
HAL Id: tel-04019526
https://theses.hal.science/tel-04019526

Submitted on 8 Mar 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Invasion muqueuse au cours de la colonisation nasale à
Staphylococcus aureus

Josselin Rigaill

To cite this version:
Josselin Rigaill. Invasion muqueuse au cours de la colonisation nasale à Staphylococcus aureus. Bi-
ologie moléculaire. Université de Lyon, 2022. Français. �NNT : 2022LYSES020�. �tel-04019526�

https://theses.hal.science/tel-04019526
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 

 

N° d’orde NNT : 2022LYSES020 
 
 

THESE de DOCTORAT DE L’UNIVERSITE DE LYON 
Opéréé au sein de 

Université Jean Monnet 
 

 

École Doctorale EDSIS 488 

École Doctorale Sciences, Ingénierie, Santé 
 

 

Spécialité de doctorat : Biologie 

Discipline : Biologie cellulaire et moléculaire 
 

 

Soutenue publiquement le 17/06/2022, par : 

Josselin RIGAILL  

 

 

Invasion muqueuse au cours de la colonisation 
nasale à Staphylococcus aureus 

 
 

Devant le jury composé de : 

 
Pr. Caroline LANDELLE  MESP TIM-C - CNRS UMR5525   Rapporteure 

Pr. Ousmane TRAORE  LMGE - CNRS UMR6023    Rapporteur 

Pr. Philippe BERTHELOT  CIRI, INSERM U1111 - CNRS UMR5308  Directeur de thèse 

Pr. Frédéric LAURENT  CIRI, INSERM U1111 - CNRS UMR5308  Co-directeur de thèse 

Dr Paul VERHOEVEN  CIRI, INSERM U1111 - CNRS UMR5308  Encadrant 

Dr Anne CARRICAJO  CHU St-Etienne     Invitée 

 



 
 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Léandre, Virginie  

et tous ceux qui m’ont soutenu lors de la préparation de cette thèse 

  



 
 

 

  



1 
 

Tables des matières 
 

Etude bibliographique ..........................................................................................................................5 

Chapitre 1 : Epidémiologie de la colonisation nasale ................................................................................7 

Colonisation nasale ........................................................................................................................ 7 

1. Epidémiologie de la colonisation nasale à S. aureus ................................................................ 7 

2. Facteurs de risques individuels pour la colonisation nasale .................................................... 8 

3. Complications infectieuses associées à la colonisation nasale ................................................ 9 

Décolonisation nasale .................................................................................................................. 12 

Chapitre 2 : Mécanismes de la colonisation .......................................................................................... 17 

Adhésion de S. aureus à la muqueuse nasale ............................................................................... 17 

1. Adhésines d’origine protéique ............................................................................................... 17 

Adhésines protéiques ancrées à la paroi (CWA) ........................................................................ 19 

Adhésines protéiques sécrétees : SERAMs ................................................................................ 21 

2. Adhésines non protéiques : les acides téichoïques de paroi ................................................. 22 

Internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales ............................................................. 22 

1. Réservoir intracellulaire de S. aureus au cours de la colonisation nasale chez l’Homme ...... 22 

2 Mécanismes moléculaires d’internalisation de S. aureus ...................................................... 24 

Protéines de liaison à la fibronectine (FnBPs) ............................................................................ 24 

Autres MSCRAMMS ................................................................................................................... 26 

Autres protéines pouvant avoir un rôle dans l’internalisation de S. aureus .............................. 27 

3. Devenir du S. aureus intracellulaire ....................................................................................... 28 

Survie et échappement phagosomal ......................................................................................... 28 

Small Colony Variants (SCV) ....................................................................................................... 31 

Mort cellulaire et chronicité de l’infection/colonisation ............................................................ 32 

Chapitre 3 : Interactions avec la flore nasale ......................................................................................... 33 

Microbiote nasal .......................................................................................................................... 34 

S. aureus et microbiote nasal ....................................................................................................... 37 

1. Microbiote nasal des porteurs de S. aureus ........................................................................... 37 

2. Interactions bactériennes au niveau de la cavité nasale ........................................................ 39 

S. aureus et corynebactéries ...................................................................................................... 40 

S. aureus et autres espèces de staphylocoques ......................................................................... 42 

S. aureus et lactobacillales ......................................................................................................... 43 

Autres interactions décrites ....................................................................................................... 46 



2 
 

Contexte scientifique et objectifs de thèse ...................................................................................... 49 

Résultats personnels .......................................................................................................................... 53 

Chapitre 1 : Etude de la colonisation nasale et du réservoir intracellulaire de Staphylococcus 

aureus  ........................................................................................................................................... 55 

Article 1      Staphylococcus aureus persistent nasal colonization and intracellular reservoir, a 

prospective cohort study ............................................................................................................. 57 

Article 2         Improved enzyme protection assay to study Staphylococcus aureus internalization 

and intracellular efficacity of antimicrobial compounds ............................................................. 81 

Chapitre 2 : Mécanisme d’internalisation de Staphylococcus aureus médiée par la protéine Eap dans les 

cellules phagocytaires non professionnelles : étude du rôle du récepteur cellulaire ICAM-1 ............... 93 

Chapitre 3 : Evaluation de l’activité intracellulaire des traitements pour la decolonisation des porteurs 

de Staphylococcus aureus .................................................................................................................... 115 

Article 3  Intracellular activity of antimicrobial compounds used for Staphylococcus aureus 

nasal decolonization .................................................................................................................. 117 

Chapitre 4 : Etude du microbiote et des compétitions microbiennes au cours de la colonisation nasale à 

Staphylococcus aureus ......................................................................................................................... 125 

Discussion générale .......................................................................................................................... 153 

Références bibliographiques ........................................................................................................... 163 

Autres publications ........................................................................................................................... 193 

 

  



3 
 

Tableaux 

Tableau 1. Facteurs personnels prédisposant au portage nasal de S. aureus proposé par Sakr et al. ..... 9 

Tableau 2 : Infection nosocomiale à S. aureus dans un contexte post chirurgicale (RAISIN 2020) ........ 11 

Tableau 3. Principaux agents investigués pour la décolonisation nasale à S. aureus d’après Sakr et al. 14 

Tableau 4. Principales protéines d’adhésion de S. aureus ..................................................................... 18 

Tableau 5. Synthèse des études sur la prévalence du portage intracellulaire nasal de S. aureus chez les 

sujets atteints de RSC ............................................................................................................................ 23 

 

Figures 

Figure 1. Protocole de prévention des infections de site opératoire selon Schweizer et al. .................. 13 

Figure 2. Classification des protéines ancrées à la paroi selon Foster et al............................................ 19 

Figure 3. Localisation intra tissulaire de S. aureus sur biopsie nasale par Hanssen et al. ....................... 24 

Figure 4. Voie FnBPs‐Fn‐intégrine α5β1 impliquée dans l’adhésion et l’internalisation de S. aureus 

d’après Morgene M. Fedy (Thèse d’Université 2018) ............................................................................ 25 

Figure 5. Visualisation par microscopie électronique de l’endocytose de S. aureus par Agerer et al. ... 25 

Figure 6. Modèles du rôle potentiel de corécepteur pour Hsp60 d’après Dziewanowska et al. ............ 26 

Figure 7. Devenir intracellulaire de S. aureus dans les cellules phagocytaires non professionnelles d’après 

Audoux E. (Thèse d’Université, 2021) .................................................................................................... 29 

Figure 8. Extraction PubMed du nombre d’articles pour la recherche microbiot* ................................ 33 

Figure 9. DPCoA du microbiote des principaux sites de colonisation bactérienne d’après le Human 

microbiome Poject Consortium 2012 .................................................................................................... 34 

Figure 10. DPCoA du microbiote de différents étages de la cavité nasale d’après Yan et al. ................. 35 

Figure 11. CST obtenus par analyse en positionnement multidimensionnel d’après Liu et al. .............. 37 

Figure 12. Principales formes d’interactions connues entre S. aureus et les bactéries commensales du 

microbiote nasal d’après Krismer et al. ................................................................................................. 39 

Figure 13. Arbre décisionnel prédictif de la colonisation nasale par S. aureus d’après Liu et al. ........... 45 

 

  



4 
 

  



5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etude bibliographique 
  



6 
 

  



7 
 

Chapitre 1 : Epidémiologie de la colonisation nasale 

 

Colonisation nasale 

1. Epidémiologie de la colonisation nasale à S. aureus  

Commensale de la peau et des muqueuses, Staphylococcus aureus est une bactérie qui possède 

également un très fort pouvoir pathogène chez l’Homme. De la simple infection cutanée à la 

bacteriémie avec toxémie staphylococcique en passant par les infections profondes (endocardites, 

ostéomyélites, pneumopathie nécrosante…) S. aureus possède un haut niveau de morbidité/mortalité 

et représente l’une des principales causes d’infections liées aux soins (Schmidt et al. 2015). Malgré son 

potentiel de virulence, la colonisation par S. aureus est fréquente et signe un équilibre trouvé entre 

tolérance de l’hôte et commensalisme de la bactérie. Si la bactérie peut être isolée à partir de nombreux 

sites anatomiques, la cavité nasale est la principale niche écologique de S. aureus. Avec une personne 

sur trois colonisée au niveau des mains et du nez, le vestibulum nasi (2-3 premiers centimètres de la 

cavité nasale) peut servir de réservoir à la diffusion de la bactérie (Wertheim et al. 2005). Dans une 

étude randomisée en double aveugle le lien direct entre la colonisation des mains et la cavité nasale a 

pu être mis en évidence. Chez les soignants, on observe une diminution majeure de la présence de S. 

aureus au niveau des mains après décolonisation nasale (Reagan et al. 1991). Une étude de 2018 montre 

qu’un site de portage extra nasal peut être retrouvé chez la moitié des patients colonisés au niveau 

nasal par S. aureus (Kline et al. 2018). Cette colonisation nasale à un rôle central dans la pathogénèse 

des infections, le risque relatif d’être infecté par S. aureus étant multiplié par 7,1 (IC 95% [4,6-11,0]) 

chez les porteurs (Kluytmans et al. 1997). De plus il est décrit que le risque de développer une infection 

à SARM augmente avec le nombre de sites anatomiques colonisés par la bactérie (Sim et al. 2013). Une 

origine endogène de l’infection est retrouvée dans la grande majorité des cas (Wertheim et al. 2004; 

Berthelot et al. 2010; Gagnaire et al. 2019) et on considère ainsi que 60 à plus de 90% des infections 

sont directement reliées à la souche de colonisation nasale du patient (Berthelot et al. 2010; Huang et 

al. 2015).  

Depuis les travaux du groupe d’Alex Van Belkum (van Belkum et al. 2009b), les porteurs nasaux de 

S. aureus ont été reclassées en deux groupes : les porteurs persistants et les porteurs intermittents dont 

la prévalence varie respectivement de 9 à 37% et de 9 à 69% respectivement selon les études 

(Verhoeven et al. 2014; Mehraj et al. 2016). Le statut de portage n’est pas figé au cours de la vie du 

sujet et il peut varier en fonction des facteurs extérieurs auxquels il est exposé. Pour distinguer les 

porteurs intermittents des non porteurs, il est nécessaire de réaliser un minimum de sept écouvillons 

répartis sur plusieurs semaines ce qui n’est pas compatible avec la prise en charge des patients à 
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l’hôpital. Un index de portage (nombre de prélèvements positifs à S. aureus divisé par le nombre total 

de prélèvements effectués) supérieur ou égal à 0,8 définit un porteur comme persistant ; un index de 

portage nul définit le statut de non porteur et les autres cas sont considérés comme des porteurs 

intermittents (Nouwen et al. 2004; van Belkum et al. 2009b). Le portage nasal persistant se caractérise 

par une colonisation sur le long terme avec charge bactérienne nasale élevée et un risque infectieux 

majoré (Wertheim et al. 2004; Nouwen et al. 2005; Verhoeven et al. 2016). L’identification des patients 

appartenant à ce groupe est par conséquent importante pour mieux évaluer le risque d’infection associé 

au portage. Notre équipe a proposé un algorithme basé sur la quantification de la charge bactérienne 

de deux écouvillons pour classer les patients comme porteurs persistants et non porteurs persistants 

(non porteurs et porteurs intermédiaires) (Verhoeven et al. 2012a, 2012b).  

La prévalence de colonisation nasale est importante dans les premiers mois de vie (Andersen et 

al. 2012) avec un pic de 40-50% de prévalence observé dans les 8 premières semaines de vie avant de 

chuter à 21% à 6 mois (Peacock et al. 2003). Un lien direct entre les souches d’origine maternelle et 

celles de l’enfant peut être clairement établi dans 80% des cas avec, pour 90% de ces cas, une origine 

nasale de la souche de colonisation maternelle (Leshem et al. 2012). L’environnement direct des 

individus joue ainsi un rôle central dans la transmission horizontale de la bactérie. Des souches aux fonds 

génétiques identiques sont ainsi partagées entre les membres d’un même foyer (Muthukrishnan et al. 

2013). Plusieurs études ont montré que les porteurs persistants sont plus enclins à être colonisés par 

une même souche de S. aureus sur une longue période alors que les porteurs intermittents ont tendance 

à changer de souches plus facilement (VandenBergh et al. 1999). Si ce dernier point ne fait pas 

consensus (Muthukrishnan et al. 2013), une étude de colonisation artificielle chez des volontaires sains 

a montré qu’il existe une relation préférentielle entre un hôte et sa souche de colonisation (van Belkum 

et al. 2009b). Si des facteurs généraux comme l’âge, le pays de résidence ou le statut économique 

peuvent influencer la prévalence globale de portage nasal de S. aureus (Wertheim et al. 2005; Sivaraman 

et al. 2009; Verhoeven et al. 2014), des facteurs individuels peuvent expliquer certaines des différences 

observées au sein d’une population. 

2. Facteurs de risques individuels pour la colonisation nasale 

Le fond génétique de l’hôte a longtemps été envisagé comme l’une des explications aux 

différences de portage observées dans la population générale cependant des études réalisées chez des 

jumeaux et dans le cercle familial n’abondent pas en ce sens (Roghmann et al. 2011; Andersen et al. 

2012; Liu et al. 2015a). Une récente revue de la littérature a listé les nombreux facteurs de risques 

associés à la colonisation nasale par S. aureus (Tableau 1) (Sakr et al. 2018) : 
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Tableau 1. Facteurs personnels prédisposant au portage nasal de S. aureus proposé par Sakr et al. 

Facteurs prédisposants Références 

Infection par le VIH et immunodépression 
(Raviglione et al. 1990; Weinke et al. 1992; 

Kotpal et al. 2016) 

Obésité (Olsen et al. 2013) 

Diabète  (Luzar et al. 1990; Ahluwalia et al. 2000) 

Granulomatose de Wegener (Laudien et al. 2010) 

Polyarthrite rhumatoïde (Laudien et al. 2010) 

Infection de la peau et des tissus mous (Immergluck et al. 2017) 

Furonculose chronique (Demos et al. 2012) 

Dermatite atopique (Breuer et al. 2002) 

Présence d’hémoglobine dans les secrétions nasales (Pynnonen et al. 2011) 

Complexe Majeur d'Histocompatibilité HLA-DR3 (Kinsman et al. 1983) 

Polymorphisme des gènes codant pour le récepteur aux 

glucocorticoïdes, l’interleukine-4, la protéine C réactive et 

les protéines inhibitrices du complément 

(van den Akker et al. 2006; Emonts et al. 

2008; Ruimy et al. 2010) 

Contraception hormonale (Zanger et al. 2012) 

Tabagisme actif (controversé) (Olsen et al. 2012; Cole et al. 2018) 

Personnel hospitalier (controversé) 
(Elie-Turenne et al. 2010; Saadatian-Elahi et 

al. 2013; Chen et al. 2015a; Price et al. 2017) 

 

Chez les sujets sains, certains auteurs rapportent une prévalence de portage plus importante 

chez les individus de sexe masculin (Wertheim et al. 2004; van Belkum et al. 2009a). Cependant d’autres 

études indiquent que le sexe ne semble pas influencer la prévalence de portage mais que de plus fortes 

charges bactériennes sont observées chez les hommes (Cole et al. 2001; Liu et al. 2015a). Des facteurs 

extérieurs comme la prise d’antibiotique ou la survenue d’infection virale de la sphère ORL vont modifier 

la flore locale et notamment la présence de S. aureus. En ce qui concerne le tabagisme, si un potentiel 

effet bactéricide de la fumée de cigarette avait été évoqué (Olsen et al. 2012), une étude plus récente 

met en évidence que les sujets fumeurs sont plus fréquemment porteurs de la bactérie et que l’arrêt 

de la cigarette augmente la clairance nasale de S. aureus (Cole et al. 2018). Enfin l’utilisation de drogue 

par voie intra veineuse participe également à l’augmentation du risque de portage mais également du 

risque d’infection par S. aureus (Al-Rawahi et al. 2008).  

 

3. Complications infectieuses associées à la colonisation nasale 

La colonisation de la cavité nasale par S. aureus est un facteur majeur d’infections 

communautaires et nosocomiales par cette bactérie (von Eiff et al. 2001; Wertheim et al. 2005). Chez 

les individus non hospitalisés, un lien étroit est observé entre colonisation nasale par S. aureus et 

infection de la peau et des tissus mous (dont l’impétigo et la furonculose chronique sont les principaux 

représentants) (Demos et al. 2012; Chou et al. 2015). En 2004, le suivi de plus de 14 000 adultes 

hospitalisés dans des services non chirurgicaux a montré que les 24% de patients porteurs de S. aureus 
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présentaient 3 fois plus de risques de développer une bactériémie à S. aureus que les non porteurs dans 

les 120 jours suivants le dépistage (Wertheim et al. 2004). Dans cette même étude, il est intéressant de 

noter que parmi tous les patients qui ont présenté une bactériémie à S. aureus, le taux de mortalité 

mesuré chez les porteurs était significativement inférieur à celui des non porteurs, avec des taux de 

mortalité respectif de 18% vs. 46%. Ce phénomène pourrait être expliqué par le développement au 

cours de la colonisation d’une certaine forme immunité protectrice de l’hôte contre S. aureus (Holtfreter 

et al. 2006).  

Certains terrains semblent plus propices à transformer une colonisation nasale en infection. 

Ainsi, au cours des infections du pied diabétique, S. aureus est le microorganisme le plus souvent isolé ; 

sur une série de 276 infections du pied diabétique 36% des patients étaient porteurs de S. aureus au 

niveau de la cavité nasale et dans 65% les souches du nez et de l’infection étaient identiques (Dunyach-

Remy et al. 2017). Les patients de soins intensifs qui ont un système de défenses immunitaires affaibli, 

ont ainsi de 2,5 à 4,7 plus à risques de développer une infection nosocomiale a SASM et SARM 

respectivement s’ils sont porteurs de cette bactérie (Honda et al. 2010). Les patients colonisés par S. 

aureus et infectés par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) ont également un risque d’infection 

à S. aureus multiplié par 3,6 [0,9–15,4] (Nguyen et al. 1999). La surinfection pulmonaire à S. aureus est 

également une des complications classiquement décrite après une infection grippale. Un modèle de 

souris a mis en évidence une dissémination des bactéries présentent dans le biofilm des voies 

respiratoires supérieures au niveau pulmonaire suite à une infection par le virus de la grippe A 

(Reddinger et al. 2016). Le risque d’infection endogène à S. aureus est aussi augmenté chez les patients 

d’hémodialyse chronique ou de dialyse péritonéale (Luzar et al. 1990; Ena et al. 1994; Verhoeven et al. 

2016) et la présence de matériels à type de voie veineuse centrale et de cathéters sont décrits comme 

des facteurs favorisants (Nouwen et al. 2005; Katneni et Hedayati 2007). Enfin, les complications 

infectieuses de la colonisation ont souvent été rapportées dans le cadre de prise en charge chirurgicale, 

les infections de site opératoire représentant 20 à 30% des infections liées aux soins (Savage et 

Anderson 2013). Dans son rapport de septembre 2020 sur les données 2018 du réseau français RAISIN 

(Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des infections nosocomiales), la mission Spicmi 

(Surveillance et prévention du risque infectieux lié aux actes de chirurgie et de médecine 

interventionnelle) rapporte les données suivantes (Tableau 2) (Sante Publique France 2020).  
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Tableau 2 : Infection nosocomiale à S. aureus dans un contexte post chirurgicale (RAISIN 2020) 

Type de chirurgie Proportion d’infection nosocomiale à S. aureus 

Orthopédie 34,7% (1ère cause) n=159  dont 35 SARM 

Digestive 6,2% (4ème cause)  n=20  dont 3 SARM 

Gynéco-Obstétrique 32,1% (1ère cause)  n=67  dont 9 SARM 

Traumatologie 40,8% (1ère cause)  n=60  dont 11 SARM 

Urologie 7,1% (2ème cause)  n=11  dont 2 SARM 

Neurochirurgie 40% (1ère cause)   n=14       aucun SARM 

Coronaire 14,1% (2ème cause)  n=9  aucun SARM 

Réparatrice et reconstructrice 26,5% (1ère cause)  n=9  aucun SARM 

Thoracique 63,6% (1ère cause)  n=7  aucun SARM 

Vasculaire 23,1% (1ère cause)  n=3  aucun SARM 

Total 25,6% (1ère cause)  n=359  dont 60 SARM 

 

Comme pour les bactériémies (von Eiff et al. 2001), il est décrit qu’environ 80% des souches 

d’infection de site opératoire peuvent être directement reliées par biologie moléculaire à la souche de 

colonisation nasale (Perl et al. 2002). Si la dissémination 63du germe de la narine vers la peau et la 

cicatrice opératoire est souvent suspectée, la contamination par voie hématogène est également 

évoquée dans la littérature (Krezalek et al. 2018; Schuler et al. 2021). Ces infections ont un impact 

majeur sur la santé des patients et sur le système de santé. Une étude rétrospective estime que les 

infections staphylococciques en chirurgie orthopédique et cardio-thoracique augmentent de 22 jours la 

durée d’hospitalisation pour un coût moyen situé entre 13 000 et 15 000€ par patient (Schmidt et al. 

2015). Dans cette étude, le taux de mortalité à l’hôpital pour les patients infectés était multiplié entre 

2,6 et 6 fois comparé au groupe contrôle non infecté. En raison de leur forte présence dans certaines 

régions (USA, certains pays d’Europe) jusqu’à 40% des infections nosocomiales sont causées par des 

souches de SARM (McKinnell et al. 2013). Comparées aux infections par SASM, ces souches résistantes 

aux antibiotiques multiplient par 2,6 la mortalité à 3 mois des infections nosocomiales à S. aureus tout 

en augmentant la durée d’hospitalisation et le coût des soins (+ 6 jours et 23 000$) (Anderson et al. 

2009). Une méta-analyse de 31 études de cohortes sur des bactériémies à S. aureus confirme que les 

infections à SARM ont un taux de mortalité significativement supérieur à celui des infections à SASM 

(Cosgrove et al. 2003). Dans leur revue, Savage et Anderson distinguent ainsi 3 grands groupes de 

facteurs de risques d’infections post-opératoires : les facteurs de risques pré-opératoires, per-

opératoires et post opératoires. La colonisation nasale par S. aureus est considérée comme un risque 

pré-opératoire majeur d’infection par SASM et SARM. Dans le but de prévenir les complications 

infectieuses associées à la colonisation nasale à S. aureus, différentes stratégies de décolonisation 

comme l’utilisation d’antimicrobiens ont été proposées. 
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Décolonisation nasale 

 

Il existe des preuves solides que le dépistage et la décolonisation nasale et cutanée des porteurs 

S. aureus avant une opération chirurgicale permet de réduire le risque d’infection du site opératoire 

(Perl et al. 2002; Bode et al. 2010; Verhoeven et al. 2014). L’utilisation d’antibiotique par voie 

systémique a rapidement été écartée dans le cadre de la décolonisation nasale à S. aureus ; la 

rifampicine par exemple présentait une réelle efficacité sur le réservoir nasal mais peut rapidement 

exposer à la sélection de clones bactériens résistants tout en ayant un impact majeur sur l’écologie 

microbienne des patients (Chow et Yu 1989; Liu et al. 2013). Deux méta-analyses de 2013 se sont 

intéressées aux études évaluant l’efficacité des mesures de décolonisations préopératoires en chirurgie 

cardiaque et orthopédique (Schweizer et al. 2013; Verhoeven et al. 2013). Depuis les années 2010, la 

mupirocine s’est imposée comme la principale molécule pour la décolonisation des patients porteurs 

de S. aureus (Simor 2011). Sur les 18 études analysées dans la revue de Schweizer, toutes, sauf une, ont 

utilisé un traitement à la mupirocine et ont décrit une protection significative contre la survenue 

d’infection du site opératoire dues à des bactéries à Gram positif et plus particulièrement contre S. 

aureus. La mupirocine (ou acide pseudomonique A), antibiotique isolé de souches Pseudomonas 

fluorescens dans les années 80, a rapidement été utilisé sous forme topique comme agent de 

décolonisation nasale (Dacre et al. 1983). Une étude randomisée avec bras contrôle a objectivé que 

83% des patients traités à la mupirocine étaient décolonisés après traitement contre 27% dans le groupe 

placebo (p=0,001) (Perl et al. 2002). Avec 3 à 5 doses de mupirocine, 81% des patients porteurs de S. 

aureus traités étaient décolonisés alors qu’avec 6 doses ce nombre montait à 93%. L’une des plus 

grosses études utilisée dans la méta-analyse de Schweizer et al. (étude randomisée en double aveugle) 

a inclus 918 patients porteurs de S. aureus répartis en deux groupes : placebo vs. traitement nasal à la 

mupirocine et bain de bouche chlorexidine (Bode et al. 2010). Dans cette étude, le traitement 

préopératoire a permis de diminuer par plus de 2 le nombre d’infections du site opératoire. Une étude 

un peu plus récente propose le schéma de prise en charge décrit en Figure 1 pour les patients porteurs 

de S. aureus qui vont bénéficier d’une chirurgie cardiaque ou d’une arthroplastie de genou ou de hanche 

(Schweizer et al. 2015). Ce protocole est basé sur l’association d’un traitement à la mupirocine et de 

bains à la chlorhexidine et préopératoire, complété par un traitement antibiotique peropératoire à la 

céfazoline pour les souches de SASM et à la céfazoline plus vancomycine pour les SARM. Les auteurs 

rapportent une diminution significative du nombre d’infections complexes du site opératoire (incision 

profonde et infection d’organe) à S. aureus. Le nombre d’infections passe ainsi de 36 pour 10 000 

opérations avant la mise en place du protocole à 21 pour 10 000 opérations après la mise en place de 

celui-ci (ratio de 0,58 avec IC95% [0.37-0.92]). Ces résultats sont comparables avec ceux de la revue 

Cochrane de 2008 qui décrit une réduction significative du risque relatif d’infection de 0,55 (IC95% 
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[0,43-0,70]) après décolonisation par traitement à la mupirocine (van Rijen et al. 2008). De plus, l’étude 

STOP-SSI à montrer que l’efficacité de la prévention des infections du site opératoire à S. aureus étaient 

corrélée au niveau d’observance des recommandations de dépistage et de decolonisation (Schweizer et 

al. 2015). Si l’association de bains de chlorhexidine à l’utilisation de mupirocine permet de cibler les 

sites de colonisations secondaires cutanées plusieurs études suggèrent que la décolonisation nasale est 

au cœur de l’efficacité des stratégies de décolonisations proposées (Kalmeijer et al. 2002; Perl et al. 

2002).  

 

Figure 1. Protocole de prévention des infections de site opératoire selon Schweizer et al. 

La povidone iodée est un antiseptique qui possède une large activité à la fois sur les bactéries à 

Gram positifs et Gram négatifs. Il existe à ce jour des formulations nasales à 5 et 10% de povidone iodée 

et cette molécule a été considérée comme agent alternatif à la mupirocine pour la décolonisation nasale 

à S. aureus. La povidone iodée a démontré une excellente activité in vitro sur les souches de SASM ou 

de SARM ; toutefois une étude a montré que son activité in vivo pouvait être réduite en présence de 

sécrétions nasales (Hill et Casewell 2000). Dans un essai randomisé contrôlé incluant 429 patients de 

chirurgie orthopédique (Rezapoor et al. 2017), le traitement des patients avec de la povidone iodée à 

5% par voie nasale (2 minutes par narine, 2 applications) a permis, 4 heures après traitement, de 

diminuer la prévalence de portage de S. aureus à 21% contre 69% dans le groupe traité par lavage de 

nez à la solution saline. Vingt-quatre heures après traitement, 59% des patients traités à la povidone 

iodée étaient à nouveau porteurs de S. aureus alors que dans le bras contrôle 69% des patients étaient 

toujours colonisés. Un essai rétrospectif non randomisé en chirurgie (Bebko et al. 2015), a comparé 

l’utilisation de bains à la chlorhexidine couplée au traitement nasal à la povidone iodée aux données 

historiques de patients ayant reçu uniquement des bains à la chlorhexidine. Sur les trente jours suivants 

l’opération, le taux d’infections du site opératoire a été réduit de façon significative après instauration 

du traitement à la povidone iodée (1,1% contre 3,8% p=0,02).  
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L’utilisation d’antiseptique à base d’alcool a également été évaluée. En 2014, chez des 

professionnels de santé, l’utilisation topique d’un mélange contenant 70% d’éthanol a permis de réduire 

la charge nasale de S. aureus de 82% dans les heures qui suivaient le traitement (Steed et al. 2014). 

L’impact de ce traitement à plus long terme a été évalué à partir de 1 073 dossiers de prises en charge 

du rachis (Mullen et al. 2017). Les auteurs ont comparé la survenue d’infection du site opératoire suite 

à une prise charge préopératoire par bains de chlorhexidine comparé à l’association bains de 

chlorhexidine et application nasale d’antiseptique à base d’alcool à 0,33% en préopératoire immédiat 

puis 3 fois par jours pendant 5-7 jours après la sortie d’hospitalisation. Sur la période de mise en place 

de ce protocole, le taux d’incidence des complications infectieuses du site opératoire a été réduit de 

81% (p=0,036). 

La thérapie photodynamique qui consiste en l’activation de composés chimiques par de la 

lumière UV ou infrarouge, a été envisagée comme complément des lavages par lingettes de 

chlorhexidine pour la prévention des infections de site opératoire à S. aureus (Bryce et al. 2014). 

L’utilisation préopératoire d’une solution nasale à 0,1% de bleu de méthylène avec 2 cycles 

d’illumination laser de 2 minutes permettait ainsi de réduire le taux d’incidence des infections à 1,6% 

contre 2,7% du groupe classiquement traité par chlorhexidine seule (p=0,0004).  

De nombreuses autres molécules candidates à utilisation topique ont été recensées dans une 

revue récente (Tableau 3) (Sakr et al. 2019): 

Tableau 3. Principaux agents investigués pour la décolonisation nasale à S. aureus d’après Sakr et al. 

Molécule Classification Comparaison à la mupirocine 

Bacitracine Antibiotique Elimination de S. aureus moins efficace (Soto 

et al. 1999; O’Grady et al. 2009) 

Acide fusidique Antibiotique Elimination équivalente en association avec 

co-trimoxazole per os (Parras et al. 1995) 

Retapamulin Antibiotique Pas de comparaison. 

Polyhexanide Antiseptique Pas de comparaison 

Octenidine Antiseptique Pas de comparaison 

LTX-109 Agent antimicrobien Pas de comparaison 

NP 108 (Luminaderm) Agent antimicrobien Pas de comparaison 

XF-73 Agent antimicrobien Pas de comparaison 

Lysostaphine Agent antimicrobien Pas d’étude in vivo 

Analogues des squalamines Agent antimicrobien Pas d’étude in vivo 

Epidermicine NI01 Agent antimicrobien Pas d’étude in vivo 

Huile d’arbre à thé Agent antimicrobien Elimination de S. aureus moins efficace au 

niveau nasal (Dryden et al. 2004)  

Miel de qualité médicale Agent antimicrobien Elimination de S. aureus équivalente après 2 

cures consécutives (Poovelikunnel et al. 2018) 

Phage / lysines de Phage Agent antimicrobien Pas d’étude in vivo 

 



15 
 

Si les résultats concernant ces alternatives thérapeutiques sont encourageants, les études 

cliniques comparant l’efficacité de ces nouvelles stratégies à celle de référence sont très rares. 

Bien que la mupirocine représente le traitement de choix pour la décolonisation nasale à S. 

aureus plusieurs limites à son utilisation sont à considérer. Plusieurs études ont décrites des souches 

résistantes à la mupirocine conduisant à l’échec de la décolonisation nasale (Vasquez et al. 2000; Pérez-

Fontán et al. 2002; Lee et al. 2011a). Chez staphylocoques dorés, il existe deux niveaux de résistance à 

la mupirocine : les souches à haut niveau de résistance (CMI > 256 µg/ml mais variable selon les auteurs) 

et celles à bas niveau de résistance (CMI > 1 µg/ml d’après le Comité de l’antibiogramme de la Société 

Française de Microbiologie). Une étude a évalué l’efficacité de la mupirocine sur des souches de SARM 

à haut et bas niveau (avec un seuil à 4 µg/ml) de résistance à la mupirocine (Walker et al. 2003). Dans 

cette étude, l’efficacité de la mupirocine était évaluée à environ 80% pour les patients colonisés par une 

souche de SARM sensibles et faiblement résistantes à la mupirocine contre 28% pour les souches 

hautement résistantes. Cependant, 1 à 4 semaines après le traitement, l’efficacité de la mupirocine 

n’était plus que de 25% chez les patients porteurs de souches à bas et haut niveau de résistance. Les 

souches de recolonisation pouvaient presque systématiquement être reliées à la souche présente avant 

le traitement à la mupirocine. Pour les souches sensibles l’efficacité à 4 semaines était de 91% (Walker 

et al. 2003). Dans une étude de 2016, la prévalence de la résistance à la mupirocine parmi les souches 

de SARM était de 7,1% pour les bas niveaux de résistance et 7,5% pour les hauts niveaux de résistance 

(Hayden et al. 2016). De façon plus générale, le niveau de résistance à la mupirocine chez les souches 

de S. aureus isolée de colonisation est resté très faible (de 0 à 0,6%) (Perl et al. 2002; Fawley et al. 2006; 

Harbarth et al. 2008; van Rijen et al. 2008; Nicolas et al. 2020). Une autre problématique qui peut être 

constatée avec l’utilisation de la mupirocine est le niveau de compliance des patients. Une étude 

récente rapporte que presque 30% des patients déclarent une faible ou non observance du protocole 

de traitement à la mupirocine et chlorhexidine (Nicolas et al. 2020) 

Même si la mupirocine présente une excellente activité sur le réservoir nasal de S. aureus dans 

les jours qui suivent le traitement, une autre problématique qui peut être constaté avec l’utilisation de 

la mupirocine est la survenue d’une recolonisation plus ou moins précoce après l’arrêt du traitement. 

Dans une étude menée chez du personnel soignant, l’utilisation de mupirocine appliquée deux fois par 

jour pendant cinq jours consécutifs a montré une excellente efficacité, avec 91% d’éradication dans les 

suites directes du traitement avec 87% de succès quatre semaines après son début (Doebbeling et al. 

1993). Cependant, 48% et 53% des sujets traités étaient à nouveau porteurs de S. aureus 

respectivement six mois et un an après la fin du traitement (Doebbeling et al. 1994). Les résultats 

observés en hémodialyse étaient encore moins encourageants : 66% des patients décolonisés étaient à 

nouveau porteurs de S. aureus quatre mois après la fin du traitement (Bommer et al. 1995). Une étude 

beaucoup plus récente a montré que 39% des sujets considérés comme décolonisés après application 
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de mupirocine étaient à nouveau porteurs 90 jours après la fin du traitement, La souche de colonisation 

initiale étant même retrouvée pour 86% d’entre eux (Mody et al. 2015). Les échecs de décolonisation 

de certains patients pourraient être liés à la persistance d’autres sites de colonisation (Bommer et al. 

1995). Il est également envisageable qu’un autre phénomène puisse jouer un rôle central dans ces 

phénomènes de recolonisation : la persistance nasale de S. aureus au niveau intracellulaire (Garzoni et 

Kelley 2009). Une meilleure compréhension des mécanismes qui régissent la colonisation nasale à S. 

aureus pourrait aboutir à une amélioration de la prévention des infections par cette bactérie et à des 

stratégies de décolonisation plus durable.   
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Chapitre 2 : Mécanismes de la colonisation 

 

D’un point de vue anatomique, la cavité nasale est composée de deux zones principales : Le 

vestibulum nasi qui correspond aux 2-3 premiers centimètres de la cavité nasale et qui est composé 

d’un épithélium stratifié squameux, kératinisé non cilié semblable à celui de la peau ; et la cavité nasale 

postérieure qui présente un épithélium cilié pseudostratifié avec des cellules à mucus (« goblet cells ») 

qui fait partie des voies aériennes respiratoires supérieures. Bien que le vestibulum nasi soit considéré 

comme le principal réservoir de S. aureus chez l’homme, la cavité nasale postérieure est également un 

site fréquemment colonisé par S. aureus (Baur et al. 2014).  

Pour pouvoir lutter contre la clairance nasale et établir une colonisation stable, la bactérie doit adhérer 

au mucus ou aux récepteurs exprimés à la surface des cellules de la muqueuse nasale. S. aureus dispose 

alors d’un large éventail de molécules d’adhésion parmi lesquelles on distingue les adhésines d’origine 

protéique et le molécules d’adhérences non protéiques représentées par les acides téchoïques. 

 

Adhésion de S. aureus à la muqueuse nasale 

 

1. Adhésines d’origine protéique 

Principal moyen d’adhésion de S. aureus, la production de protéines d’adhésion appelées adhésines 

est principalement régulée par le système agr (« accessory gene regulator »), régulateur central du 

métabolisme de S. aureus. Le système agr va être activé par un peptide d’auto-induction dont la 

concentration augmentera avec la densité bactérienne. C’est ce système de « quorum sensing » qui va 

contrôler le passage d’une forme adhésive vers une forme plus virulente de la bactérie. Une étude a 

montré que le système agr n’est pas transcrit au cours de la colonisation nasale persistante (Burian et 

al. 2010). L’hémoglobine qui peut être présente à haute concentration dans la cavité nasale a également 

la capacité d’inhiber le système agr (Pynnonen et al. 2011).  

Les protéines d’adhésion peuvent être classées en deux grands groupes : les CWA (« cell wall-

anchored proteins ») qui sont des adhésines ancrées à la paroi et les SERAMs (« secreted expanded 

repertoir adhesive molecules ») qui vont être sécrétées par la bactérie. Les principales protéines 

d’adhésions de S. aureus pouvant interagir avec les cellules épithéliales et les composés de la matrice 

extracellulaire sont listées dans le Tableau 4.  
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Tableau 4. Principales protéines d’adhésion de S. aureus 

Nom  Ligand cellulaire Référence 

MSCRAMMs (CWA) 

Clumping factor ClfA Fibrinogène 
Fibrine  

(McDevitt et al. 1997; 
Niemann et al. 2004) 

 ClfB Fibrinogène,  
Cytokératine 8 et 10  

(Perkins et al. 2001; O’Brien 
et al. 2002; Schaffer et al. 
2006; Wertheim et al. 2008; 
Mulcahy et al. 2012) 

Fibronectin binding 
protein  

FnBPA/B Fibronectine 
Fibrinogène 
Elastine 

(Wann et al. 2000; Roche et 
al. 2004; Burke et al. 2011) 

Serine‐aspartate repeat 
protein 

SdrC Inconnu (Corrigan et al. 2009) 

 SdrD Desmogléine 1 (Corrigan et al. 2009; 
Askarian et al. 2016) 

Serine-rich adhesin for 
platelets 

SraP Gp340 (Yang et al. 2014) 

Collagen binding protein Cna Collagen (Switalski et al. 1993) 

Elastin binding protein EbpS Elastine (Park et al. 1999) 

Bone sialoprotein 
binding protein 

Bbp Bone sialoproteine (Tung et al. 2000) 

Extracellular matrix 
binding protein 

EbhAB Fibronectine (Clarke et al. 2002) 

NEATs (CWA) 

Iron-regulated surface 
determinant 

IsdA Fibrinogène 
Fibronectine 

(Clarke et al. 2004) 

Protéines à triple hélices α (CWA) 

Protéine A Spa Facteur von 
Willebrand  

(Hartleib et al. 2000) 

Famille G5‐E (CWA) 

S. aureus surface protein SasG Fibrinogène 
Fibronectine 
Cytokératine 10 

(Roche et al. 2003; Corrigan 
et al. 2009) 

 SasX Inconnu (Li et al. 2012; Liu et al. 
2015b) 

SERAM 

Extracellular adherence 
protein 

Eap Fibrinogène 
Fibronectine 
Prothrombine 

(Palma et al. 1999) 

Extracellular matrix 
binding protein 

Emp Fibrinogène 
Fibronectine 
Vitronectine 

(Hussain et al. 2001) 

Extracellular fibrinogen 
binding protein 

Efb Fibrinogène 
C3b 

(Palma et al. 1998; Lee et al. 
2004) 

Von Willebrand factor 
binding protein 

vWbp Facteur Von 
Willebrand 

(Bjerketorp et al. 2002) 

Coagulase Coa Fibrinogène 
Prothrombine 

(McDevitt et al. 1992) 
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Adhésines protéiques ancrées à la paroi (CWA) 

Les CWA qui représentent la majeure partie des adhésines partagent des caractéristiques 

structurelles communes avec une séquence signal sur la partie N-terminal, une zone d’ancrage à la paroi 

bactérienne via la liaison covalente au peptidoglycane d’un motif LPXTG (Leu‐Pro‐X‐Thr‐Gly ou X peut 

être n’importe quel acide aminé) et un signal de tri (« sorting signal ») sur la partie C-terminal (Figure 2) 

(Foster et al. 2014). Le signal de tri est reconnu par la sortase A (codée par le gène srtA) qui permet 

l’adressage et la liaison covalente des adhésines à la paroi de S. aureus. La délétion du gène srtA va 

empêcher le ciblage et la fixation des protéines CWA à la paroi ce qui se traduit par une incapacité de 

la bactérie à coloniser de façon persistante la cavité nasale dans un modèle murin (Weidenmaier et al. 

2012). 

 
Figure 2. Classification des protéines ancrées à la paroi selon Foster et al. 
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Le stratum corneum, qui est la couche la plus superficielle de l’épithélium vestibulaire, est 

composé de kératinocytes matures (cornéocytes) qui vont exprimer une grande quantité de protéines 

comme la loricrine, la cytokératine 10, l’involucrine et la filaggrine. Ces protéines vont pouvoir être 

utilisées pour l’adhésion de S. aureus (Bibel et al. 1982; Eckhart et al. 2013). Plusieurs mécanismes 

d’adhésion ont été décrits comme pouvant être impliqués dans la colonisation nasale par S. aureus en 

favorisant l’adhésion aux protéines de la matrice extracellulaire ou aux molécules exprimées à la surface 

des cellules épithéliales. 

 

Principale famille de CWA, les MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing 

Adhesive Matrix Molecules) possèdent une forte homologie de structure. L’une d’entre elles, le 

Clumping factor B (ClfB) est capable d’interagir avec la loricrine qui est la protéine la plus abondante 

produite au niveau de l’enveloppe kératinisée des cellules épithéliales du vestibulum nasi. Cette 

interaction est primordiale pour la colonisation par S. aureus. Dans un modèle de souris déficiente pour 

la loricrine, l’adhésion de S. aureus était réduite par 80% (Mulcahy et al. 2012). De même les souches 

de S. aureus déficientes en ClfB avaient une capacité réduite de colonisation sur des modèles murins 

(Schaffer et al. 2006). Une étude d’inoculation artificielle chez l’Homme a montré une clairance plus 

rapide de la souche ΔClfB par rapport à la souche sauvage qui persiste toujours 28 jours après 

inoculation (Wertheim et al. 2008).  

Dans la même famille de protéines MSCRAMMs, les protéines SdrC et SdrD qui présentent une 

forte homologie de structure avec le ClfB, ont été décrites comme capable de se fixer aux cornéocytes 

desquamés (Corrigan et al. 2009; Askarian et al. 2016). L’interaction entre l’adhésine SraP (Serine-rich 

adhesin for platelets) de S. aureus et le récepteur cellulaire gp340 (protéine scavenger salivaire) qui a 

été observée avec les cellules A549 pourrait également jouer un rôle dans l’adhésion aux cellules 

épithéliales de la muqueuse nasale (Yang et al. 2014). 

Les protéines de liaison à la fibronectine (FnBPs) FnBPA et FnBPB sont codées respectivement 

par les gènes fbnA et fnbB (Jönsson et al. 1991). Leurs structures sont très proches de celle de ClfA. Ces 

MSCRAMMs comportent un domaine A (N1+N2+N3 sur la Figure 2) qui va avoir la capacité de se fixer 

au fibrinogène et à l’élastine (Wann et al. 2000; Roche et al. 2004; Burke et al. 2011). Si les domaines A 

des deux FnBPs ne partagent que 40% de similarité, les domaines de liaison à la fibronectine sont 

identiques à 95% : 11 répétitions de la région de fixation à la fibronectine pour le FnBPA contre 10 

répétitions pour la FnBPB (Burke et al. 2010). Cette hétérogénéité dans la nature et le niveau 

d’expression de ces gènes va se traduire par une capacité d’adhésion à la fibronectine très variable entre 

différentes souches de S. aureus (Peacock et al. 2000). C’est de façon indirecte, via l’utilisation d’un pont 

de fibronectine, que S. aureus va pouvoir interagir avec le récepteur cellulaire α5β1 qui va reconnaitre 

le motif RGD de la fibronectine fixée par S. aureus (Fowler et al. 2000). En plus de réduire la capacité 



21 
 

d’adhésion de S. aureus, les souches mutantes n’exprimant plus de FnBPs présentent également une 

diminution de leur capacité d’infection avec réduction de la mortalité dans un modèle murin (Shinji et 

al. 2011). 

Les NEAT (pour near iron transporters ) sont des adhésines dont l’expression est régulée par le 

gène fur qui est activé dans des conditions pauvres en fer (Clarke et al. 2004). Au niveau de la cavité 

nasale, le rôle dans l’adhésion de la protéine « iron-regulated surface determinant A » (IsdA) via la 

fixation du fibrinogène et de la fibronectine a été observé in vitro et in vivo avec des modèles murins 

(Clarke et al. 2006).  

De la même façon les protéines SasG et SasX, de la famille G5-E, ont la capacité de favoriser 

l’adhésion aux cellules épithéliales nasales ; la vaccination contre SasX permettant de réduire la 

colonisation nasale par S. aureus dans un modèle murin (Liu et al. 2015b). Si toutes ces protéines 

semblent impliquées dans l’adhésion de S. aureus à la muqueuse nasale, leur rôle chez l’homme n’a pas 

encore été démontré. 

Enfin, on peut citer dans la famille des protéines à triple hélices α (« three-helical bundle 

familly »), la protéine A codée par le gène spa qui est présent chez la quasi-totalité des souches cliniques 

de S. aureus. La protéine A a été décrite comme capable de se fixer au récepteur du TNF 

(TNFR1), récepteur exprimé à la surface des cellules épithéliales des voies respiratoires. L’interaction 

entre protéine A et TNFR1 pourrait jouer un rôle central dans les pneumonies staphylococciques 

(Gómez et al. 2004). Cependant, l’étude du polymorphisme du gène codant la protéine A dans une 

collection de souches isolées de volontaires sains n’a révélé aucun rôle de cette protéine dans la 

persistance de la colonisation (Van Belkum et al. 1997) 

 

Adhésines protéiques sécrétees : SERAMs 

Les SERAMs (« secretable expanded repertoire adhesive molecules ») sont des adhésines qui ne 

possèdent pas le motif LPXTG et qui sont sécrétées par S. aureus (Chavakis et al. 2005). Ces protéines 

sécrétées dans l’environnement proche de la bactérie vont pouvoir être re-capturées, via des liaisons 

faibles, à la paroi bactérienne. Plusieurs SERAMs comme l’extracellular fibrinogen binding l’extracellular 

matrix binding protein (Emp) ou l’extracellular adhesive protein (Eap) ont été décrites comme pouvant 

interagir avec le fibrinogène, la fibronectine ou la prothrombine. Il a été décrit l’Eap permettait 

l’adhésion de S. aureus sur un modèle de kératinocytes humains mais le récepteur impliqué dans cette 

adhésion n’est cependant pas décrit (Bur et al. 2013).  
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2. Adhésines non protéiques : les acides téichoïques de paroi 

Les acides téichoïques sont un composant majeur de la paroi des bactéries à Gram positif 

pouvant représenter jusqu’à 60% de sa masse. On en distingue 2 types : les acides lipotéichoïques (LTA 

ou « lipotheichoic acids ») qui sont ancrés dans la membrane plasmique et les acides téichoïques de 

paroi (WTA ou « wall teichoic acids ») liés de façon covalente au peptidoglycane (Xia et al. 2010). En 

raison de leur exposition directe à l’environnement extérieur, ces molécules vont pouvoir jouer un rôle 

dans l’interaction avec les muqueuses de l’hôte (van Dalen et al. 2020) mais sont également des cibles 

privilégiées du système immunitaire (Jung et al. 2012; Mnich et al. 2019; van Dalen et al. 2019).  

Les WTA de S. aureus sont considérés comme un facteur important d’adhésion aux cellules 

épithéliales des fosses nasales. Une étude a montré que les souches déficientes en WTA perdent leur 

capacité à coloniser les fosses nasales dans un modèle murin de « Coton Rat » (Weidenmaier et al. 

2004). Contrairement à la colonisation du vestibule nasal, les facteurs impliqués dans la colonisation des 

fosses nasales postérieures par S. aureus restent encore peu étudiés, alors que l’épithélium de type 

respiratoire de la cavité nasale postérieure constitue un environnement très différent du vestibule. Une 

étude plus récente a montré que les WTA de S. aureus peuvent interagir avec le récepteur SREC-1 

(Scavenger receptor de classe F, membre 1) qui est présent au niveau des cellules épithéliales de la 

cavité nasale postérieure chez l’Homme et le rat. Le traitement des rats avec des anticorps bloquants 

dirigés contre le récepteur SREC-1 a provoqué une diminution significative de la colonisation nasale 

jusqu’à 6 jours après inoculation (Baur et al. 2014).  

 

Internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales 

1. Réservoir intracellulaire de S. aureus au cours de la colonisation nasale chez l’Homme 

Longtemps considéré comme une bactérie uniquement extracellulaire, la capacité de S. aureus 

à envahir des cellules phagocytaires non professionnelles (NPPCs) comme les ostéoblastes, les 

fibroblastes, les kératinocytes, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales est maintenant 

largement reconnue (Strobel et al. 2016). Si le rôle de ce réservoir dans la persistance de la colonisation 

nasale reste à démontrer, la présence de S. aureus intracellulaire au sein de la muqueuse nasale a été 

observée dans un premier temps chez des patients souffrants d’une pathologie inflammatoire 

chronique de la muqueuse nasale, la rhino sinusite chronique avec ou sans polypose (Tableau 5) 
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Tableau 5. Synthèse des études sur la prévalence du portage intracellulaire nasal de S. aureus chez les 
sujets atteints de RSC 

Etude 
Patients avec 
rhino sinusite 
chronique (n) 

Prévalence de SA 
intracellulaire 

Observations 

(Plouin-Gaudon et al. 2006) 27 62,9% (n=17) 
Taux d’échec thérapeutique de la RSC plus 
élevé chez les porteurs intracellulaires 

(Corriveau et al. 2009) 31 32,3% (n=10) 
3 patients (/9) sans rhino sinusite chronique 
avec S. aureus intracellulaire 

(Sachse et al. 2010) 30 56,7% (n=17) 
Aucun patient (/10) sans rhino sinusite 
chronique avec S. aureus intracellulaire 

(Tan et al. 2012) 36 55,6% (n=20) 
Aucun patient (/8) sans rhino sinusite 
chronique avec S. aureus intracellulaire 

(Tan et al. 2013) 51 39,2% (n=20) 
Plus haut risque d’échappement 
thérapeutique tardif de la RSC chez les 
sujets avec réservoir intracellulaire. 

(Kim et al. 2013) 31 58,1% (n=18) 
1 patient (/9) sans rhino sinusite chronique 
avec S. aureus intracellulaire 

(Ou et al. 2016) 40 65,0% (n=26) 
3 patients (/8) sans rhino sinusite chronique 
avec S. aureus intracellulaire 

(Ou et al. 2017) 34 76,5% (n=26) 
Détection de S. aureus intracellulaire à 
différents temps malgré une tentative de 
décolonisation nasale 

Total 280 55,0% (n=154) 
7 patient (/44) sans rhino sinusite chronique 
avec S. aureus intracellulaire 

 

Dans cette population ce réservoir intracellulaire est plus fréquemment retrouvé chez les 

patients souffrant de rhino sinusite chronique sans polypose nasale comparativement à ceux présentant 

des polypes (Ou et al. 2016). Dans cette étude, les auteurs décrivent une infiltration par des cellules 

inflammatoires chez les patients présentant un réservoir intracellulaire de S. aureus qui ne semble pas 

être associée à une aggravation des symptômes cliniques ni à un risque accru d’échec thérapeutique. 

Cette dernière observation est cependant en contradiction avec celles faites par d’autres auteurs qui 

suggèrent que le réservoir intracellulaire de S. aureus serait à l’origine d’un taux d’échecs 

thérapeutiques et de rechutes plus importants (Corriveau et al. 2009; Tan et al. 2013). Dans ces études 

centrées sur la rhino sinusite chronique, Il est intéressant de noter la présence de S. aureus en 

intracellulaire parmi les patients sains issus des bras contrôles (Tableau 5). Ainsi, avec de très faibles 

nombres d’individus étudiés, les prévalences de S. aureus intracellulaire mesurées en population saine 

sont très variables, pouvant aller de 0% (0/10) (Sachse et al. 2010) à 37,5% (3/8) (Ou et al. 2016), avec 

une moyenne de 16% (7/44). Une étude en microscopie confocale de biopsies de la muqueuse nasale 

de volontaires sains a montré que la prévalence de S. aureus intra muqueux dans le vestibulum nasi était 

de 55,5% chez des porteurs persistants de S. aureus (10/18)(Hanssen et al. 2017). Dans cette étude, la 

bactérie a été observée dans différentes couches de la muqueuse mais c’est au niveau du stratum 

corneum (composé de kératinocytes matures) que la majorité des observations a été faite (Figure 3). 
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Figure 3. Localisation intra tissulaire de S. aureus sur biopsie nasale par Hanssen et al. 

La prévalence exacte de S. aureus en intracellulaire chez les porteurs est encore approximative 

en raison des effectifs faibles de volontaire inclus dans les études. A ce jour, aucune étude de grande 

échelle n’a été conduite et l’observation de S. aureus en intracellulaire in vivo ou ex vivo est encore 

difficile à effectuer en pratique courante. Or, si l’adhésion est la première étape nécessaire à la 

colonisation nasale, l’invasion cellulaire pourrait jouer un rôle central dans la persistance du portage. 

 

2 Mécanismes moléculaires d’internalisation de S. aureus 

Différentes voies d’internalisation ont été décrites, certaines faisant intervenir des protéines de 

S. aureus décrites comme participant à l’adhésion cellulaire. Nous allons détailler dans ce paragraphe 

les différents facteurs bactériens impliqués dans l’invasion par S. aureus. 

 

Protéines de liaison à la fibronectine (FnBPs) 

Plusieurs études ont montré que les protéines de liaisons à la fibronectine (FnBPs) ont un rôle 

majeur dans l’internalisation de S. aureus dans les cellules phagocytaires non-professionnelles (Josse et 

al. 2017). L’interaction des FnBPs de S. aureus avec l’intégrine cellulaire α5β1 via les molécules de 

fibronectine cellulaire est considérée comme la principale voie d’internalisation de S. aureus dans la 

cellule eucaryote (Tran Van Nhieu et Isberg 1993). Les souches n’exprimant pas les FnBPs (Δfnb) ont un 

niveau d’internalisation très fortement diminué dans les NPPCs in vitro (Fowler et al. 2000). Il est estimé 

qu’une FnBP peut fixer entre 6 et 9 molécules de fibronectine qui sont capables de recruter plusieurs 

intégrines α5β1 à la membrane cellulaire pour activer une cascade de réactions intracellulaires 

aboutissant à l’internalisation de la bactérie (Figure 4) (Bingham et al. 2008; Josse et al. 2017). 
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Figure 4. Voie FnBPs‐Fn‐intégrine α5β1 impliquée dans l’adhésion et l’internalisation de S. aureus 

d’après Morgene M. Fedy (Thèse d’Université 2018) 

 

Ce processus d’internalisation est engagé en faisant intervenir la protéine ILK (Integrin Linked Kinase) 

associé au récepteur α5β1 (Lee et al. 2011b; Sayedyahossein et al. 2015) qui va elle-même pouvoir 

activer différentes protéines intracellulaires et notamment la protéine FAK (« Focal Adhesion Kinase ») 

et la tyrosine kinase Src (Fowler et al. 2003; Agerer et al. 2005). Il va s’en suivre l’activation des protéines 

PI3K et Akt (Oviedo-Boyso et al. 2011; Wang et al. 2013) qui va permettre le réarrangement du 

cytosquelette d’actine (Selbach et Backert 2005). La cellule va émettre des pseudopodes autour de la 

bactérie en vue de l’internaliser au sein d’un endosome formé à partir d’un fragment de membrane 

cytoplasmique sur lequel S. aureus est fixé (Figure 5) (Hauck et Ohlsen 2006). 

 

Figure 5. Visualisation par microscopie électronique de l’endocytose de S. aureus par Agerer et al. 

 
L’internalisation de S. aureus est donc par un mécanisme actif de la cellule hôte. L’inhibition de la 

mobilisation de l’actine par la cytochalasine D entraine une très forte diminution de l’entrée cellulaire 
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de la bactérie (Ellington et al. 1999; Sinha et al. 1999; Mempel et al. 2002). Une étude a également 

montré une diminution de l’internalisation de S. aureus lorsque que les cellules sont incubées à une 

température plus basse ce qui s’explique par une diminution de la fluidité de la membrane cellulaire et 

de la mobilité du cytosquelette d’actine (Sinha et al. 1999).  

Si la voie d’internalisation qui utilise le récepteur α5β1 est la plus étudiée, des voies « secondaires » ont 

également été décrites dans la littérature. Une étude a montré que les FnBPs de S. aureus qui peuvent 

interagir avec la heat shock proteins 60 (Hsp60) cellulaire (Dziewanowska et al. 2000). Initialement 

décrite comme molécule chaperonne associée à la matrice mitochondriale, Hsp60 a également été 

observée au niveau de la membrane cytoplasmique (Belles et al. 1999). L’interaction entre l’adhésine 

FnBP et la protéine Hsp60 a alors été décrite comme pouvant aboutir à l’internalisation de la bactérie ; 

le pré-traitement de cellules épithéliales avec de Ac bloquant Hsp60 réduisait très significativement 

l’internalisation de S. aureus (Dziewanowska et al. 2000). Les auteurs ont suggéré que le récepteur 

Hsp60 serait un corécepteur de l’intégrine α5β1 et favoriserait la formation de complexes entre les 

FnBPs et l’intégrine α5β1 liée à la fibronectine cellulaire pour déclencher l’internalisation de la bactérie 

selon le processus décrit précédemment (Figure 6). Cependant un rôle direct du recepteur, capable 

d’induire son propre signal cellulaire d’internalisation de la bactérie, n’est pas à exclure : une étude a 

montré que la protéine Hsp60 est capable de contrôler l’activité de Src (Abdel-Ghany et al. 1990). 

 

 
Figure 6. Modèles du rôle potentiel de corécepteur pour Hsp60 d’après Dziewanowska et al. 

 

Autres MSCRAMMS  

En dehors des FnBPs, d’autres MSCRAMMs ont été décrites comme impliquées dans 

l’internalisation de S. aureus dans les cellules phagocytaires non professionnelles. 

Une étude a montré que le ClfA peut interagir avec l’Annexine A2 des cellules épithéliales mammaires 

bovine MAC-T (Ashraf et al. 2017). La co-localisation du complexe formé par ces deux molécules au 

niveau de la membrane plasmique a été observée par microscopie confocale et ce complexe était 

ensuite transporté dans le cytoplasme. Les auteurs ont suggéré que cette interaction pourrait favoriser 
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l’internalisation de S. aureus. Hors contexte de l’internalisation de S. aureus, l’Annexine A2 présente un 

rôle majeur dans la migration cellulaire et la cicatrisation. Des expériences in vitro sur cellules primaires 

épithéliales nasales ont montré que son expression était diminuée dans un contexte inflammatoire 

(traitement par IL-4 ou par une combinaison d IFN-γ et de TNF) (Wise et al. 2013). Cependant comme 

pour Hsp60, il est possible que l’Annexine A2 agisse comme un corécepteur de l’intégrine α5β1.  

Une étude récente a montré que la protéine SraP peut interagir avec la gp340 exprimée par les cellules 

A549 et que l’utilisation de souches ΔSraP ou l’utilisation d’un anticorps bloquant anti-SraP réduit 

l’adhésion et l’internalisation de S. aureus de moitié (Zhou et al. 2021). De nombreux récepteurs 

cellulaires impliqués dans l’adhésion de S. aureus (Cf paragraphe « Adhésion de S. aureus à la muqueuse 

nasale ») pourraient jouer un rôle de corécepteurs ou avoir une action dans l’internalisation de S. aureus 

mais les études des mécanismes moléculaires sont souvent incomplètes ou absentes. 

 

Autres protéines pouvant avoir un rôle dans l’internalisation de S. aureus 

Les autolysines sont des protéines liées de façon non covalente à la surface des bactéries qui 

possèdent des fonctions métaboliques (hydrolyse du peptidoglycane) et participent à la formation du 

biofilm (Biswas et al. 2006). L’autolysine A (AtlA) est une adhésine qui ne fait pas partie de la classe des 

MSCRAMM mais qui va être impliquée dans l’internalisation de S. aureus dans la cellule hôte. 

L’internalisation de S. aureus était significativement réduite chez les souches mutées au niveau du gène 

atlA (Hirschhausen et al. 2010). Dans un modèle de cellules endothéliales EA.hy 926, les auteurs ont 

montré que la protéine Hsc70 (heat shock cognate 70) peut se lier à l’AtlA et permettre l’internalisation 

de S. aureus. De plus, AtlA qui est capable de se fixer à la fibronectine, pourrait se substituer aux FnBPs 

ou agir comme un corécepteur de l’intégrine α5β1 dans un mécanisme mettant en jeu l’intervention de 

FAK-Src ainsi que de PI3K-Akt (Schlesier et al. 2020). Une étude a montré que l’AtlE exprimée par S. 

epidermidis possède les mêmes caractéristiques et peut favoriser l’internalisation via le récepteur Hsc70 

(Hirschhausen et al. 2010; Schlesier et al. 2020). 

La protéine Tet38 qui est connue pour son rôle de pompe à efflux qui induit une résistance à la 

tétracycline a été décrite comme impliquée dans la colonisation cutanée chez la souris. Le niveau de 

colonisation des souris était divisé par 5 avec les souches ΔTet38 (Truong-Bolduc et al. 2014). La même 

équipe a ensuite démontré l’implication de Tet38 dans l’internalisation de S. aureus dans les cellules 

épithéliales (Truong-Bolduc et al. 2015). Les auteurs ont utilisé des souches ΔTetR21 qui expriment 5 

fois plus de protéines Tet38. Le régulateur TetR21 (tetracycline regulator 21) a pour fonction de réduire 

l’expression de Tet38 en se fixant sur son promoteur. Les souches ΔTetR21 avaient un niveau de 

résistance à la tétracycline multiplié par 8 et un taux d’internalisation de S. aureus multiplié par 2. Une 

étude similaire a montré que les souches ΔTet38 ont un niveau d’internalisation 6 fois inférieur à celui 
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des souches sauvages sur cellules A549. Enfin, les auteurs ont identifié le récepteur scavenger CD36 

comme un ligand de Tet38 (Truong-Bolduc et al. 2017). 

Les Lpls (Lipoprtein-likes proteins) qui sont encodées par les gènes de l’ilot νSaα ont été décrites 

comme impliquées dans l’internalisation de S. aureus (Nguyen et al. 2015). Les auteurs ont montré que 

la délétion des 10 lipoprotéines d’une souche appartenant au pulsotype USA300 entraine une 

diminution significative de l’internalisation de la bactérie dans NPPCs (kératinocytes primaires) et de la 

virulence dans un modèle d’abcès rénal murin. Ces lipoprotéines partagent toutes une grande similarité 

et sont très répendues chez les souches de S. aureus isolées chez l’Homme. Par la suite, les travaux de 

cette équipe ont permis d’identifier les protéines Hsp90 (heat shock protein 90 α et β) comme cible 

directes des Lpls (Tribelli et al. 2020). Si l’expression de l’isoforme Hsp90α va être induite par le stress 

cellulaire et notamment par la chaleur, l’expression de Hsp90β est ubiquitaire (Zuehlke et al. 2015). 

C’est la pré-incubation de cellules HaCaT à 39°C qui provoque une surexpression de Hsp90α et une 

augmentation du nombre de S. aureus en intracellulaire (Tribelli et al. 2020). Les auteurs ont également 

montré que l’incubation des cellules avec un anticorps bloquant anti-Hsp90 diminue par 5 

l’internalisation de S. aureus et que le « silencing » du gène HSP90α avec un RNA inhibiteur diminue par 

2 l’internalisation. Au contraire, aucun effet mesurable du silencing de Hsp90β n’a été observé dans 

cette étude (Tribelli et al. 2020). 

Enfin, l’Eap (Extracellular adherence protein), qui est une protéine secrétée se liant de façon 

non covalente à la paroi de S. aureus, a été décrite comme impliquée dans les processus 

d’internalisation des cellules HaCaT et des fibroblastes HEL (Haggar et al. 2004; Bur et al. 2013). Une 

étude a montré que l’utilisation d’Eap recombinante permet l’adhésion et l’internalisation d’espèces 

bactériennes normalement incapables de pénétrer à l’intérieur des NPPCs telles que Staphylococcus 

epidermidis, Staphylococcus lugdunensis et Escherichia coli (Bur et al. 2013). Si l’internalisation via Eap 

nécessite la mobilisation active du cytosquelette d’actine, le récepteur d’entrée et la cascade de 

signalisation mise en jeu sont inconnus.  

Enfin, en dehors des NPPCs, il est intéressant de noter qu’une étude a montré que la protéine SEB 

(staphylococcal enterotoxin B) favorise l’internalisation de S. aureus dans les mastocytes de la 

muqueuse nasale (Hayes et al. 2019).  

 

3. Devenir du S. aureus intracellulaire 

Survie et échappement phagosomal 

Comme décrit dans le paragraphe dédié à la physiologie de l’internalisation, l’entrée de S. aureus se fait 

au sein d’une vacuole d’endocytose, l’endosome, qui est formé à partir de la membrane cytoplasmique 

de la cellule hôte et qui est de nature très similaire aux phagosomes observés dans les phagocytes 
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professionnels. La phagocytose est un processus fondamental de l’immunité innée permettant aux 

cellules de capturer et d’éliminer des éléments exogènes comme les bactéries (Chen et al. 2015b). Que 

ce soit dans les phagocytes professionnels ou des NPPCs, le devenir naturel du phagosome est de 

fusionner avec le lysosome, on parle alors de phagolysosome dont l’environnement acide, riche en 

enzymes hydrolytiques, va entrainer la destruction de son contenu (Flannagan et al. 2009). Les produits 

issus de cette digestion pourront être réutilisés par la cellule ou seront exportés par exocytose. 

Cependant, certains pathogènes, dont fait partie S. aureus, sont capables d’échapper à ce processus et 

de survivre dans la cellule hôte (Horn et al. 2017). Plusieurs mécanismes ont été étudiés pour expliquer 

la survie intracellulaire de S. aureus, mais la plupart semblent pouvoir coexister dans le temps et dans 

l’espace, mais il demeure encore beaucoup de zones d’ombres à ce sujet. La Figure 7 présente les 

différents mécanismes qui ont été décrits.  

 

Figure 7. Devenir intracellulaire de S. aureus dans les cellules phagocytaires non professionnelles 
d’après Audoux E. (Thèse d’Université, 2021) 

Une étude a montré que S. aureus est capable d’inhiber la fusion entre l’endosome et le 

lysosome et d’empêcher l’acidification du lysosome pour favoriser la réplication de la bactérie dans 

l’endosome (Jubrail et al. 2016). D’autres études ont montré que S. aureus peut survivre dans 

l’environnement acide des phagolysosomes (Flannagan et al. 2018). L’acidité des vésicules contenant S. 

aureus, pourrait entrainer des modifications de la membrane bactérienne ainsi que l’expression de 

facteurs de virulence via l’activation du système agr (Shompole et al. 2003; Weinrick et al. 2004). Cette 

survie dans les phagolysosomes pourrait alors être liée à la production par S. aureus de molécules 

comme l’uréase, l’ammoniac, le nitrite et la nitrate réductase (Zhou et al. 2019) et à une maturation 
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incomplète du phagolysosome car l’activation de certaines hydrolases centrales dans la digestion 

lysosomale est dépendante du pH acide (Tranchemontagne et al. 2016). 

Si la survie phagosomale est une première étape cruciale au devenir intracellulaire de S. aureus, 

un autre mécanisme essentiel pour la multiplication de la bactérie est l’échappement du phagosome. 

La sortie du phagosome est un mécanisme qui concerne la quasi-totalité des souches des S. aureus 

étudiées (Strobel et al. 2016). Cette sortie dans le cytoplasme cellulaire peut être observée à la fois dans 

des NPPCs (cellules épithéliales, endothéliales…) et dans des phagocytes professionnelles comme les 

macrophages THP-1 (Grosz et al. 2014). L’échappement phagosomal fait intervenir des facteurs de 

virulence de S. aureus dont l’expression est contrôlée par le système de régulation agr. Une étude a 

montré que le système agr est fortement actif avant la sortie des bactéries dans les cytoplasmes et que 

les souches Δagr ont une capacité d’échappement phagosomal très réduite (Chi et al. 2014; Strobel et 

al. 2016). Le premier facteur de virulence qui pourrait être impliqué dans cette sortie du phagosome 

est l’hémolysine alpha (Hla), toxine sous contrôle du système agr, capable de former des pores dans les 

membranes cellulaires (Jarry et al. 2008). Des auteurs ont montré que Hla est capable d’inhiber l’activité 

du phagolysosome en formant des pores dans la paroi de la vésicule permettant ainsi d’en neutraliser 

le contenu (Mestre et al. 2010). Cette hypothèse est cependant fortement controversée et serait au 

mieux dépendante du type cellulaire et de la concentration d’Hla pouvant être libérée dans le 

phagosome (Lâm et al. 2010). Certaines études décrivent l’implication des phenol‐solubles modulins 

(PSMs) qui sont également des toxines sous contrôle du système agr ; la délétion des PSMs (α et β) 

inhibant alors l’échappement phagosomal (Siegmund et al. 2021). Une étude a cependant montré que 

la production des PSMs n’était pas suffisante à la sortie de la bactérie du pahgosome, mais nécessitait 

la co-expression de la phospholipase β-toxine et de la δ-toxine (Giese et al. 2011). Ces observations sont 

en opposition avec les résultats d’une étude plus récente soutenant que l’évasion phagosomale 

nécessite la production de PSMα sans rôle apparent des PSMβ, de la β-toxine et de la δ-toxine (Grosz et 

al. 2014). D’autres toxines, comme la toxine de Panton-Valentine (PVL), ont été décrites comme 

impliquées dans l’échappement phagosomal des macrophages (Münzenmayer et al. 2016) et des 

kératinocytes (Chi et al. 2014). Si beaucoup de ces résultats semblent contradictoires, il est important 

de noter que les mécanismes de survie et d’échappement phagosomal de S. aureus sont influencés par 

de nombreux paramètres et notamment par le type cellulaire et les souches étudiées (Strobel et al. 

2016). 

Il a été observé que S. aureus peut induire une forte activation de l’autophagie (Schnaith et al. 

2007; Neumann et al. 2016). La réponse autophagique de la cellule à l’internalisation de S. aureus va 

aboutir à la formation d’un autophagosome dont l’évolution normale est la fusion au lysosome pour 

destruction et élimination du contenu intra vésiculaire. Cette fois-ci encore S. aureus est capable d’en 

échapper, les mécanismes déjà décrits précédemment pouvant à nouveau être impliqués dans la 
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subversion de l’autophagie. Il reste cependant beaucoup de questions sans réponse à ce niveau mais 

que ce soit après échappement du phagosome et/ou de l’autophagosome, il semble que S. aureus va 

pouvoir se retrouver libre dans un environnement riche lui permettant de se multiplier : le cytoplasme 

cellulaire (Neumann et al. 2016). 

 

Small Colony Variants (SCV) 

 Un phénomène associé à l’internalisation de S. aureus est l’existence d’un phénotype bactérien 

très particulier : les Small Colony Variants (SCV). Les SCV sont une forme quiescente de la bactérie qui 

apparait en réponse à des conditions de survie difficiles comme la privation en nutriments, la présence 

d’antibiotiques ou de peptides antimicrobiens cationiques (Proctor et al. 2014). Ces SCV présentent une 

sensibilité diminuée aux antibiotiques (Garcia et al. 2013) et vont induire une réponse réduite aux 

défenses de l’hôte (Tuchscherr et al. 2010) qui vont limiter l’élimination de S. aureus. La capacité de 

survie in vitro des SCV dans les cellules endothéliales a rapidement fait émettre l’hypothèse que ce 

phénotype pourrait être à la base de la persistance de certaines infections à S. aureus (Balwit et al. 

1994). En culture sur gélose le phénotype de SCV se caractérise par la présence de petites colonies (10 

fois plus petites que les colonies classiques), non pigmentées et ne présentant pas ou très peu 

d’hémolyse. Ce phénotype est secondaire à d’importants changements dans le métabolisme de S. 

aureus impliquant une augmentation de l’expression de facteurs d’adhésion concomitante à une 

réduction importante des facteurs de virulence de S. aureus (Kahl et al. 2005; Tuchscherr et al. 2010). 

Si la forte expression des facteurs d’adhésion va permettre une meilleure absorption par les cellules 

hôtes (Sendi et Proctor 2009), l’apparition de SCV semble également favorisée lorsque S. aureus est 

présent à l’intérieur même du compartiment intracellulaire (Vesga et al. 1996). L’environnement hostile 

du phagosome pourrait être à l’origine de l’induction du phénotype SCV et l’épaississement de la paroi 

bactérienne observé chez les SCV pourrait avoir un rôle dans la survie phagosomale. La voie de 

signalisation SigB est surexprimée chez les SCV et les souches délétées en SigB sont incapables de former 

des SCV (Tuchscherr et al. 2015). Sur culture d’ostéoblastes, en quelques jours les souches ΔSigB sont 

complètement éliminées du compartiment intracellulaire et cet effet est complètement réversible 

lorsque les souches de S. aureus sont re-complémentées avec SigB. Egalement observée in vivo (Moisan 

et al. 2006; Tuchscherr et Löffler 2016), la surexpression de SigB par les SCV va influer sur deux autres 

voies de signalisations : rétrocontrôle positif de le la voie SarA qui régule l’expression d’adhésines et la 

formation de biofilm et rétrocontrôle négatif de l’agr et donc de l’expression de facteurs de virulence 

(Tuchscherr et al. 2015). Alors que les SCV semblent plus adaptées à la survie initiale dans le phagosome 

et à la survie intracellulaire au long terme (Tuchscherr et al. 2020), un changement de phénotype avec 
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expression des facteurs de virulence sous contrôle agr pourrait être nécessaire à l’échappement 

phagosomal et à la multiplication de S. aureus dans la cellule. 

 

Mort cellulaire et chronicité de l’infection/colonisation 

Les expériences in vitro d’infections de modèles cellulaires ont montré que le réservoir 

intracellulaire de S. aureus était capable d’induire la mort des cellules hôtes avec libération de bactéries 

viables pouvant envahir les cellules voisines. Une étude a montré que les colonies de S. aureus reléguées 

par des NPPCs mourants (ostéoblastes primaires) étaient capables de réinfecter de nouvelles cellules 

suggérant ainsi que ce mécanisme pourrait être à l’origine de la récidive de certaines infections osseuses 

en apparence guéries (Ellington et al. 2003). Plus récemment, sur un modèle de culture de mastocytes 

HMC-1, les auteurs ont observé une multiplication de S. aureus dans ces cellules phagocytaires 

conduisant à la rupture des cellules infectées et à la libération de bactéries viables dans l’espace péri-

cellulaire (Hayes et al. 2019). Pour induire la mort cellulaire les bactéries doivent être capables 

d’exprimer leurs facteurs de virulence. Les souches Δagr et ΔsarA étaient incapables de déclencher 

l’apoptose cellulaire (Wesson et al. 1998; Haslinger-Löffler et al. 2005). L’hémolysine α (Hla) et la toxine 

de Panton Valentine (PVL) ont été décrites comme capables d’induire la mort de cellules endothéliales 

et de kératinocytes respectivement (Menzies et Kourteva 2000; Chi et al. 2014). Ces processus sont à la 

fois complexes et non clairement élucidés. Les différentes formes de mort cellulaire (apoptose, nécrose, 

pyroptose) sont dépendantes aussi bien des types de cellules et de souches utilisées (Soe et al. 2021).  

Pour conclure ce chapitre, le rôle du réservoir intracellulaire dans le cadre de la persistance du 

portage nasal de S. aureus est encore à prouver. Cependant, son existence pourrait constituer un 

véritable sanctuaire pour la bactérie. Ce réservoir dormant de bactéries serait un véritable cheval de 

Troie pour S. aureus, à l’abri du système immunitaire, des traitements antibiotiques et capable de 

resurgir au moment propice (Krezalek et al. 2018). Ce réservoir pourrait alors expliquer (au moins en 

partie) les échecs de décolonisation ainsi que les recolonisations précoces observées avec les stratégies 

actuelles de décolonisation (Cf paragraphe décolonisation). Sur modèle de souris il a été démontré que 

le traitement par vancomycine était capable d’éradiquer les bactéries planctoniques sans effet sur les 

staphylocoques intracellulaires qui conservaient toutes leurs virulence (Lehar et al. 2015). Des 

alternatives thérapeutiques capables d’agir sur les bactéries intracellulaires, ou d’empêcher la 

réimplantation nasale de S. aureus, sont déjà à l’étude et des solutions efficaces pourraient être trouver 

en étudiant la flore nasale des patients non porteurs de S. aureus.  
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Chapitre 3 : Interactions avec la flore nasale 

 

Le rapport entre santé et microbiote est avéré, le nombre d’étude sur cette relation a explosé 

ces dernières années avec les progrès technologiques et l’avènement du séquençage haut débit (Next 

Generation Sequencing NGS) (une vingtaine d’articles par an avant les années 2000 a presque 20.000 

articles en 2021, Figure 8).  

 
Figure 8. Extraction PubMed du nombre d’articles pour la recherche microbiot* 

La technique la plus répandue pour l’étude du microbiote est la métagénomique 16S, qui repose 

sur l’amplification et le séquençage de tous les fragments d’ADN 16S obtenus dans un prélèvement. 

L’ADN 16S correspond à la séquence codant pour la petite sous-unité du ribosome des procaryotes, 

l’ARNr 16s, qui est présent dans toutes les bactéries. Ce fragment d’environ 1550 paires de bases peut 

être séquencé dans son intégralité, mais l’identification des espèces bactériennes par NGS repose sur 

le séquençage d’une ou plusieurs des 9 régions variables qui peuvent être amplifiées à l’aide d’amorces 

de PCR ciblées sur les régions conservées du 16S. Les données obtenues dans différentes études sont 

sujettes à d’importantes variabilités en rapport avec des méthodologies non standardisées et des biais 

possibles à chaque niveau du processus : différences de protocoles d’extraction, de région(s) 

séquencée(s), de protocoles d’amplification, de technologies de séquençage, de pipeline d’analyse des 

résultats et de bases de données d’alignement des séquences (Tremblay et al. 2015; Barb et al. 2016; 

Clooney et al. 2016; Fouhy et al. 2016; Siegwald et al. 2017). 

La première étude de grande envergure à utiliser des données de métagénomique 16S a inclus 

4 788 échantillons provenant de 242 individus sains (129 hommes pour 113 femmes). Elle avait pour 

objectif de faire la cartographie des niches bactériennes des grands sites anatomiques (Human 

Microbiome Project Consortium 2012). Cette étude a permis de mettre en évidence d’importantes 

variations dans la nature de la flore microbienne des différents sites prélevés ainsi qu’une grande 

hétérogénéité entre individus (Figure 9).  
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Figure 9. DPCoA du microbiote des principaux sites de colonisation bactérienne d’après le Human 
microbiome Poject Consortium 2012  

 

On observe ainsi que les flores digestive, urogénitale et orale sont très distinctes dans leur 

composition alors que la peau et la muqueuse nasale sont relativement indissociables. Ce résultat est 

cohérent, les prélèvements nasaux ont été réalisés au niveau du vestibulum nasi qui présente un 

épithélium kératinisé semblable à celui de la peau (Human Microbiome Project Consortium 2012).  

 

Microbiote nasal 

 

La similarité entre la flore cutanée et la flore nasale est depuis bien longtemps documentée 

(Grice et al. 2009; Frank et al. 2010; Human Microbiome Project Consortium 2012). Chez 12 patients 

sains, la comparaison du microbiote de prélèvements étagés de la cavité nasale (AN : vestibule, MM : 

méat moyen et SR : récessus sphéno-ethmoïdal) a montré que la flore qui colonise les fosses nasales 

antérieures (AN) diffère sensiblement de la flore de la cavité nasale postérieure (MM et SR) (Figure 10) 

(Yan et al. 2013).  
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Figure 10. DPCoA du microbiote de différents étages de la cavité nasale d’après Yan et al. 

 

Dans cette étude les auteurs ont observé une diversité plus faible (index de diversité de 

Shannon) au niveau du vestibule que dans les fosses nasales postérieures en lien avec une plus grande 

proportion d’actinobactéries et de firmicutes. Avec un épithélium de type respiratoire, la cavité nasale 

postérieure abriterait une flore de transition entre celle du vestibule et celle de la flore orale (plus forte 

abondance de streptocoques) et respiratoire supérieure (plus riche en protéobactéries dont les 

Branhamella notamment) (Costello et al. 2009; Lemon et al. 2010). On considère que la cavité nasale, 

dans sa globalité, est ainsi dominée par 3 grands phylums bactériens avec environ 50% 

d’actinobactéries, 25% de firmicutes et 20% de protéobactires (Lemon et al. 2010; Human Microbiome 

Project Consortium 2012; Yan et al. 2013; Bessesen et al. 2015).  

En métagénomique 16S, les Operational Taxonomic Unit (OTU) correspondent à un groupe de 

séquences qui partagent une homologie de séquences supérieure ou égale à un seuil défini 

généralement à 97%. Pour Yan et son équipe, les 10 principaux OTU représentaient environ 80% des 

séquences obtenues ce qui, malgré un nombre limité de patients, souligne l’importance de certaines 

bactéries dans la constitution du microbiote nasal de base. De plus, chez un individu donné, lorsque 

qu’une flore est dominée par un organisme ce dernier est généralement présent au niveau des 

différents sites de la cavité nasale (Yan et al. 2013; Kaspar et al. 2016). En ce qui concerne les profils 

microbiens le sexe, la consommation de tabac ou de l’âge ne semblent pas induire de changements 

significatifs (Wos-Oxley et al. 2010; Camarinha-Silva et al. 2012). Cependant, il faut noter qu’une étude 

a montré que la densité bactérienne observée chez les femmes est deux fois plus faible que chez 

l’homme (Liu et al. 2015a). En dehors de circonstances particulières comme l’administration 

d’antibiotiques, de corticoïdes et de vaccin ou en cas d’infections virales (Ramakrishnan et al. 2018; Ding 
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et al. 2019), la composition du microbiote nasal reste relativement stable sur des échelles de temps de 

de 4 à 6 mois (Costello et al. 2009; Frank et al. 2010). Une étude a montré que les variations climatiques 

survenant entre les périodes hivernales et estivales étaient la cause de changements significatifs dans 

la composition du microbiote nasal (Camarinha-Silva et al. 2012). Certains facteurs intrinsèques comme 

le développement pubertaire peuvent entrainer une transformation majeure du microbiote nasal et 

cutané (Oh et al. 2012). On distingue ainsi dans cette étude, deux groupes de communautés de 

microbiote nasal distincts : un groupe associé à l’enfance correspondant aux stades de l’échelle de 

maturité Tanner 1 à 3 (de 0 à 12-13 ans environ) et le groupe des « adultes » pour les stades de Tanner 

4 à 5. 

 

Si l’analyse des données de métagénomique 16S jusqu’au rang taxonomique du genre ne pose 

pas de soucis particulier, la très grande homologie de séquences (>97%) observée entre plusieurs 

espèces d’un même genre fait qu’un seul OTU peut contenir plusieurs espèces. L’analyse de fragments 

de 16S doit être interprétée avec la plus grande prudence possible lorsqu’il est question de descendre 

au rang de l’espèce (Johnson et al. 2019; Milani et al. 2020). Ces bases étant posées et malgré une 

grande variété interindividuelle dans la composition du microbiote nasal, les espèces appartenant au 

genre Corynebacterium, Cutibacterium (anciennement Propionibacterium) et Staphylococcus 

constituent le noyau dur du microbiote nasal (Frank et al. 2010; Human Microbiome Project Consortium 

2012; Yan et al. 2013; Kaspar et al. 2016). Ainsi, on observe chez l’adulte une prévalence de portage 

d’environ 88% pour les Corynebacterium, 83% pour Cutibacterium et 90% pour les Staphylococcus 

(Camarinha-Silva et al. 2012, 2012; Liu et al. 2015a; Kaspar et al. 2016). En terme d’abondance les 

Cutibacterium et les corynebacterium sont les genres dominants dans presque 80% des patients (Yan et 

al. 2013). L’étude du microbiote de 178 adultes sains a permis d’identifier 7 communautés bactériennes 

majeures (major nasal community state types : CST) au niveau du vestibule nasal, toutes dominées par 

une espèce ou un genre bactérien différent (Figure 11) (Liu et al. 2015a) : la CST 1 représentée par 

l’espèce S. aureus, la CST 2 représentée par les entérobactéries (Escherichia spp., Proteus spp, et 

Klebsiella spp), la CST 3 représentée par l’espèce S. epidermidis, la CST 4 représentée par le genre 

Cutibacterium, la CST 5 représentée par le genre Corynebacterium, la CST 6 représentée par le genre 

Moraxella et la CST 7 représentée par le genre Dolosigranulum. 



37 
 

 
Figure 11. CST obtenus par analyse en positionnement multidimensionnel d’après Liu et al. 

Les communautés bactériennes les plus fréquentes sont la CST4 (Cutibacterium) puis la CST3 (S. 

epidermidis) qui représentent chacune environ ¼ des patients. On retrouve ensuite le CST1 (S. aureus) 

observé chez 12,4% des individus ; les autres communautés étant bien plus rares. Dans cette étude, la 

comparaison du microbiote nasal de 89 paires de jumeaux (46 monozygotes et 43 hétérozygotes) n’a 

pas montré de rôle significatif de la génétique dans la composition du microbiote, seulement ¼ des 

jumeaux partageant le même CST, ce qui suggère que les facteurs extrinsèques et environnementaux 

ont un rôle fondamental dans la constitution de la flore (Liu et al. 2015a). Plusieurs études ont montré 

que certaines pathologies chroniques telle que la rhino sinusite chronique peuvent entrainer des 

changements profonds dans la composition du microbiote nasal. Cette pathologie inflammatoire 

chronique est associée à une dysbiose et une diminution de la richesse bactérienne locale 

(Chalermwatanachai et al. 2018; De Boeck et al. 2019). Ces altérations se traduisent par une 

augmentation de la prévalence de certaines espèces comme Escherichia coli et S. aureus alors que 

d’autres genres tel que les Cutibacterium, Corynebacterium et Dolosigranulum sont plus présents dans 

le groupe contrôle de patients sains (Feazel et al. 2012; Chalermwatanachai et al. 2018; Copeland et al. 

2018; De Boeck et al. 2019). A ce sujet, une revue de 2018 (Sivasubramaniam et Douglas 2018) souligne 

que le rôle joué par le microbiome n’est pas clairement défini mais les pathobiontes (epèces 

commensales pouvant se comporter comme des pathogènes opportunistes) pourraient jouer un rôle 

dans la physiopathologie de la rhinosinusite chronique (De Boeck et al. 2019).  

S. aureus et microbiote nasal 

 

1. Microbiote nasal des porteurs de S. aureus 

S. aureus et S. epidermidis sont les deux espèces de staphylocoques les plus fréquemment retrouvées 

au niveau de la cavité nasale (Yan et al. 2013) et peuvent représenter plus de la moitié des séquences 
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obtenues chez certains individus (Frank et al. 2010). Une grande variabilité dans l’abondance de S. 

aureus peut être observée chez les patients porteurs (Bessesen et al. 2015) avec une colonisation qui 

semble intéresser toute la cavité nasale (vestibule et fosses nasales postérieures) chez les porteurs 

persistants (6/6) (Yan et al. 2013). Aucune différence apparente entre le microbiote des patients 

colonisés par des souches de S. aureus sensibles à la méticilline et celui de patients porteurs de souches 

résistantes à la méticilline n’est décrite (Frank et al. 2010; Johnson et al. 2015). Si certaines études ne 

rapportent pas de changements significatifs dans la richesse du microbiote des patients porteurs de S. 

aureus (Yan et al. 2013), d’autres décrivent une flore 2,2 fois plus riche chez des patients non porteurs 

(Bessesen et al. 2015). Comme décrit précédemment, chez le nouveau-né en bonne santé, la 

colonisation nasale est fréquente dans les premières semaines de vie (~50%) avant que la prévalence 

ne diminue spontanément en quelques mois (Peacock et al. 2003; Andersen et al. 2012). Une étude a 

montré que les nouveaux nés porteurs de S. aureus présentent une diversité microbienne réduite et 

que la décolonisation nasale par mupirocine permet de restaurer une diversité similaire à celle des non 

porteurs de S. aureus (Khamash et al. 2018, 2019). Dans cette étude, l’augmentation de la diversité 

bactérienne après traitement est la conséquence d’une augmentation marquée de l’abondance relative 

de corynebactéries et de Rothia mucilaginosa. L’abondance relative du genre Corunebacterium passe 

ainsi de 9,2 à 29,4% et celle de l’éspèce Rothia mucilaginosa passe de 0,1 à 22,5%. Enfin en terme de 

composition, plusieurs études ont montré une corrélation négative entre Firmicutes (staphylocoques 

essentiellement) et Actinobacteria (Corynebacterium et Cutibacterium) au niveau du microbiote 

vestibulaire tandis qu’au niveau oropharyngé ce sont les Proteobacteria qui sont retrouvées en absence 

de Firmicutes (Lemon et al. 2010; Johnson et al. 2015). Ces observations suggèrent qu’il existe une forte 

compétition entre les espèces bactériennes qui colonisent la muqueuse nasale. 
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2. Interactions bactériennes au niveau de la cavité nasale 

Une revue récente s’est intéressée au commensalisme de S. aureus dans la cavité nasale et à 

ses interactions avec le reste du microbiote nasal (Krismer et al. 2017). Les auteurs décrivent 4 formes 

d’interactions qui peuvent exister entre S. aureus et les autres espèces bactériennes (Figure 12) :  

 
Figure 12. Principales formes d’interactions connues entre S. aureus et les bactéries commensales du 
microbiote nasal d’après Krismer et al. 

 
La forme la plus évidente de compétition entre bactéries va être la concurrence existant pour 

l’acquisition des nutriments présents dans l’environnement pauvre de la cavité nasale (Krismer et al. 

2014). In vitro, l’utilisation d’un milieu nasal synthétique (« Synthetic Nasal Medium ») qui contient des 

concentrations faibles en sucres, acides aminées, potassium, magnésium et phosphates, permet la 

croissance de S. aureus alors que la plupart des staphylocoques à coagule négative (CoNS) en sont 

incapables (Krismer et al. 2014). Ces résultats viennent soulever l'hypothèse que la cavité nasale ne 

pourrait être qu’un site transitoire pour les CoNS. Cependant certains métabolites peuvent servir de 

nutriments pour d’autres espèces, une synergie de ce type pourrait exister entre S. aureus et 

Corynebacterium accolens (Yan et al. 2013).  

Comme nous l’avons déjà vu la capacité d’adhésion de S. aureus est primordiale pour la 

colonisation de la muqueuse nasale et si S. aureus possède plusieurs cibles de fixation d’autres espèces 

peuvent cibler les mêmes ligands. A notre conaissance, il n’existe qu’une publication portant sur la 

compétition, entre S. aureus et les autres bactéries composant le microbiote nasal, pour l’adhérence 

cellulaire (Ménard et al. 2020). Dans cette étude des souches de S. epidermidis, C. acnes et C. alccolens, 

ont entrainées la diminution de la capacité d’adhésion et d’internalisation de deux souches de S. aureus 

sur une lignée de cellules cancereuses gingivales (Ca9-22). Toutes les souches utilisées avaient été 
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isolées de la cavité nasale de volontaires participant à l’étude (Ménard et al. 2020). Alors que les 

mécanismes d’adhésion de S. aureus sont étudiés depuis longtemps ce n’est pas encore le cas pour de 

nombreux commensaux retrouvés dans la cavité nasale et des études portant sur la compétition pour 

l’adhésion sont à développer.  

La compétition entre S. aureus et le reste du microbiote va également passer par l’induction des 

défenses de l’hôte. Ainsi la présence de S. aureus au niveau de la cavité nasale va avoir un effet pro-

inflammatoire (Hanzelmann et al. 2016) qui va induire la production par l’hôte de peptides 

antimicrobiens (Cole et al. 2001). Cependant, ce processus inflammatoire serait à l’avantage de S. 

aureus et des staphylocoques en général, qui sont moins sensibles que d’autres commensaux à ces 

peptides antimicrobiens (lysozyme, lactoferrine, CAMPs et α/β défensines par exemple) (Peschel et Sahl 

2006; Herbert et al. 2007). 

Enfin, il existe une compétition directe entre bactéries via la production de peptides 

antimicrobiens, également appelés bactériocines, et nous en verrons plusieurs exemples par la suite 

(Krismer et al. 2017). Nous allons maintenant détailler les interactions décrites dans la littérature entre 

S. aureus et différentes espèces bactériennes 

 

S. aureus et corynebactéries  

Les études sur le microbiote nasal ont mis en évidence qu’une faible abondance en 

Corynebacterium était prédictive d’une forte abondance en S. aureus (Frank et al. 2010; Liu et al. 2015a) 

et qu’à l’inverse les échantillons de patients non porteurs de S. aureus étaient riches en Corynebactéries 

(Johnson et al. 2015; Khamash et al. 2019). La probabilité d’isoler du Staphylocoque doré est ainsi 

réduite par 3 quand le niveau de Corynebacterium spp. est supérieur à 104 UFC/écouvillon et même 

réduite par 10 lorsque ce niveau dépasse 105 UFC. (Lina et al. 2003). De plus, les individus présentant 

une colonisation nasale stable avec des corynebactéries en forte concentration n’étaient jamais 

colonisés par S. aureus sur un suivi régulier de 3 ans alors que 10% des sujets non colonisés par S. aureus 

et corynebactéries se positivaient à S. aureus (Uehara et al. 2000). On peut également souligner le fait 

que 2 décolonisations spontanées à S. aureus sont survenues chez des patients initialement colonisés 

par un mélange de corynebactéries et de S. aureus (Uehara et al. 2000). En ce qui concerne les 

différentes espèces de corynebactéries on peut aussi bien observer des effets agoniste qu’antagoniste 

à la colonisation par S. aureus. C’est par exemple ce qui a été décrit avec la synergie qui existe entre S. 

aureus et C. accolens (Yan et al. 2013). Sans impact sur sa croissance, la co-culture de S. aureus et de C. 

striatum va induire des changements importants dans le métabolisme de S. aureus avec une réduction 

majeure de l’expression des gènes sous contrôle du système de quorum sensing agr se traduisant par 
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une activité hémolytique réduite sans impact significatif sur sa croissance (Ramsey et al. 2016). Cette 

répression du système agr s’accompagnant d’une surexpression des gènes codants pour divers facteurs 

d’adhésion exprimés in vivo au cours de la colonisation nasale, les souches de S. aureus utilisées 

présentaient une capacité accrue de fixation aux cellules épithéliales. Ces observations ont permis alors 

aux auteurs de conclure à une orientation vers le commensalisme de S. aureus forcée par la présence 

de C. striatum. Il est intéressant de noter que dans cette même étude, sur un modèle murin d’abcès 

sous cutané, la quantité de S. aureus présente au niveau de l’infection était réduite en cas de co-

infection par C. striatum (Ramsey et al. 2016). Il est important de souligner que ces interactions ne 

peuvent intéresser que certains clones très spécifiques au sein d’une espèce donnée de corynebactéries 

ou de S. aureus. Ainsi, il a été rapporté qu’un clone de Corynebacterium spp. était capable d’interagir 

seulement avec les souches de S. aureus présentant un profil agr-1 (parmi les 4 profils majeurs d’agr) 

(Lina et al. 2003). Une corrélation négative entre la présence de S. aureus et C. pseudodiphtheriticum a 

été décrite et la capacité d’inhibition de cette dernière a pu être confirmée in vitro (Yan et al. 2013). 

Dans une étude in vivo incluant 4 patients porteurs de S. aureus (dont un SARM) l’utilisation de spray 

nasal contenant une solution saline de C. pseudodiphtheriticum a permis de décoloniser complètement 

3 patients et de réduire significativement la charge de S. aureus chez un 4ème sujet porteur de SARM 

(Kiryukhina et al. 2013). Dans ce dernier cas la charge de S. aureus n’a jamais pu être négativée par le 

traitement et a re-augmenté après son arrêt. De façon contradictoire une étude de 2010 basée sur le 

pyroséquençage, rapportait que C. pseudodiphtheriticum et S. aureus pouvaient cohabiter au niveau 

nasal (Wos-Oxley et al. 2010). Cette apparente discordance pourrait être liée aux différences de 

technologies utilisées pour le séquençage 16S (le pyroséquençage étant l’une des premières 

technologies de NGS commercialisée), aux difficultés pour assigner avec précision une identification au 

niveau de l’espèce sur des fragments de 16S et à la diversité de phénotypes des souches au sein d’une 

même espèce. Une étude récente souligne qu’en fonction de la souche utilisée, l’activité bactéricide 

contact-indépendante médiée par C. pseudodiphtheriticum sur S. aureus pouvait varier entre une 

résistance complète et une haute sensibilité et ceci sans corrélation directe avec le type de profil agr 

(Hardy et al. 2019). L’activité bactéricide de C. pseudodiphtheriticum y est décrite comme liée à la 

production d’un facteur sécrété par la bactérie. Ce facteur secrété est capable de détourner à son 

avantage la production des phenol-soluble modulins (PSMs) de S. aureus conduisant à d’importants 

dégâts sur la bactérie. L’inactivation de l’agr ou la perte des PSMs conférant à S. aureus une résistance 

à l’activité bactéricide de C. pseudodiphtheriticum (Hardy et al. 2019). Enfin, l’implantation d’une 

corynebactérie, la souche Corynebacterium sp Co304, chez des sujets porteurs de staphylocoques dorés 

(MSSA et MRSA) a permis une éradication complète de la colonisation par S. aureus chez 71% d’entre 

eux (12/17) alors que l’instillation d’une solution de NaCl 0.9% ou de S. epidermidis n’avait aucun effet 

sur le portage de S. aureus (Uehara et al. 2000). Cette activité ne semblait pas liée à la production d’une 
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bactériocine mais à la plus grande capacité qu’avait la souche Co304 à se fixer au mucus comparé aux 

souches de S. aureus et S. epidermidis. S. epidermidis, qui était présent chez tous les volontaires de 

l’étude, n’a jamais été éradiqué par l’administration de Co304.  

S. aureus et autres espèces de staphylocoques  

 S. epidermidis est, avec S. aureus, l’espèce de staphylocoques la plus fréquemment retrouvée 

au niveau de la cavité nasale. Une étude de métagénomique ciblée sur le gène tuf (gène présent chez 

toutes les espèces de staphylocoques et permettant une meilleure discrimination inter espèces que le 

16S) mesure une prévalence de portage de S. epidermidis de 100%, l’abondance relative de l’espèce 

pouvant aller de 0,74 à 94,60% des séquences obtenues. Les données de microbiote semblent 

cependant mener à des observations contradictoires en ce qui concerne l’association de ces deux 

espèces. Ainsi, si certaines études peuvent rapporter que la présence de S. aureus est négativement 

corrélée à celle de S. epidermidis au niveau vestibulaire (Frank et al. 2010), d’autres décrivent une 

corrélation positive entre les deux espèces (Liu et al. 2015a; Kaspar et al. 2016). Enfin S. epidermidis 

peut également être retrouvé dans l’ensemble de la cavité nasale indépendamment du statut de 

portage à S. aureus (Yan et al. 2013). Certaines souches de S. epidermidis capables de produire la sérine 

protéase Esp font exception à cette règle car leur présence peut être utilisée comme marqueur de 

l’absence de S. aureus (Iwase et al. 2010). Les souches productrices de la protéine Esp, en plus d’inhiber 

la capacité de formation de biofilm de S. aureus, permettent l’élimination in vivo de la colonisation par 

S. aureus chez des volontaires alors que la souche de S. epidermidis isogénique ΔEsp n’en était pas 

capable. Une explication possible est que cette protéase serait capable de dégrader de nombreuses 

protéines de S. aureus dont plusieurs molécules d’adhésion (Eap, Emp, Fnb ou protéine A) ou protéines 

pouvant servir de ligand (fibronectine, fibrinogène et vitronectine entre…)(Sugimoto et al. 2013). Une 

autre explication possible à l’hétérogénéité des observations faites sur ces deux espèces pourrait être 

liée à des interactions spécifiquement liées à un type agr comme ce qui a été décrit entre les souches 

de S. aureus et certaines Corynebactéries (Lina et al. 2003). Ainsi des souches de S. epidermidis 

présentant un agr de type I, II et III pouvaient inhiber la croissance des S. aureus agr II alors que les 

souches de S. aureus agr I n’étaient sensibles qu’aux S. epidermidis agr III. Une étude de 2016 a montré 

qu’une grande proportion (86%) des 89 souches de staphylocoques testées étaient productrices de 

bactériocines (Janek et al. 2016). La majorité des S. epidermidis étaient ainsi capable d’inhiber la 

croissance de Dolosigranulum pigrum, de Moraxella catarrhalis et de Corynebacterium 

pseudodiphteriticum alors que S. aureus n’en était pas capable. Micrococcus luteus était lui sensible à 

presque toutes les souches de S. aureus mais rarement à S. epidermidis. S. epidermidis était de loin le 

plus grand producteur de bactériocines avec 96% de souches productrices alors que chez S. aureus 

seulement 52% étaient productrice de bactériocines (69% chez les autres CoNS). Si les différentes 
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souches de staphylocoques disposent d’un important arsenal pour se défendre contre le reste des 

bactéries commensales du nez, certaines souches sont capables de produire des bactériocines ciblant 

d’autres staphylocoques. C’est le cas de S. lugdunesis dont la lugdunine est hautement active contre S. 

aureus. Les individus porteurs de S. lugdunensis sont 6 fois moins à risque d’être colonisés au niveau 

nasal par S. aureus et la co-infection sur modèle murin avec des souches de S. lugdunensis capables ou 

non de produire de la lugdunine n’entrainaient une diminution du nombre de S. aureus qu’en présence 

de la souche productrice (Zipperer et al. 2016). Il est intéressant de souligner que la compétition entre 

différentes souches de S. aureus a également été explorée et notement via le rôle protecteur que 

pouvait avoir les souches sensibles à la méthicilline sur la colonisation par SARM mais les données 

bibliographiques à ce sujet sont discordantes. S’il a été décrit que le portage nasal de SASM pouvait 

réduire de 50% le risque de colonisation par du SARM chez des patients en soins intensifs (Huang et al. 

2011), d’autres équipes ne rapportent pas ce potentiel effet protecteur du SASM (Krebes et al. 2011 ; 

Landelle et al. 2014). 

 

S. aureus et lactobacillales 

 Comme S. aureus, les Lactobacillales font partie de l’ordre des Bacilli, et trois genres de 

Lactobacillales sont particulièrement intéressessant au niveau nasal : les genres Streptococcus, 

Lactobacillus et Dolosigranulum. Si les streptocoques sont fréquemment observés au niveau du 

microbiote nasal (dans les fosses nasales postérieures surtout) les lactobacilles, bien connus en 

agroalimentaire pour leurs capacités de fermentation, ne font pas partie des résidents fréquemment 

isolés de la cavité nasale. Chez les nouveaux nés non porteurs de S. aureus on observe une abondance 

relative en streptocoques significativement plus élevée que chez des nouveaux nés porteurs (S. 

salivarius, S. vestibularis, S. lactarius, S. oralis et S. mitis notamment) (Khamash et al. 2019). Dans cette 

population on observe également une plus forte présence de pathogènes comme Pseudomonas 

aeruginosa, Haemophilus influenzae et Corynebacterium diphtheriae dans les semaines qui précèdent 

la colonisation par S. aureus. Chez l’adulte une corrélation négative entre la présence de MRSA et de 

streptocoques est décrite avec une inhibition spécifique des 22 souches de MRSA de l’étude par une 

souche de S. mitis (Bessesen et al. 2015). L’addition de catalase au milieu de culture, qui a la capacité 

d’inactiver l’activité du peroxyde d’hydrogène (H2O2), permettait de lever l’inhibition de croissance de 

S. aureus par S. mitis. Des observations similaires ont été faites avec S. pneumoniae, qui est également 

une espèce productrice de H2O2, et dont la présence chez l’enfant au niveau naso-pharyngé était 

négativement associé au portage de S. aureus (Bogaert et al. 2004; Regev-Yochay et al. 2004, 2006). 

L’utilisation local de probiotiques commerciaux composés des deux souches de Streptococcus salivarius 

24SMBc et Streptococcus oralis 89a a permis une réduction fortement significative de la colonisation 
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nasale par S. aureus immédiatement après traitement (De Grandi et al. 2019). Un mois après traitement 

ces deux espèces de streptocoques restaient bien implantées dans le microbiote nasal des patients.  

Utilisés depuis de nombreuses années comme probiotiques, les lactobacilles sont de grands 

pourvoyeurs de bactériocines dont l’activité peut concerner un grand nombre de pathogènes : 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, 

S. aureus… (Darbandi et al. 2022). La présence de L. gasseri, qui est peu fréquente au niveau nasal, s’est 

révélée être fortement associée à l’absence de colonisation nasale par S. aureus (Bessesen et al. 2015) 

mais la cavité nasale ne semble pas être un environnement favorable au développement des 

lactobacilles. Une utilisation comme probiotique pourrait donc avoir un effet limitée car l’implantation 

de lactobacilles dans la cavité nasale semble difficile. En revanche, l’utilisation de bactériocines 

produites par ces bactéries pourrait avoir un intérêt thérapeutique dans le traitement de la colonisation 

nasale par S. aureus. La nisine F (peptide capable de former des pores dans la membrane d’autres 

bactéries) est une bactériocine produite à partir de souche de L. lactis a pu être utilisée avec succès 

pour traiter une infection péritonéale dans un modèle murin (Brand et al. 2010).  

Comme rapporté par de nombreuses études, le plus important paramètre prédicteur de 

l’absence de colonisation nasale par S. aureus est la présence d’une autre espèce de l’ordre des 

Lactobacillales : Dolosigranulum pigrum seule espèce connue du genre Dolosigraulum (Wos-Oxley et al. 

2010; Camarinha-Silva et al. 2012; Yan et al. 2013; Liu et al. 2015a; Khamash et al. 2019). La présence 

de D. pigrum dans la flore nasale est fréquemment associée à un microbiote qualifié de sain et a été 

décrite comme associée à une diminution du risque d’otite récurrente chez l’enfant (Lappan et al. 2018). 

Décrite pour la première fois en 1993, cette bactérie de culture difficile, possède un petit génome de 

1,9Mb dont la stabilité observée sur ces 20 dernières années (Flores Ramos et al. 2021) signe une 

adaptation à l’hôte typique des bactéries symbiotiques (De Boeck et al. 2021). D. pigrum est retrouvé 

chez plus 50% des patients dans certaines cohortes (Wos-Oxley et al. 2010; Camarinha-Silva et al. 2012; 

De Boeck et al. 2021) et la CST7 qui est dominée par le genre Dolosigranulum (CST7) représente 10% 

des communautés bactériennes nasales (Liu et al. 2015a). Dans cette étude une concentration de D. 

pigrum supérieure à 1,2.106 copies 16S par écouvillon avait une valeur prédictive de 86% pour l’absence 

de détection de S. aureus (Figure 13).  
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Figure 13. Arbre décisionnel prédictif de la colonisation nasale par S. aureus d’après Liu et al. 

Dans les analyses de composition de microbiote cette bactérie est fréquemment associée à la 

présence des principales espèces de Corynebacterium (Wos-Oxley et al. 2010; Camarinha-Silva et al. 

2012; Human Microbiome Project Consortium 2012; Kaspar et al. 2016). Une augmentation de la 

capacité de croissance in vitro de D. pigrum peut être obtenue grâce à l’utilisation de C. accolens, 

pseudodiphteriticum et propinquum mais l’effet inverse n’est pas observable (Brugger et al. 2020). Une 

hypothèse serait alors que ces souches de Corynebactéries pourraient produire des métabolites 

nécessaires au métabolisme auxotrophe de D. pigrum. Dans cette même étude, les auteurs rapportaient 

une inhibition sur gélose de la pousse de S. aureus quand il était ensemencé de façon adjacente aux 10 

souches testées de D. pigrum incubées au préalable pendant 48h. La pré-culture de S. aureus 

n’empêchait pas la croissance de D. pirgum et l’association de D. pigrum et de C. pseudodiphtheriticum 

permettait même une inhibition de Streptococcus pneumoniae. La production d’acides lactiques par D. 

pigrum est insuffisante pour expliquer les effets observés et la production de composés, de type 

bactériocines ou de métabolites toxiques pour S. aureus, ne peut être exclue (Brugger et al. 2020). Très 

récemment une autre équipe a également rapporté la capacité inhibitrice d’une souche de D. pigrum 

sur S. aureus (De Boeck et al. 2021). Les auteurs décrivent également un rôle anti inflammatoire de D. 

pigrum qui est capable de protéger les barrières épithéliales d’une dégradation liée à l’inflammation 

causée par S. aureus. Ainsi sur modèle cellulaire, l’infection par S. aureus est responsable de la 
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production de cytokines pro inflammatoires (IL-8, IL-1β et TNFα) dont l’expression était 

significativement réduite lorsque les cellules étaient co-infectées avec D. pigrum. Sur modèle murin, 

l’effet disruptif de l’IL-4 sur l’épithélium nasal était aboli en présence de D. pigrum (De Boeck et al. 

2021). Cet effet anti-inflammatoire pourrait avoir un rôle dans la physiopathologie de la rhino sinusite 

chronique. D. pigrum est ainsi détecté au niveau vestibulaire chez 54% des patients souffrant de la 

maladie et chez 81% des patients sains (p < 0.0001) (De Boeck et al. 2021). Au niveau du nasopharynx 

ce nombre était de 78% pour les patients malades et de 42% pour les patients sains (p < 0.0001). Enfin, 

si l’infection de larve de Galleria mellonella par S. aureus (1 000 UFC dans 10µl de PBS) entrainait la mort 

de la quasi-totalité des insectes en moins de 20h, l’injection concomitante de D. pigrum permettait la 

survie d’environ 70% des larves sur les 144h de l’étude. L’injection du même volume de PBS ou de D. 

pigrum seul n’entrainait aucune surmortalité dans les bras contrôles (De Boeck et al. 2021). 

 

Autres interactions décrites 

 Une étude a montré qu’en l’absence d’une forte abondance de D. pigrum, une forte abondance 

du genre Simonsiella était un facteur prédictif de l’absence de colonisation nasale par S. aureus (Figure 

13)(Liu et al. 2015a). Cependant en dehors de cette observation aucune autre information sur une 

interaction possible entre ces bactéries n’est disponible dans la littérature. Dans la même étude, en 

l’absence de D. pigrum et de Simonsiella, une faible abondance de Cutibacterium granulosum ou la 

présence de C. granulosum associée à une forte abondance de S. epidermidis était prédictive d’une 

colonisation par S. aureus. La corrélation négative entre Cutibacterium et S. aureus a été observée dans 

d’autres études basées sur le séquençage 16S (Frank et al. 2010) ou la culture (Kaspar et al. 2016) et 

plusieurs mécanismes ont été étudiés pour expliquer cette possible interaction. Ainsi il a été démontré 

que C. acnes, peut inhiber la croissance de souches de SARM USA300 et que cette activité est liée à la 

capacité de fermentation de C. acnes. Lors de la fermentation, ces bactéries sont capables de produire 

des acides gras à chaine courte (dont l’acide propionique est le principal représentant), capable 

d’inhiber, in vitro et in vivo, la croissance de S. aureus en réduisant son pH intracellulaire (Shu et al. 

2013; Wang et al. 2014). Cependant, l’interaction entre Cutibacterium et S. aureus ne se fait pas 

forcément au dépend de la croissance de ce dernier, une souche non identifiée de Cutibacterium 

capable de produire la coproporphyrine III entrainant in vitro l’agrégation et la formation de biofilm par 

S. aureus (Wollenberg et al. 2014). Cette activité nécessite un pH acide compris entre 4 et 6 qui peut 

être compatible avec celui observé au niveau de la peau ou du nez : le pH de la peau peut varier entre 

4,5 et 6, celui de la narine est de 5,5 environ (McShane et al. 2003) et celui de la cavité postérieure est 

neutre en raison de la production de mucus cellulaire (Washington et al. 2000). Les Kocuria ont 

également été décrites comme négativement associées à la présence de S. aureus, une souche nasale 
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de K. palustirs était même capable de produire une bactériocine , appelée la kocurine, active contre des 

souches de SARM (Martín et al. 2013; Bessesen et al. 2015). D’autres souches de Kocuria sp. isolées 

chez des végétaux ou lors de prélèvement d’eau de mer étaient capables de produire des composés 

antibactériens à large spectre présentant une activité inhibitrice significative sur S. aureus (Kumar et 

Jadeja 2018; Barik et al. 2021). Enfin, la corrélation négative qui a pu être rapportée dans plusieurs 

études entre Finegoldia magna et S. aureus n’a pas encore été étudiée (Wos-Oxley et al. 2010; 

Camarinha-Silva et al. 2012). 

 

  De façon similaire à la transplantation fécale qui est utilisée pour traiter les colites à Clostridium 

difficile réfractaires aux antibiotiques (Buckley et al. 2022), les thérapies de remplacement du 

microbiote pourraient avoir leur place dans les stratégies de décolonisation nasale. Comme nous l’avons 

vu, l’administration d’espèces commensales dans la cavité nasale a déjà été expérimentée avec des 

résultats souvent prometteurs. Cependant, face au manque de connaissances sur le microbiote et sur 

les mécanismes de la colonisation nasale par S. aureus, ces essais empiriques n’ont jamais abouti à un 

changement majeur des pratiques. L’avènement des techniques de séquençage haut débit a permis de 

mieux appréhender les interactions possibles entre espèces commensales et a mené à la description de 

divers antagonismes qui façonnent la flore nasale. Si la découverte de nombreuses bactériocines actives 

sur S. aureus ouvre de nombreuses pistes thérapeutiques, leur activité reste limitée dans le temps. C’est 

avant tout la constitution d’une flore synthétique composée d’espèces capables de s’implanter et de 

survivre au niveau de la muqueuse nasale mais aussi capables de travailler de façon synergique à 

l’éradication de S. aureus qui pourrait régler le problème de recolonisation précoce observée avec les 

stratégies de décolonisation actuelle. En effet, si la mupirocine permet d’éliminer la présence de S. 

aureus au niveau de la muqueuse nasale l’adjonction, après traitement, d’une flore protectrice pourrait 

permettre d’empêcher la réimplantation de S. aureus, que ce soit à partir d’un réservoir intracellulaire, 

d’un autre site de portage ou de l’environnement extérieur. Enfin si nous nous sommes ici intéressés 

aux interactions microbiennes, il ne faut pas oublier l’impact majeur qu’ont les bactériophages présents 

dans tous les environnements contenant des bactéries.  
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En raison de sa prévalence et de sa gravité potentielle, la prévention des infections à S. aureus 

est un enjeu majeur de santé publique. S. aureus est à la fois une bactérie à fort potentiel pathogène et 

commensale de la peau et des muqueuses de l’Homme. Il est classiquement admis que le vestibule 

nasal, représente le principal réservoir de la bactérie. Parmi les populations les plus à risque de 

développer une infection à S. aureus (réanimation, dialyse, chirurgie…), le portage nasal de la bactérie 

en est un facteur prédisposant majeur. Dans la très grande majorité des cas, ces infections sont dites 

endogènes, c’est-à-dire que la souche responsable de l’infection ne peut pas être dinstinguée de la 

souche de colonisation. Les différentes études cliniques menées depuis plusieurs décennies sur la 

colonisation nasale à S. aureus ont permis d’identifier deux grands types de portages : le portage 

persistant qui concerne environ 20% de la population générale et qui se caractérise par une colonisation 

au long terme et le portage intermittent dont la prévalence peut varier d’une étude à l’autre en raison 

du caractère épisodique de la colonisation. Ce sont les porteurs persistants qui vont présenter les 

charges bactériennes de S. aureus les plus importantes ainsi que le plus haut risque d’infection.  

Ce lien étroit entre colonisation nasale et infection à conduit à la mise en place, de 

recommendations hospitalières de dépistage systématique proposées aux populations les plus à risque. 

Chez ces patients porteurs de S. aureus un traitement pour décolonisation peut alors être proposé. Ce 

traitement repose avant tout sur l’utilisation d’antibiotique avec en premier lieu la mupirocine dont 

l’utilisation topique a entrainé, dans de nombreuses cohortes de patients, la réduction significative du 

nombre d’infections. En plus d’exposer le patient au risque d’émergence de bactéries résistantes, cette 

utilisation d’antibiotique est associée à un haut niveau de recolonisation dans les semaines qui suivent 

l’arrêt du traitement avec une souche identique à celle présente avant traitement dans la majorité des 

cas. Cette recolonisation précoce pourrait être due à la recolonisation à partir d’un autre site de portage 

de S. aureus mais pourrait également provenir d’un réservoir intracellulaire de S. aureus au niveau de 

l’épithélium de la muqueuse nasale.  

S. aureus a longtemps été considéré comme un germe exclusivement extracellulaire mais sa 

capacité à envahir les cellules phagocytaires non professionnelles est maintenant largement reconnue. 

A l’abri du système immunitaire et de la majorité des traitements antibiotiques, S. aureus est capable 

de survivre et de se multiplier dans la cellule eucaryote, ce qui pourrait participer à perpétuer la 

colonisation de la cavité nasale. Si les mécanismes moléculaires à l’origine de l’internalisation ont été 

largement étudiés, le rôle du réservoir intracellulaire de S. aureus est encore incertain. Une meilleure 

compréhension de la physiopathologie de la colonisation nasale à S. aureus pourrait permettre 

d’optimiser la prise en charge des patients. 

Enfin, si la relation entre S. aureus et son hôte est importante il ne faut pas sous-estimer le rôle 

que peut avoir le reste de la flore microbienne. Pour pouvoir s’implanter de façon stable au sein du 

microbiote nasal, S. aureus va devoir sortir vainqueur de la lutte pour l’acquisition des nutriments ou 
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pour l’adhésion à la muqueuse nasale. De nombreuses bactéries sont également capables de produire 

des peptides antimicrobiens favorisant leurs survies dans cet environnement très compétitif. Les études 

sur le sujet se sont multipliées ces dernières années et les nombreuses espèces capables d’empêcher la 

colonisation par S. aureus pourraient être utilisées pour élaborer des flores nasales synthétiques. Leur 

utilisation thérapeutique pourrait être très utile en complément des stratégies de décolonisation nasale 

proposées à nos patients.  

____________________________ 

Plus facile à écouvillonner dans le cadre du dépistage du portage nasal de S. aureus, le vestibule 

est largement décrit dans la littérature comme le principal réservoir de la bactérie chez l’Homme. 

Cependant, tout indique que la cavité nasale postérieure constitue une niche importante pour S. aureus. 

Le Chapitre 1 de cette thèse avait pour objectif d’étudier les différences qui pouvaient exister entre ces 

différents sites en ce qui concerne la colonisation par S. aureus et notemment la présence d’un réservoir 

intracellulaire de bactérie (Article 1). Le développement d’un protocole simple permettant la recherche 

d’un réservoir intracellulaire de S. aureus à partir d’un simple écouvillonnage nasal a donc été 

expérimenté (Article 2). 

L’internalisation et la survie de S. aureus dans les cellules phagocytaires non professionnelles 

est un processus complexe faisant intervenir de nombreux facteurs bactériens et cellulaires. Alors que 

la voie principale d’internalisation passant par l’intégrine FnBP de S. aureus et le récepteur cellulaire 

α5β1 est assez bien décrite, de nombreuses autres voies qualifiées de secondaires restent méconnues. 

Le Chapitre 2 de ce travail s’interesse donc aux mécansismes impliqués dans l’internalisation de S. 

aureus médiée par la protéine Eap. Cette protéine secrétée par S. aureus a été décrite comme 

permettant à la bactérie de pénétrer dans la cellule de façon indépendante au récepteur α5β1. Le 

récepteur d’entrée de la voie Eap est inconnu mais les données issues de la littérature nous ont conduit 

à nous intéresser au récepteur ICAM-1, glycoprotéine transmembranaire surexprimée au cours des 

infections virales et des stimuli inflammatoires. 

 Le Chapitre 3 avait pour but d’évaluer in vitro l’efficacité intracellulaire des traitements utilisés 

dans le cadre de la décolonisation nasale à S. aureus et de travailler dans à l’élaboration de nouvelles 

stratégies thérapeutiques (Article 3). Certains profils de flores pourraient être protecteurs vis-à-vis de la 

colonisation par S. aureus et différentes espèces bactériennes pourraient être utilisées pour empêcher 

l’implantation de cette dernière au niveau de la muqueuse nasale. A partir de données de microbiotes 

et d’une collection de bactéries isolées de prélèvements de la cavité nasale, nous avons évalué dans le 

Chapitre 4 l’impact que différentes espèces pouvaient avoir sur les capacités prolifératives et sur le 

potentiel d’invasion cellulaire d’un panel varié de souches de S. aureus.  
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Chapitre 1 : Etude de la colonisation nasale et du réservoir 

intracellulaire de Staphylococcus aureus 

 

 

La colonisation nasale par S. aureus est un facteur de risque majeur d’infection par la bactérie. 

Dans la littérature scientifique, cette colonisation se limite très souvent au vestibulum nasi. Plus 

facilement accessible, le dépistage du portage de S. aureus par écouvillonnage se limite souvent au 

prélèvement du vestibule. Il existe cependant de nombreux arguments en faveur du rôle important que 

pourrait jouer la cavité nasale postérieure dans cette colonisation.  

 Le premier objectif de cette partie de mon travail de thèse était de comparer la colonisation 

nasale antérieure et postérieure en population générale (Article 1). Cette étude a été proposée à tous les 

patients du service d’oto-rhino-laryngologie du CHU de Saint-Etienne hospitalisés pour prise en charge 

opératoire d’une pathologie ne touchant pas la cavité nasale. Les Prélèvements étagés ont été réalisés 

par le chirurgien, sous contrôle endoscopique, et ont été envoyés directement au laboratoire pour prise 

en charge. Avec 90 patients inclus, dont 31 porteurs de S. aureus, il en résulte que le vestibule et la 

cavité nasale postérieure sont strictement identiques en terme de prévalence de portage et de charges 

bactériennes de S. aureus. De plus l’analyse génomique sur puces à ADN, a permis de mettre en 

évidence que la même souche de S. aureus pouvait être isolée des différents sites de prélèvements. Ces 

travaux soulignent l’importance d’une vision globale de la colonisation nasale à S. aureus, que ce soit 

pour en expliquer les mécanismes ou proposer des solutions thérapeutiques de décolonisation 

notamment.  

 Longtemps considérée comme un microorganisme extracellulaire, la capacité qu’a S. aureus à 

envahir les cellules phagocytaires non-professionnelles est reconnue. Au moment de la création de ce 

projet, et encore à ce jour, rares sont les études ayant exploré la présence d’un réservoir intracellulaire 

nasal de S. aureus. Le deuxième objectif de ce travail était donc d’évaluer la présence de bactéries 

internalisées au niveau de cellules récupérées par prélèvement non invasif (Article 1). Il nous a été ainsi 

possible d’observer un réservoir intracellulaire de S. aureus sur des échantillons provenant du vestibule 

et la cavité nasale postérieure. 

 Si l’existence d’un réservoir intracellulaire de S. aureus peut exister chez certains patients 

porteurs de la bactérie, son implication dans la persistance de la colonisation nasale est encore à 

démontrer. Ce travail ouvre la voie à une prise en compte plus systématique du secteur intracellulaire 

dans les études et la prise en charge de la colonisation nasale à S. aureus.   
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Une meilleure prévention du risque infectieux à S. aureus passe par une meilleure 

compréhension des mécanismes régissant la colonisation nasale et notamment des interactions hôte-

pathogène. Dans ce cadre, les études in vitro portant sur l’exploration du réservoir intracellulaire de S. 

aureus ont pris une place très importante. Avec les outils de microscopie, l’utilisation lysostaphine 

constitue la technique de référence pour l’étude du réservoir et de la survie intracellulaire de S. aureus. 

La lysostaphine est une molécule incapable de pénétrer à l’intérieur des cellules eucaryotes, qui a une 

activité lytique sur tous les S. aureus présents dans le milieu extracellulaire. L’élimination de la 

lysostaphine et la lyse des cellules permettant d’ensemencer et de dénombrer la quantité de S. aureus 

intracellulaire. On parle alors de « lysostaphine protection assay » ou « enzyme protection assay » 

(EPA). 

 Une étape clé de l’EPA est l’élimination de la lysostaphine avant la lyse des cellules et libération 

des bactéries intracellulaires. Pour s’assurer de l’absence d’activité résiduelle de la lysostaphine cette 

étape consiste en la réalisation de plusieurs lavages successifs au PBS. Cette étape est critique car elle 

peut entrainer une perte d’information par décollement cellulaire conduisant à une possible sous‐

estimation de la quantité des bactéries intracellulaires. Le risque de décollement augmente avec la 

charge bactérienne d’infection, la durée d’infection et la virulence de la souche. L’objectif de ce travail 

était donc de faire évoluer l’EPA afin de pouvoir se passer de cette étape de lavage (Article 2). 

Nous avons démontré que, de par sa nature protéique, la lysostaphine pouvait être inactivée 

par un traitement court par protéinase K. Cette inactivation enzymatique de la lysostaphine permet de 

s’affranchir complètement des étapes de lavages cellulaires nécessaires à son élimination. A condition 

que la dose de lysostaphine soit suffisante pour éliminer toutes les bactéries extracellulaires, cette 

amélioration du protocole d’EPA pourrait permettre d’élargir l’exploration du réservoir intracellulaire 

aux cellules en suspension et aux prélèvements cliniques. 
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Chapitre 2 : Mécanisme d’internalisation de Staphylococcus aureus 

médiée par la protéine Eap dans les cellules phagocytaires non 

professionnelles : étude du rôle du récepteur cellulaire ICAM-1 

        

 

INTRODUCTION 

 Ce chapitre présente les travaux in vitro effectués sur l’étude d’un mécanisme d’internalisation 

médié la protéine Eap (« extracellular adherence protein ») sécrétée par S. aureus et et le rôle du la 

glycoprotéine transmembranaire ICAM-1 (« intercellular adhesion molecule ») aussi appelée CD54. 

 De nombreuses études ont décrit la capacité de S. aureus à envahir une grande variété de 

cellules phagocytaires non professionnelles (NPPCs) : ostéoblastes, fibroblastes, kératinocytes, cellules 

épithéliales et endothéliales (Strobel et al. 2016). Ce réservoir intracellulaire peut être observé chez des 

patients sains. Il protège la bactérie du système immunitaire et de la majorité des traitements 

antibiotiques dont la mupirocine utilisée pour la décolonisation nasale à S. aureus (Rigaill et al. 2018). 

La voie d’entrée principale utilisée par S. aureus implique l’interaction entre l’intégrine cellulaire α5β1, 

la fibronectine présente dans la matrice extra cellulaire et les fibronectine-binding proteins A et B 

(FnBPs) exprimées par S. aureus (Fowler et al. 2000). Les FnBPs sont des adhésines faisant partie de la 

famille des MSCRAMMs (« microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules »), 

protéines ancrées à la paroi bactérienne jouant un rôle majeur dans l’adhésion et l’internalisation de la 

bactérie (Foster et al. 2014; Josse et al. 2017). Plusieurs autres mécanismes d’internalisation, faisant 

intervenir différentes adhésines et récepteurs cellulaires, ont été rapportés dans la littérature (Josse et 

al. 2017). Parmi celles-ci, l’Eap a été décrite comme permettant l’entrée de S. aureus dans les cellules 

épithéliales par un mécanisme indépendant des FnBPs (Bur et al. 2013). Cependant le récepteur 

d’entrée impliqué dans cette internalisation reste inconnu à ce jour. 

 Contrairement aux FnBPs, la protéine Eap n’est pas ancrée à la paroi bactérienne, elle fait partie 

d’une autre famille d’adhésines : les SERAMs (secretable expanded repertoire adhesive molecules) 

(Heilmann 2011). Parmi toutes les espèces de staphylocoques, il semblerait que S. aureus soit la seule 

capable de produire de l’Eap (Hussain et al. 2008). Formée de 4 à 6 répétitions de domaines en tandems, 

la protéine Eap peut avoir une taille variant entre 40 et 70 kDa (Geisbrecht et al. 2005; Hussain et al. 

2008). L’expression d’Eap par S. aureus est maximale en phase exponentielle tardive de la multiplication 

bactérienne (Harraghy et al. 2005). Cette expression est sous le contrôle des systèmes de régulation 
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agr, sae et sar. Dans des conditions de culture pauvres en fer, le gène fur est également nécessaire à la 

production d’Eap (Johnson et al. 2011). La protéine Eap est capable de fixer un grand nombre de 

protéines présentes dans la matrice extra cellulaire ou le sérum (fibrinogène, fibronectine, 

prothrombine, collagène et vitronectine), et peut également se fixer à l’ADN libre (Harraghy et al. 2003; 

Eisenbeis et al. 2018). En raison de cette grande variété de ligands, l’Eap va jouer un rôle dans divers 

processus. En plus de sa capacité d’adhésion et d’invasion cellulaire, cette protéine est impliquée dans 

la formation de biofilm, l’activation plaquettaire et l’évasion immunitaire (Chavakis et al. 2002; Harraghy 

et al. 2003; Scriba et al. 2008; Bertling et al. 2012; Bur et al. 2013). Il a été montré que l’Eap pouvait 

jouer un rôle anti-chimiotactique en se fixant à la protéine ICAM-1 présente au niveau des cellules 

endothéliales, aboutissant alors à l’inhibition du recrutement des neutrophiles (Chavakis et al. 2002). 

 

RESULTATS ANTERIEURS DE L’EQUIPE 

Une revue de la littérature effectuée dans l’équipe a rapporté que l’infection a rhinovirus était associée 

à une augmentation de la charge nasale de S. aureus et de la dissémination de cette bactérie dans 

l’environnement du sujet infectée (Morgene et al. 2018). Chez l’Homme ICAM-1 est connu comme le 

principal récepteur d’entrée des rhinovirus (Greve et al. 1989). A partir de ces observation, l’équipe s’est 

intéressé au rôle de l’interaction entre l’Eap et ICAM-1 pour favoriser l’internalisation de S. aureus dans 

les cellules phagocytaires non professionnelles. Les résultats antérieurs de l’équipe obtenu dans le cadre 

de la thèse d’université de Fedy Morgene ont montré que (i) l’infection par le rhinovirus A16 et la 

stimulation au TNFα augmente l’expression de ICAM-1 sur les kératinocytes HaCaT et semble favoriser 

l’internalisation de S. aureus, et (ii) que l’internalisation médiée induite par cette inflammation est 

dépendante de la mobilisation du cytosquelette d’actine (Morgene 2018). 
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Effet de l’infection par le rhinovirus A16 sur l’expression de ICAM-1 sur cellules HaCaT et 

l’internalisation de S. aureus. 

 

Figure 1. Impact d’infection par le rhinovirus A16 sur l'internalisation de S. aureus et l'expression de 

ICAM-1 dans les cellules HaCaT. 
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Les cellules HaCaT sont une lignée de kératinocytes humains qui ont été utilisées dans cette expérience 

pour mimer les cellules de l’épithélium malpighien du vestibule nasal. La Figure 1A montre une 

augmentation significative du niveau d’internalisation de la souche de S. aureus ATCC29213. Une 

saturation du niveau d’internalisation avec cette souche avait été observée pour des MOI supérieures 

ou égales à 10, et de ce fait il a été choisi d’utiliser des MOI inférieures ou égales à 1 pour les expériences 

suivantes. La Figure 1B illustre la forte diminution induite par l’utilisation d’une souche ΔFnBPs (DU 

5883) comparé à son mutant isogénique (NCTC 8325-4). Malgré la perte de la principale voie 

d’internalisation FnBPs/α5β1, l’augmentation du niveau d’internalisation après infection par rhinovirus 

était toujours observée avec la souche DU 5883, ce qui avait suggéré l’implication d’une voie alternative 

stimulée par l’infection à rhinovirus. La même observation avait été faite avec l’utilisation d’une souche 

ΔsrtA (SA113 délétée pour le gène exprimant la Sortase A) (Figure 1C), indiquant que l’augmentation 

d’internalisation induite par l’infection à rhinovirus pourrait mettre en jeu une molécule ne faisant pas 

partie de la famille des MSCRAMMs. Enfin si l’expression basale de la glycoprotéine ICAM-1 à la 

membrane des cellules HaCaT est faible, l’infection par rhinovirus induisait une forte expression de ce 

récepteur après (Figure 1E). L’utilisation d’un anticorps bloquant ICAM-1 été associé à une réduction de 

la quantité intracellulaire de S. aureus à un niveau basal malgré l’infection par rhinovirus (Figure 1D), ce 

qui avait suggéré que la surexpression de ICAM-1 induite par le rhinovirus pouvait être responsable de 

l’augmentation de l’internalisation de S. aureus. L’augmentation d’internalisation observé après 

infection par rhinovirus était abolie avec la souche de S. aureus SA113 Δeap. L’ensemble de ces résultats 

préliminaires avaient suggéré que la SERAM Eap de S. aureus pouvait interagir avec le récepteur ICAM-

1 exprimé au cours de l’infection à rhinovirus pour favoriser l’internalisation de S. aureus dans les 

cellules HaCaT. 
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1- Effet de l’inflammation induite par le TNFα sur l’expression du récepteur ICAM-1 et 

l’internalisation de S. aureus 

 

Figure 2. Impact d’une stimulation pro-inflammatoire par traitement par TNFα sur l'internalisation de S. 

aureus et l'expression de la glycoprotéine cellulaire ICAM-1. 
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Sur cellules HaCaT, l’augmentation du niveau d’internalisation observée après infection par rhinovirus 

avait également été obtenue après une stimulation par 10 ng/ml de TNFα pendant 24h (Figure 2A). La 

stimulation au TNFα était aussi responsable d’une augmentation du niveau d’expression de ICAM-1 

(Figure 2G). L’augmentation de l’internalisation liée à la stimulation au TNFα était abolie par l’utilisation 

d’une souche Δeap ou par l’incubation des cellules avec un anticorps bloquant anti-ICAM-1. La Figure 

2B nous présente dDes résultats identiques avaient été obtenu avec une lignée de cellules A549 

(pneumocytes) (Figure 2B). Pour d’autres lignées présentant un niveau d’expression basal de ICAM-1 

important, la stimulation au TNFα n’entrainait pas d’augmentation significative du niveau 

d’internalisation (Figure 2C à 2E). Pour les cellules EA.hy926 (cellules endothéliales aortique), une 

diminution du niveau basal d’internalisation après utilisation d’anticorps bloquant anti-ICAM-1 ou de la 

souche SA113 Δeap avait été observé (Figure 2E), indiquant une possible implication de la voie 

Eap/ICAM-1 de façon basale. En revanche, pour les cellules HEL-299 (fibroblastes pulmonaires 

embryonnaires), la stimulation au TNFα est responsable d’une diminution importante du nombre de 

bactéries intracellulaires (Figure 2F). Ce phénomène était liée à lacytotoxicité induite par la stimulation 

au TNFα.. Dans ce cas, les bactéries libérées au moment de la mort cellulaire sont détruites par la 

lysostaphine présente dans le milieu de culture. Enfin, pour les cellules CaCo2 (entérocytes) (Figure 2C), 

et SiHa (cellules cervicales) (Figure 2D), aucune variation du niveau d’internalisation n’avait été observé 

dans les différentes conditions testées. 
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2- La mobilisation du cytosquelette d’actine responsable de l’internalisation de S. aureus via 

ICAM-1 est activée par une cascade de signalisation différente de celle utilisée par la voie 

α5β1 dépendante 

 

Figure 3. Internalisation de S. aureus dans les kératinocytes HaCaT en présence d’inhibiteurs chimiques 

de l’intergrin-linked kinase associée à l’intégrine β1 (Cpd22), de la phosphatase SHP-2 associée à ICAM-1 

(SHP099) et de la kinase cellulaire Src (Src n°5) avec les souches SA113 (A) et SA113 Δeap (B). 

 L’internalisation de S. aureus par les cellules épithéliales est un mécanisme cellulaire actif qui 

nécessite la mobilisation du cytosquelette d’actine (Josse et al. 2017). Sur les cellules HaCaT non 

stimulées au TNF (barres bleues), l’utilisation de l’inhibiteur chimique Cpd22 induisait un blocage de 

l’intergrin-linked kinase (ILK) associée à l’intégrine β1 et une abolition presque complète forte 

diminution de l’internalisation de S. aureus (Figure 3A). La protéine ILK est connue pour être recrutée 

par l’intégrine β1 lors du recrutement des fibres d’actines. De la même façon, l’utilisation d’un inhibiteur 

de la protéine Src qui intervient plus tardivement dans la voie de signalisation impliquée dans la 

polymérisation des fibres d’actines entrainait aussi une abolition de l’internalisation de S. aureus. Lors 

de la stimulation au TNFα (barres vertes), une augmentation de l’internalisation avait été observé en 

présence de Cpd22, suggérant d’une partie de l’internalisation pouvait être indépendante de la 

signalisation de l’intégrine β1 (Figure 3A). Ce phénomène n’avait pas été observé avec la souche SA113 

Δeap (Figure 3B). L’inhibiteur SHP099, responsable du blocage de la phosphatase SHP2, avait aboli 

l’augmentation d’internalisation observée après stimulation au TNFα. Ces résultats avaient suggéré que 

l’entrée de S. aureus par le complexe Eap/ICAM-1 impliquait l’activation de la protéine SHP2 et 

l’activation de Src. 

Certains de ces résultats n’ayant pu être validé au cours du travail de thèse précédent, nous avons choisi 

de poursuivre ce travail dans le but de caractériser la voie de signalisation cellulaire entrainant à une 

augmentation de l’internalisation de S. aureus au cours de la stimulation des cellules par TNFα. 
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RESULTATS PERSONNELS 

 Contrairement à ce qui avait pu être observé jusqu’à présent avec les travaux antérieurs de 

l’équipe, le traitement des cellules HaCaT au TNFα (barres vertes) n’entrainait pas d’augmentation 

significative du niveau d’internalisation de la souche de S. aureus SA113 utilisée à MOI 0,1 (Figure 4A). 

L’utilisation d’anticorps bloquants anti-ICAM-1 ou d’une souche Δeap n’avait pas d’impact sur le niveau 

d’internalisation mesuré de S. aureus SA113. La Figure 4B montre cependant que le récepteur ICAM-1 

était bien surexprimé à la membrane par les cellules HaCaT 24h après traitement au TNFα. L’infection 

par rhinovirus A16 avait montré des résultats similaires avec un niveau d’expression d’ICAM-1 moins 

élevé (résultats non présentés). 

 

  

Figure 4. Impact du TNFα sur l’internalisation de S. aureus et l’expression de ICAM-1 

Malgré des résultats discordants avec les résultats obtenus antérieurement dans l’équipe, il 

était important de noter que, malgré l’absence d’activité de l’anticorps bloquant ICAM-1, la souches 

SA113 Δeap avait une niveau d’internalisation diminuée par rapport à la souche SA113 WT. Une des 

hypothèses qui avait été faite pour expliquer ces résultats discordants était la présence de stimuli 

inflammatoires dans les modèles cellulaires utilisés (changement de lot de sérum, contamination de 

l’eau du réseau par des bactéries de l’environnement, épisode de contamination par mycoplasmes…). 

A 

B 
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 Pour s’affranchir de l’effet de stimuli extérieurs et de l’utilisation du TNFα, il a été décidé de 

développer des lignées cellulaires génétiquement modifiées pour contrôler l’expression de la 

glycoprotéine ICAM-1. Dans un premier temps, des cellules CHO-K1 ont été transfectées avec un 

plasmide pcDNA3.1 permettant l’expression membranaire forte et constitutive du récepteur ICAM-1 

humain complet ou tronqué dans sa partie cytoplasmique. Après transfection stable et sélection clonale, 

les cellules CHO-K1 exprimaient fortement le récepteur ICAM-1 humain (Figure 5C).  

A MOI 1, toutes les souches utilisées présentent un très niveau d’adhésion élevé (Figure 5A). Une 

augmentation non significative de l’adhésion de S. aureus semble présente avec les cellules exprimant 

fortement ICAM-1. Sur ce modèle de cellules murines, la souche DU5883 (clone ΔFnBPs de la souche 

8325-4) présentait une diminution significative de sa capacité d’adhésion (p = 0.0096) alors que les 

souches 8325-4 et Newman avait des niveau d’adhésion similaires. La souche Newman, forte 

productrice de protéine Eap, a également la particularité de posséder des FnBPs tronquées et secrétées. 

Elle est décrite comme ayant une capacité limitée d’adhésion et d’invasion cellulaire (Grundmeier et al. 

2004). En ce qui concerne l’internalisation de S. aureus, l’expression d’ICAM-1 n’a pas d’impact 

significatif. Les souches DU5883 et Newman présentent une capacité d’internalisation significativement 

diminuée, indépendamment de l’expression de ICAM-1 (Figure 5B). 

  

Figure 5. Adhésion (A) et Internalisation (B) de S. aureus dans des cellules exprimant fortement le 

récepteur ICAM-1 humain complet (pcDNA3.1) ou tronqué dans la partie cytoplasmique (ΔCYT).  

A B 

C 

** *** 
** 
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 Des cellules humaines de la lignée A549 ont été modifiées par technique CRIPSR-Cas9 pour ne 

plus exprimer le récepteur ICAM-1. Contrairement aux cellules sauvages (WT), les cellules ΔICAM-1 

n’exprimaient plus le récepteur après stimulation au TNFα (absence de marquage ICAM-1 en vert et 

expression de la RFP signant l’intégration du d’une partie de la séquence du plasmide HDR) (Figure 6C). 

Que ce soit pour les cellules sauvages (Figure 6A) ou ΔICAM-1(Figure 6B), le traitement par TNFα n’a pas 

entrainé d’augmentation significative du niveau d’internalisation de S. aureus ; Une augmentation non 

significative du nombre de bactéries intracellulaires a été observée avec les souches exprimant les 

FnBPs. Les résultats obtenus avec les cellules WT ou ΔICAM-1 étaient similaires. Aucune différence 

d’internalisation n’a été observé avec la délétion de du gène codant l’Eap. 

 

Figure 6. Internalisation de S. aureus dans des cellules A549 WT et A549 ΔICAM-1 

 Les cellules A549 WT et ΔICAM-1 ont été infectées avec des souches de S. aureus Δeap, en 

présence ou non d’Eap recombinante. Après traitement des cellules au TNFα, l’ajout d’Eap 

recombinante n’a pas entrainé d’augmentation du niveau d’internalisation de S. aureus (Figure 7). 

Comme constaté pour la Figure 6, une légère augmentation du nombre de bactéries retrouvées après 

stimulation au TNFα a été observée avec les souches exprimant des FnBPs. Cette augmentation non 

significative était indépendante de l’expression d’ICAM-1 ou de la présence d’Eap recombinante. 

A B 

C 
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Figure 7. Impact de l’utilisation d’Eap recombinante sur l’internalisation de S. aureus  

 La mesure du nombre de noyaux présent sur 18 puits (6 champs de microscopie par puits et 3 

puits par condition à l’objectif x20) a montré une diminution de la prolifération cellulaire des A549 après 

stimulation au TNFα (Figure 8). Avec 981 cellules en moyenne pour les cellules non traitées et 875 pour 

les cellules traitées, une diminution non significative de 10,6% de la prolifération cellulaire a été 

observé. Cette diminution n’était pas s’accompagnée ’une augmentation de la mortalité cellulaire 

mesurée par marquage au iodure de propidium (résultats non présentés). 

 

 

Figure 8. Impact de la stimulation au TNFα sur la prolifération des cellules A549  

A B 
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DISCUSION 

 Si les résultats antérieurs de l’équipe montraient une implication majeure de l’Eap sur 

l’internalisation de S. aureus, via le récepteur ICAM-1, dans un contexte inflammatoire (infection par 

rhinovirus, stimulation au TNFα), les résultats issus de mes travaux de thèse n’ont pas abouti aux mêmes 

résultats.  

Ainsi, sur cellules HaCaT le traitement par TNFα n’a pas entrainé d’augmentation du niveau 

d’internalisation de S. aureus et ce, malgré une surexpression membranaire importante du récepteur 

ICAM-1 (Figure 4). L’utilisation d’anticorps bloquants anti-ICAM-1 ou d’une souche Δeap n’a pas changé 

le nombre de bactéries retrouvées en intracellulaire. Plusieurs hypothèses ont été évoquées et 

différentes conditions expérimentales ont été testées (résultats non présentés) : utilisation de différents 

lots de TNFα, utilisation de différentes lignées de cellules HaCaT (HaCaT du fournisseur CLS et 

Cellulonet), comparaison de différent niveau de confluence cellulaire (concentration cellulaire à 

l’ensemencement et délai de culture avant infection), recherche d’une contamination par 

mycoplasmes, comparaison de différent lot de SVF et de sa concentration (SVF sigma ou Gibco), 

utilisation d’un substitut synthétique au SVF (Ultroser), évaluation de la composition du milieu de 

culture (RPMI, DMEM, concentration en glucose, en fer…) et de la température d’infection (33°C et 

37°C)... Aucune des conditions expérimentales évaluées n’a permis de mettre en évidence 

d’internalisation médiée par l’interaction entre l’Eap et la glycoprotéine ICAM-1.  

Face à ce blocage, il a été décidé de se passer de l’expression de ICAM-1 via stimulation au TNFα, cette 

molécule n’ayant pas un effet limité à l’expression de ICAM-1 pouvant induire un biais non contrôlable 

dans nos expériences. Pour cela des plasmides d’expression constitutive de ICAM-1 ont été transfectés 

dans des cellules CHO-K1 sans effet sur l’internalisation de S. aureus. Ce modèle n’était toutefois pas 

exempt de défauts : ces cellules présentant un très haut niveau d’internalisation basal et cet important 

niveau d’entrée était également observé avec les souches bactériennes non productrices de FnBPs 

(Figure 5). Cette observation pourrait être liée à l’implication de voies alternatives, non maitrisées, et 

potentiellement à l’expression d’un récepteur murin proche de ICAM-1 non reconnu par les anticorps 

anti ICAM-1 humains utilisés pour le marquage et le blocage.  

Nous nous sommes donc orientés vers le développement de deux modèles de cellules humaines (A549 

et HaCaT) avec une délétion du gène codant pour ICAM-1 par technique CRISPR-Cas9 et une 

complémentées de ce récepteur avec une plasmide d’expression. Malheureusement les cellules HaCaT 

étant plus difficiles à transfecter que les cellules A549, le KO ICAM-1 n’a pu être obtenu qu’avec ces 

dernières dans le temps imparti à cette thèse. La transfection stable des plasmides d’expression 

constitutive d’ICAM-1 a ensuite été débutée dans la lignée de cellules A549 ΔICAM-1. Après plusieurs 
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essais infructueux et en raison des délais à respecter pour cette fin de thèse, les cellules A549 ΔICAM-1 

complémentées plasmides d’expression constitutive d’ICAM-1 n’ont pas été obtenues. Les cellules A549 

ΔICAM-1 ont tout de même pu être comparées à des cellules A549 WT. Comme pour les expériences 

précédentes, après stimulation au TNFα, le niveau d’internalisation de S. aureus restait inchangé dans 

les cellules A549 WT exprimant ICAM-1 (Figure 6). L’utilisation de souches Δeap n’impactait pas non plus 

la capacité d’invasion des souches utilisées. Les cellules ΔICAM-1 présentaient des résultats similaires à 

ceux obtenus avec les cellules sauvages.  

Un dernier paramètre difficilement contrôlable était le niveau d’expression d’Eap par les souches de S. 

aureus. Dans des cellules HaCaT, l’utilisation d’Eap recombinante a déjà montré sa capacité à faire 

pénétrer S. aureus ainsi que d’autres espèces incapables d’envahir les NPPCs (S. epidermidis, S. 

lugdunensis, E. coli) (Bur et al. 2013). L’utilisation de Eap recombinante aux concentrations optimales 

décrites dans cette publication n’a pas permis de mettre en évidence de rôle de l’interaction entre 

ICAM-1 et l’Eap en ce qui concerne l’internalisation de S. aureus (Figure 7). Malgré une taille attendue 

respectée, la fonctionnalité de la protéine eap recombinante produite n’a pas pu être vérifié par un test 

d’inhibition de chimiotactisme ou de prolifération de type « wound healing assay ». Dans cette étude, 

les MOI d’infections utilisées étaient 100 à 1000 fois plus forte que dans nos expériences. Une autre 

différence expérimentale majeure avec l’étude de Bur et al., qui a fait la preuve de l’internalisation par 

Eap dans des cellules HaCaT, est l’utilisation de cellules A549 dans nos expériences avec Eap 

recombinante. A noter toutefois qu’il semblait possible d’observer une augmentation d’internalisation 

de S. aureus dans les cellules A549 traitées au TNFα dans sur les résultats antérieurs de l’équipe (Figure 

2).  

Enfin les cellules A549 ΔICAM-1 n’ont pas pu être complémentées avec un plasmide d’expression 

constitutive du récepteur ICAM-1. La comparaison entre cellules A549 ΔICAM-1 et cellules A549 

exprimant ICAM-1 n’a pu être faite que par stimulation au TNFα des cellules WT. Sur les Figure 6 et 7 

cette stimulation au TNFα entrainait une augmentation non significative du niveau d’internalisation, des 

souches de S. aureus productrices de FnBPs, non liée à ICAM-1. Cette augmentation n’est pas non plus 

secondaire à une prolifération plus importante des cellules A549 après traitement au TNFα. Le nombre 

de cellules mesuré 24h après traitement était même inférieur à celui des cellules non traitées. Si cela 

n’a pas été vérifié expérimentalement dans cette thèse, il a été démontré que le TNFα pouvait induire 

la surexpression des intégrines α5 et β1 (Takemura et al. 2006; Grzelkowska-Kowalczyk et al. 2016; 

Graves et Milovanova 2019). Cette augmentation d’expression en α5β1 pourrait expliquer la légère 

augmentation d’internalisation observée après stimulation au TNFα, la voie α5β1/FnBPs étant la 

principale voie d’entrée de S. aureus. Cette hypothèse est d’autant plus probable que ce phénomène 

concerne uniquement les souches capables de produire des FnBPs. Enfin l’utilisation de la souche 
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SF8300 Δfnb entraine une abolition de la capacité d’internalisation de S. aureus soutenant qu’aucune 

voie d’internalisation indépendante des FnBPs soient présente dans ce modèle. 

Si les derniers résultats ne montrent pas d’internalisation médiée par l’interaction entre l’Eap et ICAM-

1, l’interaction entre ces deux protéines est bien décrite in vitro (Chavakis et al. 2002; Haggar et al. 

2004). Cette interaction pourrait être responsable de la discrète augmentation d’adhésion observable 

sur cellules CHO-K1 à forte expression d’ICAM-1 (Figure 5). Alors que l’internalisation bactérienne 

médiée par Eap est bien décrite (Bur et al. 2013) et que l’infection par rhinovirus A1b augmente 

l’internalisation de S. aureus dans les cellules A549 exprimant ICAM-1 (Passariello et al. 2006), une 

mécanisme d’internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales via l’interaction entre l’Eap et 

ICAM-1 n’a jamais été établi. Chez l’homme, l’infection artificielle par rhinovirus entraine une 

augmentation de l’expression de son récepteur d’entrée ICAM-1 au niveau de l’épithélium nasal 

(Winther et al. 2002). Pour rappel, une revue récente de la littérature soulignait le lien étroit existant 

entre les infections virales de la sphère ORL et la colonisation nasale par S. aureus. Enfin, il a été décrit 

que la grande majorité des souches de S. aureus sont capables de produire de l’Eap (Hussain et al. 2001) 

mais que seule l’expression d’une protéine complète pouvait favoriser l’internalisation de S. aureus. La 

souche SF8300 utilisée dans nos expériences appartient au clone USA300 qui est un clone de SARM 

endémique aux Etats-Unis (Planet 2017), qui possède une version complète de la protéine Eap. Il en est 

de même pour les souches SA113, 8325-4 et Newman.  

 Pour conclure, si les données issues de la littérature de ces 20 dernières années semblent 

indiquer un rôle de l’Eap dans les mécanismes d’internalisation de S. aureus, le rôle du récepteur ICAM-

1 n’a pas été confirmé expérimentalement. Malgré des résultats préliminaires encourageants, les 

expériences suivantes n’ont pas permis de reproduire les effets mesurés initialement. Le 

développement de nouveau outils innovants, aussi bien cellulaires que bactériens, n’a pas non plus 

abouti à la validation de notre hypothèse. Une meilleure connaissance des mécanismes d’internalisation 

secondaires est primordiale car la voie considérée par beaucoup comme principale in vitro pourrait avoir 

un rôle limité in vivo. Ainsi des travaux récents auxquels j’ai participé ont mis en évidence que la capacité 

d’adhésion de S. aureus sur un modèle ex vivo de cornée intacte était presque nulle (Maurin et al. 2021). 

Dans cette étude, l’infection n’était possible que par création d’une lésion cornéenne superficielle. 

L’exposition de fibronectine induite par cette lésion permettait à S. aureus d’envahir les cellules 

cornéennes alors démasquées. Ce type de modèle cellulaire polarisé pourrait permettre d’évaluer le 

rôle de l’expression apicale de la glycoprotéine ICAM-1 dans l’adhésion et l’internalisation de S. aureus 

dans les cellules épithéliales.   
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MATERIELS ET METHODES 

 

Souches bactériennes 

Les souches bactériennes ont été cultivées sur milieu gélosé complémenté avec 5% de sang de mouton 

(COS-43041, bioMérieux). Les différentes souches de S. aureus utilisées étaient conservées à -20°C en 

tubes cryobilles. Les souches SA113 ont été fourni généreusement par le Dr. Mathias Hermann. Les 

souches SF8300 ont été fournies généreusement par le Dr. Bin Diep. Les souches SF8300 Δeap ont été 

construites au laboratoire par technique CRISPR-Cas9. 

 

Culture cellulaire 

Des cellules A549 (lignée de pneumocytes humains), HaCaT (lignée de kératinocytes humains) et CHO-

K1 (lignée de cellules ovariennes de hamster) ont été cultivées en flasque à 37°C et 5% de CO2 dans du 

milieu Dulbecco’s modified Eagle high glucose (DMEM-D6429, Sigma‐Aldrich) supplémenté avec 10% 

de sérum de veau fœtal (SVF-10270‐106, Gibco) sans antibiotiques. Pour les expériences d’infection par 

S. aureus, après lavage au PBS (D8537, Sigma-Aldrich), les cellules étaient décollées par traitement à la 

trypsine‐EDTA (T4049, Sigma‐Aldrich), puis ensemencées sur plaques 24 puits à une densité de 1,0.105 

cellules/cm2 avant d’être incubées 48h à 37°C et 5% CO2. Si besoin, les cellules pouvaient être traitées 

avec 10ng/ml de TNFα (Sigma-Aldrich) 24h avant infection. 

 

Infections de cellules par S. aureus   

Les bactéries étaient ensemencées sur géloses à 5% de sang de mouton (COS-43041, bioMérieux) 48h 

avant l’infection. La veille de l’infection, une colonie isolée était déposée dans 10ml de milieu 

d’infection : DMEM high glucose sans rouge phénol (D1145, Sigma‐Aldrich) supplémenté avec 10% de 

SVF et incubé pendant la nuit à 37°C sous agitation. Le jour de l’infection, le bouillon était dilué dans du 

milieu d’infection pour obtenir une densité optique de 0,5 sur densimètre CO8000 (WPA). La DO 0,5 

correspondant à une charge de 108 UFC/ml, des dilutions au dixième dans du milieu d’infection étaient 

réalisées pour obtenir la MOI désirée. La charge bactérienne utilisée pour l’infection était vérifiée en 

ensemençant du bouillon sur gélose COS à l’aide d’un ensemenceur automatique (EasySpiral Dilute, 

Interscience). Après lavage des puits au PBS, 1ml de bouillon ajusté à la MOI désirée était ajouté aux 

cellules, puis incubé pendant 2h à 37°C et 5% CO2. Le milieu était ensuite aspiré et remplacé par du 
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milieu frais supplémenté avec 10µg/ml de lysostaphine (Ambicin, Ambi Products), puis de nouveau 

incubé 1h à 37°C et 5% CO2. Les puits étaient alors lavés 3 fois au PBS avant d’ajouter 1ml de solution 

de lyse composée de : 0,25% de Triton X-100 (T8787, Sigma‐Aldrich), de 25% de trypsine‐EDTA et d’eau 

pure stérile (600500, Aguettant). Le lysat était alors ensemencé sur gélose COS avec un EasySpiral, et la 

quantité de S. aureus intracellulaire était mesuré avec un compteur de colonies (Scan 4000, 

Interscience) après 24h d’incubation à 37°C. 

 

Transfection des plasmides d’expression constitutive de ICAM-1 

 Quatre plasmides pcDNA3.1 ont été commandés chez GeneScript. Tous les plasmides 

disposaient d’une origine de réplication bactérienne ainsi qu’un gène de résistance à l’ampicilline. A 

réception, tous les plasmides ont été archivés dans Escherichia coli et vérifiés par enzyme de restriction. 

Pour l’expression de ICAM-1, chaque plasmide présentait un promoteur CMV d’expression forte ainsi 

qu’un gène de résistance à la Néomycine/Kanamycine. Enfin, un des plasmides disposait du fragment 

codant pour la protéines ICAM-1 entière, un autre plasmide disposait d’un fragment codant pour une 

protéine ICAM-1 tronquée sur sa partie cytoplasmique (ICAM-1 ΔCYT), et les deux autres étaient 

similaires aux deux premiers plasmides mais avec des protéines ICAM-1 couplées à de l’EGFP (enhanced 

green fluoresence protein). Ces plasmides ont été transfectés dans les cellules CHO-K1, A549 et HaCaT 

avec les réactifs de transfection JetPRIME (114-15, Polyplus) en suivant les instructions du fabricant. Les 

réactifs de transfection avec chaque plasmide ont été laissés 24h en contact avec les cellules, puis 

remplacés par du milieu frais pour 48h supplémentaires. Une sélection à la généticine (G418-11811023, 

Gibco) a ensuite eu lieu sur une semaine avec les doses limites de G418 retenues expérimentalement. 

Après sélection à la généticine, les cellules ont été passées sur cymomètre de tri (FACS Melody, BD) afin 

de procéder à une sélection clonale sur plaque 96 puits. Pour les cellules transfectées avec un plasmide 

ICAM-1 non couplé à l’EGFP, un marquage a été réalisé par anticorps primaire de souris anti-ICAM-1 

(sc-107L, SantaCruz) et anticorps secondaire de chèvre anti-souris couplé en AlexaFluor488 (A11029, 

Invitrogen). Après enrichissement, les clones cellulaires obtenus ont été vérifiés phénotypiquement 

avec marquage par le même anticorps primaire anti ICAM-1 et un anticorps secondaire de chèvre anti 

souris couplé en AlexaFluor555 (A21422, Invitrogen). Les acides nucléiques ont été marqués avec de 

l’Hoechst 33342 (H3570, Invitrogen) et les images de microscopie à fluorescence ont été acquises sur 

microscope confocal (Ti2 CSU‐W1 Spinning disk, Nikon). Pour les mesures de prolifération cellulaire, les 

cellules mortes étaient marquées par iodure de propidium (P3566, Life technologies).  Délétion du gène 

codant pour ICAM-1 
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 La délétion du gène codant pour ICAM-1 a été effectuée avec deux plasmides achetés chez 

SantaCruz : le plasmide CRISPR/Cas9 KO ICAM-1/CD54 (sc-400098-KO-2, SantaCruz) permettant 

l’expression de la protéine CRISPR-Cas9 capable de cibler ICAM-1, et le plasmide HDR ICAM-1/CD54 (sc-

400098-HDR-2, SantaCruz) permettant la réparation de l’ADN par recombinaison homologue. La carte 

de ces deux plasmides commerciaux n’est pas disponible. Une transfection réussie se traduit par 

l’expression de RFP (red fluoresence protein) et d’un gène de résistance à la puromycine (Annexe 6). La 

transfection des deux plasmides a été faites dans les cellules A549 et HaCaT avec les réactifs de 

transfection JetPRIME. Les réactifs de transfection avec les deux plasmides ont été laissés 24h en 

contact avec les cellules avant ajout du milieu frais aux cellules pour 48h supplémentaires. Une sélection 

à la puromycine (sc-108071, SantaCruz) a ensuite eu lieu sur une semaine avec les doses limites 

retenues expérimentalement. Après sélection à la puromycine, les cellules ont été passées sur 

cymomètre de tri et séparées en fonction de l’expression de la RFP sur plaque 96 puits. Après 

enrichissement, les clones cellulaires ont été vérifiés phénotypiquement avec les anticorps déjà décrits 

: primaire anti ICAM-1 et secondaire de chèvre anti souris couplé en AlexaFluor488. 

 

Production d’Eap recombinante 

Construction du plasmide de production d’Eap : Le gène eap a été amplifié, sans son peptide signal, avec 

la Taq polymérase Q5 Hot Start High-Fidelity (M0494S, NEB), à partir de l’ADN chromosomique de la 

souche de S. aureus HG001 et les amorces eap-pTXB1-F et eap-pTXB1-R. Le gène de l’eap a été purifié 

sur gel avec le kit Zymoclean Gel DNA Recovery (D4001, Zymo Research). Le plasmide pTXB1 a été extrait 

d’une souche de E. coli C2987 (C2987H, NEB). Le vecteur ainsi extrait a été linéarisé par PCR avec la Taq 

polymérase Q5 Hot Start High-Fidelity (M0494S, NEB) et les amorces pTXB1-eap-F et pTXB1-eap-R. Le 

plasmide pTXB1 contenant le gène eap a été construit avec le kit Golden Gate Assembly (E2611, NEB). 

Production d’Eap recombinante dans E. coli : Le plasmide contenant le gène codant pour l’Eap a été 

transformé par choc thermique dans la souche de E. coli BL21 (C2527H, NEB). 200ml de milieu LB 

(L3022, Sigma-Aldrich) supplémenté avec 100 µg/ml d’ampicilline (A9393, Sigma-Aldrich) a été inoculé 

au 1/100 avec un pré culture sur la nuit de la souche d’E. coli BL21 contenant le plasmide de production 

d’Eap. Le bouillon de culture a été incubé à 37°C jusqu’à atteindre une densité optique proche de 0,5. 

La production de la protéine Eap a ensuite été induite par ajout d’IPTG (I6758, Sigma-Aldrich) à une 

concentration de 1mM pendant 4 heures. Les bactéries ont ensuite été lysé par sonication et le kit 

IMPACT™ (E6901S, NEB) a été utilisé selon les recommandations du fournisseur pour purification sur 

colonne de l’Eap recombinante. Si besoin les cellules était prétraitée avec 40µg/ml d’Eap recombinante 
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dans du milieu d’infection pendant 30 minutes à 37°C sous 5% de CO2. Le milieu était alors aspiré pour 

infection des cellules par S. aureus comme décrit précédemment.    

Table 1. Annexe 7 : amorces utilisées pour le CRISPR eap et la production d’Eap recombinante 

Amorces Séquence (5’ –> 3’) 

eap-pTXB1-F ATACATATGGCAGCTAAGCCATTAGATAAATCA 

eap-pTXB1-R CCCGTGATGCATTTATTTTTTTTTGATTTAGTGTATTGTTTTACATC 

pTXB1-eap-F AAAAAATAAATGCATCACGGGAGATG 

pTXB1-eap-R GCTTAGCTGCCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC 

 

Statistiques 

Pour toutes les expériences d’infections sur modèle cellulaire, toutes les conditions expérimentales ont 

été mesurées 3 fois sur 3 expériences indépendantes. Les figures et les calculs statistiques (Analyse de 

variance avec comparaison de Dunnett) ont été éffectués avec GraphPad Prism.  
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Chapitre 3 : Evaluation de l’activité intracellulaire des traitements 

pour la decolonisation des porteurs de Staphylococcus aureus 

 

 

La décolonisation nasale à S. aureus repose sur l’utilisation d’antibiotiques avec en première 

ligne l’application par voir topique de mupirocine. La résistance à la mupirocine est rare et malgré une 

excellente efficacité apparente du traitement, les recolonisations précoces à S. aureus sont fréquentes. 

Ainsi, quelques mois après l’arrêt du traitement, la majorité des patients sont à nouveau porteurs de 

leurs souches initiales de colonisation. Une recolonisation à partir d’un réservoir dormant de bactérie 

intracellulaire étant une hypothèse possible, l’objectif de ce travail était d’étudier l’efficacité 

intracellulaire des principales molécules utilisées pour la décolonisation nasale à S. aureus (Article 3).  

Nous avons utilisé un modèle de kératinocytes (cellules HaCaT) mimant le réservoir de S. aureus 

présent au niveau du vestibule nasal. Une vingtaine de molécules ayant été utilisée dans le cadre de la 

décolonisation nasale à S. aureus ont été testées. Leurs capacités à faire diminuer la charge 

intracellulaire de la souche de S. aureus ATCC29213 a été évaluée. Pour cela, la quantité de bactérie 

internalisée était mesurée après 24h d’incubation en présence de la molécule à tester et de 

lysostaphine. Cette valeur était alors comparée à celle des puits témoins uniquement traités à la 

lysostaphine, cette dernière n’ayant aucune activité intracellulaire. Les molécules testées ont été 

utilisées aux concentrations décrites dans la littérature. Il en ressort que les quinolones (Ciprofloxacine, 

Moxifloxacine et Lévofloxacine) et la Rifampicine ont une excellente activité intracellulaire sur ce 

modèle. En revanche, la mupirocine et la majorité des molécules testées n’ont que très peu d’activité 

sur le réservoir intracellulaire de S. aureus. En raison de sa grande toxicité cellulaire, il n’a pas été 

possible d’évaluer l’activité de la povidone iodée. 

Cette étude est la première à évaluer l’efficacité intracellulaire des molécules antimicrobienne 

pour la décolonisation nasale de S. aureus. Si certaines des molécules testées ont une excellente activité 

intracellulaire, le risque majeur de sélection de résistance aux antibiotiques fait que leurs utilisations 

doivent se limiter à la prise en charge des infections avérées. Ces résultats soulignent encore 

l’importance d’explorer le réservoir intracellulaire dans la colonisation nasale par S. aureus et de 

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques capable de cibler ces bactéries. 
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Chapitre 4 : Etude du microbiote et des compétitions microbiennes 

au cours de la colonisation nasale à Staphylococcus aureus 

 

 

INTRODUCTION 

 

La colonisation nasale par Staphylococcus aureus est un facteur de risque majeur d’infection par la 

bactérie. Dans la majorité des cas ces infections sont d’origine endogène, la souche de colonisation 

étant directement responsable de l’infection (Wertheim et al. 2004; Gagnaire et al. 2019). Afin de 

réduire ce risque, le dépistage du portage et la décolonisation nasale sont proposés dans certaines 

populations à risque et notamment en chirurgie (Bode et al. 2010; Verhoeven et al. 2014). Les stratégies 

actuelles de décolonisation reposent essentiellement sur l’utilisation de mupirocine, antibiotique à 

utilisation topique. Ce traitement apporte une protection significative contre la survenue d’infection du 

site opératoire, à bactéries gram positives et plus particulièrement contre S. aureus (Bode et al. 2010; 

Schweizer et al. 2013). Bien que rare, la résistance à la mupirocine expose au risque d’échec de la 

décolonisation (Vasquez et al. 2000; Pérez-Fontán et al. 2002) et le taux de souches résistantes à la 

mupirocine augmente avec la consommation (Miller et al. 1996; Lee et al. 2011). De plus, chez les 

patients colonisés avec une souche de S. aureus sensible à la mupirocine, plus de la moitié des patients 

étaient à nouveau porteurs de la bactérie dans les mois qui suivent l’arrêt du traitement par mupirocine 

(Doebbeling et al. 1994; Bommer et al. 1995). La souche de colonisation initiale en était responsable 

dans 86% des cas (Mody et al. 2015). La persistance de la bactérie dans d’autres sites de colonisation 

non traités où l’absence d’activité de la mupirocine sur le réservoir intracellulaire de S. aureus 

pourraient expliquer une partie de cas de recolonisation précoce (Rigaill et al. 2018). Nous avons émis 

l’hypothèse qu’une décolonisation à long terme pourrait alors être obtenue par le maintien d’une 

pression de sélection empêchant la réimplantation de S. aureus à l’arrêt du traitement antibiotique dont 

l’utilisation doit être temporaire. Une meilleure compréhension des mécanismes régissant la 

colonisation nasale par S. aureus est nécessaire pour améliorer les stratégies thérapeutiques de 

décolonisation. 

De nombreux facteurs qui prédisposent au portage nasal de S. aureus ont été décrits (Sakr et al. 

2018) mais les facteurs de l’hôte ne permettent pas d’ expliquer, à eux seuls, les différences observées 

entre individus. Le microbiote nasal joue un rôle majeur dans la colonisation à S. aureus, la composition 

de flore bactérienne étant le reflet des interactions entre microorganismes qui luttent pour persister au 

niveau de la muqueuse nasale (Krismer et al. 2017). Une revue a décrit les conditions de la vie 
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commensale de S. aureus et ses interactions avec le reste du microbiote nasal (Krismer et al. 2017). 

Quatre formes principales de compétitions ont été décrites pour (i) l’acquisition des nutriments dans 

un environnement nasal pauvre, (ii) l’adhésion à la muqueuse afin de lutter contre la clairance nasale, 

(iii) l’induction et la survie aux défenses de l’hôte, et (iv) l’interaction directe entre microorganismes par 

production de peptides antimicrobiens, les bactériocines. 

La démocratisation des outils de séquençage haut débit a rendu possible la multiplication du 

nombre d’études sur le microbiote nasal et sur la place de S. aureus dans ce dernier (Frank et al. 2010; 

Liu et al. 2015; Khamash et al. 2019). La présence de certaines bactéries a été décrite comme 

négativement associée à la présence de S. aureus et des compétitions entre certaines souches ont été 

montrées in vitro (Yan et al. 2013). L’identification des souches bactériennes capables d’inhiber S. 

aureus in vivo est nécessaire pour ouvrir la voie aux thérapies de remplacement du microbiote nasal 

pour la décolonisation nasale des porteurs de S. aureus. 

 L’objectif de ce travail était d’évaluer, sur la base de données issues du microbiote nasal de 

patients porteurs ou non de S. aureus, le potentiel in vitro de certaines souches bactériennes à lutter 

contre la colonisation par S. aureus. 
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RESULTATS PERSONNELS  

 

La composition moyenne du microbiote du vestibule (V), du récessus sphéno-ethmoïdal (S) et 

du nasopharynx (N), indépendamment du statut de portage à S. aureus, est présentée à la Figure 1. Le 

microbiote du vestibule est  largement dominé par les phylums Firmicutes (Staphylococcus, 

Streptococcus et Dolosigranulum) et Actinobacteria (Corynebactrium, Cutibacterium et Rothia) qui 

représentent respectivement environ 42% et 39% des séquences obtenues. L’abondance relative (AR) 

de ces deux phylums est similaire au niveau du récessus sphéno-ethmoïdal (38% pour les Firmicutes et 

39% pour les Actinobacteria). Avec une AR de 16%, une augmentation importante des Proteobacteria 

(Moraxella, Neisseria et Haemophilus) est à noter avec une AR au niveau du récessus sphéno-ethmoïdal. 

Le microbiote du récessus sphéno-ethmoïdal représente une flore de transition avec le nasopharynx 

dont le microbiote est marqué par une AR plus élevée en Proteobacteria (25%) associée à une 

diminution de l’AR des Actinobacteria autour de 15% des séquences obtenues. L’AR des Firmicutes reste 

relativement stable autour de 44% au niveau du nasopharynx. Ces résultats ont montré qu’il existe un 

continuum dans la composition de la flore entre le vestibule et le nasopharynx (confirmés sur des 

modèles de régressions linéaires à effets mixtes non présentés). La composition moyenne du microbiote 

des différents sites anatomiques, en fonction du statut de portage à S. aureus, est disponible en Annexe 

1. 

 

 

Figure 1 : Composition moyenne du microbiote nasal des différents sites prélevés  

 

Malgré une différence de la composition du microbiote entre le vestibule et le nasopharynx, la 

Figure 2 montre que ces 3 sites anatomiques sont avant tout colonisés par un microbiote de base (« core 

microbiome ») assez similaire. Indépendamment du site de prélèvement, le « core microbiome » est 

composé des genres bactériens suivants : Staphylococcus (AR de 24,3%), Corynebacterium (18,0%), 

Streptococcus (12,8%) et Cutibacterium (10,7%). Lorsque que les séquences de S. aureus sont éliminées 
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de l’analyse, la comparaison par DPCoA montre que le microbiote des patients porteurs persistants de 

S. aureus partage un « core microbiome » commun avec les patients non porteurs  (Figure 3). 

 

Figure 2 : DPCoA des flores bactériennes issues de chaque site de prélèvement nasal. 

 

 

Figure 3 : DPCoA des flores bactériennes des patients porteurs ou non de S. aureus en incluant toutes 

les séquences 16S dans l’analyse (A) et en excluant les séquences de S. aureus l’analyse (B). 
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Figure 4 : Comparaison de la diversité bactérienne en fonction du site de prélèvement et du statut de 

portage à S. aureus. V : Vestibule ; S : récessus sphéno-ethmoïdal ; N : nasopharynx. 

La diversité alpha mesurée par l’index de Simpson (Figure 4) montre une diversité des séquences 

obtenues au niveau du vestibule (V) plus importante qu’au niveau du récessus sphéno-ethmoïdal (S), 

elle-même très légèrement supérieure à celle du nasopharynx (N). Aucune différence significative n’a 

été observée entre le groupe des porteurs de S. aureus et celui des non porteurs. La diversité importante 

mesurée au niveau du vestibule peut s’expliquer par la position de ce site anatomique qui est soumis 

aux échanges directs avec l’environnement extérieur.  

Chez les patients porteurs persistants de S. aureus, le genre Staphylococcus est le plus 

représenté avec environ 44% de ces séquences attribuables à l’espèce S. aureus, indépendamment du 

site de prélèvement (Figure 5A). Chez les patients non porteurs, la flore nasale est majoritairement 

constituée par le genre Corynebacterium (Figure 5B). Quel que soit le statut de portage, les genres 

Cutibacterium et Streptococcus représentent une part importante du microbiote nasal.  

 

Figure 5 : Prévalence des différents genres bactériens chez les patients porteurs (A) 

et non porteurs persistants de S. aureus (B) 
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Alors qu’il ne représente que 7,4% des séquences obtenues chez les patients non porteurs, le 

genre Dolosigranulum (dont la seule espèce du genre est D. pigrum) est le principal facteur prédictif de 

l’absence de S. aureus (Figure 6). Ce genre a été retrouvé chez 20% des patients de l’étude et chez 40% 

des patients non porteurs de S. aureus. Malgré leur très forte abondance chez les non porteurs (Figure 

5), Le genre Corynebacterium n’était qu’en seconde position des genres bactériens prédictifs du 

portage. Cette observation est probablement le reflet de la grande diversité d’espèces constituant ce 

genre bactérien au niveau nasal. Toutes les espèces de corynebactéries n’ont potentiellement pas 

d’effet sur la colonisation nasale par S. aureus ; le genre Corynebacterium était le 4ème genre le plus 

abondamment retrouvé chez les porteurs. La présence du genre Staphylococcus (hors séquences de S. 

aureus) était le principal facteur bactérien prédictif de la présence de S. aureus au niveau de la cavité 

nasale. 

 
Figure 6 : Top 10 des genres bactériens prédictifs du statut de portage (analyse LEfSe). 

 La capacité d’inhibition de croissance sur milieu solide de différentes souches de 

corynebactéries a été mesurée sur 3 souches de S. aureus. Ces souches de S. aureus représentent les 

fonds génétiques les plus fréquemment observés dans cette cohorte de patients. La souche S. aureus 

74 est un SARM appartenant au complexe clonal 5 (CC5), les souches 84 et 90, sensibles à la méhticilline, 

appartiennent respectivement au CC45 et CC30. Pour les corynebactéries, les 3 espèces les plus 

fréquemment isolées en culture ont été évaluées : C. accolens, C. propinquum et C. tuberculostearicum. 

Pour chaque espèce, 3 souches isolées de patients non porteurs de S. aureus ont été utilisées. Avec les 

3 concentrations de S. aureus testées, les espèces C. accolens et C. tuberculostearicum ne présentaient 

aucune activité d’inhibition de croissance sur S. aureus (Figure 7). Les 3 souches de C. propinquum ont 

démontré une capacité à inhibier la croissance de S. aureus. Cette capactié inhibitrice variait en fonction 

de la souche de corynebactérie utilisée mais ne semblait pas impactée par le fond génétique de S. 

aureus. Ainsi, la souche de C. propinquum du patient 20 avait l’activité mesurée la plus faible et a été 

capable d’inhiber la croissance de 25 µl d’un bouillon à 103 UFC/ml (environ 40 UFC). La souche de C. 

propinquum 3 a été capable d’inhiber la croissance de 25µl d’un bouillon à 105 UFC/ml (environ 4 000 

UFC). La souche de C. propinquum 18 a été capable d’inhiber la croissance de 25µl d’un bouillon à 107 

UFC/ml (environ 400 000 UFC). 
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Figure 7 : Impact de différentes espèces de corynebactéries sur la croissance de S. aureus. 

Pour la suite des expériences d’inhibition sur milieu solide, 4 souches de C. propinquum ont été 

testées sur une plus grande variété de souches de S. aureus : 5 souches représentant plus de 90% des 

fonds génétiques de S. aureus issus de la cohorte de patients, 4 souches de référence de l’ATCC 

(American Type Culture Collection) et 7 souches d’intérêt clinique. Ces 16 souches ont été testées avec 

des bouillons allant de 3 à 8 log UFC/ml avec toutes les dilutions intermédiaires au dixième. Ces souches 

appartiennent à 9 complexes clonaux différents, 7 souches (44%) présentaient un système de régulation 

agr de type 1, 4 (25%) un agr 2 et 5 (31%) un agr 3 (Table 1). Une résistance à la méticilline était observée 

pour 10 souches (63%) et 3 (19%) souches étaient productrices de toxine de Panton Valentine (PVL) 

(Table 2). Comme observé précédemment, le niveau d’inhibition dépendait essentiellement de la 

souche de C. propinquum utilisée. Le plus haut niveau inhibiteur a été obtenu avec la souche C. 

propinquum 3 qui a inhibé la croissance de toutes les souches de S. aureus à la plus haute concentration 

utilisée. La souche C. propinquum 18 a montré également une excellente capacité inhibitrice avec une 

concentration médiane d’inhibition de croissance à 7 log UFC/ml. Par ordre d’efficacité, nous avons 

observé avec les souches 20 et 8 une concentration médiane d’inhibition de croissance de, 

respectivement, 6 et 5 log UFC/ml. Pour ces souches de corynebactéries la capacité d’inhibition de 

croissance était directement liée à la souche de S. aureus utilisée sans lien avec le complexe clonal ou 

le type agr. Toutes les souches de S. aureus appartenant au CC30/agr 3 semblent spécifiquement moins 

sensibles à la C. propinquum 8. Cependant, cette observation n’était pas associée au système agr, 

d’autres souches agr 3 étaient à la souche C. propinquum 8. La production de PVL où la résistance à la 

méticilline n’a pas montré de protection vis-à-vis de l’activité inhibitrice de C. propinquum. 
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Table 1 : Impact de C. propinquum sur la croissance de S. aureus après 24h de co-culture. 

 

Table 2 : Caractéristiques des souches de S. aureus utilisées pour la compétition sur milieu solide. 

La Figure 7 montre les résultats de l’internalisation de S. aureus dans les cellules A549 en 

présence de différentes souches de C. propinquum. Le niveau d’internalisation pour les 3 souches 

cliniques de S. aureus testées était variable avec une charge intracellulaire variant de 1820 à 5430 

UFC/106 cellules. Avec le niveau d’internalisation basal le plus bas, la souche de SARM S. aureus 74 était 

également la plus impactée par la présence de C. propinquum avec une diminution moyenne du niveau 

d’internalisation de 73,3%. Des diminutions très significatives du niveau d’internalisation des souches 

84 et 90 ont également été observées avec une réduction du nombre de bactéries intracellulaires de 

60,8% et 49,6% respectivement. Du côté des corynebactéries, les souches 3 et 18 étaient les plus 

efficaces pour empêcher l’entrée de S. aureus avec des réductions de l’entrée mesurées respectivement 

à 65,8% et 63,1%. Des résultats similaires ont été observés avec la souche C. propinquum 8 (61,3% 

d’inhibition) avec un effet apparemment moins marqué sur la souche de S. aureus 84. Enfin, la souche 

de C. propinquum du patient 20 était la souche la moins efficace pour empêcher l’internalisation de S. 

aureus avec une réduction moyenne de 54,8%. 
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Figure 7 : Impact de C. propinquum sur l’internalisation de S. aureus dans les cellules A549 
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DISCUSSION 

 

 Nos résultats concernant le microbiote nasal sont en accord avec la littérature. Les fosses 

nasales postérieures sont décrites comme présentant une diversité (index de Shannon) plus faible avec 

une flore légèrement différente du vestibule (Yan et al. 2013). Avec un épithélium kératinisé, la flore du 

vestibule est proche de la flore cutanée qui est dominée par les Actinobacteria et les Firmicutes (Human 

Microbiome Project Consortium 2012; Yan et al. 2013; Bessesen et al. 2015). Au niveau du nasopharynx, 

le changement d’environnement et d’épithélium (de type respiratoire), s’accompagne d’un changement 

de la composition de la flore avec une augmentation importante de la quantité de Proteobacteria. Il 

existe un continuum bactérien entre, d’un côté le vestibule nasal qui sert de zone tampon avec 

l’environnement extérieur et, de l’autre, le nasopharynx qui marque une transition avec la flore de la 

cavité buccale. Malgré ces différences, le microbiote nasal est dans son ensemble composé d’une base 

commune (core microbiome) avec une dizaine d’OTUs constituant plus de 80% des séquences 16S 

pouvant être observée au niveau nasal (Yan et al. 2013). Il est rapporté une prévalence de portage 

d’environ 88% pour le genre Corynebacterium, 83% pour le genre Cutibacterium et 90% pour le genre 

Staphylococcus (Camarinha-Silva et al. 2012; Liu et al. 2015; Kaspar et al. 2016). Ces quelques genres 

bactériens peuvent être retrouvés au niveau des différents sites de la cavité nasale ce qui est 

notamment le cas pour S. aureus (Yan et al. 2013; Kaspar et al. 2016). L’étude du microbiote nasal de 

89 paires de jumeaux a montré que le fond génétique de l’hôte n’avait pas de rôle significatif dans la 

composition du microbiote, tandis que les facteurs environnementaux et les compétitions bactériennes 

participaient largement à façonner la composition de la flore bactérienne (Liu et al. 2015).  

En ce qui concerne les staphylocoques, S. epidermidis est l’espèce la plus souvent retrouvée au 

niveau nasal (Frank et al. 2010). Son impact sur la colonisation nasale à S. aureus est moins clair ; 

certaines études rapportant une association positive entre les deux espèces (Liu et al. 2015; Kaspar et 

al. 2016) alors que, pour d’autres, la présence de S. epidermidis est négativement corrélée à celle de S. 

aureus (Frank et al. 2010). Ces données contradictoires sont le reflet de l’hétérogénéité présente au 

sein des souches de S. epidermidis, certaines souches étant capables de produire une sérine protéase 

Esp dont l’activité sur la colonisation par S. aureus a été démontrée (Iwase et al. 2010). Certaines 

souches de S. lugdunesis sont également capables de produire de la lugdunine, bactériocine hautement 

active contre S. aureus (Zipperer et al. 2016). Le fait est que la très grande majorité des espèces de 

staphylocoques est capable de produire des bactériocines ayant principalement pour cible d’autres 

genres bactériens parmi lesquels les principales cibles sont les genres Dolosigranulum, Corynebacterium 

Moraxella et Micrococcus (Janek et al. 2016). Les travaux de Janek et al. pourraient expliquer que la 
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présence de staphylocoques est le principal paramètre prédictif de la présence de S. aureus dans notre 

étude. La production massive de bactériocines par le genre Staphylococcus pouvant contribuer à 

éliminer les principales espèces antagonistes de S. aureus.  

Que ce soit chez les patients porteurs de S. aureus ou non, Cutibacterium est le deuxième genre 

bactérien le plus abondamment retrouvé au niveau de la cavité nasale (Figure 4). Au cœur de la 

composition du microbiote nasal, le genre Cutibacterium pourrait également influencer la colonisation 

nasale par S. aureus. La production d’acide propionique et autres acides gras à chaines courtes par le 

métabolisme fermentatif de C. acnes est capable d’inhiber, in vitro et in vivo, la croissance de S. aureus 

(Shu et al. 2013; Wang et al. 2014). La coproporphyrine III secrétée par certaines souches de 

Cutibacterium spp. pourrait cependant favoriser la formation de biofilm par S. aureus (Wollenberg et al. 

2014). 

Chez les nouveaux nés, dont la flore n’est pas encore durablement établie, la colonisation nasale 

par S. aureus est plus fréquente que chez l’adulte (Khamash et al. 2018, 2019). Dans cette population la 

présence de Corynebacterium et de Dolosigranulum semblent protéger contre la colonisation nasale 

par S. aureus. Dolosigranulum pigrum est décrit dans de nombreuses études comme l’un des plus 

importants prédicteurs de l’absence de colonisation nasale par S. aureus (Wos-Oxley et al. 2010; 

Camarinha-Silva et al. 2012; Yan et al. 2013; Liu et al. 2015; Khamash et al. 2018). Retrouvé chez 40% 

des patients non porteurs de S. aureus de notre cohorte, il peut être retrouvé chez plus de la moitié des 

patients dans certaines études (Wos-Oxley et al. 2010; Camarinha-Silva et al. 2012; De Boeck et al. 

2021). Une concentration de D. pigrum supérieure à 1,2.106 copies 16S par écouvillon a une valeur 

prédictive de 86% pour l’absence de détection de S. aureus (Liu et al. 2015). Organisme particulièrement 

adapté à l’environnement nasal (Lappan et al. 2018; Flores Ramos et al. 2021), la culture in vitro de D. 

pigrum est difficile. Possédant un métabolisme auxotrophe, sa croissance est favorisée par la présence 

de Corynebacterium accolens, C. pseudodiphteriticum et C. propinquum (Brugger et al. 2020). L’effet 

inhibiteur de D. pigrum sur la croissance de S. aureus a pu être établi expérimentalement. L’association 

avec C. pseudodiphtheriticum permet une inhibition de S. pneumoniae (Brugger et al. 2020; De Boeck et 

al. 2021). Un effet anti-inflammatoire de D. pigrum a également été rapporté ainsi que sa capacité à 

réduire d’environ 70% la mortalité d’une infection a S. aureus sur un modèle de Galleria mellonella (De 

Boeck et al. 2021). 

La dichotomie entre la présence de bactéries du genre Corynebacterium et Staphylococcus peut 

être retrouvée dans de nombreuses études de composition du microbiote nasal (Lemon et al. 2010; Yan 

et al. 2013; Johnson et al. 2015). Ainsi la probabilité de trouver S. aureus est d’autant plus faible que la 

quantité de Corynébactéries est importante (Uehara et al. 2000; Lina et al. 2003; Johnson et al. 2015; 
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Khamash et al. 2019). En plus de leur effet agoniste sur la croissance de D. pigrum, certaines espèces de 

Corynebacterium ont un effet propre sur S. aureus. Pour cette étude, la région V3 du 16S a été 

séquencée. Si cette région permet une bonne identification de S. aureus parmi les séquences de 

staphylocoques, la distinction des différentes espèces de Corynebacterium est difficile si ce n’est 

impossible (Table 3).  

16S region C. accolens C. pseudodiphtheriticum C. tuberculostearicum 

V3 97,2% 100,0% 97,7% 

V1-V3 93,8% 99,0% 94,0% 

V1-V9 94,3% 99,4% 94,6% 

Table 3 : Homologie de séquence 16S entre C. propinquum et d’autres corynebactéries 

En 2013, Yan et al. décrivaient un OTU identifié comme C. pseudodiphtheriticum négativement 

corrélé à l’absence de S. aureus dans le prélèvement (Yan et al. 2013). Par compétition sur milieu solide 

une inhibition de la capacité de croissance de S. aureus par C. pseudodiphtheriticum était démontrée. 

La co-culture de S. aureus et de C. striatum va induire une réduction majeure de l’expression des gènes 

sous contrôle du système de quorum sensing agr de S. aureus sans impact significatif sur sa croissance 

(Ramsey et al. 2016). Le système de régulation agr régule l’expression de facteurs de virulence par S. 

aureus, sa répression par C. striatum forçant une orientation de la bactérie vers le commensalisme. Une 

Corynébactérie non identifiée a été également décrite comme induisant in vitro une inhibition de 

croissance restreinte aux souches de S. aureus présentant un profil agr-1 (parmi les 4 profils d’agr) (Lina 

et al. 2003).  

En l’absence de souche de D. pigrum disponible dans notre collection de bactéries, nous nous 

sommes focalisés sur l’étude des interactions entre S. aureus et différentes souches de 

Corynebacterium. Si les 3 souches de C. accolens et de C. tuberculostearicum n’ont présenté aucun effet 

sur la croissance de S. aureus, toutes les souches de C. propinquum avaient un impact sur S. aureus. En 

raison de l’impossibilité de s’approvisionner en sang de cheval pour la fabrication du milieu MH-F en 

pleine pandémie à SARS-Cov-2, aucun réplica biologique n’a pu être effectué, que ce soit les expériences 

de compétition sur milieu solide ou sur cellules. L’inhibition de croissance de S. aureus observée ainsi 

que l’effet très significatif obtenu sur l’inhibition de son internalisation rendent ces résultats déjà très 

encourageants. Il est intéressant de souligner que, contrairement aux autres espèces de 

corynebactéries qui ont pu être isolées aussi bien chez des patients porteurs ou non de S. aureus, les 8 

souches de C. propinquum obtenues par culture provenaient toutes de patients non porteurs de S. 

aureus. A titre d’illustration le microbiote du patient 18, seul patient pour lequel une souche de C. 

propinquum a été isolée et qui a bénéficié d’un séquençage, est disponible en Annexe 2. Chez ce patient 

les genres Corynebacterium et Cutibacterium représentent environ 70% des séquences obtenues sur les 
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3 sites de prélèvements avec une prédominance de Corynebacterium au niveau vestibulaire et de 

Cutibacterium au niveau du nasopharynx.  

En ce qui concerne les effets observés sur la croissance de S. aureus, la variabilité du niveau 

d’activité des souches de C. propinquum est indépendante du profil agr de la souche de S. aureus testée. 

Des résultats très similaires ont été observés avec des travaux sur C. pseudodiphtheriticum (Hardy et al. 

2019). Dans cette étude l’activité inhibitrice de C. pseudodiphtheriticum pouvait varier entre une 

résistance complète et une haute sensibilité sans corrélation avec le profil agr de S. aureus. Cette 

activité bactéricide contact-indépendante était liée à la production d’un facteur sécrété par C. 

pseudodiphtheriticum, capable de détourner à son avantage la production des phenol-soluble modulins 

de S. aureus, devenant alors toxique pour la bactérie (Hardy et al. 2019). La même année, une autre 

équipe étudiant les compétitions entre corynebactéries et staphylocoques a rapporté 3 souches de C. 

propinquum capables d’inhiber fortement la croissance de staphylocoques à coagulase négative par 

production de sidérophores (Stubbendieck et al. 2019). Une faible activité était également observable 

pour 7 autres souches de Corynebacterium mais aucune des 10 souches ne présentait d’activité sur S. 

aureus. Contrairement à nos résultats, les deux études précédentes décrivaient des interactions 

reposant sur la sécrétion de facteurs bactériens avec activités indépendantes du contact direct entre 

bactéries. L’activité à distance de nos 4 souches cliniques n’a pas été évaluée et le mécanisme 

responsable de l’inhibition de croissance observé n’a pas été élucidé. Le fond génétique de S. aureus, la 

production de PVL ou la résistance à la méticilline ne semblent pas impacter la capacité d’inhibition des 

souches de C. propinquum. Cette observation est à rapprocher de certaines études ne décrivant aucune 

différence apparente entre le microbiote des patients colonisés par des souches de S. aureus sensibles 

à la méticilline et celui de patients porteurs de SARM (Frank et al. 2010; Johnson et al. 2015). 

A ma connaissance, il n’existe qu’une seule publication présentant des résultats de compétition 

entre Corynebacterium et Staphylococcus sur modèle cellulaire (Ménard et al. 2020). Dans cette étude, 

des souches de S. epidermidis, C. acnes et C. alccolens, ont entrainé la diminution de la capacité 

d’adhésion et d’internalisation de deux souches de S. aureus sur une lignée de cellules cancereuses 

gingivales (Ca9-22). Sur cellules A549, nos travaux décrivent que la co-infection par C. propinquum et S. 

aureus est responsable d’une diminution très significative de la capacité d’invasion cellulaire par S. 

aureus. Bien que le temps de co-incubation des souches de S. aureus et de C. propinquum était assez 

court (3h) on ne peut pas exclure qu’une inhibition de croissance bactérienne puisse expliquer en partie 

la différence d’internalisation mesurée. L’internalisation de S. aureus étant le reflet de sa capacité 

d’adhésion, la compétition pour l’adhésion cellulaire pourrait être responsable du phénomène observé 

ici. Une autre explication possible pourrait être la production de bactériocines capables de détruire S. 
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aureus. Des expériences d’adhésion cellulaire avec des souches de C. propinquum et des surnagents de 

cultures inactivées par la chaleur pourraient permettre de répondre à cette question.  

Bactérie commensale de la peau et de la cavité nasale, peu d’articles traitent de C. propinquum 

dans la littérature scientifique. Seulement 29 publications en 26 ans pour la recherche de 

Corynebacterium propinquum dans PubMed avec la moitié d’entre elles consistant en des cases report. 

Souvent considérée comme un contaminent des prélèvements clinques, C. propinquum est rapportée 

comment étant la cause de différentes infections opportunistes : infections de la peau et des phanères, 

respiratoires, urétrites, conjonctivites, bactériémies, endocardites, infections ostéo-articulaire avec ou 

sans matériel (Saïdani et al. 2010; Bernard et al. 2013; Todokoro et al. 2015). Elles vont essentiellement 

toucher des patients présentant un terrain fragilisé (diabète, immunodépression, néoplasie, matériel 

exogène, malformations anatomiques, BPCO et bronchectasie) mais restent rares en comparaison du 

nombre d’infections à S. aureus (Balci et al. 2002; Díez-Aguilar et al. 2013; Kawasaki et al. 2014). 

Résistante à la fosfomycine, C. propinquum est presque toujours résistante à la clindamycine et 

l’érythromycine (90% de souches résistantes), mais aussi régulièrement résistante au cotrimoxazole 

(70%) et aux quinolones (entre 29 et 40%) (Díez-Aguilar et al. 2013; Hoshi et al. 2020). La résistance à la 

vancomycine est extrêmement rare (Babay 2001). L’indentification par séquençage 16S des différentes 

espèces de Corynebacterium est difficile, et si C. propinquum est très peu rapportée dans les études de 

microbiote c’est qu’elle partage une homologie séquence très importante avec les autres 

corynebactéries (Table 3). Pour la région V3 utilisée ici, la séquence 16S obtenue pour C. propinquum à 

une homologie de séquence de 100% avec C. pseudodiphtheriticum et est supérieure à 97% pour les 

autres principales espèces de Corynebacterium spp. présentes au niveau nasal. Les séquences de C. 

propinquum sont donc perdues dans les autres OTUs de corynebactéries. Egalement très proche de C. 

pseudodiphtheriticum au niveau morphologique et biochimique, l’identification certaine de C. 

propinquum repose en premier lieu sur l’analyse par spectrométrie de masse (MALDI-Tof) mais peut 

aussi être obtenue par séquençage des gènes rpoB, ssrA ou du 16S complet (Bernard et al. 2013; Rea et 

al. 2017; Xu et al. 2021b). La ressemblance entre les deux espèces ne s’arrête pas là. Si nous avons ici 

décrit le rôle inhibiteur de C. propinquum sur S. aureus il faut rappeler que le même phénomène pouvait 

être observé avec C. pseudodiphtheriticum (Yan et al. 2013). Plus récemment, C. propinquum et C. 

pseudodiphtheriticum ont été décrits comme pouvant inhiber la croissance des souches de 

Streptococcus pneumoniae de serotype 22F ; la présence de ces deux corynebactéries dans le 

microbiote nasal aurait un effet protecteur chez les jeunes enfants (Xu et al. 2021a). L’étude in vitro de 

C. pseudodiphtheriticum a permis de mette en évidence la capacité de cette bactérie à adhérer, pénétrer 

et survire à l’intérieur de cellules épithéliales humaines (Souza et al. 2012). Il serait intéressant de 
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vérifier si l’internalisation de C. propinquum est également possible. On pourrait alors imaginer que la 

compétition avec S. aureus puisse se poursuivre dans le secteur intracellulaire. 

L’inoculation artificielle de bactéries dans le cadre de la décolonisation nasale à S. aureus a déjà 

été proposée avec des résultats prometteurs. Il y a plus de vingt ans, l’administration en spray nasal de 

la souche Corynebacterium sp Co304 permettait une éradication complète de la colonisation par S. 

aureus chez 71% des patients traités (Uehara et al. 2000). Dans cette même étude l’instillation d’une 

solution de NaCl 0.9% ou de S. epidermidis n’avait aucun effet sur le portage de S. aureus. De la même 

façon, dans une cohorte de 4 patients, un spray contenant une solution saline de C. 

pseudodiphtheriticum a permis de décoloniser complètement 3 patients (Kiryukhina et al. 2013). Pour 

le dernier patient, à la fin du traitement, la souche de SARM responsable de la colonisation n’a pas pu 

être complètement éradiquée et la colonisation à S. aureus a persisté. Chez l’Homme, des résultats 

concluants ont également pu être observés avec l’utilisation de souches de S. epidermidis productrices 

d’Esp (Iwase et al. 2010), ou de probiotiques commerciaux à base de Streptococcus salivarius et de 

Streptococcus oralis (De Grandi et al. 2019).  

Ces essais reposent sur l’utilisation empirique de différentes souches bactériennes mais pour 

pouvoir un jour proposer des thérapies de remplacement de flore efficaces et sûres, il est nécessaire de 

pouvoir disposer du plus grand nombre possible de souches candidates bien caractérisées : spectre 

d’activité, pouvoir pathogène potentiel, interaction avec le reste de la flore... Pour une efficacité 

optimale cette greffe microbienne pourrait être administrée à la suite d’une décolonisation antibiotique 

ayant permis de réduire la charge nasale de S. aureus. L’administration non pas d’une espèce mais d’une 

flore complète capable de s’établir au niveau des différents sites de la cavité nasale, de se multiplier et 

de travailler ensemble de façon synergique, pourrait permettre une protection, au long terme, contre 

la réimplantation de S. aureus quelle que soit son origine. A cet effet,  sur la base de ces travaux et de 

la littérature, une piste de réflexion sur la composition de cette hypothétique flore synthétique est 

proposée en Annexe 3.  
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MATERIELS ET METHODES 

 

Ethique 

Cette étude a été approuvée par le comité d'examen institutionnel et l'Agence Française de Sécurité 

Sanitaire des Produits de Santé (NCT02595112). Tous les patients ont signé un formulaire de 

consentement éclairé. 

 

Population et prélèvements 

Cette étude s’est déroulée dans le service d’Oto-Rhino-Laryngologie du Centre Hospitalo-Universitaire 

de Saint-Etienne, entre Février 2016 et Septembre 2017. L’étude était proposée aux patients de plus de 

18 ans, hospitalisés pour prise en charge chirurgicale au bloc opératoire sous anesthésie générale. Ils 

n’étaient pas inclus s’ils présentaient l’un des critères suivants: infection en cours (nasale ou 

systémique), prise de traitement antibiotique dans le mois précèdent, infection par VIH, furonculose 

chronique, maladie néoplasique de la cavité nasale en cours, grossesse, trouble de l’hémostase majeur. 

Avant chirurgie, les patients inclus étaient écouvillonnés (eswab 481CE, Copan) au niveau du vestibule 

nasal pour recherche de portage à S. aureus. Le jour de la chirurgie, les patients sous anesthésie 

générale étaient prélevés, sous contrôle endoscopique, au niveau du vestibulaire, du récessus sphéno-

ethmoïdal et du nasopharynx (eswab 481CE, Copan). Les échantillons étaient alors envoyés au 

laboratoire pour prise en charge immédiate.  

 

Détermination du statut de portage  

Les échantillons vestibulaires étaient ensemencés sur gélose CHROMagar Staph aureus (TA672, 

CHROMagar) à l’aide d’un ensemenceur automatique (Easyspiral dilute, Interscience). Après 24 heures 

d’incubation à 37°C en condition aérobie, les charges bactériennes de S. aureus étaient mesurées avec 

un compteur de colonie (Scan 1200, Interscience). Les charges bactériennes étaient utilisées pour 

définir le statut de porteur persistant à S. aureus selon un l’algorithme décrit précédemment 

(Verhoeven et al. 2012).  

 

Création d’une collection de souches cliniques  

En parallèle de l’ensemencement des géloses CHROMagar Staph aureus, pour les 30 premiers patients 

de l’étude, 50µl d’échantillon ont été ensemencés manuellement sur plusieurs milieux de culture : 

gélose 5% sang de mouton (COS 43041, Biomérieux) avec culture en condition aérobie, gélose COS avec 

culture sous 5% CO2, gélose chocolat + PolyViteX (PVX 43101, Biomérieux) sous condition anaérobie, 

gélose MRS (13295949, OXOID) et Hoyle (10432443, OXOID) avec cultures en condition aérobie. Les 

géloses étaient lues à 24 et 48h (uniquement 48h en condition anaérobie) et plusieurs colonies 
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visuellement différentes étaient ré isolées pour identification par MALDI-TOF (MALDI-TOF MS System, 

Bruker). Pour chaque patient, toutes les espèces identifiées étaient archivées à -20°C en tubes 

cryobilles. Les profils génétiques des souches cliniques de S. aureus ont été obtenus sur micropuces S. 

aureus Genotyping Kit 2.0 (alere-technologies).  

 

Séquençage haut débit des échantillons 

Dès réception, 250µl de chaque prélèvement étaient congelés à -80°C pour analyse métagénomique 

16S à la fin des inclusions. Selon le statut de portage, défini sur la charge des prélèvements vestibulaires, 

15 porteurs persistants de S. aureus ont été retenus pour séquençage des 3 sites de prélèvement. Un 

groupe contrôle constitué de 15 patients, dont les prélèvements étaient négatifs à S. aureus, a été 

appareillé au groupe porteur sur des critères d’âge et de sexe. L’âge moyen dans le groupe porteur et 

non porteur était respectivement de 55,8 ans et 55,7 ans pour un ratio hommes/femmes de 1,5 dans 

les deux groupes. Après décongélation, les échantillons ont été traités par protéinase K (GEXPRK00, 

Eurobio Scientific) pendant 1 heure à 56°C. L’ADN total était alors extrait avec le kit QIAamp DSP DNA 

Mini Kit (61304, Qiagen) sur l’automate QIAsymphony (Qiagen) selon les instructions du fabricant. Les 

90 extraits ont alors été amplifiés avec la taq Platinum PCR SuperMix High Fidelity (12532016, 

Invitrogen) et des amorces ciblant la région V3 de l’ADN codant pour l’ARN 16S. Ces amorces 338F (ACT 

CCT ACG GGA GGC AGC AG) and 533R (TTA CCG CGG CTG CTG GCA C) étaient déjà modifiées par ajout 

des barre-codes et des séquences adaptatrices spécifiques de la technologie PGM (Personal Genome 

Machine). Le protocole de PCR d’amplification V3 consistait en une activation de la taq par 2 minutes à 

94°C suivi par 50 cycles : de dénaturation 20 secondes à 94°C, d’hybridation 20 secondes à 64°C et 

d’élongation 35 secondes à 68°C. Les amplicons étaient alors purifiés sur colonne GeneRead Size 

Selection Kit (180514, Qiagen) avant que la quantité d’ADN de chaque échantillon ne soit mesurée avec 

les puces d’électrophorèses High-Sensitivity DNA Kit (5067-4626, Agilent Technologies) sur automate 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Des puces Ion 318 chip V2 (4488146, ThermoFisher Scientific) 

ont été chargées avec 30 échantillons avec l’Ion Chef System (ion Torrent, ThermoFisher Scientific) avant 

d’être séquencées avec le kit Ion PGM Hi-Q View Chef 400 (A30798, ThermoFisher Scientific) sur 

système Ion PGM (ion Torrent, ThermoFisher Scientific). 

 

Analyse des séquences 16S 

Les analyses de composition de microbiote au niveau du genre bactérien ont été obtenues avec mothur 

v1.40.5 et la base de données 16S Silva v132 avec des OTUs (Operational taxonomic units) définis à 95% 

d’homologie de séquence. Les séquences ne respectant pas les critères suivants ont été écartées : 

séquences de moins de 130 ou plus de 210 paires de bases, avec plus de 8 homopolymères, un score 

de qualité de moins de 22 ou représentant moins de 0,5% des séquences de l’échantillon. Le pipeline 
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d’analyse mothur complet est disponible en Annexe 4. En cas d’identification impossible, la séquence 

consensus d’un OTU pouvait être analysée sur la base de données NCBI 16S ribosomal RNA. Les mesures 

de diversité alpha, les analyses en DPCoA (Double Principal Coordinate Analysis) et LEfSe (Linear 

discriminant analysis Effect Size) ont été obtenues après un tri initial des séquences avec BBduk et 

VSEARCH, puis alignement BLASTn sur la base de données NCBI 16S ribosomal RNA avec normalisation 

des échantillons sur le nombre de copies 16S.  

 

Compétitions bactériennes sur milieu solide 

Des souches de corynebactéries isolées chez des patients non porteurs de S. aureus ont été 

ensemencées sur gélose COS à partir des tubes cryobilles de la collection de souches cliniques. Après 

un minimum de 24 heures à 37°C sous 5% de CO2, une colonie isolée était diluée dans 10ml de bouillon 

Mueller-Hinton 5% de sang de cheval + β-NAD (MH-F : 51075, Biomérieux ; SR0050C, ThermoScientific). 

Le bouillon était incubé sur la nuit à 37°C sous agitation. Le bouillon était alors dilué pour obtenir une 

densité optique de 0,5 sur densimètre CO8000 (WPA). La DO 0,5 de corynebactérie était alors diluée au 

dixième avant d’être ensemencée par inondation sur gélose MH-F. Les géloses étaient alors incubées 

24h à 37°C sous 5% de CO2. Avec 24h de décalage, la même procédure était suivie pour les souches de 

S. aureus (souches cliniques et de collection). Rapidement, les souches étaient ensemencées sur gélose 

COS avant qu’une colonie isolée ne soit utilisée pour préparer un bouillon MH. Après une nuit à 37°C 

sous agitation, le bouillon était dilué à une DO 0,5 (environ 8 log UFC/ml) et ce bouillon était dilué en 

série jusqu’à une concentration d’environ 3 log UFC/ml. Un dépôt de 25µl des dilutions de S. aureus 

d’intérêts était effectué sur les géloses MH-F déjà incubées depuis 24h avec les corynebactéries. Un 

témoin sans corynebactérie était systématiquement réalisé. Les géloses étaient incubées 24h à 37°C 

puis la croissance de S. aureus était visuellement vérifiée avec photographies des géloses sur compteur 

de colonies (Scan 4000, Interscience). 

 

Compétition sur cellules 

Des cellules A549 (lignée de pneumocytes humains) ont été cultivées en flasque à 37°C et 5% de CO2 

dans du milieu Dulbecco’s modified Eagle high glucose (DMEM-D6429, Sigma‐Aldrich) supplémenté 

avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF-10270‐106, Gibco) sans antibiotique. Pour les expériences de 

compétition sur cellules, après lavage au PBS (D8537, Sigma-Aldrich), les cellules étaient décollées par 

traitement à la trypsine‐EDTA (T4049, Sigma‐Aldrich) puis ensemencées sur plaque 24 puits à une 

densité de 1,0.105 cellules/cm2 avant d’être incubées 48h à 37°C et 5% CO2. De façon similaire à la 

compétition sur milieu solide, un bouillon MH-F de chaque corynebactérie à tester était préparé la veille 

de l’infection. Le jour de l’infection, le bouillon MH-F était centrifugé, le milieu éliminé et le culot 
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bactérien re-suspendu dans 10ml de milieu d’infection : DMEM high glucose sans rouge phénol (D1145, 

Sigma‐Aldrich) supplémenté avec 10% de SVF. Le bouillon était alors ajusté à une DO 0,5 puis dilué au 

dixième dans du milieu d’infection. La plaque 24 puits était alors lavée au PBS avant que 500µL de 

bouillon dilué de corynebactérie ne soit ajouté à chaque puits (trois puits par condition). Pour les 3 puits 

contrôles, du milieu d’infection stérile était ajouté à la place des corynebactéries. Après 1h d’incubation 

à 37°C sous 5% de CO2, 500µl d’une DO 0,5 de S. aureus diluée au centième dans du milieu d’infection 

(MOI 0,1) étaient ajoutés aux puits et la plaque était alors incubée pendant 2h à 37°C sous 5% CO2. Le 

milieu était ensuite aspiré et remplacé par du milieu frais supplémenté avec 10µg/ml de lysostaphine 

(Ambicin, Ambi Products) puis de nouveau incubé 1h à 37°C et 5% CO2. Les puits étaient alors lavés 3 

fois au PBS avant d’ajouter 1ml de solution de lyse composée de : 0,25% de Triton X-100 (T8787, Sigma‐

Aldrich), de 25% de trypsine‐EDTA et d’eau pure stérile (600500, Aguettant). Après 15 minutes 

d’incubation, le lysat cellulaire était ensemencé sur gélose COS avec un EasySpiral. La quantité de S. 

aureus intracellulaire était mesurée avec un compteur de colonies (Scan 4000, Interscience) après 24h 

d’incubation à 37°C.  
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : Composition moyenne du microbiote de chaque site prélevé au niveau nasal en fonction du 

statut de portage à S. aureus 

 

 

Annexe 2 : Analyse de la composition du microbiote du patient 18, seul patient porteur de C. 

propinquum pour lequel des données de séquençage 16S étaient disponibles + Evolution de 

l’abondance relative en Corynebacterium et Cutibacterium en fonction du site de prélèvement 
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Annexe 3 : Principales interactions régissant la composition de la flore nasale                              

(flèches rouges : effet antagoniste, flèche verte : effet agoniste) 

 

 

Annexe 4 : Pipeline d’analyse des données métagénomiques 16S sur mothur 
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Ce travail de thèse avait pour objectif d’étudier plusieurs aspects très distincts de la colonisation 

nasale par S. aureus avec un travail de recherche clinique sur l’étude de la physiopathologie de la 

colonisation nasale à S. aureus (Article 1 et Chapitre 4), un travail de recherche translationnelle (Articles 

2 et 3) autour des stratégies de décolonisation, et un travail de recherche fondamentale sur les 

mécanismes d’internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales (Chapitre 2).  

Le vestibule nasal est considéré comme le principal site de colonisation chez l’Homme et seuls 

les prélèvements vestibulaires peuvent être utilisés pour définir le statut de porteurs persitants ou 

intermittents à S. aureus. Le statut de portage est important pour apprécier le risque infectieux associé 

au portage nasal de S. aureus et peut impacter la prise en charge des patients. L’exploration de la cavité 

nasale postérieure a mis en évidence un réservoir de S. aureus très similaire à celui qui peut être observé 

au niveau vestibulaire (Article 1). Avec une prévalence et des charges bactériennes identiques, nos 

résultats suggèrent que les prélèvements nasaux profonds, comme les prélèvements nasopharyngés 

réalisés pour la rehcerche de virus par exemple, pourraient être utilisés pour définir le statut de portage 

à S. aureus des patients. 

Nous avons également montré la présence d’un réservoir intracellulaire de S. aureus provenant 

de prélèvements étagés de la cavité nasale (Article 1). Ces observations sont rares dans la littérature et 

reposent essentiellement sur l’analyse ex vivo de prélèvements vestibulaires. Au cours de ce travail de 

thèse nous nous sommes interessés à l’internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales de la 

cavité nasale. Bien que S. aureus soit capable de déclencher son internalisation dans un très grand 

nombre de types cellulaires, d’autres mécanismes pourraient être impliqués dans l’invasion des 

muqueuses chez l’homme. Par exemple, l’alpha toxine de S. aureus (Hla) peut cliver les protéines de 

jonction intercellulaire E-cadhérine altérant alors la structure de la barrière épithéliale et favorisant le 

passage de la bactérie (Inoshima et al. 2011). Décrit au niveau digestif, la transcytose de complexes 

immunoglobulines-bactéries via les cellules M (Rochereau et al. 2013; Fransen et al. 2015) pourrait aussi 

avoir un rôle au niveau nasal au niveau du NALT (« Nasal-associated lymphoid tissue ») (Giannasca et al. 

1997). Une meilleure compréhension de l’ensemble des facteurs de l’hote et de la bactérie sont 

essentielles pour comprendre les mécanismes impliqués dans le passage de la colonisation à l’infection 

pour mieux prévenir les infections. 

Une étude a montré la présence de S. aureus dans des biopsies de 3 mm de la muqueuse nasale 

(Hanssen et al. 2017). Tous les sujets inclus étaient des volontaires sains dont le statut de portage à S. 

aureus avait été déterminé lors d’études cliniques antérieures (Sangvik et al. 2011; Jacobsen et al. 2012). 

Les biospsies ont été proposées à des volontaires aussi bien porteurs persistants de S. aureus que non 

porteurs persistants (non porteurs et porteurs intermittents). Les patients inclus dans les deux groupes 

ont été appareillés sur le sexe et l’âge (Hanssen et al. 2017). En parallèle de la biopsie nasale d’un des 
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deux vestibules, chaque patient a bénéficié d’un prélèvement de dépistage de S. aureus par 

écouvillonnage de l’autre narine. Entre les études publiées en 2011 et 2012 et celles de 2017, 4 

volontaires anciennement classés comme porteurs persistants (22,2%) n’étaient plus porteurs de S. 

aureus. Pour ces 4 patients, aucun réservoir intracellulaire de S. aureus n’a été observé. Dix-neuf 

patients anciennement caractérisés comme non porteurs persistants de S. aureus, présentaient 

toujours des prélèvements négatifs. Etonnamment, pour 3 d’entre eux (15,8%), du S. aureus intra 

muqueux pouvait être observé. Malheureusement dans notre étude, la recherche de S. aureus 

intracellulaire n’a été faite que chez les patients présentant un écouvillonnage positif, rendant la 

comparaison impossible entre nos deux études sur ce point. Nous avons observé une prévalence du 

portage unilatéral de S. aureus de 22,6% et, pour quelques patients, seuls les prélèvements postérieurs 

étaient positifs (Article 1). Ces phénomènes pourraient peut être expliquer la présence de S. aureus 

intra-muqueux chez des patients a priori non porteurs de la bactérie dans cette étude norvégienne 

(Hanssen et al. 2017). Nos résultats indiquent également que la charge de S. aureus extracellulaire est 

directement corrélée à la détection d’un réservoir intracellulaire de S. aureus. Il est possible que des 

charges de S. aureus importantes augmentent la probabilité qu’un évènement d’internalisation se 

produise dans la cavité nasale augmentant la probabilité d’observer des cellules contenant la bactérie. 

A l’inverse, cette probabilité devient d’autant plus faible que la charge bactérienne diminue. La 

sensibilité du diagnostic de présence d’un réservoir intracellulaire de S. aureus est donc directment liée 

au nombre de cellules prélevées et analysées, ce qui souligne une fois de plus l’importance de la qualité 

du prélèvement en microbiologie clinique. 

Le dépistage de S. aureus intracellulaire par microscopie confocale permet le diagnostic de 

certitude d’un réservoir intracellulaire. Cependant son application sur un très grand nombre de cellules 

est fastidieuse et ce type de microscope n’est pas disponible dans les laboratoires cliniques. Aussi, nous 

avons voulu développer une technique simple basée sur sa détection par culture bactériologique (Article 

2). Habituellement, la détection et la quantification du réservoir intracellulaire de S. aureus par culture 

reposent sur l’élimination des bactéries extracellulaires avec des molécules antimicrobiennes et des 

étapes de lavage avant la mise en culture. Dans l’Article 1, l’élimination du S. aureus présent dans le 

secteur extracellulaire était basée sur l’utilisation de lysostaphine et de gentamicine. Une étude a 

montré que la gentamicine, aux doses utilisées dans nos expériences, pouvait être internalisée par les 

cellules phagocytaires et avoir un impact sur le réservoir intracellulaire de S. aureus (Kim et al. 2013). 

Dans cette même étude, les auteurs ont proposé d’utiliser uniquement de la lysostaphine dont l’activité 

se limite au secteur extracellulaire car cette molécule n’est pas internalisée par les phagocytes. Pour 

une utilisation ex vivo, Il est indispensable de s’assurer de la sensibilité de la souche de colonisation à la 

lysostaphine. Cependant, même avec des souches sensibles à la lysostaphine, il est important de noter 
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que pour des charges bactériennes élevées, son activité pourrait être insuffisante pour détruire en 

totalité le S. aureus extracellulaire. Cette molécule présente une activité lytique extrêmement rapide 

sur S. aureus (de l’ordre de quelques secondes), mais cette activité enzymatique semble rapidement 

atteindre un plateau (Kim et al. 2013). Des résultats similaires ont été obtenus dans notre laboratoire 

(données non présentées). Dans l’Article 1, certains patients présentaient des charges de S. aureus 

supérieures à 106 voire 107 UFC/ml d’écouvillon pouvant donc rendre impossible l’élimination complète 

des bactéries S. aureus extracellulaires par traitement à la lysostaphine seule. Une attention particulière 

doit être accordée à la procédure expérimentale utilisée pour mesurer le réservoir intracellulaire de S. 

aureus dans les prélèvements cliniques. L’utilisation de lysostaphine seule expose au risque de « faux 

positif » par manque d’éfficacité ou par résistance acquise de la souche de portage.  

Il a été rapporté que d’autres peptides lytiques produits par des bactériophages comme la LysK 

(Becker et al. 2009; Fenton et al. 2011) ou la Lysine CF-301 (Schuch et al. 2017) ont également une forte 

activité sur S. aureus et que la LysK peut agir de façon synergique avec la lysostaphine (Becker et al. 

2008). Ces synergies d’activité, la modification d’enzymes les rendant plus actives (Arroyo-Moreno et 

al. 2021) ou l’utilisation de protéines chimères formées de plusieurs éléments lytiques (Filatova et al. 

2016) pourraient faciliter l’élimination des bactéries extracellulaires. Comme pour les expériences d’EPA 

sur modèles cellulaires (enzyme protection assay) de l’Article 2, l’inactivation de la lysostaphine par la 

protéinase K peut également être utilisée sur prélèvement ex vivo. L’utilisation de protéinase K permet 

alors de s’affranchir des étapes  de centrifugations/lavages successives nécessaires à l’élimination de la 

lysostaphine et des enzymes lytiques évoquées précédemment. Une évaluation de la téchnique d’iEPA 

est encore nécessaire pour valider l’utilisation de cette technique comme outil du diagnostic ex vivo de 

détection des bactéries intracellulaires et notamment pour vérifier l’efficacité sur les prélèvements avec 

une forte charge de S. aureus. 

Nous avons également voulu explorer les mécanismes à l’origine de l’entrée de S. aureus dans 

les cellules phagocytaires non professionnelles. La voie d’internalisation principale, médiée par les 

FnBPs de S. aureus et le récepteur cellulaire α5β1, étant déjà bien décrite, nous nous sommes intéressés 

aux voies d’entrées cellulaires dites secondaires et notamment à la protéine sécrétée Eap, 

précédemment rapportée comme permettant l’entrée de la bactérie dans des kératinocytes (Bur et al. 

2013). Cette voie d’internalisation, décrite comme indépendante des FnBPs, semble impliquer un 

récepteur cellulaire dont l’identité n’est toujours pas certaine. L’interaction connue entre l’Eap et la 

protéine cellulaire ICAM-1 (Chavakis et al. 2005) nous a conduit à explorer le rôle de ces deux protéines 

dans l’internalisation de S. aureus. Malgré de premiers résultats prometteurs et le développement de 

nombreux outils cellulaires et bactériens, l’implication du récepteur ICAM-1 l’internalisation de S. 

aureus n’a pu être apportée (Chapitre 2). Si l’on peut se questionner sur la validité de certains modèles 
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utilisés (CRISPR ICAM-1 uniquement obtenu dans les cellules A549 par exemple), plusieurs points ne 

vont pas dans le sens de l’hypothèse d’une entrée de S. aureus via Eap et ICAM-1. Nos travaux ont 

montré que le récepteur ICAM-1 n’est pas fortement exprimé de façon basale sur les cellules HaCaT et 

A549, mais qu’une infection par rhinovirus ou un stimulus inflammatoire (traitement au TNFα) provoque 

une très forte expression membranaire de ce récepteur. Dans l’étude de 2013, relative au rôle de l’Eap 

dans l’internalisation de S. aureus (Bur et al. 2013), un des modèles cellulaires utilisé consistait en des 

cellules HaCaT présentant une expression basale faible du récepteur ICAM-1 (non vérifié dans l’étude) 

ce qui suggère dans ce modèle l’implication d’un autre récepteur. Dans nos expériences, l’utilisation de 

la souche SF8300 ΔfnbA/B entrainait une disparition quasi complète de la capacité d’internalisation de 

S. aureus. Cette observation n’est pas en faveur de l’implication de l’Eap dans une voie indépendante 

de FnBPs/α5β1, ni de n’importe quelle voie secondaire n’impliquant pas les FnBPs. Nos résultats 

semblent indiquer que si l’Eap favorise l’internalisation de S. aureus, ce mécanisme nécessite un 

récepteur qui n’est ni la protéine l’intégrine a5b1, ni la protéine la glycoproytéine ICAM-1 . Ces deux 

protéines sont en effet bien présentes sur notre modèle (A549 stimulée au TNFα) sans que la souche 

SF8300 Δfnb ne puisse envahir les cellules, et ce, même en présence d’Eap recombinante. 

L’internalisation de S. aureus via l’Eap devrait alors impliquer un récepteur qui nécessite l’expression 

des FnBPs de S. aureus et un récepteur cellulaire encore inconnu. La confirmation de ces résultats par 

l’observation des modèles par microscope confocale sur notre modèle cellulaire et sur d’autres lignées 

pourrait permettre d’investiguer avec plus de sensibilité et d’apporter une réponse définitive à la 

question du rôle de l’interaction Eap-ICAM-1 dans l’adhésion et l’internalisation de S. aureus. 

L’évaluation de l’efficacité intracellulaire des principales molécules utilisées pour la 

décolonisation nasale à S. aureus était également une part importante de ce travail de thèse. L’Article 3 

nous montre ainsi que la majorité des antibiotiques utilisés pour décoloniser les porteurs ont une faible 

acitivité sur le réservoir intracellulaire de S. aureus. C’est notamment le cas de la mupirocine, 

antibiotique topique, à la base de la stratégie actuelle de décolonisation nasale. Cette activité très 

limitée de la mupirocine sur le S. aureus intracellulaire pourrait être à l’origine de certains cas de 

recolonisations observés dans les semaines qui suivent l’arrêt du traitement (Doebbeling et al. 1994; 

Bommer et al. 1995; Mody et al. 2015). Les antibiotiques présentant la meilleure activité intracellulaire 

sont la rifampicine et les fluoroquinolones, dont l’utilisation doit être limitée aux cas d’infections 

avérées. Des résultats identiques sont obtenus sur modèles d’ostéoblastes (Marro et al. 2021). 

L’excellente activité intracellulaire de la rifampicine peut expliquer son efficacité pour prévenir le risque 

de rechute des infections ostéo-articulaires à S. aureus (Meléndez-Carmona et al. 2019). Il est 

cependant nécessaire de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques capables de cibler le 

réservoir intracellulaire nasal de S. aureus. Contrairement aux antibiotiques dont le spectre peut être 
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assez large, les bactériophages ont une activité souvent ciblée sur certaines souches au sein d’une 

espèce bactérienne. Encore très rare malgré de très bons résultats, l’utilisation de phages lytiques in 

vivo se limite au traitement de dernière intention des infections à germes multi-résistants aux 

antibiotiques en compléments des molécules antibiotiques. Ces dernières  présentent des 

concentrations minimales inhibitrices suffisament basses pour conserver une efficacité éventuelle 

(Ferry et al. 2020, 2022). Ces bactériophages vont présenter une excellente activité sur les bactéries 

extracellulaires mais, même s’ils ont été observés, et que l’on peut les retrouver dans le cytoplasme des 

cellules eucaryotes, l’activité lytique intracellulaire de ces phages n’est pas prouvée (Kolenda et al. 2019; 

Mannala et al. 2022). Une revue récente a décrit les différentes stratégies qui pourraient permettre 

d’éliminer les pathogènes intracellulaires (Liu et al. 2020). Certains peptides antimicrobiens amphiphiles 

(c’est-à-dire qui contiennent une région hydrophile et hydrophobe), capables de traverser la bicouche 

lipidique membranaire, sont connus pour avoir une activité intracellulaire (Porto et al. 2017). C’est le 

cas, par exemple, de la cathelicidine LL-37, naturellement présente au niveau de la peau de l’Homme et 

des temporines A et B produites par certaines espèces de grenouilles, dont l’activité sur le S. aureus 

intracellulaire a été décrite respectivement au niveau des ostéoblastes et des kératinocytes (Noore et 

al. 2013; Di Grazia et al. 2014). Des peptides synthétiques ont également été produits dans cet optique : 

le D-IK8 est un petit peptide qui a été capable de réduire de 96% la quantité de SARM et SASM dans un 

modèle de cellules HaCaT (Mohamed et al. 2016). En ce qui concerne la vectorisation de molécules, on 

peut citer par exemple l’utilisation d’enzymes lytiques sur lesquels a été ajouté un peptide de 

pénétration cellulaire (« cell-penetrating peptide » CPP) (Splith et Neundorf 2011; Wang et al. 2018; 

Röhrig et al. 2020). Une activité intracellulaire de vancomycine ou de lysostaphine a également été 

obtenue par vectorisation dans des vésicules lipidiques de type « mannosylated exosome » (Yang et al. 

2018, 2021). L’utilisation d’un complexe antibiotique-anticorps capable d’entrer dans la cellule qui 

permet une activation ciblée de la molécule dans l’environnement protéolitique du phagolysosome, a 

montré une forte activité sur S. aureus en situtation intracellulaire (Lehar et al. 2015). Compte tenu de 

l’intérêt croissant porté à la localisation intracellulaire de S. aureus ces dernières années, le nombre de 

molécules efficaces sur ce réservoir a fortement augmenté. Dans le cadre de la décolonisation nasale à 

S. aureus, ces nouvelles solutions pourraient protéger les patients de la recolonisation à partir du 

réservoir intracellulaire de bactéries. Cependant à l’arrêt du traitement, la réimplantation de S. aureus 

au niveau de la muqueuse nasale serait toujours possible, que ce soit à partir d’un autre site de 

colonisation de la bactérie, ou de l’environnement extérieur. La décolonisation au long terme pourrait 

être obtenue en manipulant par le maintien d’une pression de sélection luttant contre l’implantation 

de S. aureus.  
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Le dernier aspect de la colonisation nasale à S. aureus abordé par ce travail de thèse est donc 

l’étude du microbiote nasal et des compétitions bactériennes pour la colonisation de la muqueuse 

nasale. Nous avons comparé la flore bactérienne de 15 patients porteurs de S. aureus et de 15 patients 

dont les prélèvements étaient négatifs (Chapitre 4). Ce travail a montré un continuum microbiologique 

entre le microbiote du vestibule nasal (2-3 premiers centimètres de la narine) qui est dominé par les 

phyla Firmicutes et Actinobacteria, le microbiote du récessus sphéno-etmoïdale qui constitue une flore 

de transition entre le vestibule et le nasopharynx, et le microbiote du nasopharynx qui est constitué par 

les phyla Firmicutes, Actinobacteria et Proteobacteria qui signe la proximité avec le microbiote 

oropharyngé. 

Chez les patients porteurs de S. aureus, ce sont les autres espèces de staphylocoques qui sont 

principalement représentées au niveau de la cavité nasale. Comme déjà évoqué, cette observation peut 

être la résultante de la capacité qu’ont les staphylocoques à produire un grand nombre de bactériocines 

capables de cibler avant tout les autres espèces bactériennes (Janek et al. 2016). Chez les non porteurs 

de S. aureus, ce sont les corynebactéries qui sont les plus abondantes au niveau nasal. L’opposition 

entre la présence des espèces du genre Corynebacterium et Staphylococcus est souvent retrouvée dans 

la littérature. Des études in vitro et in vivo ont montré que certaines souches de corynebactéries sont 

capables d’inhiber la croissance et la capacité de colonisation de S. aureus (Uehara et al. 2000; Yan et 

al. 2013; Hardy et al. 2019). Malgré une prévalence de portage de D. pigrum bien inférieure à celle des 

corynebactéries, la présence de D. pigrum chez un patient est le principal élément prédicteur de 

l’absence de colonisation à S. aureus (Chapitre 4). Le pouvoir inhibiteur de D. pigrum sur S. aureus a été 

récemment rapporté, ainsi que la synergie existante entre D. pigrum et certaines espèces de 

corynebactéries (Brugger et al. 2020; De Boeck et al. 2021). 

Parmi ces espèces, nous avons observé pour la première fois que certaines souches de C. 

propinquum ont été capables d’inhiber la croissance et l’invasion muqueuse de S. aureus (Chapitre 4). 

Pour développer des stratégies efficaces de manipulation du microbiote et pour prévenir la colonisation 

à S. aureus, il est important de pouvoir identifier un maximum de souches qui pourraient servir à 

l’élaboration d’une flore synthétique. Ces souches ne doivent pas être pathogènes pour l’Homme et 

doivent pouvoir s’implanter de façon durable au niveau de la muqueuse nasale tout en ayant une 

synergie d’action avec les autres bactéries composant la flore synthétique pour empêcher la 

colonisation à S. aureus. Les outils de séquençage de génomes complets seront utiles à la caractérisation 

de ces bactéries et à la compréhension des mécanismes à l’origine des interactions observées entre 

microorganismes. L’évaluation de la capacité des souches bactériennes à empêcher la colonisation 

nasale à S. aureus va nécessiter le développement de modèles animaux de colonisation à S. aureus et la 

conduite d‘études cliniques longitudinales au long terme pour évaluer la capacité d’implantation de ces 
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souches ainsi que l’absence de recolonisation à S. aureus. Pour envisager une thérapie de changement 

du microbiote, il sera nécessaire détablir des protocles pour éliminer dans un premier temps les espèces 

bactériennes pouvant empêcher l’implantation d’une nouvelle flore synthétique. SI l’utilisation 

d’antibiotiques est alors possible, l’emploi de peptides lytiques (Lysostaphine, LysK, Lysine CF-301) 

pourrait permettre l’élimination ciblée de S. aureus et des autres espèces de staphylocoques (O’Flaherty 

et al. 2005; Schuch et al. 2017; Bonar et al. 2021). Nous nous sommes intéréssés aux interactions entre 

bactéries mais la présence de phages au niveau de la cavité nasale peut également avoir un rôle majeur 

dans la composition du microbiote nasal. Très récemment une souche de Lactococcus lactis était 

modifiée pour exprimer et secréter des peptides lytiques de phages actifs sur S. aureus (Chandran et al. 

2022). Des transformations de ce type sur des souches déjà actives sur S. aureus, pourraient alors 

permettre de multiplier leur capacité à prévenir les épisodes de recolonisation nasale à S. aureus 

observées avec les stratégies actuelles de traitement. 
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Résumé 

Le vestibule nasal (premiers centimètres de la cavité nasale) est considéré comme le principal site de 
colonisation par Staphylocccus aureus chez l’Homme. Ce travail de thèse a cependant montré que la 
colonisation de la cavité nasale postérieure, par S. aureus, était similaire en tout point à la colonisation 
vestibulaire. Le portage nasal de S. aureus est responsable d’une augmentation du risque d’infection 
par la bactérie. Les stratégies actuelles de décolonisation, basées avant tout sur l’utilisation topique de 
mupirocine, sont associées à un fort taux de rechute du portage de S. aureus. Nous avons pu observer 
la présence d’un réservoir intracellulaire de S. aureus sur des prélèvements de patients sains porteurs 
de la bactérie. La quasi absence d’activité intracellulaire de la mupirocine que nous avons mesurée sur 
un modèle in vitro de colonisation nasale, pourrait expliquer en partie les échecs de décolonisation 
observés avec cette molécule. Une meilleure compréhension des mécanismes à l’origine de ce réservoir 
pourrait permettre une meilleure prise en charge des patients porteurs de S. aureus. Si la voie 
d’internalisation principale de S. aureus (FnBPs-α5β1) est largement étudiée, une voie secondaire 
médiée par la protéine Eap de S. aureus et le récepteur ICAM-1 pourrait jouer un rôle important dans 
un contexte inflammatoire. Malgré des résultats préliminaires prometteurs, ce travail n’a pas confirmé 
l’implication de ces deux molécules dans l’internalisation de la bactérie. Enfin, une solution à l’absence 
d’activité intracellulaire de la mupirocine pourrait être la thérapie de remplacement du microbiote 
nasal. Les interactions entre microorganismes sont nombreuses, et certaines bactéries semblent 
capables d’empêcher l’implantation de S. aureus au niveau de la muqueuse nasale. Sur la base de 
données de métagénomique 16S et l’étude de compétition in vitro, nous avons pu mettre en évidence, 
pour la première fois, la capacité inhibitrice présentée par des souches de Corynebacterium propinquum 
sur la croissance et la capacité d’invasion d’une grande variété de souches de S. aureus.  

 

Abstract 

The nasal vestibule (first centimeters of the nasal cavity) is considered as the main site of colonization 
by Staphylococcus aureus in humans. However, this thesis work showed that S. aureus colonization of 
the posterior nasal cavity was similar in all aspects to vestibular colonization. This nasal carriage of S. 
aureus is associated with an increased risk of infection with the bacteria. Current decolonization 
strategies, principaly based on the topical use of mupirocin, are associated with a high relapse rate of S. 
aureus nasal carriage. We were able to observe the presence of an intracellular reservoir of S. aureus 
on samples from healthy patients carrying the bacterium. The almost total lack of intracellular activity 
of mupricin that we measured on an in vitro model of nasal colonization could partly explain the 
decolonization failures observed with this molecule. A better understanding of the mechanisms at the 
origin of this reservoir could allow better management of patients with S. aureus. While the main 
internalization pathway of S. aureus (FnBPs-α5β1) is widely studied, a secondary pathway mediated by 
the S. aureus Eap protein through the ICAM-1 receptor could play an important role in an inflammatory 
context. Despite the promising preliminary results, this work did not confirm the involvement of these 
two molecules in the internalization of the bacterium. Finally, a solution to the lack of intracellular 
activity of muprocin could be the nasal microbiota replacement therapy. Interactions between 
microorganisms are numerous and certain bacteria seem capable of preventing the implantation of S. 
aureus in the nasal mucosa. Based on 16S metagenomics data and the in vitro competition study, we 
were able to highlight, for the first time, the inhibitory capacity of some Corynebacterium propinquum 
strains on the growth and invasion capacity of numerous S. aureus strains. 


