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Antibiotiques et biofilms en pratique clinique
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Modeles statiques in vitro

N

plaques multi-puits
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Activité antibiotique: cultures planctoniques vs. biofilms

UCL 5

Unlversme
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Parameter Abbreviation Definition
Minimal inhibitory The lowest concentration of an antibiotic that inhibits the visible
, MIC arowth of a planktonic culture after overnight incubation
concentration
Minimal biofilm The lowest concentrations of an antibiotic that resulted in an OD650
S . MBIC difference at or below 10% (1 Log difference in growth after 6 h of
inhibitory concentration . ) " .
incubation) of the mean of two positive control well readings.
Minimal bactericidal MBC The lowest concentration of an antibiotic producing a 99.9% CFUs
concentration ) reduction of the initial inoculum of a planktonic culture.
- . The lowest concentration of an antibiotic producing a 99.9% reduction
Biofilm bactericidal o
: BBC of the CFUs recovered from a biofilm culture compared to growth
concentration
control.
Minimal biofilm MBEC The lowest concentration of an antibiotic that prevents visible growth
cradication concentration ' in the recovery medium used to collect biofilm cells.
Biofilm prevention BPC Same as MBIC but bacterial inoculation and antibiotic exposure occur
concentration simultaneously.
Macia et al, Clin Microbiol Infect. 2014 Apr 26
27/11/2014 Antibiotiques et biofilms




Modeles statiques: “Calgary Biofilm Device”

Détermination de la
“Minimal Biofilm Eradication Concentration”

(MBEC)
B Cc D
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ucL 4

dilution series

plate count

Ceri et al, J. Clin. Microbiol. 1999; 37:1771-6; Herrmann et al, J Infect Dis. 2010;202:1585-92
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Activité antibiotique: cultures planctoniques vs. biofilms

ampicilline et lévofloxacine vs. H. influenzae (< liquide de I'oreille moyenne)
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UCL 45 Takei et al, J Infect Chemother (2013) 19:504-9
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Modeles statiques: plaques a 96 puits en polystyrene

colorants
appropriés pour évaluer
la biomasse _
ou la charge bactérienne B e
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Mesure de la biomasse / viabilité dans le biofilm

biomasse ~n

crystal violet O cr

Christensen et al, Infect. Immun. 1982; 37:318-26
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Mesure de la biomasse / viabilité dans le biofilm

biomasse ~y

crystal violet O o
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Christensen et al, Infect. Immun. 1982; 37:318-26
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Distinction entre effets statique et cidal

Biofilm cell density (log,, CFU mm™?)

Comptage des UFC
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Distinction entre effets statique et cidal

Biofilm cell density (log,, CFU mm™?)

Comptage des UFC Libération de NADH
S. pneumoniae
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Comptage des UFC vs. fluorescence de RF

an exemple pour S. aureus

relation between fluorescence
and bacterial inoculum for S. aureus
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NADH oxidase vs. fluorescence de RF

un exemple pour S. pneumoniae

O clarithromycin (bacteristatic) vs Ml moxifloxacin (bactericidal)

120 120
T4 T Q
8 i O o -
% _ 100 8 - 100 ]
Q
O 5 i
0N = g0- ® = 80-
S 8%
23 e 23 e
€5 ®E
5 0 401 5 © 40
o < R
2~ zZ<
14 201 5 cLr 201 5 cLR
m MXF m MXF u
c | | | | | | I. c | | | | | |
-7.5 -5.0 -2.5 0.0 25 5.0 -7.5 -5.0 -2.5 0.0 25 5.0
log4o concentration (X MIC) log4o concentration (X MIC)
bactéries vivantes restantes bactéries mortes
:’fl’fg Vandevelde et al, ECCMID 2014{; eP288 LDR?

v = 27/11/2014 Antibiotiques et biofilms



Etudes PK/PD : quelques exemples

Pharmacocinétique Pharmacodynamique
o
5 2
© i
Temps | Conc. (log)
PK/PD
9
T,
Temps
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Modele pharmacodynamique en bref

an exemple avec un biofilm jeune de S. aureus

vancomycin
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UCL /&, Bauer, Siala et al, Antimicrob Ag Chemother. 2013;57:2726-37 LDRi
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Biofilms de S. pneumoniae: influence de la maturité

moxifloxacine

metabolic activity biomass
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UCL 5\ Vandevelde et al, Antimicrob Ag Chemother. 2014; 58:1348-58
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Biofilms de S. pneumoniae: influence de la maturité i

moxifloxacine

metabolic activity biomass
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Biofilms de P. aeruginosa: influence du milieu

mucin, DNA,
DTPA,
casaminoacids,

NaCl, KClI, tris
base, egg yolk
emulsion
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Biofilms de P. aeruginosa: influence du milieu

CMI (mg/L)
FEti contrdle  + mucine + ADN +dj;ca)ng?
CIP 0.06 0.06 0.5 4
CST 1 16 1 1
AMK 1 1 64 o4
CAZ 1 64 1 4
MEM 0.5 0.5 0.5 > 64

Interaction avec les constituants du milieu

UCL /2 Basseres et al, ICAAC 2014 LDR?
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Parametres PK/PD dans les biofilms

nutriments
&
. oxygene
cathéter, os, peau, valve cardiaque,...
pharmacocinétique pharmacodynamique
= diffusibilité ~ matrice " réponse bacterienne
= biodisponibilité dans le biofilm (activite metabolique)
= acces aux bactéries = expression d'activité antibiotique
= efflux hors des bactéries (environnement local [O,, pH, ..])

ucL 4\
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Modeles dynamiques in vitro

/1N

apport remplacement conditions
permanent unidirectionnel constantes
de fluide de fluide
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Modeles dynamiques: bioréacteurs

Réacteur du CDC:

* meélange constant
—> experiences de cinétique avec changement de la composition du milieu
« forces de cisaillement élevées

Rotating Disc or
CDC Biofilm
Reactor System

Peristaltic
Pump

O Certer for Biofilm Eapineceeng BioSurice Teclmalugies Corn,

27/11/2014 Antibiotiques et biofilms =




Activite antibiotique en mimant I'exposition chez 'homme

Réacteur du CDC

S. aureus

Dosages simulés:
DAP (10 mg/kg 1x/jour) / LZD (600 mg 2X/jour)

Cultures planctoniques Biofilm (CDC reactor)

107 107

E /
3 E LZD
5 5 DAP
g LZD >
-~ o
DAP 9
LZD
5 LZD ;. Z
[ I T T I I I I | DAP [ I T T I I I I | DAP
40  -16 048 2432 4856 72 40  -16 048 2432 4856 72

Time (h) Time (h)

' Parra-Ruiz et al, J Antimicrob Chemother 2012; 67:2682—5 LDR?
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Modeles dynamiques: bioréacteurs

Réacteur a perfusion (drip flow reactor) :
« changement progressif et unidirectionnel du milieu
» faibles forces de cisaillement

Adjustable
leg

UCL 2 Goeres et al, Nature Protocols 2009, 4: 783-8

versité ¢
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Sélection de populations résistantes

Réacteur a perfusion P. aeruginosa

Concentrations fixes en ciprofloxacine (MPC)

t0 t2 t4

CIP TREATMENT

INITIAL RATIO 1:0.01 PAO1/PAOMS

CONTROL

U-CLs"E‘e Macia et al, Antimicrob. Ag. Chemother. 2013; 55:56230-7 LDRi>
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Modeles dynamiques: bioréacteurs

Fermenteur a profondeur (non)-constante:
« conditions constantes

» faibles forces de cisaillement

 ~ biofilms sur implants

inlet for inoculum/medium port for aeration sampling port

Side view: sample wells

B biomaterial T3 biofilm sample holder

\

CDFF biefilm/scraper interface Top View:
rotating disc stainless steel
. scraper bar
m with sample wells top end plate
A rotating disc
height-limited growth / with sample wells glass vessel
> z-restricted biofilms I
= — -;
nCDFF fluid/scraper interface . sealing ring
t adjustable
. distance O Py
unlimited height growth O
- non-z-restricted biofilms : C
outlet
UCL 2\ Liidecke et al, PLoS One 2014; 9(1):€84837 LDRi’
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Selection of resistant populations

Fermenteur a profondeur (non)-constante

Concentrations fixes en function du temps:
biofilm multi-espéces (souches isolées de blessures humaine)

14 14 4
—m— Staphylococcus aureus D76 12 |
12 4 | —s— Pseudomonas aeruginosa D40 ]
- -
-_E: 10 ] E w4
ARz nanesaien kLI I IR S == oo = N S
o o = ] *—
g 6 B 6. e
- 1 - _— 9 ~ ' ~
“ Addition of flucloxacillin (15 mg/L) 47 Addition of ciprofloxacin (5mg/L)
2 p
0 1 T T T T I 0+ T T T T T 1 T I T T T 1 T T T I L
0 2 - 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (days) Time (days)

ucL % Hill et al, J. Antimicrob. Chemother. 2010; 65:1195-206 LDR?
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Conclusions

» nombreuses méthodes pour évaluer la biomasse / la survie bactérienne
<~ pas de consensus reel sur les meilleures options

= nombreux modeles de biofilms in vitro

90 = = vancomycin 100 x MIC

80 = telavancin 100 x MIC
70 =
60 =
50=
40 =
30=
20 =
10

0

= comparison entre études difficile

< modele le plus pertinent ?

Cell viability (%) compared to
drug-free controls

L]
O 0

Biofilm system

UCL /5 Smith et al, Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2013 ; 32:1327-32 LDR?
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Conclusions

» nombreuses méthodes pour évaluer la biomasse / la survie bactérienne
<~ pas de consensus réel sur les meilleures options
= nombreux modeles de biofilms in vitro

= comparison entre études difficile

< modele le plus pertinent ?

= activité antibiotique sur biofilms <<< bactéries planctoniques
< peu ou pas d’effet sur la matrice
< determination des parameétres PK: diffusion / biodisponibilité

= determination des paramétres PD: expression d’activité / réponse bactérienne
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Conclusions

» nombreuses méthodes pour évaluer la biomasse / la survie bactérienne
< pas de consensus réel sur les meilleures options
= nombreux modeles de biofilms in vitro

= comparison entre études difficile

2 modéle le plus pertinent ?

= activité antibiotique sur biofilms <<< bactéries planctoniques

2 peu ou pas d’effet sur la matrice
< determination des parametres PK: diffusion / biodisponibilité

2 determination des paramétres PD: expression d’activité / réponse bactérienne

| |
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Nouvelles strategies ...

Reversible-irreversible
attachment

+» Antiadhesion agents
(e.g., mannosides, pilicides,
and curlicides in inhibition
of UPEC biofilms)

« Antibiofilm polysaccharides

« Signal transduction
interference

Microcolony
formation

- Lytic phages

= Silver nanoparticles

» EPS-degrading enzymes

- Antimicrobial peptides

« Antibiofilm polysaccharides

- Signal transduction
interference

- DNAse |, Dispersin B

= Chelating agents

| - — .‘
i — o v R gl T

Biofilm maturation

- Lytic phages

« Silver nanoparticles

« EPS-degrading enzymes

+ Antimicrobial peptides

- Antibiofilm polysaccharides

- Signal transduction
interference

- DNAse |, Dispersin B

= Chelating agents

Dispersal

» ¢c-di-GMP engineering to
promote motility versus
sessility

- Introduction of dispersing
signals (e.g., p-amino acids/
norspermidine in the case

of B. subtilis) ’

Kostakioti et al. Cold Spring Harb Perspect Med 2013,;3:a010306
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Combination avec des polycations

viability biomass
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