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Résumé 

S. aureus est un pathogène majeur de l’Homme capable de produire une grande variété de facteurs de 

virulence tels que les phénol-solubles modulines alpha (PSM ) et l’hémolysine delta (Hld). La 

transmission de S. aureus est essentiellement manu-portée mais les éléments favorisant sa 

dissémination dans la population restent inconnus. Les mastocytes étant connus pour libérer des 

médiateurs pruritogènes, nous avons suspecté leur implication dans la physiopathologie et la 

transmission des infections cutanées staphylococciques. Sur une lignée de mastocytes humains, l’Hld 

et les PSM 1, montrés pour être produits in vivo, déclenchaient la libération de tels médiateurs. Chez 

S. aureus, la production des toxines est sous la dépendance du système de régulation globale Agr. Les 

souches de S. aureus appartenant au type Agr1, produisant significativement plus d’Hld et de PSM  

que les autres souches, ont été les plus fréquemment retrouvées au cours de l’année 2017 dans les 

infections cutanées staphylococciques. Ceci corrobore l’hypothèse selon laquelle une souche de 

S. aureus produisant des toxines capables d’interagir avec les mastocytes et induisant un prurit, diffuse 

plus facilement dans la population. Nous avons ensuite étudié la modulation de l’expression des 

PSM  et d’Hld par des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques. L’oxacilline induisait une 

inhibition de l’expression des PSM  et d’Hld alors que la clindamycine entraînait plus fréquemment 

une induction de leur expression. Ces observations nous ont interrogé sur l’utilisation de la 

clindamycine considérée habituellement comme anti-toxinique et sur l’effet bénéfique ou délétère de 

l’effet inhibiteur de l’oxacilline.  

 

Mots clés : Staphylococcus aureus, facteurs de virulence, Phénol-solubles modulines (PSM), 

hémolysine delta (Hld), leucocidines de Panton-Valentine (PVL), hémolysine alpha (Hla), mastocytes, 

transmission, concentration sub-inhibitrice, antibiotique, oxacilline, clindamycine, linézolide, 

tigécycline 

 

Laboratoire de rattachement : Unité Inserm 1111, Centre International de Recherche en Infectiologie 

(CIRI), équipe « Pathogénie des Staphylocoques », Hôpital de la Croix Rousse, Institut des Agents 

Infectieux, 103 Grande rue de la croix Rousse, 69004 LYON, France. 
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Staphylococcal virulence factors: interaction with human mast cells 
and modulation of their expression by antibiotics 

Abstract  

S. aureus is a major human pathogen able to produce several virulence factors such as phenol-soluble 

modulins alpha (PSM ) and delta hemolysin (Hld). S. aureus is essentially spread through hand but 

the elements promoting its spreading stay unsolved. Mast cells release several soluble mediators 

triggering itching behavior. We suspect the mast cell involvement in spreading of S. aureus strains and 

in physiopathology of staphylococcal skin infections. Upon human mast cell line, we showed that 

PSM 1 and Hld induced the release of mediators triggering itching behavior. Moreover, these toxins 

were produced in vivo during staphylococcal skin infections. Expression of staphylococcal virulence 

factors is regulated by global regulatory system Agr. Interestingly, we observed that S. aureus strains 

belonging in Agr1 produced higher quantity of PSM  and Hld than those belonging to Agr2 and Agr3, 

and were more frequently responsible to skin infections during the last year. This observation supports 

our hypothesis whereby a strain producing toxins able to trigger mast cell mediator inducing 

scratching behavior, spreads electively in the community. Thereafter, we studied modulation of PSM  

and Hld expression by sub-inhibitory concentration of antibiotics. We reported that oxacillin induced 

an inhibitory effect on PSM  and Hld expression, while clindamycin resulted in more frequently an 

inducer effect. These results are discordant with these observed with Panton-Valentine leucocidin and 

alpha hemolysin and interrogate on clindamycin use for its anti-toxin activity and on benefic or 

deleterious effect of oxacillin inhibitory effect.  

 

Key words: Staphylococcus aureus, virulence factors, Phenol-soluble modulins (PSM), delta 

hemolysin (Hld), Panton-Valentine leucocidines (PVL), alpha hemolysin (Hla), mast cells, 

transmission, sub-inhibitory concentration, antibiotic, oxacillin, clindamycin, linezolide, tigecyclin. 
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Introduction 

Staphylococcus aureus est un pathogène majeur de l’Homme, responsable d’infections bénignes 

comme sévères mettant en jeu le pronostic vital du patient. Il s’agit d’une bactérie pouvant également 

coloniser, sans être pathogène, un tiers de la population générale, notamment au niveau de la 

muqueuse nasale. Les infections à S. aureus peuvent toucher un grand nombre de tissus et d’organes, 

mais majoritairement, cette bactérie est à l’origine d’infections cutanées (Lowy 1998). La transmission 

de S. aureus au sein d’une population est essentiellement manu-portée. S. aureus est un germe à la fois 

pyogène, c’est-à-dire qu’il provoque la formation de pus en détruisant les tissus de l’hôte et 

toxinogène. En effet, il a la capacité de produire des toxines capables d’induire des maladies 

spécifiques. Ainsi, les superantigènes, comprenant les entérotoxines et la toxine du choc toxique 

staphylococcique (TSST-1) induisent respectivement des toxi-infections alimentaires et le choc 

toxique staphylococcique, et les exfoliatines, appelées également épidermolysines, provoquent des 

syndromes d’exfoliation staphylococciques pouvant être localisés ou généralisés. Certaines toxines, 

notamment les toxines formant des pores, participent et renforcent l’effet pyogène de la bactérie en 

détruisant soit les cellules de l’immunité pour la leucocidine de Panton-Valentine (PVL) ou les 

phénol-solubles modulines (PSM), soit les globules rouges ou encore les cellules épithéliales pour 

l’hémolysine alpha (Hla). Dans le cadre des infections cutanées, la production des toxines formant des 

pores par la souche de S. aureus peut moduler l’étendue de l’infection, de telle sorte qu’un isolat 

hautement producteur donnera plus favorablement des infections plus profondes et récidivantes, avec 

une extension locorégionale jusqu’à la formation d’abcès sous-cutanés plus ou moins volumineux. 

Cliniquement, ces infections ressemblent initialement à des piqûres/morsures d’araignées avec une 

zone érythémateuse et inflammatoire centrée sur la « piqûre » et parfois une plage de dermo-nécrose 

centrale (Dominguez 2004; Suchard 2011). Ces lésions cutanées entraînent également très volontiers 

une sensation de prurit intense participant à l’impression de piqûre. Les mastocytes sont impliqués 

dans la symptomatologie des piqûres/morsures d’araignée (Rattmann et al. 2008; Paludo et al. 2009) et 

notamment dans la sensation de prurit (Gupta et Harvima 2018). C’est pourquoi, nous avons tout 

d’abord étudié l’impact des toxines formant des pores sur les mastocytes humains. Ensuite, nous avons 

étudié l’impact de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques sur la modulation de l’expression de 

ces toxines afin d’améliorer notre connaissance sur le sujet et permettre de proposer le meilleur 

traitement à administrer en cas d’infections staphylococciques à composante toxinique.   
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Section 1 : Identification des facteurs de virulence staphylococciques 
capables d’interagir avec les mastocytes humains 

PARTIE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre 1 : Les toxines formant des pores de Staphylococcus aureus et la 
régulation de leur expression   

Dans la revue bibliographique de la première partie, nous proposons de développer la structure, le 

mécanisme d’action, l’implication dans la physiopathologie des infections et l’épidémiologie des 

toxines formant des pores produites par S. aureus, PVL, Hla et PSM , puis d’expliquer la modulation 

de leur production au cours d’une infection.  

I. La leucocidine de Panton-Valentine (PVL) 

Historiquement, la PVL a été décrite pour la première fois par Panton et Valentine en 1932 où, sans 

décrire la toxine en tant que telle, les auteurs décrivaient une corrélation positive entre des souches de 

S. aureus possédant une forte activité leucotoxique et une présentation clinique sévère chez l’Homme, 

à type de furoncle ou ostéomyélite (Panton et Valentine 1932).  

i. Structure et mécanisme d’action 

La PVL appartient à la famille des leucocidines à deux composants, ou toxines synergo-hyménotropes, 

où deux composés agissent en synergie pour former un pore à la surface des membranes des cellules 

cibles. Ces deux composés distincts sont nommés composé S (slow eluted) et composé F (fast eluted) 

en fonction de leur élution en chromatographie. Chez S. aureus, il existe cinq sous-unités S et quatre 

sous-unités F, s’associant entre elles pour former cinq toxines à deux composants complètes 

(Tableau 1) : la PVL, l’hémolysine gamma (Hl ) A/B, l’Hl C/B, la leucocidine LukED et la leucodine 

LukAB. 
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Tableau 1 : Composition des différentes leucocidines synergo-hyménotropes chez S. aureus, leurs récepteurs et 
cellules cibles. D’après Spaan et al. 2017. 

Toxine Sous-
unité S 

Sous-
unité F 

Récepteur de la  
sous-unité S 

Cellule cible Espèce cible 

PVL LukS-
PVL 

LukF-
PVL 

C5aR = CD88 et C5L2  
(Spaan et al. 2013) 

PNN  
Monocytes 
Macrophages 

Homme (très active) 
Lapin 
(moyennement 
active) 
Souris (peu active) 

Hl A/B Hl A Hl B CCR2, CXCR1 et CXCR2  
(Spaan et al. 2014)  
DARC sur les érythrocytes  
(Spaan et al. 2015a) 

PNN 
Monocytes 
Macrophages 
Erythrocytes 

Homme (très active) 
Souris 
(moyennement 
active) 

Hl C/B Hl C Hl B C5aR  
(Spaan et al. 2015b) 

PNN  
Monocytes 
Macrophages 

Homme (très active) 
Lapin 
(moyennement 
active) 
Souris (peu active) 

LukED LukE LukD CCR5  
(Alonzo et al. 2013) 
CXCR1 et CXCR2 (Reyes-
Robles et al. 2013) 
DARC sur les érythrocytes  
(Spaan et al. 2015a) 

PNN  
Monocytes 
Macrophages 
Cellules 
dendritiques 
Lymphocyte T 
Cellules NK 
Erythrocytes 

Homme (très active) 
Souris (très active) 

LukAB  
= 
LukHG 

LukA  
= LukH 

LukB  
= 
LukG 

CD11b  
(DuMont et al. 2013) 

PNN  
Monocytes 
Macrophages 
Cellules 
dendritiques 

Homme (très active) 
Lapin 
(moyennement 
active) 
Souris (peu active) 

La formation du pore nécessite une liaison séquentielle des deux composés à la membrane de la cellule 

cible. Dans un premier temps, le composé S se fixe sur son récepteur membranaire, puis le composé F 

se fixe au composé S du complexe formé. Il se produit ensuite une oligomérisation des composés S et 

F pour former un hétéro-octamère formé de 4 sous-unités S et 4 sous-unités F. Ce pré-pore subit enfin 

une modification conformationnelle afin de créer un véritable pore transmembranaire (Colin et al. 

1994) (Figure 1). La spécificité des cellules cibles ainsi que la spécificité d’espèce de chaque toxine 

synergo-hyménotropes dépend de la reconnaissance et de l’affinité du composé S pour son récepteur 

cellulaire (Tableau 1). Très récemment, il a été montré pour la PVL que la spécificité d’espèce 

dépendait également de la reconnaissance du composé F pour son récepteur, le CD45 (Spaan 2018).  

En fonction de la dose de toxine mise en contact avec la cellule cible, l’effet sera différent. A dose 

sub-lytique, la formation de l’oligomère octamérique permet l’ouverture des canaux calciques de la 

cellule cible, permettant un influx calcique intracellulaire. Cet influx calcique déclenche l’activation 

de la cellule selon des voies de signalisation intracellulaire variées et induit la libération de cytokines 

ou de médiateurs, à composante majoritairement pro-inflammatoire, comme par exemple la libération 

d’IL-8 et de LTB4 par les polynucléaires neutrophiles (PNN) et d’histamine par les polynucléaires 
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basophiles (König et al. 1995). A dose plus importante, la formation du pore transmembranaire altère 

la perméabilité de la membrane cellulaire entraînant la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose en 

cas de concentration très élevée de toxine (autour de 40 ng/mL) (Genestier et al. 2005; Löffler et al. 

2010).  

S. aureus produit donc des toxines capables de tuer les cellules de l’immunité innée, PNN et 

macrophages, lui permettant d’échapper au système immunitaire. De plus, ces toxines en créant des 

lésions très inflammatoires et nécrotiques, entraînent la libération massive de composés pro-

inflammatoires, déclenchant le recrutement de nouvelles cellules de l’immunité et entretenant donc 

une boucle d’amplification de l’inflammation sur le site de l’infection. 

 
Figure 1 : Mécanisme d’action des leucocidines synergo-hyménotropes de S. aureus. Tout d’abord, la sous-unité 
S se fixe sur son récepteur spécifique. Ensuite, la sous-unité F se lie à son composé S au sein du complexe 
composé S-récepteur, à condition que le corécepteur du composé F soit également exprimé à la surface de la 
cellule cible. Ceci déclenche alors la formation d’un hétéro-octamère par oligomérisation de 4 sous-unités S et 4 
sous-unités F, avec ouverture des canaux calciques attenants et influx calcique intracellulaire. Cet influx calcique 
permet l’activation de la cellule cible avec libération de médiateurs diverses en fonction de la cellule touchée. 
Enfin, la formation du pore transmembranaire rompt l’équilibre hydro-électrique de la cellule entraînant sa mort 
cellulaire par apoptose ou nécrose en fonction de la concentration de toxine dans le milieu. D’après Vincenot et 
al. 2008. 

ii. Implication en clinique  

Chez l’Homme, les données épidémiologiques et les cas rapportés indiquent que les souches de 

S. aureus productrices de PVL sont reliées à des infections sévères pouvant mettre en jeu le pronostic 

vital du patient. C’est le cas de la pneumonie nécrosante (Gillet et al. 2002). La production de PVL a 

également été mise en cause dans les infections cutanées primitives, c’est-à-dire survenant sur peau 

saine, volontiers extensives et récidivantes (Lina et al. 1999; del Giudice et al. 2009). Ce type 

d’infections cutanées peut former des abcès sous-cutanés très inflammatoires, douloureux avec une 
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zone érythémateuse très étendue, pouvant se confondre avec des piqûres d’araignées. Enfin, les 

infections ostéo-articulaires induites par des souches de S. aureus productrices de PVL sont 

responsables d’infection ostéo-articulaire plus grave que les souches ne produisant pas la PVL, avec 

des signes de choc septique dans la moitié des cas et la présence d’abcès profonds dans près de 80 % 

des cas (Dohin et al. 2007). Une étude chinoise propose même d’utiliser la PVL comme un indicateur 

de mauvais pronostic lors des ostéomyélites à S. aureus (traitement plus long, symptômes 

inflammatoires plus sévères) (Jiang et al. 2017).  

Récemment, une méta-analyse regroupant tous les cas et études publiés sur les infections graves à 

S. aureus producteur de PVL a conclu qu’il existe effectivement une corrélation positive entre les 

infections cutanées graves nécessitant une prise en charge chirurgicale et souches productrices de PVL 

(Shallcross et al. 2013). Cette étude ne conclut cependant pas sur la relation entre pneumonie 

nécrosante et production de PVL, sans doute car elle exclut étonnamment l’étude princeps de Gillet et 

al. précédemment citée (Gillet et al. 2002).  

A la vue de ces observations, des modèles expérimentaux animaux d’infection pulmonaire, cutanée et 

ostéo-articulaire ont été mis au point pour explorer le rôle physiopathologique de la PVL. Comme la 

PVL est inactive sur les PNN de souris, l’animal de choix pour étudier l’influence de cette toxine est le 

lapin. Le schéma d’expérience de ces études est globalement semblable. Il consiste à comparer, sur un 

modèle donné d’infection, l’impact, l’évolution et l’issue d’animaux infectés avec des souches de 

S. aureus produisant la PVL, dite sauvage ou « Wild-type », leur mutant isogénique inactivée pour les 

gènes codant lukS-pvl et lukF-pvl et donc ne produisant pas la PVL ( PVL), et la souche PVL 

complémentée en PVL avec les gènes lukS-pvl et lukF-pvl en position chromosomique ou 

plasmidique. Ainsi, il est possible de comparer uniquement l’impact de la production de PVL sur le 

devenir des infections sans modifier le fond génétique de la souche.  

Tout d’abord, en utilisant ce procédé sur un modèle d’infection pulmonaire de lapin et une souche de 

S. aureus résistant à la méticilline communautaire (SARM-C), USA300, Diep et al ont montré que la 

PVL augmentait la capacité de la souche de S. aureus à causer des lésions sévères et nécrotiques du 

poumon, un œdème pulmonaire, une hémorragie alvéolaire et des hémoptysies. De plus, le taux de 

mortalité des animaux infectés avec la souche sauvage et la souche PVL complémentée en PVL était 

plus élevé que celui des animaux infectés avec la souche PVL (Diep et al. 2010). Les auteurs 

complétaient ces données en observant que l’instillation directe de PVL purifiée dans le poumon d’un 

lapin entrainait les mêmes lésions pulmonaires avec recrutement et lyse de PNN sur site alors que 

celles-ci ne se manifestaient pas chez un lapin neutropénique, en l’absence de PNN. Il proposait enfin 

un modèle complet de physiopathologie de la pneumonie nécrosante (Figure 2).   
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Figure 2 : Mécanisme physiopathologique de la PVL dans la pneumonie nécrosante. La PVL produite lors d’une 
infection à S aureus entraîne d’abord l’activation des PNN (= PMN, polymorphonuclear neutrophils) et des 
macrophages, induisant la production de cytokines pro-inflammatoires IL-8 et MCP-1. Ceci favorise le 
recrutement sur le site de l’infection d’autres cellules de l’immunité, incluant les PNN. La concentration de la 
PVL augmentant, la toxine provoque la lyse des PNN dans l’alvéole pulmonaire, entraînant la libération du 
contenu granulaire des PNN composé de lysozyme et de protéases. Ces derniers digèrent les tissus environnants 
et favorisent donc le développement de lésions alvéolaires. La lyse des PNN entraîne également la libération de 
cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires, recrutant encore plus de cellules de l’immunité qui seront à leur 
tour lysées, entretenant le cycle délétère du processus inflammatoire et augmentant alors la progression et 
l’étendue des lésions. D’après Diep et al. 2010.  

Ensuite, sur un modèle d’ostéomyélite chez le lapin et en utilisant un inoculum faible et fort de 

bactérie, Crémieux et al. ont montré que les lapins infectés avec un fort inoculum de la souche sauvage 

LAC de fond génétique USA300 et produisant la PVL, induisait des infections plus graves au niveau 

osseux avec déformations osseuses, atteintes musculaires et articulaires, que celles observées chez les 

lapins infectés avec la souche PVL (Crémieux et al. 2009). Dans cette étude, la complémentation en 

PVL de la souche PVL n’a pas été étudiée. Plus tard, la même équipe montrait que la PVL était bien 

impliquée dans la formation d’abcès osseux lors d’une ostéomyélite à S. aureus producteur de PVL, et 

qu’elle favorisait également la dissémination hématogène de la bactérie pour former des localisations 

secondaires pulmonaires. Cependant, la présence ou non de la PVL ne modifiait pas la mortalité des 

animaux (Crémieux et al. 2014).  

Enfin, concernant les résultats des modèles d’infections cutanées à S. aureus sur lapin, les études sont 

plutôt discordantes. En effet, d’un côté, Lipinska et al. ont observé que la souche sauvage LAC et la 

souche PVL complémentée en PVL provoquaient des lésions cutanées plus larges et plus nécrotiques 

chez les animaux que la souche PVL, dans les 3 à 4 jours suivant l’injection intradermique de 
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bactéries (Lipinska et al. 2011). De même, Chi et al. ont montré, en utilisant un fond génétique de 

SARM-C différent appartenant au ST59, que les souches productrices de PVL, souche sauvage et 

souche PVL complémentée en PVL, induisaient des lésions cutanées plus larges, plus profondes et 

surtout avec une plage de nécrose plus étendue que celle provoquées suite à l’infection avec la souche 

PVL (Chi et al. 2013). D’un point de vue mécanistique, ils proposaient que la PVL faciliterait 

l’échappement des bactéries à l’endo-lysosome lorsque celles-ci sont internalisées par les 

kératinocytes cutanés, permettant ainsi leur prolifération dans le cytoplasme, ce qui induirait la mort 

des kératinocytes par apoptose. La mort des kératinocytes favoriserait alors le processus 

inflammatoire. De l’autre côté, Kobayashi et al., en utilisant des souches possédant le même fond 

génétique que la première étude, ne montraient aucune différence significative entre le volume de 

l’abcès induit par la souche sauvage et celui induit par la souche PVL, quel que soit le temps post-

infection et ce, jusqu’à 14 jours post-infection (Kobayashi et al. 2011). La différence entre les résultats 

de ces trois études pourrait venir du mode d’inoculation de la bactérie qui se fait par voie sous-cutanée 

pour Kobayashi et al. et par voie intradermique pour les deux autres études.   

Globalement, les études expérimentales chez le lapin démontrent le rôle physiopathologique de la PVL 

comme facteur de virulence aggravant l’infection, dans les trois modèles présentés : pneumonie 

nécrosante, infection ostéo-articulaire et infection cutanée. Chez l’Homme, le fait de retrouver in vivo 

la production de PVL au cours de ces infections, notamment dans les abcès cutanés et dans le liquide 

broncho-alvéolaire des patients atteints de pneumonie nécrosante, à dose active (concentration 

moyenne respective de 0,54 g/mL et 0,11 g/mL) voire à très forte dose (pouvant atteindre des 

centaines de g/mL) est un argument supplémentaire pour impliquer cette toxine dans la 

physiopathologie des infections précitées (Badiou et al. 2008, 2010; Rouzic et al. 2010).   

iii. Epidémiologie et distribution des souches de S. aureus productrices de 
PVL 

Les gènes lukS-PV et lukF-PV codant pour les sous-unités S et F de la PVL sont portés, dans le 

génome de S. aureus, par un élément génétique mobile transférable, un bactériophage. 

L’épidémiologie et la distribution des souches de S. aureus portant la PVL ont évolué au cours du 

temps et notamment ont été largement modifiées dans les années 1990 par l’apparition des SARM-C. 

Au milieu du siècle dernier, avant l’avènement des SARM-C, la PVL était majoritairement portée par 

des souches de S. aureus sensible à la méticilline (SASM) et sa prévalence, à l’époque, était alors 

faible de l’ordre de 2% des souches (Prevost et al. 1995). Au début des années 1990, sont apparues 

dans la communauté générale, des souches de S. aureus résistant à la méticilline (SARM) 

particulièrement virulentes, touchant des patients sans facteurs de risque et donnant des infections 

graves. Ces souches n’avaient aucune parentalité génétique avec les SARM d’origine hospitalière 

(SARM-H) : elles ont donc été appelées SARM-C pour communautaire.  
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Plusieurs clones, d’abord spécifiques de continents, se sont largement étendus tout autour du monde 

(Figure 3) : ST8 USA300 en Amérique du Nord, ST80 dans le bassin méditerranéen et l’Europe, ST59 

en Asie de l’est, ST30 en Asie du Pacifique, ST93 et ST30 en Australie (DeLeo et al. 2010). 

 
Figure 3 : Distribution mondiale initiale des principaux clones de SARM-C et leurs mouvements de propagation. 
D’après DeLeo et al. 2010.  

Initialement, la particularité des souches de SARM-C est qu’elles produisaient toutes la PVL, à tel 

point que la PVL était utilisée comme marqueur des SARM-C. Ces clones se sont rapidement 

répandus dans le monde entier, atteignant leur apogée dans les années 2000 à 2010. Ainsi, entre 2004 

et 2008, aux Etats-Unis d’Amérique, la proportion du clone de SARM-C, ST8 USA300 PVL+, parmi 

les souches de S. aureus isolées d’infections cutanées, passait de 19% en 2004 à 45% en 2008 (O’Hara 

et al. 2012). En Europe, l’épidémiologie des SARM-C était plus disparate. Certains pays étaient 

fortement touchés comme la Grèce, où sur les 27% de souches de S. aureus portant la PVL isolées 

principalement d’infections cutanées, 45% étaient des SARM-C (Chini et al. 2006). Alors que d’autres 

pays étaient moins touchés, comme le Royaume-Uni qui recensait moins de 2% de souches de 

S. aureus productrices de PVL parmi des isolats envoyés au centre national de référence (Holmes et al. 

2005).  

En France, la prévalence des infections à SARM-C producteurs de PVL est restée et reste plutôt faible, 

évoluant sous la forme de cas sporadiques ou de petites épidémies, avec le clone Européen ST80 

(Robert et al. 2011), mais également avec le clone ST8 USA300 (Mee-Marquet et al. 2015). A côté de 

ces cas, les autres épidémies d’infections cutanées à S. aureus producteur de PVL sont dues à des 

SASM, de fonds génétiques variés (CC1, CC121, …)  (Bourigault et al. 2014; Couvé-Deacon et al. 

2016).  
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II. Les phénol-solubles modulines (PSM) et hémolysine delta (Hld) 

i. Structure et mécanisme d’action 

Les PSM sont de petits peptides amphipathiques, d’abord décrits chez Staphylococcus epidermidis 

(Peschel et Otto 2013). Chez S. aureus, il a été décrit deux familles de PSM : les PSM  dont la 

séquence peptidique est composée d’une vingtaine d’acides aminés ayant une structure en hélice alpha 

(Figure 4), et les PSM , d’une quarantaine d’acides aminés ayant une structure en feuillet beta.  

 
Figure 4 : Structure en l’hélice  de PSM 4, avec une moitié de l’hélice hydrophobe et l’autre moitié 
hydrophile, procurant à ces peptides un caractère amphipathique. D’après Wang et al. 2007.  

L’analyse des séquences peptidiques ont permis de différencier 4 types de PSM  (PSM 1 à PSM 4) 

et 2 types de PSM  (PSM 1 et PSM 2). De plus, l’hémolysine delta (Hld), toxine staphylococcique 

connue depuis longtemps pour son activité hémolytique, appartient à la famille des PSM  de par sa 

structure. A l’état naturel chez S. aureus, l’ensemble des PSM est produit sous une forme formylée en 

N-terminal (Wang et al. 2007).  

Pour être excrétés dans le milieu extracellulaire, S. aureus utilise un système d’export spécifique aux 

PSM, le transporteur Pmt (phenol-soluble modulin transporter), codé par quatre gènes, pmtA, pmtB, 

pmtC et pmtD, formant un transporteur à quatre composants de type ABC (ATB-binding cassette) 

(Chatterjee et al. 2013). Ce transporteur est essentiel pour la bactérie car en son absence, 

l’accumulation de PSM  et d’Hld entraîne des dommages considérables sur la bactérie du fait de leurs 

propriétés lytiques sur les membranes cellulaires (division cellulaire anormale, membrane 

cytoplasmique endommagée).  

Les PSM possèdent différentes propriétés biologiques, globalement différentes entre PSM  et PSM  

(Figure 5). Tout d’abord, contrairement aux PSM , les PSM , incluant Hld, ont une forte activité 

lytique sur les cellules de par leur structure amphipathique, leur permettant de dissoudre les 

membranes plasmiques par agrégation à leur surface et formation de pores transmembranaires. Selon 

les études, la dose minimum lytique des PSM  sur les PNN humains a été estimée à 10 g/mL pour 

PSM 1, PSM 2, PSM 3 et Hld, avec une plus forte activité lytique de PSM 3 (Wang et al. 2007). 

De manière intéressante, les  PSM  sont aussi actifs sur les PNN humains que sur les PNN murins, de 
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lapins ou de macaques (Löffler et al. 2010). Aux mêmes concentrations, les PSM  ont également un 

effet lytique sur les érythrocytes (Cheung et al. 2012). 

De plus, il a été montré que les PSM  formylés en N-terminal pouvaient agir comme de potentiels 

ligands des récepteurs FPR2 (Formyl protein receptor 2), présents à la surface des PNN. Les effets des 

PSM  sur les PNN via FPR2 peuvent se produire à de plus faible concentration, de l’ordre du ng/mL, 

bien en-dessous de leur concentration lytique. La reconnaissance de PSM  par FPR2 a pour 

conséquence, d’une part, d’agir comme un chimio-attractant permettant le recrutement de PNN sur le 

site de l’infection, et d’autre part de déclencher un influx calcique intracellulaire induisant l’activation 

des PNN avec libération de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8 (Kretschmer et al. 2010). Cet 

influx calcique déclenche également une réaction oxydative de la part des PNN, avec libération 

d’anions superoxides, inhibant l’action immuno-modulatrice des PSM  par inactivation de ces 

derniers (Forsman et al. 2012). Le système immunitaire met donc en place un rétrocontrôle négatif de 

l’effet des PSM  sur les PNN, afin de contrôler le processus inflammatoire. Néanmoins, cet effet aura 

également pour conséquence de favoriser l’échappement au système immunitaire de la bactérie en 

diminuant le recrutement de nouvelles cellules phagocytaires professionnelles. Paradoxalement, il a 

également été montré que les PSM  déclenchaient la production rapide et efficace de pièges 

extracellulaires par les PNN, appelés NETs (Neutrophils extracellular traps), de manière indépendante 

à la stimulation du FPR2 et à la production de radicaux libres oxygénés (Björnsdottir et al. 2017). La 

production de NETs est plutôt considérée comme un des moyens de l’immunité innée pour neutraliser 

les pathogènes. Néanmoins, l’efficacité des NETs nécessite une structure intacte de la chromatine, qui 

peut facilement être altérée par la DNase produite par les souches de S. aureus. 

Les PSM , et notamment PSM 3, moduleraient également l’immunité adaptative. En effet, il a été 

montré que PSM 3 avaient un effet chimio-attractant pour les cellules dendritiques de souris et 

immuno-modulateur en modifiant le panel de cytokines libéré lors de leur activation par des lysats de 

S aureus. Cette modification se traduit par une augmentation de la libération de cytokines anti-

inflammatoires comme l’IL-10 au détriment de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF- , l’IL-6 

ou l’IL-12. Cet effet et notamment la diminution de sécrétion d’IL-12, induirait au final une inhibition 

du développement de la réponse immunitaire T de type Th1, indispensable à la production d’IFN  à 

activité antibactérienne (Schreiner et al. 2013). Par ce biais, la production de PSM par les souches de 

S. aureus favoriserait une fois de plus, son échappement au système immunitaire.  

Outre moduler l’immunité innée et adaptative, les PSM, et notamment PSM 1 et PSM 2, affichent 

des propriétés antibactériennes vis à vis d’autres espèces bactériennes, comme Streptococcus 

pyogenes, conférant un avantage aux souches de S. aureus fortement producteurs dans la compétition 

pour la colonisation de surface telle que la peau (Joo et al. 2011). Enfin, l’agrégation des PSM en 

fibres amyloïdes favoriseraient la formation de biofilm par les souches de S. aureus producteurs 

(Schwartz et al. 2012).  
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Cependant, le rôle extracellulaire des PSM reste discuté, dans la mesure où les lipoprotéines 

circulantes, notamment celles du sérum (HDL, LDL, VLDL), inhibent complètement l’action lytique 

ou immuno-modulatrice des PSM (Surewaard et al. 2012). L’intérêt de la production des PSM par 

S. aureus pourrait donc résider ailleurs, dans l’infection intracellulaire. En effet, il a été montré que la 

production des PSM peut survenir lorsque la bactérie est internalisée par des phagocytes 

professionnels, au sein même des phago-lysosomes, promouvant une fois de plus l’échappement à sa 

destruction et permettant sa libération dans le milieu cytoplasmique où elle est capable de réplication 

(Surewaard et al. 2012; Grosz et al. 2013). Globalement, ces données montrent que les PSM ont une 

action intracellulaire et extracellulaire à condition que qu’il n’y ait pas de lipoprotéines et/ou que les 

quantités produites de toxines saturent les capacités d’inhibition de celles-ci.   

 
Figure 5 : Vue d’ensemble des fonctions biologiques des PSM. Les fonctions indépendantes des récepteurs 
FPR2, survenant à des concentrations de l’ordre du M, sont signalées par les flèches bleues : activité 
bactéricide vis à vis d’autres espèces bactériennes favorisant l’expansion de la colonisation des surfaces ; activité 
promouvant la formation du biofilm ; activité cytolytique des PSM , extracellulaire directe sur les érythrocytes 
et les PNN humains, et intracellulaire permettant l’échappement au phago-lysosome et lyse des phagocytes de 
l’intérieur ; activité immuno-modulatrice de l’immunité cellulaire T (T cell) avec inhibition de la réponse Th1 
par induction d’un phénotype tolérogène des cellules dendritiques (DC). Les fonctions dépendantes des 
récepteurs FPR2, survenant à des concentrations de l’ordre du nM, sont indiquées par la flèche rouge : activité 
chimio-attractante pour les PNN humains avec activation de ces derniers permettant la libération de cytokines 
pro-inflammatoires. D’après Peschel et Otto 2013.  

ii. Implication en clinique 

Il a été montré avec plusieurs modèles expérimentaux d’infections animales, et notamment 

d’infections cutanées, que les PSM, et en particulier les PSM  doués d’une capacité lytique, étaient 

des facteurs de virulence majeurs impliqués dans la physiopathologie des infections à S. aureus. 
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Comme précédemment, le but de ces expériences est de comparer l’évolution et l’issue d’infection 

induite par une souche sauvage de S. aureus, son mutant inactivé pour les gènes de psm  et/ou hld, et 

si possible la souche complémentée.  

Ainsi, Wang et al. ont montré sur un modèle d’infection cutanée de souris, que la souche sauvage, 

USA300 LAC, produisait des infections cutanées avec une plage de dermo-nécrose beaucoup plus 

étendue que celles obtenues avec la souche PSM  (Wang et al. 2007). Les infections cutanées 

induites par la souche Hld n’étaient significativement pas différentes, en termes d’étendue et de plage 

de nécrose, que celles induites par la souche sauvage. Sur un modèle expérimental de lapin, Kobayashi 

et al. ont également observé en utilisant la souche USA300 LAC, que les PSM  étaient des facteurs de 

virulence important dans l’établissement d’abcès sous-cutanés volumineux (Kobayashi et al. 2011).  

De plus, les PMS , incluant Hld, interviendraient dans la physiopathologie de la dermatite atopique, 

une maladie allergique cutanée. Le protocole murin mis en place par deux études afin de mimer la 

dermatite atopique, a consisté à abraser légèrement la couche cornée de la peau dorsale de la souris par 

épilation, puis d’y appliquer pendant une semaine une souche sauvage de S. aureus, ou son mutant 

isogénique PSM  ou Hld à l’aide d’une gaze stérile et d’analyser ensuite, à la fin de la durée 

d’infection, les modifications cutanées obtenues (Figure 6). Ainsi, Nakamura et al. ont montré que la 

toxine Hld était un facteur de virulence majeur dans l’établissement d’un état de dermatite atopique, en 

induisant la dégranulation des mastocytes cutanés (Nakamura et al. 2013). En effet, dans leur modèle, 

les souris sauvages non déficientes en mastocytes, sur lesquelles avait été appliquée la souche 

USA300 LAC Hld affichaient un score de la maladie significativement inférieur au score affiché par 

les souris traitées avec la souche LAC sauvage. Cette différence disparaissait lorsque l’expérience était 

réalisée avec des souris déficientes en mastocytes (déficience apportée selon un mode dépendant du c-

kit, voir paragraphe dédié). Dans ce dernier cas, les deux groupes de souris traitées avec la souche 

sauvage et la souche Hld affichaient un score de maladie identique, significativement inférieur à 

celui retrouvé chez les souris sauvages traitées avec la souche LAC sauvage. Le phénotype initial, 

c’est-à-dire semblable à celui rencontré chez les souris sauvages, était restauré par la complémentation 

en mastocytes des souris déficientes, prouvant que c’est bien l’impact d’Hld sur les mastocytes qui 

entrainait l’établissement de la dermatite atopique. Plus tard, Syed et al. ont conclu que les PSM  

étaient également des facteurs de virulence intervenant dans l’inflammation cutanée et que ces toxines 

étaient nécessaires au recrutement de PNN dans le derme de souris soumis au même traitement que 

décrit précédemment. Ce recrutement de PNN était alors médié par la libération de cytokines pro-

inflammatoires (IL-18 et IL-1 ) par les kératinocytes, consécutive à l’action des PSM  sur ces 

derniers (Syed et al. 2015).  
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Figure 6 : Modèle expérimental murin étudiant l’implication de l’Hld dans la dermatite atopique. A) Etapes de 
l’expérience : à J0, un patch contenant la souche de S. aureus à étudier est appliqué sur la peau dorsale de la 
souris après épilation. Une semaine après, le score de la maladie est enregistré et des prélèvements sont réalisés 
pour étudier la morphologie cutanée. B) Aspects macroscopique et microscopique de la peau de la souris traitée 
par les différentes souches de S. aureus ou le contrôle négatif constitué de PBS. S. a. WT = S. aureus « Wild-
type » = souche sauvage, S. a. hld = S. aureus délété pour le gène hld codant la toxine Hld. D’après (Nakamura 
et al. 2013). D’après Nakamura et al. 2013.  

iii. Epidémiologie des souches productrices de PSM 

Contrairement aux gènes codant les deux sous-unités de la PVL, les gènes codant les PMS, pms 1, 

pms 2, pms 3, pms 4, psm 1, psm 2 et l’Hld, hld, sont portés par le « core » génome de S. aureus, 

impliquant que toutes les souches de S. aureus produisent ces toxines. Le gène hld est porté par une 

partie codante de l’ARNIII, ARN effecteur du système de régulation Agr (Accessory gene regulator, 

voir paragraphe dédié).   

Bien que toutes les souches de S. aureus sont productrices de PSM et d’Hld, le niveau de production 

de ces toxines varie d’une souche à l’autre. Les auteurs de la première étude ayant découvert 

l’existence des PSM chez S. aureus ont d’abord conclu que les SARM-C produisaient plus de PSM et 

d’Hld que les SARM-H (Wang et al. 2007). Des observations comparant le niveau de production de 

ces toxines par différentes souches cliniques de S. aureus issues d’infections de localisations variées, 

montrent qu’indépendamment du statut de la résistance à la méticilline, les souches isolées 

B

A
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d’infections cutanées produisent globalement plus de PSM  et d’Hld que les souches isolées 

d’endocardites ou d’infections pulmonaires (Berlon et al. 2015; Qi et al. 2016). La production en 

PSM  n’était significativement pas différente entre les groupes (Figure 7). Ces dernières données 

corroborent l’hypothèse que les PSM et Hld, chez S. aureus, sont surtout des facteurs de virulence 

importants dans les infections cutanées.  

 

 
Figure 7 : Niveau d’expression de PSM 1, PSM 2, PSM 3, PSM 4, PSM 1, PSM 2 et Hld de différentes 
souches de S. aureus, discriminées en fonction du site infectieux. En haut, collection de souches de SARM 
isolées d’endocardites (n=59, histogramme blanc), d’infections cutanées (n=59, histogramme noir) ou de 
pneumopathies (n=59, histogramme gris). A bas, collection de SASM isolées d’infections cutanées (n=54, 
histogramme bleu clair), de pneumopathies (n=54, histogramme gris) ou d’endocardites (n=54, histogramme 
rayé blanc et bleu). D’après Berlon et al. 2015 ; Qi et al. 2016. 
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III. L’hémolysine alpha (Hla) 

i. Structure et mécanisme d’action 

L’hémolysine alpha (Hla) est une toxine protéique. Les monomères d’Hla s’oligomérisent en homo-

heptamère pour former des pores à la surface de cellules cibles, nécessitant la présence du récepteur 

ADAM10 (a disintegrin and metalloprotease 10) (Figure 8) (Wilke et Bubeck Wardenburg 2010).  

 
Figure 8 : Mécanisme d’action de l’Hla. Formation d’un heptamère d’hélice alpha à la surface des cellules cibles 
en regard d’un récepteur ADAM10. Ce pore transmembranaire, formant une structure de type « tonneau  », 
induit une cytotoxicité cellulaire et une rupture de l’adhésion intercellulaire. D’après Wilke et Bubeck 
Wardenburg 2010.  

Ainsi, Hla a des propriétés lytiques, à forte concentration (ordre du M), sur les érythrocytes humains, 

les monocytes humains, les lymphocytes T mais pas les PNN (Löffler et al. 2010; Nygaard et al. 2012; 

Berube et Bubeck Wardenburg 2013; Nygaard et al. 2013). De plus, Hla est une des principales 

toxines de S. aureus capable d’induire une rupture des barrières épithéliales et de la paroi endothéliale 

par clivage de la protéine cadhérine E des jonctions serrées (Inoshima et al. 2011; Powers et al. 2012), 

permettant de favoriser l’extension tissulaire et/ou la diffusion hématogène de l’infection. En effet, la 

protéine cadhérine E est une des cibles de l’activité protéolytique du domaine à activité métallo-

protéasique de l’ADAM10, induite par la liaison de Hla à celui-ci. Enfin, à plus faible concentration 

(ordre du nM) l’interaction entre Hla et son récepteur ADAM10 déclenche des activités immuno-

modulatrices des cellules endothéliales et épithéliales, avec production de cytokines pro-

inflammatoires (Figure 9).  
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Figure 9 : Fonction biologique de l’Hla. En fonction de la concentration, Hla a soit une activité cytolytique, soit 
une activité immuno-modulatrice. Dans les infections à S. aureus, Hla a un rôle majeur dans l’expansion de 
l’infection par l’activation de l’activité métallo-protéase de l’ADAM10, son récepteur, induisant la rupture des 
jonctions intercellulaires des tissus « barrières » de l’organisme (encadré rouge), comme le tissu endothélial, 
épithélial et épiderme, permettant à l’infection de se propager plus facilement. D’après Berube et Bubeck 
Wardenburg 2013.  

ii. Implication en clinique  

A l’aide de modèles expérimentaux animaux d’infections en utilisant des souches sauvages de 

S. aureus et leur mutant isogénique délété en toxine, Hla, il a été montré que Hla était un facteur de 

virulence staphylococcique impliqué dans les pneumonies, les infections cutanées, les bactériémies, 

les péritonites, les endocardites, les infections cornéennes et mamellaires (Berube et Bubeck 

Wardenburg 2013).  

Concernant les infections cutanées, Kobayashi et al. ont montré sur leur modèle d’infections cutanées 

sur lapins, que la souche Hla induisait un abcès sous-cutané de volume significativement inférieur à 

celui de la souche sauvage (Kobayashi et al. 2011). Récemment, il a été montré que l’administration 

d’anticorps monoclonal anti-Hla (MEDI4893) pouvait limiter l’étendue de l’infection cutanée sur un 

modèle d’infection dermo-nécrotique de souris (Hilliard et al. 2015) et de lapin (Le et al. 2016), 

démontrant que l’effet de la toxine pouvait être inhibée in vivo, au cours du processus infectieux.  

iii. Epidémiologie des souches productrices d’Hla 

Chez S. aureus, Hla est codée par le gène hla, porté par le « core » génome, indiquant que ce facteur 

de virulence est produit par toutes les souches de S. aureus. La traduction du gène hla conduit à la 

production d’un précurseur de 319 acides aminés, subissant par la suite une maturation pour donner 

une toxine active d’environ 33 KDa et constituée d’une séquence protéique de 293 acides aminés.  

Il existe plusieurs génotypes d’Hla, dont certaines mutations, notamment celles touchant les histidines 

en position 35, 48, 144 et 259, entraînent une altération des fonctions biologiques de la toxine 

(Menzies et Kernodle 1994). De plus, des polymorphismes dans le promoteur du gène hla peuvent 

entraîner des modulations dans les niveaux d’expression de la toxine (Liang et al. 2011). Ainsi, 

certains auteurs ont rapporté que les SARM-C exprimaient plus Hla que les SARM-H, comme cela a 

été montré pour les PSM (Li et al. 2010; Tavares et al. 2014), et notamment que le clone de SARM-C 

ST93, en produisaient à très haut niveau (Chua et al. 2014).   
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IV. Régulation de l’expression des toxines chez S. aureus 

Au cours du processus infectieux, S. aureus régule finement la production de ces facteurs de virulence 

afin d’optimiser sa chance de succès dans l’établissement puis l’extension de l’infection chez l’hôte. 

Ainsi, S. aureus, à faible densité cellulaire, exprime préférentiellement des molécules d’adhésion afin 

de coloniser les surfaces, alors qu’à plus forte concentration il produit des toxines et des enzymes lui 

permettant d’initier et d’étendre l’infection tout en échappant au système immunitaire (Figure 10) 

(Lowy 1998).  

 
Figure 10 : Différentes phases de croissance d’une culture de S. aureus, associées à l’expression des facteurs de 
virulence. En phase exponentielle de croissance, le panel de facteurs exprimés comprend surtout des facteurs 
d’adhésion comme la protéine A, la coagulase, les protéines liant le fibrinogène et la fibronectine, favorisant 
l’adhésion aux surfaces et la colonisation. En phase post-exponentielle de croissance ou phase stationnaire, les 
facteurs de virulence exprimés sont composés de toxines excrétées ayant des propriétés cytolytiques et des 
protéases enzymatiques permettant l’établissement et l’expansion de l’infection. D’après Lowy 1998. 

Les toxines formant des pores décrites précédemment sont donc plutôt produites en phase post-

exponentielle de croissance, au moment de l’initiation et de l’expansion de l’infection. La régulation 

de leur expression nécessite la coordination de plusieurs processus régulateurs capables de percevoir 

les signaux environnementaux afin de s’adapter à chaque situation. Chez S. aureus, le principal 

système régulateur de « quorum sensing » est le système Agr.  

i. Système de « quorum sensing » Agr  

Le système Agr est un système régulateur à deux composants, permettant à S. aureus de moduler 

l’expression de ses facteurs de virulence en fonction de la densité bactérienne environnante, c’est-à-

dire une communication cellule-cellule entre bactéries appelée « quorum-sensing ». Le gène agr 

comprend deux opérons distincts, appelés ARNII et ARNIII, de sens de lecture opposée et sous le 

contrôle transcriptionnel de deux promoteurs, P2 et P3 respectivement. L’opéron ARNII code 4 
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éléments du système Agr (AgrA, AgrB, AgrC et AgrD) et l’opéron ARNIII code l’ARNIII, 

correspondant à l’effecteur intracellulaire du système Agr (Bronesky et al. 2016).  

Ce système est donc composé des acteurs suivants (Figure 11) : 

- AgrD, précurseur intracellulaire du peptide phéromone ou peptide auto-inductible (AIP) 

extracellulaire, reflétant la densité bactérienne avoisinante.  

- Le transporteur AgrB, permettant à la fois l’export d’AgrD dans le milieu extracellulaire et sa 

maturation en AIP. 

- Le récepteur transmembranaire AgrC, capable de reconnaître AIP et de réagir à son 

accumulation dans l’environnement, activant la voie de signalisation intracellulaire du système 

Agr. L’activité kinase intracellulaire du récepteur déclenchée lors de son activation permet la 

phosphorylation de l’effecteur AgrA.  

- Le facteur transcriptionnel effecteur AgrA, ayant comme cibles privilégiées les 2 promoteurs, 

P2 et P3 du système, permettant d’une part de rétro-contrôler positivement l’amplification du 

système Agr, d’autre part de permettre la transcription de l’ARNIII. Le facteur 

transcriptionnel AgrA permet également de déclencher directement la transcription des gènes 

codant les PSM. 

 
Figure 11 : Système de régulation à deux composants Agr chez S. aureus. Le peptide auto-inductible (AIP), 
provenant du précurseur intracellulaire AgrD, exporté et maturé par le transporteur AgrB, est reconnu par le 
récepteur transmembranaire AgrC. Cette reconnaissance active le site à activité protéine kinase de la partie 
intracellulaire du récepteur AgrC et entraîne la phosphorylation de l’effecteur intracellulaire AgrA. Le facteur 
transcriptionnel AgrA phosphorylé a pour cible les promoteurs P2 et P3 permettant la transcription des opérons 
ARNII et ARNIII, portant les gènes codant pour les éléments du système Agr d’une part, AgrA, AgrB, AgrC et 
AgrD et de l’ARNIII d’autre part. L’induction de la transcription de l’opéron ARNII permet donc une boucle 
d’amplification du système. L’ARNIII, véritable effecteur intracellulaire du système, permet de moduler 
l’expression des facteurs de virulence de S. aureus en promouvant l’expression des exotoxines au détriment des 
protéines de surface. Les régions variables AgrB, AgrD et AgrC signent la variabilité génétique des différents 
génotypes d’Agr. Les peptides AIP d’un génotype ne peuvent pas activer les récepteurs d’un autre type d’Agr, 
signant l’interférence moléculaire entre les différents génotypes d’Agr. D’après Novick et Geisinger 2008.  
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L’effecteur intracellulaire ARNIII est un ARN régulateur de 514 nucléotides possédant une structure 

complexe, composée d’un cadre de lecture dans sa région 5’ codant l’Hld, et d’une majeure partie 

d’ARN non codant agissant comme régulateur de la traduction des ARNm (Figure 12). L’extrémité 3’ 

et notamment la boucle 13, a la capacité de se lier préférentiellement aux ARNm possédant un site de 

liaison du ribosome dans une boucle 5’, afin de former un complexe ARNIII-ARNm. Ce complexe est 

alors dégradé rapidement par une RNase III conduisant à l’arrêt irréversible de la traduction de 

l’ARNm en question. Ainsi, l’ARNIII réprime directement par un mécanisme anti-sens, la traduction 

des facteurs d’adhésion de S. aureus comme la protéine A, la coagulase et la protéine liant le 

fibrinogène SA1000. Inversement, l’ARNIII promeut directement l’activation de la traduction de Hla, 

car la fixation de sa boucle 4 à l’ARNm hla permet la libération du site de fixation au ribosome. De 

plus, la boucle 14 inhibe l’expression de la protéine régulatrice Rot (Repressor of toxin), possédant 

une activité pléïtropique positive sur l’expression de la protéine A et la coagulase, et négative sur 

l’expression de Hla, l’hémolysine  et les Hl  B et C ainsi que de diverses sérines et cystéines 

protéases (Saïd-Salim et al. 2003). Enfin, à l’inverse, l’ARNIII améliore la traduction du régulateur 

MgrA par stabilisation de son ARNm, ce dernier possédant des activités répressives dans la formation 

du biofilm, l’autolyse et la production de protéines liées à la paroi pouvant intervenir dans l’adhésion, 

comme la protéine A (Bronesky et al. 2016).  

En résumé, que ce soit de manière directe ou indirecte, l’ARNIII favorise le switch du phénotype 

« adhésion » vers le phénotype « infection » de S. aureus.  
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Figure 12 : Structure bidimensionnelle de l’ARNIII. Une partie codante de l’extrémité 5’ code la toxine Hld. Les 
parties non codantes agissent de différentes manières sur les ARNm, permettant de moduler la traduction de 
différentes protéines : répression directe par un mécanisme anti-sens des ARNm codant les protéines de surface 
comme la protéine A et la coagulase, inhibition de la traduction de la protéine régulatrice Rot. A l’inverse, 
stabilisation de l’ARNm de la protéine régulatrice MgrA permettant de favoriser son expression, libération du 
site permettant la fixation du ribosome à l’ARNm de Hla induisant sa traduction. D’après Bronesky et al. 2016. 

Ainsi, lorsque la bactérie est en début de phase exponentielle de croissance, correspondant à la phase 

de colonisation des surfaces, où la densité bactérienne est faible, le système Agr n’est pas activé. Au 

fur et à mesure que la croissance bactérienne augmente atteignant la phase post-exponentielle de 

croissance ou phase stationnaire, correspondant à la phase où S. aureus est prêt pour infecter l’hôte, la 

forte densité en peptide AIP dans l’environnement permet d’activer Agr. Au final, l’activation d’Agr 

déclenche la production et la libération de toxines cytolytiques promouvant l’établissement d’une 

infection aiguë, par la destruction de tissus et la formation importante de pus. D’ailleurs, il a été bien 

décrit dans la littérature que les souches de S. aureus possédant un système Agr fonctionnel produisait 

des infections aiguës (Traber et al. 2008; Bronesky et al. 2016), alors que les souches possédant un 

système Agr défectueux étaient plutôt reliées à des infections chroniques, comme des bactériémies 

persistantes sur cathéter (Fowler et al. 2004), des infections ostéo-articulaires chroniques (Valour et al. 

2015) ou à un état de colonisation non infectieux (Shopsin et al. 2008). Enfin, il a été montré que les 
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SARM-C, et notamment le clone USA300, avaient des hauts niveaux de production d’ARNIII à l’état 

d’équilibre, pouvant expliquer leur capacité à produire des hauts niveaux de PSM et d’Hla et donc en 

partie leur grande virulence (Montgomery et al. 2010).  

Au sein même de l’espèce S. aureus, il existe une certaine variabilité génétique dans les gènes codant 

le système Agr, et notamment dans les séquences de AgrB, AgrC et AgrD (et donc d’AIP), permettant 

de les réunir en quatre génotypes (Agr1, Agr2, Agr3 et Agr4). La réponse de « quorum-sensing » est 

basée sur une reconnaissance hautement spécifique de l’AIP pour son récepteur au sein de chaque 

génotype, interdisant donc la communication cellule-cellule entre deux souches de S. aureus 

présentant des systèmes Agr différents, et donc introduisant la notion d’interférence entre deux types 

d’Agr.  

ii. Autres mécanismes de régulation 

A côté du système Agr, d’autres systèmes régulateurs existent chez S. aureus, modulant l’expression 

des facteurs de virulence soit directement, soit indirectement via une action sur le système Agr ou sur 

l’ARNIII. Ainsi, le système Agr peut donc moduler ou être modulé par les autres systèmes régulateurs, 

aboutissant au final, à un système complexe et intriqué permettant à S. aureus de réguler l’expression 

de ses facteurs de virulence au plus près de ses besoins.   

Les mécanismes régulateurs peuvent être soit des systèmes à deux composants comme le système Agr, 

soit des protéines régulatrices à qualité de facteur transcriptionnel comme Rot ou MgrA, soit des petits 

ARN non codants (Yarwood et Schlievert 2003).  

Les systèmes à deux composants les plus importants après Agr sont : 

- Le système SaeRS : comprenant le récepteur transmembranaire à activité intracellulaire 

histidine kinase SaeS et le facteur transcriptionnel SaeR. Ce système est affecté par différents 

stimuli environnementaux comprenant la variation de salinité, de pH, de la concentration en 

glucose environnante, la présence de peptides antimicrobiens de type HNP (Human neutrophil 

peptid) ou de certains antibiotiques (clindamycine, linézolide) dans le milieu et le stress 

oxydatif. Ce système est lui-même activé par Agr et réprimé par Rot et Sigma B. Ce système 

promeut la synthèse d’hémolysines (Bronesky et al. 2016; Liu et al. 2016).  

- Le système ArlS : réprimant la production d’hémolysine et d’exo-enzymes, favorisant la 

formation de biofilm, l’activité autolytique et la production de pompes à efflux. Ce système 

est lui-même contrôlé par le facteur Sigma B (Yarwood et Schlievert 2003; Bronesky et al. 

2016). 

- Le système SrrAB : réprimant la transcription d’ARNIII et favorisant la survie de la bactérie 

dans des conditions de stress oxydatif et d’hypoxie. En effet, dans ces conditions précaires, la 

synthèse à haut niveau de toxines serait trop énergivore et donc délétère pour la bactérie. Le 

système SrrAB est lui-même inhibé par le système Agr permettant un retour à l’équilibre dès 

que les conditions redeviennent plus favorables à l’infection (Yarwood et al. 2001).  
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Quant aux protéines régulatrices pouvant se fixer directement à l’ADN au niveau de promoteur cible, 

nous pouvons citer : 

- La protéine SarA (Staphylococcal accessory regulator A) : elle est nécessaire pour l’activation 

de la transcription de l’opéron ARNII du système Agr et interfère également directement avec 

un large panel de facteurs de virulence comprenant la promotion de l’expression des protéines 

liant le fibrinogène et la fibronectine, de l’Hla, et la répression de celle de la protéine A et de 

protéase. D’autres protéines de structures similaires en double hélice sont des homologues de 

SarA. Ainsi, SarR est un régulateur inhibant l’expression de SarA et agissant comme un 

répresseur d’Agr en déplaçant SarA du promoteur P2. Quant à SarS, cette protéine régulatrice 

promeut l’expression de la protéine A et réprime celle d’Hla, sa propre expression étant 

réprimé par Agr (Cheung et al. 2008; Bronesky et al. 2016).  

- La protéine Rot : c’est un protéine homologue de SarA, régulée négativement par le système 

Agr et réprimant l’expression de nombreuses hémolysines à la faveur des protéines d’adhésion 

(Saïd-Salim et al. 2003).  

- La protéine MgrA réprime la production de biofilm, l’activité autolytique et l’expression des 

protéines d’adhésion comme la protéine A et promeut la formation de la capsule. Son 

expression est améliorée par le système Agr (Bronesky et al. 2016).  

- Le facteur alternatif Sigma B répond au stress environnemental en régulant négativement un 

grand nombre de systèmes de régulation dont Agr, SaeRS, ArlS et favorisant l’expression 

d’ARNs non codants comme RsaA, permettant d’orienter l’énergie de la bactérie vers la 

production d’adhésines et d’exoprotéines, donc de biofilm, plutôt que vers la croissance. C’est 

donc un élément déterminant pour la persistance intracellulaire de S. aureus et pour la 

chronicisation de l’infection (Tuchscherr et Löffler 2016). De plus RsaA, petit ARN non 

codant, induit la répression de MgrA, promouvant ainsi le développement d’un phénotype de 

biofilms et favorisant également la chronicisation de l’infection (Romilly et al. 2014).   

Chapitre 2 : Les mastocytes humains 

I. Généralités 

i. Description morphologique 

Les mastocytes ont été découverts pour la première fois en 1878 par le scientifique Allemand Paul 

Ehrlich. Ces cellules sont facilement reconnaissables au microscope par la présence de très 

nombreuses granulations intra-cytoplasmiques, métachromiques, recouvrant entièrement la surface de 

la cellule (Figure 13). L’étude phylogénie générale montre que ces cellules sont présentes depuis le 

règne des invertébrés (Frossi et al. 2018). 
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Figure 13 : Mastocyte isolé à partir de tissu cutané. Coloration au bleu de toluidine, grossissement X100, 
visualisation des granulations métachromiques violettes.  Photo prise par nos soins.  

Les mastocytes sont de véritables senseurs grâce à la présence à leur surface ou dans leur cytoplasme 

d’une grande variété de récepteurs. Ils ont la capacité de répondre à divers stimuli en libérant une 

diversité tout aussi importante de médiateurs. Les réponses au stimuli sont également variables en 

fonction des récepteurs et des voies d’activation impliqués, en terme de rapidité de réponse (très 

rapides lors de dégranulation, ralenties lors de synthèse), et d’étendue de réponse (localisée à 

généralisée, et dans ce dernier cas, souvent délétère pour l’hôte (exemple : réaction allergique pouvant 

aller jusqu’au choc anaphylactique) (Maurer et Pucillo 2018). Les mastocytes ont un rôle critique dans 

l’organisme vis à vis des maladies allergiques, auto-immunes, infectieuses, cardio-vasculaires, 

cancéreuses et d’immunodéficience (Varricchi et al. 2018).  

Parmi la grande variété de récepteurs présents à la surface des mastocytes, certains sont 

caractéristiques comme le récepteur au Stem cell factor (SCF), également appelés c-Kit ou CD117, 

obligatoire pour la migration et le développement intra-tissulaire des mastocytes ; et le récepteur de 

haute affinité pour le fragment Fc des immunoglobulines E (IgE), le Fc RI, responsable de 

l’hypersensibilité de type I médiée par les IgE (Varricchi et al. 2018).  

ii. Localisation, origine et classification des mastocytes 

Bien qu’ils soient peu nombreux dans l’organisme, les mastocytes sont localisés à des endroits 

stratégiques, dans les tissus « barrières » comme la peau et les muqueuses (bronchiques, intestinales, 

…). Cela leur permet d’être en première ligne dans la défense de l’hôte lors de l’intrusion d’un 

élément étranger.  

Les mastocytes ont pour origine des cellules souches hématopoïétiques immatures CD34+, présentes 

dans la moelle osseuse puis dans le sang circulant, avant de migrer vers les tissus conjonctifs où elles 

finissent leur maturation. La maturation s’effectue sous l’influence de stimuli micro-

environnementaux tels que le SCF mais aussi d’autres cytokines libérées par les cellules 

environnantes. Le phénotype définitif du mastocyte dépend donc du tissu « hôte » dans lequel il a 

maturé (Urb et Sheppard 2012; Varricchi et al. 2018).  

Classiquement, il est admis de classer les phénotypes de mastocytes en fonction de la composition en 

protéase de leur contenu granulaire, type T pour « tryptase » (MCT) et le type TC pour « tryptase, 

chymase » (MCTC), ainsi que des schémas possibles de la dégranulation (Figure 14) (Galli et al. 2011).  
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Figure 14 : Classification des différentes populations de mastocytes (MC) présents chez l’Homme, basée sur le 
contenu granulaire et les ligands induisant la dégranulation. Le type MCT contient de l’héparine et de la tryptase 
dans ses granules, synthétise des médiateurs tels que les cytokines, prostaglandines, leucotriènes mais dégranule 
peu. Le type MCTC contient de l’héparine, de la tryptase et de la chymase dans les granules et dégranule 
rapidement après stimulation de différents ligands. Le phénotype MCT est notamment retrouvé dans le poumon 
et l’intestin alors que le phénotype MCTC est retrouvé dans la peau et la cavité péritonéale. D’après Galli et al. 
2011.  

Cependant, cette classification ne met pas en évidence la très grande variété de mastocytes présente 

dans l’organisme et une revue récente propose un mode de classification basée sur leur localisation par 

organe, et au sein même de chaque organe, des variations selon le site anatomique (Figure 15). Cette 

variabilité physiologique est dictée par l’existence de fonctions spécifiques des mastocytes au sein de 

chaque tissu ainsi que des besoins exprimés pour ces fonctions (Frossi et al. 2018).  

 
Figure 15 : Hétérogénéité des mastocytes selon les organes. En plus de l’expression de la tryptase et/ou de la 
chymase, chaque mastocyte dans son tissu synthétise et libère des médiateurs particuliers ayant des fonctions 
spécifiques pour l’organe. C5aR : récepteur au fragment C5a du complément, CPA : carboxypeptidase, Cys-LT : 
leucotriènes cystéinées. TLR : Toll-like receptor. 2 7 et 2 1 : intégrines. P2X7 : récepteur purinergique. 
D’après Frossi et al. 2018.  
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Afin d’illustrer ces derniers propos, nous proposons de développer quelques exemples concernant les 

mastocytes cutanés. Concernant la densité en mastocytes présents dans le derme, celle-ci est 

supérieure dans la peau des parties du corps les plus exposées au milieu extérieur comme les avant-

bras ou les membres inférieurs que dans la peau recouvrant le tronc et l’abdomen. Cette distribution 

non homogène répond ainsi au besoin physiologique de réponse aux stimuli (Janssens et al. 2005; 

Frossi et al. 2018). Cependant, une plus faible expression en récepteurs de surface de type Toll-like 

récepteur (TLR) et en récepteurs prurinergiques P2X7 pour l’ATP extracellulaire est retrouvée sur les 

mastocytes cutanés par rapport à l’expression retrouvée sur les autres cellules de l’immunité (Motakis 

et al. 2014). Il a été proposé que cette différence d’expression en récepteurs permet de conserver un 

état homéostatique au niveau cutané en évitant une sur-stimulation mastocytaire (Kurashima et al. 

2014). Ainsi, un ensemble d’éléments physiologiquement équilibrés permet de garantir une défense 

anti-infectieuse optimale au niveau des tissus « barrières » y compris de la peau. Toute rupture dans 

cet équilibre entraînant une stimulation accrue des mastocytes induit des effets néfastes pour l’hôte, 

avec l’apparition de pathologies diverses comme, au niveau cutané, l’urticaire, l’eczéma, le psoriasis et 

la dermatite atopique.  

Dans la suite du document, nous développerons le rôle des mastocytes dans l’interaction hôte-

pathogène, mettant en lumière leur fonction de sentinelle dans la détection des agents infectieux ainsi 

que leur mission centrale dans la mise en place du processus inflammatoire afin de les neutraliser.  

II. Fonction immunitaire physiologique des mastocytes dans 
l’organisme  

i. Les récepteurs 

Pour détecter les modifications environnementales qui peuvent prendre la forme d’une intrusion d’un 

pathogène, les mastocytes sont dotés d’un très grand nombre de récepteurs reconnaissant différents 

ligands.  

Les récepteurs les plus connus sont les Fc RI, responsables de l’allergie immédiate de type I médiée 

par les IgE. La stimulation de ce récepteur déclenche la dégranulation mastocytaire responsable des 

œdèmes, de l’inflammation et du prurit observés lors de ces réactions. 

Les mastocytes possèdent d’autres récepteurs aux immunoglobulines, notamment des récepteurs pour 

le fragment Fc des IgG de différents types : Fc RI, Fc RIIA, Fc RIIB et Fc RIIIA (Redegeld et al. 

2018).  

Dans le cadre de l’immunité innée, les mastocytes sont également pourvus d’un grand nombre de 

récepteurs reconnaissant les « pathogen-associated molecular patterns » (PAMPs) et les danger-

associated molecular patterns » (DAMPs), appelés les « pattern recognition receptors » (PRRs). La 

liste des principaux récepteurs PPRs exprimés par les mastocytes et les ligands (PAMPs) reconnus 

sont présentés dans le tableau 2.  
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Tableau 2 : Liste des PRRs de surface et PRRs intracellulaires présents chez les mastocytes et leurs principaux 
ligands. LTA = Lipo-téichoïque acide ; PGN = peptidoglycane ; LPS = lipopolysaccharide ; CLRs =  C-type 
lectins receptors ; RLRs = Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors ; NLRs = Nucleotide 
oligomerization domain (NOD)-like receptors. D’après Redegeld et al. 2018.  

 
Les mastocytes expriment également à leur surface des récepteurs couplés aux protéine G comme les 

récepteurs aux molécules du compléments C3aR et C5aR (pour les mastocytes cutanés), des récepteurs 

aux endothélines et à d’autres neuropeptides et neurotransmetteurs, des récepteurs aux eicosanoïdes 

(prostaglandines (PGD) et leucotriènes (LT)) pouvant induire des actions autocrines et paracrines et 

des récepteurs prurinergiques. Ils possèdent également des récepteurs aux interleukines, notamment à 

l’IL-1 et à l’IL-33, et expriment à leur surface un certain nombre d’intégrines (CD29, CD49, CD49e, 

CD61, CD51, 1 , 2 1, 4 7) (Redegeld et al. 2018).  

Récepteurs PRRs Principaux ligands reconnus 
 TLRs de surface  

Hétérodimères TLR2/TLR1 
 

Hétérodimères TLR2/TLR6 

- Lipopeptides tri-acétylés dérivés des bactéries et 
mycobactéries 

- Lipopeptides di-acétylés des mycoplasmes 
(MALP2) et des levures 

- LTA 

TLR2 
- PGN des bactéries à Gram positifs 
- Polysaccharides ou glycoprotéines dérivées de 

virus ou parasite 

TLR4 
- LPS des bactéries à Gram négatifs 
- Polysaccharides et glycoprotéines dérivés des 

virus et des parasites 

TLR5 - Flagelline 
TLRs intra-cellulaires endosomals  

TLR3 - ARN double brin viral 
TLR7 

- ARN simple brin viral TLR8 

TLR9 - Dinucléotide CpG bactérien, mycobactérien et 
viral 

CLRs de surface  
Dectin-1 - -glucane des agents fongiques 

RLRs cytoplasmiques  
RIG-I 

- ARN double brin viral MDA-5 
LGP2 

NLRs cytoplasmiques  
NOD1 - PGN NOD2 
NLRP3 - PGN et ARNm bactérien 

Surface CD48 - Adhésine FimH des pili (ou fimbriae) bactériens 
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ii. Les médiateurs 

Les mastocytes sont capables de synthétiser et excréter une myriade de médiateurs de différente nature 

(protéase, cytokines, PGD, LT, …), dont la libération peut être extrêmement rapide (de l’ordre de la 

seconde) ou différée (de l’ordre de la minute ou de l’heure), en fonction de la voie de signalisation 

impliquée (Figure 16). Tout d’abord le mastocyte est capable de libérer son contenu granulaire 

composé principalement de protéases (tryptase, chymase), d’histamines et de TNF-  (tumor necrosis 

factor) en quelques secondes. Ces médiateurs sont préformés et conservés dans les granules en 

attendant leur libération par dégranulation. Par la suite, le mastocyte est capable de synthétiser, dans 

les minutes qui suivent une activation, des éicosanoïdes à partir de lipides comme les PGD et les LT, 

puis dans l’heure qui suit, des chimiokines et cytokines. Enfin, après activation, le mastocyte est 

capable de régénérer son contenu granulaire et même de se multiplier en attendant un nouveau 

stimulus (Abraham et St John 2010).     

 
Figure 16 : Différents médiateurs libérés par les mastocytes en fonction du temps. Après stimulation, le 
mastocyte a la capacité de dégranuler dans les secondes qui suivent, libérant ainsi son contenu granulaire 
(protéase, histamine, TNF-  préformé) puis il est capable de synthèse de novo des prostaglandines, leucotriènes, 
cytokines et chimiokines. D’après Abraham et St John 2010.  

Les principaux médiateurs synthétisés et libérés par les mastocytes sont listés dans l’annexe 1. Selon le 

schéma d’activation du mastocyte et en fonction du type mastocytaire, le panel de médiateurs libérés 

sera différent.  

iii. Fonctions physiologiques lors du processus infectieux  

Rôle de sentinelle   
Grâce à l’ensemble de ces récepteurs, les mastocytes reconnaissent et réagissent face à l’intrusion d’un 

agent pathogène dans l’organisme, dans le cadre de l’immunité innée. Dans le cas d’une bactérie, ce 

sont notamment les PAMPs qui déclenchent les réponses mastocytaires.  

Pour les bactéries à Gram positif, le PGN de paroi permet l’activation des mastocytes via le TLR-2 

provoquant la dégranulation mastocytaire, contrairement à l’activation médiée par les autres TLRs. 

Elle entraîne donc la libération de facteurs promouvant le recrutement de cellules phagocytaires (PNN 

et macrophages) sur le site de l’infection, comme l’histamine qui favorise la diapédèse, grâce à son 

action vaso-active augmentant la perméabilité vasculaire et son action modulatrice de l’expression 



  Page 43 Section 1, Revue Bibliographique 
  

d’adhésines à la surface de l’endothélium. L’activation via le TLR-2 provoque également la 

production d’un panel large de cytokines, majoritairement d’IL-1 , IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-

13, TNF- , IFN , GM-CSF, et des LT cystéinées, LTB4 et PGD2. Cette production de cytokines est 

induite par l’activation de voies de signalisation intracellulaires dépendantes de la protéine adaptatrice 

MyD88 (Myeloid differenciation primary response 88) conduisant à la production de facteurs 

transcriptionnels comme NF- B, AP-1 ou p38 et JNK (voie des MAP-kinases) (Redegeld et al. 2018). 

Pour les bactéries à Gram négatif, la reconnaissance du lipopolysaccharide (LPS) par le TLR-4 

n’entraîne pas la dégranulation mastocytaire, mais libère un cocktail de cytokines pro-inflammatoires 

comprenant entre autres TNF- , IL-1 , IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, GM-CSF, des LT cystéinées et des 

chimiokines (CCL1, CCL2, CCL3, CXCL2). Cette libération est médiée par une voie de signalisation 

intracellulaire dépendante aussi de MyD88 permettant la production des facteurs transcriptionnels 

suivants : AP-1, NF- B et IRF-5. La stimulation des mastocytes par la flagelline via le TLR-5 est 

moins étudiée et entraînerait la libération d’IL-1   et de TNF- , également via une voie dépendante de 

MyD-88 (Redegeld et al. 2018).  

L’activation des PRRs de surface peut être accompagnée d’une activation des PRRs cytoplasmiques 

comme les récepteurs TLR-9, NOD et NLRP3. La reconnaissance cytoplasmique de l’oligonucléotide 

CpG par le TLR-9 ne déclenche pas la dégranulation mais induit la libération de LT cystéinées, IFN , 

IFN , TNF- , IL-1 , IL-6 et de chimiokines (CCL2, CCL5 et CXCL2), selon une fois de plus une 

voie de signalisation dépendante de MyD88 (Redegeld et al. 2018). L’activation de NOD1 et NOD2 

via le PGN promeut la production de d’IL-8, de TNF-  et de chimiokines (CCL3, CCL4). Cette 

activation utilise comme effecteur cellulaire la voie du NF- B et des MAP kinases. Le récepteur 

NLPR3, quant à lui, lors de son activation, favorise la formation d’un inflammasome, permettant la 

maturation des cytokines pro-inflammatoires (Redegeld et al. 2018). 

Globalement, la reconnaissance des éléments bactériens par les mastocytes déclenche la libération 

d’un cocktail cytokinique plutôt pro-inflammatoire, favorisant l’initiation et le développement du 

processus inflammatoire. Notamment, le mastocyte est la seule source connue de TNF-  préformé, à 

libération extrêmement rapide. Le mastocyte a donc le rôle de sentinelle dans la détection du 

pathogène et de « lanceur d’alerte » dans la participation à l’initiation de la réponse inflammatoire 

immunitaire lors de l’intrusion d’un agent pathogène. En outre, il possède une activité antibactérienne 

propre en mettant en jeu différents mécanismes.  

Fonction antimicrobienne directe 
Dans le cadre de l’immunité innée, les mastocytes sont également capables d’avoir une activité 

antibactérienne directe par différents mécanismes. Tout d’abord, les mastocytes sont capables de 

phagocyter les bactéries et les levures puis de produire des radicaux libres oxygénés (Malaviya et al. 

1994; Pinke et al. 2016). Ensuite, les mastocytes sont capables de synthétiser et de libérer des peptides 

antimicrobiens naturels, de la famille des cathélicidines, suite à leur activation par le LPS ou l’acide 
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lipotéichoïque (LTA) (Di Nardo et al. 2003). Enfin les mastocytes sont capables d’induire la formation 

de pièges extracellulaires, appelés « mast-cell extracellular traps » (MCETs), analogues aux NETs 

formés par les PNN et composés d’un mélange d’ADN nucléaire, de composés granulaires et de 

peptides antimicrobiens. Les MCETs forment des sortes d’extensions dendritiques extracellulaires 

permettant d’enchâsser et de tuer les micro-organismes envahisseurs (von Köckritz-Blickwede et al. 

2008; Möllerherm et al. 2016). Ce processus est un processus actif, modulé par un facteur 

transcriptionnel central dans la réponse cellulaire au stress hypoxique, l’HIF-1  (Hypoxia-inducible 

factor 1 ) (Möllerherm et al. 2016). 

Rôle dans la communication avec les cellules environnantes non immunitaires 
Outre l’initiation du processus inflammatoire avec facilitation du recrutement de cellules 

phagocytaires professionnelles (PNN et macrophages) sur le site de l’infection et l’activité 

antimicrobienne directe, les mastocytes communiquent via les différents médiateurs libérés avec 

d’autres cellules environnantes, concourant à la clairance de l’agent pathogène. En effet, certains 

médiateurs comme les LT favorisent la contraction des muscles lisses sous-jacents aux muqueuses 

envahies, favorisant l’expulsion de virus respiratoires ou de parasites intestinaux (Abraham et St John 

2010; St John et Abraham 2013). De plus, il est important de noter que les mastocytes sont 

physiologiquement situés à proximité très proche des terminaisons nerveuses, permettant une 

communication intercellulaire étroite entre ces deux types cellulaires. Les mastocytes participent ainsi 

largement au ressenti douloureux lors du processus inflammatoire ainsi qu’à la réaction pruritogène. 

Les médiateurs mastocytaires les plus impliqués dans la transmission de l’influx douloureux et 

pruritogène sont l’histamine, la tryptase, la substance P et le NGF (Zhu et al. 2015; Gupta et Harvima 

2018). Dans le cadre pathologique, c’est cette interaction mastocytes-système nerveux qui est à 

l’origine de la sensation de douleur ou de prurit (psoriasis, dermatite atopique, …). En outre, dans le 

cas d’une invasion parasitaire intestinale à helminthes, la communication mastocytes-neurones 

pourrait favoriser la motilité intestinale conduisant à l’expulsion du parasite (St John et Abraham 

2013).  

Rôle dans l’immunité adaptative 
Le rôle des mastocytes dans l’immunité adaptative est moins important que celui qu’ils tiennent dans 

l’immunité innée. Cependant, ils peuvent la moduler sur plusieurs aspects. Tout d’abord, le TNF-  

libéré permet d’induire l’expression localisée de la sélectine-E par les cellules endothéliales 

permettant, après le recrutement de cellules phagocytaires, le recrutement de cellules dendritiques. De 

plus, la chimiokine CCL20 promeut aussi le recrutement de précurseurs de cellules dendritiques sur le 

site de l’infection, alors que la chimiokine, CCL5, de son côté, recrute des effecteurs cellulaires T. Les 

cellules dendritiques recrutées serviront par la suite de cellules présentatrices de l’antigène (CPA) aux 

lymphocytes T (Abraham et St John 2010). Ensuite, il été montré que dans une moindre mesure, les 

mastocytes pouvaient faire office de CPA, notamment pour les lymphocytes T CD8 cytotoxiques via 
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le CMH de type I (Stelekati et al. 2009) mais aussi pour les lymphocytes T CD4 via le CMH de type II 

(Gong et al. 2010), notamment si les mastocytes sont pré-stimulés avec de l’IFN  (Lotfi-Emran et al. 

2018). Enfin, les mastocytes favoriseraient la rétention des lymphocytes B dans les nodules 

lymphatiques augmentant la probabilité de rencontre entre les lymphocytes spécifiques de l’antigène et 

les cellules dendritiques présentant l’antigène, garantissant une production efficace et spécifique 

d’anticorps et ainsi une immunité humorale efficace. Les mastocytes pouvant, par la suite, fixer les 

IgG par leur fragment Fc seront alors sensibilisés pour cet antigène et répondront plus rapidement lors 

d’une nouvelle intrusion de celui-ci (Abraham et St John 2010).    

Rôle inhibiteur pour un retour à l’homéostasie 
Après élimination du pathogène, les mastocytes sont capables d’inhiber physiologiquement leur 

composante pro-inflammatoire et de modifier le panel de médiateurs libérés vers une composante anti-

inflammatoire afin de favoriser le retour à l’équilibre et ainsi prévenir les effets potentiellement 

délétères de leur activation prolongée. Les mastocytes sont en effet une source non négligeable d’IL-

10, anti-inflammatoire, ainsi que de nombreux facteurs de croissance cellulaire, notamment le TGF- , 

mais également VEGF, PDGF et FGF2, promouvant la cicatrisation tissulaire et la réparation des 

vaisseaux sanguins et inhibant la fonction pro-inflammatoire des macrophages et des cellules 

dendritiques (St John et Abraham 2013). Cette fonction dans la réparation des blessures serait permise 

par un changement de phénotype des mastocytes sous influence des stimuli micro-environnementaux 

au cours du processus de cicatrisation (Wulff et Wilgus 2013).  

Effet délétère d’une réponse excessive des mastocytes au cours des infections  
Malgré leur rôle majeur dans le rôle contre les infections, il existe certaines situations où la sur-

activation mastocytaire devient néfaste pour l’hôte, notamment lorsque celle-ci devient chronique ou 

incontrôlée. C’est le cas, par exemple, dans le cadre de la dermatite atopique, où la colonisation par 

S. aureus assure une activation en continu des mastocytes cutanés selon plusieurs mécanismes (PGN, 

facteurs de virulence, via les IgE) (Geoghegan et al. 2017) ou dans la mucoviscidose, où la 

colonisation par Pseudomonas aeruginosa favorise l’inflammation pulmonaire avec afflux de PNN, 

entre autre par la libération de TNF-  et IL-1 par les mastocytes bronchiques activés (Lin et al. 2002). 

De même, il a été montré que dans un modèle expérimental de sepsis sévère à entérobactérie par CLP 

(cecal ligation and puncture) chez la souris, l’hyper-inflammation menant à une issue fatale pour 

l’hôte, de manière indépendante à l’élimination du pathogène, avait pour origine une dysrégulation du 

processus immunitaire induit en partie par le TNF-  libéré par les mastocytes (Piliponsky et Romani 

2018).  

 

En résumé, les mastocytes ont un rôle clé dans la réponse immunitaire mise en place suite à l’intrusion 

dans l’hôte d’un agent pathogène. Cette réponse est ciblée en fonction du stimulus ressenti par le 

mastocyte et déclenche en cascade une multitude d’action par différents types cellulaires effecteurs 
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(Figure 17). Cependant, cette réponse peut être parfois mal régulée et devenir délétère pour l’hôte. 

S. aureus est un pathogène majeur de l’Homme et son interaction avec les mastocytes a largement été 

étudiée, notamment via le PGN. Nous proposons donc maintenant de faire une revue de la littérature 

des effets de S. aureus sur les mastocytes, avec une discussion des effets bénéfiques ou délétères pour 

l’Homme.  

 

 Figure 17 : Place centrale du mastocyte dans la communication cellulaire lors de la réaction immunitaire contre 
un pathogène. Suite à la reconnaissance du pathogène, le mastocyte permet une cascade d’action dirigée contre 
l’agresseur concourant à son élimination. Cela comprend la mise en action de l’immunité innée mais aussi de 
l’immunité adaptative.  Tout d’abord, dans le cadre de l’immunité innée, la libération très rapide de TNF-  
permet le recrutement de PNN sur le site de l’infection par diapédèse, recrutement d’autant plus aisé qu’il est 
facilité par une augmentation de la perméabilité vasculaire (histamine, leucotriène, prostaglandines), une 
augmentation de l’expression d’adhésines par les cellules endothéliales permettant la capture et par la libération 
de chimiokines attirant les PNN. Les chimiokines participent également au recrutement et à l’activation des 
macrophages. L’histamine libérée favorise également la production de mucus par les cellules épithéliales, 
emprisonnant l’agent pathogène. Les LT et PGD, quant à elles, favorisent la contraction des cellules musculaires 
lisses permettant l’expulsion du parasite (cas des helminthiases intestinales). En outre, le mastocyte participe à 
l’immunité adaptative en promouvant le recrutement de cellules dendritiques qui iront présenter l’antigène aux 
cellules B retenus dans les ganglions lymphatiques. Ce mécanisme participe ainsi à la production d’anticorps de 
haute spécificité pour l’antigène. Le mastocyte peut également activer les lymphocytes T cytotoxique en se 
comportant lui-même comme une CPA. Enfin, la proximité entre mastocytes et terminaisons nerveuses favorise 
la transmission de l’influx douloureux via les neurotransmetteurs et autres peptides nociceptifs libérés par les 
mastocytes. D’après Abraham et St John 2010.  
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III. Staphylococcus aureus et mastocytes dans la littérature  

Les mastocytes ont un rôle essentiel dans l’immunité innée face aux pathogènes infectieux et 

notamment vis à vis de S. aureus. Il existe donc une interaction très riche entre mastocytes et S. 

aureus, que ce soit dans un sens (effet de S. aureus sur les mastocytes) comme dans l’autre (effet des 

mastocytes sur S. aureus).  

S. aureus est capable d’agir de multiples façons sur les mastocytes, grâce aux divers ligands générés 

par la bactérie, tels que les constituants de la paroi des bactéries à Gram positif ou les toxines 

sécrétées. Ces ligands sont reconnus par différents récepteurs présents à la surface des mastocytes et 

provoquent donc des impacts différents. Avant de s’intéresser aux effets de S. aureus sur les 

mastocytes, il convient de décrire brièvement les différents moyens d’étudier ce type cellulaire et d’en 

comprendre la complexité.  

i. Les moyens d’étudier les mastocytes  

Les moyens d’études des mastocytes in vitro sur lignées cellulaires ou in vivo sur modèles 

expérimentaux animaux sont divers et la multitude des phénotypes observés physiologiquement pour 

ces cellules explique pourquoi certains résultats peuvent parfois être différents en raison de la nature 

des mastocytes ou du modèle expérimental testés (Sur et al. 2007; Galli et al. 2015).  

Afin d’étudier les mastocytes in vitro, il est tout d’abord possible d’utiliser des lignées cellulaires 

mastocytaires humaines comme la lignée HMC-1 ou LAD2 ou des lignées murines comme M/C9. Il 

est également possible d’obtenir des mastocytes dérivés de moelle osseuse (BMMC, Bone-marrow 

derived mast cells), de sang de cordon (CBMC, Cord-blood derived mast cells) ou même de sang 

périphérique, après différenciation des cellules immatures en mastocytes par adjonction de SCF. 

Ensuite, des techniques développées récemment permettent d’extraire les mastocytes primaires de 

différents tissus humains ou murins (peau, poumon, péritoine (PCMC, peritoneal-cell derived mast 

cell) puis de les subcultiver pour en obtenir de grande quantité (Kambe et al. 2001; Malbec et al. 2007; 

Kulka et Metcalfe 2010).  

Enfin, concernant les modèles animaux expérimentaux d’infection in vivo, le modèle historique était 

de comparer des souris sauvages à des souris déficientes en mastocytes selon un processus dépendant 

du c-kit.  La déficience en mastocytes matures était alors obtenue en mutant le récepteur c-kit et en 

empêchant la maturation et différenciation des mastocytes dans les différents tissus. Cette technique 

soulève plusieurs interrogations : d’une part ce processus ne permet pas la « complémentation » en 

mastocytes matures des souris déficientes, et d’autre part, la mutation du récepteur c-kit peut 

potentiellement avoir d’autres altérations in vivo dont le périmètre n’est pas connu. C’est pourquoi, 

certains auteurs tendent à recommander l’utilisation de méthodes de déplétion en mastocytes 

indépendante du c-kit, ou même d’étudier une seule fonction à la fois du mastocytes en mutant 

uniquement les cibles étudiées voulues (Galli et al. 2015).  
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Nota Bene : dans la suite du paragraphe, le terme « infection » entre « » signifie qu’une partie 

seulement de la bactérie (peptidoglycane ou toxine) a été introduite dans un modèle in vitro ou in vivo. 

Le terme infection signifie que la bactérie vivante a été utilisée pour produire une véritable infection. 

ii. Reconnaissance et effet des éléments de la paroi : peptidoglycane et 
acide lipotéichoïque 

Le constituant le plus étudié dans l’interaction mastocytes - S. aureus semble être le PGN. Celui-ci est 

reconnu par le TLR-2 à la surface des mastocytes. Plusieurs auteurs rapportent que l’activation des 

mastocytes murins (BMMC) ou humains (HMC-1, CBMC) par le PGN de S. aureus via le TLR-2 

entraine la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF , l’IL-4, IL-5, IL-6 et l’IL-13 

(Supajatura et al. 2002; Ikeda et Funaba 2003; Qiao et al. 2006), de LT cystéinées (Bąbolewska et al. 

2012), ainsi que des médiateurs préformés composant le contenu granulaire comme l’histamine (Wu et 

al. 2007), la sérotonine (Feng et al. 2007) ou la -hexosaminidase (Supajatura et al. 2002). La 

libération de ces derniers médiateurs signe la dégranulation mastocytaire. Cette dégranulation est 

possible car la stimulation de TLR-2 par le PGN induit un influx calcique dans le milieu 

intracellulaire, déclenchant la libération des granules intra-cytoplasmiques (Supajatura et al. 2002). 

Ensuite, le LTA de S. aureus, autre composé majeur de la paroi des bactéries à Gram positif, a été 

identifié comme étant également la cible du TLR-2 à la surface des mastocytes. Cette reconnaissance 

induit la libération de LT cystéinées (Brzezińska-Błaszczyk et Rdzany 2007; Bąbolewska et al. 2012), 

de TNF-  et IL-8 (mastocytes humains LAD2 et CBMC) (Imajo et al. 2009). De manière intéressante, 

en utilisant un inhibiteur du facteur nucléaire NF -B, Babolewska et al. ont montré que la libération de 

LT cystéinées par les mastocytes suite à la stimulation du PGN et du LTA était dépendante de la voie 

du NF -B. La reconnaissance du LTA par les mastocytes humains (lignée LAD2) a aussi pour 

conséquence d’augmenter leur production en récepteur CR-3 de surface, promouvant ainsi la 

opsonophagocytose de S. aureus, CR-3 étant le récepteur permettant de reconnaître l’opsonine iC3b 

produite par le clivage du fragment C3 du complément (Imajo et al. 2009). Enfin, de manière 

indirecte, une récente étude a montré le rôle du LTA staphylococcique, incluant S. aureus, présent 

dans le microbiote cutané, dans la promotion de la maturation des mastocytes cutanés présents dans le 

derme, via la libération de SCF par les kératinocytes (Wang et al. 2017) (Figure 18).  
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Figure 18 : Effet du LTA du microbiote cutané sur la maturation des mastocytes cutanés. Chez les souris 
normales, le LTA présents dans la paroi des bactéries à Gram positif, dont les staphylocoques, constituant le 
microbiote cutané induit la production de SCF par les kératinocytes, médiateurs indispensables à la maturation 
des mastocytes présents dans le derme sous-jacent. Chez les souris sans microbiote (Germ-free), la production 
moindre de SCF par les kératinocytes rend difficile la maturation des mastocytes cutanés, qui ne peuvent donc 
pas jouer leurs fonctions physiologiques ou pathologiques. D’après Wang et al. 2017.  

D’autres types de récepteurs mastocytaires et notamment des récepteurs intracellulaires de type NOD 

(nucleotide-binding oligomerization domain) ont été montrés comme étant la cible du PGN de 

S. aureus. Ainsi, Wu et al. ont mis en évidence la reconnaissance du PGN par le récepteur NOD2 (Wu 

et al. 2007), et Feng et al., par le récepteur NOD1 (Feng et al. 2007). Dans cette dernière publication, 

Feng et al. ont montré que l’administration orale de PGN de S. aureus chez la souris entraînait des 

troubles digestifs à type diarrhée, due à la dégranulation des mastocytes de la muqueuse intestinale via 

l’activation de TLR-2 et NOD1.  

Enfin, sur un modèle murin d’« infection » cutanée comparant des souris sauvage, possédant des 

mastocytes actifs, et des souris déficientes en mastocytes fonctionnels (par mutation du c-kit), 

Supajatura et al. ont mis en évidence que l’injection intradermique de PGN de S. aureus au niveau de 

l’oreille entrainait une réaction cutanée inflammatoire aigüe, objectivée par une augmentation de la 

perméabilité vasculaire déclenchée par la dégranulation des mastocytes cutanés via TLR-2 (Supajatura 

et al. 2002). En effet, dans cette étude, les souris déficientes en mastocytes affichaient une 

inflammation moindre suite à l’injection de PGN que les souris sauvages. Par la suite, une autre étude 

a montré que l’application percutanée, à travers une brèche cutanée au niveau de la paroi abdominale, 

de PGN induisait un influx massif de mastocytes dans le derme, notamment grâce à la synthèse de 

TGF- 1 par les kératinocytes de l’épiderme (Matsui et Nishikawa 2005). Globalement, l’ensemble de 
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ces données montre que la reconnaissance du PGN de S. aureus au niveau cutané par les mastocytes 

du derme déclenche une réaction inflammatoire majeure à travers leur dégranulation TLR-2 

dépendante, phénomène amplifié par le recrutement de mastocytes sur le site de l’infection médié par 

les kératinocytes.  

iii. Reconnaissance et effet des toxines et autres facteurs solubles  

S. aureus étant producteur d’un grand nombre de toxines sécrétées, la littérature fait également 

référence à l’action de ces toxines sur les mastocytes.  

Tout d’abord, les superantigènes staphylococciques, et notamment les entérotoxines A et B (SEA et 

SEB), sont capables d’induire la libération de sérotonine suite à leur reconnaissance par des récepteurs 

non encore identifiés à la surface des mastocytes de rongeurs (Komisar et al. 1992; Ono et al. 2012). 

Ono et al. ont montré que cette libération de sérotonine se faisait par dégranulation des mastocytes 

présents dans la muqueuse gastro-intestinale suite à l’ingestion de SEA par des musaraignes (Ono et 

al. 2012). Or des récepteurs à la sérotonine sont présents dans les terminaisons nerveuses de la 

muqueuse intestinale et leur stimulation déclenche un influx nerveux activant la zone cérébrale 

régissant les réflexes du vomissement. Ce mécanisme permet d’expliquer le rôle émétisant de 

l’interaction mastocytes-entérotoxines staphylococciques dans les toxi-infections alimentaires à 

S. aureus (Hu et Nakane 2014).  

Dans un autre cadre pathologique, les entérotoxines peuvent stimuler indirectement les mastocytes via 

les IgE spécifiques dirigées contre ces toxines. En effet, il a été montré que chez les patients souffrant 

de dermatite atopique, une forte proportion possédait des IgE anti-entérotoxines (Leung et al. 1993). 

Or les mastocytes sont capables de lier les IgE à travers le récepteur FcR  et sont donc « primés » en 

permanence, prêt à entrer en action dès que l’antigène se présente. La fixation de l’allergène sur son 

IgE a pour conséquence d’activer et de dégranuler les mastocytes, participant ainsi à la 

physiopathologie des poussées de dermatite atopique (Geoghegan et al. 2017). Dans la continuité, 

nous avons vu précédemment que l’Hld sécrétée par S. aureus participait activement à la 

physiopathologie des poussées de dermatite atopique en activant directement les mastocytes cutanés 

(Nakamura et al. 2013).  

L’Hla a également été identifiée comme étant un stimulus déclencheur in vitro de la dégranulation 

mastocytaire sur des mastocytes murins, objectivée par la libération de sérotonine (Metz et al. 2009). 

Les auteurs ont également montré sur un modèle d’« infection » cutanée de souris, que l’injection 

intradermique d’Hla entrainait une inflammation cutanée avec une épaisseur de la peau mesurée 

augmentée, signant un œdème. Cependant, contrairement à Supajatura et al. qui concluaient à un effet 

plutôt délétère de l’activation mastocytaire suite à l’injection de PGN se traduisant par une 

inflammation excessive, Metz et al. observaient que l’injection d’Hla chez les souris déficientes en 

mastocytes (par défaut du c-Kit) entraînait un gonflement cutané significativement plus important que 

chez les souris sauvages à partir du 5ème jour post-« infection », conséquence d’un processus 
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inflammatoire non contrôlé, traduisant ici, un effet bénéfique des mastocytes dans la promotion de la 

défense de l’hôte contre une agression et le contrôle de l’« infection ». 

Concernant d’autres facteurs solubles pouvant interagir avec les mastocytes, une étude rapporte que 

l’adénosine dérivée de S. aureus digéré par des macrophage pourrait activer des mastocytes humains 

(HMC-1) et murins (BMMC) et libérer en conséquence de l’IL-8 et de l’IL-6 respectivement (Ma et al. 

2011). Enfin, une récente étude a mis en évidence qu’un facteur soluble staphylococcique, non 

identifié, induisait l’expression de VEGF par des mastocytes murins. Cette induction est indépendante 

de la voie Myd88, principale voie de signalisation intracellulaire mise en œuvre suite à l’activation des 

TLR, donc indépendante de la reconnaissance par les TLR, mais partiellement dépendante de la voie 

du NF- B (Johnzon et al. 2016).   

iv. Modèle d’infection expérimentale in vitro et in vivo avec la bactérie 
entière 

Sur un modèle d’infection cellulaire in vitro, Rocha-de-Souza et al. ont montré d’une part que des 

mastocytes humains (CBMC) co-cultivés avec S. aureus libéraient du TNF  et de l’IL-8  suite à la 

reconnaissance par TLR-2 et CD48  et d’autres part, que S. aureus pouvait adhérer à la surface des 

mastocytes, s’internaliser et survivre en intracellulaire. Cette capacité à l’internalisation a été 

confirmée sur d’autres modèles mastocytaires humains (HMC-1) ou murins (BMMC) et a été montrée 

comme étant une des possibilités mis en œuvre par S. aureus afin d’échapper à l’activité 

antimicrobienne extracellulaire mis en place par les mastocytes (Feng et al. 2007). Comme cité 

précédemment, ces activités antimicrobiennes se traduisent par la production de peptides 

antimicrobiens de type cathélicidine (Di Nardo et al. 2003) et de pièges extracellulaires comparables 

aux NETs chez les PNN (von Köckritz-Blickwede et al. 2008).  

L’internalisation de S. aureus dans les mastocytes est donc un moyen pour la bactérie d’échapper au 

système immunitaire. Elle est en partie médiée par les récepteurs 1 intégrines, exprimés à la surface 

mastocytaire, permettant l’adhésion des bactéries à la surface (Abel et al. 2011), via la protéine FnbA 

(fibronectin binding protéine A) synthétisée par S. aureus (Goldmann et al. 2016). De manière 

intéressante, il a été montré que S. aureus pouvait promouvoir sa propre internalisation dans les 

mastocytes afin d’échapper au système immunitaire. En effet, les médiateurs antimicrobiens relargués 

par les mastocytes suite à la reconnaissance de l’agent pathogène entrainent une surexpression de la 

protéine FnbA, nécessaire à l’adhésion de la bactérie à la cellule, et de la toxine Hla chez S. aureus. Or 

la reconnaissance de Hla par son récepteur ADAM10, présent à la surface des mastocytes (Faber et al. 

2014), induit une sur-expression de la 1 intégrine favorisant donc l’adhésion et donc l’internalisation 

de la bactérie (Goldmann et al. 2016). S. aureus détourne donc les actions antimicrobiennes mises en 

place par les mastocytes à son propre avantage.  

La stimulation in vitro de mastocytes par des S. aureus vivants a également été montrée sur des 

mastocytes murins dérivés du péritoine (PCMC). Cette stimulation induisait la libération importante 
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de médiateurs pro-inflammatoires comme TNF- , IL-3 et IL-13 (Rönnberg et al. 2014). Dans le 

modèle murin d’infection intra-péritonéale réalisée dans la même étude, qui comparait des souris 

sauvages et des souris déficientes en mastocytes par un mécanisme indépendant du récepteur c-Kit, les 

auteurs n’ont pas retenu l’influence des mastocytes ni dans l’issue de l’infection (poids des animaux, 

clairance de la bactérie), ni dans la libération in vivo de cytokines.  

Néanmoins, la pertinence du modèle d’infection intra-péritonéale utilisée dans cette étude peut être 

discutée. En effet, d’un point de vue physiopathologique, S. aureus n’est pas considéré comme un 

pathogène « modèle » donnant des infections digestives, mais plutôt un pathogène entraînant des 

infections cutanées et nous avons expliqué précédemment la multiplicité des phénotypes de 

mastocytes bien connue. C’est pourquoi, les conclusions formulées d’après un modèle d’infection 

digestive peuvent ne pas se valoir dans un contexte d’infections cutanées. D’ailleurs, dans une très 

récente publication, il a été montré que suite à une injection sous-cutanée de S. aureus (ST239) chez la 

souris, celle-ci développait un abcès cutané caractérisé par une infiltration très importante de cellules 

inflammatoires dans le derme, avec une accumulation marquée de mastocytes ayant un marquage 

positif de dégranulation avec libération de tryptase (Lei et al. 2018).  
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PARTIE 2 : TRAVAIL PERSONNEL 

I. Problématique 

L’exposé des données bibliographiques permet de conclure sur le rôle prépondérant des toxines 

formant des pores dans la physiopathologie des infections cutanées aiguës à S. aureus et sur les 

fonctions multiples des mastocytes dans l’organisme. L’interaction entre ces deux acteurs a été 

globalement étudiée dans le cadre des infections cutanées chroniques, notamment dans le cadre de la 

dermatite atopique (Geoghegan et al. 2017) avec une implication prouvée de certaines toxines formant 

des pores comme l’Hld (Nakamura et al. 2013).  

La symptomatologie particulière de certaines infections cutanées aiguës à S. aureus incluant érythème, 

inflammation, dermo-nécrose, douleur et prurit rappelle la présentation clinique des lésions se 

développant à la suite d’une morsure/piqûre d’araignée (Dominguez 2004; Suchard 2011). Lors des 

piqûres d’araignée, les événements inflammatoires responsables de la lésion sont majoritairement de la 

responsabilité de la dégranulation des mastocytes cutanés, avec notamment la libération de médiateurs 

vasodilatateurs comme l’histamine et la sérotonine  (Rattmann et al. 2008; Paludo et al. 2009). 

Récemment, un modèle murin d’abcès cutané mettait en évidence une infiltration massive de 

mastocytes suite à l’injection sous-cutanée de S. aureus (Lei et al. 2018). Il apparaitrait donc que les 

mastocytes ont un impact sur la physiopathologie des infections cutanées aigües à S. aureus. De plus, 

l’implication des mastocytes dans les infections cutanées à S. aureus pourrait également influencer la 

transmission de la bactérie, comme la sensation de prurit déclenchée par les médiateurs pruritogènes 

des mastocytes pourrait favoriser la contamination des mains, principal vecteur de la transmission de 

S. aureus (Bloomfield et Scott 1997). 

Cependant, ni l’étude de Lei et al., ni aucune publication dans la littérature n’a comparé l’effet de 

S. aureus sur des souris sauvages versus des souris déficientes en mastocytes, afin d’objectiver le rôle 

des mastocytes dans le processus inflammatoire lors d’infection cutanée aigüe à S. aureus: 

favoriseraient-ils la formation de l’abcès en stimulant le processus inflammatoire ainsi que les influx 

nerveux pruritogène et douloureux à travers des médiateurs comme la tryptase ? Ou au contraire 

favoriseraient-ils la résolution de l’infection grâce à leur implication dans l’immunité innée en aidant à 

la clairance de la bactérie ? Sans doute s’agirait-il d’un apport séquentiel de ces deux facettes, modulé 

par la capacité de la souche à interagir avec les mastocytes à travers ses facteurs de virulence.  

 

Or la production des facteurs de virulence, et notamment des toxines formant des pores, est variable en 

fonction des fonds génétiques des souches de S. aureus considérées, et atteint des hauts niveaux 

d’expression dans les souches donnant préférentiellement des infections cutanées aigües (Berlon et al. 

2015; Qi et al. 2016). C’est pourquoi un des premiers buts du travail a été d’étudier l’effet des toxines 

formant des pores de S aureus sur les mastocytes humains.  
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II. Mise en évidence de l’action des phénol-solubles modulines et de 
l’hémolysine delta sur les mastocytes humains et implication dans 
les infections cutanées aiguës staphylococciques 

Première publication : Delta Hemolysin and Phenol-Soluble Modulins, but Not Alpha Hemolysin or 

Panton-Valentine Leukocidin, Induce Mast Cell Activation. 

 

Elisabeth Hodille, Charlotte Cuerq, Cédric Badiou, Françoise Bienvenu, Jean-Paul Steghens, Régine 

Cartier, Michèle Bes, Anne Tristan, Adriana Plesa, Vien T. M. Le, Bihn A. Diep, Gérard Lina, Oana 

Dumitrescu 

 

Frontier in Cellular and Infection Microbiology. 2016 Dec 12;6:180. 

 
Le but de la présente étude était d’étudier la potentielle implication des mastocytes cutanés présents 

dans le derme dans la physiopathologie et la transmission des infections cutanées staphylococciques 

aiguës et notamment d’étudier les interactions entre les toxines formant des pores de S. aureus et les 

mastocytes.  

Nous avons donc entrepris de tester in vitro les toxines formant des pores précédemment décrites dans 

la partie bibliographique, PVL, Hla, PSM  et Hld, sur une lignée de mastocytes humains, HMC-1, à 

différentes concentrations pendant 3h. La dégranulation mastocytaire et la lyse cellulaire étaient 

mesurées par le dosage respectif de la libération de tryptase (Hogan et Schwartz 1997) et de LDH.  

Nous avons ainsi montré que PSM 1, PSM 3 et Hld induisaient une libération dose-dépendante de 

tryptase et de LDH par les HMC-1. Ces libérations étaient corrélées entre elles démontrant que la 

libération de tryptase se produisait sous influence de la lyse cellulaire plutôt que par dégranulation 

mastocytaire. Aucun effet n’était observé avec la PVL ou Hla. Par la suite, la mise en contact de 

surnageants de cultures de souches isogéniques délétées pour PSM  (souche déficiente en PSM ), 

Hld (souche déficiente en Hld) ou AgrA (souche déficiente en système Agr fonctionnel) a permis de 

confirmer que la libération de tryptase et de LDH était sous la dépendance de la présence de PSM  et 

Hld dans les surnageants.  

PSM  et Hld paraissaient donc être de bons candidats quant à leur action sur les mastocytes pour 

répondre à la question posée. Il restait à prouver leur production in vivo au cours d’une infection 

cutanée chez l’Homme. Sur 23 pus d’abcès à S. aureus récoltés, nous avons retrouvé Hld dans 65% 

des pus, PSM 1 dans 17% et PSM 3 dans aucun des pus, grâce à une méthode de chromatographie 

liquide haute performance couplée à un spectromètre de masse (HPLC-MS) développée dans notre 

laboratoire. De manière intéressante, nous avons également montré que, sur un ensemble de 46 

souches de S. aureus responsables d’infections cutanées, Hld était significativement plus produite que 

PSM 1 et que PSM 3 était la toxine la moins produite. Ces résultats étaient concordants avec nos 

résultats obtenus dans les échantillons cliniques ainsi qu’avec ce qui avaient été montré précédemment 
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quant à la production in vitro de PSM et Hld dans des collections de SARM-C et de SASM (Berlon et 

al. 2015; Qi et al. 2016). Enfin, le niveau de production de PSM 1, PSM 3 et Hld était dépendant du 

type d’Agr, sachant que les souches de S. aureus de type Agr1 produisaient significativement plus de 

toxines que les souches de S. aureus de type Agr2 et Agr3.  

En conclusion, nos résultats tendent à montrer qu’au cours d’une infection cutanée à S. aureus, la 

production d’Hld d’une part et de PSM 1 d’autre part ainsi que leur action sur les mastocytes cutanés 

pourrait entrainer la libération de tryptase, expliquant ainsi en partie les événements cliniques observés 

lors de ces infections et notamment le prurit, la tryptase étant un des médiateurs les plus pruritogènes 

libérés par les mastocytes (Zhu et al. 2015). Comme dans les infections cutanées à S. aureus, la 

transmission est essentiellement manuportée, la capacité d’une souche à produire des PSM  et de 

l’Hld et donc d’avoir un système Agr fonctionnel, pourrait être un critère pour sa sélection et son 

expansion dans la population.  

 

Les éléments supplémentaires de la publication ci-dessous sont disponibles en annexe 2.  
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Section 2 : Modulation de l’expression des facteurs de virulence 
staphylococciques par les antibiotiques 

PROBLEMATIQUE 

Les facteurs de virulence staphylococciques, dont l’expression est finement régulée lors du processus 

infectieux, participent amplement à la physiopathologie des infections à S. aureus (Lowy 1998). Le 

but premier d’un traitement antibiotique est de tuer les bactéries afin de réduire l’inoculum bactérien. 

Même si les posologies d’antibiotiques utilisées en pratique clinique courante sont choisies pour 

atteindre des concentrations sériques et tissulaires au-dessus des concentrations minimales inhibitrices 

(CMI) habituellement décrites pour un couple antibiotique-bactérie donné, il reste possible que, dans 

certains cas, les bactéries soient soumises à des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques au 

niveau du site infectieux. Différentes raisons peuvent expliquer cette situation : résistance acquise aux 

antibiotiques, mauvaise diffusion de l’antibiotique sur le site infecté notamment si le tissu infecté est 

nécrotique et/ou abcédé, demi-vie de l’antibiotique courte, absorption altérée ou encore interaction 

médicamenteuse. Or des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques peuvent représenter un stress 

pour la bactérie, induisant des potentielles modifications dans l’expression des différents facteurs de 

virulence, pouvant être délétères pour l’hôte si cette modulation se traduit par une augmentation de 

production de ces facteurs. Ainsi, la connaissance de la modulation de la virulence de S. aureus par les 

antibiotiques permet de mieux appréhender la stratégie thérapeutique à adopter pour traiter au mieux 

les infections staphylococciques présentant une composante toxinogène importante.  

La littérature traitant des effets modulateurs des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques sur 

l’expression des facteurs de virulence de S. aureus est riche et s’intéresse notamment aux toxines 

formant des pores (PVL, Hla), à la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1), aux 

entérotoxines et à la protéine A. Un des premiers objectifs sur cette thématique a donc été de réaliser 

une revue exhaustive de cette littérature afin d’identifier d’éventuels éléments manquants ou 

incomplets.  
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PARTIE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE  

Deuxième publication : The Role of Antibiotics in Modulating Virulence in Staphylococcus aureus  

 
Elisabeth Hodille, Warren Rose, Binh An Diep, Sylvain Goutelle, Gérard Lina, Oana Dumitrescu 

 

Clinical Microbiology Reviews. 2017 Oct;30(4):887-917 

 

Une revue exhaustive de la littérature traitant de la modulation de l’expression de la virulence de 

S. aureus par les antibiotiques a été réalisée sur la base de données PubMed, permettant de récolter 

107 références d’articles originaux, qui ont été ensuite analysées et compilées pour en extraire les 

principales conclusions. Les preuves scientifiques des conclusions apportées sont basées sur des 

expériences in vitro, in vivo sur modèle expérimental d’infection chez l’animal, ou sur des cas 

rapportés d’infection humaine.  

Globalement, certaines béta-lactamines (oxacilline et imipénème) ont été montrées pour être de 

puissants inducteurs de la production des exotoxines (Dumitrescu et al. 2007, 2008, 2011), alors que 

certains antibiotiques agissant en inhibant la synthèse des protéines comme les lincosamides 

(clindamycine) ou les oxazolidinones (linézolide) sont considérés comme de puissants inhibiteurs de la 

synthèse des facteurs de virulence impliqués dans la physiopathologie de la pneumonie nécrosante : 

PVL (Dumitrescu et al. 2007; Stevens et al. 2007; Otto et al. 2013), Hla (Ohlsen et al. 1998; Gemmell 

et Ford 2002; 2004; Stevens et al. 2007; Pichereau et al. 2012; Otto et al. 2013) et de la toxine 

responsable du choc toxique staphylococcique, TSST-1 (Dickgiesser et Wallach 1987; Herbert et al. 

2001; Stevens et al. 2006). Par conséquent, certaines recommandations nationales préconisent 

d’utiliser des antibiotiques dits anti-toxiniques, comme la clindamycine ou le linézolide, dans la 

stratégie thérapeutique de la prise en charge des infections liées aux toxines staphylococciques 

précédemment citées (Nathwani et al. 2008). Cependant, il n’existe aucun essai clinique randomisé 

publié à l’heure actuelle permettant de trancher définitivement la question quant à l’intérêt de 

l’utilisation des antibiotiques inhibiteurs de la synthèse protéique dans les infections 

staphylococciques à composante toxinique, expliquant que certains pays n’incluent pas un tel usage 

dans leurs recommandations (Liu et al. 2011).   

D’un point de vue mécanistique, les béta-lactamines agissent en inhibant la synthèse de la paroi 

bactérienne et en particulier celle du PGN par fixation aux protéines liant les pénicillines (PLP) qui 

sont des enzymes à activité transpeptidases, transglycosylases et carboxypeptidases impliquées dans sa 

synthèse. Seules les béta-lactamines se liant aux PLP-1 (oxacilline de manière non sélective et 

imipénème de manière sélective) entraînent une forte augmentation de la production de PVL 

(Dumitrescu et al. 2011). L’augmentation de l’expression des exotoxines, liée à une augmentation de 

la transcription des gènes (Ohlsen et al. 1998; Dumitrescu et al. 2007; Steinhuber et al. 2008) serait un 

phénomène intercurrent à l’augmentation de l’activité des systèmes régulateurs SarA, Mgr et Arl, 
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déclenchée par la bactérie suite à l’hydrolyse du PGN induite par les béta-lactamines, afin de limiter 

l’autolyse de la bactérie et contribuer à maintenir son intégrité (Dumitrescu et al. 2011).  

Concernant les antibiotiques inhibant la synthèse des protéines, l’effet anti-toxinique de la 

clindamycine résulte principalement du mécanisme d’action propre à l’antibiotique, c’est-à-dire en 

réprimant directement la transcription des facteurs de virulence par blocage de l’activité ribosomale. 

En effet, l’effet anti-toxinique est abolit lorsque le gène ermB (erythromycin ribosome méthylase), 

conférant une résistance constitutive aux macrolides et apparentés par méthylation des ribosomes 

rendant la fixation impossible de la clindamycine pour son site actif, est présent (Herbert et al. 2001). 

De plus, la clindamycine interfère avec la transcription de certains mécanismes régulateurs comme le 

système à deux composants SaeRS (Novick et Jiang 2003) et la répression de SaeRS induit 

indirectement une diminution de la synthèse des exotoxines.  

Pour le linézolide, l’effet inhibiteur sur la production de toxines est également principalement expliqué 

par son action bloquante de la traduction des protéines par fixation à la sous-unité 50-S des ribosomes 

(Otto et al. 2013). En effet, l’effet de concentrations sub-inhibitrices de linézolide sur la transcription 

des gènes codant les toxines est variable, avec l’observation dans certains fonds génétiques, comme les 

SARM-C ST80, d’une augmentation des ARNs messagers de Hla alors que son expression en est 

diminuée (Otto et al. 2013). Cela indique des mécanismes de régulation complexes intervenant dans la 

modulation de la virulence par les antibiotiques et que l’effet sur la transcription des gènes n’est pas 

toujours le reflet de l’expression des protéines, impliquant que toute variation du transcriptome devrait 

conduire à une analyse de la protéomique pour conclure sur un effet potentiel.  

 

Les éléments supplémentaires de la publication ci-dessous sont disponibles en annexe 3. 
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PARTIE 2 : TRAVAIL PERSONNEL 

I. Conservation de l’effet anti-toxinique de la clindamycine sur des 
souches de S. aureus présentant un phénotype de résistance MLSB 
inductible  

Troisième publication : Clindamycin suppresses virulence expression in inducible clindamycin-

resistant Staphylococcus aureus strains 

 
Elisabeth Hodille, Cédric Badiou, Caroline Bouveyron, Michèle Bes, François Vandenesch, Gérard 

Lina, Oana Dumitrescu 

« Short report » soumis pour publication dans « Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials »  

 

La clindamycine affiche des propriétés inhibitrices sur l’expression de la virulence de S. aureus en 

induisant une répression de la production des toxines excrétées, comme la PVL, Hla et TSST-1 

(Hodille et al. 2017). Cette action est complètement abolie en cas de résistance aux macrolides, 

lincosamides et streptogramines B (MLSB) de type constitutif, conférée par exemple par le gène ermB, 

entraînant une résistance constitutive à la clindamycine (Herbert et al. 2001). Cependant, aucune étude 

n’a jamais investigué l’effet de la clindamycine sur la modulation de la virulence pour des souches de 

S. aureus présentant une résistance inductible aux lincosamides, résistance caractérisée sur 

l’antibiogramme phénotypique en diffusion par une résistance aux macrolides mais une sensibilité aux 

lincosamides avec une zone d’induction entre les deux disques d’antibiotiques. Bien que la présence 

d’une résistance MLSB inductible chez une souche de S. aureus expose au risque d’échec 

thérapeutique si les lincosamides sont utilisés pour le traitement antibiotique d’infections 

staphylococciques compliquées (Lewis et Jorgensen 2005; Woods 2009), l’utilisation d’une telle 

molécule pourrait être intéressante en association avec une autre molécule anti-staphylococcique dans 

le cadre d’infection à composante toxinique, pour son effet inhibiteur sur la virulence.  

Nous avons sélectionné parmi un panel de 180 souches de S. aureus testées phénotypiquement et 

génotypiquement pour la résistance aux macrolides et apparentés, 6 souches présentant un phénotype 

MLSB inductible et appartenant à des fonds génétiques variés. Les souches de S. aureus sélectionnées 

ont été cultivées avec ou sans clindamycine (contrôle de croissance), à concentration sub-inhibitrice 

pendant 6 heures dans un bouillon CCY. La quantité de PVL, Hla et TSST-1 dans les surnageants 

bactériens obtenus a été mesurée par des tests ELISA, et rapportée au contrôle de croissance sans 

antibiotique.  

Ainsi, nous avons observé que la clindamycine supprimait l’expression de Hla, PVL et TSST-1 malgré 

la présence d’un gène erm conférant une résistance inductible aux lincosamides, avec cependant une 

profondeur de l’activité suppressive variable en fonction des fonds génétiques. En effet, conformément 



  Page 102 Section 2, Clindamycine et effet anti-toxinique 
  

à ce que Cardot-Martin et al. observaient avec une résistance à la modulation de l’expression de la 

protéine A pour une souche de fond génétique USA300 (Cardot Martin et al. 2015), nous avons 

montré que l’effet inhibiteur de la clindamycine sur l’expression de Hla et PVL était moins prononcé 

sur la souche de fond génétique USA300 que sur les autres souches de fonds génétiques variés.  

En conclusion, nous pouvons affirmer que la clindamycine conserve son activité anti-toxinique sur des 

souches de S. aureus présentant un phénotype de résistance inductible aux lincosamides. La 

clindamycine pourrait donc être utilisée comme adjuvant modulateur de la virulence, en association à 

un autre antibiotique anti-staphylococcique, dans la prise en charge des infections staphylococciques à 

composante toxinique induites par une souche de S. aureus présentant un phénotype MLSB inductible.  
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II. Mise en évidence de l’effet inhibiteur de l’oxacilline sur 
l’expression des PSMα et de l’Hld 

Quatrième publication : Sub-inhibitory concentrations of oxacillin, but not clindamycin, linezolid or 

tigecyclin, induce an inhibition of Phenol-soluble modulins expression for Community-acquired 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus  

 

Elisabeth Hodille, Laetitia Beraud, Séverine Périan, Valentine Berti, Michèle Bes, Anne Tristan, 

Emilie Blond, Gérard Lina, Oana Dumitrescu 

 

En cours de finalisation pour soumission dans « Journal of Antimicrobial Chemotherapy » 

 

Au cours de notre travail bibliographique, il est apparu que la modulation de l’expression des facteurs 

de virulence staphylococciques par des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques était 

inégalement étudiée en fonction des facteurs de virulence.  

Parmi les thèmes peu étudiés, la modulation de la production des PSM  et de l’Hld par les 

antibiotiques était le sujet de seulement 4 publications (Joo et al. 2010; Yamaki et al. 2011, 2013; 

Rudkin et al. 2014), dont certains résultats étaient divergents pour un même antibiotique. 

Globalement, ces études rapportaient un effet inhibiteur de l’oxacilline sur l’expression des PSM  

(Joo et al. 2010; Rudkin et al. 2014), à l’opposé de ce qui était observé pour la modulation de 

l’expression des autres facteurs de virulence de S. aureus tels que la PVL, l’Hla et la TSST-1 (Hodille 

et al. 2017). De plus, alors que les antibiotiques inhibant la synthèse des protéines, comme la 

clindamycine et le linézolide, sont reconnus pour être des antibiotiques réprimant l’expression des 

toxines staphylococciques (PVL, Hla et TSST-1) (Hodille et al. 2017), ces derniers étaient retrouvés 

tantôt inducteurs (Joo et al. 2010; Yamaki et al. 2013) tantôt inhibiteurs (Yamaki et al. 2011) sur 

l’expression des PSM , avec des variations qui semblaient souche-dépendantes et concentration-

dépendantes. Enfin, les mécanismes sous-jacents expliquant la modulation de l’expression étaient 

incomplètement étudiés, mettant en évidence une potentielle implication du système Agr (Joo et al. 

2010; Yamaki et al. 2011) mais qui ne permettait pas d’expliquer l’ensemble des variations. 

C’est pourquoi, nous avons entrepris d’étudier l’influence de cinq molécules anti-staphylococciques 

(oxacilline, clindamycine, linézolide, tigécycline et rifampicine) à concentrations sub-inhibitrices sur 

l’expression des PSM 1, PSM 3 et Hld par des clones de SARM-C producteurs de PVL (clone ST8 

USA300 et clone Européen ST80) et des clones de SARM non producteurs de PVL (clone Géraldine 

et clone Lyon) largement répandus dans la communauté et à l’hôpital. Après 6 heures ou 24 heures 

d’incubation, l’étude de la modulation a été effectuée au niveau transcriptomique en analysant par RT-

qPCR (Reverse transcription quantitative polymerase chaine reaction) la quantité d’ARNm spécifiques 

psm 1 et psm 3, par rapport à un gène de ménage gyrB, et au niveau protéique en mesurant dans les 
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surnageants de culture la libération de PSM 1 et d’Hld par une méthode d’HPLC-MS (Hodille et al. 

2016). Afin d’évaluer les mécanismes sous-jacents à la modulation de l’expression de ces toxines par 

les antibiotiques, nous avons également observé l’influence des antibiotiques, après 24 heures 

d’incubation, sur le système Agr par l’intermédiaire du transcrit ARNIII, sur le système d’export des 

PSM par l’intermédiaire du transcrit pmtB, ARNm codant pour une partie du transporteur ABC 

essentiel à l’excrétion des PSM (Chatterjee et al. 2013) et sur la régulation de l’expression de ce 

transporteur par l’intermédiaire du transcrit pmtR (Joo et al. 2016).  

Comme l’avaient montré Joo et al. ainsi que Rudkin et al. (Joo et al. 2010; Rudkin et al. 2014), nous 

avons observé que des concentrations sub-inhibitrices d’oxacilline entraînaient une diminution de 

l’expression de PSM 1 et d’Hld par rapport au contrôle de croissance sans antibiotique, avec un effet 

inhibiteur plus marqué sur les souches de SARM-C producteurs de PVL, objectivé par une diminution 

progressive de l’expression des toxines au cours du temps, que sur les souches de SARM non 

producteurs de PVL où l’effet inhibiteur sur PSMα1 n’était significatif qu’après 6 heures d’incubation. 

L’effet inhibiteur de l’oxacilline sur la production toxinique n’était pas lié à un effet bactéricide sur la 

bactérie. En effet, outre avoir choisi des conditions expérimentales n’entraînant pas de réduction 

notable de la croissance bactérienne, tous les résultats de dosages protéiques étaient normalisés sur 

l’aire sous la courbe de croissance afin de s’affranchir de tout effet négatif sur la croissance 

bactérienne. Bien qu’au final, l’effet de l’oxacilline soit constamment inhibiteur pour les SARM-C 

producteurs de PVL, les mécanismes sous-jacents induisant la répression de l’expression étaient 

différents entre les deux clones testés. Pour les deux souches appartenant au clone ST8 USA300, 

l’effet inhibiteur était probablement dû à une répression du système Agr par l’oxacilline, les transcrits 

ARNIII et les ARNm psm 1 et psm 3 étant en quantité diminuée par rapport au contrôle de 

croissance. A l’inverse pour les deux souches appartenant au clone Européen ST80, les transcrits 

ARNIII, ARNm psm 1 et psm 3 étaient fortement surexprimés ainsi que les transcrits pmtB, 

indiquant que la répression de l’expression n’avait pour origine ni un défaut de transcription, ni un 

défaut de transport, suggérant un possible effet inhibiteur au niveau de la synthèse des protéines, ce 

qui n’est pas connu pour l’oxacilline.  

Concernant les autres antibiotiques (linézolide, clindamycine, tigécycline et rifampicine), aucune 

tendance générale ne ressortait confirmant l’effet souche-dépendant retrouvé antérieurement (Joo et al. 

2010; Yamaki et al. 2011, 2013). Cependant, concernant les antibiotiques connus pour être anti-

toxiniques, des concentrations sub-inhibitrices de clindamycine induisaient plus fréquemment un effet 

inducteur qu’un effet inhibiteur sur l’expression de PSM 1 et Hld, notamment après 24 heures 

d’incubation, alors que l’inverse était observé pour des concentrations sub-inhibitrices de linézolide. A 

propos de la tigécycline, malgré un effet inducteur constant sur la quantité d’ARNm psm 1 et psm 3, 

un effet inducteur sur l’expression des toxines était observé sur le clone Européen ST80 après 

24 heures d’incubation, alors que l’expression était diminuée pour le clone ST8 USA300, traduisant un 
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effet clone-dépendant. Enfin, nous avons noté qu’une des souches appartenant au clone Européen 

ST80 était particulièrement sensible à l’effet inducteur des agents inhibiteurs de la synthèse protéiques 

(linézolide, clindamycine, tigécycline).  

De manière intéressante, nous avons donc confirmé l’effet inhibiteur de l’oxacilline sur l’expression 

des PSM 1 et Hld observable sur l’ensemble des SARM-C producteurs de PVL testés, suggérant que 

cet effet anti-toxinique pourrait être bénéfique dans certaines infections staphylococciques où l’activité 

biologique des PSM  et Hld participe majoritairement à la physiopathologie. Malgré nos 

investigations, les mécanismes sous-jacents responsables de la modulation de l’expression des PSM  

et Hld par les antibiotiques restent partiellement inexpliqués.  

 

Les éléments supplémentaires de la publication ci-dessous sont disponibles en annexe 4.
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Abstract (249) 

Background: Staphylococcus aureus is a major human pathogen producing virulence factors, such 

as Panton-Valentine leucocidin (PVL), alpha-toxin ( T) and phenol-soluble modulins alpha (PSM ) 

including delta-hemolysin (Hld). Contrary to oxacillin, sub-inhibitory concentration (sub-MIC) of 

clindamycin and linezolid display an anti-toxin effect on PVL and T expression. Concerning PSM  

and Hld expression modulation by antibiotics, few studies are available.   

Objectives: Herein, we examined effect of antibiotics sub-MIC on PSM  and Hld expression by eight 

S. aureus strains belonging in two clones of community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-

MRSA) PVL+ and two clone of MRSA PVL-.   

Methods: S. aureus strains were grown with sub-MIC of oxacillin, clindamycin, linezolid, tigecyclin and 

rifampcin. After 6 and 24h of incubation, culture pellets were used for relative quantitative RT-PCR 

with primers specific for psm 1/2, psm 3, pmtB, pmtR and RNAIII. PSM 1and Hld concentrations 

were measured in the supernatant using high performance liquid chromatography coupled mass 

spectrometry method.  

Results: Oxacillin sub-MIC induced an inhibitory effect on PSM 1 for CA-MRSA, inconstantly related 

to mRNA variations. For others antibiotics, effect on toxins expression was strain or clone-dependent 

and effect on mRNA didn’t reflect always effect on protein expression. Variations of pmtB, pmtR and 

RNAIII expression were insufficient to explain toxins expression modulation.   

Conclusions: Oxacillin sub-MIC inhibited PSM  production in CA-MRSA. Underlying mechanisms 

involved modulation of Agr system and pmtB expression, but also others unknown mechanism. 

Altogether, these data indicate that PSM  and Hld are differently regulated by antibiotics compared to 

PVL and T, suggesting a potential benefic anti-toxin effect of oxacillin. 
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Introduction 

Staphylococcus aureus is pathogen responsible to very diverse infections which can be severe, such 

as some skin and soft tissue infection (SSTI) or life-threatening, such as necrotizing pneumonia and 

bacteremia 1. In these suppurative infections, staphylococcal toxins play an important role in 

physiopathology and notably the pore forming toxins, such as Panton Valentine leucocidin (PVL), 

alpha-toxin ( T) and phenol-soluble modulins alpha (PSM ), including delta-hemolysin (Hld) 2–6. It is 

well known that sub-inhibitory concentrations (sub-MIC) of antibiotics modulate in vitro toxins 

expression in S. aureus: clindamycin, linezolid and rifampicin display an anti-toxin effect on PVL 7–9 

and T 7,9–13 production while oxacillin or nafcillin has an inducing effect 7,14–19. Moreover, on 

experimental animal model of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) necrotizing pneumonia, it had 

been shown that use of inhibitor-synthesis antibiotics, such as linezolid or clindamycin was superior 

than vancomycin for outcome of infection 20,21. Thus, some guidelines even recommend using of anti-

toxinic drug such as clindamycin or linezolid in management of toxin-mediated staphylococcal 

infections 22. Modulation of virulence factors expression by sub-MIC of antibiotics involves several 

pathways according to molecule. Linezolid and clindamycin act mainly by blocking ribosomal function 

and suppressing the protein synthesis of virulence factors or regulatory system 23. Oxacillin induces 

toxins gene transcription by triggering the SOS response in bacteria or by interfering with regulatory 

network that governs virulence expression, notably SarA, MgrA and ArlR 23. About modulation of PSM 

production by sub-MIC antibiotics, few studies are available and these are controversial. Globaly anti-

toxinic effect for oxacillin 24,25 had been observed but for clindamycin and linezolid, effect was variable 

24,26,27. These authors suggested that modulatory effect may involve Agr system, the main global 

regulator of S. aureus 28, since PSM expression depends to activation of transcriptional factor AgrA 

while Hld is encoded by RNAIII. Nevertheless, alteration of Agr system does not allow explaining all 

observed variations, indicating that underlying mechanisms may be more complex 23. PSM  

extracellular export requires a special transporter, pmt composed of 4 sub-unit (ABCD) 29, whose the 

expression is regulated by its repressor pmtR 30. PSM produced during bacteria growth bind to 

repressor pmtR, allowing pmtA, pmtB, pmtC, pmtD and pmtR genes transcription 30.  

Here, we chose 8 S. aureus strains belonging to 4 clones of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) 

circulating in hospital, hospital-acquired MRSA (HA-MRSA) and in the community, community-

acquired MRSA (CA-MRSA), and explored effect of sub-MIC of 5 anti-staphylococcal molecules, 
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oxacillin, clindamycin, linezolid, tigecyclin and rifampicin, on PSM 1, PSM 3 and Hld expression. 

Moreover, we studied regulatory mechanisms involved in the modulation of their expression, RNAIII 

expression, intracellular effector of Agr system, pmtB and pmtR expression, essential transport system 

for PSM  and Hld.  

 

Materials and methods 

Bacterial strains 

Eight S. aureus clinical isolates were selected for this study, representing major MRSA clones 

spreading in community and in hospital: two strains belonging clone to CA-MRSA PVL+ ST8 USA300, 

two strains to CA-MRSA PVL+ European clone ST80, two strains to MRSA PVL- Geraldine clone CC5 

(circulating in the hospital and in the community) and two strains to HA-MRSA PVL - clone CC8 Lyon 

(Table 1). Further, we separated S. aureus between strains producing PVL (PVL+) and not producing 

PVL (PVL-). 

Antibiotics and MIC determination 

The antibiotics used in this study were clindamycin, linezolid, tigecycline, oxacillin and rifampicin. 

Clindamycin, linezolid and tigecyclin were provided by Pfizer (Ambroise, France) and oxacillin and 

rifampicine were purchased from Sigma-Aldrich (L’Isle d’Abeau, France). Minimal-inhibitory 

concentrations (MICs) were determined with the standard microdilution method recommended by 

Clinical and Laboratory standards institute 31, in Brain-Heart infusion (BHI) broth (bioMérieux, Marcy 

l’Etoile, France). Briefly, medium was inoculated with 5X105 CFU/mL and incubated for 24h at 37°C 

without shaking.  

Bacterial culture 

Strains were cultured on Trypticase blood agar plate, which were incubated overnight at 37°C. 

Isolated colonies were resuspended in BHI broth and adjusted to a turbidity equivalent to that of a 0.5 

McFarland standard. Cultures were performed at 37°C with gyratory shaking (180 rpm). When, the 

optical density (OD) reached a turbidity equivalent to that of a 1 McFarland standard, sub-MIC of 

antibiotics (1/4, 1/8, 1/16 or 1/32 MIC according to antibiotic and strain) were added to the glass 

cultures tubes. Tested sub-inhibitory concentrations of each antibiotic were chosen to not inhibit 

significantly bacterial strains growth (Figure S1). Cultures with or without antibiotics (growth control) 

were reincubated at 37°C with shaking. Aliquots were taken 6 and 24h later.   
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Relative quantitative RT-PCR 

Aliquots of 2 mL of each culture were centrifuged at 4500 g for 10 min. The pellets were washed with 

0.5 mL of Tris buffer (10mM) and centrifuged at 4500 g for 10 min. The turbidity was then adjusted to a 

turbidity equivalent to that of a 3 McFarland standard. A 1.5 mL aliquot of turbidity-adjusted and 

washed bacterial suspension was centrifuged at 4500 g for 10 min, and the pellets were treated with 

lysostaphin (Sigma-Aldrich) at a final concentration of 200 μg/mL. The total RNA of the pellets was 

then purified using Qiagen RNeasy Plus Mini Kit according to the manufacturer’s instruction (Qiagen, 

Hilden, Allemagne). The RNA yield was assessed with a NanoDrop spectrophotometer, and 1 μg of 

total RNA was reverse transcribed using a Promega reverse transcription system with random primers 

as recommended by the manufacturer (Promega, Madison, Wisconsin, USA). The resulting cDNA was 

used as a template for real-time amplification (LightCycler 2.0; Roche, Bâle, Suisse) using the specific 

primers shown in Table 2. The relative amounts of amplicons specific for toxin genes (psm 1/2 and 

psm 3), for a part of Pmt, pmtB, for Pmt regulator, pmtR, and for RNAIII were determined by 

quantitative PCR relative to an internal standard (gyrB) as described elsewhere 32. The expression 

levels of the investigated genes were expressed as n-fold variations of the psm 1/2/gyrB, 

psm 3/gyrB, pmtB/gyrB, pmtR/gyrB and RNAIII/gyrB ratios in the presence of antibiotics relative to 

the psm 1/2/gyrB, psm 3/gyrB pmtB/gyrB and pmtR/gyrB ratios, respectively, of the growth control. 

All quantitative PCR data were analyzed using the relative expression software tool REST 2009, 

version 2.0.13.     

PSM 1 and Hld quantification 

After centrifugation of 24h-incubated aliquots at 4500 g for 10 min, bacterial supernatants were diluted 

1/5 with methanol and incubated at 4°C for 15 min. Diluted supernatants were then centrifuged at 

10000 g for 5 min and supernatants were recovered for PSM 1 and Hld quantification by high-

performance liquid chromatography mass spectrometry (HPLC-MS) in an Agilent® system using an 

adaptation of a method described elsewhere 4,33. PSM 1 and Hld quantifications for each condition 

were normalized related to area under the curve (AUC) of growth curve to prevent any bias connecting 

with growth slowdown.   

Statistic  

Statistical analyses and graphs were performed using RStudio, version 0.99.893 (RStudio Team 

(2009-2016), integrated Development for R.RStudio, Inc, Boston, MA, USA). T tests were performed 
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to analyze results observed for each antibiotic or for compare two antibiotics. Pearson correlation tests 

were performed to analyze the correlation between RNAIII expression and psm  RNA expression.   

 

Results  

MICs 

The MICs of clindamycin, linezolid, tigecycline, oxacillin and rifampicin were determined following the 

CLSI recommendations (Table 3). USA300 and ST80 European clones displayed MIC for oxacillin 

higher than Geraldine and Lyon clones, the latter displayed low MIC for oxacillin despite of mecA gene 

presence. The two strains of Lyon clones were clindamycin-resistant.  

 

Effect of antibiotics on psm 1/2 mRNA and psm 3 mRNA expression 

The 4 CA-MRSA PVL+ strains and the 4 MRSA PVL- strains were incubated with sub-MIC of 

antibiotics during 6H or/and 24H and the relative amounts of amplicons specific for toxin genes 

(psm 1/2 and psm 3) were determined by quantitative PCR relative to an internal standard (gyrB).  

 Oxacillin 

After oxacillin treatment of CA-MRSA PVL+, none global trend upon psm 1/2 or psm 3 mRNA 

modulation emerged whatever times of incubation due to great variation between strains. Indeed, we 

observed a clone-dependent after 24h incubation with a significant increase of psm 1/2 and psm3 

mRNA for ST80 European clone but a significant decrease for ST USA 300 clone (Figure S2C and 

S2D), inducing a significant difference between both clones. For MRSA PVL-, oxacillin treatment 

resulted in a slight but significant decrease of psm 1/2 mRNA after 6h incubation (Figure 1), not 

observed on psm 3 mRNA.  

 Clindamycin 

Clindamycin sub-MIC induced none global significant variation on psm 1/2 or psm 3 mRNA for CA-

MRSA PVL+, whatever times of incubation due to great variation between strains. We noted a strain-

dependent effect with a great decrease of psm 1/2 and psm 3 mRNA after 6h and 24h incubation for 

SF8300 strain belonging to ST8 USA300 clone (Figure S2A, S2B, S2C and S2D), while psmα mRNA 

was unmodified for LUG1799 strain belonging to ST80 European clone and strongly increased for 

HT20060752 strain and ST20121288 strain belonging respectively to ST8 USA300 clone and ST80 
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European clone (Figure S2C and S2D). For MRSA PVL-, clindamycin treatment increased significantly 

psm 1/2 and psm 3 mRNA after 6h incubation (Figure 1 and 2).   

 Linezolid 

For CA-MRSA PVL+, sub-MIC of linezolid induced a significant increase of psm 1/2 mRNA amount 

after 6h and 24h of incubation (Figure 1) and of psm 3 mRNA after 6h incubation (Figure 2). 

Linezolid-induced increase of psm 1/2 and psm 3 mRNA was especially marked after 24h incubation 

for one strain belonging to European clone ST80, ST20121288 (Figure S2C and S2D). Linezolid 

treatment had none effect on psm 1/2 or psm 3 mRNA for MRSA PVL- (Figure 1 and 2). 

 Tigecyclin 

Sub-MIC tigecyclin induced a strongly significantly increase of psm 1/2 and psm3 mRNA after 24H 

incubation (Figure 1 and 2) for CA-MRSA PVL+, notably for the ST20121288 strain belonging to 

European clone (Figure S2C and S2D). Sub-MIC of tigecyclin resulted in also an important significant 

increase of psm 1/2 and psm3 mRNA for MRSA PVL-, from 6H incubation (Figure 1 and 2). 

 Rifampicin 

For CA-MRSA PVL+, sub-MIC of rifampicin induced a significant increase of psm 1/2 mRNA amount 

after 6h and 24H of incubation (Figure 1) and of psm 3 mRNA after 24h incubation (Figure 2). 

Rifampicin treatement had none effect on psm 1/2 or psm 3 mRNA for MRSA PVL- (Figure 1 and 2). 

 

In summary on effect of antibiotics on psm 1/2 and psm 3 mRNA amount, we observed a systematic 

inducer effect with sub-MIC of tigecyclin for CA-MRSA PVL+ and MRSA PVL-. For others antibiotics, 

we noted clone-dependent effect (oxacillin, linezolid, rifampicin), strain-dependent effect (clindamycin) 

or no effect.  

 

Effect of antibiotics on PSM 1 and Hld production 

Since the effect of sub-MIC antibiotics on toxins mRNA does not always reflect the impact on toxins 

expression and production we determined toxins production by HPLC-MS in supernatants. Toxin 

measurements were normalized related to AUC of growth curve. 

 Oxacillin 

Oxacillin sub-MIC induced a time-dependent decrease of PSM 1 release for CA-MRSA PVL+, since 

decrease was non-significant after 6h but significant after 24h incubation with 31.83% (95%CI [10.40; 
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53.26]) of PSM 1 released compared to growth control (Figure 3). Likewise, Hld release was 

decreased according a time-dependent manner, reaching 44.55% (95%CI [16.18; 72.92]) of Hld 

released compared to growth control after 24h incubation (Figure 4). Interestingly, oxacillin inhibitory 

effect on Hld release was significantly stronger for ST80 European clone than for USA300 after 6h and 

24h incubation, since these was respectively at 49.15% (95%CI [32.39; 65.91]) of Hld released 

compared to growth control and 14.33% (95%CI -9.76; 38.42]) for ST80 European and not significant 

for ST8 USA300 clone (Figure S3B and S3D). For MRSA PVL-, oxacillin sub-MIC induced non-

significant inhibitory trend upon PSM 1 production after 6h of incubation with 58.67% (95%CI 

[15.90; 101.43]) of PSM 1 released compared to growth control (Figure 3). On contrary, this trend 

was not kept after 24 h incubation. For this incubation time, PSM 1 release upon oxacillin treatment 

was not significantly compared to growth control, resulting in a significant difference between the 

behavior of MRSA PVL- and this of CA-MRSA PVL+ (Figure 3). 

 Clindamycin 

For CA-MRSA PVL+, clindamycin sub-MIC induced a strain-effect on PSM 1 and Hld expression such 

as observed for psm 1 and psm  3 mRNA. Thus, we observed a dramatic decrease of PSM 1 and 

Hld release for SF8300 strain belonging to ST8 USA300 clone, while there was a clear trend of 

induced-expression (PSM 1) or reduced inhibition (Hld) for others CA-MRSA PVL+, notably after 24h 

incubation (Figure S3C and S3D). Clindamycin sub-MIC resulted in a non-significant increase on 

PSMα1 expression for MRSA PVL- after 6h incubation.  

 Linezolid 

Despite of global inductor effect of linezolid treatment on psm 1 mRNA for CA-MRSA PVL+ strains, 

we observed a variable effect among strains about PSM 1 and Hld expression.  Thus, a great 

increase of PSM 1 and Hld release after 24h incubation was reported only for ST80 ST20121288, 

while no effect or slight inhibitor effect was observed for others CA-MRSA PVL+ (Figure S3C and 

S3D). Linezolid sub-MIC resulted in a significant increase on PSMα1 expression for MRSA PVL- after 

6h incubation with 182.91% (95%CI [110.33; 255.49]) of PSM 1 released compared to growth control. 

 Tigecyclin 

After tigecyclin treatment, despite of global inductor effect on psmα mRNA expression for CA-MRSA 

PVL+, effect on PSM 1 and Hld expression appeared being clone-dependent. Thus, tigecyclin-

induced PSM 1 release were significantly higher for ST80 European clone than for USA300 clone, 
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with toxin release equal to 237.57% (95%CI [119.54; 355.61]) and (37.29% (95%CI [-44.50; 119.1])) 

respectively (Figure S3C). For Hld, we observed the same non-significant trend (mean of 98.85% for 

and 56.95% for ST80 European clone and ST8 USA300 respectively) (Figure S3D). For MRSA PVL-, 

tigecyclin induced an important significant increase of PSM 1 expression with 446.37% (95%CI 

[100.26; 792.49]) of PSM 1 released compared to growth control after 6h incubation.   

 Rifampicin 

After Rifampicin treatment, PSM 1 and Hld expression was unmodified for CA-MRSA PVL+ and for 

MRSA PVL-.  

 

In summary, we observed a relative constant inhibitory effect of oxacillin treatment on PSM 1 and Hld 

expression for all S. aureus strains, but larger for CA-MRSA PVL+ than for MRSA PVL-. For others 

antibiotics, effect on toxins release was strain or clone-dependent and effect on RNA did not reflect 

always effect on protein expression.  

 

Effect of antibiotics on pmtB, pmtR mRNA and RNAIII expression  

To explore the mechanism underlying of PSM  and Hld variations resulting from antibiotics sub-MIC 

treatment in CA-MRSA PVL+, we investigated the modulation by antibiotics of PSM transporter 

expression, pmt, through pmtB mRNA transcription (Figure 5A), of its natural repressor, pmtR 

(Figure 5B) and of RNAIII (Figure 5C), RNA effector of Agr global staphylococcal regulator. Therefore, 

RNAIII expression reflects activation level of Agr regulator system. Anyway, RNAIII expression was 

absolutely and significantly correlated with psm 1/2 mRNA and psm 3 mRNA expression for ST80 

European clone and USA300 clone (Figure S4A and S4B) indicating that transcription of psmα operon 

was dependent to Agr activation.  

Oxacillin 

Effect of oxacillin sub-MIC on pmtB, pmtR mRNA and RNAIII was variable according to strain. For ST8 

USA300 clone, pmtB and pmtR mRNA was not significantly modified after oxacillin treatment. 

However, we observed that those were slightly down-regulated for SF8300 and slightly up-regulated 

for HT20060752. For ST80 European clone, pmtB mRNA was clearly up-regulated only for 

ST20121288 (around 10-fold compared to growth control) and unmodified for LUG1799 while pmtR 

mRNA was unmodified for both. Interestingly, we observed a clone-effect for RNAIII, such as observed 
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for upon psm 1/2 or psm 3 mRNA. Thus, RNAIII was significantly up-regulated for ST80 European 

clone and not significantly down-regulated for ST8 USA300 clone resulting in a significant difference 

between both clones.      

 Clindamycin 

Clindamycin treatment induced a significant down-regulation of pmtR mRNA for ST8 USA300 clone, 

notably for SF8300 strain. For pmtB mRNA and RNAIII, since down-regulation was observed only for 

SF8300 strain, effect was not significant. Concerning ST80 European clone, we observed a significant 

down-regulation of pmtR, while pmtB and RNAIII were slightly modified for LUG1799 and greatly up-

regulated for ST20121288.  

 Linezolid 

pmtR mRNA and RNAIII were significantly down-regulated by linezolid sub-MIC for ST8 USA300 clone 

and unmodified for pmtB mRNA. For ST80 European clone, pmtR, pmtB mRNA and RNAIII displayed 

strictly the same variations that those induced by clindamycin.  

 Tigecyclin 

Tigecyclin treatment induced none modification related to growth control upon RNAIII for ST8 USA300 

clone, a strong down-regulation of pmtB and pmtR mRNA for SF8300 strain (below to 0.1) while those 

were unmodified or slightly up-regulated for HT20060752. For European clone, pmtB mRNA was not 

significantly up-regulated, pmtR mRNA was unmodified but RNAIII was strongly up-regulated for 

ST20121288 (around 100-fold) and unmodified for LUG1799.  

 

Discussion 

The aim of our study was to examine effect of antibiotics sub-MIC on PSM  and Hld expression using 

eight S. aureus strains belonging in two clones of community-acquired methicillin-resistant S. aureus 

(CA-MRSA) PVL+ and two clone of MRSA PVL-. 

   Oxacillin 

Previous studies reported an inhibitory effect of oxacillin sub-MIC on PSM  and Hld production 24,25, 

such as we observed it on this study. Interestingly, Joo et al. shown that inhibitory effect of oxacillin 

was observed only for LAC strain belonging to USA300 CA-MRSA clone, but not for Sanger 252 HA-

MRSA clone 24. Although culture conditions were different between CA-MRSA clone (cultivated with 

1/50 MIC) and HA-MRSA (cultivated with 1 MIC) in this study, these results were concordant with our 
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observations, since PSM 1 expression were repressed by oxacillin treatment after 24H incubation for 

CA-MRSA PVL+ and not for MRSA PVL-. These observations were therefore contradictory with data 

available about modulation of others staphylococcal virulence expression by oxacillin, showing a great 

increase of PVL and Hla expression 7,14–19. It had been shown that the underlying mechanism of 

increased expression of PVL induced by oxacillin was an activation of pvl mRNA transcription, 

consecutive to activation of Staphylococcal global regulators (SarA, Mgr, Arl) 23. Interestingly, we 

observed that for a clone of CA-MRSA, the ST80 European clone, psm 1 and psm 3 mRNA 

expressions were largely and significantly up-regulated after 24H incubation with oxacillin sub-MIC. 

This increase resulted probably from activation of global regulator Agr, since RNAIII was also 

significantly up-regulated. Nevertheless, the ultimate decrease of PSM 1 and Hld expression 

indicated that the blockage may occurring at translational level, independently of oxacillin anti-

bactericidal action, or by blockage of PSM secretion, if there was default of pmt transporter 

expression 29. pmtB mRNA was unmodified or up-regulated for ST80 European strains indicating that 

PSM secretion system was not repressed by oxacillin treatment and that this was not the cause of 

PSM decreased expression. This is indicated a possible blockage of psm  RNA translation by 

oxacillin according an unknown mechanism.  

USA300 clone displayed an inhibition of PSM and Hld expression induced by oxacillin lower than this 

observed for ST80 European clone, in despite of decreased RNAIII expression and significant down-

regulation of psmα mRNA expression. This indicated that underlying mechanisms were different 

compared to ST80 European clone. We can hypothesize that the inhibition of PSM and Hld expression 

resulted probably from repression at transcriptional level consecutive to repression of regulator Agr. 

The down-regulation of psm  mRNA after oxacillin treatment was not described by Joo et al. for LAC 

strain 24. This could be explained by the difference of incubation time with oxacillin. Indeed, in study of 

Joo et al., S. aureus LAC was incubated with oxacillin for 8h and in our study, times of incubation were 

6h and 24h, and down-regulation of psm  mRNA with oxacillin were objective for 24h incubation only.   

Recently, Bojer et al. shown that PSM limited persister cell populations in S. aureus 34. During 

experiment, the authors used a model where S. aureus Newman wild-type strain (WT) or its isogenic 

PSM mutant (ΔPSMαβhld) was incubated with 20 X MIC of ciprofloxacin, gentamicin or oxacillin. The 

frequency of persister observed upon ciprofloxacin and gentamicin treatment was significant lower for 

WT strain than for ΔPSMαβhld strain indicating that lack of PSM induced an increase of persister 
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frequency. Interestingly, upon oxacillin treatment, the difference of persister frequency between WT 

strain and ΔPSMαβhld strain was not significant difference because WT strain displayed already very 

high frequency of persisters. The authors hypothesised that tolerance of WT strain upon oxacillin 

treatment could be unrelated to PSM. Nevertheless, even if Bojer et al. tested concentration of 

antibiotics superior to MIC, our results could provide a partly of response: upon oxacillin treatment, 

inhibition of PSM expression could induce a lack of PSM, such as this is producing for ΔPSMαβhld 

strain resulting in a tolerance phenomenon.  

 

About protein synthesis inhibitory agent, results were variable according to clone or strain and 

sometimes discordant with known data describing these agents such as anti-toxinic agent, notably 

clindamycin and linezolid for PVL 7–9 and T 7,9–13.  

 Clindamycin 

Clindamycin resulted in an inhibitory effect on PSM 1 and Hld production only for the SF8300 strain. 

For this strain, clindamycin induced a complete abolition of psm  mRNA expression, PSM 1 and Hld 

production. These results indicated a potential underlying mechanism at transcriptional level, since 

RNAIII was down-regulated meaning potentially a repression of system Agr. Moreover, pmtB mRNA 

was also down-regulated indicating a potential default of transport of PSM. For others strains (MRSA 

PVL-, ST80 European clone and the other USA300 strain (HT20060752)), clindamycin induced an 

increase of psm  mRNA and PSM 1 expression, with variable level according to strains (strongly for 

ST20121288 related to great activation of Agr system, moderatly for LUG1799T, HT20060752 and 

MRSA PVL-). Although clindamycin display a ribosome-blocking action, the increase of mRNA was 

followed by an increase of protein production indicating that clindamycin did not inhibit translation in 

our experimental conditions. Previous studies studying clindamycin effect on PSM production were 

contradictory. While Joo et al. shown an increase of PSM 1 production and psmα mRNA expression 

for LAC and Sanger 252 strains 24, concordant with observed effects on the majority of tested strains 

in our study, Yamaki et al. concluded firstly about an inhibitory effect of clindamycin and TR-700 (= 

tedizolide) on PSM production 26 and secondly about an inducer effect in another study 27.  

In conclusion, effect of clindamycin on PSM and Hld expression seems being strain-dependent 

according to unknown mechanism, but with an inducer effect more frequent that an inhibitory effect.  
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Linezolid 

For linezolid, inductor effect on psm  mRNA expression was constant for CA-MRSA PVL+.  We 

concomitantly observed a weak but significant down-regulation of RNAIII for USA300 clone while a 

great increase of RNAIII was shown for ST20121288 strain supporting an important activation of 

regulator Agr. Accumulation of toxins mRNA following linezolid treatment was yet observed with hla 

mRNA in a study of Otto et al.9. This allows explaining the increase of toxin mRNA amount for 

USA300 clone while Agr is repressed. Indeed, linezolid is a 50S ribosome-inhibitory agent which 

blocks several steps of the translational process resulting in the accumulation of mRNA and other 

intermediate products of the translational complex 35. Nevertheless, effect on production of toxins was 

thereafter strain-dependent. Thus, translational was blocked by linezolid for all CA-MRSA PVL+ 

strains, except for ST20121288 strain, for which accumulation of mRNA added to Agr regulator 

activation should product mRNA amount superior at the linezolid blockage capacity. 

 Tigecyclin  

In our study, tigecyclin induced greatly psm  mRNA expression for MRSA PVL- and CA-MRSA PVL+. 

Induction of psm  mRNA could be explained by an activation of regulator Agr only for one strain, the 

ST20121288 belonging to ST80 European clone, for which tigecyclin treatment induced an up-

regulation of RNAIII. Although tigecyclin effect on psm  mRNA was constant among S. aureus strains 

tested, effect on PSM 1 and Hld expression was significantly increased for MRSA PVL – (PSMα1) but 

clone-dependent among CA-MRSA PVL + strains. Thus, we observed a significant difference between 

USA300 clone and ST80 European clone with an inhibitory effect on Hld production higher for 

USA300 clone than for ST80 European clone and an inductor effect on PSM 1 expression for ST80 

European clone while it was significantly inhibitor for USA300 clone. These observations were partly 

discordant with these of Yamaki et al., which found an inductor effect of tigecyclin sub-MIC 27. 

Variation of pmtB expression induced by tigecyclin did not permit to explain completely the different 

modification observed for PSM 1 and Hld production. Indeed, although pmtB expression seemed 

increased for ST80 European clone and decreased in SF8300 strain may explain respectively a 

boosted transport or a blockage of PSM secretion, its expression was slightly up-regulated for 

HT20060752, not permitting to explain inhibitory effect of tigecyclin for this last strain. Tigecyclin is 

also an inhibitory of protein synthesis in blocking ribosomal function 36. Consequently, inhibitory effect 
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could be also coming from translation blockage such as linezolid, explaining relative inhibitory effect of 

tigecyclin for certain strains.  

 

In conclusion, our result confirm that i) sub-MIC oxacillin inhibit constantly PSM  production for CA-

MRSA PVL+ clone, in despite of underlying mechanism different according to genetic background. Hld 

is variably modulated by oxacillin according to CA-MRSA clone; ii) certain strain of S. aureus (herein 

ST20121288) are very susceptible to sub-MIC of inhibitory of protein synthesis agents resulting in an 

important increase of mRNA expression triggering an increased expression of toxins in despite of 

ribosome activity blockage; iii) modulation of PSM  and Hld production by antibiotic sub-MIC involve 

complex mechanism including Agr system, pmtB expression and undoubting others mechanism 

unknown; iv) variation on toxins mRNA expression definitively do not reflect always protein production, 

indicating that proteomic analyses are essential to conclude on virulence modulation by sub-MIC of 

antibiotic. Altogether, these data indicate that PSM  and Hld are differently regulate by antibiotics 

compared to others toxins previously studied (PVL and T) with a potential benefic anti-toxinic effect 

of oxacillin for acute staphylococcal infection, for which physiopathology is related to PSM and Hld 

activity. Nevertheless, if oxacillin promotes tolerance phenotype in inducing a decrease of PSM 

production 34, oxacillin inhibitory effect could be also deleterious for chronic staphylococcal infection.  
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Table  

Table 1: S. aureus strains used in this study 

Strain  Reference Description  Clone  

HT20030749  this study CC5, agr2, mecA+, tst+, sec+, sed+  MRSA Geraldine 

HT20050614 this study CC5, agr2, mecA+, tst+, sec+, sed+  MRSA Geraldine 

HT20040012 this study CC8, agr1, mecA+, sea+, sed+ HA-MRSA Lyon 

HT20061175 this study CC8, agr1, mecA+, sea+, sed+ HA-MRSA Lyon 

HT20060752 this study ST8, agr1, mecA+, pvl+ CA-MRSA USA 300 

SF8300 Diep et al. 37  ST8, agr1, mecA+, pvl+ CA-MRSA USA 300 

LUG1799 Otto et al. 9  ST80, agr3 mecA+, pvl+ CA-MRSA European 

ST20121288 Cardot-Martin et al. 38 ST80, agr3 mecA+, pvl+ CA-MRSA European 

CC: Complex clonal; MRSA: methicillin-resistant S. aureus;  

HA-MRSA: Hospital-acquired methicillin-resistant S. aureus;  

ST: Sequence type; CA-MRSA: Community-acquired methicillin-resistant S. aureus. 

 

Table 2: Primers used for quantitative PCR using LightCycler 

Primer  Sequence (5’-3’) Reference 

gyrB F GGTGGCGACTTTGATCTAGC Labandeira-Rey et al. 39 

gyrB R TTATACAACGGTGGCTGTGC Labandeira-Rey et al. 39 

psm 1 F TATCAAAAGCTTAATCGA Li et al. 40 

psm 1 R CCCCTTCAAATAAGATGT Li et al. 40 

psm 3 F ATGGAATTCGTAGCAAAATTATTC this study 

psm 3 R TAGTTGTTACCTAAAAATTTACC this study 

pmtB F CGTAGAGTCAAAGTGCCATATGGT  Joo et al. 30 

pmtB R TGGGAATGATGATTGACTTAGAAGAA  Joo et al. 30 

pmtR F GGACATGTTGCTCCTGGAGA this study 

pmtR R GGTCCCTTTTCCTCTAATTGTTG this study 

RNAIII F GGGATGGCTTAATAACTCATA Labandeira-Rey et al. 39 

RNAIII R GGAAGGAGTGATTTCAATGG Labandeira-Rey et al. 39 
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Table 3: Minimum inhibitory concentrations (MIC) of the selected antibiotics for S. aureus isolates. 

Strains MIC (mg/L) in BHI broth 

oxacillin clindamycin  linezolid tigecycline rifampicin 

HT20030749  0.25 0.016 0.125 0.25 0.001 

HT20050614 0.25 0.016 0.25 0.25 0.002 

HT20040012 1 >125 0.125 1 0.002 

HT20061175 2 >125 0.25 0.5 0.0005 

HT20060752 32 0.125 2 2 0.015 

SF8300 32 0.25 2 4 0.007 

LUG1799 16 0.125 0.5 2 0.007 

ST20121288 16 0.125 1 1 0.007 
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Figure  

Figure 1: Effects of antibiotics sub-MIC on psm 1 mRNA expression after 6H or 24h incubation. The 

results were expressed as n-fold differences in the psm 1/gyrb ratio in the presence of antibiotics 

relative to the psm 1/gyrb ratio for the strains grown without antibiotics. The results for one antibiotics 

were pooled for the 4 strains community-acquired methicillin-resistant S. aureus PVL+ (CA-MRSA 

PVL+, in the left) and for the 4 strains methicillin-resistant S. aureus PVL- (MRSA PVL-, in the right). 

Conformity t test were performed to compare expression with antibiotic and control reaction 

expression without antibiotic (=1). For CA-MRSA PVL+ CLI: clindamycin (n=8), LIN: linezolid (n=8), 

OXA: oxacillin (n=8), RIF: Rifampicin (n=8), TIG: tigecyclin (n=8). For MRSA PVL- CLI (n=8), LIN 

(n=12), OXA (n=12), RIF (n=12), TIG (n=12).* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  

 

Figure 2: Effects of antibiotics sub-MIC on psm 3 mRNA expression after 6H or 24h incubation. The 

results were expressed as n-fold differences in the psm 3/gyrb ratio in the presence of antibiotics 

relative to the psm 3/gyrb ratio for the strains grown without antibiotics. The results for one antibiotics 

were pooled for the 4 strains community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA PVL+, in 

the left) and for the 4 strains hospital-acquired methicillin-resistant S. aureus PVL- (MRSA PVL-, in the 

right). Conformity t test were performed to compare expression with antibiotic and control reaction 

expression without antibiotic (=1). For CA-MRSA PVL+, CLI: clindamycin (n=8), LIN: linezolid (n=8), 

OXA: oxacillin (n=8), RIF: Rifampicin (n=8), TIG: tigecyclin (n=8). For MRSA PVL-, CLI (n=8), LIN 

(n=12), OXA (n=12), RIF (n=12), TIG (n=12).* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  

 

Figure 3: Effect of antibiotics sub-MIC on PSMα1 release after 6H and 24H incubation. The results 

were expressed in percentage related to growth control without antibiotic. The results for one antibiotic 

were pooled for the 4 strains community-acquired methicillin-resistant S. aureus PVL+ (CA-MRSA 

PVL+ , in the left) and for the 4 strains hospital-acquired methicillin-resistant S. aureus PVL- (MRSA 

PVL-, in the right). Conformity t test were performed to compare expression with antibiotic and control 

reaction expression without antibiotic (=100). For some conditions, statistical analyses were not 

performed because of insufficient data (for n < 3).  

For CA-MRSA PVL+, CLI: clindamycin (n=8), LIN: linezolid (n=8), OXA: oxacillin (n=10), RIF: 

Rifampicin (n=8), TIG: tigecyclin (n=10). For MRSA PVL- and Time 6H CLI (n=5), LIN (n=6), OXA 
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(n=5), RIF (n=1), TIG (n=6). For HA-MRSA and Time 24H CLI (n=3), LIN (n=3), OXA (n=3), RIF (n=3), 

CLI (n=2). * p < 0.05, *** p < 0.001.  

 

Figure 4: Effect of antibiotics sub-MIC on Hld release after 6H and 24H incubation for community-

acquired methicillin-resistant S. aureus PVL+ (CA-MRSA PVL+). The results were expressed in 

percentage related to growth control without antibiotic. The results for one antibiotic were pooled for 

the 4 strains. Conformity t test were performed to compare expression with antibiotic and control 

reaction expression without antibiotic (=100). CLI: clindamycin (n=8), LIN: linezolid (n=8), OXA: 

oxacillin (n=10), RIF: Rifampicin (n=8), TIG: tigecyclin (n=10). ** p < 0.01, *** p < 0.001.  

 

Figure 5: Effects of antibiotics sub-MIC on pmtB mRNA (A), pmtR mRNA (B) and RNAIII (C) 

expression after 24h for community-acquired methicillin-resistant S. aureus PVL+ (CA-MRSA PVL+). 

The results are expressed as n-fold differences in the pmtB/gyrb, pmtR/gyrb or RNAIII/gyrb ratio in the 

presence of antibiotics relative to the pmtB/gyrb, pmtR/gyrb or RNAIII/gyrb ratio for the strains grown 

without antibiotics. The results for one antibiotic were pooled for the 2 strains belonging to the same 

genetic background, ST80 European clone in the left and USA300 clone in the right. Conformity t test 

were performed to compare expression with antibiotic and control reaction expression without 

antibiotic (=1). CLI: clindamycin (n=4), LIN: linezolid (n=4), OXA: oxacillin (n=4), TIG: tigecyclin (n=4).  

* p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Discussion 

Le but de ce travail était d’une part de mettre en évidence l’effet des facteurs de virulence de 

S. aureus, et en particulier des toxines formant des pores, sur les mastocytes humains ainsi que la 

possible implication découlant de cette interaction dans la physiopathologie et la transmission des 

infections cutanées aiguës staphylococciques ; et d’autre part d’étudier la modulation de l’expression 

de ces toxines, et notamment celle de PSM  et Hld, par des concentrations sub-inhibitrices 

d’antibiotiques.  

Mise en évidence de l’implication de l’interaction entre mastocytes et Hld/PSM 1 dans la 
physiopathologie et la transmission des infections cutanées à S. aureus 
Comme nous l’avons développé dans la partie bibliographique, l’implication des toxines formant des 

pores de S. aureus dans la physiopathologie des infections staphylococciques a été le sujet de 

beaucoup d’études aussi bien in vitro qu’in vivo et les connaissances sur le sujet se sont nettement 

améliorées depuis quelques années (effets biologiques des toxines, récepteurs cellulaires à la surface 

des cellules cibles, …). Dans le cadre des infections cutanées aiguës staphylococciques, l’implication 

de la PVL (Lipinska et al. 2011), de l’Hla (Kobayashi et al. 2011) et des PSM  (Wang et al. 2007; 

Kobayashi et al. 2011; Syed et al. 2015) a ainsi été validée par des modèles expérimentaux animaux. 

Les toxines précédemment citées sont également reconnues pour leur pouvoir leucotoxique sur les 

PNN pour la PVL et les PSM  (Löffler et al. 2010) et sur les lymphocytes pour l’Hla (Berube et 

Bubeck Wardenburg 2013). Au sein de l’immunité innée et adaptative, les mastocytes présents dans 

les tissus « barrières » de l’organisme tiennent un rôle important, notamment dans celui de sentinelle 

« lanceur d’alerte » et dans l’initiation du processus inflammatoire (source de TNF-  précoce), afin de 

lutter contre les agents pathogènes incluant S. aureus (Abraham et St John 2010; Redegeld et al. 

2018). La similarité dans la présentation clinique entre infection cutanée staphylococcique et morsure 

d’araignée, à savoir infection cutanée très inflammatoire, érythémateuse, prurigineuse avec parfois une 

plage de dermo-nécrose centrale (Suchard 2011), nous a conduit à émettre une hypothèse selon 

laquelle une origine physiopathologique pourrait être commune. Dans les morsures d’araignées, la 

dégranulation mastocytaire est en partie responsable de la symptomatologie (Rattmann et al. 2008; 

Paludo et al. 2009) et en particulier du prurit (Zhu et al. 2015; Gupta et Harvima 2018). Nous nous 

sommes donc intéressés à la possible interaction entre toxines staphylococciques et mastocytes. De 

plus, l’implication des mastocytes induisant le prurit dans les infections cutanées à S. aureus 

permettait d’émettre de nouvelles hypothèses quant à l’explication de la diffusion préférentielle de 

certaines souches de S. aureus dans la population, la transmission de ce germe étant essentiellement 

manu-portée.  

Ainsi, nous avons montré sur une lignée de mastocytes humains (HMC-1) que PSM 1, PSM 3 et Hld 

induisaient une libération de tryptase par lyse cellulaire, de manière dose-dépendante, alors que la 
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PVL et Hla n’avaient aucun effet. Bien que ce soient des mastocytes immatures, le choix de cette 

lignée cellulaire a été guidée par la facilité de son utilisation et par l’expression à sa surface du 

récepteur C5aR (Werfel et al. 1996), récepteur de la PVL (Spaan et al. 2013) également exprimé par 

les mastocytes cutanés (Füreder et al. 1995), confirmant que cette lignée cellulaire pourrait faire un 

modèle valable pour mimer l’effet de la PVL sur les mastocytes cutanés. Les résultats négatifs pour la 

PVL nous sont donc apparus comme discordants par rapport aux résultats attendus, indiquant soit un 

niveau d’expression insuffisant des C5aR à la surface des cellules HMC-1, soit l’absence d’expression 

d’un corécepteur de la PVL inconnu jusqu’alors. Très récemment, la découverte du corécepteur de la 

PVL, CD45 (Spaan 2018), nous a permis de conclure sur la véracité de la deuxième hypothèse. En 

effet, la lignée HMC-1 n’exprimant pas le CD45 (Nilsson et al. 1994), la PVL ne peut être active sur 

ces cellules en l’absence d’un des deux récepteurs clés permettant son oligomérisation. Au moment du 

choix de travailler sur ce modèle cellulaire, cet élément était inconnu. Cependant, les mastocytes 

matures cutanés humains expriment le CD45 (Ghannadan et al. 1998), indiquant que la PVL pourrait 

être active sur ceux-ci à condition qu’ils expriment une isoforme compatible avec la fixation de LukF-

PVL (Saunders et Johnson 2010). En perspective, il paraitrait intéressant de travailler par la suite sur 

des mastocytes primaires matures de peau pour conclure définitivement sur l’action de la PVL sur ce 

type cellulaire. 

Concernant PSM 1 et PSM 3, la dose active lytique observée dans notre modèle était comparable à 

celle retrouvée antérieurement dans la littérature, à savoir une dose létale 50 (DL50) égale à 25 g/mL 

pour PSM 1, même si la capacité cytotoxique de PSM 3 à 50 g/mL semblait inférieure sur les 

mastocytes (20% de lyse) que sur les PNN (80% de lyse) (Löffler et al. 2010). Pour Hld, la dose active 

observée dans notre étude était également similaire à celle relevée par Nakamura et al., à savoir une 

libération de médiateurs de l’ordre de 10% par rapport au témoin positif pour 10 g/mL de toxine, la 

différence portant sur le mécanisme à l’origine de cette libération : lyse cellulaire dans notre modèle 

alors que Nakamura et al. avaient observé une activation mastocytaire sans lyse cellulaire (Nakamura 

et al. 2013). Cette différence pourrait être due à l’utilisation de lignées mastocytaires différentes entre 

les deux études : une lignée murine MC/9 pour l’étude de Nakamura et al. et une lignée mastocytaire 

humaine dans notre étude.   

Ensuite, nous avons montré que Hld et PSM 1 pouvaient être produits in vivo, ces toxines ayant été 

retrouvées à quantité mesurable dans des pus d’abcès collectés à S. aureus. Hld était retrouvée plus 

fréquemment dans les prélèvements cliniques que PSM 1 (65% des pus analysés versus 17%), 

reflétant possiblement la production très élevée d’Hld observée in vitro. En effet, sur la collection de 

46 souches de S. aureus étudiée, Hld était significativement plus produite que PSM 1 (de l’ordre de 

dix fois plus) et que PSM 3 (de l’ordre de trente fois plus) ce qui concordait avec l’étude de Berlon et 

al. (Berlon et al. 2015). Dans la partie bibliographique, nous avons insisté sur le fait que les PSM 

pouvaient avoir une activité in vivo extracellulaire seulement dans un milieu exempt de lipoprotéines 
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et/ou dans des conditions où les quantités de toxines produites saturent les capacités d’inhibition de 

celles-ci, les lipoprotéines inhibant les actions des PSM  (Surewaard et al. 2012). D’après nos 

résultats révélant des capacités importantes de productions d’Hld, suivi de PSM 1, par les souches de 

S. aureus issues d’infection cutanée, et ceux d’autres études montrant également une production des 

PSM , incluant Hld, significativement supérieure pour les souches responsables d’infection cutanée 

(Berlon et al. 2015; Qi et al. 2016), nous pouvons acceptablement conclure que les capacités 

d’inhibition des lipoprotéines pourraient être largement dépassées permettant ainsi une action 

extracellulaire d’Hld, et à moindre mesure de PSM 1, sur les mastocytes cutanés induisant lyse et 

libération de médiateurs pruritogènes tels que la tryptase. D’ailleurs, le fait de les avoir détectés dans 

les prélèvements cliniques par une technique d’HPLC-MS, indique que les peptides (Hld et PSM 1) 

étaient sous formes libres, donc non liés aux lipoprotéines, dans le milieu. 

L’expression d’Hld et de PSM 1 est sous la dépendance directe du système Agr, le facteur 

transcriptionnel AgrA pouvant directement déclencher la transcription de l’opéron codant les PSM et 

ARNIII portant le cadre de lecture du gène hld (Bronesky et al. 2016). De manière intéressante, nous 

avons observé sur notre sélection de 46 souches, que les niveaux de production en PSM , y compris 

en Hld, dépendaient du type Agr : les souches appartenant au type Agr1 produisaient significativement 

plus d’Hld, de PSM 1 et de PSM 3 que les souches appartenant au type Agr2 et Agr3. De manière 

non significative, nous observions également une tendance quant à la supériorité de l’expression d’Hld 

et de PSM 1 chez les souches de type Agr3 par rapport aux souches du type Agr2. Or, selon le dernier 

rapport du Centre National de Référence des Staphylocoques, parmi les 335 souches de S. aureus 

responsables d’infections cutanées suppuratives communautaires (folliculite, furoncle, abcès sous-

cutané, …), sans exclure les SARM, 141 souches appartiennent au type Agr1, soit 42,09 % (IC95 

[36,74-47,58]), 99 appartiennent au type Agr3, soit 29,55% (IC95 [24,72-34,75]), 64 appartiennent au 

type Agr2, soit 19,10% (IC95 [15,03-23,73]) et 31 appartiennent au type Agr4, soit 9,25% (IC95 [6,37-

12,88]), sachant que les clones de SASM et SARM les plus fréquemment retrouvés dans ce type 

d’infection sont respectivement le ST152 PVL+ appartenant au type Agr1 et le clone de SARM-C 

Européen ST80 PVL+ appartenant au type Agr3 (Tristan et al. 2018). Ainsi, nous observons qu’il 

existe une proportion significativement plus importante dans les infections cutanées communautaires 

de souche de S. aureus appartenant au type Agr1, puis viennent les souches appartenant au type Agr3 

puis Agr2 et enfin Agr4. En ayant conscience des biais de ces données, à savoir qu’elles ne sont pas 

exhaustives et que la présence de la PVL dans les deux clones majoritaires joue sans doute un rôle, 

celles-ci viennent étayer l’hypothèse selon laquelle plus une souche de S. aureus est capable de 

produire de forte quantité d’Hld et de PSM 1 grâce à un système Agr fonctionnel, plus la propension 

à sa diffusion dans la communauté est élevée. Cette hypothèse est alors reliée à l’action de ces toxines 

sur les mastocytes, déclenchant la libération de médiateurs pruritogènes induisant in fine une 

transmission manuportée facilitée. 
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Modulation de l’expression des toxines staphylococciques formant des pores par des concentrations 
sub-inhibitrices d’antibiotiques 
La mise en place d’un traitement antibiotique adapté est un élément clé dans l’issue favorable d’une 

infection. Bien que l’objectif soit d’atteindre des concentrations d’antibiotiques sériques et sur le site 

de l’infection supérieures à la CMI du pathogène infectieux, il existe de multiples situations où le 

risque d’être à concentration sub-inhibitrice est réel (mauvaise biodisponibilité, défaut d’absorption ou 

de diffusion, d’autant plus important que l’infection est cloisonnée, interaction médicamenteuse, demi-

vie d’élimination rapide, résistance acquise aux antibiotiques, …). Or l’exposition des pathogènes à 

des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques peut modifier leur comportement et leur 

métabolisme entraînant des réactions potentiellement délétères pour le patient, de conséquence 

d’autant plus grave que la pathologie infectieuse initiale sera de mauvais pronostic. Dans le cadre des 

infections staphylococciques, les facteurs de virulence et notamment des toxines formant des pores 

jouent un rôle déterminant dans la physiopathologie de la maladie infectieuse : PVL, Hla et PSM  

dans les pneumonies nécrosantes, TSST-1 dans le choc toxique staphylococcique. Une revue de la 

littérature abondante traitant de la modulation de l’expression des facteurs de virulence de S. aureus 

par des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques nous a permis de retenir les conclusions 

suivantes : les antibiotiques dits anti-toxiniques tels que la clindamycine et le linézolide entraînent une 

inhibition franche de l’expression de la PVL, Hla et TSST-1 alors que l’oxacilline a plutôt tendance à 

augmenter leur expression (Hodille et al. 2017). 

La capacité de la clindamycine à inhiber l’expression de la PVL, Hla et TSST-1 est abolie en présence 

d’une résistance constitutive aux lincosamides, codée par un gène erm. Le phénotype de résistance 

MLSB constitutif entraîne une modification de la cible par méthylation de l’ARN ribosomal induisant 

une résistance aux macrolides, lincosamides et altère l’effet bactéricide des streptogramines (Jehl et al. 

2012). Cependant, la résistance de type MLSB peut être également inductible. Dans ce cas, la 

résistance est induite seulement par les macrolides à 14 et 15 atomes qui sont alors résistants (Jehl et 

al. 2012). La clindamycine conserve une activité antibactérienne mais des échecs thérapeutiques ont 

été rapportés avec cette molécule, notamment pour des infections où un traitement de longue durée est 

nécessaire (Lewis et Jorgensen 2005; Woods 2009). Dans le cas d’une résistance inductible à la 

clindamycine, l’effet sur la production de toxines restait à ce jour inconnu. Un des premiers objectifs 

du travail de recherche a donc été d’étudier l’effet de concentrations sub-inhibitrices de clindamycine 

sur l’expression de la PVL, Hla et TSST-1 sur une sélection de six souches de S. aureus présentant une 

résistance inductible à la clindamycine. De manière attendue, nous avons observé que la clindamycine 

à concentration sub-inhibitrice conservait son activité répressive sur la production de PVL, Hla et 

TSST-1. Cependant, nous avons observé que l’effet inhibiteur était moins prononcé sur la souche de 

S. aureus appartenant au clone de SARM-C ST8 USA300 que sur les autres souches de S. aureus 

testées. Cette observation était en concordance avec l’étude de Cardot-Martin et al. qui montrait que la 

souche appartenant au clone ST8 USA300 testée résistait à l’inhibition de l’expression de la protéine 
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A par les antibiotiques et peptides antimicrobiens (Cardot Martin et al. 2015). Pour conclure, la 

clindamycine conserve son effet anti-toxinique sur l’expression de la PVL, Hla et TSST-1 pour des 

souches de S. aureus présentant une résistance inductible à la clindamycine, permettant de garder son 

utilisation comme répresseur de l’expression des toxines en association avec d’autres molécules anti-

staphylococciques dans la prise en charge des infections staphylococciques liées à la production de 

toxines et dues à une souche MLSB inductible, utilisation recommandée par certaines sociétés savantes 

(Nathwani et al. 2008).  

Concernant la modulation de l’expression des PSM  et de l’Hld par les concentrations sub-inhibitrices 

d’antibiotiques, peu d’études sont disponibles jusqu’à ce jour, présentant des résultats parfois 

discordants pour une même molécule en fonction de la dose d’antibiotique utilisée et des souches de 

S. aureus testées. De plus, alors que les mécanismes sous-jacents à l’effet anti-toxinique de la 

clindamycine et du linézolide et l’effet inducteur de l’oxacilline sur la PVL, l’Hla et la TSST-1 sont en 

grande partie élucidés (Hodille et al. 2017), les mécanismes à l’origine des modifications d’expression 

des PSM restent insuffisamment expliqués. Sur une sélection de huit souches de SARM appartenant 

aux principaux clones circulants en France (ST8 USA300 PVL+, clone Européen ST80 PVL+, clone 

Géraldine PVL- et clone Lyon PVL-) nous avons donc étudié l’effet de cinq anti-staphylococciques 

majeurs (oxacilline, clindamycine, linézolide, tigécycline et rifampicine) à concentration sub-

inhibitrice sur l’expression de PSM 1, PSM 3 et Hld, au niveau transcriptomique et protéomique. 

Certains dosages protéiques n’étaient pas mesurables avec notre méthode pour certaines souches 

(clone Lyon) indiquant des niveaux d’expression faibles (< 0,1 g/mL, limite de détection). Afin de 

s’affranchir de tout biais lié à un effet bactéricide (notamment pour l’oxacilline), les conditions 

expérimentales ont été soigneusement étudiées afin de limiter l’inhibition de la croissance bactérienne 

et les dosages protéiques ont été rationnalisés par rapport à l’aire sous la courbe de croissance (voir les 

courbes de croissance disponibles dans les données supplémentaires de la quatrième publication). 

D’un point de vue mécanistique, nous avons exploré différentes voies de régulation possible sur les 

SARM-C producteurs de PVL : l’activation du système Agr par l’intermédiaire de la quantité du 

transcrit ARNIII, l’évaluation du système d’export extracellulaire des PSM par la quantification du 

transcrit pmtB, codant une partie du transporteur pmt, ainsi que la régulation de la transcription de 

pmtB par la quantification du régulateur pmtR, réprimant normalement la production du transporteur 

pmt. 

Ainsi, nous avons confirmé l’effet inhibiteur de concentrations sub-inhibitrices d’oxacilline sur 

l’expression de PSM 1 et Hld sur la majorité des souches de S. aureus testées (dynamique au cours du 

temps pour les SARM-C producteurs de PVL et uniquement après 6 heures d’incubation pour le clone 

Géraldine) comme l’avaient précédemment observé deux études (Joo et al. 2010; Rudkin et al. 2014). 

De manière intéressante, nous observions un effet de l’oxacilline clone-dépendant pour les SARM-C 

producteurs de PVL. En effet, malgré une expression protéique réprimée pour les deux clones, les 
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deux souches appartenant au clone Européen ST80 affichaient des quantités d’ARNm de psm 1/2 et 

psm 3 surexprimés par rapport au contrôle de croissance sans antibiotique, alors que ceux-ci étaient 

sous-exprimés pour les souches appartenant au clone ST8 USA300. Cette observation indique que les 

mécanismes inhibiteurs sous-jacents sont différents pour les deux clones. Après analyse des transcrits 

ARNIII, pmtB et pmtR, il est probable que l’inhibition d’expression provienne d’une répression du 

système Agr pour le clone USA300 et qu’elle provienne d’une inhibition de la traduction pour le clone 

Européen ST80, le système de transport n’étant pas réprimé pour ce clone. Cependant, la faculté de 

l’oxacilline à inhiber la synthèse protéique n’a jamais été montrée. De ce fait, soit elle interfère 

indirectement sur la traduction des ARNm, soit interfère avec les peptides une fois traduits, par un 

mécanisme de fixation, empêchant leur libération dans le milieu extracellulaire.  

Parmi les autres antibiotiques étudiés, aucun ne présentait de modulation uniforme sur l’expression des 

PSM  et Hld, comme observé avec l’oxacilline : en effet, soit nous observions un effet clone-

dépendant (tigécycline) soit un effet souche-dépendant (clindamycine et linézolide).  

Ainsi, bien que la tigécycline induisait une surexpression des ARNm psm 1/2 et psm 3 pour 

l’ensemble des souches de S. aureus testées, l’analyse protéique effectuée pour les SARM-C 

producteurs de PVL a permis de distinguer un effet clone. En effet, après 24 heures d’incubation, 

l’expression de PSM 1 était significativement augmentée pour le clone Européen ST80 et avait une 

tendance non significative à être diminuée pour le clone USA300. De plus, la différence de production 

de PSM 1 entre le clone USA300 et le clone européen ST80 était significative et nous observions la 

même tendance (non significative) pour la production d’Hld, avec une production supérieure pour le 

clone Européen ST80. L’effet inducteur de la tigécycline avait été auparavant rapporté par Yamaki et 

al. (Yamaki et al. 2013). La différence de comportement entre ces deux clones n’a pas pu être 

entièrement expliquée par les mécanismes étudiés, avec sans doute plusieurs mécanismes intercurrents 

mis en œuvre.  

Pour la clindamycine, nous observions un effet souche très marqué. En effet, dès 6 heures 

d’incubation, une complète abolition de la quantité des transcrits psm 1/2 et psm 3 ainsi que de 

l’expression des peptides PSM 1 et Hld était observée pour la souche SF8300, alors que pour les 

autres souches de SARM-C producteurs de PVL, une augmentation des ARNm et des peptides était 

observée. Cette induction était notamment très marquée pour la souche ST20121288 appartenant au 

clone Européen ST80. L’effet inducteur de la clindamycine avait été déjà observé par Joo et al. (Joo et 

al. 2010) et Yamaki et al. (Yamaki et al. 2013). Cependant, ce dernier auteur décrivait également un 

effet inhibiteur dans sa première étude (Yamaki et al. 2011) indiquant une différence de comportement 

en fonction des souches, concordant avec les résultats de notre étude. Malgré l’effet souche observé, 

en prenant en compte nos résultats ainsi que ceux disponibles antérieurement dans la littérature, nous 

pouvons cependant conclure que la clindamycine à concentration sub-inhibitrice entraîne plus souvent 

une induction de l’expression des PSM  qu’une inhibition de leur production.  
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Un effet souche-dépendant était également observé avec le linézolide au sein des SARM-C 

producteurs de PVL. A l’inverse de la clindamycine et malgré un effet inducteur quasi-constant sur la 

quantité d’ARNm psm 1/2 et psm 3 pour l’ensemble des SARM-C producteurs de PVL, le linézolide 

entraînait une légère tendance (non significative) à la répression de l’expression de PSM 1 et d’Hld, 

excepté pour la souche ST20121288 appartenant au clone Européen ST80. Il a déjà été observé pour 

d’autres toxines (Hla), une accumulation d’ARNm suite au traitement par le linézolide ne se traduisant 

pas par une augmentation de l’expression protéique (Otto et al. 2013). Ce phénomène peut être 

expliqué par le blocage de l’activité ribosomale par le linézolide au niveau de la sous-unité 50-S du 

ribosome. D’un point de vue mécanistique, nous pouvons supposer que ce phénomène se produisait 

également dans notre modèle expérimental pour la majorité des souches de SARM-C producteurs de 

PVL, expliquant ainsi le découplage entre la surexpression des transcrits ARNm psm 1/2 et 

l’inhibition de l’expression de PSM 1. Nous pouvons également supposer que les capacités 

bloquantes du linézolide aient été dépassées pour la souche ST20121288 où l’accumulation d’ARNm 

était très importante, bien plus que pour les autres souches.  

Dans notre schéma expérimental, le choix d’utiliser deux souches par clones et d’interpréter les 

résultats en séparant les SARM-C producteurs de PVL et les SARM non producteurs de PVL, 

permettait d’avoir des réplicas biologiques de haute significativité pour chacun des groupes, si les 

souches évoluaient similairement pour une condition donnée. Ainsi les résultats protéiques obtenus 

avec l’oxacilline pour les SARM-C producteurs de PVL peuvent être considérés comme assez 

puissants pour avancer des conclusions. De même, les effets clones-dépendants peuvent être 

considérés avec une bonne valeur biologique, comme deux souches appartenant aux mêmes clones 

évoluent de manière identique. Par contre, les effets souche-dépendants (SF8300 et clindamycine, 

ST20121288 et linézolide) mériteraient d’être confirmés en répétant les expérimentations sur la souche 

évoluant différemment des autres, rendant les résultats des autres souches évoluant de manière 

similaire, de bonne valeur biologique malgré la non significativité des résultats.  

Ainsi, nos résultats ont confirmé l’effet inhibiteur de concentrations sub-inhibitrices d’oxacilline sur 

l’expression de PSM 1 et Hld ainsi que l’effet plutôt inducteur de la clindamycine. Il est plutôt 

surprenant que les PSM  soient différemment régulés par ces antibiotiques comparé aux autres 

toxines formant des pores (PVL et Hla). Ces observations pourraient nous pousser à reconsidérer, dans 

certaines situations, l’utilisation de molécule telle que la clindamycine pour son effet anti-toxinique. 

Pour des infections aiguës nécrosantes à souche productrice de PVL ou lors de choc toxique 

staphylococcique, où la PVL et la TSST-1 sont respectivement majoritairement responsables de la 

physiopathologie de la (toxi)-infection, l’utilisation de la clindamycine comme inhibiteur de 

l’expression de ces toxines semble très pertinente. Dans le cas d’infections suppuratives et nécrosantes 

à souche non productrice de PVL, où les facteurs de virulence exprimés sont majoritairement l’Hla et 

les PSM , l’utilisation de la clindamycine pour son effet anti-toxinique pourrait ne pas être aussi 
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efficace qu’attendu. Dans ce cas, il serait peut-être préférable d’orienter le choix vers le linézolide 

pour son effet inhibiteur sur l’Hla et probablement également sur les PSM . Dans tous les cas lors de 

la prise en charge d’infections graves telles que la pneumonie nécrosante, la clindamycine ou le 

linézolide ne doivent pas être utilisés en monothérapie et s’ajoutent généralement à d’autres molécules 

anti-staphylococciques (oxacilline ou vancomycine), voir à des immunoglobulines polyvalentes 

permettant de neutraliser les toxines. Enfin, l’oxacilline pourrait finalement avoir un effet bénéfique 

sur la production de toxines, en inhibant la production de PSM , en plus de son effet bactéricide 

rapide dans les infections aiguës. Pour les infections chroniques à S. aureus, le risque de l’effet 

inhibiteur de l’oxacilline sur les PSM  serait la possible facilitation de l’émergence de la tolérance 

avec l’apparition plus fréquente de bactéries persistantes (Bojer et al. 2018).  
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Conclusion et perspectives  

Au cours ce travail, nous avons montré dans un premier temps que les PSM  et en premier lieu l’Hld, 

toxines staphylococciques formant des pores produites par toutes les souches de S. aureus, pouvaient 

interagir avec les mastocytes humains et induire la libération de médiateurs pruritogènes. Ces toxines, 

notamment l’Hld, ont été retrouvées dans les prélèvements cliniques (pus d’abcès) démontrant leur 

production in vivo au cours d’une infection cutanée à S. aureus. Bien que les gènes codant ces toxines 

soient présents chez toutes les souches de S. aureus, leur production est dépendante d’un système Agr 

fonctionnel, principal mécanisme régulateur régissant la production des facteurs de virulence 

staphylococciques. Nous avons montré que les souches de S. aureus possédant un système Agr de 

type 1 produisaient significativement plus de PSM  et Hld que les souches appartenant au système 

Agr 2 et Agr3. La transmission de S. aureus étant essentiellement manu-portée, une souche ayant une 

propension à produire des toxines déclenchant la libération par les mastocytes cutanés de médiateurs 

pruritogènes, pourrait avoir une transmission facilitée. D’après les données 2017 du centre national de 

référence des Staphylocoques concernant les infections cutanées suppuratives, cette hypothèse tend à 

être vérifier. En effet, les souches de S. aureus appartenant au type Agr1 et donc produisant plus de 

PSM 1 et d’Hld, sont plus fréquemment retrouvées dans ce type d’infection que les souches 

appartenant aux autres types d’Agr (Agr2, Agr3 et Agr4). L’inaction de la PVL sur les mastocytes 

utilisés dans notre modèle était inattendue parce que ceux-ci exprimaient le récepteur C5aR, d’abord 

considéré comme l’unique récepteur de la PVL. Cette inaction a été expliquée par la suite par 

l’absence à la surface des HMC-1, du corécepteur de la PVL, le CD45. Les mastocytes humains 

cutanés matures exprimant le C5aR et le CD45, pourraient cependant être sensibles à la PVL et 

participer également à la libération de médiateurs pruritogènes ainsi qu’à la diffusion des clones 

producteurs de PVL. Des investigations supplémentaires devraient être réalisées sur des mastocytes 

humains primaires de peau pour affirmer cette hypothèse.  

Dans un second temps, nous avons étudié la modulation de l’expression des facteurs de virulence 

staphylococciques par des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques. La connaissance du 

comportement de S aureus vis à vis des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques peut avoir son 

importance dans le choix d’une thérapeutique adaptée pour le traitement d’une infection 

staphylococcique à composante toxinique. Après une revue exhaustive de la littérature, nous avons 

montré que des concentrations sub-inhibitrices de clindamycine conservaient un effet inhibiteur sur 

l’expression de la PVL, l’Hla et de la TSST-1 pour des souches de S. aureus exprimant une résistance 

inductible aux macrolides. Ceci valide donc son utilisation comme traitement adjuvant anti-toxinique 

lors d’une infection staphylococcique à composante toxinique à souche MLSB inductible. Néanmoins, 

dans la suite du travail, nous avons montré que des concentrations sub-inhibitrices de clindamycine 

pouvaient entraîner une augmentation de l’expression de PSM  et Hld chez certaines souches de 
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S. aureus, avec un effet inducteur plus fréquemment observé qu’un effet inhibiteur. A l’inverse, 

l’oxacilline à dose sub-inhibitrice entraînait une répression quasi-constante de l’expression des PSM  

et Hld, contrastant avec l’effet inducteur retrouvé avec la PVL, l’Hla et la TSST-1. Ces observations 

posent plusieurs nouvelles questions : à quoi sont dus les effets souches-dépendants observés avec la 

clindamycine et le linézolide sur l’expression des PSM  et Hld ? L’effet inducteur sur l’expression 

des PSM  et Hld plus fréquemment retrouvé avec la clindamycine doit-il remettre en question son 

utilisation en tant que molécule anti-toxinique ? Doit-on préférer l’utilisation du linézolide comme 

anti-toxinique, comme cette molécule a une activité inhibitrice sur l’expression de la PVL, Hla et 

TSST-1 et moins fréquemment inductrice sur l’expression des PSM  et Hld ? La réponse devrait sans 

doute être modulée en fonction du panel de toxines produites par la souche de S. aureus responsable 

de l’infection, et notamment du caractère producteur de PVL ou non. Enfin, l’effet inhibiteur de 

l’oxacilline sur l’expression des PSM  n’augmenterait-il pas le risque de développement de bactéries 

persistantes, ces derniers limitant la fréquence d’apparition de la tolérance aux antibiotiques ? De 

nouvelles investigations seront nécessaires afin de répondre à l’ensemble de ces questions.  
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Annexes 

Annexe 1 : Liste des principaux médiateurs libérés par les mastocytes, leurs fonctions biologiques 
ainsi que les stimuli permettant leur libération/excrétion par les mastocytes. D’après (Urb et 
Sheppard 2012; St John et Abraham 2013; Gupta et Harvima 2018; Mukai et al. 2018; Piliponsky et 
Romani 2018). 
Médiateurs Rôle / fonction biologique Principaux stimuli 

déclenchant la libération  
Enzymes lysosomales  

 
-hexosaminidase  Stimuli entraînant la 

dégranulation mastocytaire 
Protéases La spécificité des cibles des protéases 

libérées par les mastocytes a été 
conservée pendant des millions d’années 
lors de l’évolution des mammifères. 
Leurs rôles sont donc majeurs :  
- Détoxification de peptides 

endogènes formés lors d’une 
infection bactérienne ou parasitaire.  

- Clivage de protéines endogènes de 
jonction augmentant la perméabilité 
intestinale. 

- Destruction de molécules endogènes 
permettant l’interaction/attachement 
hôte-pathogène. 

- Remodelage tissulaire.  

 
 

Chymase Protéase pouvant générer du TGF- 1 
actif à partir de la forme latente inactive.  Stimuli entraînant la 

dégranulation mastocytaire 
Typtase Médiateur pruritogène et algogénique. 

Protéoglycanes  
 

Héparine Amélioration des fonctions des 
chimiokines et cytokines. 

Stimuli entraînant la 
dégranulation mastocytaire 

Amines biogéniques   

Histamine Médiateur vaso-actif augmentant la 
perméabilité vasculaire, améliorant la 
transmigration des phagocytes. 
Induction de l’expression des molécules 
d’adhésion à la surface de l’endothélium 
permettant de capturer les phagocytes. 
Amélioration de la production de mucus 
par les cellules épithéliales. 
Médiateur pruritogène et algogénique. 

Stimuli entraînant la 
dégranulation mastocytaire 

Sérotonine Neurotransmetteur impliqué dans la 
communication mastocyte-système 
nerveux. 
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Médiateur algogénique et vaso-actif. 

Dopamine Neurotransmetteur 

 
Cytokines   

TNF-  
préformé/ 
néoformé 

Cytokine pro-inflammatoire initiant le 
processus inflammatoire et le 
recrutement des PNN.  

Stimuli entraînant la 
dégranulation mastocytaire 
Mastocytes humains cutanés et 
pulmonaires : 
- Complexe IgE-anti-IgE 

(Fc RI) 
Mastocytes humains cutanés : 
- Libération à l’état basal 
- Sulfate de morphine 
- Substance P 
- SCF 
- Composé 48/80 
- UVB 
- LPS et PGN 

(mastocytes pré-stimulés à 
l’IL-4) 

Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
- LPS 
- PGN 

IL-1  Interleukine pro-inflammatoire. Mastocytes humains et murins : 
- LPS 
- PGN 
Mastocytes murins :  
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
- IgG via Fc R  
- ATP extracellulaire 

IL-2 Développement des LTreg et maintien de 
l’homéostasie. 

Mastocytes humains : 
- IL-33 
- IL-9 
Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 

IL-3 Effet autocrine promouvant la 
croissance, la survie et l’expansion des 
mastocytes. 

Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal dans 

la muqueuse gastroduodénale 
Mastocytes murins et humains : 
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
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IL-4 Favorisation du développement de la 
réponse immunitaire T de type Th2 avec 
production d’IgE (promotion de la 
réaction allergique). 

Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal 
- Complexe IgE-anti-IgE 

(Fc RI) 
- IL-33 
 Mastocytes murins :  
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
- PGN 
- LPS 

IL-5 Interleukine de type 2 permettant le 
développement et la survie des PNEo. 

Mastocytes humains et murins : 
- IL-33 
- PGN 
- LPS 
Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal dans 

les muqueuses bronchique et 
gastroduodénale 

- Complexe IgE-anti-IgE 
(Fc RI) 

Mastocytes murins : 
Complexe IgE-Ag (Fc RI) 

IL-6 Interleukine pro-inflammatoire. 
Effet autocrine favorisant la croissance 
des mastocytes. 

Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal dans 

les muqueuses nasale et 
bronchique  

- IL-33 
Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
- LPS 

IL-9 Effet autocrine promouvant les maladies 
allergiques médiées par les IgE. 

Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
- IL-1  

IL-10 Interleukine anti-inflammatoire 
permettant de réguler le processus 
inflammatoire et immun.  

Mastocytes humains : 
- IL-33 
Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag (Fc RI) 
- LPS 
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IL-12 Favorisation du développement de la 
réponse immunitaire T de type Th1 avec 
production d’IFN  (promotion de 
l’activité antibactérienne et antivirale). 

Mastocytes humains : 
- LPS 
- SCF 
Mastocytes murins : 
- LPS 
- IFN  

IL-13 Favorisation du développement de la 
réponse immunitaire T de type Th2 avec 
production d’IgE (promotion de la 
réaction allergique). 

Mastocytes humains et 
murins : 
- LPS 
- PGN 
Mastocytes humains : 
- IL-33 
- IL-1  
Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag 

(Fc RI) 
- SCF 
- IgG via Fc R  

IL-16 Interleukine pro-inflammatoire, chimio-
attractant pour les lymphocytes T, les 
monocytes, les PNEo et les cellules 
dendritiques.  
Effet autocrine promouvant la maturation 
et la différenciation des mastocytes à 
partir de cellules immatures. 

Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal  

IL-33 Effet autocrine favorisant la production 
d’IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, 
GM-CSF et autres chimiokines et 
promouvant la maturation et 
différenciation des mastocytes à partir de 
cellules souches hématopoïétique. 

Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag 

(Fc RI) 

IFN  Cytokine antibactérienne et antivirale. Mastocytes murins : 
- Libération à l’état basal 

in vivo 
- Complexe IgE-Ag 

(Fc RI) 
- Complexe IgE-anti-IgE 

(Fc RI) 
- IL-12 
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Facteurs de 
croissances 
cellulaires 

 
 

GM-CSF Cytokine favorisant le développement des 
granulocytes et macrophages à partir de 
précurseurs immatures.  

Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal 

dans la muqueuse 
gastro-duodénale 

- Complexe IgE-anti-IgE 
(Fc RI) 

- LPS 
- PGN 
- IL-33 
Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag 

(Fc RI) 

NGF Promotion du développement, croissance, 
survie et fonctions des nerfs 
périphériques, favorisés par une proximité 
tissulaire des deux types cellulaires. 
Effet autocrine favorisant le 
développement et la maturation des 
mastocytes.  
Médiateur indispensable à la 
communication mastocytes-système 
nerveux : pruritogène et algogénique 

Mastocytes humains et 
murins : 
- Libération à l’état basal 

EGF Promotion de la prolifération et la 
différentiation des cellules épithéliales, 
endothéliales et des fibroblastes. 

Mastocytes humains de la 
thyroïde : 
- Libération à l’état basal 

FGF2/bFGF Facteur pro-angiogénique associé à 
l’héparine dans les granules 
mastocytaires. 

Mastocytes humains et 
murins : 
- Libération à l’état basal  
Mastocytes humains : 
- IL-17A  

SCF Effet autocrine, indispensable à la 
différenciation et maturation des 
mastocytes. 

Mastocytes humains : 
- Libération à l’état basal 

dans le derme, la 
muqueuse bronchique et 
cardiaque 

- Complexe IgE-anti-IgE 
(Fc RI) 

PDGF Facteur mitogène contribuant à 
l’angiogenèse en facilitant la croissance 
des vaisseaux sanguins. 

Mastocytes humains de la 
thyroïde : 
- Libération à l’état basal 
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VEGF Facteur de croissance stimulant 
l’angiogenèse. 

Mastocytes humains :  
- Libération à l’état basal 
- Complexe IgE-anti-IgE 

(Fc RI) 
- IL-17A 
- IL-1 
- IL-33 
- Substance P 
Mastocytes murins : 
- Libération à l’état basal 
- Complexe IgE-Ag 

(Fc RI) 

TGF- 1 Facteur contribuant à l’angiogenèse, la 
fibrose et la réparation tissulaire. 
Influence également l’immunité cellulaire 
T, B les cellules NK, les cellules 
dendritiques et les PNEo.  
Effet inhibiteur autocrine et paracrine sur 
les mastocytes inhibant la libération de 
médiateurs suite à la stimulation par les 
IgE.  
Médiateur anti-inflammatoire. 

Mastocytes murins : 
- Complexe IgE-Ag 

(Fc RI) 
- Composé 48/80 
- IL-33 
- IL-9 

Chimiokines  
(CCL1-CCL5,  
CCL7-CCL9,  
CCL11,  
CCL17,  
CCL20,  
CCL22,  
CXCL2,  
CXCL8,  
CXCL10) 

Molécules attractives pour les cellules de 
l’immunité et régulant la réponse 
immunitaire. 

Mastocytes humains et 
murins : 
- Complexe IgE-anti-IgE 

et IgE-Ag (Fc RI) 
- IL-33 
Mastocytes humains 
- LPS 
- IL-1  
- SCF 
- Substance P 
- Composé 48/80 
Mastocytes murins : 
- IgG via Fc R 

Eicosanoïdes 
Prostaglandines 
(PGD2, PGE2) 
Leucotriènes  
(LTC4, LTB4) 

Médiateurs pro-inflammatoires, vaso-
actifs et promouvant l’expression 
d’adhésines par les cellules endothéliales 
facilitant le recrutement des phagocytes 
(PNN pour LTC4, PNEo pour LTB4). 
Promotion de l’angiogénèse. 
Induction de la contraction des muscles 
lisses sous-jacents aux muqueuses.  

Mastocytes humains et 
murins : 
- PGN 
- LPS 
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Annexe 2 : Données supplémentaires de la publication n°1 intitulée «Delta Hemolysin and Phenol-
Soluble Modulins, but Not Alpha Hemolysin or Panton-Valentine Leukocidin, Induce Mast Cell 
Activation. » 
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Annexe 4 : Données supplémentaires de la publication n°4 intitulée «Sub-inhibitory concentrations of 
oxacillin, but not clindamycin, linezolid or tigecyclin induce an inhibition on staphylococcal Phenol-
soluble modulins expression for community-acquired-methicillin-resistant Staphylococcus aureus » 
 
Supplementary data 
Figure S1: Growth curves for community-acquired methicillin-resistant S. aureus. Growth 
control: without antibiotic. CLI = clindamycin; TIG = tigecyclin; LIN = linezolide; OXA = 
oxacilline; RIF = Rifampicine. MIC = Minimum inhibitory concentration.  
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Figure S2: Effects of antibiotics sub-MIC on psmα1/2 mRNA expression after 6h incubation 
(A), psm 3 mRNA expression after 6h incubation (B), psmα1/2 mRNA expression after 24h 
incubation (C) and psm 3 mRNA expression after 24h incubation (D) for community-
acquired methicillin-resistant S. aureus PVL+ (CA-MRSA PVL+). The results are expressed 
as n-fold differences in the psm 1/2/gyrb or psm 3/gyrb ratio in the presence of antibiotics 
relative to the psm 1/2/gyrb or psm 3/gyrb ratio for the strains grown without antibiotics. 
The results for one antibiotic were pooled for the 2 strains belonging to the same genetic 
background, ST80 European clone in the left and USA300 clone in the right. Conformity t test 
were performed to compare expression with antibiotic and control reaction expression without 
antibiotic (=1).* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 

 

 
 
 



  Page 206 Annexes 
  

 
 

 
 
 
 
  



  Page 207 Annexes 
  

Figure S3: Effects of antibiotics sub-MIC on PSMα1 release after 6h incubation (A), Hld 
release after 6h incubation (B), PSMα1 release after 6h incubation after 24h incubation (C) 
and Hld release after 24h incubation (D) for community-acquired methicillin-resistant 
S. aureus PVL+ (CA-MRSA PVL+). The results are expressed in percentage compared to 
growth control without antibiotics. The results for one antibiotic were pooled for the 2 strains 
belonging to the same genetic background, ST80 European clone in the left and USA300 
clone in the right. Conformity t test were performed to compare toxin release with antibiotic 
and control release without antibiotic (=100).* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Figure S4: correlation between expression of psmα1 RNA/gyrb (expressed in log) (A) or 
psmα3 RNA/gyrb (expressed in log) (B) and RNAIII/gyrb (expressed in log) for community-
acquired methicillin-resistant S. aureus PVL+ (CA-MRSA PVL+) according to genetic 
background, ST80 European clone in red and USA300 clone in blue. Correlation links were 
tested by Pearson correlation test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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