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CHAPITRE I :
INTRODUCTION






GENERALITES

Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie a Gram positif appartenant a la famille des
Micrococacceae. Au microscope, elle apparait sous forme de coques de 0,5 a 1,5 pm de diameétre,
qui peuvent étre isolés, organisés en diplocoques, ou regroupés en amas ou « grappes » (Figure
[.1). Elle se distingue des autres espéces de Staphylocoques par la pigmentation dorée de ses
colonies, par sa coagulase positive, par la fermentation du mannitol et le test positif de la

désoxyribonucléase (Wilkinson et al., 1997).

Figure L. 1 : Staphylococcus aureus

Colonies de la bactérie S. aureus observées en
microscopie électronique a balayage (fausses
couleurs superposées) (Source : Center for Disease
Control, Atlanta, GA-USA).
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Le génome de S. aureus comporte un chromosome circulaire d’environ 2,8 + 0,5 Mpb ainsi que
des prophages, des plasmides et des transposons. Les génes de résistance aux antibiotiques et
des facteurs de virulence sont présents aussi bien sur le chromosome que sur les éléments non
chromosomiques et ces derniers permettent leur transfert entre différentes souches et especes
(Corvaglia et al., 2013; DeLeo and Chambers, 2009; Kuroda et al., 2001; Schaberg and Zervos,
1986).

La paroi cellulaire de S. aureus est tres riche en peptidoglycane dont les chaines sont reliées
grace a des tétrapeptides unis a l'acide N-acétylmuramique et a un pont pentaglycine spécifique
de S.aureus (Lowy, 1998). Le peptidoglycane peut avoir une activité semblable a des
endotoxines, stimulant la libération de cytokines par les macrophages, activant le complément et
induisant I'agrégation des plaquettes. Les différences entre la structure des peptidoglycanes des
différentes souches de S. aureus contribuent a une variation dans le pouvoir d’induire une
coagulation intravasculaire disséminée (Kessler et al, 1991). De plus, la plupart des

staphylocoques produisent des microcapsules polysaccharidiques.




S. aureus peut étre commensal et pathogéne de I'homme. Cette bactérie est un composant de la
flore chronique du nasopharynx chez environ 30% des personnes en bonne santé (van Belkum
etal,, 2009a; van Belkum et al., 2009b; Wertheim et al., 2005). Le portage par des individus sains
est plus fréquent chez les hommes que chez les femmes (Andersen et al., 2012; Ruimy et al,,
2010) et pendant I’enfance (Lebon et al.; Regev-Yochay et al., 2004). Cette bactérie peut infecter
tous les tissus du corps humain ; les types d’infections associés pouvant étre simples et locaux
ou systémiques comme les septicémies et le syndrome du choc toxique (TSS ou « Toxic Shock
Syndrome »). Elles peuvent affecter aussi bien des hotes en bonne santé que des patients
immunodéprimés (Lowy, 1998). La forte morbidité et mortalité, et I'’émergence des infections de
souches multi-résistantes aux antibiotiques, dont les souches résistantes a la méticilline (MRSA),

ont fait de S. aureus un sérieux probléme de santé (Klein et al., 2007).

De plus, la pathogénicité de S. aureus est amplifiée par sa capacité a former des biofilms qui
proliferent sur diverses surfaces inertes ou biologiques et surtout les instruments médicaux. Ces
biofilms jouent un role majeur dans les infections nosocomiales, 60 a 70 % de ces infections sont
liées a 'implantation d’un dispositif médical/chirurgical. Les biofilms constituent un consortium
structuré de bactéries enkystées dans une matrice adhésive et protectrice. En fonction de
I'espéce bactérienne, le type de souche et des conditions environnementales, la matrice du
biofilm est constituée de substances de nature chimique variée telles que des
exopolysaccharides, des protéines, des acides teichoiques et de 'ADN extracellulaire (eDNA). Les
biofilms bactériens sont capables de résister aux antibiotiques, aux désinfectants, a la
phagocytose et a d'autres composants du systéme de défense inflammatoire et immunitaire inné

et adaptatif de 'hote (Costerton et al., 2005; Hoiby et al,, 2011; Stewart and Costerton, 2001).

L’EVASION DU SYSTEME IMMUNITAIRE

Suite a une infection, le systéme immunitaire inné constitue la premiere ligne de défense de
I'organisme contre les pathogénes (Medzhitov and Janeway, 2000). Ce systéme repose sur trois
mécanismes majeurs: (1) les enzymes et les peptides antimicrobiens, (2) le systéeme du
complément et (3) la phagocytose (Medzhitov and Janeway, 2000; Rooijakkers et al., 2005b). La
reconnaissance des molécules associées aux pathogeénes (« pathogen-associated molecular
patterns » (PAMPs) (Fedtke et al, 2004; Kumar et al, 2011)) déclenche la libération des
composants antimicrobiens et de chimio-attractants permettant le recrutement des cellules
immunitaires. Cependant, S. aureus a élaboré un arsenal de mécanismes pour échapper a la
réponse immunitaire innée de 1'hote, comportant des modifications de ses composants

structuraux et la sécrétion d’une large variété de protéines spécifiques qui agissent en synergie




pour contourner les défenses immunitaires et créer un microenvironnement propice a la survie

de la bactérie (Fedtke et al.,, 2004; Rooijakkers et al.,, 2005b).

LES ENZYMES ET LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS

Les peptides antimicrobiens sont formés de moins de 50 acides aminés ; ils sont cationiques et
amphiphiles ce qui permet leur interaction avec la surface membranaire anionique des
pathogenes. L’accumulation des peptides a la surface des bactéries conduit a la formation d'un
pore, ou « gap », et aboutit a la bactériolyse (Hancock and Diamond, 2000; Hancock and Scott,
2000; Jenssen et al., 2006; Otto; Schauber and Gallo, 2009). Trois grandes familles de peptides
antimicrobiens ont été identifiées: les défensines, les cathélicidines et les chromogranines,

auxquelles peuvent s’ajouter les peptides dérivés des chromogranines et sécrétogranines.

Les enzymes antimicrobiens sont des polypeptides largement présents dans le regne animal et
végétal. Le plus important est le lysozyme (1,4-8-N-acetylmuraminidases) qui exerce une
activité antimicrobienne en hydrolysant les peptidoglycanes des parois bactériennes et en
activant les autolysines (Masschalck and Michiels, 2003). Il peut également provoquer une
perturbation de la membrane par la fixation d’'un domaine spécifique du lysozyme avec la

surface bactérienne (Masschalck et al., 2002).

S. aureus module sa sensibilité aux défensines et a un large spectre de peptides antimicrobiens
en modifiant la composition des phospholipides et la charge nette des acides lipoteichoiques et
des acides teichoiques de la paroi (Kraus and Peschel, 2008; Peschel, 2002; Rooijakkers et al.,
2005b). L’expression de certains génes de S. aureus permet de réduire la charge superficielle
négative des acides teichoiques ce qui reduit l'attractivité pour divers peptides, dont la
cathélicidine LL-37, qui a un role bactéricide contre les staphyloccoques, et d’autres peptides
antimicrobiens. LL-37 est également inactivée par l'auréolysine, une protéase extracellulaire
sécrétée par S. aureus. La résistance au lysozyme est liée aux changements dans la composition
du peptidoglycane, et plus particulierement par O-acétylation de I'acide N-acétylmuramique
grace a la protéine membranaire intégrale « O-acetyltransferase A », ou OatA (Bera et al., 2005).
Certaines souches de S. aureus (67%) sécrétent une staphylokinase (SAK) qui en plus de son réle
dans l'activation du plasminogene permet d’inactiver différentes défensines (Jin et al., 2004).
Enfin, en plus de l'inactivation des peptides antimicrobiens, l'activité de facteurs de virulence
sécrétés par S. aureus peut étre augmentée par linteraction avec certains peptides

antimicrobiens. Ainsi, l'interaction entre la cathélicidine et SAK amplifie la fibrinolyse suite a




I'activation du plasminogene et augmente la dissémination bactérienne et l'infection dans un

modele de pneumonie (Braff et al., 2007).

LE SYSTEME DU COMPLEMENT

Le systéme du complément est un ensemble de protéines du sérum qui peut étre activé par 3
voies différentes selon le mode de reconnaissance, mais toutes les voies convergent en un point
commun qui est le clivage de C3 (Figure 1.2). Les 3 voies du complément génerent des
convertases C3, des complexes enzymatiques associés a la membrane qui clivent le C3.
L’activation du C3 permet la libération de la molécule chimio-attractante C3a et le dépot de
molécules C3b a la surface microbienne. C3b et son produit de dégradation, le C3bi, marquent le

microbe pour une phagocytose efficace (opsonisation).

La voie classique et la voie « lectine » (médiée par les anticorps) comportent une molécule C4b,
attachée de maniere covalente a la surface microbienne, et une protéase C2a faiblement liée a
C4b. Alors que la voie alternative comporte une molécule C3b associée a la surface bactérienne
et liée a la sous-unité protéase du facteur B (Bb). C4b2a et C3bBb (les 2 convertases C3)
partagent de grandes similarités de structure et de fonction et sont des complexes instables. La
liaison d’'une molécule C3b a un de ces complexes change la spécificité de la convertase et génere
la convertase C5. Le clivage de C5 libere le C5a, un important chimio-attractant. Enfin, C5b sert
de base pour la formation de complexes comportant C5b-C9 qui lysent la membrane et
détruisent certaines bactéries (Gasque, 2004; Sahu and Lambris, 2001). C5a, C3a et les peptides

bactériens formylés attirent les phagocytes au site d'infection.

Le réle du complément est donc: d’opsoniser les bactéries (C3b), de recruter les phagocytes,
grace a des molécules chimio-attractantes (C3a et C5a) et de perturber les membranes
bactériennes (C5b-C9). Cependant, les bactéries a Gram (+) et les champignons résistent mieux a
la lyse directe par le complément, puisque leur membrane est protégée par une épaisse paroi.
Ainsi, dans la défense contre S. aureus, le role du complément réside surtout dans son réle dans
I'opsonisation qui est un processus par lequel les protéines du complément (C3b) ou des
anticorps recouvrent la membrane de la cellule cible pour favoriser sa phagocytose. Néanmoins,

S. aureus a développé plusieurs stratégies pour échapper a ce processus (Figure 1.2).

La protéine A (SpA) présente chez toutes les souches de S. aureus est capable de fixer la partie
Fc des IgG bloquant la phagocytose médiée par les récepteurs de Fc, mais également I'activation
de la voie classique du complément qui nécessite la reconnaissance des Fc par la protéine C1q

(Cedergren et al., 1993; Rooijakkers et al., 2005b).
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Figure L. 2 : Evasion du systéme du complément

Dans les voies « classique » et «lectine », C1q, MBL (Mannose Binding Lectine), et les ficolines sont les
composants de reconnaissance des voies classique et lectine alors que C1r, C1s, M-2 (MASP-2) jouent le
role de protéases. Le clivage des composants C2 et C4 (voies « classique » et « lectine ») et du composant
C3 et du facteur B (voie « alternative ») permet la formation des deux convertases C3 (C4b2a et C3bBb).
Ces convertases clivent le C3 en C3a qui est libéré et C3b qui se lie a la membrane du pathogéne ainsi que
son produit de clivage par le facteur I, le C3bi (opsonisation). La fixation d'un C3b aux convertases C3
(C4b2a et C3bBb) permet la formation des convertases C5 (C4b2a3b et C3b3bBb) qui clivent le C5 en C5a
et C5b qui s’associe avec les composants du complément C6-C9 pour former le complexe d’attaque
membranaire (membrane attack complex ou MAC). Les facteurs de S. aureus qui permettent I'évasion au
systétme du complément sont: la staphylokinase (SAK), la protéine A (SpA), la «staphylococcal
complement inhibitor » (SCIN), le facteur d’adhésion Efb, la « staphylococcal superantigen-like protein 7 »
(SSL-7), 1a protéine CHIPS et SArE qui inhibe la dégradation de C3b en C3bi.

De plus, toutes les souches de S. aureus sécrétent une famille de protéines, les « staphylococcal
superantigen-like proteins » (SSL) dont la structure est similaire aux superantigénes, mais qui
ne possedent pas les acides aminés importants pour leur liaison au complexe majeur
d’histocompatibilité I (CMH II) ou aux récepteurs des lymphocytes T (TCR ou af§ T cell receptor)
(Arcus et al., 2002; Williams et al., 2000). La protéine SSL-7 se fixe au composant C5 et empéche

'activation du complément, alors que les superantigenes ne se fixent pas sur le complément




(Miwa et al., 2003). Cette protéine se lie également aux IgA humains et interfére avec leur

fixation aux récepteurs FcaRI (ou CD89) cellulaires (Langley et al., 2005).

La sécrétion de SAK agit également sur le systeme du complément. En effet, SAK active le
plasminogene présent a la surface des bactéries qui se transforme en plasmine et peut alors
cliver aussi bien les IgG, C3b et C3bi. La diminution du nombre de molécules C3b et C3bi a la
surface de S. aureus diminue ainsi I'activation des convertases C3, ainsi que des convertases C5.
La plasmine formée par la conversion de plasminogene par SAK permet donc la suppression de
ces molécules importantes pour l'opsonisation (IgG, C3b et C3bi) et la reconnaissance par les

cellules immunitaires (Rooijakkers et al., 2005c).

Le facteur d’adhésion Efb sécrété par S. aureus lie le fibrinogene, mais il est également capable
de lier la région C3d de C3 et bloque ainsi 'opsonisation et la phagocytose dépendantes de la

voie classique du complément (Lee et al.,, 2004a; Lee et al., 2004b; Sharp et al,, 2012).

S. aureus, comme d’autres pathogénes, lie le facteur H a sa surface grace a la protéine associée a
la membrane SdrE (Sharp et al.,, 2012), pour se protéger contre l'attaque du complément. Le
facteur H est un régulateur du systéme du complément humain qui accélére la dissociation des
convertases C3, mais agit aussi comme co-facteur du clivage de C3b en C3bi par le facteur I

(Kraiczy and Wurzner, 2006; Zipfel et al., 2002).

De plus, 60% des souches de S. aureus sécrétent une protéine inhibitrice de la chimiotaxie
(« Chemotaxis Inhibitory Protein of S. aureus» (CHIPS)) qui se lie spécifiquement sur les
récepteurs C5aR et FPR et bloque complétement la liaison des ligands et les signaux de
transduction (de Haas et al., 2004; Veldkamp et al, 2000). Ces récepteurs présents sur
différentes cellules de I'immunité, dont les neutrophiles, reconnaissent C5a et des peptides

formylés qui transmettent les premiers signes d’une invasion bactérienne.

Enfin, 90% des souches de S. aureus sécretent un inhibiteur du complément tres efficace,
« Staphylococcal Complement INhibitor » (SCIN) (Rooijakkers et al., 2005a). Cette protéine
bloque toutes les voies du complément suite a son interaction avec les convertases C2a-C4b et
Bb-C3b. En stabilisant ces complexes enzymatiques au niveau de la surface bactérienne, elle
perturbe leur activité enzymatique. Ainsi, elle empéche également la production de C5a, la
phagocytose et I’élimination des staphylocoques (Rooijakkers et al., 2005b; Rooijakkers and van

Strijp, 2007).




LA PHAGOCYTOSE

Les phagocytes sont capables d’'ingérer, de tuer et de digérer des bactéries en quelques minutes.
Les neutrophiles sont les cellules les plus nombreuses et les mieux équipées pour combattre les
bactéries. Elles sont les premiéres cellules qui arrivent au site d’infection. Elles sécretent une
grande variété de protéases, de lipases, de peptides antimicrobiens et d’amidases et un arsenal
important de dérivés réactifs de 1'oxygene (ROS) (Mayer-Scholl et al., 2004; Roos et al,, 2003).
Les neutrophiles expriment des récepteurs de Fc et du complément qui induisent une
phagocytose initiée par des anticorps et le systéme du complément pour engloutir les bactéries

opsonisées dans les phagosomes (Segal, 2005).

A part les facteurs cités précédemment qui inhibent la phagocytose en altérant I'opsonisation,
S. aureus sécréte des protéines qui agissent sur la migration des leucocytes pour les empécher
d’atteindre le site d’'infection dont SSL-5, I'« Extracellular Adherence Protein » (Eap) et CHIPS. Le
polypeptide bactérien SSL-5 se fixe directement aux neutrophiles par le ligand « P-selectin
glycoprotein ligand-1» (PSGL-1) et inhibe le phénomeéne de roulement sur les cellules
endothéliales lors de la chimiotaxie (Bestebroer et al., 2007). Eap inhibe la chimiotaxie suite a
son interaction directe avec des protéines d’adhésion de I'h6te comme '« Intercellular Adhesion
Molecule 1 » (ICAM-1), le fibrinogéne et la vitronectine (Chavakis et al., 2002; Geisbrecht et al.,
2005; Haggar et al., 2004). A part son action sur les C5aR, la molécule CHIPS bloque 'action du
FPR qui est le récepteur des chimio-attractants les plus puissants, les peptides N-formylés (de

Haas et al,, 2004; Veldkamp et al., 2000).

Les pigments caroténoides de S. aureus qui lui conferent sa coloration dorée sont de puissants
antioxydants qui neutralisent les ROS (Liu et al., 2005). La catalase et des enzymes superoxyde
dismutases bactériennes dégradent les especes réactives de I'oxygene produits par les cellules
phagocytaires suite a 'ingestion de la bactérie (Karavolos et al.,, 2003). S. aureus peut également
avoir un programme de survie dans les neutrophiles qui lui permet d’échapper aux défenses de
I'héte. En effet, S. aureus est capable de se répliquer dans le phagosome ou librement dans le
cytoplasme des cellules hotes. Il échappe au phagosome des phagocytes professionnels et non-
professionnels, subvertit 'autophagie et induit des mécanismes de mort cellulaire tels que
I'apoptose et la pyronécrose, et peut induire des programmes anti-apoptotiques dans les

phagocytes (Fraunholz and Sinha, 2012).

Enfin, S. aureus produit des toxines cytolytiques qui endommagent les membranes des cellules

immunitaires de I'hote, induisant une lyse osmotique et empéchant la phagocytose (Foster,




2005; Rooijakkers et al., 2005b). Ces toxines seront traitées en détail dans la partie 2 de cette

introduction.

LES FACTEURS DE VIRULENCE DE S. AUREUS

La grande pathogénicité de S. aureus réside probablement dans la trés grande variété des
facteurs de virulence qui peuvent étre produits et sécrétés par cette bactérie. Ils lui permettent
d’adhérer a la surface, d’envahir ou d’échapper au systeme immunitaire et d’avoir un effet
toxique chez I'héte (Figure 1.4) (Lowy, 1998). Ces facteurs varient entre les différentes souches
de S. aureus. La plupart des cas sévéres d’infections a S. aureus ne peuvent pas étre expliqués par
I'action d’un seul des facteurs de virulence, mais par une combinaison de 'action de différents

facteurs.

De plus, certains de ces facteurs jouent un role important pour la formation de biofilms. La
production du biofilm staphylococcique est sous le contréle d'un réseau complexe de molécules
signal qui agissent soit en activant soit en inhibant I'expression de composants des biofilms. En
effet, en se basant sur un modeéle expérimental in vitro, 1a formation de biofilm est classiquement
considérée comme un cycle formé de quatre étapes: (1) la fixation initiale de cellules
bactériennes par des interactions non spécifiques (hydrophobe, électrostatique et Van der
Waals...) en plus des autolysines (Foster, 1995; Legeay et al., 2006); (2) 1'agrégation cellulaire et
I'accumulation en couches multiples de cellules, un processus actif médié par les « microbial
surface component recognizing adhesive matrix molecules » (MSCRAMMs) (Patti et al., 1994;
Speziale et al, 2009) et par adhésion intercellulaire; (3) la maturation du biofilm et (4) le
détachement des cellules du biofilm dans un état planctonique pour initier un nouveau cycle de
formation de biofilm ailleurs (Figure 1.3) (Costerton et al,, 2005; Mack et al., 2004). Les facteurs
de virulence impliqués dans I'adhésion et la formation de biofilm font généralement partie du

génome accessoire et ne sont donc pas communs a toutes les souches.
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Figure I. 3 : Schéma simplifié du cycle d’un biofilm

La formation d'un biofilm, de sa formation a sa dispersion, se fait en 4 étapes qui nécessitent I'expression
de différents facteurs de virulence. Les premiers événements impliquent l'expression d’adhésines,
d’exopolysaccharides et de protéines impliquées dans l'agrégation. Une fois que le biofilm atteint sa phase
finale de maturation, l'exces de peptide auto-inducteur (AIP) déclenche le début de la phase de dispersion,
caractérisée par l'augmentation de l'expression de RNAIII avec production consécutive de protéases
extracellulaires et de modulines solubles dans le phénol. Les facteurs de virulence impliqués dans
I'adhésion et la formation de biofilm font généralement partie du génome accessoire et ne sont donc pas
communs a toutes les souches. En outre, les modeles in vitro de la formation de biofilms sont certainement
loin de décrire les interactions complexes dans des conditions in vivo. Figure adaptée de (Arciola et al.,
2012).

REGULATION DES FACTEURS DE VIRULENCE

LES ELEMENTS GENETIQUES MOBILES

Les éléments génétiques mobiles (MGE ou « Mobile Genetic Elements ») sont des fragments
d’ADN qui peuvent coder une variété de facteurs de virulence et de résistance, ainsi que des

enzymes qui permettent leur propre transfert et leur intégration dans 'ADN de I'hote (Frost et
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al., 2005). Les MGEs montrent une mobilité intracellulaire et intercellulaire. Le transfert des
MGEs entre les cellules est connu sous le nom de transfert horizontal ou latéral. Les MGEs
peuvent étre des séquences d’'insertion, des transposons, des bactériophages, des plasmides, des
ilots de pathogénicité ou des cassettes chromosomiques qui sont responsables d'une grande part
de la variabilité du génome. Les bactéries acquiérent ces informations génétiques d’autres
cellules ou de leur environnement selon 3 mécanismes : (1) la transformation (intégration d'un
fragment d'ADN libre de 'environnement dans le génome), (2) la transduction (transfert d'un
ADN bactérien par l'intermédiaire d'un vecteur viral) et (3) la conjugaison (contact direct entre
des cellules bactériennes). L’ADN non chromosomique comme les MGEs joue un role crucial
dans la plasticité des génomes permettant aux bactéries de s’adapter a de nouveaux
environnements. La pression de sélection de l'environnement permet l'enrichissement de
génomes bactériens avec des genes spécifiques qui permettent leur survie (Malachowa and
DeLeo, 2010). De nombreux facteurs de virulence de S. aureus sont présents sur des MGEs
comme SAK, CHIPS, les entérotoxines, les exotoxines, les leucocidines... (Gill et al., 2005; Holden

etal, 2004; Kennedy et al,, 2008; Musser and Kapur, 1992).

LE « QUORUM SENSING »

Le « quorum sensing » est un processus de communication entre les différentes cellules qui fait
intervenir la production, la détection et la réponse a des auto-inducteurs qui sont des molécules
de signalisation extracellulaire sécrétées par les bactéries. Ces auto-inducteurs s’accumulent
quand la densité bactérienne augmente, permettant aux bactéries de suivre 1'évolution de leur
nombre de cellules et de modifier collectivement l'expression des genes (Ng and Bassler, 2009;
Novick and Geisinger, 2008; Williams and Camara, 200