Our study focused on
trimethoprim, rifampicin, and linezolid which are some of
the drugs that may be used to deal with MRSA infections
in CF patients (Fusco et al, 2015; Zobell et al, 2015; Akil
and Muhlebach, 2018). Two broad-spectrum cephalosporins
{more recently approved for the treatment of bacterial
preumonia due to MRSA), ceftaroline and cefiobiprole, were
also evaluated. Owur study was based on standardized approaches
not previously applied to CF MRSA isolates, that is, the
BioFilm Ring test® {Chavant et al. 2007; Ren et al, 2007)
and the microfluidics system BioFlux™ 200 (Benocit et al.,
2010) which were adapted for use with the artificial sputum
medium ( ASM), @ mucin-containing synthetic growth medium
{Sriramulu et al, 2005; Dinesh, 2010) to test MRSA bioflm
formation, and antibiotic efficacy against biofilm formation
in conditions more relevant to the CF lung. The BRT® is
used to quickly evaluate bacterial adhesion and early biofilm
formation. The BRT® has also been proposed as a tool for
evaluating the capacity of antibiotics to inhibit biofilm formation
through an approach called the Antibiofilmogram® (Tasse
et al, 2016}, also uwsed in our study. Finally, we used the
BioFlux™ 200 continwous flow system to study biofilm
formation in dynamic conditions. Strains studied were clinical
isolates genotyped by multi locus sequence typing (MLST)
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and, for selected strains, by whole-genome sequencing (WGS).
[Due to the highly complex patterns of bacterial colonization
in CF patients’ airways, we also included strains that were
co-isolated from within a sample or successively isolated from
chronically colonized patients with the aim of bringing new
inzights into the behavior of strains adapted to the CF lung
during persistent colonization.

To the hest of our knowledge, studies like this have never
been performed before and our study therefore provides original
results on comparative biofilm formation with and without
antibiotics for a collection of dinically and genetically
documented MRSA from CF patients.

MATERIALS AND METHODS
Patients, Strains, and Study Design

Methicillin-resistant 5. @urens strains included in this study
were isolated from routinely sampled sputum specimens in
patients attending the CF center at Montpellier University

Hospital, France, and analyzed as part of their standard
follow-up. Strains were recovered in 35 patients representing
all patients with MRSA isclation in our center over a 9-year
perind. Strains had been stored at —80°C. These strains
were studied for their ability to form biofilm in the presence
or absence of antibiotics according to the steps presented
in the flow diagram in Figwre 1. Briefly, we first identified
strains that were strong biofilm producers among a collection
of clinically documented and genetically characterized CF
MBRSA using the BRT® and the ASM. Strong biofilm producers
were then included in the evaluation of antibiotic efficacy
against biofilm formation using the Antibiofilmogram® metheod.
Selected isolates were then used to conduct: (i) a longitudinal
analysis of the evolution of antibiotic efficacy on biofilm
formation over time in chronically colonized patients (selection
of clonal strains successively isolated in four patients) and
(ii) a study of the dynamics of biofilm formation under
flow in the absence and presence of antibiotics (selection
of two paired strains successively isolated in a chronically
colonized patient).

63 CF MRSA strains / 35 samples / 35 patients

formation evaluation

Collection of
genotyped strains ‘
| MLET genotyping |
Early biofilm formation with BioFilm Ring Test®
1. Validation: assay with 0.22 pm filtered ASM
Early biofilm 2, Testing the 63 strains

1

Selection of previ ously isolated strains

Strong biafilm producers
17 strains / 13 patients

[longitudinal study| with criteria:
— - strong biofilm producers
= chranic cobonization shown by WGS

= & strains / 4 patients
|

]

Effect of antibiotics
on biofilm formation

Antibiofilmogram® on susceptible strains (bMIC in filterad ASM]
eeftaraline, ceftobiprale, linezalid, trimethoprim, rifampleln

MIC determination

1

Dymamics of antibiotic
action on biofilm
farmation

Selection of 2 palred strains
Farmation of biofilm in Bioflux® systerm (ASM versus BHI)
ceftaroline, ceftobiprole, linezolid {A5M)

meadum.

FIGURE 1 | Flowchart showing the mein stape of the shudy OF, oystic forsks: MASA, methiclin-resitant Stephylococcus sureus; MLET, mulioous ssquence
typing; ASM, artificisl eputum medium; WES, whole-gencme sequencing; MIC, minimum nisiony concentration; SIS, iofim MIC: and BHI, trein haart mhesion

FrOMENs In MRACFOCIIOgY | WWWFDNEErsIn.ong

Ochobear 2021 | Violume 12 | Aricke T504E8

72



Boudet et &l

Efofim Fomation in CF MASA

Multilocus Sequence Typing

All strains were cultured on Trypticase Soy Agar with 5%
Sheep Blood (bioMérieur, Marcy I'fioile, France), and one
colony was subcultured on the same agar medium for further
analysis. [MMA extraction was performed as previously described
{Predari et al., 1991). The amplification of the seven housekesping
genes included in the MLST scheme for 5. aurens was performed
as previously described (Enright et al., 2000; Crisdstomo et al,
2001). Sequencing was done on a 3500xL. Genetic Analyser
{Thermo  Fisher  Scientiic  Waltham,  Massachusetts,
United States), and sequence analysis was performed using
SeqScape Software v3.0™ from the same company. The sequence
type (5T) was determined for each strain via the PubMLST
database (Jolley et al, 2018)" or after whole-genome sequencing
{wgMLST).

Whole-Genome Sequence Analysis
Whole-genome sequencing analysis was performed for the
11 CF MRSA isolates (five “early™ isolated strains and six
“late” isolated strains in four chronically colonized patients)
selected for the longitudinal analysis of the evolution of
antibiotic efficacy on biofilm formation over time to prove
that the MRSA persistence in these patients was truly a
chronic colonization by a clonal strain. For six of these strains,
WiGSs were available from previous work { Boudet et al, 2021);
for the five remaining strains, WGSs were obtained by an
llumina MiSeq platform (llumina Inc., %an Dbego, CA,
United States) and analyzed as previously described (Boudet
et al, 2021). Regarding analysis of single nucleotide
polymorphisms (SMPs). SNPs were called wsing Snippy
{Seemann, 2015} and SNPs numbers were interpreted according
to the criteria of Ankrum and Hall {2017) which define strains
with =71 SNPs as the "same” strains, strains with 72-123
SNPs as "very closely related” strains, strains with 124-156
SMPs as “closely related” strains, and strains with =157 SNPs
as “distantly related” strains.

DDBIENA/GenBank accession numbers for the 11 WGS are
TAGPWS000000000, JAGEFWYD00000000 and JAGFW Z000000000
(strains 5.1, 5.2, and 53 in Patient 5); JAGPWIOOO000000,
JAGPWQ000000000 and JAGPWROODDDOMOD (strains &1, 6.3,
and &4 in Patient &); JAHXBMOOOOO00000, JAHXBLOOOOMN0,
and JAHXBK000000000 {strains 172, 17.3, and 176 in Patient
173 TAHXBIoo0000000 and JTAHXBIOOOOO00000 (strains 18.1 and
182 in Patient 18).

Culture Media and Growth Rates

Afier initial culture of frozen strains on Trypticase 5oy Agar
with 5% Sheep Blood (bioMérieux, Marcy I'Etgile, France),
we used different media according to the test performed.
Mueller-Hinton broth was used as the broth microdilution
reference method to  determine minimum  inhibitory
concentrations (MIC) of antibiotics. The ASM, a medium
mimicking the sputum found in the respiratory tract of CF
patients (Sriramulu et al, 2005; Dinesh, 2010), was used to

"hitps:{ipubmilst.orgsaurens/

evaluate biofilm formation and antibiotic efficacy against biofilm
formation in conditions more relevant to the CF lung using
the different approaches of this study and developed below:
the Biofilm ring Test® (BRT®), the Antibiofilmogram®, and
the contimuous flow system BioFlux™ 200. However, the brain
heart infusion (BHI) medium i= recommended by the BRT®
manufacturer and was therefore used with ASM for comparative
purposes. As the opacity of the ASM did not provide a
compatible image with the BRT® reading software,
0.22 pm-filtered ASM was compared to BHI medium on selected
isolates with the BRT®. BHI medium was also compared with
ASM in the assays conducted on the BioFhuxc™ system. According
to the medium used for the assay, strains were pre-cultured
for 24h in the same medium, BHI broth, or ASM. Due to
the use of these three culture conditions, growth properties
of selected strains in BHI broth, ASM, and 0.22pm-filtered
ASM were compared. Chvernight cultures at 37%C were inoculated
into the same fresh medium [identical dilution factor for all
three conditions to obtain a suspension of optical density
(0D} at 600nm (0D} of 0.1], and incubation was carried
out at 37%C with agitation for 24 h. Cell growth was monitored
over 24h through colony-forming unit (CFU) counts with
eight data points: 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6 and 24h. For CFU
counts, cultures were diluted serially in the medium and plated
on Trypticase 5oy Agar with 5% Sheep Blood plates which
were incubated for 24h at 37°C. All assays were performed
in duplicate.

Bacterial Adhesion and Biofilm Formation
Assessment US'I’Ig Biofilm Hil'lg Test®

The BRT® based on the measurement of the mobility of
superparamagnetic microbeads subjected to 2 magnetic field
was used to study the early stages of biofilm formation
according to the mamufacturers recommendations (Chavant
et al, 2007). Briefly, standardized bacterial cultures were
incubated at 37°C in 96-well microtiter plates in the presence
of magnetic beads. At set time-points, the plates were placed
on a magnetic block and put in the reader. The images of
each well before and after magnetic attraction were analyzed
with the BioFilm Control software (BEC Elements® 3), which
gives a biofilm formation index (BFI). The adhesion ability
of each strain was expressed as this BFI that is inversely
proportional to the attached cell number. A high BFI value
indicates high bead mobility under magnetic action that
corresponds to the ahsence of biofilm formation (a spot is
visible due to bead accumulation above the mini-magnet).
while lower values reflect partial to complete immobilization
of beads due to the bacteria embedded in a biofilm (no
visible spot for complete bead immaobilization). Two incubation
times were defined: 1.5 and 4h. Three replicate wells were
performed per strain and per incubation time in three (EHI/
filtered ASM comparison) or two independent experiments
(tests in fltered ASM only). A negetive control was
systematically included in each experiment corresponding to
the medium and beads without bacterial suspension. BFI values
were calculated for each well. ranging from 0 (total bead
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immobilization, ie, strongly adherent cells/strong biofilm
formation) to 20 (no bead aggregation, ie. non-adherent
cells'no biofilm formation in the experiment conditions).

Susceptibility Testing

Minimum inhibitory concentrations of ceftaroline, ceftobiprole,
linezolid, rifampicin, and trimethoprim were determined for
all CF MRSA strains using the microdilution method in Mueller-
Hinton broth. According to the interpretative criteria of the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), strains were dassified as susceptible (including
“susceptible” and “susceptible, increased exposure” categories)
or resistant { European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, 2021). Serial 2-fold dilutions of antibiotics were as
follows: 0.125- 16 mg/L for ceftaroline, 0.25-32 for cefiobiprole,
0.5-64mgl. for linexolid, 0.015-2mg/l. for rifampicin, and
0.25-32 for trimethoprim. The reference strain 8. aurens ATCC
29213 was used to monitor test performance.

The minimum bicflm inhibitory concentrations (bMIC)
were determined using the Antibiofilmogram® test {BioFilm
Control; Tasse et al, 2016). A schematic representation of the
Antibiofilmogram® principle is available in Olivares et al {2020).
The test was performed using 0.22 pm-filtered ASM for initial
bacterial growth and suspension preparation. The microplates
containing bacteria, magnetic beads, and antibiotics (20p] of
antibiotic solutions) were incubated at 37°C for 4h before
visual reading The bMIC was determined for each antibiotic
as the lowest concentration at which a spot corresponding to
free beads attracted to the cemter of each well during
magnetization, similar to negative control (0.22 pm-filtered ASM
and magnetic beads), was visible. A well without antibiotics
filled with the bacterial suspension in 0.22 pm-filtered ASM
and magnetic beads was used as the positive control (ahsence
of spot due to bead immobilization in bioflm). All assays
were performed in duplicate.

Biofilm Formation Assessment US'I’Ig the
BioFlux™ 200 System

The kinetics of biofilm formation and quantification in the
absence and presence of antibiotics (ceftaroline, ceftobiprole,
and linezolid) were assessed with the BioFlux™ 200 microfluid
system as previously described (Maudin et al, 2019) with two
different media, BH] medium and ASM. In this system, biofilm
formation is studied under dynamic and controlled fow
conditions and is followed by light microscopy in microfluidic
wells {Bencit et al, 2010). The system consists of a 48-well
plate with a microchannel connection between 24 pairs of
two types of wells, an input well and an output well. Bacteria
were grown overnight in each media Bacterial suspensions
with an 0D, of 0.1 +/— 0.05 after two 200th serial dilutions
from the overnight culture were prepared in both media. To
quantify biofilm formation, we prepared BioFlux system by
adding 500pl of medium into the input well with a pressure
of 1 dynefcm® for 10 min. At the end of the 10 min, the medium
remaining in the input well was removed. Bacterial suspensions
were then added in the input well for 36h of incubation at

37°C in BHI medium and ASM with a pressure of 0.2 dyne/
cm®. The bacterial suspension was either added alone or in
the antibiotic solution, ie, last dilution performed in the
antibiotic solution to give final concentrations of bacteria of
1 CFUml and antibiotic corresponding to the bBMIC determined
by the Antibiofilmogram® either in BHI broth or in filtered
ASM. Biofilms were grown in monoculture, and the quantification
of biofilm formation was done at 5, 12, 24, and 38h post-
inmculation in the absence of antibiotics and at 5, 12, and
36h post-inoculation in the presence of antibiotics. Experiments
were performed in duplicate. Biofilms were visualized with a
Leica DM IRE inverted fluorescence microscope coupled with
a CoolSNAP FX black and white camera (Roper Scientific,
Trenton NJ, United States). Image]® software was utilized to
calculate hiofilm percentage. The 16-bit grayscale images were
adjusted with the threshold function to fit the bacterial structure
and were analyzed using the "Analyze Particles” function to
calculate biofilm percentage in the microfluidic channel.

Statistics

Results are presented as the mean + standard deviation. Statistical
analyses were made using a t test in version 7 of GraphPad
Prism (comparison of biofilm formed according to the condition,
either medium or incubation time, in the BioFlux™ analyses)
or using a Mann-Whitney U test in version 35.2 of R software
{comparison of BFI values in BHI medium and filtered ASM).
A walue of p<0.05 was considered to reflect significance.

RESULTS

Patients and MRSA Collection
Characteristics

The 35 CF patients (54.3% of female) had a mean age of
221 years at inclusion in the study (range: 2-52 years). Sixteen
of them fulfilled the criteria for chronic colonization (=50%
of respiratory samples collected during the last 12 months
positive for MRSA with at least four samples collected during
that period; Zolin et al,, 2020). The &3 strains had been isalated
between 2007 and 2016 from 35 sputum samples in these
patients {2—4 colonial morphotypes visually distinct observed
during the routine bacteriological analysis of sputum samples
recovered from 18 samples in 18 patients were included:
Supplementary Table). MLST genotyping showed that the 63
strains belonged to 10 5Ts (Figure 2A). MRESA of 5T5 (50.8%
of strains and 48.6% of patients) and 5T8 (30.2% of strains
and 31.4% of patients) were the most frequent representing
81% of the strains (51 strains/63) and being identified in 80%
aof the patients (28 patients/35). Two patients had co-colonizations
with strains from different 5Ts within the same clonal complex
{CC) identified in one sample [STS and 5T4782 (CCS) in
Patient 14, STE and $T5829 (CC8) in Patient 33). In these
cases, both genotypes identified differed by one (strains in
Patient 14) or five mutations (strains in Patient 33} in one of
the seven genes of the MLST scheme (amE gene and gmk

gene, respectively).
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patients of the study, 40 MRSA strains were isolated in 21
patients with chronic colonization by P aerugimosa. These
strains were distributed in the three groups of strains defined
according to their ability to form early biofilm (13 strains
showed BFI<4, 17 strains were non-adherent and 10 had
intermediate BFI values).

Antimicrobial Susceptibility of the 17
Strongly Adherent Strains

Determination of the MICs of the five antibiotics under
consideration in this study showed that 11 strains (64.7%)
were Tesistant to rifampicin, and three strains (17.6%) were
resistant to linezolid, while the 17 strains were susceptible to
trimethoprim, ceftobiprole, and ceftaroline (Table 1). bMICs
were then determined using the Antibiofilmogram® approach
in filtered ASM. Highly distinct patterns of BMICs were ohserved
according to the antimicrobial agent (Table 1). Mo strains
displayed bMIC for trimethoprim below the EUCAST threshold
for resistance at 4mgl. (BMIC range: 8->32mg/L) showing
that this antibiotic was totally inefiicient on biofilm formation
initiation. The lowest BMICs were ohserved for ceftaroline and
ceftobiprole with efficacy in preventing biofilm formation
observed for 76.5 and 70.6% of strains, respectively (bMICs
below the respective resistance breakpoint of 1 and 2mgL)
compared with linezolid (64.7% of strains with bMICs <4mg/L)
and rifampicin (17.6% of strains with BMICs< 0.5mg/L)
Individual resulis for each of the 17 strains under evaluation
are presented in Table 2. The capacity of rifampicin and linezolid
to prevent biofilm installation was also evaluated for the sole
strains that were susceptible in planktonic cultures; linezolid
was able to inhibit biofilm formation of 78.6% of the susceptible
strains (three oot of 14) and rifampicin prevented biofilm
installation of 50% of the susceptible strains (three out of six
Table 2.

For three strains (strains 1.1, 5.3, and 20.1), bMICs of all
the five antibiotics were above the corresponding resistance
breakpoint and these strains were excluded from further analysis
conducted to compare the efficacy of the various antimicrobial
agents on biofilm formation by CF MRSA. Analysis was, thus,
restricted to susceptible strains (planktonic cultures) that

displayed at least one bMIC below the threshold for resistance
{r=14; Table 2). Under these conditions, bMICs for ceftaroline
were below the resistance threshold for 13 strains, bBMICs for
ceftobiprole were below the resistance threshold for 12 strains,
and bMICs for linezolid were below the resistance threshold
for 11 strains. A limited effect was observed for rifampicin
with three strains out of 14, isolated from three patients,
showing low bMIC values < 0.015mg/L. However for two patients,
these strains were associated either with a resistant strain
{Patient 28) or with a strain for which the formation of bioflm
was not inhibited by rifampicin (Patient 25) thereby making
the drug of low interest considering its global effect on biofilm
formation inhibition. More generally, intra-sample heterogeneity
with coexistence of adaptive variants displaying distinct bMICs
was observed for three out of the four patients for whom the
analysis of multiple strains from a sample was performed
{Patients 5, 25, and 28; Table 2).

Study of Clonally-Related, Longitudinally-
Isolated Strains in Four Patients

For chronically colonized patients, we searched for strains that
had been isolated before the strains studied above, which met
the following criteria: (i) strongly adherent strains/strains forming
early biofilm as determined by the BET® in filtered ASM (BFI<4),
and (ii) WG3-based analysis confirming the chronic colonization
based on the identification of less than 123 SNPs between the
sequences of the “early” and the "late” isolated strains (signing
either a "same” strain or “very closely related” strains according
to the criteria of Ankrum and Hall, 2017). A total of five eardier-
isolated strains from four patients matching these criteria were
selected and compared with six strains isolated during patient
follow-up. The characteristics of patients and selected strains
are presented in Figure 3A. MICs were determined, and an
A.n.lihi.uﬁlmug;mm”' was performed on these strains (as described
ahove), and bMICs are presented in Figure 3B. MIC and bMIC
values for the five antibiotics were all below the EUCAST
threshold for susceptibility for the five strains isolated earlier
For later-isolated strains that remained susceptible to antimicrobial
agents in planktonic culture, we showed that ceftaroline and
ceftobiprole (Patients 5 and &) or linezolid (Patients 17 and 18)

TABLE 1 | Overal susceptiblity resuls for tha 17 CF MASA siraire thet wens cesstied Bs Sirongly acneent/sinong bioflim prooucers accordng to the Biofim Ring

Test® g=say.
Minimal Inhibifory concentration (MIC In mg/L) Minimal béoflim Inhibiory concentration [DMIC In mgiL)
Antimicrobial Above the
agent "l " Reslistant Ran - - thireshold for
Range Cn L (%, ) e L 1w resistance
(% 1)
Ceftaniing 0125025 0125 0.Z5 <1254 025 4 23504
Ceftobiprole <035 =025 <035 <2518 2 B 2345
Linerodd <05-32 1 1E 17.6(R 554 2 =84 3BAME
Afermpicin 00152 z z BAT (T 001522 3 3 B2.4 |14
THmethaprim <0353 0s z 0 B3z 232 eXe i) 10017

European Commitias on Andimicrobis’ Susoeptbdty Testing (ELICAST) breafgpoints for resstance wens a5 fofows oeftarcing, | mg'L; ceffobiprode, 2mg'l; Enamlic, 4mg'L;

imcshoprim, 4l and iamgicin, 0.5mgfl.
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TABLE 2 | Deteliad sUscaptiblty results for ihe 17 GF MASA sirains that were classifled as strongly edherent/strong Biofim producers accaming to the Sofim Ang

Test® aemay.

Ceftaroline  Caftobiproke

Ritamplcin

Patient  Sirain

4
5

a <0125 2 <05

14 B
] 82 5 o1z <0128  «0.125 <025
53 5 0TS <0125 - =025
L] B3 5 0.58 <0125 025 =025
E4 5 025 0.2 025 <0L.E5
7 T2 5 o 025 0.25 =025
17 178 5 o <1125 - w25
1E 1E2 B 303 <0125 0.5 =025
2 2041 SHZE DEE <0125 _ =025
28 253 5 4 025 025 <025
258 5 322 <0125 025 =025
26 281 B 208 «0125 <0125 =025
28 283 5 4] <0125 1 <0L.E5
2EA 5 025 <0125 <0125 =025
30 3l 5 o <0125  «0.125 w25
H nz B 2E8 <0125 <0128 =025
az 3241 B 188 <0125 <0125 =025

bMIC MIC bMIC MIC MG MIC bMIC

<0015 <0015
<005 0.5
<005 0015 <1.25

[ ]

&
&n
&
i

<005 =015 <1.25
0045 1
0.5
0.5

&
f

Minimum infibifory conoendrations (WG and bioflm MC BWC) in mg'L. MCs were delermined acoording 1o he relerance ditdion mathad. BIACs ware delemmined in ilfared A,
Gy oells indiceta MO and BMIC values abowe the ELICAST breakpoints for resstance findicated in botnodes of Table 1) 5T, sequence typa. BH, biofim formation inde

retained their ability to prevent biofilm formation (bMICs below
the corresponding EUCAST thresholds for resistance) over time.
'We related these observations to the antimicrobial courses received
by the patients (Figure 3). The more important antibiotic selective
pressure was noted for linezolid and Patients 5 and 6. Three
out of the four strains isolated in these patients were resistant
to linezolid in planktonic cultures (resistance, investigated in a
previous study; Boudet et al. 2021) was related to a G2576T
substitution present in a variable number of 235 rENA gene
copies, while susceptible strain 6.3 displayed a high bMIC of
16mg/L. For strains isolated in Patients 17 and 18 (who had
received fewer linezolid courses during their follow-up), increased
bMICs were observed over time, but bMICs were still below
the resistance threshold (Figure 3). Although a low number of
rifampicin and trimethoprim courses (possibly associated) were
noted in the four patients, both antibiotics were no more active
on later-collected strains, showing MICs or bBMICs above the
corresponding resistance thresholds. Mone of the patients had
received ceftaroline or ceftobiprole.

Dynamlns of Biofilm Formation Under Flow
in the Presence and Absence of Antibiotics
To complete the characterization of biofilm formation of CF
MRSA in the presence or absence of antibiotics, a study was
performed in dynamic conditions wsing the BioFlux™ 200
microfluidic system. We selected strain 17.6, one of the two
strains that were strongly adherent after 1.5h of incubation in
the BRT® and the paired 172 strain isolated 3years before in
Patient 17. For these paired strains, we first compared their
dynamics of biofilm formation over time according to the medium
used (BHI or ASM). The formation of biofilm increased regularly
over time for each condition of the assay (“early” strain in BHI

medium, “early” strain in ASM, "late” strain in BHI medium,
“late” strain in ASM) with a systematically higher percentage
of biofilm formed in ASM compared with BHI medium and
fior “late” strain compared with “early” strain {Figure 4). Although
both strains were shown to have high adhesion ahility using
the BRT®, these results revealed that strains 172 and 17.6 cach
had distinct dynamics of biofilm formation, with a slower biofilm
formation for the earlier-isolated strain 17.2 (Figure 4).
Further testing with antibiotics was limited to three times
of measure (5, 12, and 36h) and to the three antimicrobial
agents with the lowest bMICs, that &s, ceftaroline, ceftobiprole,
and linezolid. With the BioFlux™ device, the percentage of
biofilm formed in the presence of one of the three drugs tested
was drastically lower than that ohserved for the control without
antibiotics showing that all three antibiotics had the ability o
limit biofilm formation and that this effect was long-lasting as
it was ohserved up to 36h of exposure fo the bMIC of the
corresponding antimicrobial agent in both media (Figure 5).
statistical significance by a t test. A significantly higher inhibition
of biofilm formed by the earlier isolated strain 17.2 was observed
from 12h of incubation and up to 36h of incubation for
ceftaroline and ceftobiprole compared with linezolid (values of
p=0.05 at 12h; values of p<0.01 at 36h). Ditferences observed
between ceftaroline and ceftobiprole were also  statistically
significant (value of p<005 at 36h). ceftaroline being more
active in biofilm formation inhibition than cefiobiprole after
12h, whereas ceftobiprole was more active in biofilm formation
inhibition than ceftaroline after 36h. Inhibition of the biofilm
formation by the “late” strain 17.6 in ASM was more pronounced
with ceftobiprole than with linezolid (values of p<0.01 at 12
and 36h) or ceftaroline (values of p<0.01 at 36h). Ceftaroline
was also more active than linezolid after 36h (value of p<0.01).
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Patient 5
Year of birth 1996 ﬁ i

First MRSA 2003

Patient 6
Year of birth 1949] = Al
First MRS A 2003

Patient 17 2013
Year of birth 199¢ == S¢rain 17.2 (BFI 0)
First MRSA 2001 Strain 17.3 (BFI 0)
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DISCUSSION

Cystic fibrosis is a chronic disease in which bacterial
colonizations/infections of the airways are usnal. Due to local
specific conditions in the CF lung, diverse selective pressure
is applied to colonizing microorganisms (interactions with the
host immune response, high levels of antibiotic use, oxygen

deprivation in mucus, altered antimicrobial peptide production,
etc.) which, in turn, develop several traits to adapt to the
surrounding environment and survive in the CF lung (Hauser
et al, 2001). Among these traits, biofilm growth has been
observed with several opportunistic pathogens in certain human
diseases including CF, conferring protection against antimicrobial
treatments and therefore contributing to bacterial persistence
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(Donlan and Costerton, 2002). While the role of biofilm and
the dynamics of its formation have been extensively studied
for P aeruginosa (Heiby et al, 2010), there have been few
studies on MBESA in CF patients. However, biofilm formation
is an important virulence trait of 5 gurews which has been
frequently observed (67% of the strains) in a recent study on
CF pediatric patients {Kodori et al, 2021). Biofilm formation
was also significantly more often observed for strains isolated
from CF patients compared with those recovered from non-CF
patients {Aktas et al, 2013). In MESA, biofilm represents an
additional obstacle to eradication in addition to multidrug
resistance making these strains the most problematic ones and
a great matter of concern due to their imvolvement in negative
dlinical evolution (Fen et al, 2007; Dasenbrook et al, 2008;
Vanderhelst et al, 2012). One recent study found that 85.6%
of MRSA isolates were biofilm producers compared with 54.2%
of MBSSA, suggesting that MESA isolates are better ahle to
form biofilm during CF (Kadkhoda et al. 2020). Biofilm
formation was also observed in 14 of 15 CF MRSA pulsotypes

in the study by Molina et al. (2008), supporting the fact that
biofilm formation is a common characteristic of CF MRSA.
In the specific and distinct conditions of our study - BRT®
used with a 4-h incubation for selection of strong producers
of early biofilm rather than the microtiter test used in previous
studies, we found a rate of strong biofilm-forming MRSA of
27% of the strains and these strains had been isolated in
samples from 37% of the studied patients.

Previous studies have related the propensity of specific clones
af 5. aurens for forming biofilm (Vanhommerig et al, 2014;
Tasse et al., 2018) as well as Escherrchia coli {Flament-Simon
et al., 2019). For CF MRSA, due to the lack of studies including
genetically characterized strains, it remains to be explored
whether some lineages are more prone to forming biofilm
More generally, there is a lack of knowledge of MRSA dones
circulating in the CF population in Europe (Vu-Thien et al,
2010; Cocchi et al., 2011) although no comparisons can be drawn
with non-European data, particularly American data, due to
the highly distinct epidemiology between these continents
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(Glikman et al., 2008). Congruent with the studies of Vu-Thien
et al. (2010) in France and Coochi et al. {2011) in Italy,
we observed that 5T5 and 5T8 were the most frequent 5Ts
identified in our study with 81% of the strains isolated in
80% of the patients belonging to these MLST genotypes.
We observed that clonal lineages differed in terms of their
biofilm-forming capacities as the majority of strong biofilm-
producing strains belonged to 5T5 and 5T%, a trait that may
contribute to the large representation of both genotypes in
CE However, due to the important representation of both 5Ts
in the overall population, ST5 and 5T8 were major MLST
genotypes observed in the three groups of BFI values in our
study. They are also major MRSA lineages in the global
population. Previous studies showed that some MRSA lineages
like the predominant clone of community-acquired (CAJ-MRESA
in the United States, the USA300 clone in the donal complex
&, have enhanced biofilm-forming capacity (Vanhommerig et al,
2014). Strains induded in owr study did not harbor the Panton-
Walentine leukocidin-encoding gene characteristic of some
CA-MRSA dones (unpublished) but were not characterized
further in our study, thus preventing any condusions about
the implication of specific biofilm-forming lineages of 575 or
T8 in CE

Although antimicrobial treatments are considered as effective
according to the results of m witro assays, microorganisms
may still persist in the CF airways for years, partly due to
their ability to be protected within the polymer matrix produced
during biofilm formation. In this context, the efficacy of
antimicrobial therapy is reduced within the biofilm and
approaches targeting bacterial biofilms in cystic fibrosis airways
are required (Martin et al., 2021). However, as recently stated
by Guemén-Soto et al. (2021), "for the successful development
of antibiofilm treatments and therapies, understanding biofilm
development and being able to mimic such processes is vital”
Several natural or synthetic compounds have shown to be active
on biofilm formed by 5. aurens (Miquel et al., 2016). However,
most studies on 5. aureus focused on the effects of antibiotics
on established biofilm in the context of biofilm-associated
infections other than CE mainly medical device-associated
infections. The antibiofilm activity of antibiotics on 5. sureus
isolated from CF patients has been scarcely investigated.
Considering the 5 antibiotics included in this work, a PubMed
search conducted on July 19, 2021, with « ceftaroline » or «
ceftobiprole » or « linezolid » or « rifampicin » or « trimethoprim
» and « Staphlococcus aureus » and « cystic fibrosis » and «
biofilm » found five non-redundant publications supporting
the need for data acquisition on the subject of antibiotics’
antibiofilm activity against CF 5. aurens isolates (Molina et al,
2008; Aktas et al, 2013; Iglesias et al, 201%; Gilpin et al,
2021; Harrington et al. 2021). This is reinforced by the
observations that most of these antimicrobial agents have been
found to display an antibiofilm activity on 5. gurens isolated
in other settings. For example, ceftaroline was effective against
biofilm established by MRSA in vitro and m vive models of
catheter-associated biofilm formation suggesting that ceftaroline
could be considered for the treatment of biofilm-associated
MRSA infections {(Meeker et al,, 2018). In CE ceftaroline was

recently shown to represent an effective antimicrobial option
fior the management of acute pulmonary exacerbations involving
MRSA in pediatric CF patients (Branstetter et al, 2020) and.
on the other hand, has been shown to have an antibichlm
effect on biofilm-producing MRESA in other chronic infections
{(Mottola et al, 2018). Cefiobiprole has also previously
demonstrated promising activity against biofilm from methicillin-
resistant staphylococd (Abbanat et al, 2014). However, previous
studies mainly included limited numbers of strains, either
reference strains that may not reflect the behavior of CF strains
ar strains with no associated clinical data. In our study, we report
the first data on the effect of antibiotics, including fifth-generation
cephalosporins, on biofilm formation via a collection of dinically
documented and genotypically characterized CF MRSA and
seek to mimic CF sputum by using ASM in the different m
vifro assays.

Due to the strong influence of environmental conditions
on bacterial biohlm formation, the use of ASM formulated to
mimic the sputum of CF patients appears promising for i
vitro studies on CF isolates (Sriramulu et al, 2005; Dinesh,
2010). However, this technique remains little used in published
studies and has mostly been used in studies on P aeniginosa
{Sriramulu et al., 2005; Kirchner et al., 2012; Rozenbaum et al.,
2019; Iglesias and Van Bambeke, 2020). For 5 aurens, it was
previously used in a single study to determine the influence
of the medium on the antibiofilm activity of antibiotics including
two of those under consideration in this study (linezolid and
rifampicin). ASM, containing amino acids, mucin, and free
DNA, was shown to provide the most protective matrix
(Rozenbaum et al. 2019) and all the antibiotics previously
tested were drastically less potent and less effective in ASM
than in comparators with respect to viability, metabolic activity,
and biomass (lglesias and Van Bambeke, 2020; Frisch et al,
2021). Here, through the comparative study of biofilm formation
dynamics in ASM and BHI medium, we show that the use
af ASM should be encouraged for further studies on biofilm
formation by CF MRSA clinical isolates as an enhanced and
accelerated biofilm formation was observed in ASM. However,
we also found that ASM was not adaptable to all devices
probably due to some of its characteristics like turbidity and
viscoelasticity (Iglesias et al, 2019) and we had to consider
filtered ASM for use in the BRT® despite the impact of the
ASM filtration and the components which may be affected by
this step remain unknown. Of note. ASM did not contain
glucose despite glucose is present, at various levels according
to the studies, in the sputum of CF patients (Van Sambeek
et al, 2015; Mielsen et al, 2020) and glucose was shown to
promote 5. aurens biofilm formation (Lade et al, 2019). The
supplementation of ASM with glucose may thus represent an
interesting perspective for future work unless the best glucose
concentration to be used can be defined considering the inter-
individual (but also intra-individual} variability highlighted in
previous studies of sputum samples from CF patients (Van
Sambeek et al, 2015; Nielsen et al, 2020).

The inhibition of early biofilm formation observed in ASM
in this study for linezolid and, more markedly, for cefiobiprole
and ceftaroline represents an important finding because the first
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two stages of hiofilm development, that is, adsorption and adhesion,
are key determinants in the next stages leading to biofilm
development during initial colonization by MRSA and also during
the biofilm life cycle at the dispersal stage. These observations
warrant complementary studies on established bicfilm and on
antibiotic combinations as previously studied in other settings
such as endocarditis, diabetic foot infections, and medical device-
associated infections for associations incuding ceftaroline (Barber
et al, 2015 Mottola et al, 2016; Thieme et al, 2018), as they
may contribute to the required optimization of antibiotic regimens
against biofilm {Lebeaux et al, 2014).

Bacterial populations colonizing CF patients are known to
be highly complex and dynamic, encompassing a variety of variants
whose equilibrium varies according to the changing conditions
of the surrounding environment. This population diversification
is an increasingly well-known host adaptation strategy which has
been widely studied in Gram-negative bacilli during chronic
colonization of CF patients” lungs (Winstanley et al., 2016; Menetrey
et al, 2021). For 5 awrens, diversified populations have been
more rarely documented in CF (Goerke et al, 2007, Vu-Thien
et al, 2000; Hirschhausen et al, 2013 Ankrum and Hall, 2017;
Boudet et al, 2021; Wiencke et al, 2021). Reganding biofilm
formation, we observed that patients may be colonized by donally
related strains cormesponding to adaptive variants displaying distinct
ahilities to form biofilm, as previously described (Savage et al,
2013; Wieneke et al, 2021). Such diversification of MRSA
populations and intra-sample heterogeneity of biofilm formation
ability may contribute to compromising the antibiotic management
of CF airway infections. Other adaptive phenotypic modifications
observed for CF 5. aurenis have included the increase in antimicrobial
resistance and the biofilm development ohserved in certain studies
{Hirschhausen et al, 2013). In our study, strains adapted to the
CF lung environment after years of colonization may still display
low bMICs for ceftaroline, an observation that requires further
imvestigation on a larger panel of MRSA strains isolated in
chronically colonized patients. Adaptive modifications like mucoidy
and nuclease activity were recently shown to be more frequently
observed in case of B aerupimoss co-colonization highlighting
the importance of cross-talk and interactions between bacterial
pathogens in shaping the adaptation of 5. awrews to the CF lung
environment (Wieneke et al, 2021). In our study, no obvious
association was observed between chronic colonization by P
aeruginosa and the ability of MRESA to form early biofilm. Finalby,
future studies are still needed to investigate the behavior of CF
MRSA within multispecies biofilm as well as the effect of exposure
of these multispecies biofilms to  different  antibiotics
{(Vandeplassche et al, 2020).

CONCLUSION

We hereby report the first data on early biofilm formation by
MRSA dinical isolates from CF patients using original and
standardized approaches which had never been previously applied
to such isolates and whose use should be encouraged Indeed,
the BET® & well-designed to investigate the early and capital
stages of biofilm formation contrarily to the most frequently used

microtiter plate dye-staining (crystal violet) assays and presents
the other advantages of being a rapid. high-throughput, easy-to-
handle, and highly reproducible method The BioFlux is meanwhile
a fully integrated and easy-to-use system allowing the study of
the dynamic formation of the biofilm and the small volumes
required make this system highly applicable for screening of
biofilm inhibitory agents (for a critical review of methods usable
to study bioflm formation, see Azeredo et al, 2017

As previously observed for other CF pathogens like P aeruginosa
or in other settings like medical device-associated infections,
antibiotic susceptibility was reduced in biofilm, thereby complicating
anti-MRSA treatments and representing a risk of treatment failure
in CF patients. The Antibiofilmogram® is a promising tool for
guiding the choice of the most effective drugs against biofilm
formation by MESA in CF airways. In our study, the two broad-
spectrum anti-MRSA cephalosporing ceftaroline and cefiobiprole
displayed a notable ability to limit biofilm formation of CF MESA
Hitherto little used for CF patients, the characteristics of both
antimicrobial agents, together with recent studies showing that
ceftaroline represents an additional treatment option for treating
MRSA-associated acute pulmonary exacerbations (Branstetter et al.,
20200, should promote their larger use in the management of
CF patients infected by MRSA.
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Supplementary Table. Patients and characteristics of the CF MRSA collection.

Patient designation | Year of | Year of first MRSA strain | Year of ST | Average BFI BFI Co-
(chronic birth, sex MRSA designation** | isolation (BRT®, 4h) | group*** | colonizing
colonization*) colonization pathogens
(CC)
1(CC) 1988, M NA 11 2014 8 4.00 Pa
2 (CC) 2000, F 2002 2.1 2009 572 10.8
2.2 572 20.30 Pa
2.3 572 20.11
3(CC) 1967, M 2012 3.4 2016 5 11.68
35 5 20.31
4 1990, M 2010 4.1 2016 5 8.78 Pa
5 (CC) 1996, F 2003 5.2 2016 5 0.12 Pa
5.3 5 0.75
6 (CC) 1991, F 2003 6.3 2016 5 0.58 ba
6.4 5 0.25
7 2005, F 2007 7.2 2016 5 0.71 -
8 1988, M NA 8.1 2015 34 20.3 -
9 1982, M 2006 9.1 2016 8 20.27 Pa
10 (CC) 1984, M NA 10.4 2016 8 20.26
10.5 8 20.23 Pa
10.6 8 20.26
11 2002, F 2013 11.3 2016 5 20.29
11.4 5 20.27 Pa
11.5 5 20.30
12 2002, F 2007 12.1 2007 5 11.61 - AX
13 1998, F 2014 13.1 2014 5 20.18 -
14 1983, M 2008 14.3 2014 5 20.27 Pa, Ma




144 4782 20.28
15 1989, M NA 151 2016 4886 20.11 Pa, Bc
16 (CC) 1990, F NA 16.2 2014 5 20.27
17 (CC) 1996, F 2001 17.4 2016 5 10.8
175 5 8.37 Pa
17.6 5 0
18 (CC) 1981, F 2009 18.2 2016 8 3.03 Pa
18.3 8 11.77
19 1983, M NA 19.1 2016 30 20.28
Pa, Ma
19.2 30 20.25
20 1991, F NA 20.1 2015 5828 0.66 Pa
21 (CC) 1999, F 2005 21.2 2016 5 8.47
21.3 5 9.165 )
22 (CC) 1964, F 2005 22.5 2016 8 12.20
22.6 8 19.87 AX
22.7 8 13.52
23 (CC) 2014, M 2014 23.3 2016 8 20.24 -
24 1996, M NA 24.1 2016 5 9.20
AX
24.2 5 10.85
25 (CC) 1988, F NA 25.5 2016 5 4
25.6 5 3.22 ]
25.7 5 20.20
25.8 5 20.20
26 1982, M 2007 26.1 2016 8 2.08 Pa
26.2 8 10.20
27 (CC) 1973, F 2004 27.2 2016 8 20.28
27.4 8 20.18 Pa
27.5 8 8.80
28 (CC) 2005, F 2015 28.3 2016 5 0
28.4 5 0.25 Pa
28.5 5 12.84
28.6 5 10.55
29 1986, M 2005 29.1 2016 5 20.16 Pa
30 1983, M NA 30.1 2016 5 0 Pa
31 (CC) 1998, F 2005 31.2 2016 8 2.68 Pa
32 2005, M NA 32.1 2016 8 1.89 -
33 1998, F NA 33.1 2015 8 20.19
Sm
33.2 5829 20.20
34 2004, F NA 34.1 2015 30 20.27 -
35 1986, M 2009 35.2 2015 239 11.61 Pa, Pp

* chronic MRSA colonization at the time of strain inclusion in the study.

** multiple strains from the same patient correspond to distinct colony morphotypes co-cultured from one
sputum sample.

*** Biofilm Formation Index groups: light grey, BFI of 19.87 to 20.31 (non-adherent strains); intermediate
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grey, intermediate BFI values comprised between 8.37 and 13.52; dark grey, BFI <4 (early biofilm
formers).

CC = chronic colonization.

M = male; F = female.

NA = not available.

BFI = Biofilm Formation Index.

BRT® = BioFilm Ring Test® (results obtained after a 4-h incubation in 0.22 mm filtered Artificial Sputum

Medium.
Pa, Pseudomonas aeruginosa; Ax, Achromobacter xylosoxidans; Ma, Mycobacterium abscessus; Bc,
Burkholderia cenocepacia; Sm, Stenotrophomonas maltophilia; Pp, Pandoraea pulmonicola.
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Comparison of bacterial growth of three CF MRSA strains in BHI medium, ASM and 0.22um filtered-ASM

over a 24-hour growth period.

A. Strain 5.3. B. Strain 6.4. C. Strain 17.6.

Growth curves present the number of Colony Forming Units (CFU) in log10.ml-1 according to the time of

incubation at 37 °C (in hours).

Blue, Brain Heart Infusion (BHI) medium; orange, Artificial Sputum Medium (ASM); grey, 0.22um

filtered- ASM.
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Supplementary Figure 2. Comparison of Biofilm Formation Index determined by the BioFilm Ring Test®
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according to the medium for 2 CF MRSA strains after a 4h-incubation at 37 °C.
BHI, Brain Heart Infusion; ASM, Atrtificial Sputum Medium.
***P-value <0.001 by Mann-Whitney U test.
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Supplementary Figure 3. Distribution of the Biofilm Formation Index (BFI) values for the 63 CF MRSA
strains of the study supporting the classification of the isolates in 3 groups according to their ability to form

early biofilm.
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3 Conclusion et perspectives

Nous rapportons ici les premieres données concernant la formation de biofilm précoce par des isolats cliniques
de SARM provenant de patients CF en utilisant des approches originales et standardisées. En effet, le BRT®
est congu pour étudier les étapes précoces et capitales de la formation de biofilm, contrairement aux tests
bases sur la coloration du biofilm mature (méthode utilisant le Crystal Violet). De plus, le BRT ® est une
méthode rapide, facile a manipuler et hautement reproductible. Le BioFlux™ 200 est quant a lui un systéme
entierement intégré et facile a utiliser permettant I'étude de la formation dynamique du biofilm. Les petits
volumes requis rendent ce systeme applicable au criblage d'agents inhibiteurs de la formation du biofilm
(Azeredo et al.,., 2017). Comme observé précédemment pour d'autres agents pathogénes identifiés au cours
de la mucoviscidose comme Pa ou dans d'autres contextes comme les infections associées aux dispositifs
médicaux, la sensibilité aux antibiotiques est réduite dans le biofilm, compliquant ainsi les traitements anti-
SARM et constituant un risque d'échec thérapeutique chez les patients CF. L'ATBF est un outil prometteur
dans le choix d’une thérapie plus efficace et adaptée contre la formation de biofilm par les SARM. Il serait
pertinent en routine de réaliser une premiére sélection d’antibiotiques efficaces a 1’aide de 1’antibiogramme
conventionnel, puis dans un second temps de préciser 1’effet des molécules antibiotiques sélectionnées sur
I’adhésion bactérienne par I’ATBF Ce dispositif permettrait d’optimiser le choix des thérapeutiques anti-
infectieuses. Dans notre étude, les deux céphalosporines anti-SARM a large spectre, la ceftaroline et le
ceftobiprole, ont montré une capacité notable a limiter la formation de biofilm des souches de SARM. Jusqu'a
présent peu utilisées chez les patients CF, les caractéristiques de ces deux agents antimicrobiens, ainsi que
des études récentes montrent le potentiel de la ceftaroline comme option thérapeutique supplémentaire afin
de traiter les exacerbations pulmonaires aigués associées aux SARM (Branstetter et al., 2020). Une étude
complémentaire serait nécessaire afin de déterminer [’efficacit¢ antibiofilm d’une combinaison
d’antibiotiques comme cela a été décrit dans d’autres contextes tels que I'endocardite, les infections du pied
diabétique et les infections associées a des dispositifs médicaux (Barber et al., 2015, Mottola et al., 2016,
Thieme et al., 2018). De méme, 1’é¢tude d’un panel plus large d’antibiotiques doit étre envisagée afin de
documenter la capacité de I’ensemble des antibiotiques potentiellement utilisables chez les patients atteints
de CF a limiter la formation de biofilm par les différents pathogénes opportunistes importants au cours de

cette pathologie.
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5.1 Poster présenté lors du congrés de ’ECFS 2021
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5.2 Composition du milieu ASM

Tableau 5 : Composition de I'Artificial Sputum medium (Sriramulu et al., 2005) Ingrédients pour 1 L

Composants

ADN de sperme de poisson
Mucine

Ensemble d’acide aminés
Emulsion d’oeuf

DTPA, chélateur

KCI, NaCl

ADN : Acide déroxy ribonucléique,DTPA : diethylene triamine pentaacetic acid, KCI : Chlorure de

potassium, NaCl : Chlorure de sodium

Quantité pour 1 Litre
49

54

0,25¢g

SmL

5949

2,29
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L’Université n’entend donner aucune approbation ou improbation aux opinions émises dans les theses

Les opinions doivent étre considérées comme propres a leurs auteurs

Vu et permis d’imprimer

Montpellier, le 6/10/2022

P/Le Président de I’Université de Montpellier et par délégation

Le Directeur de I’'U.F.R
Des sciences pharmaceutiques et biologiques

Vincent LISOWSKI
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Titre de la thése : Staphylococcus aureus résistant & la méthicilline et formation de biofilm au cours de la mucoviscidose :
importance, influence des conditions environnementales et stratégies anti-biofilm

Titre de la thése en anglais : Methicillin-resistant Staphylococcus aureus and biofilm formation in cystic fibrosis : importance,
influence of environmental conditions and anti-biofilm strategies

Résumé

La mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF) est une maladie provoquée par la mutation du gene cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator) entrafnant un déséquilibre ionique cellulaire délétére pour de nombreux organes dont les poumons. Il en
résulte une modification de la clairance mucociliaire et un mucus visqueux propices a la stase bactérienne et aux colonisations et
infections respiratoires. Staphylococcus aureus est I’espéce la plus fréquemment isolée chez les patients CF. Les souches de S.
aureus résistantes a la méthicilline (SARM) sont par ailleurs responsables de la détérioration de la fonction pulmonaire des patients
CF. Outre leur multirésistance aux antibiotiques, la capacité de ces souches a former du biofilm limite ’efficacité des thérapies
antimicrobiennes. Dans ce contexte, nous avons étudié la capacité de souches cliniques de SARM issues de patients atteints de CF
a produire du biofilm en présence ou en 1’absence de cinq antibiotiques connus pour leur action anti-SARM : le linézolide, la
rifampicine, le triméthoprime, la ceftaroline et le ceftobiprole. Nous avons utilisé des méthodes standardisées : le BioFilm Ring
test® (BRT®), l'antibiofilmogramme ® et le systeme BioFlux™ 200 ainsi que I’ Artificial Sputum Medium (ASM) mimant par sa
composition, le mucus respiratoire des patients CF. Un total de 63 souches de SARM isolées de 35 patients CF a été sélectionné.
Dix-sept souches (27%) ont montré une forte adhérence, étape initiale de la production de biofilm. Les Concentrations Minimales
Inhibitrices dans le biofilm (CMIb) des cinq antibiotiques ont été déterminées pour ces 17 souches montrant que 1’inhibition de la
formation de biofilm la plus forte était observée pour le linézolide, la ceftaroline et le ceftobiprole. Cette action était conservée pour
des souches adaptées a I’environnement pulmonaire aprés des années de persistance (3 a 9 ans). Enfin, I’étude de la dynamique de
formation du biofilm a montré que celle-ci était favorisée en ASM justifiant une utilisation plus large de ce milieu pour les études
de souches CF et qu’une inhibition de la formation de biofilm marquée et durable était observée pour la ceftaroline et le ceftobiprole
et, de maniere moins marquée, pour le linézolide. Cette étude permet d’acquérir de nouvelles connaissances sur la formation de
biofilm par des souches de SARM isolées de patients CF montrant que celle-ci est fréquente, souche-dépendante, y compris au sein
d’un méme échantillon, et différentiellement influencée par les antibiotiques. L’étude de 1’effet anti-biofilm d’un plus large panel
d’antibiotiques voire d’associations d’antibiotiques serait a envisager afin de compléter les données obtenues dans ce travail.

Résumé en anglais

Cystic Fibrosis (CF) is a disease caused by mutation of the cftr gene (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
resulting in a cellular ionic imbalance that is harmful to many organs including the lungs. This results in a change in mucociliary
clearance and a viscous mucus conducive to bacterial stasis and colonization and respiratory infections. Staphylococcus aureus is
the most frequently isolated species in patients with cystic fibrosis. Methicillin-resistant strains of S. aureus (MRSA) are also
responsible for the deterioration of lung function in CF patients. In addition to their multiresistance to prescribes, the ability of
these strains to form biofilm limits the effectiveness of antimicrobial therapies. In this context, we examined the ability of clinical
strains of MRSA from CF patients to produce biofilm in the presence or absence of five known anti-MRSA agents: linezolid,
rifampicin, trimethoprim, ceftaroline and ceftobiprole. We used standardized methods: the BioFilm Ring test® (BRT®), the
antibiofilmogram ® and the BioFlux™ 200 system as well as the Artificial Sputum Medium (ASM) mimicking by its
composition, the respiratory mucus of CF patients. A total of 63 MRSA strains isolated from 35 CF patients was selected.
Seventeen strains (27%) showed strong adhesion, the initial step in biofilm production. Minimum Inhibitory Concentrations in
biofilm (MICb) of the five antibiotics were determined for these 17 strains showing that the strongest inhibition of biofilm
formation was observed for linezolid, ceftaroline and ceftobiprole. This action was retained for strains adapted to the pulmonary
environment after years of persistence (3 to 9 years). Finally, the study of the dynamics of biofilm formation showed that this was
favored in ASM, justifying a wider use of this medium for studies of CF strains and that a marked and lasting inhibition of
biofilm formation was observed for ceftaroline and ceftobiprole and, less markedly, for linezolid. This study provides new
knowledge on the formation of biofilm by MRSA strains isolated from CF patients showing that it is frequent, strain-dependent,
including within the same sample, and differentially influenced by antibiotics. The study of the anti-biofilm effect of a larger
panel of antibiotics or even combinations of antibiotics should be considered in order to complete the data obtained in this work.

Mots clés :
Mucoviscidose, Staphylococcus aureus, SARM, biofilm, activité anti-biofilm, linézolide, rifampicine, triméthoprime, ceftaroline,
ceftobiprole

Mots clés en anglais :
Cystic fibrosis, Staphylococcus aureus, MRSA, biofilm, antibiofilm activity, linezolid, rifampicin, trimethoprim, ceftaroline,
ceftobiprole
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