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Introduction générale 
 

Staphylococcus aureus, cocci gram positif, est un pathogène majeur de l’Homme à 

l’origine de diverses formes infectieuses dont certaines peuvent provoquer le décès du patient. 

Staphylococcus aureus est ainsi responsable de formes toxiniques telle que les toxi-infections 

alimentaires, le choc toxique staphylococcique et de formes suppuratives comme les 

infections cutanées, les infections pulmonaires (pneumonie nécrosante) et les infections 

ostéoarticulaires. Il est responsable d’environ 80 % des cas d’ostéomyélites chez l’Homme 

(Ellington J.K. et al., 1999). 
 
 

Les infections staphylococciques sont souvent difficiles à traiter du fait de la capacité de 

ces pathogènes à acquérir des mécanismes de résistances à de nombreuses classes 

d’antibiotiques. Ainsi, en France en 2002 environ 40 % des souches hospitalières étaient 

résistantes à la méticilline (SARM, Staphylococcus aureus résistant à la méticilline, MRSA en 

anglais), 20 à 30 % à la gentamicine et 45 % aux fluoroquinolones. (Carlet J., 2002). De plus 

ces souches MRSA hospitalières ou communautaires présentent un caractère clonal qu’il est 

important de prendre en compte au niveau national. 
 
 

Les infections à S. aureus sont marquées par des problèmes de traitement et de rechute 

qui sont classiquement reliés à la résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques mais 

aussi à son aptitude à donner des formes chroniques et récidivantes classiquement rattachées à 

sa capacité de former du biofilm et à s’internaliser dans les cellules. Ainsi, un passage à la 

chronicité est observé chez certains patients ayant une infection ostéo-articulaire malgré une 

réponse immunitaire humorale et un traitement antibiotique adaptés. Ce phénomène est 

classiquement rattaché à la capacité de ces bactéries à adhérer aux ostéoblastes puis à être 

internalisée par ces derniers et donc se retrouver dans la cellule. Les staphylocoques présents 

à l’extérieur des cellules sont reconnus et éliminés, en revanche ceux à l’intérieur des cellules 

osseuses après internalisation ne le sont pas, ou avec moins d’efficacité, et sont donc moins 

éradiqués. 
 
 

Différentes cellules (épithéliales…) dont les ostéoblastes sont sujet à cette 

internalisation. Des études ont montré que les ostéoblastes jouent un rôle actif dans ce 

processus d’internalisation. Jusqu’à présent, des travaux, peu nombreux, ont été réalisées afin 

de mettre en évidence cette fonction que possèdent les ostéoblastes, fonction pouvant être 

apparentée  à  un  mécanisme  de  phagocytose.  Afin  de  mettre  en  évidence  cette  capacité 
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d’internalisation, ces études ont développé des protocoles d’internalisation mettant en jeu des 

ostéoblastes infectés le plus souvent par une seule souche de S. aureus de laboratoire ou de 

référence Il existe probablement une différence d’internalisation entre les divers clones de 

Staphylococcus aureus, cependant le caractère clonal de ce pathogène n’étant pas exploité 

dans ces travaux. 
 
 

L’objectif de ce mémoire a été de montrer la relation entre phénomène clonal et 

internalisation. Pour ceci, la variabilité intergénotypique de différentes souches de S. aureus 

en termes de capacité d’adhésion mais aussi en termes de capacité d’internalisation par les 

ostéoblastes humains a été étudiée plus particulièrement pour des souches MRSA qui posent 

un vrai problème de santé publique. 
 
 

Dans un premier temps, nous présenterons une revue générale sur Staphylococcus 

aureus, sur le tissu osseux et les mécanismes d’internalisation. Puis nous détaillerons et 

analyserons les travaux conduits afin d’étudier cette variabilité d’internalisation. 
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I. Généralités sur Staphylococcus aureus. 
 
 
 

1. Historique. 
 
 
 

Sir Alexander Ogston et Louis Pasteur ont mis en évidence l’existence du « vibrion 

pyogénique » pour la première fois en 1880. Pasteur a ainsi montré qu’après la mise en 

culture de pus de furoncle, on observait « un organisme unique, formé de petits points 

sphériques réunis en couple de deux grains, rarement de quatre mais fréquemment associés en 

amas ». Cette définition du staphylocoque est toujours la même (Freney J. et al., 2000). 

Le chirurgien écossais Alexander Ogston est par la suite parvenu à différencier le genre 

Staphylococcus du genre Streptococcus. Le terme Staphylococcus provient de l’association du 

mot grec « Staphyle » qui signifie « grappe de raisin » et de « Kokkos » qui signifie « graine ». 
 
 

2. Propriétés. 
 
 
 

Staphylococcus aureus appartient à la famille des Staphylococcaceae et au genre 

Staphylococcus. Il s’agit de cocci à coloration de Gram positive d’environ 1 µm de diamètre, 

asporulés, immobiles, aéro-anaérobie facultatifs, et habituellement disposés en amas ou en 

paires à l’examen microscopique (Freney J. et al., 2000) (Figure 1). 
 
 
 

 
 
 

Figure 1 : Amas de S. aureus après coloration de Gram. Microscopie optique (x100). Picture book to the 

microbiology (2005), Seoul National University. 
 
 
Comme tout Gram positif, la paroi de S. aureus est essentiellement composée de 

peptidoglycane (Figure 2). C’est cette paroi associée à l’absence de paroi externe qui lui 

assure une coloration violette au Gram (Figure 1). 
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Figure 2 : Schéma de la paroi des bactéries Gram +. 
 

www.bacstloptionbgb.oldiblog.com/?page=lastarticle&id=1519084 
 
 
 

Les bactéries appartenant à l’espèce S. aureus possèdent les caractéristiques communes 

du genre Staphylococcus (notamment catalase positive, oxydase négative,…), mais également 

un équipement enzymatique spécifique à l’espèce aureus permettant leur identification. Elles 

produisent notamment une coagulase, une thermonucléase, la protéine A (spa) et ont la 

capacité de dégrader le mannitol sur gélose Chapman. Pour les conditions de culture, il est à 

noter que cette espèce est mésophile (croissance en conditions de température modérée), 

neutrophile (croissance à des pH compris entre 5,5 et 8,5) et halophile (croissance en présence 

de fortes concentrations en sel). 

La plupart des staphylocoques dorés possèdent une microcapsule constituée de 

polysaccharides recouvrant la paroi bactérienne, ce qui par ailleurs lui confère une résistance 

élevée à la phagocytose (Roghmann M. et al., 2005). 
 
 

3. Réservoir et type trophique (niche écologique). 
 
 
 

Le principal réservoir naturel de S. aureus est l’Homme et les animaux à sang chaud tels 

que les ovins, bovins, caprins et canidés (Boerema J.A. et al., 2006). Les bactéries appartenant 
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à l’espèce Staphylococcus aureus sont des bactéries commensales de la peau et des 

muqueuses de l’Homme. Ces bactéries se retrouvent préférentiellement au niveau du périnée, 

de l’intestin, du pharynx, des doigts et des cheveux mais l’habitat préférentiel de S. aureus 

sont les fosses nasales. Vingt à 30 % de la population hébergent cette bactérie (Carlet J., 

2002) : 30 % de façon permanente, 50 % par intermittence alors que 20 % ne sont jamais 

colonisés (Lecomte F. et al., 2001). 
 
 

4. Infections à Staphylococcus aureus. 
 
 
 

Staphylococcus aureus est un pathogène opportuniste responsable aussi bien 

d’infections nosocomiales (acquises à l’hôpital) que communautaires (acquises en ville). Ces 

infections sont dues à des altérations des barrières de protection que sont la peau et les 

muqueuses. Deux grands types d’infections sont distingués : 
 
 

• Les infections suppuratives (Freney J. et al., 2000) : le pouvoir invasif de S. aureus 

implique l’invasion, la prolifération bactérienne et enfin la destruction des tissus de 

l’hôte, entraînant une réponse inflammatoire locale parfois systémique. Le plus 

fréquemment, il s’agit d’infections cutanéo-muqueuses se traduisant par l’apparition 

de furoncles, d’abcès, de folliculites ou encore de panaris. Toutefois, elles peuvent se 

compliquer et ainsi entraîner des infections plus profondes telles que bactériémies, 

endocardites, pneumopathies, arthrites ou ostéomyélites. S. aureus tient une place 

dominante dans les infections ostéo-articulaires, qu’elles soient primitives ou post- 

chirurgicales. 

• Les infections toxiniques : elles sont dues à la capacité de S. aureus à sécréter un 

grand nombre de toxines différentes : 

- les entérotoxines (SEA, SEB…) responsables de toxi-infections alimentaires, 

dans ce cas l’ingestion de toxine en l’absence de la bactérie elle-même étant 

aussi suffisante à reproduire la maladie, 

- la toxine TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1) responsable du choc toxique 

staphylococcique, 

- les exfoliatines (ETA, ETB…) responsables du syndrome d’exfoliation 

généralisée (syndrome de Ritter ou de la peau ébouillantée), 

- la leucocidine de Panton-Valentine (LPV ou PVL, Panton-Valentine leukocidine) 

qui constitue un facteur de virulence majeure dans des formes sévères. 
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Outre les nombreux facteurs de virulence tels que les toxines, recensées au nombre de 

quarante (Jarraud S. et al., 2002), qui expliquent les profils physiopathologiques variés 

associés aux infections staphylococciques, S. aureus porte des gènes codant de nombreuses 

résistances aux antibiotiques compliquant les choix thérapeutiques. 
 
 

5. Résistances associées aux Staphylococcus aureus. 
 
 
 

En 2002 environ 40% des souches hospitalières étaient résistantes à la méticilline 

(SARM, Staphylococcus aureus Résistant à la Méticilline), 20 à 30% à la gentamicine et 45% 

aux fluoroquinolones en France (Carlet J., 2002). 
 
 

5.1. Historiquedelarésistanceàlaméticilline. 
 
 

Au début des années 1940, toutes les infections à S. aureus en milieu hospitalier étaient 

traitées par la pénicilline G qui est un antibiotique bactéricide de la famille des β-lactamines 

dont la cible est la synthèse de la paroi bactérienne (inhibition de celle-ci), plus 

particulièrement les enzymes impliquées dans la biosynthèse du peptidoglycane. Ces 

protéines sont présentes sur la face externe de la membrane cytoplasmique des bactéries et 

sont dénommées PLP (protéines liant les pénicillines) ou PBP (penicillin binding protein). 

Les premières souches résistantes à la pénicilline G ont fait leur apparition à peine deux ans 

plus tard, d’abord en milieu hospitalier puis dans la communauté. Cette résistance est liée à 

l’acquisition d’un plasmide codant une enzyme, la pénicillinase, capable de cliver le cycle β- 

lactame de la pénicilline G. En 2007, plus de 80 % des souches de S. aureus isolées dans le 

monde sont résistantes à la pénicilline (Deurenberg R.H. et al., 2007). 

Afin de pallier à cette résistance acquise, la méticilline (pénicilline M) insensible aux 

pénicillinases a été introduite en 1959. De nouveau des souches de Staphylococcus aureus 

résistants à la méticilline (SARM) ont émergé à peine deux ans plus tard. De telles souches 

résistantes à l’ensemble des β-lactamines sont d’abord apparues au Royaume-Uni puis ont été 

disséminées dans le monde entier dans les années 1970 (Deurenberg R.H. et al., 2007). 
 
 

5.2. Mécanismedelarésistanceàlaméticilline. 
 
 

La résistance à la méticilline est due à la présence du gène mecA qui code une protéine 

appelée PLP2a. Cette enzyme impliquée dans la synthèse du peptidoglycane de la paroi 
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bactérienne, cible des β-lactamines, possède une très faible affinité pour l’ensemble des β- 

lactamines, contrairement aux PLP naturelles de S. aureus. Les β-lactamines n’ont donc 

aucun effet sur les souches possédant le gène mecA, la PLP2a restant libre et remplissant le 

rôle des PLP naturelles (bloquées par les β-lactamines) dans la synthèse du peptidoglycane. 

Ce gène est situé sur un élément génétique mobile du chromosome bactérien de S.aureus 

(Figure 3): la cassette SCCmec (Staphylococcal Chromosomal Cassette). Chez S. aureus, 

plusieurs types de cassettes SCCmec ont été identifiés. Ils diffèrent par leurs tailles et leurs 

compositions géniques (Figure 4). Certains d’entre eux (Type II et III) présentent en plus du 

gène mecA des gènes codant pour d’autres résistances aux antibiotiques. (Deurenberg R.H. et 

al., 2007). 
 
 

 
 

Figure 3 : Emplacement de la cassette SCCmec sur le génome de S. aureus. Liang Chen et al., Identification of a 

Novel Transposon (Tn6072) and a Truncated Staphylococcal Cassette Chromosome mec Element in Methicillin- 

Resistant Staphylococcus aureus ST239. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2010;54(8):3347-3354. 
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Figure 4 : Représentation schématique de différents types de SCCmec. Mec complex : code la résistance à la 

méticilline ; ccr complex : site d’excision de la cassette ; pUB110 : code la résistance aux aminoglycosides ; 

Tn554 : transposon codant la résistance à l’érythromycine et la streptomycine ; ΨTn554 : code la résistance au 

cadmium. Andre Martins and Maria de Lourdes R.S. Cunha, Methicillin Resistance in Staphylococcus aureus 

and Coagulase-Negative Staphilococci : Epidemiological and Molecular Aspects. Microbiol. Immunol. 

2007;51(9):787-795. 
 
 

La résistance à la méticilline est variable selon les souches : constitutive ou inductible 

par les β-lactamines en présence d’une régulation ou non. La régulation de cette résistance se 

fait au niveau de la transcription du gène mecA en ARNm. Le gène mecA est notamment 

régulé par le répresseur mecI et par des récepteurs transmembranaires pour les β-lactamines, 

récepteurs codés par le gène mecR1. En l’absence de β-lactamine le gène mecI joue le rôle de 

répresseur vis-à-vis de la transcription du gène mecA. En présence de β-lactamine les 

récepteurs transmembranaires sont activés avec expression d’une activité protéasique de la 

protéine codée par mecI. L’inhibition exercée par mecI est alors levée, le gène mecA étant dès 

lors exprimé et la protéine PLP2a synthétisée en grande quantité (Martins A. et al., 2007). 

Les MRSA sont résistantes à toutes les β-lactamines. La dissémination de ces souches 

s’effectue sous forme clonale. Ces souches appartiennent en fait à différents clones de MRSA. 

Chaque clone peut être caractérisé génétiquement en déterminant les variations alléliques 

(ST : sequence type) leur conférant des caractéristique particulières (Reverdy M-E. et al., 

2001-2003). 

23  



5.3. LesdifférentsclonesdeMRSA. 
 
 

Les MRSA peuvent être divisés en deux catégories selon l’origine de contamination des 

patients : 

• Les HA-MRSA (hospital-acquired MRSA) ou SARM-H (SARM hospitaliers) : ces 

souches sont isolées chez des patients hospitalisés. La plupart de ces souches sont 

multi-résistantes (Tristan A. et al., 2007). En France on estime que 20 à 40% des 

souches de S. aureus isolées en milieu hospitalier sont résistantes à la méticilline alors 

que leur prévalence est inférieure à 5 % pour les souches communautaires. C’est l’un 

des taux les plus élevés d’Europe (Verdier I. et al., http://www.microbes- 

edu.org/etudiant/staph.html). 

• les SARM-C ou CA-MRSA (comunity-acquired MRSA) : ces souches sont isolées de 

patients non hospitalisés et ne présentant pas de facteurs de risques associés aux 

patients présentant une infection nosocomiale. Au sein de ceux-ci on peut même isoler 

une sous-population appelé SARM-A ou LA-MRSA (livestock-acquired MRSA) dont 

le réservoir est constitué par les animaux de rentes. 
 
 

Les  souches  CA-MRSA  sont  généralement  sensibles  à  un  plus  grand  nombre 

d’antibiotiques que les HA-MRSA, bien que cette sensibilité ait tendance à diminuer (Tristan 

A. et al., 2007). De plus certains clones de CA-MRSA peuvent devenir hospitaliers lorsqu’ils 

ont atteint un tel niveau de dissémination dans la communauté que les souches commencent à 

envahir les hôpitaux des zones géographiques concernées. Ainsi aux Etats-Unis le clone CA- 

MRSA USA300 (PVL+) initialement communautaire, est devenu endémique dans certains 

établissements de santé publique (Ellington M.J. et al., 2010). 

L’une des caractéristiques majeures de ces CA-MRSA est de posséder l’opéron LukS-PV et 
 

LukF-PV qui code la toxine de Panton-Valentine qui constitue un facteur majeur de virulence. 
 
 
 

6. La Leucocidine de Panton-Valentine. 
 
 
 

6.1. Descriptif. 
 
 

La PVL (Panton-Valentine leukocidin) est une toxine leucotoxique (Panton P. N. et 

Valentine F.C., 1932). Il s’agit d’une protéine synergo-hyménotrope, ce qui signifie d’une 

part qu’elle est constituée de deux composants protéiques, et d’autre part que l’activité de 
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cette toxine est liée à la synergie d’action de ses deux composants au niveau des membranes 

cellulaires des cellules cibles (Figure 5). 

Ces deux composantes, codées par LukS-PV et LukF-PV, sont portées par des 

bactériophages. Selon les études menées par Tristan et al., (2009), la prévalence de la PVL 

chez S. aureus est d’environ 2 % en France. 
 
 

6.2. Moded’action. 
 
 

La PVL est une cytotoxine appartenant à la famille des pore-forming toxins (PFTs) : 

cette leucocidine forme des pores dans les membranes cellulaires des cellules immunitaires, et 

plus particulièrement les polynucléaires neutrophiles et basophiles, les monocytes ainsi que 

les macrophages (Figure 5). La constitution de pores induit la lyse cellulaire, et la libération 

du contenu (histamine, enzymes…) de ces cellules dans la circulation sanguine. 
 
 

 
 

Figure 5 : Schéma du modèle d’assemblege de la PVL. Miles et al., J. Biol. Chem. 2006;281:2205-2214 
 
 
 

6.3. PathologiesliéesàlaPVL. 
 
 

Parmi les toxines synergo-hyménotrophes, la PVL est la seule à être associée à des 

formes cliniques particulières. Les souches de S. aureus capable de produire la PVL sont le 

plus souvent responsables d’infections cutanées primitives sévères telles que les furoncles 

récidivants ou encore les abcès cutanés. Ces souches sont aussi impliquées dans des formes 

plus rares mais plus sévères de pneumopathies nécrosantes, d’infections ostéo-articulaire, telle 

que l’ostéomyélite staphylococcique compliquée. Les études réalisées notamment chez 

l’enfant ont montré que les ostéomyélites aigües hématogènes liées à S. aureus portant les 

gènes de la PVL sont associées à une réponse inflammatoire accrue, cette toxine apparaissant 

clairement comme étant un facteur de gravité (Bocchini C.E. et al., 2006). Ainsi Dohin et al. 

(2007) ont montré que les ostéomyélites et arthrites à Staphylococcus aureus possédant la 

25  



PVL sont plus sévères que celles dues à Staphylococcus aureus n’exprimant pas cette toxine. 

La présence de la PVL était significativement associée à des chocs septiques avec extension 

de l’infection à l’os et aux tissus environnants et des formes extensives nécessitant de réaliser 

des drainages chirurgicaux. 
 
 
 
 
II. Evolution et populations de Staphylococcus aureus. 

 
 
 

Au sein des HA-MRSA mais aussi des CA-MRSA il existe différents clones circulants 

en France, en Europe et à travers le monde. L’existence de différents clones suggère 

l’existence de différence de virulence entre eux. Ces clones peuvent être identifiés sur la base 

de divers caractères génétiques permettant de les différencier et de les classer. De nombreuses 

techniques moléculaires ont été développées afin de rattacher les souches cliniques à chacun 

de ces clones. Elles sont basées sur l’étude de différents supports génétiques et sur des 

approches variées. 
 
 

1. Structure génomique de S. aureus. 
 
 
 

Le génome bactérien peut être divisé en deux composantes. La composante stable, ou 

génome essentiel, contient les gènes présents chez toutes les souches de l’espèce ; la 

composante variable, ou génome accessoire, contient des gènes qui ne sont trouvés que chez 

certaines souches (Lan R. et Reeves P.R., 2000). Cette distinction permet de comprendre les 

particularités de l’évolution de S. aureus : la clonalité et la plasticité. 
 
 

1.1. Lacomposantestable. 
 
 

Le génome essentiel représente environ 75 % à 80 % du chromosome bactérien. Ces 

gènes peuvent être des gènes de structure, des gènes essentiels à la croissance et à la survie ou 

des gènes correspondant à des fonctions spécifiques de l’espèce comme des gènes de 

virulence, des protéases etc. Ce génome essentiel, ainsi que l’ordre des gènes sur le génome, 

est très conservé au sein de l’espèce avec une homologie au niveau des amino-acides de 98 à 

100 %. Un changement très limité au sein de cette composante peut entraîner d’importantes 

différences phénotypiques (Lindsay J.A. et Holden M.T., 2006). Ce changement être lié à une 

simple une mutation ponctuelle ou à une recombinaison homologue. 
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1.1.1. Lamutation. 
 
 
 

La mutation a une conséquence sur la structure des populations : la clonalité. Un clone 

et les souches génétiquement proches issues de sa diversification déterminent une lignée que 

l’on appelle complexe clonal (CC), défini sur la base des techniques de typage moléculaire 

comme le multilocus sequence typing (MLST) (Feil E.J. et Enright M.C., 2004). Une 

mutation non silencieuse confère un avantage sur les autres clones si elle est bénéfique face à 

une pression de sélection. 
 
 

 
 

Figure 6 : Exemple de mutation. Substitution d’une base azotée au cours de la réplication de l’ADN : une 

thymine se substitue à une guanine. F. Laurent, présentation PowerPoint. 
 
 

1.1.2. Larecombinaison. 
 
 

La recombinaison homologue est plus rare chez S. aureus. Elle permet un échange de 

matériel génétique en impliquant des séquences d’ADN complémentaires et une ligation de 

ces séquences. Ces recombinaisons sont principalement situées sur les sites codant pour des 

protéines exposées à la réponse immunitaire de l’organisme hôte. 
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1.2. Lacomposantevariable. 
 
 

Le génome accessoire représente 20 à 25 % du génome de S. aureus. Il est constitué 

d’éléments génétiques mobiles qui sont transférés horizontalement d’une souche à l’autre. Ces 

éléments mobiles peuvent être des bactériophages, des îlots de pathogénicité, des cassettes 

chromosomiques, des plasmides ou des transposons (Lindsay J.A. et Holden M.T., 2004). La 

plupart de ces éléments portent des gènes de virulence ou de résistance. 
 
 

1.2.1. Bactériophagesetîlotsdepathogénicité. 
 
 

Le chromosome staphylococcique peut contenir de l’ADN de prophages. La conversion 

phagique est un mécanisme important pour l’évolution des souches virulentes : ainsi, 

l’entérotoxine A, l’exfoliatine A et la PVL sont portées par des phages (Lindsay J.A. et 

Holden M.T., 2006). Des phages de transduction généralisée sont probablement responsables 

de la majorité des transferts génétiques entre souches de S. aureus. Ces phages peuvent 

intégrer du génome de leur hôte à la place de leur propre génome et servir de « vecteur » en 

introduisant cet ADN chez une autre souche de S. aureus. Cet ADN peut alors se répliquer 

sous forme de plasmide ou être intégré au chromosome bactérien (Lindsay J.A. et Holden 

M.T., 2004). 

Les îlots de pathogénicité sont des éléments génétiques dont la mobilité nécessite la 

présence d’un phage auxiliaire. Chez S. aureus, ils portent notamment des gènes codant des 

superantigènes comme la TSST-1 ou les entérotoxines A et B, et sont transférés à très haute 

fréquence. 
 
 

1.2.2. Cassetteschromosomiques. 
 
 

Les cassettes chromosomiques staphylococciques sont des éléments génétiques mobiles 

qui s’insèrent tous au même site du chromosome bactérien : la région orfX (Deurenberg R.H. 

et al., 2007). Elles portent les gènes nécessaires à leur propre transfert horizontal, le complexe 

ccr (chromosomal cassette recombinase). Les plus connues sont les cassettes contenant le 

gène mec codant la résistance à la méticilline, cassette dite SCCmec pour staphylococcal 

chromosomal cassette mec. 
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1.2.3. Plasmidesettransposons. 
 
 

Les souches de S. aureus possèdent très souvent un ou plusieurs plasmides libres ou 

intégrés. Ils contiennent fréquemment des gènes de résistance aux antibiotiques, aux métaux 

lourds ou aux antiseptiques, mais aussi des gènes de virulence. La majorité des plasmides est 

transférée par transduction, car les plasmides conjugatifs sont rares et S. aureus n’est pas 

naturellement compétent (Lindsay J.A. et Holden M.T., 2006). 

Les transposons, quant à eux, portent des gènes de résistance comme Tn554 codant la 

résistance à l’érythromycine et retrouvé sur les SCCmec II et III. Les transposons possèdent 

tous une transposase qui catalyse leur excision, réplication et intégration au génome. 
 
 

2. Outils de typage. 
 
 
 

Les outils de typage permettent une analyse des génomes des souches de S. aureus afin 

d’analyser des filiations possibles entre les souches, et de construire des arbres 

phylogénétiques (figure 9). 

On distingue les méthodes basées sur des profils de bandes en électrophorèse des méthodes de 

séquençage de portions de gène. Ces dernières sont plus reproductibles et les données 

générées sont facilement comparables entre laboratoires. Cependant le choix des gènes 

étudiés est primordial : différent gènes ne fourniront pas les mêmes informations selon le 

niveau de pression évolutive subit. Les gènes hypervariables (protéines de surface sas, par 

exemple) sont souvent les moins représentatifs de la divergence du génome essentiel (Feil E.J. 

et Enright M.C., 2004). 
 
 

2.1. Déterminationdugroupeagr. 
 
 
 

Le système agr (accessory gene regulator) est une voie de signalisation à deux 

composants qui contrôle l’expression de nombreux facteurs de virulence de S. aureus et code 

également pour son propre facteur d’activation (auto-inducting peptide, AIP). Un 

polymorphisme dans la séquence protéique de l’AIP permet de définir quatre groupes agr. La 

divergence des groupes agr est un événement évolutif ancien qui permet de diviser S. aureus 

en quatre fonds génétiques distincts, en compétition les uns avec les autres (Jarraud S. et al., 

2002). 
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2.2. Electrophorèseenchamppulsé. 
 
 

L’électrophorèse en champ pulsé est une technique (figure 7) qui repose sur la digestion 

du chromosome bactérien par une enzyme de restriction puis la séparation des fragments 

obtenus par électrophorèse en champ pulsé. 
 
 

 
 

Figure 7 : Principe de la PGFE. F. Laurent, présentation Powerpoint. 
 
 
 

Un profil de bandes est ainsi obtenu dépendant des sites de restriction, ce qui permet de 

définir un pulsotype. Elle permet après analyse d’obtenir un dendrogramme comportant le 

pourcentage de similitude entre les clones testés chez S. aureus : deux isolats sont 

génétiquement reliés lorsqu’ils ont moins de sept bandes de différence ou plus de 80 % 

d’homologie. 

Cette technique appliquée à S. aureus en utilisant l’enzyme SmaI s’est avérée très 

discriminante mais elle possède une grande variabilité inter laboratoire ne permettant pas 

l’échange de données. De plus cette technique ne permet pas l’étude de la phylogénie entre les 

souches, son intérêt est limité à l’étude de la structure des populations (Tenover F.C. et al., 
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1995), à des études épidémiologiques comparant la dispersion des souches épidémiques sur 

une période limitée. 
 
 

 
 
 

Figure 8 : Exemple de dendrogramme d’une PGFE. F. Laurent, présentation PowerPoint. 
 
 
 

2.3. MultilocussequencetypingetalgorithmeeBURST. 
 
 

Le MLST est la méthode de référence pour l’étude phylogénique des populations des 

souches de S. aureus. Elle est basée sur l’analyse de séquences obtenues à partir de portions 

internes de sept gènes de ménage d’environ 500 pb qui sont impliqués dans le métabolisme 

cellulaire et conservés au sein de l’espèce S. aureus. Ces séquences sont codées en allèles 

distincts qui peuvent différer par un seul ou plusieurs nucléotides. Chaque séquence différente 

représente un allèle auquel un numéro arbitraire est attribué par la base de données MLST 

(http://www.mlst.net). Par cette méthode on obtient pour chaque souche testée une 

combinaison de sept chiffres formant ainsi le profil allélique appelé « sequence type » (ST) 

(Maiden M.C. et al., 1998). Deux souches présentant au moins cinq allèles identiques sont 

considérés comme génétiquement relié entre elles et peuvent être alors regroupées au sein 

d’une même unité : le complexe clonal (CC). 

L’algorithme eBURST (« based upon related sequence types ») permet de définir des 

complexes clonaux qui regroupent différents ST de génotypes proches et donc de définir des 

familles. Son principe est basé sur le fait que les génotypes émergent pour devenir des clones 

prédominants puis se diversifient pour former des CC : c’est le modèle d’expansion- 

diversification clonale (Feil E.J. et Enright M.C., 2004). Ainsi deux ST ou plus forment un 

CC si leurs profiles alléliques ne diffèrent que d’un ou deux loci (« single locus variant », 
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SLV, ou « double locus variant »). Le fondateur du CC est le génotype qui diffère du plus 

grand nombre de génotypes de ce CC par un seul allèle, il a donc le plus de SLV. 
 
 

2.4. « spatyping»etalgorithmeBURP. 
 
 

Le « spa typing » est basé sur le séquençage de la « région x », région polymorphique, 

du gène de la protéine A (« Staphylococcus protein A » ou spa) qui est une protéine de 

surface composée à l’une de ses extrémités d’une succession de séquences répétées de 24 pdb 

(paires de base). Il existe ainsi un polymorphisme de cette région dû à des mutations 

ponctuelles, des délétions, des insertions, des duplications etc. Chaque séquence de 24 pdb se 

voit attribuer un numéro de variant et la combinaison de ces numéros définit « un spa type ». 

L’algorithme BURP (« based upon repeat patterns ») permet de définir des spa-CC 

(complexe clonal spa) pour étudier les rapports entre différents « spa-types ». Cet algorithme 

estime le nombre, appelé « cost » qui est le nombre de changement de bases azotées, 

d’événements génétiques nécessaires pour évoluer d’un « spa-type » à un autre. Un spa-CC 

est composé de différents « spa-types » dont le « cost » est inférieur ou égal à une valeur 

définie librement, le plus souvent entre quatre et six. Le génotype fondateur du spa-CC est le 

génotype ayant le plus de variants par le « cost » le plus faible. 

Cette technique apparaît comme plus discriminante que la MLST. Cependant, elle est 

moins discriminante que la PGFE mais présente une meilleure reproductibilité et une plus 

grande facilité d’échange de données inter laboratoire. Elle permet d’étudier les rapports 

phylogéniques entre souches et l’épidémiologie locale (Deurenberg R.H. et Stobbering E.E., 

2008). 
 
 

La combinaison de l’ensemble de ces différents outils de typage moléculaires permet de 

mieux appréhender la phylogénie entre les différents clones et d’établir des scenarii évolutifs 

de ces clones (figure 9). 
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Figure 9 : Exemple de phylogénie obtenu après typage génétique de souches de S. aureus. Ici, les souches 

étudiées font partie du complexe clonal 08 et du complexe clonal 30. 
 
 

3. Clonalité et dénomination. 
 
 
 

Les études MLST ont montré le haut niveau de clonalité des populations de S. aureus et 

permis de réaliser des arbres phylogéniques de ces populations. Au Royaume-Uni, 87 % des 

souches hospitalières et communautaires sont réparties en seulement onze CC différents. 

Deux hypothèses complémentaires ont été proposées pour expliquer ce nombre : certains 

variants au sein du génome essentiel ont pu être avantagés et sélectionnés, et ceci peut être lié 

à la présence préférentielle de certains gènes accessoires bénéfiques chez certains CC. 

Plusieurs études ont identifié des gènes de virulence spécifique de certaines lignées (Lindsay 

J.A. et Holden M.T., 2004). 
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Sur la base de ces données moléculaires, il est donc possible de classer les souches 

cliniques dans chacun des grands clones de SASM ou de SARM (qui sont finalement en 

nombre limité dans chaque pays, même si leur nature est différente d’un pays à l’autre). Puis à 

partir de souches considérées comme représentatives de ces grands clones, de comparer la 

virulence respective de ces clones. C’est cette approche qui a été choisi et présentée dans la 

partie expérimentale appliquée à un modèle ex-vivo d’ostéoblastes, cellules issues du tissu 

osseux qui peut être la cible d’infections bactériennes à S. aureus. 
 
 
 
 
III. Le tissu osseux, ses cellules et infections osseuses. 

 
 
 

L’os est un tissu conjonctif dans lequel sont associées une matrice minérale (60%) et 

une matrice organique (35%) composée essentiellement de collagène de type I. C’est un tissu 

possédant également des cellules spécifiques (5%) nécessaires à son remodelage : 

ostéoblastes, ostéoclastes, ostéocytes. (Giuducelli J. et Souberbielle J.C., 1998) 
 
 

1. Fonction et structure de l’os. 
 
 
 

1.1. Fonction. 
 
 

Les propriétés du tissu osseux lui permettent d’assurer plusieurs fonctions : 
 

• Une fonction mécanique : en tant que support du poids de l’organisme 
 

• Une fonction de protection des organes essentiels 
 

• Une fonction métabolique : stockage des minéraux en particulier du calcium et du 

phosphore 

• Une fonction de contenance de la moelle osseuse 
 
 
 

1.2. Oscorticaletostrabéculaire. 
 
 

Du point de vue anatomique, on peut classer l’os en deux types : l’os cortical et l’os 

spongieux (Figure 10). 
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Epiphyse 

Metaphyse 

 
 
 

Diaphyse 
 
 
 
 
 

Metaphyse 
 

Epiphyse 
 

. 
Figure 10 : Schéma simplifié d’un os visualisant l’os spongieux et l’os cortical. www.mssmat.ecp.fr/Approche- 

micromecanique-de-l-os,3085 
 
 

1.2.1. L’oscompactouoscortical : 
 
 

 
Figure 11 : Structure d’un os compact. Source inconnue. 

 
L’os cortical (figure 11) ou os compact représente 80% du squelette, il est localisé 

essentiellement dans les os longs (à la diaphyse) et à la périphérie des os plats (Giuducelli J. et 

Souberbielle J.C., 1998). 

C’est une juxtaposition d’ostéons cylindriques (les ostéones) de 200 à 300 µm de diamètre 

alignés parallèlement à la diaphyse. Chaque ostéon est composé de lamelles concentriques 

disposées autour d’un canal où passent les éléments vasculo-nerveux. Ces canaux sont reliés 

entre eux, mais aussi avec la surface de l’os et avec la moelle osseuse par des canaux dits 

transversaux. Les fibres de collagènes sont orientées de façon à conférer au tissu cortical une 

résistance mécanique optimale une fois minéralisées. 

35  

http://www.mssmat.ecp.fr/Approche-


1.2.2. L’osspongieuxoutrabéculaire : 
 
 
 

 
 

Figure 12 : Os trabéculaire normal et os trabéculaire ostéoporotique. Laboratoires Servier. 
 
 

L’os spongieux (figure 12) représente 20 % du squelette, il est situé à l’extrémité des os 

longs (métaphyse), dans la partie centrale des os plats et des os courts. Il est organisé selon un 

système de lamelles osseuses irrégulières que l’on nomme les trabécules, ce qui lui confère 

une structure alvéolaire (Giuducelli J. et Souberbielle J.C., 1998). C’est dans cette région que 

l’on trouve la moelle osseuse et les vaisseaux sanguins. Son organisation tridimensionnelle lui 

confère un rôle important dans la résistance mécanique de l’os. 
 
 

2. Les cellules osseuses. 
 
 
 

Les  cellules  principales  de  l’os  sont  les  ostéoblastes  et  les  ostéoclastes  qui  sont 

originaires de la moelle osseuse. 
 
 

2.1. Lesostéoblastes. 
 
 

Les ostéoblastes prolifèrent le long des travées osseuses (Giuducelli J. et Souberbielle 

J.C., 1998). Leur fonction principale est de synthétiser et de minéraliser la matrice osseuse au 

cours de la croissance du squelette, du renouvellement de la matrice osseuse chez l’adulte et 

de la réparation osseuse tout au long de la vie. 

Les ostéoblastes se différencient à partir des cellules souches de la moelle osseuse 

(stroma médullaire). Ces précurseurs ostéoblastiques ou cellules ostéoprogénitrices 

proviennent de la prolifération de clones de cellules pluripotentes qui peuvent se différencier 

en divers types de cellules selon l’expression de facteurs de transcription spécifiques (Couret 

I., 2004). Il y a d’abord prolifération des cellules ostéoprogénitrices puis différenciation en 

ostéoblastes, après arrêt de la multiplication cellulaire. La différenciation ostéoblastique est 
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sous le contrôle de facteurs de transcription, d’interactions cellulaires et matricielles ainsi que 

de facteurs systémiques et locaux (Marie P., 2001). 
 
 

Plusieurs facteurs de croissance affecte la formation osseuse : les insulin-like growth 

factor (IGFs), les FGFs (fibroblast growth factors) et spécifiquement les membres de la 

famille des TGF-β (transforming growth factor beta). Les ostéoblastes sont aussi la cible des 

hormones qui contrôlent la différenciation des ostéoclastes. Eux-mêmes sont capables de 

produire un large éventail de facteurs qui peuvent potentiellement agir comme des régulateurs 

autocrines ou paracrines de la fonction cellulaire osseuse. Ainsi plusieurs cytokines comme le 

RANK-Ligand, les interleukines IL-6 et IL-11 sécrétées par les ostéoblastes peuvent à leur 

tour activer la différenciation des ostéoclastes (Marie P., 2001). 

Les ostéoblastes forment un tapis de cellules jointives et communiquent entre eux par des 

structures appelées jonction gap permettant le passage de certaines molécules. Le noyau est 

situé au pôle basal et la partie apicale de leur cytoplasme fortement basophile contient de 

nombreux organites : mitochondries, appareil de Golgi… Les ostéoblastes sécrètent d’abord 

la matrice organique structurée par les fibres de collagène où les protéines non collagéniques 

sont intriquées. Les ostéoblastes matures contrôlent ensuite la minéralisation de la matrice par 

dépôt de cristaux d’hydroxyapatite grâce notamment à la sécrétion de la phosphatase alcaline 

osseuse, facteur important pour la minéralisation. 

Une fois la déposition de la matrice terminée, les ostéoblastes peuvent évoluer de trois 

façons : 

• soit il est emmuré dans la matrice minéralisée et devient alors un ostéocyte 
 

• soit il s’aplatit et conserve une activité métabolique très réduite et devient une cellule 

bordante 

• soit il meurt par apoptose 
 

Les ostéoblastes possèdent également une fonction immunitaire importante en cas 

d’infection. En effet, des cultures de lignées ostéoblastiques ont montré leur capacité en 

réponse à une infection bactérienne à sécréter des cytokines telle que l’IL-1 (interleukine-1), 

le facteur de nécrose tumorale (TNF-α ; tumor necrosis factor α) ainsi que l’IL-18 et de l’IL- 

8. Par exemple, il a été  montré  que  l’interleukine-8 d’origine  ostéoblastique  a  pour 

rôle d’assurer le recrutement des polynucléaires neutrophiles sur le site d’une infection par la 

création d’un gradient chimiotactique qui guide les cellules phagocytaires (Arnold R. et al., 

1995). 
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2.2. Lesostéoclastes. 
 
 

Les ostéoclastes (figure 13) sont des cellules multinucléées avec un nombre distinctifs 

de fonctions et sont les principales cellules de la résorption osseuse. Les ostéoclastes se 

différencient à partir des cellules souches hématopoïétiques de la lignée 

monocyte/macrophage sous l’influence de divers facteurs notamment de cytokines. La 

différenciation des précurseurs en ostéoclastes est initiée et reste sous le contrôle des cellules 

préostéoblastiques qui sécrètent deux facteurs : le M-CSF (macrophage colony-stimulating 

factor) et le RANK-L (Couret I., 2004). 

Le système RANK/RANK-Ligand, découvert récemment, est l’un des principaux systèmes de 

régulation pour le recrutement des ostéoclastes (Baron R., 2001). 
 
 

 
 
 

Figure 13 : Ostéoclaste et ses noyaux. Microscopie optique x 400. 

http://associationpourlasanteetlenvironnement.skynetblogs.be/archive/2006/04/27/conference-les-tissus-vi-le- 

tissu-osseux.html 
 
 

La maturation des ostéoclastes se fait après migration vers la surface osseuse et fusion 

des proostéoclastes. Les ostéoclastes sont donc des cellules multinucléées de 50 à 100 µm de 

diamètre qui contiennent de grandes quantités de phosphatase acide tartrate résistante (TRAP) 

nécessaire à l’ostéoclasie (résorption osseuse). La morphologie de ces cellules se caractérise 

par un pôle basal présentant une membrane plissée. Cette bordure en brosse est formée par 

des extensions en « doigts ». Elle a pour fonction la destruction de l’os (Couret I., 2004). 
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Figure 14 : Rôle des ostéoclastes et des ostéoblastes dans la régulation du tissu osseux. 

http://www.astrazeneca.fr/sante/rectocolite/rectocolite_conseils_MICI_demineralisation.asp 
 
 

2.3. Lesostéocytes. 
 
 

Certains ostéoblastes (10 à 20%), qui ne meurent pas par apoptose, se transforment en 

ostéocytes. Ces cellules, les plus abondantes de l’os, sont incluses dans la matrice osseuse et 

reliées entre elles et avec les cellules de la surface osseuse par des extensions de la membrane 

cytoplasmique. Les ostéocytes sont probablement les cellules qui orientent dans l’espace 

l’activité des ostéoblastes et ainsi adaptent l’architecture osseuse afin d’assurer une résistance 

maximale aux contraintes physiques. 

Elles sont espacées régulièrement et forment un réseau de communication. Elles sont 

sensibles aux stimuli mécaniques qui détectent le besoin d’une augmentation ou d’une 

diminution de la formation osseuse dans le processus d’adaptation fonctionnelle ou en cas de 

micro fractures (Couret I., 2004). 
 
 

2.4. Lescellulesbordantes. 
 
 

Une autre partie des ostéoblastes matures se transforme en cellules bordantes. Ce sont 

des cellules plates et allongées qui se situent à la surface de l’os à l’état quiescent et séparent 

l’espace osseux de l’espace médullaire. Ces cellules sont alignées sur une couche de matrice 

non minéralisée. Elles, agissant sur un signal des ostéocytes (Couret I., 2004), seraient 

capables de déterminer le besoin de remodelage en un lieu spécifique. 
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Le tissu osseux et ses cellules, comme tout autre tissu de l’organisme, peuvent être sujet 

à diverses maladies et infections d’origine bactérienne qui ont des conséquences plus ou 

moins grave sur la bonne santé de l’individu. 
 
 

3. Infections ostéo-articulaires d’origine bactérienne. 
 
 
 

Les infections ostéo-articulaires (IOA) rassemblent une diversité de situations cliniques 

en fonction du site ostéo-articulaire atteint, du ou des germes mis en cause, du terrain, de la 

présence ou non de matériel métallique (prothèse) et d’une grande variété évolutive (aigüe, 

chronique, récidive, récurrence,…). Quel que soit son mode d’expression (arthrite septique, 

ostéomyélite…) il faut considérer une IOA comme une infection grave et apparait comme une 

urgence du traitement médical. Tous les os peuvent être atteints, principalement les os longs, 

mais les IOA surviennent majoritairement au niveau des membres inférieurs, avec en premier 

lieu le genou puis la hanche. Le développement d’une IOA est multifactoriel et repose sur 

l’interaction entre l’agent invasif et l’organisme hôte. S. aureus prédomine dans la 

responsabilité de ce type d’infections, qui regroupent différentes pathologies. 
 
 

3.1. Lesinfectionsprimitives. 
 
 

Les IOA qui surviennent de manière primitive regroupent deux grands types de 

pathologies : les arthrites qui sont des infections des articulations, et les ostéomyélites qui 

sont des infections des métaphyses ou des épiphyses au contact des cartilages de croissance. 
 
 

3.1.1. L’arthriteseptique. 
 
 

L’arthrite septique est une infection d’une articulation due à la présence et au 

développement d’une bactérie au sein même de celle-ci. Elle se différencie des arthrites post- 

infectieuses ou réactionnelles par la localisation de l’infection : le germe se développe à 

distance de l’articulation pour ces dernières. La multiplication du germe dans l’articulation 

engendre un épanchement purulent qui contient des enzymes protéolytiques libérées par les 

polynucléaires neutrophiles et responsables de la destruction articulaire. L’arthrite septique est 

donc considérée comme une urgence diagnostique et thérapeutique, puisqu’en l’absence d’un 

traitement antibiotique adapté, le risque d’envahissement septique local voire général est 
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élevé. La mortalité est estimée à près de 11 % et la morbidité atteint 40 à 50 % (Shirtliff M. et 

al., 2002 ; Goldenberg D., 1998). 
 
 

3.1.2. L’ostéomyélite. 
 
 

C’est une infection des métaphyses ou des épiphyses au contact des cartilages de 

croissance touchant n’importe quel os en croissance, en n’importe quel segment et être uni- ou 

plurifocal dont le foyer infectieux est le plus souvent unique et au voisinage des cartilages 

fertiles. Dans sa forme aigue, l’ostéomyélite se localise surtout au niveau des métaphyses 

fertiles des os longs par le biais d’une bactériémie. La guérison est obtenue si un traitement 

antibiotique est débuté précocement, associé à une immobilisation. Dans le cas contraire, 

l’infection peut s’étendre en direction de la diaphyse ou du périoste. La diffusion de 

l’infection à l’articulation se rencontre chez l’adulte et l’enfant de moins de un an et crée une 

ostéo-arthrite. 
 
 

3.1.3. Laspondylodiscite. 
 
 

La spondylodiscite infectieuse est une infection d’un ou plusieurs disques 

intervertébraux et des deux vertèbres adjacentes. Elle peut provenir d’une infection à distance, 

faire suite à un geste chirurgical à distance compliqué d’un infection régionale, ou d’un geste 

local (ponction, infiltration…). En absence de traitement, association d’une antibiothérapie 

adapté et d’une immobilisation, cette infection peut évoluer vers l’extension locale et être 

associée à des lésions neurologiques parfois irréversibles. 
 
 

3.2. Lesinfectionssecondaires. 
 
 

Ces infections sont issues d’un traumatisme comme dans le cas de fracture ouverte ou 

surviennent après une intervention chirurgicale, à l’occasion de l’intervention ou pendant la 

période post-opératoire. Elles sont regroupées sous le terme d’ostéite. Les ostéites résultent 

donc d’une inoculation directe du germe et en cas de mise en place de matériel, la pathogénie 

rejoint celle des infections sur prothèse. 
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3.3. Lesinfectionssurmatériel. 
 
 

Les IOA survenant sur un matériel implanté, matériel d’ostéosynthèse (plaque, vis…) 

ou prothèse ostéo-articulaire, sont des pathologies graves qui peuvent engager les pronostics 

fonctionnel et vital du patient. Ces infections créent des difficultés de diagnostic, des 

difficultés thérapeutiques, une importante morbidité et un coût médical élevé dû à la nécessité 

d’interventions, d’hospitalisations et d’antibiothérapies de longue durée. L’infection d’une 

prothèse articulaire nécessite une attitude thérapeutique (antibiothérapie, chirurgie en un ou 

deux temps) dépendante du délai de survenue de l’infection, de la nature du germe en cause et 

de la nature du terrain. 
 
 

S. aureus est à la fois la bactérie la plus fréquemment responsable de ce type d’infection 

mais aussi celle qui est la plus difficile à éradiquer. Les IOA ont un taux de morbidité 

particulièrement important, et les difficultés d’éradication bactérienne sont classiquement 

rattachées dans la littérature à l’existence de résistances multiples aux antibiotiques acquises 

par S. aureus (Ellington J.K. et al., 1999) et au caractère potentiellement chronique de ces 

infections. 
 
 
 
 
IV. Chronicité  des  infections  ostéo-articulaires  à  S.  aureus :  rôle  de 

l’adhésion et de l’internalisation. 
 
 

1. Le caractère chronique des IOA. 
 
 

Le problème majeur de ces infections osseuses à Staphylococcus aureus est le passage à 

la chronicité observée chez de nombreux patients. A titre d’exemple en 2005, un cas a été 

rapporté  aux  Etats-Unis  dans  lequel  un  homme  de  40  ans  a  présenté  une  ostéomyélite 

récidivante avec la même souche 12 ans après le premier épisode (Stevens Q.E. et al., 2006). 

De nombreux travaux ont été menés pour comprendre ce passage à la chronicité, et plusieurs 

propriétés chez S. aureus ont été avancées pour expliquer ce phénomène parmi lesquelles : 
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• la formation de biofilm : 
 
 
 

 
 
 

Figure 15 : Microscopie électronique de S. aureus en culture et en biofilm. 
 
 

Le biofilm est une structure dynamique qui est notamment très visible lors d’infection 

sur prothèse. Le biofilm est composé de nombreuses molécules polysaccharidiques 

comprenant des débris cellulaires et bactériens, des composants de la matrice extra- 

cellulaire et d’ADN. Cette structure tridimensionnelle en forme de champignon favorise 

la communication inter-bactérienne appelée quorum sensing et le développement 

bactérien (Ader et al., 2004) (Figure 15). Le biofilm crée un microclimat favorable au 

développement des staphylocoques dans un milieu hostile (Figure 16). 
 
 

 
 

Figure 16 : La formation de biofilm. 

http://mathbio.colorado.edu/mediawiki/index.php/MBW:Role_of_biofilm_matrix_in_structural_development 

. 
 

La structure et la composition du biofilm permettent un échappement au système 

immunitaire de l’hôte et empêchent l’action de nombreux antibiotiques (Brady et al., 
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2008, Costerton et al., 1999, Hall-Stoodley et Stoodley, 2009). En effet, les cellules 

phagocytaires pénètrent mal dans le biofilm, et peuvent perdre, en présence de biofilm, 

leur capacité de mobilité et de phagocytose. De même, les bactéries empaquetées dans 

le biofilm sont peu accessibles aux anticorps (Costerton et al., 1999, Hall-Stoodley et 

Stoodley, 2009). Enfin, du fait de la faible pénétration des agents antibactériens dans le 

biofilm (Costerton et al., 1999) associée à leur inactivation par certaines enzymes 

matricielles, à la diminution de l’activité métabolique des bactéries vivant en phase 

stationnaire, et à l’expression spécifique de certains mécanismes de résistances aux 

antibiotiques au sein du biofilm (Hall-Stoodley et Stoodley, 2009), l’activité de la 

plupart des antibiotiques apparaît réduite dans les biofilms bactériens. La formation du 

biofilm par les staphylocoques serait en partie responsable de la persistance et la 

chronicisation des infections sur matériel. 
 
 

• L’internalisation de S. aureus : 
 

Longtemps considéré comme un pathogène extracellulaire, de récents travaux ont 

démontré que S. aureus avait la capacité de s’internaliser dans des cellules-hôtes. A 

l’abri des cellules immunitaires et des antibiotiques, les bactéries intracellulaires 

constituent un réservoir bactérien latent expliquant la chronicité et les rechutes des IAO 

observées chez les patients et le maintien d’un foyer infectieux et inflammatoire résiduel 

qui peut à tout moment ressurgir. L’internalisation est un phénomène observé in vitro 

mais également in vivo. 
 
 

2. Techniques d’études. 
 
 
 

Différentes  techniques  ont  été  décrites  afin  de  pouvoir  mesurer  l’adhésion  et 

l’internalisation : 
 
 

• La technique GPA : 
 

L’une des plus utilisées repose sur l’utilisation de gentamicine (appelée couramment 
 

« gentamicin protection assay » ou GPA). Cet antibiotique est inactif dans le compartiment 

cytosolique des cellules et permet donc l’élimination des bactéries extracellulaires en 

préservant les bactéries intracellulaires. Après une étape de co-culture bactéries/cellules, cet 

antibiotique permet donc l’élimination des bactéries extracellulaires sans impacter sur la 

survie des bactéries internalisées. Les bactéries intracellulaires sont ensuite classiquement 

44  



dénombrées après étalement des lysats cellulaires sur gélose (Jevon et al., 1999; Wright K.M. 

and Friedland J.S., 2004). 
 
 

• L’utilisation de bactéries modifiées génétiquement : 
 

D’autres méthodes plus récentes reposent sur l’utilisation de bactéries modifiées 

génétiquement dans le but d’exprimer une molécule fluorescente. Classiquement, les bactéries 

sont transfectées avec le gène codant la gfp (green fluorescent protein). Les bactéries 

extracellulaires et intracellulaires peuvent être localisées grâce à l’utilisation d’un microscope 

à fluorescence ou par cytométrie en flux (DeLoid G.M. et al., 2009). 
 
 

• L’utilisation de bactéries modifiées chimiquement : 
 

Une autre approche de rendre des bactéries fluorescentes est de les marquer avec des 

fluorochromes tels que la phycoérythrine, l’isothiocyanate de fluorescéine par exemple. Des 

études utilisent des staphylocoques marqués à l’aide de marqueurs fluorescents avant l’étape 

d’infection afin qu’ils soient détectables par cytométrie de flux ou sous microscope à 

fluorescence (Agerer et al., 2004). 
 
 

Ces différentes techniques ont permis de démontrer le caractère invasif des 

staphylocoques dans différents types cellulaires comme les cellules endothéliales et 

épithéliales humaines et bovines (Lammers A. et al., 1999) ou plus rarement les ostéoblastes 

humains (Jevon et al., 1999). 
 
 

3. Mécanismes d’internalisation. 
 
 
 

Le mécanisme d’internalisation de S. aureus repose sur un processus passif pour le 

versant bactérien. En effet, des staphylocoques vivants ou tués par la chaleur ont la même 

capacité d’internalisation. En revanche, il s’agit d’un processus actif pour le versant cellulaire. 

L’internalisation des bactéries s’apparente en fait à un phénomène de phagocytose faisant 

intervenir les microfilaments d’actine (Ellington J.K. et al., 1999) par l’intermédiaire de 

pseudopodes, comme l’ont montré Ellington et al. (1999) en utilisant différents inhibiteurs 

du cytosquelette comme la colchicine, la cytochalasine ou le monodansylcadaverine qui 

empêchent l’internalisation des bactéries. 
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Figure 17 : Interaction entre S. aureus et des ostéoblastes au microscope électronique. 

A : interaction entre une souche de S. aureus Cowan avec un ostéoblaste 

B : Souche de S. aureus Wood à l’intérieur d’une vacuole cytosolique 
 

C : Association d’un ostéoblaste mort avec une souche de staphylocoque Cowan vivant 

D : Association d’un ostéoblaste vivant avec une souche de staphylocoque Cowan mort 

Hudson MC et al. Internalization of Staphylococcus aureus by cultured osteoblasts. Microb. Pathog. 

1999;19:409-419. 
 
 
 

 
 

Figure 18 : Interaction entre S. aureus et des ostéoblastes. Sur le plan b, l’image montre un staphylocoque à 

l’intérieur d’une vacuole cytoplasmique. Jevon M. et al. Mechanisms of internalization of Staphylococcus aureus 

by cultured human osteoblasts. Infect. Immun. 1999;67:2677-2681. 
 
 

Bien que les staphylocoques aient un rôle passif dans le processus d’internalisation, 

plusieurs constituants staphylococciques interviennent dans ce phénomène. S. aureus possède 
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en effet un grand nombre de protéines exprimées à la surface de la bactérie, parmi lesquelles 

celles appartenant à la famille des MSCRAMM (microbial surface component recognizing 

adhesive matrix molecule) qui sont des protéines d’adhésion. Ces facteurs d’adhésion, liées de 

façon covalente au peptidoglycane, ont la capacité de lier plusieurs ligands tels que les 

protéines de la matrice extracellulaire comme la laminine, l’élastine, le collagène, ou encore 

le fibrinogène ainsi que la fibronectine (Foster T.J. et Höök M., 1998). Actuellement plus 

d’une dizaine d’adhésines ont été identifiées chez S. aureus, mais les mieux caractérisées sont 

la protéine A et les protéines liant la fibronectine (fibronectin binding protein (FnBP)). Ces 

dernières sont nécessaires et suffisantes à l’internalisation de la bactérie par la cellule hôte. 

Les gènes fnbA et fnbB codant les protéines FnBPA et FnBPB sont retrouvés respectivement 

chez 98 % et 99 % des souches responsables d’infections ostéo-articulaires (Wright J.A. et 

Nair S.P., 2010). 

Sinha B. et al. (1999) ont montré à l’aide de différents couples de mutants isogéniques 

avec délétion des gènes fnbA et B que l’internalisation est totalement inhibée en l’absence des 

protéines FnBP. Ils ont également démontré que l’intégrine α5β1 présente sur la membrane 

cellulaire, fonctionne comme un co-ligand pour permettre une internalisation efficace (Figure 

19). Cette liaison semble spécifique de S. aureus comme l’ont montré les travaux de Khalil et 

al. (2007) indiquant que l’intégrine α5β1 n’est pas impliquée dans le processus 

d’internalisation de S. epidermidis. 
 
 
 
 
 
 
 

S. aureus 
 
 

FnBP 
 

 

Fn 
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Membrane 
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Figure 19 : Schéma de la liaison entre un S. aureus et une cellule grâce à la protéine FnBP et l’intégrine α5β1 
 

FnBP : Fibronectin Binding Protein, Fn : Fibronectine 
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4. S. aureus et cytokines. 
 
 
 

Dans le processus infectieux des IOA, l’interaction S. aureus avec les ostéoblastes n’est 

pas seule à jouer. En effet, le rôle premier des ostéoblastes est de synthétiser les composants 

de la matrice osseuse et de réguler la fonction ostéoclastique mais ils assurent aussi une 

fonction immunitaire au cours de l’infection osseuse (Marriott I., 2004). Ces cellules 

expriment durant l’inflammation osseuse, ainsi qu’en présence de pathogènes, des 

chemokines comme la MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) capable de recruter et 

attirer les macrophages sur le lieu de l’inflammation ou de l’infection. 

Les ostéoblastes sont également capables de synthétiser lors d’un contact, ou de 

l’internalisation,  de   S.   aureus   un  taux   élevé   de  nombreuses  molécules  régulatrices 

« immunitaires » comme les cytokines pro-inflammatoires IL-6 (Marriott I. et al., 2004) ou 

IL-12 (Bost K.L. et al., 1999) : 

• L’IL-6 sécrétée par les ostéoblastes permet, en plus de l’activation de la 

différenciation des ostéoclastes pendant le remodelage osseux, à des taux élevés de 

favoriser la réponse immunitaire inflammatoire en augmentant simultanément les 

réponses immunitaires humorale et à médiation cellulaire. 

• L’IL-12 est essentielle pour la réponse immunitaire à médiation cellulaire contre les 

pathogènes intracellulaires. Cette molécule permet la stimulation des lymphocytes T et 

des cellules NK (Natural Killer) qui sécrètent alors des quantités significatives 

d’interféron γ (IFN-γ) permettant l’activation de macrophages et de lymphocytes T 

auxiliaires et augmentant de fait la réponse de type TH1 (réponse immunitaire 

cellulaire). 
 
 

Les ostéoblastes ont le potentiel de sécréter d’autres cytokines comme IL-1, IL-18 et 

TNF-α (tumor necrosis factor α), mais malgré l’induction et la présence d’un taux élevé 

d’ARNm codant pour IL-1β et IL-18 lors de l’exposition à Staphylococcus aureus aucune 

forte concentration de ces deux cytokines inflammatoires n’a été observée (Marriott I., 2004). 

Alexander et al (2003) ont montré que le contact physique entre les ostéoblastes et ce 

pathogène induit aussi l’expression d’une autre cytokine, le facteur TRAIL (tumor necrosis 

factor-related apoptosis-inducing ligand) qui active la voie de la caspase-8 (cysteine- 

dependent aspartate-cleaving protease) et initie l’apoptose des cellules (Alexander E.H. et al., 

2003).  Les  caspases  sont  des  protéines  qui  vont  essentiellement  cliver  des  protéines 
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impliquées dans le maintien de l’intégrité cellulaire, mais aussi activer des endonucléases. Les 

caspases entrainent un phénomène d’apoptose irréversible. 
 
 

Outre la synthèse de ces diverses cytokines, les ostéoblastes produisent également un 

nombre de facteurs de croissance incluant les facteurs stimulants la formation de colonies de 

granulocyte-macrophages (GM-CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor), de 

granulocytes (G-CSF) et de macrophages (M-CSF) (Marriott I., 2004). Ces facteurs peuvent 

soutenir et renforcer la réponse immunitaire inflammatoire au niveau du site de l’infection en 

recrutant ces diverses cellules. 
 
 
 
 

L’objectif du travail conduit dans ce mémoire a été de : 
 

1. Développer les outils permettant de mesurer la capacité d’adhésion et la capacité 

d’internalisation et la cytotoxicité cellulaire de S. aureus dans un modèle ex-vivo 

d’ostéoblastes humains, 

2. Comparer ces capacités d’adhésion, d’internalisation et de cytotoxicité entre 

différentes souches représentatives des grands clones de SARM hospitaliers et 

communautaires isolés en France. 
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I. Culture cellulaire. 
 
 
 

1. Cellules étudiées. 
 
 
 

La lignée cellulaire utilisée, MG-63 (référence ATCC : CRL-1427) est issue d’un 

ostéosarcome d’un enfant caucasien de 14 ans. Cette lignée cellulaire a été cultivée dans un 

milieu de culture complet composé de DMEM GlutaMAX Gibco® (Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium) contenant du D-glucose à 1 g/L, du L-glutamine et du pyruvate. Ce milieu a 

été additionné de 10 % par du sérum de veau fœtal (SVF) pour constituer le milieu de culture 

complet (MCC). Pour certaines étapes expérimentales, le milieu MCC a été complémenté à 1 

% par une solution d’antibiotiques composée d’un mélange de pénicilline (100µg/ml) et de 

streptomycine (100 µg/ml) (Gibco®). 

Ces cellules ont été cultivées en flasque de 75 cm² (T75, BD Falcon™) en étuve à 37°C sous 

5 % de CO2 et 100 % d’humidité. La lignée a été entretenue par trypsination à raison de deux 

passages par semaine jusqu’au dixième passage après décongélation. Toutes les opérations sur 

les cellules lors des études expérimentales ont été réalisées sous un poste de sécurité 

microbiologique pour éviter toute contamination extérieure, avec du matériel décontaminé à 

l’alcool avant utilisation. 
 
 
 

 
 
 

Figure 20 : Cellules appartenant à la lignée MG-63 à forte confluence en microscopie optique (x40). Hôpital de 

la Croix-Rousse. 2010. 
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Un stock de cellules a été constitué et conservé dans l’azote liquide. Au-delà du 10ème 

passage, un risque de dédifférenciation des cellules étant possible, des cellules stockées 

congelées à un passage plus faible ont été remises en culture. 
 
 

2. Décongélation et mise en culture des ostéoblastes MG-63. 
 
 
 

Un stock de cellules MG-63 a été conservé congelé dans l’azote liquide dans des 

cryotubes de 1 ml contenant comme cryoconservateur du diméthylsulfoxyde Hybri-Max® 

(DMSO, Sigma). Pour la décongélation, un tube a été directement transféré de l’azote liquide 

à -196°C au bain-marie à 37°C afin de décongeler les cellules rapidement. Juste avant la 

décongélation complète, la totalité du cryotube a été transféré dans un tube à fond conique de 

15 ml contenant 1 ml de milieu MCC additionné de 1 % d’une solution de pénicilline- 

streptomycine (MCC + ATB) à 37°C. Le cryotube a été rincé à l’aide de 1 ml de MCC + ATB 

afin de récupérer toutes les cellules restantes. Le tube de 15 ml a été alors centrifugé à 1500 

rpm (rotation par minute) pendant 5 min (SV 11H, Firlabo) afin d’éliminer le surnageant 

contenant le DMSO. En effet, le DMSO, conservateur à des températures négatives, est 

toxique pour les cellules à température ambiante. 

Le culot obtenu après la centrifugation a été repris par 10 ml de milieu MCC + ATB et une 

numération par exclusion au bleu de Trypan (0,2 %, Gibco®) sur une lame de comptage 

FastReader 102 (Biosigma®) a été effectuée (Annexe III). En dessous de 500 000 cellules 

viables, une nouvelle décongélation était nécessaire pour obtenir un nombre suffisant de 

cellules pour une bonne remise en culture des cellules. Deux autres centrifugations ont été 

réalisées afin d’éliminer toutes traces de DMSO. Finalement après la dernière centrifugation, 

le culot a été repris par 4 ml de MCC + ATB qui ont été transférés dans une flasque de 25 cm² 

(T25, BD Falcon™) afin de mettre en culture les cellules. Le tube de 15 ml a alors été rincé 

par 4 ml de MCC + ATB pour récupérer les cellules restantes, ces 4 ml ont été également 

transférés dans la flasque T25. La flasque a été incubée à l’étuve à 37°C et 5 % CO2. 
 

Le lendemain, les cellules ont été trypsinées et dénombrées. Elles ont été ensuite 

transférées dans des flasques de 75 cm² (T75, BD Falcon™) à raison de 700 000 cellules par 

flasque. A partir de ces dernières flasques, les cellules ont été trypsinées et mises en culture 

dans de nouvelles flasques deux fois par semaine afin d’assurer un suivi de culture et une 

croissance optimum des cellules, ainsi que d’assurer la disponibilité d’ostéoblastes pour les 

expérimentations. En effet, les cellules arrivant à confluence n’avaient plus de place pour se 

multiplier et se mettaient à mourir. 
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Au fur et à mesure des trypsinations (que l’on appelle aussi un passage), les cellules se 

dédifférencient. Afin d’éviter ce phénomène, le nombre de trypsination a été limité. Suite au 

dernier passage, de nouvelles cellules ont été décongelées et remises en culture avec donc un 

passage plus faible. 
 
 

3. Trypsination des ostéoblastes MG-63. 
 
 
 

Une fois confluentes, les cellules adhérentes MG-63 nécessitaient d’être décollées et 

réensemencées à une concentration plus faible pour qu’elles aient pu continuer à proliférer. La 

trypsine à 0,05 % avec 0,2 % d’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) (Gibco®) a été 

utilisée à 37 °C pour assurer le décollement des cellules. A partir des flasques T75, les 

cellules confluentes ont été lavées à deux reprises par 10 ml de DMEM afin d’éliminer tout le 

SVF présent dans le milieu qui pouvait inhiber l’action de la trypsine, mais aussi d’éliminer 

les cellules mortes. Le surnageant a été aspiré et éliminé, puis la flasque a été mise à l’étuve à 

37°C en présence de 5 ml de trypsine préincubée à 37°C pendant 2 à 5 minutes, jusqu’à 

obtenir le décollement cellulaire. L’action de la trypsine a été neutralisée par ajout de 10 ml 

de MCC. Les cellules, transférées dans un tube conique de 50 ml, ont alors subi deux 

centrifugations à 1 500 tours par minute (rpm) pendant 5 minutes (SV 11H, Firlabo) puis ont 

été dénombrées par exclusion au bleu de Trypan (0,2 %, Gibco®) sur cellule de comptage 

FastReader 102. Sur la base de ces numérations, les cellules ont été ensemencées à raison de 

700 000 cellules dans 12 ml de MCC + ATB en flasque T75. Les flasques ont ensuite été 

incubées à l’étuve à 37°C et 5 % de CO2 afin de permettre aux cellules de se multiplier. 
 
 

4. Congélation des stocks d’ostéoblastes MG-63. 
 
 
 

Afin de conserver un stock de cellules, des flasques ensemencées lors de la 

décongélation des ostéoblastes MG-63 ont servi pour son renouvellement. 

La congélation a été réalisée à partir de cellules MG-63 confluentes cultivées en flasque 
de 75 cm². Après trypsination, une numération par exclusion au bleu de Trypan a été 

effectuée, la congélation étant réalisée à raison de 2.106 cellules par cryotube en utilisant 

comme agent cryoprotecteur le diméthylsulfoxyde Hybri-Max® (DMSO, Sigma). Les 
conditions de congélation ont été de 90 % de SVF et 10 % de DMSO. Les cryotubes ont été 

rapidement placés dans une cryoboîte à -80°C qui a permis de diminuer la température à 

raison de 1°C par minute jusqu’à atteindre -80°C. Après 24 heures à -80 °C, les crytotubes ont 
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été transférés en azote liquide à -196°C, température de conservation plus appropriée pour des 

cellules. 
 
 
II. Culture bactérienne. 

 
 
 

1. Conservation et caractérisation des souches. 
 
 
 

Les souches de S. aureus sélectionnées pour nos expérimentations ont été conservées à - 

20°C dans des cryotubes contenant des billes (TSC, Heywood, Royaume-Uni). Lors de 

chaque décongélation, une bille a été prélevée. Celle-ci contenait l’inoculum nécessaire à une 

bonne remise en culture sur gélose. 

Les staphylocoques cultivent sur des milieux riches comme les géloses au sang (COS, 

BioMérieux), ou sur des milieux pauvres comme les géloses trypticase soja (TSA, 

BioMérieux) ou Mueller Hinton (MH, BioMérieux). 

Afin de caractériser les souches et leur profil de résistances aux antibiotiques (Annexe 

I), des antibiogrammes en boîte ont été réalisés selon les recommandations du Comité de 

l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CASFM). Pour cela, une 

suspension bactérienne a été réalisée à 0,5 McFarland à partir de souches sur gélose et, à 

partir de cette suspension, une dilution au 1/1000ème a été effectuée dans de l’eau stérile. La 

dilution obtenue a été ensemencée grâce à un écouvillon sur une gélose Mueller Hinton, puis 

les disques d’antibiotiques ont été déposés sur la boîte. Après 24 h d’incubation à 37°C, les 

diamètres d’inhibition autour des disques ont été mesurés et la résistance à l’antibiotique 

correspondant a été déterminée selon les recommandations du Comité de l'Antibiogramme de 

la Société Française de Microbiologie (CASFM). 
 
 

2. Notion de « Multiplicity of Infection » (MOI). 
 
 
 

Afin de normaliser à la fois l’inoculum bactérien, qui a servi à infecter les cellules lors 

de nos expérimentations, et le nombre de cellules MG-63, la notion de MOI (Multiplicity of 

Infection) a été utilisée. La MOI correspond au ratio défini par le nombre de particules 

infectieuses (de bactéries) déposées dans un puits, divisé par le nombre de cellules cibles 

présentes dans ce puits. L’écriture exacte « MOI 10:1 » signifie que l’infection est réalisée à 

raison de dix S. aureus pour un ostéoblaste MG-63. Des expériences ont montré qu’il existe 

une  relation  linéaire  entre  MOI  et  adhésion  et  entre  MOI  et  internalisation :  des  MOI 
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différentes  pour  une  même  souche  donnent  des  résultats  d’adhésion  et  d’internalisation 

différents. 

Afin d’obtenir la MOI souhaitée, il est nécessaire de connaître le nombre de bactéries 

présentes dans la suspension avant l’inoculation des cultures cellulaires. Cependant, des 

expériences menées par le laboratoire ont permis de mettre en avant une différence notable 

entre les souches : pour deux souches de S. aureus, une même densité optique (DO) mesurée à 

600 nm sur un bouillon cœur cervelle (BCC ; 5 ml, BioMérieux) ne correspond pas à la même 

concentration bactérienne, donc au même nombre de bactéries par ml de BCC. 
 
 

3. Détermination de la concentration bactérienne en fonction de la densité optique. 
 
 
 

Connaître avec une grande précision la concentration bactérienne d’un milieu comme le 

BCC a donc été primordial afin d’infecter les cellules avec une MOI constante, c’est-à-dire 

avec le même nombre de bactéries quelque soit la souche. Pour ceci nous avons été amenés à 

réaliser pour chaque souche une régression linéaire à partir des courbes d’étalonnage du 

nombre de bactéries en fonction de la densité optique (DO). A partir de l’équation obtenue, il 

a été possible d’estimer le nombre de bactéries avec la mesure de la densité optique suivant la 

souche étudiée. 
 
 

3.1. Préparationdelagammededilution. 
 
 

Pour chaque souche de Staphylococcus aureus utilisées dans les expérimentations, un 

BCC a été ensemencé à partir d’une colonie de la souche cultivée sur une gélose au sang. Le 

bouillon a ensuite été incubé à l’étuve  à 37°C pendant une nuit. 

Le lendemain, une gamme de dilution a été réalisée par des dilutions en cascade d’ordre deux 

dans du bouillon BCC stérile jusqu’à la dilution 1/128è. Ces points de gamme obtenus (pur, 

1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128) ont servi à l’établissement de la courbe d’étalonnage 

par mesure de leur densité optique. 
 
 

3.2. MesuredeladensitéoptiqueetensemencementsurgéloseTSA. 
 
 

Pour chaque souche de S. aureus, la densité optique (DO) du BCC pur et de ses 

dilutions a été mesurée à 600 nm contre du BCC stérile grâce à un spectromètre Nicolet 

Evolution 300 (Thermo Electron Corporation). 
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Seuls les points de gamme dont la DO a été mesurée entre 0,1 et 3 ont été dénombrés 

sur gélose trypticase soja (TSA). Cet intervalle de lecture correspondait à la linéarité du 

spectrophotomètre. A partir des points de gamme retenus (DO comprise entre 0,1 et 3), des 

dilutions au dixième en série ont été réalisées en eau stérile (VERSOL). Les points de gamme 

pur, 1/2 et 1/4 ont été dilués jusqu’à 10-6, les point de gamme 1/8 à 1/64 jusqu’à la dilution 10-
 

 

5 et le point de gamme 1/128 jusqu’à la dilution 10-4 (voir Annexe II). Pour chaque point de 

gamme retenu, les trois dernières dilutions en eau stérile ont été ensemencées au râteau en 

duplicat, à raison d’une prise d’essai de 100 µl par gélose TSA. Les géloses TSA 

ensemencées ont été incubées à l’étuve durant 24 heures à 37°C pour dénombrer les bactéries 

présentes dans les dilutions. 
 
 

3.3. NumérationdesgélosesTSAetétablissementdeladroitederégression. 
 
 

Sur chaque boîte, le nombre d’unités formant colonie (UFC) a été compté grâce à un 

compteur de colonies automatique EasyCount® 2 (AES CHEMUNEX), puis reporté dans un 

tableau de résultat (Annexe II). Seules les géloses TSA ayant un nombre d’UFC compris entre 

30 et 300 ont été retenues pour déterminer le nombre de bactéries et ainsi réaliser la droite de 

régression. C’est dans cet intervalle que le nombre d’UFC reflète de façon fiable le nombre de 

bactéries. 

Par exemple, pour le point de gamme 1/16, une moyenne de 128 UFC est calculée pour la 

dilution à 10-5 de ce point de gamme. Ainsi, le nombre de bactéries par millilitre (ml) pour ce 

point est de : (128 x100 000 x 10)= 128 000 000 de bactéries par ml, ce qui correspondant au 

nombre de bactéries présente dans 1 ml de BCC dilué au 1/16. La multiplication par 10 

s’explique par la prise d’essai de 100 µL lors de l’ensemencement sur gélose TSA. 

A partir des comptes des UFC des géloses TSA retenues, les résultats ont  été 

reportés sur un graphique Excel : les moyennes des DO obtenues ont été reportées en 

abscisse, et le nombre de bactéries par ml correspondant a été reporté en ordonnée. L’équation 

de la droite de formule y = ax + b, y correspondant au nombre de bactéries par millilitre et x 

correspondant à la densité optique, ainsi que le coefficient de corrélation r ont été déterminés 

automatiquement par le logiciel. Cette équation a permis par la suite de déterminer le nombre 

de bactéries par ml dans un bouillon BCC à partir de la DO mesurée en duplicat à 600 nm et 

ainsi de standardiser l’étape d’infection des ostéoblastes MG-63 dans les expérimentations 

suivantes. 
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III. Mise  au  point  d’une  technique  de  mesure  de  l’adhésion  et  de 

l’internalisation de Staphylococcus aureus par cytométrie de flux. 
 
 

1. Objectif. 
 
 
 

L’objectif de cette technique était de quantifier simultanément la capacité d’adhésion et 

d’internalisation de différentes souches de S. aureus par les ostéoblastes MG-63 par 

cytométrie de flux. Cette technique a été appelée FCBA (Flow Cytometry Bead Array). 

Pour la validation de cette technique, le couple de souches isogéniques fnb+/- 8325-4 et 

DU5883 (souche sans FnBP donc qui ne s’internalise pas) a été utilisé et cette méthode a été 

comparée à la méthode des dénombrements sur gélose, ou GPA (gentamicin  protection 

assay), méthode de référence couramment utilisée dans la littérature. 
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Figure 21 : Schéma descriptif de la validation de la technique d’évaluation des S. aureus intracellulaires et 

extracellulaires par cytométrie de flux. DO : Densité optique à 600 nm. 
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2. Préparation des ostéoblastes MG-63 et des bactéries avant infection. 
 
 
 

Les MG-63 ont été ensemencées à raison de 50 000 cellules par puits dans des plaques 

24 puits dans du MCC + ATB (pénicilline et streptomycine) puis incubées 48 h à l’étuve à 

37°C et 5 % CO2 afin d’obtenir une confluence de 80 %. Des plaques différentes ont été 

ensemencées pour la méthode par cytométrie de flux et pour les dénombrements sur gélose 

afin de comparer les deux méthodes. Sur chaque plaque, des puits ont servis pour dénombrer 

les bactéries extracellulaires, d’autres pour les bactéries intracellulaires. 

Parallèlement à partir d’une bille de conservation, les souches de S. aureus 8325-4 et 

DU5883 ont été ensemencées sur gélose COS (BioMérieux) et ces géloses ont été mises à 

l’étuve à 37°C pendant 24 h. A l’issue de cette incubation, un bouillon BCC a été ensemencé 

pour chaque souche à partir d’une colonie isolée et ensuite incubé 24 heures à l’étuve à 37°C. 

Ce bouillon a servi à réaliser l’inoculum bactérien qui a infecté les cellules. 
 
 

3. Préparation des inocula bactériens et infection des cellules. 
 
 
 

Les inocula bactériens ont été préparés à partir du BCC ensemencé la veille. La densité 

optique de chaque bouillon (dilué avec du BCC stérile si nécessaire) a été mesurée à 600 nm, 

puis le nombre de bactéries par ml a été estimé grâce à la droite de régression établie 

préalablement pour chaque souche. Les bactéries ont alors été centrifugées à 3000 rpm 

pendant 5 min puis le culot obtenu repris dans du MCC afin de préparer l’inoculum bactérien 

de l’infection. 

Parallèlement, les cellules préparées en plaque 24 puits ont été lavées deux fois avec 1 

ml de DMEM afin d’enlever toutes traces d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine) avant 

l’ajout des bactéries sur les cellules. Une numération précise par exclusion au bleu de Trypan 

(Annexe II) a été réalisée sur deux puits pour déterminer le nombre moyen de cellules par 

puits après 48 heures de culture, et ainsi réaliser avec l’aide de la DO bactérienne un inoculum 

à la MOI désirée. 

L’infection des cellules avec les bactéries à une MOI de 100:1 a alors été réalisée. La co- 

culture, cellules et bactéries, a été incubée pendant deux heures à 37°C, temps optimum pour 

une bonne internalisation de S. aureus par les ostéoblastes selon Jevon et al (1999). 

A la fin des deux heures d’incubation, tous les puits ont été lavés à deux reprises par 1 

ml de DMEM afin d’éliminer les bactéries non adhérentes. Dès lors, les plaques ont été 
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traitées différemment suivant qu’elles servaient pour la cytométrie de flux (FCBA) ou au 

dénombrement sur gélose (GPA). 
 
 

4. Dénombrement sur gélose : protocole de protection à la gentamicine (GPA). 
 
 
 

Les plaques pour les dénombrements sur gélose ont été divisées également en deux 

catégories : des puits servant à déterminer le nombre de bactéries extracellulaires et 

intracellulaires (= puits « extra »), et des puits servant à déterminer uniquement les bactéries 

intracellulaires (= puits « intra »). 

Pour chaque souche, les cellules des puits « extra » ont été lysées par choc osmotique 

par ajout de 1 ml d’eau stérile. Les lysats de ces puits ont été récupérés dans un tube conique 

de 15 ml. Les puits ont été lavés par 1 ml d’eau stérile afin de récupérer d’éventuelles 

bactéries restantes. Un dénombrement des bactéries présentes dans ces deux millilitres d’eau a 

été ensuite réalisé par étalement sur gélose afin de quantifier le nombre de bactéries 

extracellulaires et intracellulaires. Les lysats ont été dilués en série par des dilutions d’ordre 

10 en eau stérile jusqu’à la dilution 10-6. Toutes les dilutions, y compris les lysats purs, ont été 
 

ensemencées au râteau et en duplicat sur gélose TSA à raison d’une prise d’essai de 100 µl. 

Les géloses ont ensuite été incubées 24 heures à l’étuve à 37°C. Après incubation, le nombre 

d’UFC a été compté pour chaque gélose et seules celles comprenant entre 30 et 300 UFC ont 

été retenues pour déterminer le nombre de bactéries extracellulaires et intracellulaires. 

Les cellules des puits « intra » n’ont pas été éclatées après les deux heures d’infection 

mais 1 ml de MCC contenant de la gentamicine à 200 µg/ml a été ajouté. Les plaques ont 

alors été incubées une heure à 37°C avec 5 % de CO2. Cet ajout de gentamicine permet donc 

de tuer les bactéries extracellulaires adhérées aux ostéoblastes MG-63 et non les bactéries 

intracellulaires, la gentamicine n’étant pas active dans le compartiment cytosolique des 

cellules. Les cellules de ces puits ont ensuite été lysées par choc osmotique avec de l’eau 

stérile. Le dénombrement a été réalisé de la même façon que pour les puits « extra » et a 

permis de déterminer le nombre de bactéries intracellulaires. 

Ces dénombrements des puits « extra » et des puits « intra » ont servi à la comparaison 

entre GPA et FCBA. 
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5. Cytométrie de flux : marquage des Staphylococcus aureus. 
 
 
 

Les plaques réservées pour la méthode par cytométrie de flux ont été traitées en 

parallèle des plaques destinées aux dénombrements sur gélose. Cette méthode FCBA a 

nécessité un marquage des S. aureus par un fluorochrome (marqueur fluorescent) qui a été 

détecté et dont l’intensité a été quantifiée par le cytomètre de flux. 
 
 

5.1. Marqueur fluorescent : Bodipy® FL couplé à la vancomycine™. 
 
 

Le marqueur bactérien utilisé a été le Bodipy® FL couplé à la vancomycine (VBFL, 

Invitrogen), un antibiotique qui a la propriété de se fixer sur le peptidoglycane des bactéries 

Gram positif. Le fluorophore Bodipy est excité à 488 nm et émet à 512 nm (fluorescence 

verte). 

La solution de marquage a été un mélange 1:1 (0,8 µg/ml) de Bodipy-FL®  couplé à la 
 

vancomycine et de vancomycine non marquée. La vancomycine non marquée en entrant en 

compétition avec la vancomycine marquée a permis d’éliminer les fixations non spécifiques 

de VBFL. Les étapes de marquage ont aussi été réalisées à 4°C dans le même but. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 22 : Molécule de Bodipy- FL® couplé à la vancomycine 
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5.2. 3ULQFLSH. 
 
 

$SUqV O¶pWDSH G¶LQIHFWLRQ, OH WUDLWHPHQW GHV SXLWV D pWp GLIIpUHQW VHORQ VL OH PDUTXDJH VH 

SRUWDLW VXU OHV 6. DXUHXV H[WUDFHOOXODLUHV RX LQWUDFHOOXODLUHV (ILJXUH 23). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

)LJXUH 23 : 3ULQFLSH GH O¶pWXGH GH O¶LQWHUQDOLVDWLRQ HW GH O¶DGKpVLRQ GH 6WDSK\ORFRFFXV DXUHXV SDU F\WRPpWULH GH 

IOX[. 
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Le marqueur Bodipy-FL® couplé à la vancomycine (VBFL) étant incapable de passer la 

membrane plasmique de la cellule lorsqu’elle est intègre, a permis la détection des 

staphylocoques extracellulaires uniquement. Concernant la détection des staphylocoques 

intracellulaires uniquement, il était indispensable de disposer d’un protocole permettant la 

destruction complète des bactéries extracellulaires. La perméabilisation de la membrane 

cellulaire a été nécessaire pour que le marqueur fluorescent puisse atteindre le compartiment 

cytoplasmique et ainsi les staphylocoques intracellulaires. Ceci a été fait grâce à la saponine 

qui fragilisait les parois des bactéries et permettait ce passage. 
 
 

5.3. Marquage. 
 
 

Les différentes étapes de marquage ont été réalisées sur glace afin de diminuer les 

liaisons non spécifiques. 
 
 

5.3.1. Bactériesextracellulaires. 
 
 

Une fois l’étape d’infection réalisée, les puits ont été lavés deux fois avec du DMEM 

puis les cellules ont été trypsinées avec 500 µl de trypsine afin de les décoller. Les plaques ont 

été incubées 2 à 5 min à 37°C. Les cellules, récupérées par 1 ml de MCC puis transférées dans 

un tube à fond conique de 15 ml, ont ensuite été centrifugées à 1500 rpm pendant 5 min, puis 

le culot a été repris dans 1 ml de PBS avant de répartir les cellules de manière égale dans 

plusieurs tubes à hémolyse. Les cellules ont été lavées deux fois afin d’éliminer toutes traces 

de DMEM et de SVF. Les cellules ont alors été incubées 15 min avec 100 µl d’une solution 

de marquage à 0,8 µg/ml (mélange 1:1 : VBFL-Vancomycine). Les cellules ont été lavées 

trois fois avec 1 ml de PBS puis fixées et conservées avec 400 µl d’une solution de 

formaldéhyde 0,1 % (volume/volume) jusqu’au passage des cellules au cytomètre de flux. 
 
 

5.3.2. Bactériesintracellulaires. 
 
 

Après l’étape d’infection, les plaques ont été incubées 20 min à 37°C avec 1 ml d’une 

solution de lysostaphine à 10 µg/ml afin d’éliminer les staphylocoques extracellulaires, 

adhérentes à la surface des cellules. La lysostaphine est une enzyme naturellement produite 

par les staphylocoques blancs qui a la propriété de lyser les staphylocoques dorés. Les puits 

ont été lavés deux fois avec 1 ml de DMEM, puis les cellules ont été trypsinées, récupérées et 
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réparties dans plusieurs tubes à hémolyse comme lors de la détection des staphylocoques 

extracellulaires (cf. 5.3.1). Après deux lavages avec 1 ml de PBS, afin de permettre la 

pénétration ultérieure de VBFL, les cellules ont été perméabilisées avec 500 µl d’une solution 

de saponine à 0,1 % lors d’une incubation de 20 min à 4°C puis lavées trois fois avec 1 ml de 

PBS. Les bactéries intracellulaires ont été marquées puis fixées de la même manière que les 

bactéries extracellulaires. 
 
 

Une fois l’étape de marquage effectuée, les tubes correspondants aux bactéries 

extracellulaires et aux bactéries intracellulaires ont pu être passé au cytomètre de flux afin de 

quantifier les bactéries. 
 
 

6. Cytométrie de flux. 
 
 
 

6.1. Appareillage. 
 
 

Le cytomètre de flux permet de détecter des « particules » appelées événements qui 

peuvent être des cellules, des bactéries, des débris etc… Il permet d’analyser la taille, la 

granularité ainsi que la fluorescence des particules grâce à des lasers qui traversent ces 

événements. Cet appareil est composé de trois parties : 

• La partie fluidique : les particules baignent dans un liquide de gaine et sont aspirées 

dans un capillaire. Les particules passent ensuite une par une devant un détecteur. 

• La partie optique : des lasers éclairent les particules pour déterminer leurs paramètres 

(taille etc…) 

• La partie électronique : les rayonnements sont transformés en pulsion électronique 

puis mesurés 

63  



 
 
 

Figure 24 : Schéma représentant un cytomètre de flux. 

http://acces.inrp.fr/acces/logiciels/externes/winmdi/didacticiel-de-winmdi/cytometr.htm 
 
 

6.2. Analyse. 
 
 

L’analyse au cytomètre de flux tient compte de différents réglages et contrôles : 
 
 
 

 Réglage  de  la  fenêtre  de  lecture :  l’analyse  a  été  réalisée  sur  une  sélection  des 

évènements excluant les débris cellulaires et les bactéries non adhérées. (Figure 25 A, B) 
 
 

B C 
 
 
 

2% 
A 

 
 
 
 
 

Figure 25: Graphiques obtenus lors du passage des cellules au cytomètre en flux. 
 

A : Dot plot représentant la taille des cellules (FCS (Forward Scatter) en abscisse) et la granularité des cellules 

(SSC (Side Scatter) en ordonné) 

B-C : Histogramme représentant le nombre de cellules fluorescentes (fluorescence visualisée en abscisse), 

cellules seules non marquées (B), cellules seules marquées avec VBFL (C) 
 
 

• Contrôle du marquage non spécifique : sur des cellules non infectées, un marquage au 

Bodipy-FL® a été réalisé. Un seuil de 2 % de marquage non spécifique a été alors 
toléré (Figure 25, C). 
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• Contrôle de la destruction des bactéries extracellulaires : des cellules traitées à la 

lysostaphine mais non perméabilisées ont été marquées au Bodipy-FL® et ont servis de 
contrôle pour le marquage intracellulaire. Ces tubes ont servis à contrôler l’absence de 

marquage extracellulaire en l’absence de S. aureus adhérés à la cellule. 
 
 

• Deux paramètres sont analysés en cytométrie de flux : le nombre de cellules 

fluorescentes et l’intensité de fluorescence de ces cellules. Inspirés de la publication de 

Sinha et al (1999), les résultats ont été  exprimés  grâce  à  un  index  appelé  AFU 

résultant du produit de l’intensité de fluorescence et du pourcentage de  cellules 

marquées. 
 
 

7. Analyse statistique. 
 
 
 

Cette expérimentation ayant été répétée trois fois en tout, une analyse statistique des 

résultats a pu être réalisée afin de comparer ces deux méthodes et ainsi valider la méthode 

FCBA. 

Les résultats obtenus en adhésion et en internalisation pour les deux souches de S. 

aureus lors de ces expériences ont été analysés statistiquement par un test t de Student sans 

hypothèse de variance égale (méthode de Cochran-Cox) afin de déterminer si une différence 

significative existe entre elles.  Le seuil de significativité était défini à 0,05. 

Ce test paramétrique repose sur des comparaisons de moyennes. Il est utilisé pour comparer 

deux échantillons indépendants et/ou appariés, ce qui est le cas de figure pour cette 

expérience. 
 
 

Si la méthode FCBA est validée grâce à la comparaison avec la méthode de référence 

qu’est la méthode GPA, elle peut être utilisée pour étudier la variabilité intergénotypique de 

l’adhésion et de l’internalisation de S. aureus par les ostéoblastes humains. Pour cela divers 

fonds génétiques de S. aureus représentants les principaux HA-MRSA et CA-MRSA 

rencontrés en France ont été sélectionnés. 
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IV. Comparaison de l’internalisation et de la cytotoxicité de différents fonds 

génétiques représentatifs de Staphylococcus aureus dans un modèle ex- 

vivo d’ostéoblastes humains. 
 
 

Cette étude de divers fonds génétiques de S. aureus, sélectionnés et représentant les 

principaux MRSA rencontrés en France, devait être initialement réalisée avec la technique de 

cytométrie de flux mais les réponses différentes des souches à la lysostaphine ne l’ont pas 

permis. En effet certaines souches étaient moins sensibles à la lysostaphine et donc les 

bactéries extracellulaires n’étaient pas suffisamment détruites empêchant l’analyse souhaitée 

malgré de nombreuses tentatives d’optimisation. 

Il a donc été décidé de réaliser cette étude par la méthode de dénombrement sur gélose. De 

plus le dénombrement sur boites a un avantage : il permet de réaliser une étude sur la survie 

de S. aureus internalisé par les ostéoblastes. 
 
 

1. Objectif. 
 
 
 

Cette étude visait à comparer la capacité d’internalisation (bactéries internalisées à H3, 

3 heures après infection), de survie intracellulaire (bactéries internalisées à H24 et H48, 24 

heures et 48 heures après infection) et la cytotoxicité induite (lactate déshydrogénase, LDH, 

relarguée) de différentes souches de S. aureus représentatives des principaux clones HA- 

MRSA et CA-MRSA isolées en France dans un modèle d’ostéoblastes humains (MG-63) et 

de mettre en évidence, si elles existaient, les différences de ces paramètres entre ces souches. 
 
 

2. Souches de Staphylococcus aureus étudiées. 
 
 
 

Il a été décidé d’étudier ex-vivo des souches très caractéristiques de S. aureus MRSA 

qui sont régulièrement rencontrées lors d’infections hospitalières ou communautaires et qui 

présentent des caractéristiques cliniques différentes. Les souches de HA-MRSA sont 

responsables d’infections chroniques alors que les CA-MRSA provoquent des infections 

aigues. 

L’étude conduite a porté sur une série de cinq souches. Les complexes clonaux (ST) sont tous 

définis selon la base de données MLST (http://www.mlst.net.). 
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La souche 8325-4, souche de S. aureus de laboratoire issue de la souche de 

Staphylococcus aureus 8325-N à laquelle on a retiré tous les plasmides et prophages 

(Sjostrom J-E. et al., 1973), a été choisie comme souche de référence. 

La souche HT 2004 0342 a été choisi comme représentative du clone LYON ST8, clone HA- 

MRSA majoritaire en France (Dauwalder O. et al., 2008). Cette souche est caractérisée au 

niveau moléculaire par une cassette SCCmec de type IV, l’allèle 1 du système agr, l’allotype 

2 ccrAB, un spa type t008. Elle est résistante pénicilline, à l’oxacilline, aux fluoroquinolones, 

à la kanamycine, à la tobramycine, à l’érythromycine, à l’oflaxine. Cette souche est PVL -, tst 

-, possède le gène de l’entérotoxine A (qui est un superantigène majeur), et est capable de 

production de delta-hémolysine. 

La souche HT 2003 0603 a été choisie comme représentative du clone ST5 Géraldine 

caractérisé par une cassette SCCmec de type I tronquée, l’allèle 2 du système agr, l’allotype 1 

ccrAB un spa type t002. Cette souche est résistante à la pénicilline, à l’oxacilline, à l’acide 

fusidique, la kanamycine et la tobramycine. Cette souche est PVL -, tst + et est capable de 

production de delta-hémolysine et d’alpha-toxine. C’est un HA-MRSA qui représente 10 % 

des HA-MRSA mais il est aussi décrit comme souche CA-MRSA PVL -. 

La souche HT 2002 0209 a été choisie comme représentative du clone européen ST80, clone 

CA-MRSA communautaire en Europe. Cette souche est caractérisé par une cassette SCCmec 

de type IV, l’allèle 3 du système agr, l’allotype 2 ccrAB. Cette souche est de spa type t044, 

résistant à la pénicilline, à l’oxacilline, à la kanamycine, à l’acide fusidique, à la tétramycine. 

Ce CA-MRSA est PVL+, tsst –, edin + (epidermal cell differentiation inhibitor, cette toxine 

fait des trous dans les cellules endothéliales) et possède l’entérotoxine D (superantigène 

mineur). 

La souche ST80 MSSA HT 2006 0139 a été choisie car elle appartenait au même clone que la 

souche précédente mais ayant perdu la cassette SCCmec. La comparaison des résultats de ces 

deux dernières souches permettait d’étudier les facteurs de virulence potentiellement porté par 

la cassette SCCmec et pouvant influencer la capacité d’adhésion, d’internalisation et de survie 

intracellulaire. 
 
 

3. Préparation des ostéoblastes MG-63. 
 
 
 

Les ostéoblastes MG-63 ont été ensemencés en plaques 24 puits (MULTIWELL™ 24 

well Falcon®) à J-1 à raison de 50 000 cellules MG-63 dans 1 ml de MCC avec 1 % de P/S 
(pénicilline et streptomycine) par puits. Les plaques ont ensuite été incubées à 37°C et 5 % 
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CO2. Cinq souches ont pu être traitées en parallèle selon le protocole. Le nombre de plaques 

et de puits à ensemencer a correspondu au nombre de souches testées et de conditions : trois 

puits par point de mesure et par souche ainsi que des puits contrôles qui n’ont pas été infectés 

lors de l’expérience. La moitié de ces puits contrôles a servi pour la mesure de la LDH des 

cellules non infectées (dosage par l’automate Siemens Division Vista®), l’autre moitié a servi 

à la numération par exclusion des cellules non infectées à chaque temps de mesure. 
 
 

4. Préparation des suspensions bactériennes. 
 
 
 

Pour chaque souche testée, un BCC a été ensemencé la veille de l’infection (J-1) à partir 

d’une colonie prélevée sur gélose au sang. Le bouillon a été ensuite incubé à l’étuve à 37 °C 

pendant une nuit. 

Le lendemain, jour de l’infection (J0), 500 µl de chaque bouillon qui étaient alors en 

phase stationnaire ont été transférés dans un nouveau BCC et une incubation de 3 heures dans 

un bain-marie à 37°C et sous agitation a été réalisée. Après incubation, les bouillons, en phase 

exponentielle, ont été soniqués 1 min à 100 % sur un appareil à ultra-son (Bactosonic) afin 

d’éliminer les éventuels amas et obtenir une suspension de bactéries homogènes. 

La concentration bactérienne a ensuite été déterminée par mesure en duplicat de la DO à 600 

nm, mesure effectuée après dilution adéquate du BCC si nécessaire. L’équation de la droite de 

régression trouvée précédemment a permis de déterminer le nombre de bactéries par ml de 

chaque BCC dilué. 

La DO étant mesurée sur une dilution, chaque BCC bactérien a donc été dilué par le 

même facteur de dilution avec du DMEM dans un tube à fond conique de 15 ml (BD™ 

Falcon®). Ces tubes, contenant un volume V, ont alors été centrifugés à 3000 rpm pendant 5 

minutes. Les surnageants ont été aspirés et éliminés, et les culots ont été repris par V ml de 

MCC et conservés à 4°C sur glace pour stopper la croissance bactérienne jusqu’à la 

préparation des inocula bactériens à la MOI choisie. 
 
 

5. Numération cellulaire. 
 
 
 

Parallèlement à cette préparation des bactéries, une numération cellulaire a été réalisée à 

J0 afin de préparer un inoculum bactérien à la MOI souhaitée. La numération par exclusion au 

bleu de Trypan a été effectuée à partir de deux puits. Les milieux respectifs de ces deux puits 
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ont été récupérés (pour réaliser un dosage ultérieur des cytokines) et identifiés dans 2 tubes 

Eppendorf qui ont été stockés à -80°C. 

Cette numération (voir Annexe III) a été effectuée de la même manière que dans le 

protocole GPA à l’exception qu’elle a été réalisée sur cinq cellules de comptage par tube. Les 

deux comptes extrêmes ont été éliminés et une moyenne a été calculée avec les trois comptes 

restants. Le nombre de cellules trouvé a permis de préparer les inocula des S. aureus 

sélectionnés qui ont servi à infecter les cellules. 
 
 

6. Préparation des inocula bactériens. 
 
 
 

Le nombre moyen de cellules par puits obtenu lors de la numération a permis de 

déterminer le nombre total de bactéries à utiliser pour l’infection des MG-63. Dans ce 

protocole, la MOI a été fixé à 100:1. 

A partir des suspensions bactériennes conservées à 4°C, dont le nombre de bactéries par 

ml a été obtenu précédemment par lecture de la densité optique, les inocula ont été préparés 

en prélevant le volume contenant le nombre exact de bactéries nécessaires à l’infection des 

puits. Il a été ajusté avec du MCC au volume final nécessaire pour infecter tous les puits 

correspondants. 

Par exemple, pour neuf puits contenant 100 000 cellules à infecter à une MOI de 100:1 

à partir d’une suspension bactérienne évaluée grâce à la formule de régression à 100 000 000 

de bactéries par ml, le volume à prélever est donc établi comme suit : 

(100 000 x 100 x 9) / 100 000 000 = 0,9 ml ajustés à 9 ml avec du MCC. 
 
 
 

Après ces préparations des cellules et des bactéries, l’expérimentation a pu alors être 

commencée. 
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7. Infection bactérienne et mesure des bactéries intracellulaires. 
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Figure 26 : Protocole de quantification des bactéries internalisées aux temps de mesure H3, H24 et H48. 
 
 
 

7.1. Infectionbactérienne. 
 
 

Une fois les inocula bactériens des différentes souches de Staphylococcus aureus à 

tester préparés, les plaques ensemencées avec les MG-63 ont été mises sur glace et tous les 

puits ont été lavés à deux reprises par 1 ml de DMEM. Les cellules ont été infectées par ajout 
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de 1 ml d’inoculum bactérien dans les puits correspondants. Les inocula bactériens ont été 

conservés à 4°C en vue d’une vérification ultérieure de la MOI. Les plaques ont ensuite été 

incubées à 4°C pendant 30 min pour permettre une sédimentation des bactéries ainsi qu’une 

synchronisation de l’internalisation, les bactéries ne s’internalisant pas à cette température. 

Les plaques ont ensuite été transférées et incubées pendant 2 heures à l’étuve à 37°C et 5 % 

de CO2. Cette durée correspond à l’internalisation maximale des S. aureus observée par Jevon 

et al. (1999). Les ostéoblastes MG-63 non infectés des puits contrôles ont subi les mêmes 

étapes et les mêmes lavages que les conditions avec bactéries. 

Après 2 heures d’incubation, tous les puits ont été lavés à deux reprises avec 1 ml de 

DMEM. Nous avons ajouté 1 ml d’une solution de MCC contenant de la gentamicine à 200 

µg/ml  à  ces  puits  (Gentamicine,  Gibco®).  L’utilisation  de  la  gentamicine  (aminoside 
 

bactéricide) a pour but de tuer les bactéries qui n’ont pas été internalisées par les ostéoblastes 

lors de l’étape d’infection. Les plaques ainsi préparées ont été incubées 1 heure à 37°C et 5 % 

de CO2. 

Une fois cette heure d’incubation terminée, pour chaque souche un point de mesure H3 
 

a été réalisé afin de connaître le taux d’internalisation des bactéries et la mortalité cellulaire 

induite au temps maximum d’internalisation. 

Les puits restants servant aux points de mesure H24 et H48 ont été lavés à deux reprises par 1 

ml de DMEM et 1 ml d’une solution de MCC contenant de la gentamicine à 40 µg/ml a été 

ajouté à ces puits afin d’éviter toute prolifération de bactéries dans le milieu de culture mais 

aussi toute adhésion. Les plaques ont été incubées à l’étuve à 37°C. 
 
 

7.2. VérificationdelaMOI. 
 
 

Les MOI réelles ont été déterminées pendant une période d’incubation de J0 à partir des 

inocula bactériens utilisés pour l’infection des cellules. La méthode était la même que celle 

utilisée pour le dénombrement rencontré dans la méthode GPA. Cependant seules les trois 

dernières dilutions d’ordre dix ont été ensemencées sur gélose TSA. 

Après 24 heures d’incubation (J+1) à l’étuve à 37°C, les UFC (Unité Formant Colonie) ont 

été dénombrées grâce au compteur automatique EasyCount® 2. Seules les géloses TSA 

présentant un nombre d’UFC compris entre 30 et 300 ont été retenues. Les MOI réelles ont 

alors été déterminées à partir de ces résultats. 
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7.3. PointdemesureH3. 
 
 

Les puits contrôles servant à la numération cellulaire ont été lavés deux fois avec 1 ml 

de DMEM. Les cellules présentes dans ces puits ont été ensuite trypsinées et numérées par 

exclusion au bleu de Trypan. 

Les cellules des puits contrôles servant à la mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) 

ont été lysées par choc osmotique grâce à l’ajout de 1 ml d’eau pure stérile après récupération 

des surnageants de culture. Les cellules lysées ont été récupérées dans des tubes à hémolyse. 

Les puits ont été lavés par 1 ml d’eau stérile afin de récupérer tout le lysat. 

Pour les puits servant au point de mesure H3 des souches bactériennes testées, les 

surnageants de milieu MCC ont été récupérés : 100 µl ont servis pour le dosage de la LDH 

relarguée et le reste a été conservé à -80°C pour un dosage de cytokines. Les cellules ont alors 

été lysées par choc osmotique en ajoutant 1 ml d’eau pure stérile. Ce lysat a été récupéré dans 

un tube à hémolyse stérile et les puits ont été lavés par 1 ml supplémentaire d’eau pure stérile 

également récupéré dans le même tube. Tous les tubes à hémolyse obtenus ont été 

homogénéisés puis soniqués 1 min à 100 % afin de bien éclater les cellules restantes. 

Le nombre de bactéries internalisées à H3 a été déterminé par dénombrement sur gélose TSA. 

Après 24 heures d’incubation à 37°C, seules les géloses observant un nombre d’UFC compris 

entre 30 et 300 ont été retenues. 
 
 

7.4. PointdemesureH24etpuitsdupointdemesureH48àJ+1. 
 
 

7.4.1. PointdemesureH24 : 
 
 

Les puits contrôles (cellules non infectées) du point de mesure 24 heures après infection 

servant à la numération cellulaire et ceux servant à la mesure de la LDH ont été traités de la 

même façon que les puits contrôles du point de mesure H3. 

Les puits servant à déterminer l’internalisation des bactéries au point de mesure H24 ont 

été traités de la même façon que les puits H3 à J0. Le dénombrement des bactéries 

internalisées a été fait également par dénombrement sur gélose. 
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7.4.2. PuitsdupointdemesureH48 : 
 
 

Pour les puits servant au point de mesure 48 heures après infection, 50 µl de MCC avec 

de la gentamicine à 800 µg/ml ont été ajoutés afin d’éviter une éventuelle croissance 

bactérienne entre les points de mesure H24 et H48. 
 
 

7.5. PointdemesureH48àJ+2. 
 
 

Les puits contrôles servant à la numération cellulaire et ceux servants à la mesure de la 

LDH ont subi les mêmes étapes que ceux des points de mesure précédents. 

Les puits servant au point de mesure H48 ont été traités de la même manière que les 

puits H3 et H24. Le dénombrement des bactéries internalisées a été également fait suivant la 

même procédure. 
 
 

Pour compléter les données sur la survie et la cytotoxicité induite obtenues par ces 

dénombrements des bactéries internalisées et par les dosages de la LDH 3 heures, 24 heures et 

48 heures après infection, une mesure de cytokines a été effectué. 
 
 

8. Dosage de cytokines produites par les ostéoblastes MG-63 par la méthode CBA. 
 
 
 

Il a été montré que les ostéoblastes en présence ou infectés par un agent bactérien 

produisent de nombreuses substances telles que les cytokines dans un but de réponse 

immunitaire. 

Pour cette expérience, la production de certaines cytokines pro- et anti-inflammatoires a donc 

été mesurée par une méthode par cytométrie de flux : la méthode Cytometry Bead Array 

(CBA). 

Cette technique permet d’analyser et quantifier plusieurs cytokines simultanément dans 

les liquides biologiques et dans les surnageants de culture. Chaque cytokine est associée à une 

bille fluorescente de couleur spécifique sur laquelle est fixé un anticorps (Ac) de capture 

spécifique. 

Des anticorps secondaires de révélation, spécifiques de chaque cytokine, couplés à la 

phycoérythrine permet de détecter la quantité de chaque cytokine en se fixant à celle-ci ; elle- 

même déjà fixée à l’anticorps de capture. La quantité de cytokines présentes dans le 

surnageant est déterminée grâce à une gamme étalon fournie par le fabricant. 
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Figure 27 : Principe de la technique CBA. Les cytokines révélées pour cette expérience sont IL-8, IL-1b, IL-6, 

IL-10, TNF, IL-12p70 (kit Human CBA Inflammation, BD Bioscience). 
 
 

Les cytokines ont été dosées sur les surnageants de culture qui ont été stockés à -80°C 

pour permettre une bonne conservation de ces molécules sécrétées par les ostéoblastes. 

D’après le mode opératoire fourni par le fabricant, des dilutions en série d’ordre deux ont été 

réalisées  à  partir  d’un  tube  étalon  standard  afin  de  réaliser  la  gamme  standard.  Les 

surnageants ont été mis en présence des anticorps de capture fixés aux billes fluorescentes et 

des anticorps de révélation. Les tubes ont été incubés pendant trois heures à l’abri de la 

lumière. Un lavage a été effectué puis les tubes ont été analysés par cytométrie de flux, ce qui 

a donné des graphiques appelés Dot Plot pour chaque tube. A partir de ces données et à la 

courbe standard, un logiciel a permis de quantifier les taux de cytokines. 
 
 

Les 6 cytokines sont 
différenciées par la 
fluorescence émise 

par les billes 

 
 
 

Cytokine sécrétée 
en grande quantité 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Quantité de cytokines sécrétées 
Figure 28 : Exemple de Dot Plot obtenu par la technique CBA. Manuel d’instruction du kit Human CBA 

Inflamation, BD Bioscience. 
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9. Analyse statistique. 
 
 
 

Cette expérimentation ayant été réalisée en duplicat et répétée deux autres fois, tous les 

résultats obtenus ont pu être analysé statistiquement afin de faire apparaître les différences 

entre les souches testées. 

Un test statistique ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey a été effectué pour tous 

les résultats (viabilité, nombre de bactéries internalisées, dosage des cytokines). Le test 

ANOVA, qui est un test de comparaison de la variance, permet de montrer si les populations 

proviennent ou non du même échantillon. Le test post-hoc compare deux à deux les 

populations pour déterminer lesquelles sont différentes. 
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I. Détermination de la relation entre concentration bactérienne et densité 

optique. 
 
 

Pour assurer la constance de l’inoculum entre les différentes souches testées, nous avons 

déterminé pour chacune d’entre elles la formule liant la concentration bactérienne à la densité 

optique à 600 nm (DO600) par une méthode de régression linéaire. 

Des dilutions de raison 2 ont été réalisées sur des suspensions en phase stationnaire de 

chaque souche d’intérêt. La DO600 de chaque dilution a été mesurée au spectrophotomètre et 

la concentration bactérienne correspondante en UFC/ml a été déterminée par étalement sur 

gélose TSA. 
 
 

Tableau 1 : Densité optique à 600 nm et concentration bactérienne pour différentes dilutions d’une suspension 

de la souche 8325-4 en bouillon cœur-cervelle. 

Facteur de dilution Densité optique à 600 nm UFC/ml (x 106) 

Pur 1,665 1 500 

1/2 1,091 755 

1/4 0,612 378 

1/8 0,334 211 

1/16 0,174 109 

1/32 0,101 37 

Note : UFC, unité formant colonie 
 
 
 
Les formules des droites de régression linéaire issues de ces données ont été calculées pour 

chaque souche à l’aide du logiciel Excel (Microsoft) (Figure 29). Les différentes formules de 

régression obtenues pour les souches d’intérêt sont présentées dans le Tableau 2. Aucune 

différence dans la relation entre concentration bactérienne et DO600 n’a été observée entre les 

souches de même fond génétique (couple isogénique FnBP+/- de fond 8325-4, et variants 

MRSA/MSSA de fond ST80). Nous avons donc utilisé une seule formule de régression par 

fond génétique. 
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)LJXUH 29 : 5pJUHVVLRQ OLQpDLUH HQWUH OD FRQFHQWUDWLRQ EDFWpULHQQH HW GH OD GHQVLWp RSWLTXH ('2) j 600 QP SRXU OD 

VRXFKH 6. DXUHXV 8325-4. /D FRXUEH GH WHQGDQFH OLQpDLUH D pWp FDOFXOpH j SDUWLU  G¶XQ  JUDSKLTXH  HQ  QXDJH  GH 

SRLQWV VXU ORJLFLHO ([FHO. 
 
 

7DEOHDX 2 : )RUPXOHV GH UpJUHVVLRQ HQWUH FRQFHQWUDWLRQ EDFWpULHQQH HW GHQVLWp RSWLTXH j 600 QP SRXU GLIIpUHQWV 

IRQGV  JpQpWLTXHV  GH  6. DXUHXV. 
 

)RQG  JpQpWLTXH )RUPXOH GH UpJUHVVLRQ 

8325-4 )Q%3+  1 )Q%3-
 7,09.108 [ '2 - 2,98.107

 

6780 056$ 1 066$ 5,25.108 [ '2 ± 3.107
 

678 /<21 7,57.108 [ '2 - 3,94.107
 

675 *(5$/',1( 4,55.108 [ '2 ± 4,1.107
 

 
 
 

/HV GLIIpUHQWHV IRUPXOHV GH UpJUHVVLRQ RQW HQVXLWH pWp XWLOLVpHV GDQV OD VXLWH GHV 

H[SpULPHQWDWLRQV SRXU VWDQGDUGLVHU O¶LQRFXOXP HW DVVXUHU XQH PHLOOHXUH UHSURGXFWLELOLWp GHV 

UpVXOWDWV H[ YLYR. 
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II. Validation  de  la  mesure  de  l’adhésion  et  de  l’internalisation  de 
 

Staphylococcus aureus par cytométrie de flux. 
 
 
 

Pour valider la mesure de l’adhésion et de l’internalisation de S. aureus par cytométrie 

de flux (FCBA, flow cytometry-based assay), cette technique a été appliquée à la souche 

8325-4 (FnBP+) et à son mutant isogénique non-invasif DU5883 (8325-4 ΔfnbA/B). Les 

résultats obtenus ont été comparés à ceux de la méthode de référence par dénombrement sur 

gélose (GPA, gentamicin protection assay). 

L’adhésion et l’internalisation des Staphylococcus aureus ont été mesurées deux heures 

après infection d’ostéoblastes MG-63 par 8325-4 ou par DU5883. 
 
 

1. Adhésion et internalisation de 8325-4 et DU5883 par cytométrie de flux. 
 
 

Les AFU moyens ± écart-type pour l’adhésion des souches 8325-4 et DU5883, issus de 

quatre expériences indépendantes réalisées en duplicat, étaient respectivement de 4,07 ± 1,35 

et 0,93 ± 0,27 (p < 0,001) et les AFU pour l’internalisation étaient de 8,21 ± 2,4 et 0,2 ± 0,13 

(p < 0,001). La spécificité du marquage de Staphylococcus aureus par le fluorochrome VBFL 

a été validée par le faible bruit de fond de fluorescence des contrôles (cellules non-infectées) 

pour les études d’adhésion et d’internalisation : 0,07 ± 0,03 et 0,07 ± 0,01, respectivement. 

L’efficacité de la destruction des bactéries extracellulaires par le traitement à la lysostaphine a 

été confirmée par la faible fluorescence résiduelle à la surface des cellules contrôles 

(marquage VBFL sans perméabilisation) pour ces deux souches : les AFU étaient de 0,65 ± 

0,25 pour 8325-4 et 0,09 ± 0,06 pour DU5883. Les résultats, sous forme de nuage de points, 

d’une expérience représentative sont présentés dans la Figure 30. 
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$GKpVLRQ ,QWHUQDOLVDWLRQ &RQWU{OH 
 
 
 

&HOOXOHV 
LQIHFWpHV 

 
 
 
 
 
 
 
 

8325-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

'85883 
 
 
 
 
 
 

)LJXUH 30 : 4XDQWLILFDWLRQ SDU F\WRPpWULH GH IOX[ GH O¶DGKpVLRQ HW GH O¶LQYDVLRQ GHV FHOOXOHV 0*-63 SDU OD 

VRXFKH 6. DXUHXV 8325-4 HW GH VRQ PXWDQW QRQ LQYDVLI '85883 (ǻIQE$I%). &HV UpVXOWDWV VRQW OHV ILJXUHV 

RULJLQDOHV G¶XQH H[SpULHQFH UHSUpVHQWDWLYH GH FHWWH pWXGH. /HV UpVXOWDWV GH F\WRPpWULH GH IOX[ RQW pWp DQDO\VpV HQ 

XWLOLVDQW XQH IHQrWUH )6&/66& DYHF OHV FHOOXOHV QRQ LQIHFWpHV, VRLW QRQ WUDLWpHV ($, PHVXUH G¶DGKpVLRQ) RX 

SHUPpDELOLVpHV SDU OD VDSRQLQH (%, PHVXUH G¶LQWHUQDOLVDWLRQ). /¶LQWHQVLWp GH IOXRUHVFHQFH GHV PDUTXHXUV 0 D pWp 

IL[pH GH IDoRQ j LQFOXUH < 2 % GHV FHOOXOHV QRQ LQIHFWpHV (&). /HV YDOHXUV GDQV FKDTXH SDQHO VRQW OH SRXUFHQWDJH 

GH FHOOXOHV GDQV 0, OD IOXRUHVFHQFH PR\HQQH (PHDQ) GHV FHOOXOHV GDQV 0, HW OHV XQLWpV DUELWUDLUHV GH IOXRUHVFHQFH 

($)8) TXL FRUUHVSRQGHQW DX SURGXLW GHV GHX[ SUHPLHUV SDUDPqWUHV. 3RXU O¶pWXGH GH O¶DGKpVLRQ, OHV EDFWpULHV 

H[WUDFHOOXODLUHV RQW pWp PDUTXpHV SDU OH IOXRURFKURPH 9DQFRP\FLQ-%RGLS\ )/ (9%)/) (', *). 3RXU O¶pWXGH GH 

O¶LQWHUQDOLVDWLRQ, OHV EDFWpULHV H[WUDFHOOXODLUHV RQW pWp GpWUXLWHV SDU WUDLWHPHQW j OD O\VRVWDSKLQH. /HV FHOOXOHV RQW 

pWp HQVXLWH SHUPpDELOLVpHV SDU OD VDSRQLQH HW OHV EDFWpULHV LQWUDFHOOXODLUHV PDUTXpHV SDU 9%)/ ((, +). 'HV 

FHOOXOHV LQIHFWpHV, WUDLWpHV DYHF OD O\VRVWDSKLQH HW DYHF OH 9%)/ PDLV QRQ SHUPpDELOLVpHV, VRQW OHV FRQWU{OHV 

QpJDWLIV FRQILUPDQW OD GHVWUXFWLRQ GHV EDFWpULHV H[WUDFHOOXODLUHV (), ,). 
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2. Adhésion et internalisation de 8325-4 et DU5883 par dénombrement sur gélose. 
 
 
 

Les résultats, issus de quatre expériences indépendantes réalisées en triplicat, ont été 

exprimés en pourcentage d’UFC/ml par rapport à la souche 8325-4. Le niveau d’adhésion de 

la souche DU5883 était de 52,1 ± 20,4 % (p < 0,01 ; Figure 31) tandis que son internalisation 

a été quasiment abolie (0,4 ± 0,4 %, p < 0,001 ; Figure 31). 

Pour faciliter la comparaison avec les données issues de la méthode GPA, les résultats 

d’AFU ont été également exprimés en pourcentage par rapport à la souche 8325-4 et reportés 

sur la Figure 31. Ainsi le taux d’adhésion en pourcentage de la souche DU5883 par rapport à 

la souche 8325-4 était de 22,9 ± 29 % tandis que son internalisation était basse (2,4 ± 5 %, p < 

0,001 ; Figure 31). 
 
 
 
 

Adhésion Internalisation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 31 : Comparaison des niveaux d’adhésion et d’invasion des souches de S. aureus 8325-4 et de son mutant 

isogénique non invasif DU5883, par cytométrie de flux (FCBA) et par dénombrement sur gélose (GPA, 

protocole par protection à la gentamicine). Les résultats sont la moyenne ± écart-type pour les unités arbitraires 

de fluorescence (AFU, FCBA) et le nombre de CFU par puits (GPA) exprimés en pourcentage par rapport à la 

souche 8325-4 et issus de quatre expériences indépendantes en duplicat. 
 
 

Les méthodes FCBA et GPA ont ainsi pu mettre en évidence de façon comparable la 

différence attendue d’internalisation entre 8325-4 et son mutant isogénique DU5883. 
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III. Internalisation et cytotoxicité comparée de différents fonds génétiques 

représentatifs de Staphylococcus aureus sur culture cellulaire. 
 
 

Cette étude était initialement prévue par quantification de l’adhésion et de 

l’internalisation en cytométrie de flux. Cependant la méthode FCBA, bien qu’elle ait montré 

sa validité sur les souches de référence de fond génétique 8325-4, n’a pas été considérée 

comme optimale pour l’étude comparative de souches MRSA. Malgré plusieurs tentatives 

d’optimisation, le traitement à la lysostaphine n’a pas fourni le même rendement pour toutes 

les souches sélectionnées. En effet, pour plusieurs de ces souches, les contrôles de 

fluorescence résiduelle de surface (traitement à la lysotaphine non suivi du marquage des 

bactéries intracellulaires) ont donné des valeurs d’AFU non négligeables, démontrant que la 

destruction sélective des bactéries extracellulaires était incomplète (Figure 32). En d’autres 

termes, il a été mesuré pour ces contrôles une fluorescence trop proche de celle mesurée pour 

les bactéries extracellulaires pour être considéré comme différente. Par exemple, pour la 

souche ST8 LYON, les AFU des bactéries extracellulaires ont été de 2,24 contre 1,21 pour les 

contrôles de fluorescence résiduelle (Figure 32). 

L’allongement des temps de lyse à la lysostaphine n’étant pas envisageable à cause de sa 

toxicité pour les MG-63, nous avons choisi de poursuivre les expérimentations à l’aide de la 

méthode de référence GPA. 
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Figure 32 : Quantification par cytométrie de flux de l’adhésion des cellules MG-63 par la souche S. aureus ST8 

LYON et contrôle de l’efficacité de la lysostaphine correspondant. Ces figures originales sont représentatives des 

résultats obtenues pour les MRSA de cette étude. Pour l’étude de l’adhésion, les bactéries extracellulaires ont été 

marquées par le fluorochrome Vancomycin-Bodipy FL (VBFL) (A, B). Pour le contrôle de l’efficacité de la 

lysostaphine, les bactéries extracellulaires ont été traitées par la lysostaphine, puis celles encore présentes ont été 

marquées par VBFL (C, D). Les AFU, correspondants à la surface des graphes établis par le cytomètre, étaient 

de 2,24 pour les bactéries extracellulaires et de 1,21 pour les contrôles tandis que pour la référence 8325-4 elles 

étaient respectivement de 5,79 et 1,23. 
 
 

1. Expérience préliminaire avec le couple isogénique 8325-4/DU5883. 
 
 
 

Afin d’étudier la viabilité des ostéoblastes MG-63 infectés par différentes souches de S. 

aureus et l’internalisation de celles-ci, une expérience préliminaire a été réalisée sur le couple 

isogénique 8325-4/DU5883 (fnbA/B +/-). Les cellules ont été ensemencées à 75 000 MG-63 

par puits et les premières mesures ont été effectuées quatre heures après infection (H4). 

Les ostéoblastes MG-63 étaient soit non infectés, soit infectés par S. aureus 8325-4 

(FnBP+) ou infectés par S. aureus DU5883 (FnBP-). La MOI visée était de 100:1 pour les 

deux souches, et les MOI mesurées ont été de 97,33:1 pour 8325-4 et 99,55:1 pour la souche 

DU5883. Les ostéoblastes viables ont été dénombrés à H0, H4, H24 et H48 pour établir leur 

cinétique de croissance (Figure 33). 
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$SUqV LQIHFWLRQ SDU 8325-4, LO D pWp REVHUYp XQH FKXWH GX QRPEUH GH FHOOXOHV YLDEOHV 

HQWUH +4 HW +24, VLJQH G¶XQH PRUWDOLWp FHOOXODLUH LQGXLWH, WDQGLV TXH OHV FHOOXOHV LQIHFWpHV SDU 

'85883 SUpVHQWDLHQW XQH FLQpWLTXH GH FURLVVDQFH FRPSDUDEOH DX[ FHOOXOHV QRQ LQIHFWpHV 

()LJXUH 33). &HWWH PRUWDOLWp REVHUYpH j 24 KHXUHV pWDLW SUREDEOHPHQW GXH j O¶LQWHUQDOLVDWLRQ GH 

8325-4, LQWHUQDOLVDWLRQ pOHYp SDU UDSSRUW j '85883 (625 000 EDFWpULHV LQWHUQDOLVpHV FRQWUH 

565 SRXU OD VRXFKH GpILFLHQWH '85883 ; )LJXUH 34). (QWUH +24 HW +48, LO D pWp REVHUYp XQH 

UHSULVH GH OD FURLVVDQFH GHV RVWpREODVWHV SRXU WRXWHV OHV FRQGLWLRQV TXL FRwQFLGDLW DYHF OD 

FODLUDQFH GHV EDFWpULHV 8325-4 LQWUDFHOOXODLUHV j +24 ()LJXUH 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0*-63 LQIHFWpHV 
SDU '85883 

 

0*-63 LQIHFWpHV 
SDU 8325-4 

 
0*-63  QRQ 
LQIHFWpHV 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

)LJXUH 33 : &LQpWLTXH GH FURLVVDQFH GHV RVWpREODVWHV 0*-63 LQIHFWpV RX QRQ SDU 6. DXUHXV 8325-4 HW '85883. 
 

/H  JUDSKLTXH  FRPSRUWH  OHV  UpVXOWDWV  G¶XQH  H[SpULHQFH  UHSUpVHQWDWLYH,  OHV  SRLQWV  GH  PHVXUH  RQW  pWp  HIIHFWXpV  HQ 

GXSOLFDW. 
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8325-4 
 

'85883 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

)LJXUH 34 : 1RPEUH GH EDFWpULHV LQWHUQDOLVpHV SDU OHV RVWpREODVWHV 0*-63 DX FRXUV GX WHPSV. /H JUDSKLTXH 

FRPSRUWH OHV UpVXOWDWV G¶XQH H[SpULHQFH UHSUpVHQWDWLYH, OHV SRLQWV GH PHVXUH RQW pWp HIIHFWXpV HQ GXSOLFDW. 
 
 

&HWWH H[SpULHQFH SUpOLPLQDLUH QRXV D PRQWUp OD IDLVDELOLWp GH FHWWH H[SpULHQFH GH FRPSDUDLVRQ 

GH IRQGV JpQpWLTXHV DLQVL TXH O¶H[LVWHQFH SUREDEOH G¶XQH F\WRWR[LFLWp GpSHQGDQWH GH OD VRXFKH 

GH  6.  DXUHXV. 
 
 

2. ,QWHUQDOLVDWLRQ HW F\WRWR[LFLWp GH GLIIpUHQWV IRQGV JpQpWLTXHV GH 6WDSK\ORFRFFXV 

DXUHXV VXU FXOWXUH G¶RVWpREODVWHV. 
 
 

&HWWH H[SpULHQFH YLVDLW j PHWWUH HQ pYLGHQFH G¶pYHQWXHOOHV GLIIpUHQFHV GH F\WRWR[LFLWp HW 

G¶LQWHUQDOLVDWLRQ HQWUH OHV IRQGV JpQpWLTXHV PDMRULWDLUHV FKH] OHV 056$ HQ )UDQFH. /D VRXFKH 

8325-4 D VHUYL GH FRQWU{OH HW GH UpIpUHQFH. /HV +$-056$ RQW pWp UHSUpVHQWpV SDU XQH VRXFKH 

GX FORQH 678 /\RQ HW GX FORQH 675 *pUDOGLQH. /HV &$-056$ RQW pWp UHSUpVHQWpV SDU XQH 

VRXFKH GX FORQH 6780 (XURSHDQ (FORQH HXURSpHQ 6780). 8Q YDULDQW VHQVLEOH j OD PpWLFLOOLQH 

GH IRQG 6780 D pWp LQFOXV SRXU WHVWHU VL OD UpVLVWDQFH j OD PpWLFLOOLQH DYDLW XQ LPSDFW GDQV QRWUH 

PRGqOH. 

/HV RVWpREODVWHV RQW pWp LQIHFWpV SDU FHV GLIIpUHQWHV VRXFKHV GH 6. DXUHXV. 'HV PHVXUHV 

GH O¶LQWHUQDOLVDWLRQ SDU PpWKRGH *3$ HW GH OD F\WRWR[LFLWp LQGXLWH SDU PHVXUH GH OD /'+ RQW 

pWp HIIHFWXpHV j +3, +24 HW +48 DSUqV LQIHFWLRQ. 

85  



Ba
ct

ér
ie

s i
nt

ra
ce

llu
la

ire
s v

ia
bl

es
 

2.1. Surviedesbactériesinternalisées. 
 
 

Les résultats ont montré que les souches ST5 Géraldine et ST8 LYON présentaient un 

taux d’internalisation significativement plus élevé que les autres souches (mesures à H3, p < 

0,05 ; Figure 35). A 24 heures post infection, il n’a pas été observé de différence significative 

avec le taux d’internalisation obtenu au point de mesure H3. La différence entre les souches 

est restée la même : différence significative entre le groupe ST5/ST8 et le groupe 8325- 

4/ST80MRSA/ST80MSSA (p < 0,05 ; Figure 35). Quarante-huit heures après infection, il a 

été observé une diminution du nombre de bactéries internalisées pour l’ensemble des souches 

testées, diminution plus importante pour les souches ST80, que pour ST5 et ST8 (Figure 35). 

Il a été observé la même différence significative du taux d’internalisation qu’aux autres points 

de mesure entre les groupes de souches précédemment cités (p < 0,05 ; Figure 35). 
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Figure 35 : Internalisation et persistance de S. aureus dans les ostéoblastes MG-63. Le nombre de bactéries 

internalisées (échelle logarithmique) est donné en fonction du temps exprimé en heure. Les résultats sont les 

moyennes obtenues pour trois expérimentations en duplicat. Pour tous les points de mesure, une différence 

significative a été observée entre deux groupes constitués respectivement de ST5 Géraldine et ST8 Lyon d’un 

côté et de 8325-4, ST80 MRSA et ST80 MSSA de l’autre (p < 0,05 ; ANOVA avec test de Tukey). 
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Les résultats obtenus ont montré des cinétiques très différentes d’un fond génétique à 

l’autre. Deux groupes distincts entre eux à chaque temps de l’expérience (p < 0,05, ANOVA 

avec test de Tukey ; Figure 35) ont émergé de cette expérience : le premier groupe 

comprenant ST80 MRSA, ST80 MSSA et 8325-4, et le deuxième avec ST8 LYON et ST5 

GERALDINE. 
 
 

2.2. CytotoxicitéinduitedeStaphylococcusaureus. 
 
 

Parallèlement au taux d’internalisation bactérien, la survie cellulaire des ostéoblastes 

MG-63 a été déterminée par le dosage de la LDH relarguée dans le milieu de culture en cas de 

mort cellulaire ou de dommage membranaire. Ce taux de LDH reflète donc la cytotoxicité 

induite par l’internalisation. 

Vingt-quatre heures après l’infection les résultats ont montré, là encore, le partage des 

ostéoblastes infectés en deux groupes distincts, groupes qui sont ensuite passées au nombre de 

trois 48 heures après l’infection (Figure 36). Au temps H24, les taux de relargage de LDH des 

cellules infectées par les souches ST80 (MRSA/MSSA) étaient significativement plus élevées 

qu’après infection par les autres souches (p < 0,05 ; Figure 36). Le taux de LDH, moyenne 

issue de trois expérimentations, était de 28 UI mesurée pour ST80 contre 7 et 11 UI pour ST5 

et ST8, respectivement. Ces souches ST80 ont gardé cette virulence marquée et différenciée 

au temps H48 avec un taux de relargage de 25 et 28 UI (p < 0,05, ANOVA avec test de 

Tukey ; Figure 36) contre 15 UI pour ST5 et ST8. 

Les souches ST5 et ST8 se comportaient comme la souche de référence au temps H24. 

Elles formaient un groupe avec une mortalité des cellules assez basse confortée par une 

observation au microscope optique. Cependant, au temps H48 elles étaient significativement 

différentes de la souche de référence et montraient plus de virulence avec un taux de LDH de 

15 UI contre 5 UI pour la souche 8325-4 (p < 0,05, ANOVA avec test de Tukey ; Figure 36). 
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Figure 36 : LDH relarguée dans le milieu extracellulaire en fonction du temps. La LDH est exprimée en UI et la 

valeur moyenne mesurée pour les cellules non infectées est soustraite des moyennes obtenues pour les cellules 

infectées par les différentes souches. Ces résultats correspondent à la moyenne de trois expériences en triplicat. 

Deux groupes sont significativement distincts à 24 heures et trois groupes sont significativement distincts au 

bout de 48 heures (ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey avec un seuil de 0,05). 
 
 

2.3. Viabilitédesostéoblastes. 
 
 

Afin d’estimer la viabilité et la pousse cellulaire, deux marqueurs ont été combinés : la 

LDH mesurée sur les puits infectés et non infectés, et une numération par exclusion au bleu de 

Trypan des puits non infectés. Ces données combinées ont permis d’estimer le nombre de 

cellules viables dans chaque puits pour chaque point de mesure. 

L’expérience a mis en évidence les différences de viabilité cellulaire des ostéoblastes 

MG-63 en fonction des différents fonds génétiques de S. aureus. La mesure de la LDH a 

permis de distinguer un rapport différent entre ST80 et les autres souches ainsi qu’une 

différence significative au temps de mesure H24 (p < 0,05, ANOVA avec test de Tukey ; 
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Figure 37). Au temps H48, les différentes souches ne présentaient pas de différences 

significatives entre elles mais elles étaient toutes différentes de la condition « puits non 

infectés » (p < 0,05, ANOVA avec test de Tukey ; Figure 37). 
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Figure 37 : Suivi du nombre de cellules vivantes dans les puits. Les résultats correspondent à la moyenne de 

trois expériences en triplicat. Sur les puits non infectés, pour chaque temps de mesure les cellules ont été 

dénombrées et la LDH correspondante mesurée. D’après ces deux paramètres combinés, la LDH mesurée pour 

les puits infectés a alors permis une estimation du nombre de cellules viables. Les résultats ont été analysés par 

un test ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey. Trois groupes sont significativement différents au temps H24 

(ST80MRSA/ST80MSSA, ST8/ST5/8325-4 et puits non infectés, p < 0,05), et seulement deux groupes sont 

significativement différents au temps H48 (puits non infectés d’un côté et les souches de l’autre, p < 0,05). 
 
 

2.4. Cytokines. 
 
 

Pour  étudier  la  réponse  cytokinique  des  ostéoblastes  infectés  par  différents  fonds 

génétiques de SARM, nous avons quantifié les cytokines IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 
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et   TNFα.   Seules   deux   cytokines   étaient   sécrétées   en   quantités   mesurables   par   les 

ostéoblastes : les interleukines IL-6 et IL-8. 

La quantité d’IL-6 sécrétée par les ostéoblastes infectés par S. aureus ST8 LYON a 

montré une différence significative avec un taux qui était 11 fois supérieur à la quantité 

sécrétée par les cellules infectées par S. aureus 8325-4 (p < 0,05, ANOVA avec test de 

Tukey ; Figure 38). La souche ST8 était celle qui entraînait la plus forte sécrétion d’IL-6. La 

quantité d’IL-6 était significativement différente des taux produits par les ostéoblastes infectés 

par les autres souches. Les sécrétions induites par les souches ST5 GERALDINE et les deux 

souches ST80 n’ont pas montré de différence significative entre elles (Figure 38). 
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Figure 38 : Taux d’IL-6 sécrétée par les ostéoblastes 24 heures après infection. Les taux sont exprimés en ratio 

par rapport aux taux des cellules infectées par la souche de référence 8325-4. Les résultats ont été analysés 

statistiquement par un test ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey. La condition souche ST8 Lyon était 

significativement différente de toutes les autres conditions et était la condition où la quantité d’IL-6 sécrétée est 

la plus importante. Les autres souches n’ont pas entrainé un taux significativement différent entre elles mais 

significativement différent du taux des cellules infectées par la souche de référence 8325-4. 
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La souche ST8 a été également la souche qui a induit le niveau de sécrétion d’IL-8 par 

les ostéoblastes MG-63 le plus élevé avec un ratio 1,5 à 2 fois supérieur par rapport aux taux 

induits par les autres souches MRSA étudiées.. 

Une différence significative au niveau de la sécrétion de cette cytokine a été montrée 

pour chaque souche vis-à-vis du taux issu de l’infection par la souche de référence 8325-4 : 

un taux 7 fois supérieur pour les ostéoblastes infectés par ST8, un taux 3 fois supérieur pour 

les cellules infectées par ST5 GERALDINE et 4,5 fois pour les MG-63 infectés par les deux 

souches ST80 (p < 0,05, ANOVA avec test de Tukey ; Figure 39). Une différence 

significative a été également observée pour toutes les souches (p < 0,05 ; Figure 39). Aucune 

différence n’a été observée entre les taux d’IL-8 induits par les deux souches ST80 (MRSA vs 

MSSA). 
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Figure 39 : Taux d’IL-8 sécrétée par les ostéoblastes 24 heures après infection. Les taux sont exprimés en ratio 

par rapport aux taux des cellules infectées par la souche de référence 8325-4. Les résultats ont été analysés 

statistiquement par un test ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey. La souche ST8 est celle qui a entrainé la 

plus importante sécrétion d’IL-8, 7 fois supérieure au taux des cellules infectées par la souche 8325-4. Les 

souches ST5 et ST80 (MRSA et MSSA) ont entrainé un taux significativement différent (p < 0,05) du taux issu 

de l’infection par la souche de référence 8325-4. 
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IV. Etude de la viabilité cellulaire des ostéoblastes MG-63 infectés par deux 

souches d’un couple isogénique PVL+/- de S. aureus ST80. 
 
 

Les résultats ayant montré que les souches ST80 possédaient une virulence importante, 

traduite ici par une cytotoxicité significativement supérieure aux autres souches testées, nous 

avons cherché à savoir si le facteur de virulence majeur des ST80, constituée par la toxine 

PVL, était impliqué dans les dommages subis par les ostéoblastes au cours de l’infection 

intracellulaire. 

Nous avons reproduit les expériences de cytotoxicité et d’internalisation sur la souche 

communautaire ST80 MRSA PVL+ et son clone isogénique PVL- . Des ostéoblastes ont donc 

été soit non infectés, soit infectés par ST80 PVL+ ou infectés par ST80 PVL-. La MOI était de 
100:1. Les bactéries internalisées ont été dénombrées par méthode GPA, et les ostéoblastes 
viables ont été dénombrés par exclusion au bleu de Trypan à H24 et H48. La LDH et les 
cytokines sécrétées n’ont pas été quantifiées dans cette expérimentation. 

La viabilité des ostéoblastes était identique pour le couple de souches isogéniques 

PVL+/- et était donc indépendante de la PVL : 48000 cellules viables au temps H24, 80000 au 

temps H48 pour ST80 PVL+ contre 50000 cellules viables au temps H24 et 85000 au temps 

H48 pour ST80 PVL-. Par comparaison, le nombre de cellules viables non infectées était de 
115000 à H24 et 400000 à H48. 

De même, le nombre de bactéries internalisées par les ostéoblastes était similaire pour 

les souches PVL+/- : 8500 au temps H24 et de 3000 au temps H48 pour le clone ST80 PVL+ 

contre 10000 à H24 et 2800 à H48 pour son mutant PVL-. 
 
 

Nous avons donc observé que la présence de la PVL ne modifiait pas la virulence ou 

l’internalisation des souches de S. aureus de fond génétique ST80 dans notre modèle ex-vivo. 
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Les ostéomyélites sont des infections sévères caractérisées par une destruction 

inflammatoire progressive de l’os (Sax H. et Lew D., 1999). Staphylococcus aureus est 

l’agent étiologique majeur mis en cause lors d’ostéomyélites, responsable d’environ 80 % des 

cas d’infections chez l’homme. Cette prédominance repose pour une large part sur le fait que 

S. aureus possède un éventail de molécules d’adhésion telles que les protéines FnBP qui 

facilitent son accrochage aux composants de la matrice osseuse. De plus, la présence dans le 

génome de S. aureus des gènes permettant la synthèse des deux sous-unités de la PVL 

pourrait constituer un facteur de gravité lors d’ostéomyélites aiguës. De plus, les infections 

osseuses à Staphylococcus aureus sont fréquemment récidivantes dues à la capacité 

d’internalisation de S. aureus par les cellules. Un problème majeur de cette chronicité réside 

aussi dans le fait qu’une proportion croissante de ces bactéries est résistante à la méticilline 

(MRSA). Il apparait donc primordial de comprendre ce phénomène d’internalisation mais 

aussi de comparer les fonds génétiques majeurs de MRSA et de savoir si certains de ces fonds 

sont associés à une internalisation et une survie intracellulaire augmentée ce qui pourrait 

conduire à l’avenir à adapter la thérapie antibiotique en fonction des clones isolés chez un 

patient donné. 
 
 

Au cours de notre travail, cette comparaison de différents fonds génétiques a porté sur 

les principaux clones de MRSA rencontrés en France. Cependant il existe une différence de 

croissance entre ces différentes souches de Staphylococcus aureus. Afin de comparer les 

souches, il a donc été très important de maîtriser l’inoculum pour infecter les ostéoblastes 

MG-63 avec un inoculum standardisé. L’infection par la même MOI permet de comparer les 

résultats entre eux au sein des diverses expérimentations et ainsi de montrer ou non une 

différence significative de l’internalisation et de ses conséquences entre les souches de S. 

aureus étudiées. Pour cela des droites de régression ont été réalisées pour chaque souche de S. 

aureus afin de déterminer le nombre de bactéries à partir de la densité optique mesurée à 600 

nm et ainsi réaliser une MOI similaire pour chaque clone lors des expérimentations de 

comparaison. 
 
 

Le développement d’une méthode robuste et rapide de quantification de l’adhésion et de 

l’internalisation des S. aureus par des cellules hôtes était primordial pour permettre d’analyser 

avec précision les interactions hôte-pathogène et de comparer rapidement et de façon 

discriminante les différentes souches. La méthode de cytométrie de flux développée ici 

(FCBA) est un nouvel outil pour visualiser et mesurer l’adhésion et l’internalisation de S. 
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aureus sur un modèle ex-vivo. Les premiers essais de marquage des staphylocoques ont été 

réalisés avec des anticorps anti-staphylococciques, et se sont révélés infructueux en raison 

d’un marquage aspécifique trop important. L’utilisation de la vancomycine couplée à un 

fluorochrome (le Bodipy-FL®) a permis une liaison spécifique à la paroi des bactéries Gram 

positif et un marquage rapide. 

De précédentes études (Sinha B. et al., 2000) ont établi que les protéines FnBPA ou B, 

protéines assurant l’adhésion à la fibronectine, sont nécessaires et suffisantes à 

l’internalisation de Staphylococcus aureus. Ainsi, l’utilisation du couple isogénique 8325- 

4/DU5883 dont l’une des souches était mutée sur les gènes fnbA/B nous a donné l’opportunité 

de valider cette méthode FCBA, et de déterminer sa spécificité. Les résultats obtenus lors de 

cette expérimentation ont montré une différence significative (p < 0,01) entre les niveaux 

d’adhésion et d’internalisation de ces deux souches : par rapport à la souche sauvage, le 

niveau d’adhésion de la souche mutée est abaissé, et le niveau d’internalisation est 

virtuellement aboli. Ces résultats ont été en adéquation avec ceux publiés précédemment 

(Sinha B. et al., 2000), et confirment que les protéines FnBPA/B jouent un rôle pivot dans 

l’internalisation de S. aureus par les ostéoblastes. De plus, ces résultats sont concordants avec 

ceux obtenus par la méthode de dénombrement sur boîte qui constitue la méthode de 

référence. Cette méthode FCBA permet de quantifier simultanément les bactéries 

extracellulaires et les bactéries intracellulaires. 

Par ailleurs, deux observations ont émergé de la comparaison des résultats entre la 

méthode FCBA et la méthode GPA. Tout d’abord, la mesure de l’internalisation a donné une 

meilleure reproductibilité pour la méthode FCBA ce qui devrait assurer une discrimination 

plus précise entre diverses souches ou populations de souches. En second lieu, les différences 

en adhésion entre la souche 8325-4 et son mutant ont été accentuées avec la méthode en 

cytométrie de flux. Une explication est que les bactéries de la souche DU5883 n’ayant pas 

une adhésion aussi efficace seraient en partie décrochées de la cellule hôte à cause des 

contraintes mécaniques supérieures subies lors des étapes de centrifugation qui ont eu lieu 

dans la méthode FCBA. 

La technique que nous avons développée présente en outre de nombreux avantages  par 

rapport aux techniques utilisant la cytométrie de flux déjà publiées qui, elles, nécessitent 

l’utilisation de bactéries génétiquement modifiées pour exprimer une molécule fluorescente 

ou marquées à l’aide d’un fluorochrome avant l’étape d’infection. En effet, la technique 

FCBA utilise un marquage post-infection. De plus, cette technique permet de préserver l’état 
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physiologique des bactéries, éliminant de possibles biais dans les liaisons hôte-pathogène liés 

au marquage avant infection. 

Au vu de ces résultats encourageants, nous avons décidé d’étudier ex-vivo des souches 

représentatives des clones MRSA qui sont régulièrement rencontrées lors d’infections 

hospitalières (HA-MRSA) ou communautaires (CA-MRSA) et qui présentent des 

caractéristiques cliniques différentes. En effet, si les souches de HA-MRSA, souches 

d’origine hospitalière, sont responsables d’infections chroniques, les CA-MRSA, souches 

d’origine communautaire, provoquent des infections aigues. Ces IOA ne sont pas 

physiologiquement identiques et de ce fait ne se traitent pas de la même façon. Comprendre si 

l’interaction S. aureus/ostéoblaste joue un rôle dans ces infections se révèle primordial pour 

lutter efficacement contre celles-ci. En plus du problème de santé publique qu’ils posent, 

l’utilisation de MRSA dans cette étude s’explique aussi par leur caractère clonal qui permet 

de tirer des conclusions plus facilement applicables en pratique par rapport aux MSSA dont la 

diversité génétique est plus élevée. Plusieurs souches représentatives des principaux clones 

français de HA-MRSA et CA-MRSA ont donc été sélectionnées pour une étude de 

comparaison de leur adhésion et de leur internalisation par les ostéoblastes MG-63 par la 

méthode FCBA décrite. Cependant des limites sont apparues lors de l’utilisation de cette 

méthode car la réponse au traitement à la lysostaphine n’était pas identique pour toutes les 

souches sélectionnées. En effet, dans cette technique quel que soit la bactérie pour laquelle 

une quantification de l’internalisation est réalisée, celle-ci ne doit pas seulement être tuée 

mais elle doit être entièrement lysée par un composé ne pouvant traverser la membrane de la 

cellule hôte et n’affectant pas cette dernière. Pour S. aureus 8325-4 et DU5883, l’utilisation 

de la lysostaphine endopeptidase a été un succès. Cependant la sensibilité à la lysostaphine 

chez les souches de S. aureus peut être variable et est modulée par plusieurs facteurs : 

• Certains milieux de culture influençant la production de polysaccharides capsulaires 

(Dassy B. et al., 1991 ; Stringfellow W.T. et al., 1991) 

• Des mutations affectant le gène femA, responsable de l’addition d’une deuxième ou 

troisième glycine aux ponts pentaglycine du peptidoglycane (Kusuma C. et al., 2007) 

• L’acquisition de gènes de résistance comme les gènes d’endopeptidases (epr), induisant 

une résistance à la lysostaphine due à la substitution de la glycine par une sérine dans 

les ponts pentaglycine (Dehart H.P. et al., 1995) 

Certaines souches se sont ainsi montrées beaucoup moins sensibles que d’autres ce qui a 

entrainé une fluorescence résiduelle trop importante due aux bactéries extracellulaires 

adhérentes non lysées encore présentes malgré le traitement à la lysostaphine, fluorescence en 
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cytométrie de flux objectivée sur les contrôles de l’action de la lysostaphine. Cette différence 

de réponse peut s’expliquer par le temps de traitement à la lysostaphine, cette étape étant 

standardisée à un temps d’incubation de vingt minutes. Or pour certaines souches cette durée 

est probablement trop courte, et l’augmenter pourrait induire des dommages à la cellule hôte. 

L’étude de l’internalisation de ces souches a donc été finalement réalisée avec la méthode du 

dénombrement sur boîte (GPA). Cette méthode GPA ne nécessite pas la destruction physique 

des bactéries extracellulaires, celles-ci pouvant simplement être tuées afin qu’elles ne donnent 

pas de colonies sur les géloses lors du dénombrement des intracellulaires. La protection à la 

gentamicine a pu ainsi être utilisée, toutes les souches testées étant sensibles, et cet 

antibiotique ne pénétrant pas la membrane cellulaire ce qui permet de ne pas toucher aux 

bactéries internalisées. De plus, la quantification de l’internalisation par la méthode GPA a 

permis de compléter les objectifs de cette étude de comparaison par la mesure de la 

cytotoxicité induite par le dosage de la LDH mais aussi par la mesure de cytokines produites 

par les ostéoblastes après infections bactériennes sur un suivi de 48 heures post infection. La 

mesure de la LDH a permis d’observer les différences de virulence sur les ostéoblastes MG- 

63 entre les souches testées. Les cytokines, quant à elles, sont impliquées dans l’activation des 

ostéoblastes et des cellules immunitaires et ainsi dans la réponse immunitaire. Elles 

influencent aussi la résorption osseuse (point majeur de la morbidité des IOA). 

Les premiers travaux ont tout d’abord été réalisés sur le couple de souches isogéniques 

8325-4 et DU5883. Les résultats obtenus pour l’internalisation de ces souches étaient 

reproductibles et en accord avec les données de la littérature sur l’ensemble de la durée de 

l’expérimentation (Figure 34). Cette expérience a également permis de montrer, pour ces 

souches, une corrélation directe entre le taux d’internalisation et la mortalité cellulaire (Figure 

33). La souche 8325-4 FnBP+ a été fortement internalisée et a induit une mortalité cellulaire 

importante, tandis que la souche DU5883 FnBP- a été très faiblement internalisée ce qui s’est 

traduit par une survie des ostéoblastes et une baisse de la cinétique de croissance cellulaire. 

L’expérience préliminaire ayant été un succès, une comparaison de différents fonds 

génétiques de MRSA classiquement rencontrés en France a ensuite été réalisée. 

Les résultats obtenus lors de cette étude de l’internalisation et de la cytotoxicité induite 

des différentes souches représentatives de HA-MRSA (ST8 LYON, ST5 Géraldine) et CA- 

MRSA (le clone européen ST80 MRSA et son variant ST80 MSSA) ont montré une grande 

variabilité d’un fond génétique à l’autre. En effet, les souches ST5 et ST8 s’internalisaient de 

façon similaire mais plus importante que la souche de référence 8325-4, tandis que la souche 

ST80 et son variant se comportaient comme la souche de référence, le tout formant ainsi deux 
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groupes distincts significativement différents. Pour toutes ces souches une clairance dans le 

nombre de bactéries internalisées a été observée 48 heures après infection probablement due à 

une réponse de défense cellulaire de la part des ostéoblastes, réponse en partie étudier par le 

dosage des cytokines produites par les ostéoblastes, ou simplement une difficulté de survie 

des bactéries intracellulaires. Cette clairance a été significativement plus importante pour les 

deux souches ST80 (p < 0,05). 

La mesure de la LDH a permis d’évaluer la mortalité cellulaire induite (Figure 36). Ce 

dosage a montré à 24 heures après infection que les souches ST80 étaient significativement 

plus virulentes (mortalité des ostéoblastes plus importante) que les souches ST8, ST5 qui, 

elles, se comportaient de façon identique à la souche de référence. Cette virulence des ST80 

se retrouvait au temps H48 pratiquement inchangée. Cependant, toujours à H48, les souches 

HA-MRSA ST8 et ST5 se démarquaient de la souche 8325-4 (p < 0.05) faisant penser 

qu’elles possèdent des facteurs de virulence spécifiques par rapport à la souche de référence. 

Cette mortalité cellulaire a été atténuée dans le temps par la viabilité des ostéoblastes qui 

continuaient à se multiplier tout au long de l’expérience, en particulier ceux qui n’étaient 

probablement pas infectés par S. aureus. La croissance cellulaire a été différente selon les 

souches : trois groupes distincts ont été observés au temps H24 dont l’un constitué par les 

puits infectés par les deux clones ST80 contenant alors le nombre de cellules le moins 

important (Figure 37), nombre expliqué par la grande mortalité subie par les ostéoblastes 

observée plus haut. Le nombre de cellules dans les puits infectés par les souches ST8, ST5 et 

8325-4 a été significativement plus bas par rapport aux puits non infectés, ce qui vérifie la 

corrélation probable entre infection et mortalité des ostéoblastes. Ensuite, une multiplication 

des cellules a eu lieu entre les temps H24 et H48, en accord avec la clairance du nombre de 

bactéries internalisées observée. Ces résultats ont montré que le fond génétique ST80 

s’internalisait et survivait moins mais ceci est en accord avec le fait qu’il tuait plus. 

L’ensemble de ces données démontrent que les souches HA-MRSA sont internalisées 

en plus grand nombre par les ostéoblastes mais ont une virulence moins importante, ces 

souches tuant moins de cellules, tandis que les CA-MRSA sont moins internalisées mais en 

revanche ont une activité cytotoxique plus marquée. Ces résultats ex-vivo sont corrélés avec 

les formes et signes cliniques observés chez les patients infectés par ces différents clones de 

MRSA. 

Lors des IOA, les ostéoblastes participent à la réponse immunitaire en sécrétant des 

cytokines. Au cours de nos travaux, la mesure de plusieurs de ces sécrétions a indiqué que les 

cytokines IL-6 et IL-8 sont quantifiables dans le milieu extracellulaire dans le modèle ex-vivo 
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utilisé. Ainsi, dans notre expérimentation, la souche ST8 entraînait une sécrétion 

significativement plus importante de ces deux cytokines que lors de l’infection par les autres 

souches testées (Figures 38 et 39), la souche de référence étant celle qui conduisait la 

production la plus basse. Malgré une internalisation moins importante que la souche ST5, les 

souches ST80 (qui entrainaient une sécrétion de cytokines identique pour les deux souches 

testées – MRSA et MSSA), ont induit la sécrétion d’un taux d’IL-6 et d’IL-8 

significativement plus important que celui issue de l’infection par la souche ST5. Compte 

tenu des différences génétiques entre les souches testées mais aussi des différences de 

cytotoxicité induite par ces différentes souches, ces résultats apparaissent complexes à 

interpréter. Il s’avère difficile sur ces seuls résultats d’associer un profil de sécrétion à 

l’expression d’un facteur de virulence donné. 

Comme déjà énoncé, un problème majeur dans les infections à S. aureus réside dans le 

fait qu’une proportion croissante de ces pathogènes sont résistants à la méticilline (MRSA). 

La résistance à cet antibiotique est portée par la cassette SCCmec. L’utilisation d’un variant 

ST80 MSSA dans ce modèle avait pour but de déterminer, en comparant les résultats à ceux 

obtenus avec une souche ST80 MRSA, si la présence de la cassette SCCmec, et donc des 

gènes qu’elle porte, pouvait avoir un rôle dans l’internalisation de Staphylococcus aureus par 

les ostéoblastes humains. Aucune différence significative entre les souches ST80 MSSA et 

MRSA n’ont pu être mis en évidence que ce soit au niveau de la virulence, du taux 

d’internalisation ou même du taux de cytokines sécrétées lors d’infections des ostéoblastes 

MG-63 par ces bactéries. Les résultats montrent que la souche ST80 MSSA se comporte 

exactement comme la souche ST80 MRSA. Les résultats de cette expérimentation suggèrent 

donc que les gènes portés par la cassette SCCmec ne jouent aucun rôle dans l’internalisation 

et la virulence dans notre modèle. 

De la même façon, la virulence importante observée avec les souches ST80 pourrait 

s’expliquer intuitivement par la présence de la PVL, qui est un facteur de virulence majeur 

absent chez les autres souches testées. La toxine PVL est une protéine formant des pores dans 

les membranes cellulaires et mitochondriales et entraînant la mort cellulaire respectivement 

par nécrose ou apoptose. Les expériences complémentaires réalisées avec le couple 

isogénique ST80 PVL+ et ST80 PVL- n’ont révélé aucune différence significative entre ces 

clones aussi bien en termes de mortalité cellulaire qu’en termes d’internalisation. Pour 

compléter ces données, une expérience menée avec deux sous-unités recombinantes de la 

PVL, LUKS-PV et LUKF-PV, directement ajoutées sur des ostéoblastes en culture n’a montré 

ni  activation  des  ostéoblastes  ni  mortalité  induite.  Enfin,  afin  de  savoir  si  l’activation 
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préalable des ostéoblastes par une infection bactérienne pouvait être éventuellement requise 

pour la bonne fonction de la toxine PVL, la même expérience a été renouvelée sur des 

ostéoblastes préalablement infectés par la souche de S. aureus 8325-4. Là encore, aucune 

mortalité n’a été observée. La leucocidine de Panton-Valentine n’est donc pas responsable de 

la plus grande virulence observée chez les deux souches ST80 dans notre modèle ex vivo. 

D’autres facteurs bactériens propres à ce fond génétique ou des dérégulations de l’expression 

de certains gènes sont donc probablement impliqués. 
 
 

Au vu de nos résultats, il semble nécessaire de compléter cette étude sur l’internalisation 

de Staphylococcus aureus. Il serait intéressant de réaliser des expérimentations avec des 

souches d’autres fonds génétiques mais aussi avec des souches de même fonds génétiques que 

ceux testés afin d’évaluer la reproductibilité des résultats à l’intérieurde chacun des fonds 

génétiques étudiés. Et il serait également judicieux d’étendre ces travaux aux MSSA qui sont 

responsables de la majorité des IOA et présentent une variabilité de fonds génétiques sans 

commune mesure avec les MRSA qui ont plutôt une structure clonale. 
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CONCLUSION 
 
 

Les résultats obtenus sur un nombre limité de souches appartenant aux grands clones de 

MRSA ont montré l’existence d’une variabilité importante en termes d’internalisation, de 

survie intracellulaire et de cytotoxicité induite. 

 
La technique de cytométrie en flux (FCBA) que nous avons développée, même si elle a 

révélé certaines limites, présente de nombreux avantages notamment en évitant l’utilisation de 

bactéries génétiquement modifiées ou marquées avant l’étape d’infection susceptible 

d’introduire des biais dans les liaisons hôte-pathogène et de perturber le processus 

d’internalisation. Par ailleurs, cette technique est potentiellement applicable aux autres types 

cellulaires et aux autres bactéries Gram-positives. Néanmoins la méthode de dénombrement 

sur gélose (GPA) s’est avérée être la meilleure solution pour assurer rapidement l’étude de la 

variabilité intergénotypique de l’internalisation par les ostéoblastes humains des divers fonds 

génétiques représentatifs des S. aureus rencontrés dans les infections osseuses et du suivi de 

cette internalisation dans le temps. 

 
Il apparait judicieux de poursuivre cette étude sur les mêmes fonds génétiques. Ainsi 

l’étude de dix souches ST8 et de dix souches ST80, principaux clones de HA et CA-MRSA, 

semble la meilleure approche afin de confirmer et compléter les résultats obtenus. De plus un 

screening par dosage de la LDH à 24 heures post infection devrait permettre d’alléger les 

expérimentations tout en ayant une vision globale des comportements des souches du point de 

vue de la virulence. Ce screening devra être complété par une numération sur boîte qui 

permettra de connaitre les différences entre ces diverses souches de même fond génétique. 

 
Par la suite l’étude d’autres fonds génétiques, comme des souches couramment 

rencontrées dans des infections staphylococciques ou des souches de référence comme 

USA300, permettrait de compléter cette étude. Concernant l’étude des cytokines, il serait 

intéressant de savoir i) si l’activation préalable des ostéoblastes (réponse immunitaire à la 

suite d’un contact avec l’agent pathogène) lors d’infections par S. aureus assure une 

cytotoxicité ou une internalisation plus importante, internalisation qui peut être synonyme de 

récidive, et i) quels fonds génétiques de S. aureus activent le plus les ostéoblastes. 

 
L’objectif de ce projet est à terme d’adapter la prise en charge des IOA aux 

particularités physiopathologiques des différents fonds génétiques, et de désigner de nouvelles 

cibles  thérapeutiques  en  recherchant  les  facteurs  impliqués  dans  la  virulence  des  fonds 

101  



génétiques les plus agressifs comme ST80. En outre, la variabilité entre les fonds génétiques 

ouvre la voie à l’optimisation des stratégies de prise en charge en ciblant la thérapeutique vers 

l’intracellulaire en fonction du fond génétique. Les mécanismes de cette variabilité restent à 

découvrir. 
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Annexe I 
 

Exemple d’antibiogramme. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HT2003 0749 
 
 
 
 

ST5 GERALDINE 
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Annexe II 
 

Régression linéaire : tableau de résultats et schéma d’ensemencement. 
 
 
 
 Point de 

gamme 
 

1/1 
 

1/2 
 

1/4 
 

1/8 
 

1/16 
 

1/32 
 

1/64 
 

1/128 
 

D.O. mesurée         

 
 

10 -2 

 

A         

 

B         

 
 

10 -3 

 

A         

 

B         

 
 

10 -4 

 

A         

 

B         

 
 

10 -5 

 

A         

 

B         

 
 

10 -6 

 

A         

 

B         

 Dilution 
retenue (30 < 
colonies < 300) 

        

Moyenne 
Colonies 

        

 

UFC/ml final         

 
 

Les cases grisées indiquent les dilutions en eau stérile qui ne sont pas à dénombrer. 
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Annexe III 
 

Numération par exclusion au bleu de Trypan. 
 
 
 
 
 

La numération est effectuée sur au minimum deux puits ensemencés par les ostéoblastes 

MG-63. 
 
 

• Laver les puits deux fois avec 1 ml de DMEM 
 

• Ajouter 500 µl de trypsine à 37°C 
 

• Incuber la plaque à l’étuve à 37°C pendant 3 à 5 minutes. 
 

• Neutraliser la trypsine par ajout de 1 ml de MCC par puits. 
 

• Récupérer les cellules de chaque puits dans deux tubes distincts de 15 ml 
 

• Laver les puits par 1 ml MCC afin de récupérer les dernières cellules 
 

• Centrifuger les tubes à 1500 rpm pendant 5 min 
 

• Reprendre les culots par 1 ml de DMEM 
 

• Effectuer la numération à partir de ces culots repris 
 

• Diluer au 1/2 avec le bleu de Trypan 
 

• Compter sur une lame FastReader 102 sur au minimum deux cellules de comptage 
 

• Multiplier la moyenne obtenue par 2 000 afin d’obtenir le nombre de cellules totales par 

puits 
NB : Cette multiplication est expliquée par le fait qu’une cellule de comptage a un volume de 1.0 µl et 

que les cellules sont contenues dans une solution de 1 m1 (soit 1 000 µl) et sont diluées au 1/2 dans le 

bleu de Trypan. 
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