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CONTEXTE 
 

En dépit des progrès thérapeutiques, les infections ostéo-articulaires (IOA) restent des 

pathologies fréquentes. Elles concernent toutes les classes de la population que ce soit les 

enfants suite à une infection par voie hématogène, les personnes âgées lors d’infections 

associées à du matériel prothétique ou les patients diabétiques qui sont sujets à une infection du 

pied. Ces infections sont majoritairement bactérienne, en particulier le genre Staphylococcus et 

plus spécifiquement l’espèce Staphylococcus aureus (S. aureus). 

 

Au niveau du microenvironnement osseux, l’ostéoblaste est reconnu comme un acteur 

important  dans les IOA. En situation aseptique, il est responsable de la formation de la matrice 

osseuse extracellulaire (MEO) et régule l’homéostasie osseuse en interagissant avec 

l’ostéoclaste, cellule responsable de la résorption osseuse. En situation septique, notamment 

lors d’infections par S. aureus, l’ostéoblaste devient un réservoir bactérien favorable à 

l’installation d’infections chroniques mais peut aussi être acteur des réponses inflammatoire et 

antibactérienne.  

 

Avec le vieillissement de la population, deux nécessités se font face : le besoin accru 

d’innovation dans le domaine de la réparation du tissu osseux par des biomatériaux et la 

nécessité de nouvelles thérapies pour lutter contre les infections bactériennes, notamment les 

IOA. De ce fait, un intérêt grandissant s’est développé à l’égard des cellules souches 

mésenchymateuses (MSC), en particulier celles issues de sources alternatives à la moelle 

osseuse. Néanmoins, l’utilisation de MSC pour la régénération du tissu osseux en site infecté 

ou en post-infection est encore peu étudiée. 

 

Le but de ce travail a été d’étudier l’impact d’une infection à S. aureus sur les cellules du 

microenvironnement osseux. Il a notamment été question d’étudier l’impact de la 

différenciation et de la maturation sur la réponse de cellules à potentiel ostéogénique face à une 

infection par S. aureus. Ce manuscrit s’organise autour d’une introduction bibliographique, 

d’une partie expérimentale exposant les résultats obtenus sous forme d’articles publiés ou 

soumis dans des revues internationales à comité de lecture, d’une discussion générale et d’une 

conclusion incluant des perspectives. 
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L’introduction bibliographique débute avec une présentation du microenvironnement osseux et 

des cellules qui le composent, notamment l’ostéoblaste. Elle se poursuit par un état de l’art sur 

les IOA et plus spécifiquement celles causée par S. aureus. Cette seconde partie ouvre sur une 

revue concernant la relation entre S. aureus et l’ostéoblaste intitulée « Staphylococcus aureus 

vs. Osteoblast : Relationship and Consequences in Osteomyelitis » publiée dans Frontiers in 

cellular and infection microbiology.  La troisième partie de l’introduction est consacrée aux 

MSC et aborde leur utilisation pour la régénération du tissu osseux mais aussi leur potentiel 

dans la lutte contre les infections bactériennes. 

 

La partie expérimentale présente, au travers de deux articles, les résultats obtenus au cours de 

cette thèse.  

Une première partie est consacrée à l’impact de la maturation cellulaire sur le comportement de 

cellules osseuses humaines primaires lors d’une infection à S. aureus. Ces résultats obtenus 

dans deux modèles d’infection in vitro, font l’objet d’un article intitulé « Impact of human 

primary bone-forming cells maturation on their behavior in acute or persistent Staphylococcus 

aureus infection models» en cours de soumission au journal Frontiers in cellular and infection 

microbiology.  

Une seconde partie porte sur les résultats obtenus lors de l’étude de l’interaction entre S. aureus 

et des MSC dérivées de la gelée de Wharton (WJ-MSC). Ces résultats ont fait l’objet d’un 

article intitulé « Increased internalization of Staphylococcus aureus and cytokine expression in 

human Wharton’s jelly mesenchymal stem cells » publié dans Bio-Medical Materials and 

Engineering. 

 

Une discussion générale fait suite à la partie expérimentale. Les différents résultats obtenus  

sont discutés de manière synthétique et les perspectives en découlant sont proposées dans le but 

de compléter ces travaux de thèse. 
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INTRODUCTION 
 

1 LE TISSU OSSEUX 
 

Le tissu osseux est une entité complexe. Histologiquement, il est constitué de plusieurs 

compartiments, à savoir les tissus osseux compact et spongieux, le périoste, l’endoste et la 

moelle osseuse.  

 

1.1 Classification histologique du tissu osseux 
 

Qu’ils soient longs, courts, plats ou irréguliers, les os ont une construction élaborée, composée 

d’une partie externe dense formée d’os compact entourant un noyau d’os spongieux. L’extérieur 

et l’intérieur de l’os sont tapissés de couches cellulaires respectivement appelées périoste et 

endoste. Au sein des os, on trouve la moelle osseuse. Elle peut être rouge ou jaune en fonction 

du site choisi et de l’âge (Schéma 1).   

 

 
Schéma 1 : Anatomie d’un os long et d’un os plat, adapté  d’Anatomy & Physiology (1). 
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1.1.1 Os compact (ou cortical) et os spongieux (ou trabéculaire) 

 

Les différences entre os compact et os spongieux sont principalement structurelles. L’os 

compact est dense et peut résister aux forces de compression alors que l’os spongieux comporte 

des lacunes permettant d’alléger la masse du squelette (1).  

L’os compact est présent en périphérie des os, d’où son nom d’os cortical. L’unité de base de 

l’os compact est l’ostéon ou système haversien. Il est composé de lamelles concentriques 

formant des structures tubulaires à paroi épaisse. La partie centrale de l’ostéon est caverneuse, 

elle est nommée canal de Havers (Schéma 2). Ce canal contient des vaisseaux sanguins, des 

vaisseaux lymphatiques et des nerfs qui parcourent tout le tissu osseux compact grâce à des 

canaux perforants (appelés aussi canaux de Volkmann) émanant perpendiculairement au canal 

principal (1). A l’interface entre les lamelles de l’ostéon, il existe des lacunes contenant des 

ostéocytes, type cellulaire le plus différencié de la lignée ostéoblastique (2). 

 

 
Schéma 2 : Schéma de l’os compact. (a) Cette vue en coupe de l’os compact montre l’unité 

structurale de base, l’ostéon ou système haversien. (b) Structure microscopique de l’ostéon 

(image de microscopie électronique fournie par “the Regents of University of Michigan 

Medical School” © 2012). LM × 40. Adapté  d’Anatomy & Physiology (1). 
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L’os spongieux, quant à lui, dérive de l’arrangement des lamelles en travées d’où son nom d’os 

trabéculaire. Il est situé au cœur des os haversiens. Dans ce cas, les lamelles sont plates et 

forment une structure tubulaire. L’os spongieux est alors constitué d’un réseau interconnecté 

de tiges ou de plaquettes (Schéma 3). Des ostéocytes contenus dans des lacunes sont aussi 

présents au niveau de l’os trabéculaire (2). 

 

 
Schéma 3 : Schéma de l’os spongieux. L’os spongieux est composé de travées qui 

contiennent des ostéocytes. Les espaces inter-trabéculaires de certains os contiennent de la 

moelle osseuse rouge. Adapté  d’Anatomy & Physiology (1). 

 

1.1.2 Périoste et endoste 

 

Le périoste est un tissu conjonctif fibreux qui tapisse la partie extérieure de l’os cortical à 

l’exception des articulations où l’os est recouvert de cartilage articulaire (Schéma 4). Il contient 

des vaisseaux sanguins qui nourrissent l’os compact et des vaisseaux lymphatiques ainsi que 

des fibres nerveuses. Le périoste contient aussi des ostéoblastes (cellules formant le tissu 

osseux) et des ostéoclastes (cellules résorbant le tissu osseux) qui assurent le renouvellement 

de l’os. Il joue un rôle crucial dans l’expansion en épaisseur des os et dans la réparation des 

fractures osseuses (2,3). 

L’endoste est une structure membranaire qui tapisse l’intérieur de l’os cortical (endoste 

cortical), les travées osseuses de l’os spongieux qui bordent la moelle osseuse (endoste 

trabéculaire) ainsi que les canaux de Havers et les canaux de Volkmann (Schéma 4). L’endoste 
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contient des vaisseaux sanguins, des ostéoblastes et des ostéoclastes (2,3). Des cellules 

bordantes ainsi que des OsteoMacs, un type de macrophages résidents spécifiques de l’os, sont 

également retrouvés au niveau de l’endoste (4).  

 
Schéma 4 : Périoste et endoste. Le périoste forme la surface externe de l’os et l’endoste 

délimite la cavité médullaire. Adapté  d’Anatomy & Physiology (1). 

 

1.1.3 Moelle osseuse 

 

La moelle osseuse est un tissu conjonctif mou qui se situe à l’intérieur des os, elle est le siège 

de l’hématopoïèse. En plus des précurseurs des cellules sanguines, la moelle osseuse est 

composée d’un stroma de soutien nécessaire au bon déroulement de l’hématopoïèse.  

 

 
Schéma 5 : Tête de fémur contenant de la moelle osseuse rouge et de la moelle jaune.  

La moelle osseuse rouge est responsable de l’hématopoïèse, la moelle osseuse jaune est 

composée de tissu adipeux (1). Adapté  d’Anatomy & Physiology (1). 
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Le stroma contient, entre autre, des MSC et des progéniteurs ostéoclastiques (3). Chez l’enfant, 

cette moelle osseuse rouge est présente à l’intérieur de tous les os. Au cours de la vie, la moelle 

osseuse rouge est remplacée par une moelle osseuse jaune majoritairement composée de tissu 

adipeux (Schéma 5). Chez l’adulte, la moelle osseuse rouge subsiste au niveau des épiphyses 

des os longs comme le fémur ou au niveau des os plats comme le bassin (5). 

 

1.2 Les cellules du microenvironnement osseux 
 

Le terme « microenvironnement osseux » désigne un système biologique complexe qui contient 

à la fois des cellules issues des lignées mésenchymateuses et hématopoïétiques, un 

approvisionnement sinusoïdal en sang, le stroma de la moelle osseuse et la matrice 

extracellulaire osseuse. Ces différents éléments forment un complexe en interaction constante 

(6). Au sein du microenvironnement osseux, les ostéoblastes et les ostéoclastes jouent des rôles 

primordiaux. 

 

1.2.1 L’ostéoblaste et la différenciation ostéoblastique 

 

L’ostéoblaste est un des acteurs majeurs du microenvironnement osseux. Il est responsable de 

la formation de la MEO et régule l’homéostasie osseuse en interagissant avec l’ostéoclaste qui 

est responsable de la résorption de la MEO. Il a pour origine une cellule multipotente 

indifférenciée qui peut se différencier jusqu’au stade ultime d’ostéocyte (Schéma 6).   

L’ostéogénèse, et plus particulièrement la différenciation de la lignée ostéoblastique, est 

contrôlée par l’expression coordonnée de facteurs de transcription majeurs et peut être sous-

divisée en trois parties :  
- Les stades précoces de la différenciation, allant de la cellule indifférenciée au pré-

ostéoblaste. Les gènes régulateurs précoces sont exprimés et permettent l’expression de 

marqueurs protéiques précoces tels que le collagène de type I et la phosphatase alcaline 

(PAL). 

- Le stade ostéoblaste (immature et mature) durant lequel a lieu la majorité de la 

production de la MEO et sa minéralisation. 

- Les stades terminaux de la différenciation : ostéocyte ou cellules bordantes. 
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Schéma 6 : La différenciation ostéoblastique. 

 

1.2.1.1 Stades précoces de la différenciation ostéoblastique 

 

Comme de nombreuses autres cellules des tissus conjonctifs (fibroblastes, chondrocytes, 

adipocytes et myoblastes), les cellules de la lignée ostéoblastique ont pour origine des MSC.  

L’orientation de ces cellules vers une voie de différenciation particulière est déterminée par 

différents facteurs de transcription. Les facteurs de transcription RUNX2, SP7 et la voie Wnt 

canonique régulent majoritairement la différenciation ostéoblastique (7). 

 

Le facteur de transcription lié à Runt (RUNX2) est un gène régulateur de la différenciation 

ostéoblastique. Il appartient à la famille des facteurs de transcription RUNX qui inclut 

également RUNX1 et RUNX3. RUNX2 régule l’expression des protéines majeures de la MEO 

durant les étapes précoces de la différenciation ostéoblastique (7). Il inhibe aussi la 

différenciation des MSC en chondrocyte et adipocyte (8). 

 

A un stade plus avancé, les progéniteurs ostéoblastiques expriment RUNX2 et SP7. SP7, aussi 

connu sous le nom de OSX (Osterix) est un gène cible de RUNX2 (9). Leur expression est liée 

à l’activation de différentes voies de transduction. 

 

La famille des glycoprotéines Wnt joue un rôle important dans la régulation de la différenciation 

des cellules de la lignée ostéoblastique. Grâce à la stimulation de plusieurs récepteurs 
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membranaires, les ligands Wnt activent des voies de signalisation intracellulaires qui sont soit 

dépendantes soit indépendantes de la β-caténine (9). Plus spécifiquement, la voie canonique est 

dépendante d’une stabilisation de la β-caténine. La β-caténine est constitutivement produite, 

ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. Les ligands Wnt, en se fixant sur les récepteurs 

Frizzled et leurs co-récepteurs LRP5 et 6 empêchent la phosphorylation de la β-caténine. La β-

caténine ainsi hypophosphorylée est plus stable. Son accumulation dans le cytosol favorise sa 

translocation nucléaire et permet de réguler la trancription des gènes dépendants de la voie Wnt 

cruciaux dans l’acquisition ordonnée de la masse osseuse (10). La β-caténine serait notamment 

nécessaire pour la différenciation des cellules positives pour RUNX2 vers le phénotype RUNX2 

et SP7 positives. Il en serait de même pour la différenciation des progéniteurs  RUNX2 et SP7 

positifs vers le stade ostéoblaste (9).  

 

D’autres facteurs sont impliqués dans la régulation de la différenciation ostéoblastique, 

notamment les protéines osseuses morphogénétiques (BMP) qui appartiennent à la superfamille 

du facteur de croissance transformant β (TGF-β). Les BMP existent sous différentes isoformes, 

parmi lesquelles les BMP-2, -4, -5, -6 et -7 sont clairement impliquées dans l’ostéogénèse. Elles 

interviennent dans la phase précoce de la différenciation ostéoblastique grâce à leur capacité à 

stimuler l’expression de RUNX2 et SP7 (9).  

 

Le stade précoce « progéniteur ostéoblastique » marque le début de la sécrétion de collagène 

de type I sous contrôle de RUNX2 et SP7 (Schéma 6, (11,12)).  Il est le composant majoritaire 

de la phase organique de la MEO (2). Il se structure en fibrille et forme le cadre de base de la 

MEO. En association avec les minéraux, ce collagène gouverne les propriétés biomécaniques 

et l’intégrité fonctionnelle du tissu osseux (13). C’est un site de nucléation pour les minéraux 

(3). D’autres formes de collagènes sont présentes au niveau du tissu osseux dans des quantités 

moindres. On peut citer les collagènes de type II et V mais aussi les collagènes FACIT (fibril-

associated collagens with interrupted triple helix), qui sont importants pour l’organisation et la 

stabilité de la MEO (2). 

A partir du moment où il existe un groupe de progéniteurs exprimant des marqueurs 

ostéoblastiques précoces (RUNX2 et le collagène de type I), une phase de prolifération 

s’enclenche, couplée à l’apparition d’une activité enzymatique de la PAL (Schéma 6). La PAL 

est une enzyme capable d’hydrolyser les esters monophosphates à pH physiologique. Au niveau 

sérique, la PAL est retrouvée sous différentes isoformes issues de l’os, du foie, de l’intestin, des 

reins, du placenta et des cellules germinales. Ces PAL sont appelées PAL non spécifiques. 
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Issues du même gène, elles divergent uniquement par leurs modifications post-traductionnelles 

(14). Au niveau osseux, la PAL est ancrée à la surface des ostéoblastes grâce à une liaison 

phosphoinositol mais elle peut également être libérée dans la matrice extracellulaire lors du 

bourgeonnement des vésicules de minéralisation (15). La PAL favorise la minéralisation en 

hydrolysant les pyrophosphates, des inhibiteurs de la déposition minérale, ce qui permet la 

libération de phosphate inorganique essentielle pour la structuration des minéraux (2, 15).  

 

Le passage de précurseur ostéoblastique à pré-ostéoblaste induit des changements 

morphologiques. Les cellules deviennent plus larges, cuboïdes, ont une forte activité PAL et 

commencent à secréter les protéines de la MEO (10). 

 

1.2.1.2 Stade « ostéoblaste » et production de la matrice extracellulaire osseuse 

 

Le stade « ostéoblaste » peut être subdivisé en un stade « immature » (finalisant la MEO 

organique) et un stade « mature » (minéralisant la MEO). Les principales protéines exprimées 

et sécrétées par l’ostéoblaste, qu’il soit immature ou mature, sont des glycoprotéines et des 

protéoglycanes qui ont des rôles : i) de structuration des fibrilles de collagène, ii) de molécules 

d’adhésion pour les cellules osseuses et iii) d’inducteur de la minéralisation notamment via la 

nucléation de l’hydroxyapatite, le principal composé minéral de la MEO (10). 

 

A ce stade, RUNX2 induit la formation de la MEO immature mais inhibe la maturation de la 

MEO. RUNX2 doit être réprimé pour observer une maturation de la MEO (7). Il semblerait que 

SP7 et la voie de régulation Wnt aient aussi des effets inhibiteurs dans les dernières étapes de 

la maturation des cellules de la lignée ostéoblastique (16,17).  

 

Concernant la structure de la MEO, la décorine et le biglycane, des protéoglycanes de petite 

taille qui possèdent une séquence riche en leucine (SLRP), sont capables de se fixer au 

collagène préalablement produit et d’en réguler le diamètre des fibrilles. De plus,  elles peuvent 

se lier au TGF-β, un agent pro-ostéoblastique qui existe sous forme libre ou liée aux protéines 

matricielles. En se liant au TGF-β, la décorine et le biglycane régulent sa biodisponibilité (2,3).  

La régulation du diamètre des fibrilles de collagène serait aussi assurée par l’ostéonectine, une 

des premières glycoprotéines identifiée au niveau du tissu du tissu osseux. Elle a été nommée 

ainsi pour sa capacité à se fixer aux ions calcium, à l’hydroxyapatite et/ou au collagène (18). 

C'est aussi un agent de nucléation lors de la déposition de l’hydroxyapatite (19). Au niveau 
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osseux, l’ostéonectine pourrait aussi influencer la croissance et/ou la prolifération des 

ostéoblastes (2).  

 

A la différence de l’ostéonectine, certaines glycoprotéines de la MEO possèdent la séquence 

d’acides aminés arginine-glycine-aspartate (RGD) qui leurs confèrent la capacité de se lier aux 

intégrines présentes à la surface des ostéoblastes (20). C’est notamment le cas des 

thrombospondines et plus spécifiquement des thrombospondines 1 et 2 (TSP-1 et 2) qui sont 

les plus présentes au niveau osseux (21).  La TSP-2 peut se lier à différentes protéines de la 

MEO et favoriser l’attachement des ostéoclastes via sa séquence RGD (2,3). Comme la 

décorine et le biglycane cités précédemment, la TSP-2 joue aussi un rôle dans la mise à 

disposition du TGF-β latent. TSP-2 séquestre le TGF-β alors que la TSP-1 est plutôt un 

activateur du TGF-β  (3).  

La fibronectine, autre glycoprotéine produite pendant les phases précoces de la formation 

osseuse est fortement exprimée par les ostéoblastes. Elle permet également de favoriser 

l’attachement des ostéoclastes à la MEO (22). Dans ce cas, la liaison se fait indépendamment 

de la séquence RGD notamment via l’intégrine α4β1 (20). Cette interaction entre les ostéoclastes 

et la fibronectine inhiberait l’ostéoclastogénèse mais favoriserait leur activité (23).  

 

A leur maturité les ostéoblastes expriment et produisent d’autres protéines qui interviennent 

dans la régulation de la minéralisation, notamment l’ostéopontine, la sialoprotéine osseuse et 

l’ostéocalcine.  

 

La minéralisation de la MEO résulte de la concentration de calcium et de phosphate dans des 

vésicules synthétisées par les ostéoblastes matures mais aussi par les chondrocytes 

hypertrophiques. Ces vésicules vont permettre la formation d’une phase minérale de la MEO, 

principalement composée d’hydroxyapatite de formule chimique [Ca10(PO4)6(OH)2] (2). 

L’hydroxyapatite est structurée sous forme de cristaux qui se déposent initialement dans les 

« trous » formés entre les fibrilles de collagène. Le rôle des vésicules dans la déposition de 

l’hydroxyapatite à des sites précis n’a pas encore été élucidé. Cette phase minérale représente 

50 à 70 % du tissu osseux. 

 

L’ostéopontine (ou Bone Sialoprotein I ou BSP-I) est produite par l’ostéoblaste mature. Cette 

protéine est considérée comme un inhibiteur de la minéralisation  (24). Elle jouerait aussi un 

rôle dans la résorption osseuse en favorisant la survie des ostéoclastes (25).  
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La sialoprotéine osseuse (ou Bone Sialoprotein II ou BSP-II), quant à elle, est généralement 

associée au phénomène de minéralisation. L’expression de cette protéine marque la fin de la 

différenciation de l’ostéoblaste et le début de la minéralisation de la matrice. La sialoprotéine 

osseuse a plusieurs fonctions dans le métabolisme ostéoblastique. Elle est suspectée d’initier la 

minéralisation de la matrice et de réguler le métabolisme du phosphate (2,3). Elle apparait en 

même temps que les minéraux et peut se lier aux ions calcium. Comme les thrombospondines 

ou la fibronectine, la sialoprotéine osseuse permet également l’attachement cellulaire de 

manière dépendante ou indépendante du motif RGD (19).  

 

L’ostéocalcine est une petite protéine contenant de l’acide γ-carboxyglutamique, vitamine K 

dépendante, capable de se lier aux ions calcium et à l’hydroxyapatite (26). Elle est synthétisée 

par les ostéoblastes matures, ce qui lui donne le statut de marqueur tardif de la différenciation 

ostéoblastique (3).  

 

1.2.1.3 Stades « ostéocyte » et « cellule de la lignée bordante » 

 

A l’issue de la différenciation ostéoblastique et de la minéralisation, l’ostéoblaste mature peut 

avoir trois destins différents. Premièrement, l’ostéoblaste mature peut mourir par apoptose. Sa 

mort est programmée à l’issue de son travail de minéralisation, permettant d’assurer le 

« turnover » cellulaire (27,28). Deuxièmement, l’ostéoblaste mature peut devenir une cellule 

de la lignée bordante. Ce type de cellule recouvre la matrice osseuse aux endroits où il n’y a ni 

formation osseuse, ni résorption osseuse. Elles peuvent participer à la régulation de la 

différenciation des ostéoclastes en produisant de l’ostéoprotégérine (OPG) mais aussi le ligand 

au récepteur activateur du facteur nucléaire κ B (RANKL) (29). Ces médiateurs seront détaillés 

dans le prochain paragraphe. 

Troisièmement, l’ostéoblaste mature peut s’emmurer dans sa propre MEO et devenir un 

ostéocyte. Les ostéocytes représentent la plus grande proportion de cellules au niveau du tissu 

osseux. Ces cellules expriment notamment la protéine matricielle dentinaire 1 (DMP1) et la 

phosphoglycoprotéine de la matrice extracellulaire (MEPE), considérées toutes deux comme 

des marqueurs ostéocytaires (30). Les ostéocytes ont un rôle de mécano-senseurs. En réponse 

à la charge mécanique du corps, ces cellules sont capables de réguler la formation et la 

résorption de la matrice osseuse via la voie Wnt (31). En effet, les ostéocytes participent 

activement au remodelage osseux notamment en produisant notamment de la sclérostine 

(SOST), un inhibiteur de LRP 5 qui va réguler négativement la différenciation des ostéoblastes 



Introduction : le tissu osseux  

19 
 

mais aussi favoriser la formation des ostéoclastes (32). Comme les cellules de la lignée bordante 

et les ostéoblastes, les ostéocytes peuvent aussi produire les médiateurs OPG et RANKL afin 

de moduler la résorption de la MEO par les ostéoclastes, l’autre cellule importante de 

l’homéostasie osseuse (33,34). 

 

1.2.2 L’ostéoclaste 

 

Le remodelage osseux est un processus physiologique qui implique la résorption du tissu osseux 

par les ostéoclastes et la resynthèse de la MEO par les ostéoblastes.  

 

 
Schéma 7 : La différenciation ostéoclastique, adapté d’Edward et Mundy (35). 

 

Les ostéoclastes ont pour origine des cellules souches hématopoïétiques (HSC) qui vont 

s’engager dans la voie myéloïde en devenant des précurseurs ostéoclastiques (Schéma 7). A 

partir de ces précurseurs, une différenciation s’opère afin d’obtenir des pré-ostéoclastes. Puis 

plusieurs de ces pré-ostéoclastes vont fusionner afin de former une cellule multi-nucléée. 

Considérée comme un ostéoclaste immature, cette cellule multi-nucléée va être activée pour 

former un ostéoclaste mature (35). 

Comme la différenciation ostéoblastique, la différenciation ostéoclastique est régulée par 

l’apparition de différents marqueurs (Schéma 7). Le facteur de transcription PU.1 a été la 
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première molécule identifiée comme jouant un rôle dans l’engagement des précurseurs 

myéloïdes sur la voie ostéoclastique (35). Il régule notamment l’expression du récepteur au 

facteur de croissance des macrophages (CSF1R) et de l’intégrine CD11b (36,37).  

M-CSF est un facteur de croissance qui favorise le développement des cellules de la lignée 

monocyte/macrophage. Il est, entre autre, produit par les ostéoblastes et est essentiel pour la 

formation des ostéoclastes (38). PU.1 régule aussi l’expression de deux facteurs de 

transcription, MITF et c-Fos, impliqués dans les étapes précoces de la différenciation des 

ostéoclastes. Un autre facteur de transcription, NFATc1 est aussi important pour la génération 

d’ostéoclastes (39). Il est responsable de la transcription des gènes codant pour des protéines 

essentielles à la dégradation de la MEO comme la phosphatase résistante à l’acide tartrique 

(TRAP), la métalloprotéinase matricielle 13 (MMP-13) et la cathepsine K (35). 

 

A la fin des années 1990, l’identification de la famille des protéines « TNF-like » a permis la 

mise en évidence de l’OPG, une protéine soluble capable de bloquer la différenciation des 

précurseurs ostéoclastiques in vitro et d’inhiber la résorption osseuse in vivo (40). Par la suite, 

l’identification du RANKL comme ligand de l’OPG et de RANK comme récepteur 

transmembranaire de RANKL à la surface des ostéoclastes a été réalisée (41). RANKL est 

majoritairement produit à la surface des ostéoblastes mais peut se retrouver sous forme soluble 

dans des proportions moindres. L’interaction RANK/RANKL permet la formation et 

l’activation des ostéoclastes. L’OPG module cette activation en agissant comme un récepteur 

leurre. La présence de M-CSF favorise la production de RANK au niveau membranaire puis la 

stimulation de RANK par RANKL va induire la fusion des précurseurs ostéoclastiques (42). 

Grâce à l’activation par M-CSF et RANKL, les précurseurs vont pouvoir exprimer les gènes 

essentiels de la lignée ostéoclastique : la cathepsine K, TRAP, le récepteur à la calcitonine et 

l’intégrine α4β3 (Schéma 8). 

L’activité lytique de l’ostéoclaste nécessite tout d’abord l’attachement de la cellule à la MEO. 

L’intégrine α4β3 forme un complexe avec les filaments d’actine, connu sous le nom de 

podosome, qui est capable de reconnaitre les protéines de la MEO possédant une séquence RGD 

(43).  

Après l’attachement de l’ostéoclaste à la surface de la MEO, une résorption efficace est 

dépendante de l’acidification de l’espace lacunaire. Pour obtenir le faible pH nécessaire à 

l’activation des enzymes de dégradation et la dissolution de la phase minérale de la MEO, des 

ions H+ et Cl- sont envoyés à travers le bord renflé vers la zone de résorption (44). Ces flux 
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ioniques sont générés grâce au fonctionnement d’un complexe ATPase et de l’anhydrase 

carbonique 2 (45,46).  

 

 
Schéma 8 : La résorption ostéoclastique, adapté d’Edward et Mundy (35). 

  

La lyse de la matrice minérale engendrée par la diminution du pH est accentuée par l’apport 

d’enzymes qui dégradent la matrice organique au niveau du puit de résorption appelé lacune 

d’Howship. La cathepsine K et les MMP agissent en dégradant les collagènes de la MEO, 

notamment son composant majoritaire, le collagène de type I (47,48). L’action de TRAP accroit 

aussi la résorption osseuse mais sa fonctionnalité précise n’a pas été identifiée (49). Pour 

preuve, l’absence d’expression de TRAP dans un modèle murin mène à une ostéopétrose, c’est-

à-dire une masse osseuse anormalement augmentée due à un déficit d’activité ostéoclastique 

(50). L’association de tous ces mécanismes permet une résorption efficace  de la MEO par les 

ostéoclastes. 

L’homéostasie osseuse peut être déséquilibrée dans un environnement pro-inflammatoire, 

favorisant une hyperactivité des ostéoclastes. Lors d’une réponse inflammatoire, un large panel 

de médiateurs pro-inflammatoires est produit et peut influencer la différenciation et la fonction 

des ostéoclastes.  

Les cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1, l’IL-6 et le TNF-α peuvent toutes stimuler 

l’ostéoclastogénèse et sont produites par une multitude de cellules. Elles favorisent 

l’ostéoclastogénèse soit en stimulant la production de RANKL, soit de manière indépendante 

(51–54). Il semblerait notamment que l’IL-6 ait un rôle  prédominant dans la formation et 

l’activation des ostéoclastes (54). Cette cytokine peut, entre autre, être produite par les 

ostéoblastes (55). Le système immunitaire adaptatif pourrait également influencer 
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l’ostéoclastogénèse et la résorption osseuse (56). Cet effet serait notamment médié par l’IL-17, 

une cytokine produite par les lymphocytes Th 17 et reconnue comme un des inducteurs les plus 

importants de RANKL (57). A noter que d’autres cellules immunes peuvent produire de l’IL-

17, notamment les polynucléaires neutrophiles (PNN) (58). 

D’autres médiateurs pro-inflammatoires appelés chimiokines sont aussi capables de favoriser 

l’ostéoclastogénèse notamment CCL2 (MCP-1), CXCL1 (GRO-α), CXCL2 (GRO-β) et 

CXCL8 (IL-8) (59–63). 

 

Au-delà des ostéoblastes et des ostéoclastes, d’autres cellules sont présentes au niveau du 

microenvironnement osseux. Ces cellules font partie de la niche hématopoïétique. 

 

1.2.3 Les autres cellules de la niche hématopoïétique 

 

La niche hématopoïétique, qui correspond à l’interface entre la moelle osseuse et l’endoste, est 

un compartiment important du tissu osseux. Elle a plusieurs fonctions dont les principales sont 

la production des éléments figurés du sang, l’entretien des HSC et le remodelage du tissu 

osseux. Cette niche contient une multitude de types cellulaires interagissant les uns avec les 

autres comme les cellules de la lignée ostéoblastique, des cellules immunes, des cellules 

nerveuses, des adipocytes ou des cellules endothéliales (Schéma 9).  

Les HSC sont des cellules multipotentes, pourvues d’une capacité d’auto-renouvèlement 

intense et capables d’entrer en phase de quiescence (64). Cette quiescence des HSC est régulée 

par les cellules de la lignée ostéoblastique et les cellules endothéliales.  

Les MSC présentes au niveau de la niche hématopoïétique ont pour rôle de réguler la quiescence 

des HSC mais sont aussi un pool cellulaire pour l’obtention de progéniteurs ostéoblastiques et 

des futures cellules de la lignée ostéoblastique (65). On retrouve les MSC à proximité des 

cellules endothéliales formant les vaisseaux sinusoïdes.  

A proximité des vaisseaux sanguins, on retrouve aussi les cellules réticulaires abondantes en 

CXCL12 (CAR)  et les péricytes. Les cellules CAR sont des progéniteurs mésenchymateux 

capables de se différencier en adipocytes et en ostéoblastes. Elles sont la source majoritaire de 

CXCL12 (SDF-1), une chimiokine cruciale dans le maintien des fonctions des HSC. 

 Des adipocytes sont aussi présents au sein de cette niche hématopoïétique. Longtemps 

considérés comme des cellules de comblement, leur rôle serait plus complexe. Elles 

participeraient également à la régulation de la quiescence des HSC (66).  
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Au sein de la niche hématopoïétique, il existe des macrophages tissulaires, appelés OsteoMacs. 

Ces cellules sont retrouvées au niveau de l’endoste, intercalées entre les cellules de la lignée 

bordante. Au cours du remodelage osseux, les OsteoMacs développent une structure en forme 

de canopée au-dessus des ostéoblastes matures. Ceci pourrait entre-autre leur permettre de 

réguler la minéralisation (4,67,68). De plus, il a été démontré dans un modèle in vivo murin que 

les OsteoMacs favorisent la réparation tissulaire osseuse (69). 

 

 
Schéma 9 : La niche hématopoïétique, adapté de Reagan et Rosen (65). 

 

De manière générale, le bon fonctionnement du microenvironnement osseux résulte d’un 

équilibre entre les différents phénomènes dont il est le théâtre. C’est notamment le cas du 

remodelage osseux, équilibre entre la formation de MEO par les ostéoblastes et la résorption de 

celle-ci par les ostéoclastes. Cet équilibre peut être rompu et mener à une destruction du tissu 

osseux, notamment lors de la survenue d’IOA.
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2 LES INFECTIONS OSTEO-ARTICULAIRES A 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
 

Les IOA regroupent les infections qui affectent le tissu osseux uniquement mais également 

celles qui atteignent les tissus articulaires comme l’arthrite septique. Les IOA sont caractérisées 

par un processus inflammatoire résultant de l’infection, accompagné d’une destruction 

progressive des tissus osseux et cartilagineux.  

 

2.1 Critères généraux de classification des infections ostéo-articulaires 
 

Afin de classer les IOA, plusieurs systèmes de classification ont été mis en place, notamment  

le système Waldvogel  (70,71) et le système Cierny-Mader (72). Le système Waldvogel a été 

élaboré dans les années 1970. Il classifie les IOA des os longs selon 3 grands types : les IOA 

hématogènes, les IOA par contiguïté et les IOA consécutives à une insuffisance vasculaire. Le 

système Cierny-Mader a fait son apparition en 1984. Ce nouveau système prend cette fois-ci 

en compte la gravité de l’infection et l’état général du patient (73). D’autres systèmes ont aussi 

été publiés, s’appuyant sur des critères supplémentaires et/ou différents pour classifier les IOA. 

On y retrouve notamment la sévérité de la plaie lors des IOA par fractures (74), la distinction 

entre fracture unie et fracture désunie (75) ou encore la taille du défaut osseux associé à l’IOA 

(76).  

En 2011,  Romano et al. ont proposé une nouvelle classification. Celle-ci s’appuie sur 7 critères 

faisant la synthèse des classifications précédentes (77). 

 

Tableau 1 : Les sept critères de la classification des IOA, adapté de Romano et al. (77). 

 

Statut et âge 
du patient Microorganisme

Défaut 
osseux

Défaut des 
tissus mous

Aigüe Précoce Hématogène Rachis A a,e,n Gram + 1 0
Subaigüe Retardée Vasculopathie / neuropathie Main B a,e,n Gram - 2 cm²
Chronique Tardive Traumatisme Os longs C a,e,n Flore mixte et/ou 3A, 3B, 3C cm² Os

Implant temporaire Niveau 1 multirésistante
Classification ICS Niveau 2 Mycobacterium

Type I Niveau 3 Champignon
Type II Niveau 4 Négatif
Type III Pied

Implant permanent Cheville

Présentation 
clinique

Etiopathogénèse Anatomo-
pathologie
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Présentation clinique de l’IOA 

Ce premier critère concerne le moment d’apparition de l’IOA (Tableau 1). Si les premiers 

symptômes surviennent dans les deux premières semaines après le début de l’infection, l’IOA 

est considérée comme aiguë. Si les premiers symptômes surviennent entre un et plusieurs mois 

après le début de l’infection, l’IOA est considérée comme subaiguë. Enfin, l’IOA est chronique 

si les premiers signes d’infection apparaissent plusieurs mois après la date supposée de 

contamination.  

Dans le cas des IOA sur matériel (IOAM), l’infection est définie comme précoce, retardée ou 

tardive. L’IOAM est précoce si les symptômes d’infection sont observés dans un délai de 4 à 

12 semaines après la chirurgie, elle est considérée comme retardée si les premiers signes 

d’infection surviennent entre 3 mois et 2 ans après la chirurgie et l’IOAM est considérée comme 

tardive si l’infection se déclare plus de 2 ans après la chirurgie. 

 

Etiopathogénèse 

Selon la classification de Romano et al., les différentes origines pour une IOA sont soit 

hématogènes, soit liées à une vasculopathie et/ou une neuropathie, soit liées à un traumatisme 

ou enfin liées à l’implantation de matériel (Tableau 1).  

Dans ce dernier cas, les auteurs proposent plusieurs sous-classes d’IOAM : liées à 

l’implantation permanente de matériel (exemple d’une prothèse totale de hanche) ou liées à 

l’implantation temporaire de matériel (exemple des plaques d’ostéosynthèse, des vis ou des 

tiges métalliques). Dans le cas d’implantations temporaires, Romano a proposé en 2006 une 

classification dédiée appelée ICS, acronyme pour Infection, Cal, Stabilité. Cette classification 

s’appuie sur la stabilité de l’ostéosynthèse et sur la présence d’un cal lors de la réparation 

osseuse.  

 

Trois types d’IOAM temporaires sont définis : 

- Type I : infection en présence d’une ostéosynthèse stable avec un développement du 

cal. Dans ce cas, le traitement est conservatif et permet de contrôler l’infection grâce à 

des procédures médico-chirurgicales. Le retrait du matériel non résorbable est réalisé 

après la guérison complète de l’os. 

- Type II : infection en présence d’une ostéosynthèse stable avec un développement faible 

ou l’absence de cal. Dans ce cas, l’ostéosynthèse peut être maintenue, contrôlant 

l’infection comme pour le type I, accélérant la guérison de l’os grâce à des stimulations 

physiques, des facteurs biologiques et des procédures chirurgicales limitées. 
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- Type III : présence d’une infection, pas de développement de cal et développement 

d’une ostéosynthèse instable. Dans ces cas, le matériel doit être retiré et le matériel de 

fixation doit être modifié. 

 
Anatomo-pathologie 

Le troisième critère de la classification de Romano et al concerne les identifications anatomo-

pathologiques, c’est-à-dire les sites où l’infection a été observée. La classification de Romano 

et al. propose de distinguer les infections des os longs, du rachis, de la main, du pied et les 

infections articulaires (Tableau 1).  

 

Les infections des os longs sont subdivisées selon les 4 niveaux du système Cierny-Mader (72): 

- Le niveau I ou infection médullaire : correspond à une infection confinée aux surfaces 

intramédullaires de l’os. 

- Le niveau II ou infection superficielle : correspond à une véritable infection par 

contiguïté où la surface de l’os nécrosé est exposée au niveau de la plaie du tissu mou. 

- Le niveau III ou infection localisée : correspond à une infection avec séquestres (débris 

osseux corticaux) qui peut être résolue par chirurgie sans atteindre la stabilité osseuse. 

- Le niveau IV ou infection diffuse : correspond à une infection où la résection du tissu 

osseux est nécessaire afin de stopper la propagation de l’infection. Ce type d’infection 

inclut les infections où il y a une perte de la stabilité osseuse avant ou après le 

débridement chirurgical. 

 

Statut et âge du patient 

Pour ce critère, la classification appliquée par Romano et al. s’appuie sur celle de Cierny-Mader 

(72).  

Le patient peut être classé selon trois stades : 

- Le type A correspond à un patient normal sans facteur de risque.  

- Le type B correspond à un patient à risque, sensible aux infections, avec 1 ou 2 facteurs 

de risque systémiques ou locaux.  

- Le type C correspond à un patient fortement sensible aux infections avec plus de 2 

facteurs de risque.  
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Tableau 2 : Facteurs de risque systémiques et locaux pris en compte dans le système  

Cierny-Mader, adapté de Mader et al. (72). 

 
 

Parmi les facteurs de risques, on peut par exemple citer le diabète, la consommation de tabac, 

les neuropathies et l’hypoxie chronique (Tableau 2). Romano et al. prennent également en 

compte l’âge du patient : adulte de plus de 14 ans (a), enfant de moins de 14 ans (e) et nourisson 

de moins de 2 ans (n). 

 

Type de microorganisme 

Les microorganismes rencontrés au cours d’un IOA sont classés en bactéries à Gram positif, 

bactéries à Gram négatif, mycobactéries, champignons et examen aux cultures négatives. Une 

section particulière regroupe les infections polymicrobiennes et les bactéries résistantes. 

Chaque catégorie nécessite une approche médico-chirurgicale spécifique et peut avoir un 

pronostic particulier. 

 

Défaut osseux 

Le sixième critère correspond à la caractérisation du défaut osseux provoqué par l’IOA ou par 

un traumatisme antérieur, une chirurgie, le retrait d’un implant, etc…. Les différentes catégories 

de défauts osseux reprennent celles publiées par Romano et al. en 2006 :  

- Le type 1 correspond aux défauts cavitaires, qui peuvent varier de quelques mm² à 

plusieurs cm².  

Risque Facteurs de risque

Systémique (Bs) Malnutrition
Insuffisance rénale, hépatique
Diabète
Hypoxie chronique
Maladie immunitaire
Cancer
Âges extrêmes
Immunosupression ou immunodéficience

Local (Bl) Lymphoedème chronique
Stase veineuse
Atteinte des vaisseaux majeurs
Artérite
Cicatrice étendue
Fibrose suite à des radiations
Maladies des petits vaisseaux
Neuropathie
Abus de tabac (> 2 paquets / jour)
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- Le type 2 correspond aux défauts épiphysaires, c’est-à-dire une perte osseuse partielle 

ou totale au niveau articulaire.  

- Le type 3 correspond aux défauts osseux segmentaires. Cette catégorie est subdivisée 

en 3 :  l’écart entre les deux extrémités est soit inférieur à 1 cm (3A), soit supérieur à 1 

cm et inférieur à 3 cm (3B) soit le défaut provoque une perte de la stabilité osseuse (3C). 

Pour cette dernière catégorie, l’utilisation de fixateurs externes associée à un 

comblement du défaut osseux sera nécessaire. 

 

Défaut des tissus mous 

Le septième et dernier critère de la classification de Romano et al. correpond à l’atteinte des 

tissus mous lors des IOA. Les 3 catégories sont :  

- Pas d’atteinte des tissus mous (0). 

- Atteinte des tissus et superficie de l’atteinte (cm²). 

- Atteinte de tissus mous, superficie et exposition du tissu osseux à l’extérieur (cm² Os). 

 

Cette classification très complète permet une caractérisation théorique des IOA. Néanmoins, le 

système proposé par Romano et al. apparait comme difficile à utiliser dans la pratique clinique 

quotidienne (73).  

 

2.2 Principales origines des infections ostéo-articulaires 
 

2.2.1 Les infections ostéo-articulaires hématogènes ou ostéomyélites 

 

Comme expliqué par JP Rasigade dans la Lettre de l’Infectiologue : « Dans le vocabulaire 

français, l’ostéomyélite désigne classiquement une infection osseuse d’origine hématogène 

sans corps étranger. Cette terminologie peut être source de confusion, car le terme 

« osteomyelitis », dans la littérature anglo-saxonne, désigne l’ensemble des infections 

osseuses » (78). 

Les IOA hématogènes sont causées par des microorganismes véhiculés via la circulation 

sanguine vers le tissu osseux, et ce à partir d’un foyer infectieux distant comme la peau, le 

tractus urinaire ou autre (73). Ce type d’infections représente environ 20% du nombre total 

d’IOA (79) et touche principalement les enfants pré-pubères. 
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Une IOA hématogène chez l’enfant ne présente souvent qu’un seul foyer infectieux et est 

majoritairement localisée au niveau de la métaphyse des os longs comme le fémur et le tibia et 

(Schéma 10). A ce niveau, le flux sanguin est ralenti et plus désordonné ce qui facilite 

l’adhésion des micro-organismes, la colonisation du tissu et le développement d’une réaction 

inflammatoire (71). De plus, les traumatismes mineurs arrivent souvent durant l’enfance. Ils 

peuvent facilement endommager les fins vaisseaux sanguins de la diaphyse, créer une 

thrombose et ralentir le débit sanguin. Un traumatisme mineur est souvent recensé 

préalablement à l’apparition d’une IOA hématogène mais le lien entre les deux événements est 

difficile à établir (73).  

 
Schéma 10 : Pourcentage d’IOA hématogènes chez l’enfant pré-pubère en fonction du site 

d’infection, adapté de Peltola et Pääkkönen (80). 

 

Les cas d’IOA hématogènes sont plus rares chez l’adulte. Dans ce cas, l’infection se déclare 

majoritairement au niveau des vertèbres dorsales ou lombaires (71). Ce type d’IOA résulte de 

la contamination par voie hématogène de l’espace intervertébrale à partir d’un foyer infectieux 

à distance car les disques intervertébraux sont avasculaires (81).  L’incidence de ce type d’IOA 

est grandissante. Ceci est notamment dû au vieillissement de la population, à l’utilisation 

fréquente de dispositifs intravasculaires et à l’usage de drogues par intraveineuse (73). 
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2.2.2 Les infections ostéo-articulaires par inoculation directe 

 

Lors d’un traumatisme ou d’une intervention chirurgicale avec rupture d’asepsie, le tissu osseux 

peut se retrouver en contact avec l’extérieur et être sujet à une infection par des 

microorganismes exogènes. Les IOA par contamination directe sont plus communes chez les 

adultes. Elles regroupent les IOA liées à des traumatismes et celles consécutives à 

l’implantation de dispositifs médicaux orthopédiques. Les IOA par inoculation directe sont 

plutôt liées à des fractures ouvertes chez les jeunes adultes alors qu’elles sont principalement 

relatives à des chirurgies implantaires chez les personnes âgées (73). Selon Hogan et al., les 

pourcentages d’IOA dans les cas de fractures ouvertes varient de 1 à 55% en fonction du degré 

de gravité de la fracture et de l’étude concernée (Tableau 3, (82)).  

 

Selon la classification des fractures ouvertes de Gustilo-Anderson (83), le degré I° correspond 

à une fracture avec une plaie propre de longueur inférieure à 1 cm, le degré II° correspond à 

une plaie propre dont la longueur est comprise entre 1 cm et 10 cm, sans lacération, sans 

lambeau de tissu et sans avulsions. Le degré III° de la classification Gustilo-Anderson 

correspond à une fracture avec lacération des tissus mous, supérieure à 10 cm et associée à un 

défaut osseux segmentaire ou à une perte osseuse. La gravité d’une fracture ouverte est donc 

proportionnelle au pourcentage d’infection. 

 

Tableau 3 : Pourcentage d’IOA en fonction de la gravité des fractures ouvertes,  

adapté d’Hogan et al. (82). 

 
 

2.2.3 Les infections ostéo-articulaires par contiguïté  

 

Ce type d’IOA regroupe les IOA secondaires à un ulcère de décubitus, les IOA secondaires à 

un abcès dentaire et les IOA secondaires à une infection des tissus mous. L’infection se propage 

à partir d’un tissu adjacent au tissu osseux. Le diabète, les vasculopathies et les neuropathies 

sont des facteurs de risque pour ce type d’IOA (71,73).  

Fractures ouvertes

Grade Taux d'infection

I° 0-9
II° 1-12
III° 9-55
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Il est estimé qu’environ 15% des personnes atteintes de diabètes vont développer un problème 

infectieux au niveau du pied durant leur vie et, dans un petit nombre de cas, une amputation 

sera nécessaire éviter la propagation de l’infection. Chez les patients diabétiques, la suspicion 

d’atteinte osseuse au niveau du pied est envisagée en cas d’inflammation des tissus mous ou 

d’ulcérations cutanées présentes depuis une semaine ou plus, particulièrement si les lésions se 

trouvent au niveau de proéminences osseuses (84). 

 

2.2.4 Les infections ostéo-articulaires sur matériel 

 

Les IOAM peuvent concerner les infections liées à la pause d’un implant prothétique comme 

une prothèse totale de hanche, de genou ou d’épaule mais aussi les infections liées aux 

dispositifs utilisés pour consolider les fractures, c’est-à-dire les fixateurs externes et les 

fixateurs internes (vis, plaques d’ostéosynthèse, clous, Schéma 11).  

 

 
Schéma 11 : Infections ostéo-articulaires sur matériel (IOAM). A : infection d’une prothèse 

totale de hanche. L’arthrographie montre un large abcès péri prothétique (flèches blanches). 

B: infection après la fixation d’une fracture tibiale proximale par des fixateurs internes. La 

partie infectée a été réséquée après irrigation et débridement. Adapté de Lew et Waldvogel 

(71) et Calhoun et al. (85). 

 

 



Introduction : les infections ostéo-articulaires à Staphylococcus aureus  

32 
 

Ce type d’IOA est en constante augmentation à cause du vieillissement de la population et d’une 

demande croissante en chirurgie prothétique orthopédique. Il est estimé qu’en 2030, le nombre 

d’implantations de prothèse totale de hanche dans le monde sera de 572 000 unités par an, soit 

une augmentation de 174% par rapport aux chiffres établis en 2005 (Schéma 12). Concernant 

les prothèses totales de genou, 3,48 millions d’implantations sont envisagées en 2030, soit une 

augmentation de 643% entre 2005 et 2030 (86).  

 

 
Schéma 12 : Prévisions mondiales du nombre d’arthroplasties (hanche et genou) en 2030, 

adapté de Montanaro et al. (86). 

 

L’IOAM peut survenir lors de l’implantation du matériel. Elle peut aussi se déclarer lors d’une 

reprise de prothèse ou encore être relative à une contamination par voie hématogène, avec une 

dissémination à partir d’un foyer infectieux distant vers le dispositif médical implanté (87).  

 

2.3 Staphylococcus aureus et les bactéries responsables d’infections ostéo-

articulaires 
 

2.3.1 Les bactéries responsables d’infections ostéo-articulaires 

 

Les IOA sont des infections majoritairement bactériennes qui peuvent toucher toute la 

population, avec une variété d’origines et de sites d’infection (Schéma 13).  
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Schéma 13 : Agents bactériens impliqués dans les différents types d’IOA, adapté de Lew et 

Waldvogel (71). 

 

Le genre bactérien le plus incriminé dans les IOA est le genre Staphylococcus, principalement 

l’espèce S. aureus. Cet agent pathogène est fréquemment isolé à partir du sang ou du pus chez 

les patients atteints d’IOA hématogène (73). Il est aussi majoritairement impliqué dans les 

infections contiguës au niveau du pied chez les patients diabétiques (84).  

 

Cependant, les staphylocoques à coagulase négative sont plus souvent identifiés que S. aureus 

pour les IOAM, plus particulièrement Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) (73,86). 

D’autres types de staphylocoques à coagulase négative sont aussi régulièrement impliqués dans 

les IOAM comme par exemple Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis, 

Staphylococcus warneri et Staphylococcus capitis (Tableau 4).  
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Néanmoins, Montanaro et al. ont observé que les IOAM étaient majoritairement dues à 

S.*aureus en présence de fixateurs internes et externes (Schéma 14, (86)). 

 

 
Schéma 14 : Prévalence des 5 agents pathogènes les plus fréquents en fonction de l’origine de 

l’infection orthopédique. Evaluation à partir de 272 isolats cliniques obtenus de 242 patients 

entre 2007 et 2011. Adapté de Montanaro et al. (86). 

 

Parmi les autres agents pathogènes incriminés dans les IOA, on retrouve des bacilles aérobies 

à Gram négatif comme par exemple Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Escherichia 

coli (E. coli), Salmonella spp. ou Acinetobacter baumannii. Dans l’étude réalisée par 

Montanaro et al., les infections à P. aeruginosa et à E. coli représentent respectivement 9,2% 

et 3,0% des IOA étudiées (86). Enterococcus faecalis et Streptococcus agalactiae, des cocci à 

Gram positif font également parties des pathogènes atypiques identifiés dans les IOA (Tableau 

3).  

 

Les bactéries anaérobies peuvent aussi être responsables d’IOA. Propionibacterium sp. est 

notamment identifié dans les cas d’IOAM de l’épaule (71). 

On peut aussi noter Mycobacterium tuberculosis dans les cas d’IOA secondaires à une 

tuberculose, Kingella kingae lors d’infections chez l’enfant ou encore Aspergillus spp. ou 

Candida albicans lors d’IOA fongiques chez les patients immunodéprimés (71,73,85). 
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Tableau 4 : Etiologie des infections orthopédiques  

(souches échantillonnées entre 2007 et 2011), adapté de Montanaro et al. (86).  

 
 

2.3.2 Staphylococcus aureus 

 

S. aureus est un membre de la famille des Micrococcaceae. C’est un coccus à Gram positif qui 

s’organise sous forme de grappe. La distinction entre S. aureus et les autres staphylocoques se 

base entre autre sur un résultat  positif au test de coagulase, sur la capacité à fermenter le 

mannitol et sur une pigmentation dorée des colonies. Cet agent pathogène possède un tropisme 

ubiquitaire et peut provoquer des infections telles que des IOA, des pneumonies, des abcès 

cutanés, des toxi-infections alimentaires ou des otites (88). 

 

 

 

n % n % n %
Staphylococcus aureus 95 35,1 52 31,7 43 40,2
Staphylococcus epidermidis 81 29,9 64 39 17 15,9
Pseudomonas aeruginosa 25 9,2 10 6,1 15 14
Enterococcus faecalis 11 4,1 4 2,4 7 6,5
Staphylococcus haemolyticus 9 3,3 3 1,8 6 5,6
Escherichia coli 8 3 4 2,4 4 3,7
Staphylococcus warneri 8 3 8 4,9 0 0
Staphylococcus hominis 5 1,8 4 2,4 1 0,9
Streptococcus agalactiae 4 1,5 1 0,6 3 2,8
Proteus mirabilis 4 1,5 2 1,2 2 1,9
Staphylococcus lugdunensis 3 1,1 2 1,2 1 0,9
Acinetobacter baumannii 3 1,1 1 0,6 2 1,9
Enterobacter clocae 3 1,1 2 1,2 1 0,9
Staphylococcus capitis 3 1,1 1 0,6 2 1,9
Enterococcus faecium 2 0,7 1 0,6 1 0,9
Morganella morganii 2 0,7 2 1,2 0 0
Staphylococcus cohnii 1 0,4 1 0,6 0 0
Corynebacterium striatum 1 0,4 0 0 1 0,9
Serratia spp. 3 1,1 2ϕ 1,2 1ǂ 0,9
Total 271 164 107
ϕ Serratia marcescens et une autre espèce de Serratia non identifiée
ǂ Serratia liquefaciens
 DM : dispositifs médicaux

Tous Dispositifs médicaux Pas de dispositifs médicauxMicroorganisme
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2.3.2.1 La paroi de Staphylococcus aureus 

 

La paroi de S. aureus est composée majoritairement de peptidoglycane. Le peptidoglycane est 

constitué d’une alternance de sous-unités polysaccharidiques de N-acétylgulcosamine et 

d’acide N-acétylmuramique. Les chaines de peptidoglycanes sont liées entre elles par des 

chaines tétrapeptidiques et un pont pentaglycine spécifique de S. aureus. Le peptidoglycane 

peut avoir une activité de type endotoxine et stimuler la production de médiateurs pro-

inflammatoires par les macrophages. Les autres composants majoritaires de la paroi de 

S.*aureus sont les acides téichoïques-ribitol et l’acide lipotéichoïque. Les premiers sont liés de 

manière covalente au peptidoglycane alors que le second est ancré dans la membrane 

cytoplasmique de S. aureus via un glycolipide. Selon la souche de S. aureus étudiée, celle-ci 

peut être encapsulée. Cette capsule est de composition polysaccharidique et minimise la 

phagocytose de S. aureus (88). 

 

2.3.2.2 Les protéines de surface de S. aureus 

 

S. aureus peut adhérer à des surfaces biotiques comme les composants de la matrice 

extracellulaire et la surface des cellules, ou à des surfaces abiotiques comme des dispositifs 

médicaux. De cette phase résulte le pouvoir pathogène de S. aureus. En effet, S. aureus possède 

à sa surface un certain nombre de protéines, ancrées dans la paroi, et regroupées sous le terme 

de MSCRAMM, acronyme anglais pour « microbial surface components recognizing adhesive 

matrix molecules » (20). Parmi ces molécules, la protéine de liaison au collagène (Cna), la 

protéine de liaison à la sialoprotéine osseuse (Bbp), les protéines de liaison à la fibronectine 

(FnBP A et B), la protéine A (SpA) et le facteur d’agglutination (Clf A) présentent un intérêt 

dans les IOA (Schéma 15). 

 

Le collagène, majoritairement présent au sein de la MEO, représente un site d’adhésion de choix 

pour S. aureus. Il a été démontré que la présence de Cna à la surface de S. aureus est un 

paramètre favorisant les IOA (89). La sialoprotéine osseuse, autre composant de la MEO, est 

également une protéine cible pour l’adhésion de S. aureus via Bbp. Cette dernière a également 

été identifiée comme un facteur favorisant les IOA (90). Les FnBP permettent à S. aureus de se 

lier à la fibronectine avec une forte affinité. Au-delà du rôle de molécule d’adhérence, les FnBP 

favorisent l’internalisation de S. aureus au sein des cellules. SpA est la protéine de surface la 

mieux caractérisée de S. aureus. Elle est présente sur 90% des souches cliniques de S. aureus. 
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Elle peut être sécrétée ou bien liée au peptidoglycane. Cette protéine peut se lier aux 

immunoglobulines et inhiber ainsi l’opsonisation des bactéries par les PNN. SpA est aussi un 

ligand du récepteur du facteur nécrosant tumoral 1 (TNFR-1) et permet de stimuler la libération 

de médiateurs pro-inflammatoires lors d’interaction avec des cellules épithéliales pulmonaires 

ou des ostéoblastes (91,92). Enfin, il a été démontré que le Clf A dans un modèle murin était 

un facteur de virulence d’arthrite septique (93,94). Le Clf A est notamment identifié comme 

une protéine de liaison au fibrinogène et favorise l’agrégation plaquettaire (95). 

 

 
Schéma 15 : Structure de Staphylococcus aureus : A : protéines de surface et protéines 

sécrétées. B et C : coupes de l’enveloppe bactérienne de S. aureus. Adapté de Lowy (88). 

  

2.3.2.3 Les exotoxines sécrétées de Staphylococcus aureus 

 

S. aureus peut sécréter une grande variété d’exotoxines, notamment un groupe de composés 

polypeptidiques capables d’endommager la membrane plasmique des cellules de l’hôte.  

Parmi ces polypeptides, on identifie notamment des toxines qui forment des pores comme l’α-

hémolysine, la γ-hémolysine ou la leucocidine de Panton-Valentine. Il existe aussi la β-

hémolysine, qui avec son activité sphingomyélinase, hydrolyse la sphingomyéline, un lipide 
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présent dans la membrane des cellules de l’hôte. La β-hémolysine est responsable de l’activité 

hémolytique de S. aureus. Une troisième catégorie d’exotoxines est composée des modulines 

phénol-solubles (PSM). Ces petites molécules cytotoxiques sont classées en deux groupes : les 

PSMα qui regroupent la δ-hémolysine, les PSMα 1 à 4 ainsi que la PSM-mec et le groupe des 

PSMβ composé de la PSMβ1 et de la PSMβ2 (96). 

D’autres exotoxines peuvent être sécrétées par S. aureus notamment l’entérotoxine B (SEB) et 

la toxine du syndrome de choc toxique (TSST-1). Ces deux toxines sont des super-antigènes 

pyrogènes capables d’induire une prolifération importante de lymphocytes T et une production 

de médiateurs pro-inflammatoires (88).  

 

2.4 La réponse immunitaire lors d’une l’infection à Staphylococcus aureus  
 

Lorsque les agents pathogènes passent la barrière épithéliale et envahissent des territoires 

normalement stériles de l’organisme, ils font face aux mécanismes de défense antimicrobiens. 

Une infection peut être contrôlée soit par une réponse innée soit par une réponse adaptative.  

La réponse immunitaire adaptative reconnait les antigènes présents sur les agents pathogènes 

grâce à des récepteurs présents à la surface des lymphocytes T et B. Cependant, ce type de 

réaction met plusieurs jours à se mettre en place avant l’éradication des agents pathogènes (97).  

La réponse immunitaire innée permet quant à elle une réponse plus rapide. Ce système est 

capable de reconnaitre les bactéries et de fournir une première ligne de défense à l’hôte.  

 

La première étape est la reconnaissance du pathogène par les cellules du tissu infecté. Ce rôle 

peut être rempli par les macrophages résidents dans le tissu, les cellules épithéliales, les cellules 

endothéliales, les thrombocytes ou les cellules des tissus conjonctifs comme les fibroblastes ou 

les ostéoblastes (98). Cette reconnaissance se fait par l’intermédiaire de motifs, notamment les 

motifs moléculaires associées aux pathogènes (PAMP), détectés via des récepteurs de 

reconnaissance de pathogènes (PRR) présents sur les cellules. Lors d’une infection par 

S.*aureus, les PRR qui vont être mis en jeu sont notamment le récepteur toll-like 2 (TLR-2) et 

le TNFR-1 qui peuvent interagir respectivement avec l’acide lipotéichoïque et la protéine SpA 

présents sur la paroi de S. aureus (91,92,99). Cette interaction aboutit à la production et la 

sécrétion d’un large panel de médiateurs inflammatoires dont des cytokines et des chimiokines. 
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Les cytokines que l’on retrouve majoritairement après une infection à S. aureus sont le TNF-α, 

l’IL-1β et l’IL-6 (98,100). Elles vont permettre de stimuler les différentes cellules qui 

interviennent dans la réponse immunitaire innée. Les chimiokines quant à elles, sont de petites 

molécules capables d’initier le recrutement des leucocytes. Les chimiokines CXCL1 et CXCL8 

recrutent majoritairement les PNN alors que CCL2, CCL3 et CCL4 ont plutôt un pouvoir 

attractant vis-à-vis des monocytes et macrophages (101).  

 

Lors d’une infection à S. aureus, on observe un recrutement important de PNN (102,103). Après 

opsonisation des pathogènes, les PNN sont capables de phagocyter S. aureus pour le détruire 

(Schéma 16).  

 

 
Schéma 16 : Issues possibles lors d’une interaction entre Staphylococcus aureus et le 

polynucléaire neutrophile, adapté de Lu et al. (104). 

 

En effet, après sa phagocytose par les PNN, S. aureus est emprisonné au sein d’une vacuole et 

est dégradé par la libération de réactifs oxydants et de composés antimicrobiens (105). Une fois 

la lyse des pathogènes réalisée, les PNN entrent en apoptose. Néanmoins après phagocytose, 

certains S. aureus  peuvent s’échapper du phagosome et ainsi éviter la lyse. Selon la souche de 
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S. aureus, ceci peut, d’une part, aboutir à la lyse du PNN, favorisant la libération de S. aureus 

mais aussi la libération du contenu lysosomal, susceptible d’induire un effet néfaste sur 

l’environnement tissulaire (104,106). D’autre part, S. aureus peut aussi persister au sein des 

PNN. Ceci va lui permettre d’être véhiculé dans tout l’organisme via la circulation sanguine 

puis d’être libéré à distance du foyer primaire. Dans ce cas, le PNN agit comme un cheval de 

Troie pour S. aureus (107). Pour éliminer S. aureus, le PNN est aussi capable de déployer des 

pièges extracellulaires (NET) composé en partie d’ADN. Ce mécanisme, appelé « NETosis », 

permet l’immobilisation et la dégradation de S. aureus mais le déploiement du NET entraine 

un effet cytolytique sur le PNN (108). Toutefois, ce mécanisme n’est pas encore totalement 

élucidé (106). 

 

Les cellules de la lignée monocytaire sont les autres cellules primordiales de la réponse 

immunitaire innée. Elles remplissent trois rôles : comme précisé précédemment, les monocytes 

circulants ou les macrophages tissulaires peuvent produire des cytokines et chimiokines en 

réponse à la présence de S. aureus afin d’induire le recrutement des PNN, respectivement dans 

la circulation sanguine et dans le tissu infecté (101). Les macrophages peuvent également 

phagocyter les PNN apoptotiques après qu’ils aient eux-mêmes phagocytés S. aureus. Ce 

phénomène s’appelle l’efférocytose et marque la résolution de l’infection (106). Enfin, les 

macrophages peuvent directement phagocyter S. aureus même si ce phénomène est moins 

étudié que la phagocytose par les PNN (109). Toutefois, comme observé précédemment pour 

les PNN, S. aureus est capable de persister au sein des macrophages sans qu’ils ne soient lysés 

pour être véhiculés dans l’organisme (110). 

 

2.5 Persistance intracellulaire et chronicité des infections osseuses à 

Staphylococcus aureus 
 

Une des caractéristiques de S. aureus est sa capacité à développer une infection chronique. D’un 

point de vue clinique, les IOA peuvent être définies selon le degré de persistance de l’infection. 

Les IOA aiguës évoluent sur plusieurs jours ou plusieurs semaines alors que les IOA chroniques 

évoluent sur plusieurs mois ou plusieurs années (71). Au niveau systémique, les IOA 

chroniques sont caractérisées par la présence de plages de nécrose osseuse appelées 

« séquestres » (Schéma 17).  
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Schéma 17 : Les étapes de progression d’une infection ostéo-articulaire chronique, adapté de 

Lew et Waldvogel (71). 

 

Les séquestres sont de petits fragments osseux avascularisés et isolés du tissu dont ils sont issus. 

Cette absence de lien avec le tissu et la circulation sanguine générale crée une sorte de 

sanctuaire protégeant les microorganismes qui le colonisent contre les cellules du système 

immunitaire et les antibiotiques (111). 

Dans les cas d’IOA chroniques non traitées, les séquestres peuvent avoir deux destins selon leur 

taille : soit les séquestres de petite taille peuvent être résorbés par un tissu de granulation formé 

en réponse à l’inflammation, soit une néoformation osseuse va confiner l’extension du séquestre 

si sa taille est trop importante. Cette néoformation d’os, appelée involucre, permet de maintenir 

la stabilité mécanique lors de la phase de réparation osseuse. La vascularisation inadéquate suite 

à la néoformation va favoriser la conservation des séquestres au niveau osseux et le 

développement de pathologies associées. Le séquestre peut aussi s’étendre au niveau de la 

corticale osseuse et créer une fistule par effraction de la peau (79). A noter que lorsque le foyer 

infectieux est proche d’une articulation, l’infection peut se propager au cartilage et favoriser le 

développement d’une arthrite septique (71). 

 

Au niveau cellulaire, le développement de la chronicité est lié à la capacité de persistance de 

S.*aureus au sein des cellules. Traditionnellement considéré comme un pathogène 

extracellulaire, il est maintenant reconnu que S. aureus est capable d’envahir les cellules et de 



Revue de la littérature : Staphylococcus versus l’ostéoblaste  

42 
 

persister au niveau intracellulaire (112). Ce phénomène est observable dans les cellules 

phagocytaires professionnelles mais aussi dans les cellules non phagocytaires professionnelles 

comme par exemple les cellules épithéliales, les cellules endothéliales ou les ostéoblastes (113–

115). 

Dans le contexte des IOA, l’internalisation de S. aureus au sein des ostéoblastes, mais aussi des 

ostéocytes, favorise la chronicité des infections (116). Les bactéries intracellulaires sont ainsi 

protégées des cellules immunes et des antibiotiques. Elles peuvent persister au sein du tissu 

osseux et altérer à long terme l’homéostasie osseuse et la réparation tissulaire (117).  

 

2.6 Staphylococcus aureus versus l’ostéoblaste, interaction et conséquences : 

état de l’art 
 

Tel qu’exposé dans la première partie de cette introduction, les principales cellules osseuses, 

nommées ostéoblastes et ostéoclastes, interagissent et œuvrent de façon concertée afin d’assurer 

une formation et une résorption équilibrées de la MEO. Néanmoins, cette homéostasie peut être, 

en partie, altérée lors des IOA à S. aureus, notamment via l’induction de plusieurs types de 

réponse par les ostéoblastes.  

 

En effet, lors d’une infection à S. aureus, suite à l’adhérence et/ou l’internalisation de S. aureus, 

les ostéoblastes sont capables d’augmenter leur production de chimiokines, de cytokines et de 

facteurs de croissance, suggérant que les ostéoblastes pourraient participer aux réponses 

immunitaires innée et adaptative lors d’une IOA. S. aureus est aussi capable de réduire l’activité 

et la viabilité des ostéoblastes, en induisant des mécanismes dépendants et indépendants de 

l’apoptose. De plus, l’interaction étroite entre les ostéoblastes et les ostéoclastes est aussi 

modulée lors d’une infection à S. aureus, favorisant une résorption ostéoclastique accrue. 

 

Cette revue, publiée dans Frontiers in cellular and infection microbiology, a pour but de fournir 

un état de l’art de l’interaction entre S. aureus et l’ostéoblaste tout en discutant l’impact des 

traitements antibiotiques et l’utilisation de peptides antimicrobiens. 
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3 LES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES 
 
Actuellement, la greffe osseuse autologue représente le « gold standard » pour la réparation 

osseuse, suite au débridement d’une IOA par exemple. Cependant, cette approche regroupe de 

nombreux inconvénients notamment une morbidité du site donneur, une disponibilité limitée 

de tissu à greffer et une qualité d’os insuffisante dans le cas des patients atteints d’ostéoporose. 

Pour pallier à ces problèmes, des allogreffes et xénogreffes peuvent être entreprises avec ici 

encore des risques non négligeables de rejet et/ou transmission de maladies (118). 

Aussi, l’ingénierie tissulaire osseuse (ITO) a donc été développée comme une alternative 

potentielle pour contourner les inconvénients liés aux greffes. En général, l’ITO implique 

l’utilisation de biomatériaux associés à des MSC. Ces cellules multipotentes possèdent la 

capacité de se différencier en plusieurs types de cellules, notamment en ostéoblastes. De ce fait, 

elles représentent un outil intéressant dans la réparation du tissu osseux (119). De plus, les MSC 

possèdent des propriétés immuno-modulatrices et sont donc capables de prendre part aux 

processus antimicrobiens et inflammatoires en réponse à une infection bactérienne (120,121). 

Cette double compétence, régénération et immuno-modulation, apparait comme intéressante 

dans un contexte de réparation osseuse en site infecté. 

 

3.1 Généralités sur les cellules souches mésenchymateuses 
 

3.1.1 Définition des cellules souches mésenchymateuses 

 

Les MSC sont des cellules non hématopoïétiques isolées pour la première fois par Friedenstein 

à partir de la moelle osseuse où elles représentent environ 0,001 à 0,01 % des cellules nucléées 

(122). In vitro, les MSC sont qualifiées d’unités fibroblastiques formant des colonies (CFU-F) 

en lien avec leur morphologie similaire aux fibroblastes et de leur organisation en foyers 

cellulaires in vitro (120). Il est désormais reconnu que les MSC se trouvent dans tous les tissus 

de soutien. Actuellement, à des fins de recherche ou de thérapie, les sources de MSC les plus 

communément utilisées sont la moelle osseuse, le tissu adipeux et les tissus périnataux 

(118,123,124). 
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Face à la multiplication des sources et au scepticisme de certains chercheurs à considérer les 

MSC comme des cellules souches, l’ISCT (International Society for Cellular Therapy) a établi 

un consensus en 2006 (118,120,123).  

 

Ce consensus définit les MSC comme des cellules stromales multipotentes sur la base des 

critères suivants (Schéma 18) :  

- Capacité d’adhésion au plastique et le pouvoir d’auto-renouvèlement in vitro. 

- Marquage positif pour les marqueurs CD73, CD90 et CD105 et un marquage négatif 

pour CD11b ou CD14, CD19 ou CD79a, CD34, CD45 et HLA-DR (MHC II humain). 

- Capacité de différentiation adipocytaire, chondrocytaire ou ostéoblastique. 

 

 
Schéma 18 : Critères de définition des MSC, adaptée de Le Blanc and Mougiakakos (120). 
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Dans un cadre clinique, l’utilisation des MSC de la moelle osseuse du patient est considérée 

comme le « gold standard ». Leur isolement est majoritairement réalisé par prélèvement au 

niveau de la crête iliaque, une méthode invasive et douloureuse. Toujours pour une utilisation 

clinique, il est possible de prélever les MSC du tissu adipeux par liposuccion.  

Une autre alternative, bien plus prometteuse, consiste en l’isolement de MSC à partir des tissus 

périnataux. La récupération de MSC à partir de ces tissus représente alors un moyen sûr et non 

invasif d’obtenir des MSC à potentiel thérapeutique. 

 

3.1.2 Les cellules souches dérivées des tissus périnataux 

 

3.1.2.1 Définition et intérêt des cellules souches dérivées des tissus périnataux 

 

Au-delà de la moelle osseuse et du tissu adipeux, les MSC peuvent aussi être isolées des tissus 

périnataux. Le terme périnatal désigne la période s’étendant à la 20ème semaine de gestation 

jusqu’aux 28 premiers jours de vie (125). Les tissus permettent le développement fœtal, tels 

que le liquide amniotique, la membrane amniotique, le placenta et le cordon ombilical, sont 

typiquement considérés comme des déchets une fois l’accouchement passé (126). Cependant 

en France, depuis la révision  de la loi bioéthique de 2011, ces tissus ne sont plus assimilés 

médicalement à des « déchets opératoires » mais sont désormais reconnus comme des réservoirs 

précieux de cellules pour les thérapies sanguines et régénératives (127). 

 

Les MSC périnatales ne sont ni des cellules souches embryonnaires ni des MSC adultes. Elles 

forment une alternative à ces 2 types cellulaires qui possèdent tous deux des défauts 

intrinsèques. Les cellules souches embryonnaires sont issues de la masse interne du blastocyste 

et sont des cellules pluripotentes. Le principal frein à leur utilisation est la formation de 

tératomes après leur transplantation (128). De plus, l’utilisation de cellules souches 

embryonnaires est controversée dans un certain nombre de pays.  

Les MSC adultes sont des cellules multipotentes isolées à partir de tissus postnataux. Elles 

possèdent de ce fait un potentiel de prolifération plus limité, sont plus rares in vivo et difficiles 

à amplifier ex vivo. Enfin, l’obtention de MSC adultes nécessite une intervention invasive créant 

un risque non négligeable pour le patient (125).  
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Face à ces limitations, l’utilisation de MSC issues des tissus périnataux semble être une 

alternative intéressante. Contrairement aux cellules souches embryonnaires, ces MSC sont 

immunotolérées et ne développent pas de tératomes lors d’une transplantation. Une récente 

étude clinique portant sur le traitement de l’infarctus aigu a notamment démontré que l’injection 

intra-coronaire de MSC dérivées du cordon ombilical améliorait la viabilité du myocarde et la 

fonction cardiaque sans induire de réaction inflammatoire (129,130).  

 

3.1.2.2 Les cellules souches dérivées de la gelée de Wharton 

 

Les MSC peuvent être isolées à partir de plusieurs compartiments du cordon ombilical. Elles 

peuvent être obtenues à partir du sang de cordon, de la zone péri-vasculaire ou encore à partir 

de la gelée de Wharton (WJ), le tissu de soutien contenu au sein du cordon ombilical (131).  

Les WJ-MSC sont des cellules multipotentes, elles possèdent à leur surface les marqueurs 

spécifiques des MSC et expriment quelques marqueurs de pluripotence (123,132). Les WJ-

MSC se différencient plus lentement en adipocytes, ont un temps de doublement plus rapide et 

un nombre de passage en culture in vitro avant la sénescence plus grand en comparaison aux 

MSC de la moelle osseuse (125). De plus, les WJ-MSC peuvent être isolées dans 100% des 

échantillons, jusqu’à 48 h après l’accouchement (131).  

 

Cependant il reste une limite à l’utilisation clinique des WJ-MSC qui est l’absence de procédure 

standardisée pour leur isolement et leur amplification (126). 

 

3.2 Utilisation des cellules souches mésenchymateuses en ingénierie 

tissulaire osseuse 
 

Dans le cadre de la réparation du tissu osseux, l’ITO représente une alternative intéressante aux 

greffes. Cette pratique repose en partie sur l’utilisation de MSC associées à un biomatériau 

ostéoconducteur voire ostéoinducteur (118). L’utilisation de MSC est déjà entrée dans la 

pratique clinique, que ce soit pour la réparation de défauts cranio-maxillo-faciaux ou 

orthopédiques (133–135). 
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3.2.1 Principes de l’ingénierie tissulaire osseuse 

 

Le « Diamond concept » définit les quatre critères nécessaires à la réussite d’une réparation 

d’un défaut osseux par ITO (Schéma 19, (119,136)) : 

- La présence de cellules à potentiel ostéogénique comme des MSC. 

- L’ajout de facteurs de croissance comme par exemple les BMP-2 et BMP-7 largement 

utilisées en ITO. 

- L’élaboration d’un biomatériau ostéoconducteur qui favorise le développement des 

MSC. En ITO, les biomatériaux sont majoritairement composés de biocéramiques 

phosphocalciques comme par exemple l’hydroxyapatite et/ou de polymères comme le 

chitosane ou le polycaprolactone. 

- L’assurance d’une stabilité mécanique pour le produit d’ITO. Dans le cas d’un défaut 

osseux important, la stabilité mécanique peut être assurée via l’utilisation de fixateurs 

internes et externes qui maintiennent l’alignement et favorisent l’intégration du 

dispositif. 

 

 
Schéma 19 : Le concept du diamant, adapté de Giannoudis et al. (136) 

 

3.2.2 Exemple d’approche clinique pour la réparation cranio-maxillo-faciale 

 

Dans ce type d’approche,  des MSC autologues issues de la moelle osseuse (135) ou du tissu 

adipeux (134) sont couplées à des facteurs de croissance type BMP et des composés minéraux 

type hydroxyapatite. Dans l’étude de Warnke et al., les éléments précédents sont introduits dans 
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un hydrogel de collagène de type I bovin (135). L’ensemble est par la suite associé à une 

armature en titane de forme identique à la zone à combler. Puis, ce produit d’ITO est implanté 

in vivo au niveau d’un muscle squelettique comme le latissimus dorsi (Schéma 20). Cette 

implantation dans une zone ectopique permet la vascularisation de la structure. Le patient est 

alors son propre bioréacteur. Une fois vascularisé, le dispositif est extrait du muscle et implanté 

dans la zone osseuse défectueuse (118). Dans l’étude de Mesimäki et al., il est rapporté que 

quatre mois après l’implantation du produit d’ITO, l’os néoformé a acquis une intégrité 

structurale suffisante pour supporter l’installation d’implants dentaires (134). 

 

 

Schéma 20 : Approche clinique généralisée basée sur l’utilisation des cellules souches 

mésenchymateuses pour la  régénération des défauts crânio-maxillo-faciaux importants, 

adapté de Grayson et al. (118). 
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3.2.2.1 Approche clinique pour la réparation osseuse orthopédique 

 

Les défauts osseux orthopédiques sont un défi thérapeutique. Contrairement à la réparation 

crânio-maxillo-faciale, la stabilité mécanique du dispositif est primordiale au regard des 

contraintes liées à l’activité locomotrice. Le principe consiste à aspirer un échantillon de la 

moelle osseuse du patient receveur et à le réinjecter au niveau de la fracture. Le prélèvement 

peut, d’une part, être concentré et/ou amplifié afin d’augmenter la densité cellulaire et, d’autre 

part, être combiné à un biomatériau avant d’être implanté au niveau de la fracture (Schéma 21, 

(137,138)).  

 

 
Schéma 21 : Principe du bioréacteur qui permet la culture de MSC sur des biomatériaux 

avant leur implantation, adapté de Rosset et al. (137) 

 

Dans le cas d’une fracture au niveau du tibia, l’injection d’un dispositif d’ITO composé de MSC 

autologues de la moelle osseuse, d’un concentré de plaquettes issu du sang périphérique, de 

facteurs de croissance et d’une allogreffe osseuse déminéralisée, a permis de réduire le temps 

de cicatrisation de 3 mois à 1 mois et demi. L’injection en sous-cutané de ce produit d’ingénierie 

à des souris immunodéprimées a aussi permis une formation d’os ectopique. Cependant les 

auteurs ont été dans l’impossibilité de déterminer l’origine de l’os nouvellement formé in vivo. 

Le rôle précis des MSC dans ce processus reste donc incertain (118,139).  

Dans le cas d’un traitement de défauts osseux importants, Quarto et al. ont été les premiers à 

rapporter l’utilisation de MSC dérivées de la moelle osseuse. Des MSC amplifiées in vitro ont 

été combinées à des pièces d’hydroxyapatite in situ pour combler des défauts de 4 à 7 cm. Ils 
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ont traités avec succès 3 patients avec des défauts au niveau du tibia, de l’humérus et du cubitus 

(133,137). Le suivi régulier de ces cicatrisations osseuses a été réalisé par radiographie et 

tomodensitométrie puis rapporté dans une nouvelle étude publiée quelques années après (140). 

 

Toutefois, des études sont encore nécessaires avant que l’ITO ne devienne une routine clinique. 

Des innovations sont encore à apporter afin de maximiser la rétention des cellules et leur 

viabilité au sein du biomatériau, la formation du réseau vasculaire ou encore la capacité de 

différenciation ostéoblastique (118). 

 

3.3 Cellules souches mésenchymateuses et infection bactérienne 
 

Au-delà de leur potentiel pour la réparation tissulaire, les MSC sont de plus en plus étudiées 

pour la lutte contre les infections bactériennes (121,141). D’une part, les MSC peuvent interagir 

directement avec les bactéries et participer aux phénomènes de défense par la production de 

peptides antimicrobiens comme le LL-37 (142). D’autre part, les MSC minimiseraient 

l’exacerbation inflammatoire liée à l’infection (143).  

 

3.3.1 Interaction entre les cellules souches mésenchymateuses et les bactéries 

 

L’adhérence et l’internalisation de bactéries par les MSC est un phénomène qui a été observé 

pour différents types tels que S. aureus, Streptococcus pneumoniae, E. coli ou les bactéries 

pathogènes de la cavité bucco-dentaire (144,145). A la suite de l’internalisation, la question du 

devenir des bactéries intracellulaires au sein des MSC est posée. Gorbunov et al. ont décrit une 

lyse des bactéries au niveau intracellulaire lors d’interactions in vitro entre des MSC murines 

et S. epidermidis (146). 

Les bactéries peuvent également diminuer la viabilité des MSC in vitro. Ce phénomène a 

notamment été observé lors d’infection par S. aureus, S. epidermidis et P. aeruginosa 

(146,147).  

Les bactéries peuvent aussi influencer la prolifération et la différenciation des MSC in vitro 

(145,148). Cependant, les résultats des quelques études sur le sujet sont contradictoires. Une 

première étude a montré que la stimulation de MSC de la moelle osseuse par des surnageants 

issus de cultures de S. aureus et S. epidermidis favorisait une diminution de la prolifération 

(148). A l’opposé, une seconde étude a démontré que la stimulation de MSC issues du tissu 
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adipeux par E. coli inactivé à la chaleur favorisait la prolifération cellulaire ainsi qu’une 

différenciation ostéoblastique mais réduirait la différenciation adipocytaire. Dans la même 

étude, une stimulation des MSC par des bactéries à Gram positif inactivées à la chaleur 

favoriserait également la prolifération et minimise la différentiation adipocytaire (145).  

 

Dans le cadre d’une infection bactérienne, les MSC peuvent aussi se défendre via la sécrétion 

de peptides antimicrobiens. Krasnodembskaya et al. ont observé que des MSC dérivées de la 

moelle osseuse sont capables de sécréter du LL-37, une molécule qui minimise la croissance de 

S. aureus, P. aeruginosa et E. coli (142). Cette sécrétion de LL-37 a aussi été observée dans 

d’autres études (149,150).  

 

3.3.2 Rôle des cellules souches mésenchymateuses dans la réponse inflammatoire aux 

infections bactériennes 

 

La majorité des résultats concernant l’effet bénéfique des MSC lors d’une infection bactérienne 

ont été obtenus grâce à des modèles in vivo de sepsis d’origine polymicrobienne ou d’infections 

pulmonaires causées par E. coli. Peu d’études se sont intéressées aux infections à S. aureus. 

Cependant, les résultats de ces études convergent tous vers le fait que l’effet bénéfique observé 

serait majoritairement dû à l’interaction entre les MSC et les cellules immunes, favorisant une 

augmentation de la clairance bactérienne et une réduction du phénomène inflammatoire 

(121,141). 

 

En réponse à un stimulus bactérien, les MSC sont capables de produire une importante variété 

de molécules inflammatoires comme par exemple les cytokines et les chimiokines 

(144,149,150). Elles produisent aussi du monoxyde d’azote (NO), de la prostaglandine E2 

(PGE2) via l’activité de la cyclo-oxygénase 2 (COX2), ou de la kynurénine (KYN) via l’activité 

indoleamine 2,3-dioxygénase (120,151,152). La production de ces différents médiateurs leur 

permet d’interagir avec les cellules immunes, comme par exemple les PNN et les macrophages 

(153). 

 

L’une des premières observations dans le domaine fut que les MSC de la moelle osseuse 

pouvaient inhiber la prolifération des lymphocytes T (154). Par la suite, il a été observé que les 

MSC avaient la capacité d’orienter la polarisation des macrophages, des cellules dendritiques 

et des lymphocytes vers un profil à tendance anti-inflammatoire (143,151,155).  
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En effet, les MSC provoquent une diminution de la sécrétion de TNF-α par les cellules 

dendritiques matures conventionnelles CD1+ alors qu’elles favorisent la production d’IL-10 par 

les cellules dendritiques plasmocytoïdes (151).  

De plus, l’induction d’un profil anti-inflammatoire par les MSC est aussi visible avec les 

lymphocytes T. Les MSC favorisent la diminution de la production d’IFN-γ pro-inflammatoire 

par les Th1 alors qu’elles provoquent une augmentation de la sécrétion d’IL-4 anti-

inflammatoire en co-culture avec des lymphocytes Th2. Elles provoquent aussi l’augmentation 

du nombre de lymphocyte T régulateurs, la diminution de production d’IFN-γ par les cellules 

NK (natural killer) et l’inhibition de la différentiation des lymphocytes Th17 (151,155–157).  

 

Les macrophages peuvent être classiquement polarisés par leur microenvironnement en 

macrophages activés M1 ou de manière plus alternative en macrophages activés M2. Cette 

dichotomie est simplifiée en relation avec le classement des lymphocytes en Th1 et Th2. Les 

molécules sécrétées par les lymphocytes Th1 favoriseraient un type d’activation (M1) alors que 

celles produites par les lymphocytes Th2 favoriseraient l’activation des macrophages M2 (158). 

De manière simple, les macrophages M1 sont considérés comme pro-inflammatoires et comme 

possédant une activité antimicrobienne. Il est attribué aux macrophages M2 des propriétés de 

résolution de l’inflammation et de réparation tissulaire, via la sécrétion d’IL-10, de facteurs 

trophiques ou par l’élimination des cellules apoptotiques (120,159). 

 

Les MSC sont capables de recruter des macrophages sur un site inflammatoire en sécrétant 

différentes chimiokines comme le CCL3, le CCL12 ou le CXCL2 (Schéma 22, (160)). Elles 

influencent la formation de macrophages M2 et minimisent la formation de macrophages M1 

pro-inflammatoires. Cette activité serait notamment liée à la PGE2 et à la KYN dont la sécrétion 

par les MSC peut être stimulée par le LPS, le TNF-α ou l’IFN-γ (120,161,162).  

 

En 2009, Nemeth et al. ont démontré l’effet positif des MSC dans un modèle de sepsis murin 

(143). Cet effet est dû à la production de PGE2 par les MSC. La PGE2 stimule les récepteurs 

EP2 et EP4 des macrophages qui produisent à leur tour de l’IL-10. L’IL-10 a pour effet de 

réduire la migration des neutrophiles et les dommages oxydatifs qui en sont dépendants. 

L’observation d’une diminution des concentrations sériques des médiateurs pro-inflammatoires 

IL-6 et TNF-α a confirmé cet effet anti-inflammatoire (143). Les MSC minimisent aussi 

l’activité des macrophages M1 notamment via la production de TSG6 (TNF-stimulated gene 6 

protein), une molécule qui peut interférer avec la voie de signalisation TLR2 / NF-κB (163). 
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Récemment, Seebach et al. ont démontré que les MSC pourraient être responsable du 

recrutement de macrophages M1 dans la phase précoce de la réparation tissulaire après 

l’implantation d’un dispositif d’ITO (164). 

 

 
Schéma 22 : Les MSC et les cellules phagocytaires interagissent de manière étroite pendant 

les réponses inflammatoires, adapté de Le Blanc and Mougiakakos (120). 

 

Les MSC tissulaires sont aussi capables de recruter directement les neutrophiles, d’accroître 

leurs propriétés pro-inflammatoires et leur durée de vie (165). Elles peuvent notamment 

protéger les neutrophiles de l’apoptose en produisant de l’IL-6 (166). Ceci permet d’augmenter 

les propriétés antibactériennes des neutrophiles et de favoriser une meilleure réponse contre une 

potentielle attaque bactérienne (167).  

 

Les MSC seraient donc capables de favoriser la défense antimicrobienne par un effet bénéfique 

sur les neutrophiles, d’induire la réparation tissulaire et de favoriser la résolution de 

l’inflammation en interagissant avec les macrophages. Néanmoins, il est important de garder à 

l’esprit que les propriétés immunomodulatrices et la capacité de réponse des MSC peuvent 

varier en fonction de leur source (168–170). De plus, Waterman et al. ont apporté une nouvelle 

pierre à l’édifice en décrivant la capacité de polarisation des MSC. Suite à une stimulation 

spécifique des TLR, les MSC peuvent évoluer vers un profil plutôt pro-inflammatoire MSC1 

ou au contraire vers un profil à tendance anti-inflammatoire MSC2 (171). 
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3.3.3 Approche in vivo dans le traitement des infections à Staphylococcus aureus par les 

cellules souches mésenchymateuses. 

 

A notre connaissance, seules trois études in vivo sont actuellement disponibles concernant le 

rôle des MSC lors d’une infection par S. aureus. 

  

Kim et al. ont élaboré un modèle murin de syndrome de choc toxique causé par l’entérotoxine 

B de S. aureus. Dans ce cas, l’injection de MSC permet de minimiser les concentrations sériques 

des médiateurs pro-inflammatoires IL-2, IL-6 et TNF-α mais pas celle de l’IFN-γ. Néanmoins, 

l’apport de MSC ne permet pas d’augmenter le taux de survie dans ce modèle de syndrome de 

choc toxique fatal (172).  

Une autre étude de Yuan et al. a montré des effets similaires dans un modèle de rat mimant une 

infection par un biofilm de S. aureus résistant à la méthicilline, à savoir une réduction de 

l’infection bactérienne et de l’expression des médiateurs inflammatoires (173). Cependant, le 

taux de survie à l’infection et le potentiel fatal de celle-ci ne sont pas évoqués dans l’article. 

 

Dans le cadre d’utilisation de MSC pour la réparation osseuse dans un site infecté par S. aureus, 

l’unique étude disponible actuellement a mis en évidence que l’apport de MSC stimulait 

l’infection. Dans ce modèle animal, les MSC favorisent la destruction osseuse et la formation 

d’un abcès. De multiples raisons sont envisagées pour expliquer cet effet néfaste : la capacité 

d’internalisation de S. aureus au sein des MSC, formant une niche protectrice ; la nécrose des 

MSC et le relargage de substances toxiques favorisant la destruction des tissus ; la modulation 

des molécules inflammatoires déstabilisant le système immunitaire ; une augmentation du 

nombre de monocytes circulants, futurs précurseurs de macrophages et/ou d’ostéoclastes. Les 

auteurs précisent aussi que l’expression de LL-37 n’est pas augmentée en présence de S. aureus 

(174). 

 

Contrairement à ce qui a pu être rapporté pour le sepsis ou les infections pulmonaires, la 

présence de MSC dans le cadre d’une IOAM à S. aureus ne semble pas être bénéfique. Le 

traitement de l’infection bactérienne au préalable apparait comme une étape nécessaire avant 

l’implantation d’un dispositif d’ITO. Néanmoins, ces résultats sont basés sur la seule étude 

disponible sur le sujet. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 
 

Les IOA sont des maladies infectieuses entrainant une destruction du tissu osseux dans un 

environnement inflammatoire. Ces infections sont majoritairement d’origine bactérienne et 

S.*aureus est fréquemment impliqué. Au cours d’une IOA, S. aureus interagit avec les cellules 

formatrices d’os. Il est capable d’adhérer à ces cellules, d’y être internalisé, d’induire une 

mortalité cellulaire et de favoriser la production de médiateurs pro-inflammatoires et de 

modulateurs ostéoclastogéniques. La littérature fait aussi état de la capacité de S.*aureus à 

réduire la différenciation et la maturation des cellules osseuses, notamment de réduire des 

marqueurs spécifiques de l’ostéogénèse. Cependant, l’effet de la maturation cellulaire sur le 

comportement des cellules osseuses lors d’une infection à S. aureus reste encore peu étudié. 

 

Nous avons donc souhaité évaluer si la maturation des cellules osseuses pouvait influer sur leur 

capacité de réponse face à S. aureus. 

 

Dans un premier temps, des interactions entre S. aureus et des cellules osseuses humaines 

primaires (hpBCs) ont été réalisées dans deux modèles d’infection in vitro. Nous avons pu 

observer si l’internalisation de S. aureus, la mortalité cellulaire, la production de médiateurs 

pro-inflammatoires et de modulateurs ostéoclastogéniques étaient influencés par l’état de 

maturation de ces cellules, à savoir une population de cellules osseuses hétérogènes et peu 

matures et une population de cellules plus orientées vers la maturation ostéoblastique 

 

Dans un second temps, nous avons étudié l’impact de S. aureus sur des cellules souches 

mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton dans un modèle d’infection précoce in vitro. 

Le but de cette seconde étude était d’étudier le comportement de cellules indifférenciées, à fort 

potentiel ostéogénique, face à S. aureus. Ceci nous a permis d’enrichir nos résultats concernant 

l’impact de la différenciation et de la maturation cellulaire en contexte infectieux mais aussi de 

recueillir des premières informations utiles dans le domaine de la régénération osseuse en site 

infecté. 
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RESULTATS 
 

1ere partie : impact de la maturation de cellules osseuses 

primaires sur leur comportement dans des modèles 

d’infection à Staphylococcus aureus aiguë et persistante  
 

Le remodelage osseux est un mécanisme constant qui implique deux populations cellulaires, 

les ostéoblastes et les ostéoclastes. Alors que les ostéoclastes ont pour rôle de dégrader la MEO, 

le rôle des ostéoblastes est de former cette matrice. Issues de la différenciation des MSC, les 

hpBCs se différencient selon plusieurs étapes afin d’aboutir au stade d’ostéoblastes matures. 

Selon l’étape de différenciation, les cellules ont des rôles spécifiques. La synthèse des protéines 

de la MEO est par exemple réalisée par les cellules faiblement différenciées alors que la 

minéralisation de la matrice est exécutée par les ostéoblastes matures.  

Au-delà de leur rôle dans la formation et l’homéostasie du tissu osseux, les hpBCs possèdent 

des fonctions supplémentaires notamment dans les cas d’IOA. 

 

Les IOA sont des infections graves qui peuvent laisser des séquelles et provoquer la mort du 

patient si elles ne sont pas traitées. S. aureus est fréquemment responsable des IOA et des 

IOAM. Longtemps considérée comme une bactérie strictement extracellulaire, il est maintenant 

reconnu que celle-ci peut être internalisée par les cellules phagocytaires non professionnelles. 

Ce phénomène a notamment été observé pour les cellules épithéliales pulmonaires, les cellules 

endothéliales et les ostéoblastes. La littérature rapporte que l’interaction entre S. aureus et les 

ostéoblastes conduit à trois grands types de réponses néfastes : la mort des ostéoblastes, la 

production de médiateurs pro-inflammatoires par les ostéoblastes et une augmentation de la 

formation d’ostéoclastes via une sécrétion accrue de RANKL par les ostéoblastes infectés. 

 

Le but de cette étude a été d’évaluer si l’état de maturation cellulaire peut influencer 

l’interaction entre des hpBCs et S. aureus. Pour cela, nous avons cultivé les hpBCs dans un 

milieu de culture standard, pour conserver une population cellulaire hétérogène, et dans un 

milieu de culture ostéogénique spécifique, pour obtenir une population de hpBCs 

majoritairement composée de cellules exprimant les marqueurs de la maturation ostéoblastique. 
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Ensuite, deux modèles d’infection avec S. aureus ont été utilisés afin de mimer le début d’une 

infection aiguë et une infection persistante des ostéoblastes. 

 

Les résultats de cette étude ont montré une différence de maturation effective entre les deux 

populations de hpBCs. De plus, nous avons pu observer que même si l’internalisation et la 

cytotoxicité n’étaient pas influencées par la maturation cellulaire, l’expression des ARNm de 

cytokines et de chimiokines par les hpBCs infectées était influencée par l’état de maturation 

des cellules. 

 

Par ces résultats, notre étude suggère que l’état de maturation est un critère à prendre en compte 

dans le développement de thérapies cellulaires pour la régénération en site infecté. 
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ABSTRACT 

 

On one hand, Staphylococcus aureus (S. aureus) is known as one of the most incriminated 

pathogens in bacterial infection such as skin abscess, pneumonia, endocarditis, osteomyelitis or 

implant-associated infection. On the other hand, bone homeostasis is altered during infections 

by S. aureus through the induction of various responses from the osteoblasts, which are the 

bone forming cells responsible for extracellular matrix synthesis and its mineralization. 

Nevertheless despite the well described heterogeneity of osteoblasts due to their different stage 

of maturation, the impact of the maturation on their responses towards bacteria remains unclear. 

Here we describe the impact of human primary bone-forming cells maturation on their behavior 

after interaction with S. aureus in an acute and a persistent model of interaction. Herein, we 
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observed that osteoblast maturation did not influence nor the internalization and survival of S. 

aureus inside hpBCs neither the cell death related to the infection. Studying the expression of 

chemokines, cytokines and osteoclastogenic regulators by hpBCs, we observed different 

profiles of chemokines expression as a function of osteoblast maturation. Nevertheless, we did 

not notice any statistical variation of relative proteins release by both SM- and OM-hpBCs in 

the presence of S. aureus compared to the non-infected counterparts. 

Our findings support that osteoblast maturation did not impact the behavior of hpBCs infected 

with S. aureus and also suggested that the role of osteoblasts / hpBCs may not be pivotal in the 

inflammatory response in osteomyelitis.  

 
INTRODUCTION 

 

Bone remodeling is a constant natural mechanism involving the coordinated effort of two major 

cell populations, osteoblasts and osteoclasts. The role of osteoblasts is to form bone matrix at 

the opposite of osteoclasts which resorb bone. Originally coming from pluripotent 

mesenchymal stem cells, bone-forming cells differentiate following several states towards 

osteoblast and through maturation and terminal differentiation towards mature osteoblast 

(Aubin, 2001). Specific features are attributed to each steps of osteoblastic lineage: synthesis 

of extracellular matrix is mainly realized by pre-osteoblasts and immature osteoblasts whereas 

mature osteoblasts are more involved in the mineralization of the extracellular matrix (Komori, 

2006). Several markers of osteoblast development are expressed during the osteoblast 

maturation. These include alkaline phosphatase, type I collagen and osteopontin that are 

important for the control of bone matrix deposition and mineralization. At the end of the 

maturation process, osteoblasts also produce regulators of matrix mineralization such as 

osteocalcin and bone sialoprotein (Marie, 2008). In in vitro culture models, osteoblast 

differentiation and maturation are mainly realized thanks to the use of specific osteogenic 

medium containing ascorbic acid, β-glycerophosphate and dexamethasone (Brauer et al., 2016). 

Although the pivotal roles of osteoblasts are extracellular matrix synthesis, mineralization of 

the bone matrix and regulation of the bone resorbing activity of osteoclasts, there are growing 

evidences that osteoblasts have additional functions notably in case of osteomyelitis (Lisignoli 

et al., 2002).  

Osteomyelitis are damaging bone infections, that can lead to sequelae and if uncontrolled, to 

patients death. During childhood, osteomyelitis are mostly a result of hematogenous spread 
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from distant infected tissue(s). In adulthood, surgical procedures are becoming increasingly 

responsible for a direct contamination of bone tissue, especially in presence of medical devices 

(Montanaro et al., 2011). Staphylococcus aureus (S. aureus), a gram-positive bacteria, is one 

of the most incriminated pathogens in osteomyelitis and implant-associated infection (Lowy, 

1998). In the past, S. aureus was mostly considered as an extracellular pyogenic pathogen, but 

it is now admitted that it can be internalized and it can persist, protected from the immune 

system, in non-professional phagocytes (Löffler et al., 2014). The internalization of S. aureus 

was notably observed inside endothelial cells, lung epithelial cells, mesenchymal stem cells and 

osteoblasts (Ogawa et al., 1985; Jarry and Cheung, 2006; Josse et al., 2014; Hudson et al., 

1995). Moreover, osteocytes, which are the last step of osteoblast differentiation, are also able 

to internalize S. aureus (Reilly et al., 2000). Thereby, S. aureus osteomyelitis develops very 

often from acute infection toward chronicity despite the antimicrobial treatments. This leads to 

a wide spectrum of events, from simple singular cell damages to delay in bone regeneration or 

excessive inflammatory response. Based on commonly used models three major types of 

harmful responses for the bone tissue have been described (reviewed in Josse et al., 2015). First, 

S. aureus-infected osteoblasts die through the activation of both apoptosis and necrosis 

mechanism. Second, S. aureus can induce the expression and the release of cytokines and 

chemokines. Third, among those cytokines S. aureus can favor the activation and formation of 

osteoclasts notably via an increase of RANKL production by osteoblasts. The combination of 

all these events can lead to a massive inflammatory bone loss (Lew and Waldvogel, 2004). 

Nevertheless, to date, no data were available regarding the influence of the maturation stage of 

osteoblasts in such models. 

The aim of this study was to investigate if osteoblast maturation can impact the interaction 

between human primary bone-forming cells (hpBCs) and S. aureus.  
Herein, we cultured hpBCs in a standard growth medium to conserve a heterogeneous 

population of hpBCs and in a dexamethasone-free osteogenic growth medium to obtain a 

population mostly composed of cells expressing maturation markers. Furthermore, two models 

of interaction with live S. aureus were used in order to mimic the onset of an early or a persistent 

infection of osteoblasts.  

Taken together, our data demonstrate that dexamethasone-free osteogenic medium can favor 

the maturation of hpBCs. Moreover we demonstrated that if internalization and intracellular 

survival of S. aureus or S. aureus-related cell death are not influenced by the maturation of 

hpBCs, looking at their cytokines and chemokines expression revealed some influence of their 
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maturation. These results suggest that osteoblast differentiation stage could be a parameter to 

take in account in future cell-based therapy for infected bone repair. 
 

MATERIAL & METHODS 

 

Bacteria culture 

Staphylococcus aureus (S. aureus) 8325-4, wild-type laboratory strain (prophage-free NCTC 

8325), was a generous gift from T.J. Foster (Department of Microbiology, Trinity College, 

Dublin, Ireland). Bacteria were maintained at -80°C and streaked onto trypticase soy broth 

(TSB) agar plates (BioMérieux) to obtain single colonies. After overnight growth in TSB 

medium at 37°C, S. aureus was re-suspended in TSB at a starting OD (620 nm) of 0.1 and 

cultured at 37°C up to an exponential growth phase (OD620 = 0.4–0.6). The bacteria were then 

washed and resuspended in sterile Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, Gibco) for 

the interaction experiments described below. 

 

Cell culture and osteoblast maturation 

Human primary bone cells (hpBCs) used in this study were obtained from patients bone 

explants and prepared as described previously (Braux et al., 2011; Brun et al., 2014). Bone 

explants were obtained from the femoral heads of eleven patients in the orthopedic and 

traumatology department of the University Hospital Center of Reims, France. Samples were 

collected after written informed consent was given by the donors following the guidelines 

approved by the University Hospital Center institutional review board. The explants were cut 

into small pieces, washed in DPBS four times for 5 min, digested in a solution of 0.5% trypsin, 

5.3 mM EDTA (Life Technologies) and then in type II collagenase (1.4 mg.mL-1, Sigma 

Aldrich). The fragments obtained were placed in 25 cm2 culture flasks containing Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) supplemented with 20% FCS (Dutscher) and 1% 

antibiotic solution PenStrep® (Gibco) then incubated at 37°C in a 5% CO2 humidified 

atmosphere. Cells were amplified for four passages and then divided in 2 cell populations: the 

first one was cultured in standard medium and the second one in osteogenic differentiation 

medium (enriched with ascorbic acid (50 µM, Gibco) and β-glycerophosphate (10 µM, Sigma 

Aldrich). Osteogenic medium did not contained dexamethasone in order to avoid anti-

inflammatory effects (Wright and Friedland 2004). At 5th passage, cells were seeded at a density 

of 1 x 104 cells per cm² in 24-well culture plates (BD Falcon) and cultured up to 28 days in each 

medium to assess the osteogenic differentiation model. For fluorescent staining procedure, cells 
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were seeded on glass coverslips or for scanning electron microscopy on Thermanox® 

coverslips (Thermo Scientific). LPS 0111:B4 (1 µg.mL-1) (Sigma Aldrich) was used to confirm 

the cells ability to respond to a pro-inflammatory stimulus.  

 

Set of interaction between hpBCs and S. aureus  

Infection experiments were performed after 14 days of culture of hpBCs. Confluent cell cultures 

were washed with DPBS and incubated overnight with 1 mL of appropriate medium without 

antibiotics. The next day, cells were washed with DPBS, appropriate medium without 

antibiotics (1 mL / well) was renewed and bacteria were added. Cell count per well was 

determined to optimize the multiplicity of infection (MOI) to get 10:1 and 30:1 (S. aureus: cell). 

Interactions were performed following two models defined as acute infection and persistent 

infection.  

The model of acute infection was performed as previously described (Josse et al., 2014). It 

allows extracellular and intracellular bacteria to interact with cells. Briefly, infections were 

performed between bacteria and hpBCs for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h at MOI of 10:1 and 30:1 (S. 

aureus / cell). 

The model of persistent infection was adapted from Wright and Friedland (Wright and 

Friedland, 2002). After 1 h of interaction between bacteria and cells (MOI of 10:1 and 30:1), 

co-cultures were first washed twice with DPBS and then incubated with the appropriate growth 

medium containing 100 µg.mL-1 gentamicin for additional incubations to reach 9 h, 24 h and 

48 h of interaction. 

 

Intracellular counting 

At the end of each interaction times in the model of acute infection, co-cultures were washed 3 

times with DPBS and incubated 1 h with growth medium containing 100 µg.mL-1 gentamicin 

at 37°C in a 5% CO2 humidified atmosphere. Then, cells were washed 3 times with DPBS and 

0.1% Triton X-100 solution was added to each well to harvest intracellular bacteria. 

Appropriated dilutions of the lysates were plated in triplicate on TSA plates for determination 

of the recovered colony forming units (CFU) after incubation for 18 h at 37°C.  

For the model of persistent infection, co-cultures were washed 3 times with DPBS and the 

numbers of intracellular bacteria were determined as explained above.  
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Alkaline phosphatase activity  

Determination of alkaline phosphatase activity was performed using the precipitating substrate 

BCIP®/NBT (SigmaFastTM, Sigma). At appropriated times (7, 14, 21 and 28 days), cell cultures 

were rinsed twice with DPBS and fixed with 4% paraformaldehyde in DPBS. Then, wells were 

rinsed twice with DPBS and incubated 10 min with BCIP®/NBT. Thereafter, wells were rinsed 

twice with DPBS and dried in order to reveal by imaging the precipitations in the entire wells 

(Scanner Epson Perfection 1660 Photo). 

 

Alizarin red staining 

At appropriated times (7, 14, 21 and 28 days), cells were rinsed twice with DPBS and fixed 

with 4% paraformaldehyde in DPBS. Then, wells were rinsed twice with DPBS and distillated 

water. Cell cultures were incubated 10 min with alizarin red staining solution (Sigma).  At the 

end of incubation period, wells were rinsed twice with DPBS, dried in order to image the entire 

wells (Scanner Epson Perfection 1660 Photo). 

 

Type I collagen and osteocalcin immunofluorescent staining 

Twenty-one days cell cultures were rinsed twice with DPBS and then fixed with 4% (m/v) 

paraformaldehyde (Agar Scientific LTD) in DPBS containing 0.1 % Triton X-100 (Prolabo) for 

5 min at room temperature. After DPBS rinsing and a 3 % bovine serum albumine (BSA, Sigma 

Aldrich) saturation for 1 h, samples were incubated for 1 h with anti-human type I collagen 

antibodies (clone H-197, Santa-Cruz) or with anti-human osteocalcin antibodies (clone 190125, 

R&D Systems) (diluted at 1/400 and 1/50 respectively). After another BSA saturation step, 

samples were incubated with biotinylated horse anti-rabbit or goat anti-mouse secondary 

antibodies (diluted at 1/50, Vector) for 30 min, rinse in DPBS and incubated in a solution of 

streptavidine-Alexafluor®488 (diluted at 1/200, Molecular Probes) for 30 min and rinse in 

DPBS. After rinsing with dH2O, cells nuclei were counterstained for 5 min with DAPI 

(Invitrogen). These cells on glass coverslips were mounted (Fluorescent Mounting Medium 

Dako) and then visualized with Zeiss Axiovert 200 M inverted microscope (Carl Zeiss).  

  

LDH measurement  

Lactate dehydrogenase (LDH) activity in cell supernatant is relevant for cell membrane damage 

evaluation. At the end of each time period for both models of infection, measurement of LDH 

activity was performed on conditioned cell culture supernatants (Cytotoxicity detection kit 
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plus®, Roche Diagnostics) following manufacturer indications. Absorbance was read at 592 

nm with correction of non-specific background at 700 nm.  

 

Enzyme-linked immunosorbent assay 

Pro-inflammatory cytokines (IL-1β and IL-6), chemokines (CCL2, CXCL1 and CXCL8) and 

OPG concentrations in conditioned supernatants were measured by ELISA, following the 

provided protocol (Duoset®, R&D Systems). Controls were composed of the non-stimulated 

cells and media alone.  

 

Real-time PCR analysis  

At the end of each infection period for both infection models, total RNA was extracted from 

osteoblasts using MasterPureTM RNA Purification Kit (Epicentre® Biotechnologies) in 

accordance with the manufacturer instructions. RNA quantity and purity of the samples were 

assessed using a Nanodrop® (Thermo Scientific). All samples OD260/OD280 ratios were 

between 1.95 and 2.05. Thereafter, RNA was reverse transcribed into cDNA using a High-

Capacity cDNA Reverse Transcription kit following manufacturer instructions (Applied 

Biosystems). The cDNA product was amplified by real-time PCR (Step One Plus ®, Applied 

Biosystems) and the mRNA levels for osteogenic genes, inflammatory genes and internal 

control HPRT-1 were determined using the double strand-specific Power SYBR® Green dye 

system (Applied Biosystems). Primer sequences of all genes were determined with the 

Universal Probe Library Assay Design Center (Roche Applied Science). Primers efficiency was 

also measured (Table 1). Data analysis was performed with the Step One software v2.3 (Applied 

Biosystems). Results were calculated in accordance with the 2−ΔΔCt method and were presented 

as fold ratios. 

 

Scanning electron microscopy (SEM) 

SEM was performed for acute infection. After 9 h of co-cultures, samples were rinsed twice 

with DPBS and then fixed with 2.5% glutaraldehyde in DPBS for 1 h at room temperature. 

After graded ethanol dehydration the samples were immersed in HMDS for 5 min, air dried at 

room temperature and sputtered with a thin gold–palladium film under a JEOL ion sputter JFC 

1100 (JEOL). Cells were observed using a LaB6 electron microscope (JEOL JSM-5400 LV). 
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Graphical representation of data and statistics 

Each experiment was performed on cells coming from 4 out of 11 independent donors. Each 

pool of cells were in both standard medium and osteogenic medium. Data were presented as 

whiskers plots: black points represent maximum and minimum values, black bars represent 1st 

and 9th decile, the bottom and top of the box are the 1st and 3rd quartiles, and the red band inside 

the box the median. Grey box plots were used for hpBCs cultured in standard medium (SM-

hpBCs) and black box plots were used for hpBCs cultured in osteogenic medium (OM-hpBCs). 

In regard with the little number of donors, non-parametric exact Wilcoxon-Mann-Whitney tests 

with the p value fixed at 0.05 were carried out to determine the significance of the results 

(StatXact 7.0, Cytel Inc.). 

 

Table 1: Primers’ nucleotide sequence for each primer couple 

 
 

RESULTS 

 

Cells maturation is effective even without dexamethasone 

To assess the efficiency of dexamethasone-free osteogenic medium to favor the osteoblast 

maturation, specific osteoblast markers were followed in the hpBCs cultured from the human 

femoral head explants (Figure 1). 

Cells cultured in standard medium - named SM-hpBCs - presented a very low alkaline 

phosphatase activity and the alizarin red staining remained negative up to day 28 of culture 

(Figures 1 A and B). Cells cultured in dexamethasone-free osteogenic medium – named OM-

hpBCs - exhibited a high alkaline phosphatase activity observed from day 14 to day 28 as well 

as a positive alizarin red staining after day 28 of culture (Figure 1 A and B). The mRNA 

Forward primer Reverse primer

COL1A1 5'-GGGATTCCCTGGACCTAAAG-3' 5'-GGAACACCTCGCTCTCCAG-3'
SPARC 5'-TTCCCTGTACACTGGCAGTTC-3' 5'-AATGCTCCATGGGGATGA-3'
SPP1 5'-GAGGGCTTGGTTGTCAGC-3' 5'-CAATTCTCATGGTAGTGAGTTTTCC-3'
IBSP 5'-GAGGGCTTGGTTGTCAGC-3' 5'-CAATTCTCATGGTAGTGAGTTTTCC-3'

BGLAP 5'-TGAGAGCCCTCACACTCCTC-3' 5'-ACCTTTGCTGGACTCTGCAC-3'

IL-1β 5'-CTGTCCTGCGTGTTGAAAGA-3' 5'-TTGGGTAATTTTTGGGATCTACA-3'
IL-6 5'-GGAACAAGCCAGAGCTGTG-3' 5'-GGCTGGCATTTGTGGTTGG-3'

TNF-α 5'-CAGCCTCCTCTCCTTCTTGAT-3' 5'-GCCAGAGGGCTGATTAGAGA-3'
CCL2 5'-AGTCTCTGCCGCCCTTCT-3' 5'-GTGACTGGGGCATTGATTG-3'

CXCL1 5'-TCCTGCATCCCCCATAGTTA-3' 5'-CTTCAGGAACAGCCACCAGT-3'
CXCL8 5'-AGACAGCAGAGCACACAAGC-3' 5'-CTCCTTGGCAAAACTGCAC-3'
RANKL 5'-TGATTCATGTAGGAGAATTAAACAGG-3' 5'-GATGTGCTGTGATCCAACGA-3'

OPG 5'-GAAGGGCGCTACCTTGAGAT-3' 5'-GCAAACTGTATTTCGCTCTGG-3'
HPRT-1 5'-TGACCTTGATTTATTTTGCATACC-3' 5'-CGAGCAAGACGTTCAGTCCT-3'

Target gene 
Sequences 
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expressions of 5 major bone extracellular matrix proteins were also analyzed to evaluate the 

commitment in osteogenic differentiation for both populations of hpBCs. As seen in Figure 1 

C after 14 days of culture, COL1A1 expression was statistically lower for the OM-hpBCs 

compared to the expression by SM-hpBCs. No difference in SPARC and SPP1 expressions 

could be seen. IBSP expression appeared upregulated and BGLAP was significantly increased 

in OM-hpBCs as compared to SM-hpBCs.  

Immunofluorescence staining at day 21 confirmed the difference between the cultured cells 

(Figure 1D). Low production of type I collagen and absence of osteocalcin were observed for 

SM-hPBCs. At the opposite, type I collagen extracellular fibers as well as the presence of 

osteocalcin could be detected for OM-hpBCs. 

Collectively, these results support that osteogenic medium without dexamethasone favored the 

osteoblast maturation, defining OM-hpBCs as more mature as compared to SM-hpBCs after 14 

days of culture. 

 

 
 

Figure 1: Osteogenic differentiation evidenced by (A) representative photographs of alkaline 
phosphatase staining of SM and OM-hpBCs after 7, 14, 21 and 28 days of culture, (B) alizarin 
red staining of SM and OM-hpBCs after 7, 14, 21 and 28 days of culture and (C) expression of 
osteogenic genes by OM-hpBCs compared to SM-hpBCs after 14 days of culture (mRNA were 
evaluated by RT-qPCR analysis, data were shown as specific variation of mRNA using the 2-

ΔΔCt method (HPRT-1 was used as internal control), * means p < 0.05 vs SM-hpBCs). (D) 
Representative micrographs of 21 days immunofluorescent stainings of cultured cells: type I 
collagen and osteocalcin were visualized in green thanks to Alexafluor®488. Nuclei were 
counterstained in blue by DAPI. Scale bar = 50 µm. Experiments were performed on 4 
independent donors. 
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S. aureus can survive inside hpBCs 

To apprehend the impact of osteoblast maturation on the internalization and the survival of S. 

aureus inside hpBCs, an acute and a persistent infection models were used.  

As seen in the acute infection model (Figure 2A), the mean number of intracellular bacteria was 

lower than 120 bacteria per 1000 cells after 1 h of interaction, independently of the cell 

differentiation. This number increased regularly with the time up to 9 h. After 9 h of interaction, 

the mean number of internalized live bacteria reached at least 8350 bacteria per 1000 cells.  

In the persistent infection model (Figure 2B), the number of intracellular S. aureus seems to 

slightly decrease from 1 h to 48 h independently of the cell differentiation. Intracellular 

staphylococci survived inside the cells until 48 h with a mean number of bacteria between 10 

and 45 bacteria per 1000 cells depending of the MOI. For each time, the number of bacteria 

was systematically higher with the MOI of 30:1 as compared to the MOI of 10:1. 

Interestingly, comparing both models at 9 h post infection, there is at least a 2 log reduction in 

the number of intracellular bacteria in the cells after the persistent infection as compared to 

acute infection (Figures 2 A and B). 

Similar results for internalization and survival of S. aureus were observed in both SM- and OM-

hpBCs, suggesting that osteoblast maturation did not influenced these phenomena, even so a 

difference in bacterial adhesion could be seen between SM- and OM-hpBCs (Figure 3). 

Nevertheless, we observed that the ability of hpBCs to contain viable intracellular bacteria is 

strongly influenced by the presence of extracellular bacteria.  

 

S. aureus induces cell death  

To evaluate if osteoblasts maturation can impact S. aureus-related cell death, the release of 

LDH by osteoblasts has been quantified.  

In the acute infection model, a low but significant decrease of LDH activity was observed at 1 

h for SM-hpBCs. After 6 h of interaction, significant increases of LDH activity were detected 

in presence of S. aureus at the MOIs of 10:1 or 30:1 for both SM and OM-hpBCs (Figure 2 C). 

At 9 h of infection a more important and significant LDH release was observed without any 

MOI effect (10:1 or 30:1).  

In the persistent infection model, the release of LDH presented more variability in between each 

time point, with level of LDH even sometimes lower for the infected cells, like for OM-hpBCs 

at 1 and 9 h post-infection (Figure 2 D). Apart from that, the quantity of LDH released by both 

populations of hpBCs did not vary in presence of S. aureus from 1 h to 48 h.  



Résultats : 1er article (en soumission) 

85 
 

Similar results were observed for both SM- and OM-hpBCs, suggesting that osteoblast 

maturation has no influence in the protection towards cell death caused by S. aureus. However, 

the accumulation of extracellular S. aureus increased the cell death in the model of acute 

infection. 

 

 
 

Figure 2: Internalization (A) and survival of S. aureus (B) and effect of S. aureus on cell death 
(C, D). SM-hpBCs (grey boxes) and OM-hpBCs (black boxes) were exposed to viable S. aureus 
(MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C) and for 1 h, 9 h, 24 h 
and 48 h in persistent infection (B, D).  
For internalization (A) and survival (B), the number of intracellular bacteria was determined 
after serial plating. ¥ means p < 0.05 compared to value at 1 h for the same MOI, $ means p < 
0.05 compared to value at 3 h for the same MOI, £ means p < 0.05 compared to value at 6 h for 
the same MOI. For cell viability (C, D), LDH activity was measured in cell supernatants. Data 
were shown as specific variation of optical density compared to optical density of relative non-
infected cells. * means p < 0.05 compared to non-infected cells. Experiments were performed 
on 4 independent donors. 
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Figure 3: Representative SEM micrographs of interaction between S. aureus and SM-hPBCs 

(A) or OM-hPBCs (B) after 9 h at the MOI of 10:1 in acute infection model. Magnification 

x1000. 

 

S. aureus-related production of pro-inflammatory cytokines by hpBCs 

Pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6 and TNF-α are potent activators of osteoclastogenesis. 

Their presence in bone microenvironment favors the inflammatory processes and the 

recruitment of pre-osteoclasts and their activation. To further characterize the impact of S. 

aureus on SM- and OM-hpBCs, the expression of these cytokines has been analyzed. 

In the acute infection model, S. aureus induced an increase of IL-6 expression by SM-hpBCs 

that started at 6 h and became significant at 9 h with a 2.7-fold and a 3.9-fold mean increases 

for the MOIs of 10:1 and 30:1 respectively. For OM-hpBCs, S. aureus also induced significant 

increases of IL-6 expression at 3 h with means of 1.5-fold for both MOIs and at 9 h with means 

of 2-fold and 2.5-fold for the MOIs of 10:1 and 30:1 respectively (Figure 4 A). No significant 

variations were observed for IL-1β and TNF-α expressions in the acute infection model even if 

a trend for increase was observed for both cytokine mRNAs in the presence of S. aureus after 

9 h (Figures 4 C and E).   

Of note, IL-1β, IL-6 and TNF-α expressions were up-regulated from 3 to 9 h by both SM and 

OM-hpBCs stimulated with LPS (Supplementary Figures 1 A, C and E). 

In the persistent infection model, a low but significant 1.2-fold mean increase in IL-6 mRNA 

expression was observed for infected SM-hpBCs after 48 h of interaction at both 10:1 and 30:1 

MOIs. The same profile has been seen with OM-hpBCs, with a significant 1.9-fold mean 
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increase for the MOI of 30:1 (Figure 4 B). Concerning IL-1β, S. aureus only induced a 

significant 1.7-fold mean increase of mRNA expression in OM-hpBCs after 48 h of infection 

(Figure 4 D). No significant variation of TNF-α expression was observed in the model of 

persistent infection (Figure 4 F).  

Of note, IL-1β and IL-6 expressions were up-regulated in both SM- and OM-hpBCs stimulated 

with LPS until 48 h whereas TNF-α expression only increased at 1 and 9 h (Supplementary 

Figures 1 B, D and F). 

To further investigate the protein release that could correlate with the significant mRNA 

expression modulations, the IL-6 and IL-1β concentration in cell culture supernatants were 

measured. IL-6 (Table 2), release was detected in supernatants of the cells of all donors after 3 

h in the acute model of infection and after 9 h in the persistent infection model. Thereafter, the 

release of IL-6 increased regularly in both acute and persistent infection models and being 

always within the levels of the non-infected control hpBCs. However, LPS stimulation induced 

an upregulation of IL-6 when compared to the control cells (Supplementary table 1). No protein 

release of IL-1β by hpBCs was detected whatever the model of infection, even after stimulation 

with LPS (data not shown). 

 

Table 2: Effect of S. aureus on IL-6 protein release by SM-hpBCs and OM-hpBCs (bold). 
Cells were exposed to viable S. aureus (MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute 
infection and for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection. Data were presented as minimal 
value, median value and maximal value from 4 independent donors set (- means undetermined). 
 

 

Acute infection
IL-6

pg.mL-1

Max 97 209 97 136 75 119 429 442 397 317 375 337 702 604 560 498 647 630 927 924 892 893 894 843
Median 22 5 14 12 15 7 99 73 72 61 111 57 254 153 328 231 347 242 671 717 671 718 667 702

Min - - - - - - 14 29 31 18 30 19 113 120 105 94 173 78 471 571 442 527 419 459

Persistent infection
IL-6

pg.mL-1

Max 2097 1947 1688 2136 1983 1939 3324 3242 2670 3212 3250 3152 4523 4852 3943 5095 4778 5023 5011 6250 4284 5773 4778 6155
Median 726 895 714 781 683 750 2445 2540 1682 2409 1918 2213 3712 3422 3068 3047 3315 3047 3939 4066 3170 3739 3358 3630

Min 24 - 105 17 - - 583 82 521 73 424 54 779 85 738 121 612 82 833 94 750 119 810 114

6h 9h3h1h
ctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1 30:1

ctrl 10:1 30:1
1h 9h

ctrl 10:1 30:1 30:1

ctrl 10:1 30:1 ctrl

48h24h
ctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1

10:1 30:1
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Figure 4: Effect of S. aureus on IL-6 (A, B), IL-1β (C, D) and TNF-α (E, F) mRNAs 
expressions by SM-hpBCs (grey boxes) and OM-hpBCs (black boxes). Cells were exposed to 
viable S. aureus (MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C, E) 
and for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection (B, D, F). Expressions of IL-6, IL-1β and 
TNF-α mRNA were evaluated by RT-PCR analysis, data were shown as specific variation of 
mRNA compared to relative non-infected cells using the 2-ΔΔCt method (HPRT-1 was used as 
internal control). * means p < 0.05 vs relative non-infected cells for each time period. 
Experiments were performed on 4 independent donors. 
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S. aureus-related production of chemokines by hpBCs 

Chemokines are well known for playing a role in antibacterial defense notably through the 

recruitment of neutrophils and monocytes/macrophages. To further investigate if osteoblast 

maturation modulates the inflammatory response of infected cells, the expression and the 

release of CCL2, CXCL1 and CXCL8 by SM- and OM-hpBCs infected with S. aureus was 

evaluated.  

In acute infection, no variation of CCL2 mRNA expression was measured for infected SM-

hpBCs compared to their non-infected counterparts. For infected OM-hpBCs, a significant 2-

fold decrease of CCL2 expression was observed at MOIs of 10:1 and 30:1 after 9 h (Figure 5 

A). Looking at CXCL1 expression, the presence of S. aureus significantly induced an up-

regulation of expression by SM-hpBCs after 6 h of interaction (Figure 5 C). At 6 h, the mean 

increase of CXCL1 expression was of 4.5-fold for MOI 10:1 and of 12.3-fold for MOI 30:1. At 

9 h post infection, the expression was decreased but still in the upper range as compared to the 

basal expression by uninfected SM-hpBCs. Even so there were not any significant differences 

for the OM-hpBCs, levels of CXCL1 mRNA appeared higher for infected cells at 6 h than in 

the uninfected cells (Figure 5 C). For CXCL8, SM-hpBCs interacting with S. aureus exhibited 

significant increases of mRNA expression (Figure 5 E). At 6 h, a significant 4-fold mean 

increase was observed for the MOI of 30:1. At 9 h, S. aureus significantly upregulated the mean 

expression of CXCL8 by 4.2-fold and 5.9-fold for the MOIs of 10:1 and 30:1, respectively. For 

OM-hpBCs, S. aureus did not significantly impact CXCL8 expression. Nevertheless, a trend for 

increase was observed after 9 h of interaction between OM-hpBCs and S. aureus (Figure 5 E). 

Of note, CCL2, CXCL1 and CXCL8 expressions were up-regulated by both SM and OM-hpBCs 

from 3 h to 9 h after stimulation with LPS (Supplementary Figure 2 A, C and E). 

In the persistent infection model, no significant variations of CCL2 by SM-hpBCs were 

observed (Figure 5 B). Conversely, OM-hpBCs showed low but significant increases of CCL2 

expression at 24 h and 48 h. A 1.2-fold mean increase was observed for both MOIs of 10:1 and 

30:1 at 24 h. At 48 h, S. aureus-induced mean increases of 1.2-fold and 1.6-fold for the MOIs 

of 10:1 and 30:1 respectively (Figure 5 B). Looking at CXCL1 expression, no significant 

variations were observed for SM-hpBCs (Figure 5 D). For OM-hPBCs, a significant mean 

increase of CXCL1 expression by 2.1-fold was observed at 48 h for the MOI of 30:1 (Figure 4 

D). For CXCL8 expression, slight increases could be detected after 48 h in the presence of S. 

aureus with a significant 3.6-fold mean increase in SM-hpBCs infected at the MOI of 30:1 

(Figure 5 F). 
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Of note, CCL2, CXCL1 and CXCL8 expressions were up-regulated by both SM- and OM-

hpBCs stimulated with LPS until 48 h (Supplementary Figures 2 B, D and F). 

To further investigate the impact of S. aureus on hpBCs, the protein release of the 3 previously 

studied chemokines was measured. In the acute infection model (Table 3), CCL2 and CXCL8 

protein releases were detected in supernatants of the cells of all donors only after 9 h and were 

within the levels of the non-infected control hpBCs. In the persistent infection model (Table 3), 

the release of CCL2 by the hpBCs of all donors increased from 9 h to 48 h and stayed within 

the levels of the non-infected hpBCs. Concerning CXCL8, the protein release was detected in 

supernatants of OM-hpBCs of all donors from 9 h to 48 h and stayed within the levels of the 

non-infected control OM-hpBCs whereas it only happened at 48 h for SM-hpBCs. The CXCL1 

protein release was never detected in the supernatants of the cells of all the donors at the same 

time in both acute and persistent infection models (Table 3). Nevertheless, LPS stimulation 

induced up regulations of all the 3 chemokines when compared to the control cells in both acute 

and persistent model of infection (Supplementary table 2). 

 

Table 3: Effect of S. aureus on CCL2, CXCL1 and CXCL8 protein release by SM-hpBCs and 
OM-hpBCs (bold). Cells were exposed to viable S. aureus (MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 
6 h and 9 h in acute infection and for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection. Data were 
presented as minimal value, median value and maximal value from 4 independent donors set (- 
means undetermined). 
 

 

Acute infection
CCL2

pg.mL-1

Max 573 1259 355 1105 405 1005 1232 2341 950 2291 665 2668 5123 8059 5609 8027 6900 7695 5877 7538 5375 5641 5142 8082
Median - 306 - 189 - - - 589 - 623 - 639 407 704 589 791 809 942 3870 3310 2272 4754 1806 4443

Min - - - - - - - - - 0 - - - - - - - - 426 2444 593 1060 523 1000

Persistent infection
CCL2

pg.mL-1

Max 2294 1792 2188 2133 1775 1871 6525 6037 3325 5926 3738 6532 9500 10329 8381 9352 9331 9912 13756 11458 11494 11356 12889 11389
Median 674 1473 556 1474 640 1465 2722 4955 2640 4999 2855 4935 6007 7154 5314 7368 5115 7487 9324 7040 7296 8226 10915 8274

Min - - - - - - 1983 4102 1539 4242 2083 3942 2761 6019 2517 5989 2722 6027 2928 2008 3261 1742 4549 7633

Acute infection
CXCL1
pg.mL-1

Max - 218 220 - 224 - 222 - 238 - 238 - 216 214 260 211 218 211 - 317 275 361 269 807
Median - - - - - - - - - - - - - 198 - 97 - 99 - 259 93 286 90 273

Min - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Persistent infection
CXCL1
pg.mL-1

Max - - - - - - 271 291 - 346 - 373 228 413 230 406 285 377 262 517 278 670 287 555
Median - - - - - - 93 92 - 97 - 98 - 110 - 106 119 102 - 149 - 121 - 132

Min - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Acute infection
CXCL8 1h 3h 6h 9h

pg.mL-1 ctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1 30:1
Max - - - - - - 46 - 41 - 44 - 45 220 258 530 353 528 415 707 413 690 410 687

Median - - - - - - - - - - - - - 38 - 33 - 29 212 370 215 372 186 357
Min - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 27 35 37 32 31

Persistent infection
CXCL8
pg.mL-1

Max 198 262 191 240 192 236 651 461 498 470 573 457 678 521 637 481 782 496 718 570 633 551 674 613
Median 79 94 66 83 84 93 443 387 408 354 386 350 524 436 541 404 529 417 566 472 597 466 627 538

Min - - - - - - - 51 - 52 - 64 27 213 - 195 - 197 50 270 35 300 53 385

10:1 30:1 10:1 30:1ctrl 10:1 30:1 ctrlctrl 10:1 30:1 ctrl
1h 9h 24h 48h

1h 9h 24h 48h

1h 9h 24h 48h

10:1 30:1
1h 3h 6h 9h

30:1 ctrl 10:1 30:1 ctrlctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1

1h 3h 6h 9h

30:1 ctrl 10:1 30:1 ctrlctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1

10:1 30:130:1 ctrl 10:1 30:1 ctrlctrl

10:1 30:1

10:1 30:130:1 ctrl 10:1 30:1 ctrlctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1

10:1 30:1 ctrl 10:1
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Figure 5: Effect of S. aureus on CCL2 (A, B), CXCL1 (C, D) and CXCL8 (E, F) mRNAs 
expressions by SM-hpBCs (grey boxes) and OM-hpBCs (black boxes). Cells were exposed to 
viable S. aureus (MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C, E) 
and for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection (B, D, F). Expressions of CCL2, CXCL1 
and CXCL8 mRNA were evaluated by RT-PCR analysis, data were shown as specific variation 
of mRNA compared to relative non-infected cells using the 2-ΔΔCt method (HPRT-1 was used 
as internal control). * means p < 0.05 vs relative non-infected cells for each time period. 
Experiments were performed on 4 independent donors. 
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S. aureus-related production of OPG and RANKL by hpBCs 

Bone forming cells can modulate osteoclastogenesis through the production of RANKL and 

OPG. RANKL binds to RANK on osteoclast precursor to favor their activation whereas OPG 

is a decoy receptor for RANKL, able to decrease the osteoclastogenesis. The impact of 

osteogenic differentiation and S. aureus interaction on OPG and RANKL expression were 

therefore evaluated (Figure 6). 

In the acute infection model, for both SM- and OM-hpBCs, 9 h were required to observe a two-

fold mean significant decrease of OPG expression for both 10:1 and 30:1 MOIs (Figure 6 A). 

Conversely, LPS stimulation induced a significant increase of OPG expression at 6 and 9 h with 

both hpBCs (Supplementary Figure 3 A).  

In the persistent infection model, the level of OPG mRNA remained equal in presence or 

absence of bacteria for both hpBCs up to 48 h whereas an increase of expression was observed 

from 9 h to 48 h when both the hpBCs were stimulated with LPS (Figure 6 B, Supplementary 

Figures 3 B). Concerning RANKL, no significant modulation of expression has been observed 

in any condition, even with LPS stimulation (Figures 6 C and D, Supplementary Figures 3 C 

and D). 

To further investigate the impact of S. aureus on hpBCs, the protein release of OPG was 

measured in cell supernatants. In the acute infection model (Table 4), the OPG protein release 

was detected in supernatants of the cells of all donors from 6 h to 9 h and was within the levels 

of the non-infected control hpBCs. Globally, the release by all the cells increased from 1 h to 6 

h and decreased at 9 h. In the persistent model of infection (Table 4), the OPG protein release 

by the cells of all donors increased with time from 9 h to 48 h and was within the levels of the 

non-infected hpBCs. However, LPS stimulation induced up regulations of OPG when compared 

to the control cells in both acute and persistent model of infection (Supplementary Table 3). 

 

Table 4: Effect of S. aureus on OPG protein release by SM-hpBCs and OM-hpBCs (bold). 
Cells were exposed to viable S. aureus (MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute 
infection and for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection. Data were presented as minimal 
value, median value and maximal value from 4 independent donors set (- means undetermined). 
 

 

Acute infection
OPG

pg.mL-1

Max 1705 2327 1639 3891 2053 3836 4933 8545 5813 6255 4800 8873 12909 19891 15738 7227 12773 17636 16133 22065 15147 18370 15413 23043
Median 1308 1165 1128 1335 1181 1086 3365 3039 4646 2346 3268 3984 10521 5634 10817 6306 11630 6654 4470 6162 5536 6401 5324 7288

Min - 130 - - - - 1000 826 1739 1522 - 2043 3565 3348 6391 4826 3565 5410 1443 3377 1902 5273 3475 4273

Persistent infection
OPG

pg.mL-1

Max 6719 6896 10656 4938 9469 5688 17469 12646 10625 10902 11844 9699 27219 25000 25781 23788 31156 30455 39819 87355 72250 65072 49781 83949
Median 1330 2346 1178 2529 1339 2539 4305 6915 6081 7108 5233 7253 11548 13958 12679 16361 13515 18292 21231 33149 26050 27990 24734 30538

Min 700 - 683 - 667 - 1834 155 2125 - 2334 - 4521 310 4979 143 4938 393 7875 1274 7021 1298 7083 1417

30:1ctrl 10:1 30:1
1h 3h 6h 9h

ctrl 10:1

ctrl 10:1 30:1

30:1 ctrl 10:1 30:130:1 ctrl 10:1 30:1 ctrl 10:1

ctrl 10:1 30:1

1h 9h 24h 48h

ctrl 10:1
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Figure 6: Effect of S. aureus on OPG (A, B) and RANKL (C, D) mRNAs expressions by SM-
hpBCs (grey boxes) and OM-hpBCs (black boxes). Cells were exposed to viable S. aureus 
(MOI of 10:1 and 30:1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C) and for 1 h, 9 h, 24 h 
and 48 h in persistent infection (B, D). Expressions of OPG and RANKL mRNA were evaluated 
by RT-PCR analysis, data were shown as specific variation of mRNA compared to relative non-
infected cells using the 2-ΔΔCt method (HPRT-1 was used as internal control). * means p < 0.05 
vs relative non-infected cells for each time period. Experiments were performed on 4 
independent donors. 
 

DISCUSSION 

 

The bone microenvironment is a complex environment where osteoblasts and their precursor 

are central cells. Originated from the mesenchymal lineage, osteoblasts are the cells responsible 

for bone formation. Differentiation of bone forming cells starts from a mesenchymal stem cell, 

evolves through several states such as osteoprogenitor, pre-osteoblast and osteoblast to end as 

a matrix-embedded cell known as osteocyte (Aubin, 2001). Osteoblast is the major cell for 

synthesis of the bone organic matrix. This latter is mostly composed of type I collagen but also 

contains non-collagenous proteins such as fibronectin, osteopontin and osteocalcin (Marie, 
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2008). Up to now, the conditioning culture media for the osteoblast maturation in vitro was 

composed of ascorbic acid, β-glycerophosphate and dexamethasone, to trigger bone matrix 

mineralization (Park, 2012; Langenbach and Handschel, 2013). Here, for the first time to our 

knowledge, the maturation of bone cells with higher alkaline phosphatase activity, increased 

type I collagen fibers formation and apparition of osseous protein such as osteocalcin, was 

obtained with a dexamethasone-free osteogenic medium. Using both non-osteogenic (standard) 

and dexamethasone-free osteogenic media, we were able to establish two maturation stages 

population out of one patient cells panel, allowing us to appreciate solely the maturation effects 

on cells physiology without any genetic side effects. The absence of dexamethasone avoids its 

interferences in the inflammatory response of hpBCs (Wright and Friedland, 2004) which is 

primordial for the chosen readouts of the present paper. This is an important pre requisite as the 

osteoblast maturation impact on S. aureus infection has never been taken in account before this 

study. 

Interaction between S. aureus and osteoblasts has started to be documented since the 

demonstration of internalization by Hudson and colleagues until more recent studies 

highlighting the involvement of staphylococcal toxins and small colony variants during 

osteoblasts infection (Hudson et al., 1995; Lorena Tuchscherr et al., 2015; Valour et al., 2015). 

Most of these studies using live S. aureus have been focused on the persistent interaction with 

murine or human osteoblast cell lines, so the onset of infection, as well as the consequences of 

extracellular growing bacteria were rarely considered except in one paper (Hamza and Li, 

2014).  

Therefore to document more precisely the human osteoblast maturation effect on cells 

responses towards S. aureus, we used two different in vitro models of infection. The first one - 

the acute infection model - which allows a direct interaction from one to nine hours between 

live S. aureus and hpBCs was previously used to test the interaction of S. aureus with 

mesenchymal stem cells (Josse et al., 2014). This model integrated the impact of intracellular 

as well as extracellular staphylococci growing in the osteoblast environment. The second one - 

the persistent infection model - is adapted from a pre-existent in vitro model (Wright and 

Friedland, 2002), where extracellular staphylococci are specifically killed by gentamicin after 

1 h of interaction in order to preserve only intracellular bacteria until 48 h. 

Infection of osteoblasts by S. aureus is a keystone, a determining element in the development 

of osteomyelitis in bone tissue and as such, we looked at different parameters which have a link 

with the bacterial pathogenesis, as to say, attachment, internalization, bacterial survival and 

capacity to induce pro-inflammatory cytokines or chemokines that play a major role in the 
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stimulation of other cells in the bone microenvironment. S. aureus NCTC 8325-4, a commonly 

used laboratory bacteria was used to establish if osteoblast maturation can have an impact on 

its pathogenesis towards hpBCs and if this bacteria is also able to stimulate the hpBCs as in 

other previous early interaction cell models (Al Alam et al., 2010; Escotte et al., 2006).  

Attachment is the first step in a bacterial infection process. Scanning electron microscopy 

observations of interaction of S. aureus on SM- and OM-hpBCs showed that S. aureus can bind 

on both types of cells with a greater susceptibility for OM-hpBCs which could be explained by 

a higher presence of extracellular matrix proteins around these hpBCs.  

As seen previously by others, internalization is the pre requisite for possible survival of S. 

aureus inside the osteoblasts (Hudson et al., 1995; Tuchscherr and Löffler, 2016) and S. aureus 

collagen adhesion (Cna) and bone sialoprotein binding protein (Bbp) could play a synergistic 

role in the initial adhesion of S. aureus to osteoblasts and thus favoring the subsequent 

fibronectin-mediated internalization (Ahmed et al., 2001; Testoni et al., 2011; Tung et al., 

2000). Nevertheless, comparing both models after 9 h of infection, it is clear that extracellular 

bacteria are constantly internalized by the hpBCs, explaining why the intracellular pool is more 

important in the acute infection model than in the persistent model.  

Furthermore, even if in our settings OM-hpBCs have a higher expression of bone sialoprotein 

gene (IBSP) and a higher production of type I collagen fibers, no differences in internalization 

and survival of S. aureus inside SM- and OM-hpBCs could be seen, suggesting that S. aureus 

also uses mechanisms of internalization to invade hpBCs that are independent from bone 

extracellular matrix.   

Bone loss in osteomyelitis is caused by the death of osteoblasts strengthened by increased 

activation of osteoclasts. A tight balance between bone formation by osteoblasts and bone 

resorption by osteoclasts is essential for the strength and integrity of bones. Therefore we 

followed the osteoblast death after S. aureus infection, as well as the production of osteoclastic 

regulators.  

Internalization of S. aureus is a determinant event in induction of cell death through apoptosis 

(Bayles et al., 1998; Menzies and Kourteva, 1998; Kahl et al., 2000; Mempel et al., 2002). Here, 

like in a previous experiment with mesenchymal stem cells (Josse et al., 2014), the cell death 

has been observed after 6 h of acute infection, independently of hpBCs maturation. Even if 

recent study by Rasigade et al. reported that the activity of phenol-soluble modulins is the major 

actor in osteoblast killing by S. aureus and that α-hemolysin activity can be neglicted (Rasigade 

et al. 2013), one could still suggest that the α-hemolysin produced by the extracellular S. aureus 
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NCTC 8325-4 participate to the death phenomenon in the acute infections, as no differences 

could be seen in the persistent model where the bacteria are only intracellular. 

Following interaction with S. aureus, the first line of defense for cells is to secrete inflammatory 

factors like cytokines or chemokines, which are able to activate and recruit immune cells in an 

attempt to clear the bacteria in the microenvironment (Turner et al., 2014).  

For the first time, our study puts forward a different kinetics of mRNA chemokine expression 

between infected SM- and OM-hpBCs as well as different profiles of expression in both acute 

and persistent models.  

In the acute model of infection, the IL-6 mRNA over-expression by both SM- and OM-hpBCs 

infected with S. aureus, as well as the weak responses in IL-1β and TNF-α mRNA expressions, 

were already observed during S. aureus and mesenchymal stem cells interaction (Josse et al., 

2014). In the persistent infection model, the expressions of IL-6 and IL-1β mRNAs were 

increased after 48 h as it was observed in in vitro models close to ours (Marriott et al., 2002; 

Bost et al., 1999; Jauregui et al., 2013). Our results also suggests that cell maturation does not 

impact the cytokine expression.  

For chemokines, if CCL2 mRNA is significantly down regulated in the acute infection of OM-

hpBCs after 9 h, it does not vary in SM-hpBCs. Moreover, concerning CXCL1 and CXCL8 

mRNA expression, it is obvious that the SM-hpBCs are more susceptible to S. aureus than the 

OM-hpBCs in the acute model of infection. At the opposite, the tasks are shared in the persistent 

infection model. CCL2 and CXCL1 mRNA expressions are up regulated by OM-hpBCs after 

24 h and 48 h respectively whereas a significant over-expression of CXCL8 mRNA by SM-

hpBCs was observed after 48 h. Moreover, these distinct responses in both our cell population 

argued that they were S. aureus specific as LPS induces the same chemokine profiles on both 

SM-hpBCs and OM-hpBCs in our models. One explanation could be that immature SM-hpBCs 

are more susceptible to induce an acute inflammation and to recruit neutrophils in response to 

extracellular S. aureus while OM-hpBCs, more involved in matrix formation and mineralization 

would take part to inflammation later and potentially recruiting monocytes in response to 

intracellular bacteria. Furthermore, if CCL2 and CXCL8 mRNA increased expressions by S. 

aureus-infected osteoblasts have already been observed in an in vitro model close to our model 

of persistent infection (Jauregui et al., 2013; Bost et al., 2001), it was the first time, to our best 

knowledge, that an over-expression of CXCL1 mRNA was observed by S. aureus-infected 

osteoblasts. 

Influence of bone-forming cells on osteoclastogenesis happens through the production of 

RANKL and its decoy receptor OPG. OPG inhibits RANK/RANKL binding and thereby 
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modulate the formation and activation of osteoclasts (Edwards and Mundy, 2011). In our 

persistent infection model, neither the expression of RANKL nor OPG mRNA did vary at all, 

even in the presence of S. aureus. However, for the first time and in opposition with the increase 

of OPG expression after LPS stimulation, a decrease of OPG expression without any 

modulation of RANKL for both SM- and OM-hpBCs has been observed after 9 h in the model 

of acute infection. This suggests that the regulation of OPG could be induced specifically by S. 

aureus and that extracellular bacteria could play a major role in the regulation.  

 

Concerning the protein release of cytokines and chemokines, we did not observed any 

significant variations in the release by S. aureus-infected hpBCs compared to the non-infected 

counterparts whereas upregulations of IL-6, CCL2, CXCL1, CXCL8 and OPG releases could 

be seen with the LPS stimulation in both SM- and OM-hpBCs. These results are in opposition 

to previous experiments, where upregulations of IL-6, CCL2 and CXCL8 releases have been 

observed (Bost et al., 1999; Wright and Friedland, 2002; Jauregui et al., 2013; Bost et al., 2001) 

as well as a decrease of OPG release (Claro et al., 2011; Young et al., 2011). These differences 

could be explained by the setting of experimental procedures, notably the characteristics of the 

cells. In other previous studies, in vitro experiments were mostly performed using osteoblastic 

cell lines or marketed normal osteoblasts coupled with high MOIs (75:1 or 250:1) to stimulate 

the cells. This may have led to an overstatement of the results. In our study, we used human 

primary cells from several independent donors. It certainly contributes to the important inter-

donor viability that we observed but it also strengthens our results in regard to the clinical 

outcome in patients.  

Based upon our findings, we suggest that hpBCs / osteoblasts are not the initiators of an 

inflammatory response but more reservoirs allowing the persistence of S. aureus inside bones 

and the development of chronic infections. Recent papers about small colony variants, 

staphylococcal toxin-related osteoblast killing or adaptation of S. aureus to chronicity 

contribute to these statements (Rasigade et al., 2013; Valour et al., 2015; Tuchscherr et al., 

2016; Tuchscherr and Löffler, 2016) 

 

CONCLUSION 

 

In this study, we developed two models of in vitro infection between S. aureus and two 

populations of human primary bone-forming cells, immature and mature. We observed that 

osteoblast maturation did not influence neither the internalization nor the survival of S. aureus 
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inside hpBCs, nor the cell death related to the infection. Studying the expression of chemokines, 

cytokines and osteoclastogenic regulators by hpBCs, we observed different profiles of 

chemokines expression between SM- and OM-hpBCs. Nevertheless, we did not notice any 

variation of relative proteins release by both SM- and OM-hpBCs in the presence of S. aureus 

compared to the non-infected counterparts. Our findings support that osteoblast maturation did 

not impact the behavior of hpBCs infected with S. aureus and also suggested that the role of 

osteoblasts / hpBCs may not be pivotal for the inflammatory response in osteomyelitis.  
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Supplementary Figure 1: Effect of LPS stimulation on IL-6 (A, B), IL-1β (C, D) and TNF-α 
(E, F) mRNAs expressions by SM-hPBCs (grey boxes) and OM-hPBCs (black boxes). Cells 
were stimulated with LPS (10 µg.mL-1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C, E) and 
for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection (B, D, F). Expressions of IL-6, IL-1β and TNF-
α mRNA were evaluated by RT-PCR analysis, data were shown as specific variation of mRNA 
compared to relative non-infected / non-stimulated cells using the 2-ΔΔCt method (HPRT-1 was 
used as internal control). * means p < 0.05 vs relative non-infected / non-stimulated cells for 
each time period. Experiments were performed on 4 independent donors. 
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Supplementary Figure 2: Effect of LPS stimulation on CCL2 (A, B), CXCL1 (C, D) and 
CXCL8 (E, F) mRNAs expressions by SM-hPBCs (grey boxes) and OM-hPBCs (black boxes). 
Cells were stimulated with LPS (10 µg.mL-1)  for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C, 
E) and for 1 h, 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection (B, D, F). Expressions of CCL2, CXCL1 
and CXCL8 mRNA were evaluated by RT-PCR analysis, data were shown as specific variation 
of mRNA compared to relative non-infected / non-stimulated cells using the 2-ΔΔCt method 
(HPRT-1 was used as internal control). * means p < 0.05 vs relative non-infected / non-
stimulated cells for each time period. Experiments were performed on 4 independent donors. 
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Supplementary Figure 3: Effect of LPS stimulation on OPG (A, B) and RANKL (C, D) 
mRNAs expressions by SM-hPBCs (grey boxes) and OM-hPBCs (black boxes). Cells were 
stimulated with LPS (10 µg.mL-1) for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection (A, C, E) and for 
1 h , 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection (B, D, F). Expressions of OPG and RANKL 
mRNA were evaluated by RT-PCR analysis, data were shown as specific variation of mRNA 
compared to relative non-infected / non-stimulated cells using the 2-ΔΔCt method (HPRT-1 was 
used as internal control). * means p < 0.05 vs relative non-infected / non-stimulated cells for 
each time period. Experiments were performed on 4 independent donors. 
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Supplementary Table 1: Effect of LPS stimulation on IL-6 protein release by SM-hPBCs and 
OM-hPBCs (bold). Cells were stimulated with LPS for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection 
and for 1 h and additional incubations to reach 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection. Data 
were presented as minimal value, median value and maximal value from 4 independent donors 
set (- means undetermined). 
 

 
 

 

Supplementary Table 2: Effect of LPS stimulation on CCL2, CXCL1 and CXCL8 protein 
releases by SM-hPBCs and OM-hPBCs (bold). Cells were stimulated with LPS for 1 h, 3 h, 6 
h and 9 h in acute infection and for 1 h and additional incubations to reach 9 h, 24 h and 48 h 
in persistent infection. Data were presented as minimal value, median value and maximal value 
from 4 independent donors set (- means undetermined). 
 

 
 

Acute infection
IL-6

pg.mL-1

Max 97 209 79 190 429 442 855 846 702 604 1150 1047 927 924 958 892
Median 22 5 15 16 99 73 576 479 254 153 957 837 671 717 732 742

Min - - - - 14 29 483 157 113 120 702 619 471 571 615 630

Persistent infection
IL-6

pg.mL-1

Max 2097 1947 2477 2178 3324 3242 6886 6295 4523 4852 10267 7870 5011 6250 14670 10803
Median 726 895 726 890 2445 2540 5958 4649 3712 3422 7367 5357 3939 4066 8065 6171

Min 24 - 10 - 583 82 5310 951 779 85 5068 2867 833 94 4563 5623

1 h 9 h 24 h 48 h
LPSLPS LPSctrl ctrl

1 h 3 h 6 h 9 h
ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS

ctrl LPS ctrl

ctrl LPS

Acute infection
CCL2

pg.mL-1

Max 573 1259 491 909 1232 2341 922 10105 5123 8059 12114 13691 5877 7538 8744 8969
Median - 306 - - - 589 202 1317 407 704 5752 8857 3870 3310 7402 7161

Min - - - - - - - - - - 1912 1381 426 2444 5359 6110

Persistent infection
CCL2

pg.mL-1

Max 2294 1792 1988 2113 6525 6037 11806 9356 9500 10329 14667 11454 13756 11458 16375 11139
Median 674 1473 635 1735 2722 4955 6530 7873 6007 7154 9417 9601 9324 7040 11951 9930

Min - - - - 1983 4102 3228 6404 2761 6019 2839 7849 2928 2008 9117 9198

Acute infection
CXCL1
pg.mL-1

Max - 218 250 - 222 - 385 2506 216 214 17068 16564 - 317 3366 4382
Median - - - - - - 253 338 - 198 4822 5979 - 259 2603 2225

Min - - - - - - - 226 - - 782 713 - - 587 130

Persistent infection
CXCL1 48h

pg.mL-1 ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS
Max - - - - 271 291 2261 5231 228 413 6847 11654 262 517 10464 28389

Median - - - - 93 92 1470 1211 - 110 1970 2406 - 149 2177 5152
Min - - - - - - 326 353 - - - - - - - 153

Acute infection
CXCL8
pg.mL-1

Max - - - - 46 - 4433 4043 45 220 5893 6208 415 707 1075 1055
Median - - - - - - 316 204 - 38 1219 1076 212 370 802 784

Min - - - - - - 138 81 - - 631 745 - 27 716 721

Persistent infection
CXCL8
pg.mL-1

Max 198 262 1057 1299 651 461 14278 10241 678 521 17209 12455 718 570 17884 13721
Median 79 94 472 567 443 387 11580 7390 524 436 10740 6868 566 472 11268 8023

Min - - - - - 51 1061 978 27 213 923 851 50 270 901 889

LPS ctrl LPS

LPSctrl LPS LPSctrl
1 h 9 h 24 h 48 h

1 h 3 h 6 h 9 h
0:1 LPS LPS0:1

1h 9h 24h

ctrl LPS ctrl

0:1

1h 9h 24h 48h
ctrl LPS ctrl LPS ctrl

1h 3h 6h 9h
ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS

1h 3h 6h 9h
ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS ctrl LPS

0:1 LPS LPS
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Supplementary Table 3: Effect of LPS stimulation on OPG protein release by SM-hPBCs and 
OM-hPBCs (bold). Cells were stimulated with LPS for 1 h, 3 h, 6 h and 9 h in acute infection 
and for 1 h and additional incubations to reach 9 h, 24 h and 48 h in persistent infection. Data 
were presented as minimal value, median value and maximal value from 4 independent donors 
set (- means undetermined). 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acute infection
OPG

pg.mL-1

Max 1705 2327 2982 1344 4933 8545 4836 9018 12909 19891 15418 26145 16133 22065 19387 36576
Median 1308 1165 1263 617 3365 3039 2390 4079 10521 5634 12595 7265 4470 6162 8687 12146

Min - 130 - - 1000 826 - 1348 3565 3348 3870 4609 1443 3377 2131 3311

Persistent infection
OPG

pg.mL-1

Max 6719 6896 11688 7333 17469 12646 83688 11813 27219 25000 39375 46788 39819 87355 54891 98152
Median 1330 2346 1409 2307 4305 6915 6669 8792 11548 13958 18592 23326 21231 33149 23800 44476

Min 700 0 - 500 - 1834 155 2771 202 4521 310 4375 7917 7875 1274 7666 21917

1h 9h 24h 48h
ctrl LPS ctrl LPSctrl LPS ctrl LPS

1h 3h 6h 9h
ctrl LPS ctrl LPSLPS ctrl LPS ctrl
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Les principaux résultats obtenus au cours de cette étude sont les suivants : 

 

- L’utilisation d’un milieu de culture ostéogénique sans déxaméthasone permet 

l’apparition de marqueurs de la maturation ostéoblastique, notamment l’ostéocalcine. 

 

- S. aureus est capable d’être internalisé et de persister dans les hpBCs. Toutefois, l’état 

de maturation des cellules n’influence pas ces phénomènes. 

 

- La présence de S. aureus induit une cytotoxicité dans le modèle d’infection aiguë mais 

n’est pas dépendante de l’état de maturation des hpBCs. 

 

- L’expression de cytokines, de chimiokines et de facteurs impliqués dans 

l’ostéoclastogénèse par les hpBCs est modulée en présence de S. aureus. De plus, la 

modulation de ces médiateurs varie en fonction de l’état de maturation des cellules. 

 

- La sécrétion sous forme protéique de cytokines, de chimiokines et de facteurs impliqués 

dans l’ostéoclastogénèse par les hpBCs n’est pas modulée en présence de S. aureus en 

comparaison avec les cellules non infectées. 

 

Notre travail a permis de mettre en évidence que la maturation cellulaire n'influençait ni 

l'internalisation, ni la persistance intracellulaire de S. aureus au sein des hpBCs, ni même la 

mort cellulaire liée à l’infection. L’étude de l’expression des chimiokines, des cytokines et des 

modulateurs ostéoclastogéniques par les hpBCs, a permis de mettre en avant une différence 

entre les profils d’expression des chimiokines par les SM- et les OM-hpBCs. Néanmoins, 

aucune variation n’a été détectée concernant la libération de protéines par les SM- et OM-

hpBCs en présence de S. aureus par rapport à leurs  homologues non-infectées. Nos résultats 

confirment que la maturation ostéoblastique n'a pas d'incidence sur le comportement des hpBCs 

infectés par S. aureus. De plus, les résultats obtenus suggèrent que le rôle des ostéoblastes / 

hpBCs ne serait pas prépondérant dans la mise en place de la réponse inflammatoire dans les 

IOA à  S. aureus.
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2ème partie: Internalisation croissante de Staphylococcus 

aureus et expression de cytokines par les cellules souches 

mésenchymateuses de la gelée de Wharton 
 
Les thérapies innovantes basées sur l’utilisation de MSC sont un domaine qui génère beaucoup 

d’espoir. Leur capacité de différenciation en ostéoblastes et chondrocytes notamment font de 

ces cellules un outil idéal pour la médecine régénératrice. De plus, elles possèdent des propriétés 

immuno-modulatrices vis-à-vis de leur environnement direct et peuvent favoriser les processus 

de réparation tissulaire. 

 

Au cours de l’utilisation des MSC en site chirurgical, pour favoriser la réparation tissulaire, 

celles-ci pourraient être amenées à rencontrer des bactéries. Cependant, peu d’études sont 

disponibles concernant l’interaction entre des agents pathogènes et des MSC et sur l’influence 

de cette interaction sur le comportement des MSC. 

 

S. aureus est responsable d’une forte proportion d’infections nosocomiales, spécifiquement 

dans le cas des IOA et des IOAM. Il a été récemment décrit que les MSC pourraient avoir un 

effet bénéfique contre les infections bactériennes. Des études ont notamment démontré que 

l’administration de MSC issues de la moelle osseuse favorisait la défense antibactérienne dans 

les infections pulmonaires.  

 

Néanmoins, l’obtention de MSC à partir de la moelle osseuse nécessite des actes chirurgicaux 

invasifs qui pourraient limiter leur utilisation. Une source alternative à la moelle osseuse est la 

gelée de Wharton. Les WJ-MSC sont obtenues de manière non invasive et possèdent également 

un fort potentiel pour la régénération osseuse. 

 

Dans cette étude, le modèle d’infection précoce a été utilisé permettant d’appréhender 

l’interaction entre S. aureus et des WJ-MSC. Nous avons démontré, pour la première fois, que 

les WJ-MSC étaient capable d’internaliser S. aureus de manière croissante au cours du temps. 

Nos résultats ont aussi montré une augmentation de l’expression de cytokines par les WJ-MSC 

infectées, suggérant un rôle de ces dernières dans la réponse antibactérienne. 
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Les principaux résultats obtenus au cours de cette étude sont les suivants : 

 

- Les WJ-MSC sont capables d’internaliser S. aureus de manière croissante au cours du 

temps dans un modèle in vitro d’infection précoce 

 

- La présence de S. aureus induit une augmentation du relargage de la LDH après 6 h et 

9 h d’interaction traduisant une mortalité accrue des WJ-MSC infectées 

 

- L’expression des ARN messagers de l’IL-6 et du TNF-α est augmentée en présence de 

S. aureus alors que ceux de l’IL-1β et de l’IL-8 (CXCL8) ne varient pas 

significativement. 

 

- Les concentrations protéiques d’IL-6, d’IL-1β et d’IL-8 produites sont similaires pour 

les WJ-MSC non infectées ou infectées. 

 

Notre travail a mis en évidence pour la première fois le phénomène d’internalisation de 

S.*aureus par les WJ-MSC et l’expression de cytokines en réponse à l’infection. 

L’internalisation observée révèle un comportement similaire à celui d’autres cellules 

phagocytaires non professionnelles comme les cellules endothéliales, les cellules épithéliales 

pulmonaires ou les ostéoblastes. L’internalisation de S. aureus par les WJ-MSC pourrait 

protéger cette bactérie contre les cellules immunes responsable de la clairance bactérienne et 

favoriser la chronicité de l’infection pour une souche bactérienne n’induisant pas de cytotoxicité 

importante. Concernant la production de cytokines pro-inflammatoires, nos résultats suggèrent 

que les WJ-MSC pourraient participer à la réponse inflammatoire lors d’une infection à 

S.*aureus. 

Ces deux mécanismes pourraient contribuer à leur niveau au contrôle précoce de l’infection par 

S. aureus. Ces résultats sont à prendre en compte dans le développement de nouvelles stratégies 

d’utilisation des WJ-MSC pour la régénération osseuse en site potentiellement infectieux. 
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DISCUSSION GENERALE 
 

Le microenvironnement osseux est un espace complexe composé de différents compartiments 

où logent une multitude de populations cellulaires qui communiquent les unes avec les autres 

(Schéma 23). Cet environnement permet également à l’os de se régénérer si nécessaire, comme 

par exemple à la suite d’une fracture, d’une résection de tumeur ou d’une infection bactérienne. 

 

Schéma 23 : le microenvironnement osseux. 

 

Il est communément admis que la pathogenèse d’une bactérie est liée à ses facteurs de virulence 

mais également à la réponse de l’hôte. Il nous a donc semblé intéressant d’appréhender la 

relation entre S. aureus, principale bactérie impliquée dans les IOA, et des cellules de 

l’environnement osseux, notamment des cellules des différents stades de la différenciation 

ostéoblastique (MSC, ostéoblastes pré-matures et ostéoblastes matures) qui participent à la 

régénération osseuse.  
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Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes donc attachés à caractériser l’interaction 

entre S. aureus et des cellules à potentiel ostéogénique, à savoir des cellules primaires humaines 

formatrices d’os (hpBCs) et des MSC dérivées de la gelée de Wharton (WJ-MSC), en étudiant 

plus particulièrement l’internalisation bactérienne, la cytotoxicité cellulaire induite par les 

bactéries et la capacité des cellules à produire des médiateurs inflammatoires (cytokines, 

chimiokines) ou des médiateurs modulant l’ostéoclastogénèse. 

 

L’internalisation de S. aureus par les cellules de la réponse innée, notamment les PNN, est un 

phénomène bien connu (105). Après leur recrutement sur le site de l’infection, les PNN sont 

capables de phagocyter les bactéries et de les détruire par l’effet combiné de réactifs oxydants 

et des composants cytotoxiques des granules (175), permettant ainsi la clairance bactérienne et 

par la suite la résolution de l’infection (106). Ce phénomène d’internalisation a aussi été observé 

pour des cellules phagocytaires non-professionnelles comme des cellules épithéliales 

pulmonaires, des kératinocytes ou des cellules endothéliales (113–115,176).  

Cependant, S. aureus est capable d’échapper à la dégradation intracellulaire, particulièrement 

dans le cas où il est internalisé par des cellules non-phagocytaires, pouvant créer un phénomène 

de persistance au sein des cellules (112). En effet, S. aureus est capable de produire des 

exotoxines comme les PSM et l’α-hémolysine afin de lyser la membrane phagosomale et de 

s’échapper dans le cytoplasme (114,177,178). Mais, la production d’exotoxines peut également 

entraîner une cytotoxicité importante comme cela a pu être observé chez les ostéoblastes en 

présence de PSM (177) et chez les cellules endothéliales avec l’α-hémolysine (114). Cette 

cytotoxicité se traduisant par la lyse cellulaire et le relargage des bactéries, elle expose ainsi à 

nouveau S.*aureus au système immunitaire. La persistance intracellulaire serait donc plutôt 

favorisée par un phénotype bactérien provoquant une faible cytotoxicité.  

 

La souche de S. aureus NCTC 8325-4 utilisé dans nos modèles d’interaction est décrite comme 

ayant une faible capacité d’internalisation et de réplication intracellulaire et un phénotype à 

tendance cytotoxique (forte production d’α-hémolysine) (179,180). Cependant, quel que soit le 

modèle d’interaction utilisé ou le type cellulaire, nous avons pu montrer que cette bactérie 

pouvait être internalisée et survivre dans les cellules, alors que dans le même temps et dans les 

mêmes conditions, E. coli n’était pas internalisée.   

La faible capacité de réplication intracellulaire de cette souche pourrait expliquer le nombre 

constant de bactéries intracellulaires observées dans le modèle d’infection persistante avec les 

hpBCs. De plus, cette observation suggère que l’augmentation du nombre de bactéries 
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intracellulaires dans nos modèles aigus d’interaction avec les hpBCs et les WJ-MSC s’explique 

par une entrée régulière de bactéries qui se multiplient continuellement dans le milieu 

extracellulaire.  

Concernant la cytotoxicité induite par S. aureus, celle-ci a surtout été retrouvée en présence des 

bactéries extracellulaires dans le modèle d’infection aiguë, que ce soit pour les WJ-MSC ou les 

hpBCs. Dans le modèle de persistance, nous n’avons pas observé de mortalité cellulaire accrue 

alors que ce phénomène avait pourtant été observé pour des cellules endothéliales et pour des 

ostéoblastes murins (114,181).  

La production et l’accumulation d’α-hémolysine par les bactéries extracellulaires pourrait donc 

être à l’origine de la cytotoxicité observée après 9 h d’interaction dans le modèle d’infection 

aiguë. De plus, il a récemment été montré que la production d’α-hémolysine peut favoriser 

l’internalisation de S. aureus au sein des mastocytes, par le biais d’une augmentation de 

l’intégrine β1, impliquée dans l’internalisation dépendante de la fibronectine (182). Ce 

phénomène pourrait aussi participer à l’explication de la forte internalisation observée après 

9*h d’interaction dans le modèle d’infection aiguë. 

 

Dans le cadre de la réparation osseuse en site infecté, les notions de persistance intracellulaire 

et de cytotoxicité associée aux bactéries sont des phénomènes à prendre en compte, aussi bien 

pour la mise en place du traitement thérapeutique que pour le choix du biomatériau à utiliser 

dans le comblement d’une résection par exemple.  

Ainsi, les cellules associées au produit d’ITO pourraient fournir une niche cellulaire, permettant 

aux staphylocoques de persister au sein du dispositif en se protégeant de la réponse immunitaire 

et des traitements antibactériens, favorisant le développement d’une infection chronique. 

Dans ce cas telle qu’évoqué précédemment, la cytotoxicité en réponse à l’internalisation de 

S.*aureus serait un moindre mal. En effet, la mort des cellules permettrait de libérer les 

bactéries intracellulaires, les rendant à nouveau accessibles aux cellules phagocytaires 

professionnelles. La mort des cellules diminuerait malheureusement les capacités de réparation 

osseuse, mais le développement d’une potentielle infection chronique serait ainsi évité. En 

comparant les résultats de cytotoxicité entre les WJ-MSC et les hpBCs infectées par S. aureus, 

il semblerait que celle-ci soit plus importante pour les WJ-MSC. En cas de potentielle récidive 

au niveau du  site de régénération, l’utilisation de WJ-MSC serait donc plus intéressante pour 

éviter la chronicité de l’infection à S. aureus. 

 



Discussion générale 

124 
 

Au cours de ces travaux, nous nous sommes également intéressés à la capacité des hpBCs ou 

des WJ-MSC à produire des cytokines, des chimiokines et des médiateurs de 

l’ostéoclastogénèse.  

Les cytokines retrouvées majoritairement après une infection à S. aureus sont le TNF-α, l’IL-

1β et l’IL-6 (98,100). Elles vont permettre de stimuler les cellules qui interviennent dans la 

réponse immunitaire innée. De plus, ces trois cytokines peuvent toutes stimuler 

l’ostéoclastogénèse, soit en stimulant la production de RANKL, soit de manière indépendante 

(51–54). Il semblerait notamment que l’IL-6 ait un rôle  prédominant dans la formation et 

l’activation des ostéoclastes (54).  

Les chimiokines quant à elles, sont de petites molécules capables d’initier le recrutement des 

leucocytes. Les chimiokines CXCL1 et CXCL8 recrutent majoritairement les PNN alors que 

CCL2 a plutôt un pouvoir attractant vis-à-vis des monocytes et macrophages (101). Comme 

précédemment pour les cytokines, ces trois chimiokines sont également capables de favoriser 

l’ostéoclastogénèse (59–63). 

 

Nous avons montré que les WJ-MSC et les hpBCs sont capables de produire des cytokines et 

des chimiokines mais que la stimulation de leur expression n’est pas équivalente selon le type 

et la maturation cellulaire. Une des explications serait une potentielle incapacité de la souche 

S. aureus NCTC 8325-4 à induire une réponse pro-inflammatoire comme cela a pu être suggéré 

lors d’interactions entre cette souche et des cellules endothéliales (183). Dans cet article, Yao 

et al. proposent que la faible capacité d’induction d’une réponse inflammatoire résulte de la 

faible internalisation de la souche S. aureus NCTC 8325-4, suggérant ainsi que l’internalisation 

de S. aureus est nécessaire à la production de médiateurs pro-inflammatoires. Néanmoins, il est 

reconnu que S. aureus peut induire une réponse inflammatoire via des récepteurs 

extracellulaires comme le TNFR-1, ce qui ne nécessite pas d’internalisation (92). De plus, il a 

été démontré que la souche S. aureus NCTC 8325-4 était capable d’induire la sécrétion de 

CXCL8 par des cellules épithéliales bronchiques après 3 h d’interaction (184,185). Enfin, nos 

résultats préliminaires sur des cellules MG-63, une lignée cellulaire issue d’un ostéosarcome 

humain, ont permis de mettre en évidence une sécrétion accrue d’IL-6 et de CXCL8 en présence 

de S. aureus NCTC 8325-4 dans notre modèle d’infection aiguë. Ces différents résultats 

suggèrent que la faible expression et l’absence de production de médiateurs pro-inflammatoires 

ne sont pas liées à la souche bactérienne utilisée mais bien aux cellules et notamment à leur 

caractère « primaire ». 
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En effet, comme nous avons pu l’évoquer dans la revue, le constat concernant les capacités des 

ostéoblastes à produire des médiateurs inflammatoires en réponse de S. aureus a été 

majoritairement observé dans des modèles d’infection utilisant des ostéoblastes murins, des 

cellules de lignée cellulaire ou à l’aide d’ostéoblastes commerciaux issus d’un seul donneur 

(117). De plus, il a récemment été démontré que la réponse de cellules endothéliales lors d’une 

infection à S. aureus différait en fonction du caractère « primaire » ou « lignée cellulaire » des 

cellules (186). Ces résultats corroborent une observation similaire concernant les hpBCs et les 

MG-63. 

 

Schéma 24 : Impact d’une IOAM à Staphylococcus aureus sur le microenvironnement 

osseux, le matériel étant un fixateur. 

 

En faisant la somme de ces différentes informations, l’apport de l’ostéoblaste dans la réponse 

inflammatoire lors d’une IOA ou une IOAM à S. aureus peut être remis en cause. Nous 

suggérons notamment que l’initiation de la réponse inflammatoire observée en réponse à 

l’infection, que ce soit en clinique ou dans des modèles in vivo, serait plutôt la résultante de 
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l’interaction entre S. aureus et l’une des nombreuses cellules présente au sein du 

microenvironnement osseux (cellules de la niche hématopoïétique, cellules sanguines, 

OsteoMacs) voire même des cellules de la barrière épithéliale (si IOAM par exemple) ou de la 

circulation sanguine (si infection hématogène par exemple) (Schéma 24). 

 

Dans le contexte d’ITO en site infecté (Schéma 25), le choix de la cellule la plus sensible à la 

cytoxicité induite par S. aureus, dans notre cas les WJ-MSC, serait un moindre mal afin d’éviter 

la persistance intracellulaire bactérienne et le développement d’une infection chronique. La 

fonctionnalisation du biomatériau associé aux cellules par des molécules antimicrobiennes 

permettrait de protéger les cellules du microenvironnement osseux et les cellules présentes dans 

le biomatériau, autorisant  ces dernières à se focaliser sur la réparation du tissu osseux. 

 

Schéma 25 : Représentation de l’implantation d’un dispositif d’ingénierie tissulaire osseuse 

en site infecté par S. aureus. 
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CONCLUSION & PERSPECTIVES 
 

Ces travaux de thèse ont permis d’approfondir les acquis concernant l’interaction entre 

S.*aureus et les cellules du microenvironnement osseux. Nous avons notamment montré que 

l’utilisation de cellules humaines primaires issues de plusieurs donneurs est possible pour la 

mise en place de modèles d’infection in vitro, que ce soit des cellules issues d’explants osseux 

ou des MSC à potentiel ostéogénique. Les résultats présentés dans cette thèse sont plus nuancés 

et présentent une plus grande variabilité que lors d’utilisation de lignées cellulaires mais nous 

suggérons que ceux-ci se rapprochent plus des conditions retrouvée en clinique. Toutefois, nos 

résultats s’accordent avec la littérature concernant l’importance des phénomènes 

d’internalisation et de cytotoxicité induite dans le pronostic d’une IOA à S. aureus. 

 

A l’issue de ces travaux, plusieurs perspectives sont envisagées pour aller plus loin dans la 

compréhension des phénomènes observés et apporter des réponses pertinentes pour les 

cliniciens. 

 

Nous souhaitons tout d’abord réaliser des interactions avec d’autres souches de S. aureus dans 

nos modèles d’infection in vitro. Celles-ci auraient un phénotype moins cytotoxique et une 

capacité de persistance intracellulaire plus élevée. La souche UAMS-1 par exemple, 

fréquemment utilisée lors d’interactions avec des ostéoblastes, mais aussi des souches cliniques 

identifiées au préalable pourraient être utilisées.  

 

L’internalisation et la persistance de S. aureus au sein des cellules osseuses étant la clé de voûte 

des IOA, nous proposons, à partir de souches cliniques de S. aureus utilisées dans notre modèle 

d’infection aiguë, de cribler des molécules aux propriétés anti-internalisation. La découverte de 

telles molécules permettrait leur emploi en bithérapie avec des antibiotiques classiques, comme 

cela a déjà pu être envisagé avec des molécules anti-biofilms (187). La fonctionnalisation de 

biomatériaux par de telles molécules pourrait représenter un nouvel outil pour lutter contre les 

IOAM. 

 

La suite logique de ce travail sera la mise au point d’un modèle d’IOAM in vitro incluant 

S.*aureus, et des WJ-MSC associées à un biomatériau. Une biomatrice composée de chitosane 
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et d’hydroxyapatite a déjà été testée au laboratoire. Sa biocompatibilité a été validée lors de la 

culture in vitro avec des cellules osseuses primaires humaines (188). Une fois les paramètres 

de cette interaction tripartite établis, ce modèle in vitro pourra nous être utile pour étudier la 

fonctionnalisation des biomatériaux et son impact sur l’infection bactérienne mais aussi sur la 

différenciation des WJ-MSC en ostéoblastes en site infecté.  

Ceci serait une étape préliminaire à une étude in vivo. Un modèle de comblement de défaut 

critique fémoral par la technique de Masquelet est maitrisé au sein de notre laboratoire. Ce 

modèle pourra être adapté pour le développement d’une IOAM et les produits d’ITO contenant 

des WJ-MSC et des biomatrices fonctionnalisées par des antimicrobiens (anti-internalisation et 

anti-biofilms) pourraient être testés. 

 

A noter que la question de la vascularisation devra être abordée. Une pré-implantation au sein 

d’un muscle squelettique pourrait être envisagée afin d’assurer la vascularisation du dispositif 

d’ITO. Une co-culture entre WJ-MSC et cellules endothéliales peut également être réalisée au 

préalable afin de favoriser la formation de vaisseaux sanguins. Dans la possibilité d’une 

régénération osseuse en site infecté, l’impact d’une infection bactérienne sur la 

revascularisation de la zone lésée apparait comme un enjeu majeur. 

 

Enfin nous envisageons d’adapter notre modèle à l’étude de l’interaction entre des cellules 

osseuses primaires humaines et P. aeruginosa. Cette bactérie à Gram négatif est relativement 

peu étudiée dans les IOA malgré sa forte prévalence dans les IOAM et les IOA du pied 

diabétique. Des expériences préliminaires menées dans notre laboratoire suggèrent que 

P.*aeruginosa n’est pas internalisé par les cellules osseuses et donc que son comportement 

serait différent de celui de S. aureus. 

 

Nous pensons que les résultats obtenus lors de ces travaux ainsi que ceux à venir au travers des 

perspectives envisagées apporteront de nouvelles pistes pour innover dans la lutte contre les 

IOA et la réparation du site osseux. 
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IMPACT DE L’INFECTION A STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUR LE MICROENVIRONNEMENT OSSEUX 

Les infections ostéo-articulaires à Staphylococcus aureus sont des pathologies fréquentes dont les conséquences peuvent aller de la simple 

altération cellulaire à un retard de la réparation osseuse ou une réponse inflammatoire excessive. Afin d’étudier ce phénomène, nous avons, 

dans un premier temps, développé deux modèles d’infections in vitro faisant interagir Staphylococcus aureus et des cellules osseuses 

primaires issues d’explants chirurgicaux humains. Ces cellules ont été préalablement cultivées dans un milieu standard ou un milieu 

ostéogénique afin d’obtenir 2 populations à des stades de maturation différents. L’étude de l’internalisation de Staphylococcus aureus, de la 

mortalité cellulaire et de la production de médiateurs inflammatoires pour ces 2 populations a permis d’établir si l’impact de Staphylococcus 

aureus variait en fonction de la maturation cellulaire. Dans un second temps, nous avons étudié l’impact de Staphylococcus aureus sur des 

cellules souches mésenchymateuses dérivées du cordon ombilical. En effet, dans le cadre d’une régénération osseuse en site infecté, les 

cellules souches mésenchymateuses pourraient être amenées à interagir avec Staphylococcus aureus. Nous avons donc caractérisé la capacité 

de ces cellules à internaliser Staphylococcus aureus, à survivre face à l’infection et à produire des médiateurs inflammatoires dans notre 

modèle in vitro d’infection aiguë. Ce projet nous a permis de valider nos modèles d’infection in vitro et de caractériser l’impact de 

Staphylococcus aureus sur différentes cellules du microenvironnement osseux, donnant ainsi de nouvelles pistes pour le développement de 

stratégies pour la lutte antibactérienne et l’ingénierie tissulaire osseuse. 
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IMPACT OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS INFECTION ON THE BONE MICROENVIRONMENT 

Staphylococcus aureus-related bone and joint infections are common diseases whose consequences can range from simple cell damage to 

delayed bone repair or excessive inflammatory response. To study this phenomenon, we have developed two models of in vitro infection with 

Staphylococcus aureus and primary bone-forming cells derived from human surgical explants. These cells have been previously cultured in a 

standard medium or osteogenic medium to obtain two populations at different stages of maturation. The study of Staphylococcus aureus 

internalization, cell death and production of inflammatory mediators in these 2 populations allowed us to establish whether the impact of 

Staphylococcus aureus varied depending on cell maturation. We also studied the impact of Staphylococcus aureus on mesenchymal stem cells 

derived from umbilical cord. In case of bone regeneration in infected site, mesenchymal stem cells may have to interact with Staphylococcus 

aureus. Therefore, we characterized the ability of these cells to internalize Staphylococcus aureus, to survive against the infection and to 

produce inflammatory mediators in our in vitro model of acute infection. This project allowed us to validate our in vitro infection models and 

to characterize the impact of Staphylococcus aureus on different cells in the bone microenvironment, providing new approaches for the 

development of antibacterial strategies and bone tissue engineering. 
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