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Chronicité : bases physiopathologiques
Staphylocoques (50-70% des IOA)  Formes aiguës – VIRULENCE



Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005 

Facteurs associés
à la paroi

Facteurs de virulence 
sécrétés

Adhésines (MSCRAMMs)
Fibronectin-BPs
Collagen-BP
Bone sialoprotein-BP

Protéine A
binding to Ig and vWF

Exotoxines
- Toxines superantigéniques : 

TSST-1, SEA, …
- Hémolysines : α-toxin, β-toxin …
- Pore-forming toxins : PVL …
- Enzymes : Staphylokinase, 

proteases, lipases, …

Adhésines (SERAMs)
Coagulase, Efb, Emp …

Chronicité : bases physiopathologiques
Staphylocoques (50-70% des IOA)  Formes aiguës – VIRULENCE



Josse, Front Microbiol 2015

FOCUS : Adhésion de S. aureus au tissus osseux

Ostéoblaste

Matrice osseuse



Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005 

capsule

Facteurs associés
à la paroi

Facteurs de virulence
sécrétés

Adhesines (MSCRAMMs)
Fibronectin-BPs
Collagen-BP
Bone sialoprotein-BP

Protéine A
binding to Ig and vWF

Exotoxines
- Toxines superantigéniques : 

TSST-1, SEA, …
- Hémolysines : α-toxin, β-toxin …
- Pore-forming toxins : PVL …
- Enzymes : Staphylokinase, 

proteases, lipases, …

Adhesines (SERAMs)
Coagulase, Efb, Emp …

Paroi

Stress métabolique

Biofilm, internalisation, SCV …

Phénotypes persistants

Echappement du 
système immunitaire

Chronicité : bases physiopathologiques
Staphylocoques (50-70% des IOA)  Formes chroniques, récidives

PERSISTANCE
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Biofilm



Biofilm

Olson, J Biomed Mater Res 1988 – Costerton, Science 1999 – Arciola, Biomaterials 2012 – Brady, FEMS Immunol Med Microbiol 2008

Quorum 
sensing

• Adhésion
Adhésines

• Multiplication
• Cohésion

PNAG (ica), FnBP, ADN …
• Maturation
• Coordination : « quorum sensing »

(densité bactérienne, environnement)



Biofilm

Costerton, Science 1999

Bactéries planchtoniques
- Accessibles aux phagocytes

et anticorps
- Sensibilité aux ATB



Biofilm

Costerton, Science 1999

Bactéries en biofilm
- Phagocytose inefficace, relargage local d’enzymes lysosomales, 

ostéolyse et descellement
- « Tolérance » aux antibiotiques : diffusion, inactivation, activité réduite



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

- Aucun test de sensibilité aux 
antibiotiques des bactéries en 
biofilm n’est prédictif du succès 
thérapeutique actuellement

- En cas d’infection sur matériel, 
éradication par ATB seuls 
possible uniquement si 
évolution ≤ 3 (hématogène) à 4 
(inoculation) sem

- Importance des ATB « anti-
biofilm », notamment en cas de 
traitement conservateur



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Mécanisme de « tolérance » aux antibiotiques (≠ résistance)

Architecture du biofilm
Barrière physique à la pénétration

Adsorption des antibiotiques
Ex : S. aureus et PNAG, 
acides téchoïques

Inactivation par les
enzymes matricielles

Réduction du métabolisme bactérien
- Faible multiplication
- Diminution de l’expression des protéines 

membranaires (porines)
- Anaérobiose et inactivité des 

aminoglycosides

Effet inoculum : densité 
bactérienne importante

Induction de gènes de 
résistance spécifiques
Ex : pompes à efflux ndvB
+ augmentation fréquence 
mutations

Stewart, Lancet 2001 – Cremet, DMID 2013 – Richards, Chembiochim 2009 – Olsen, Eur J Microbiol Infect Dis 2015



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Mécanisme de « tolérance » aux antibiotiques (≠ résistance)

Architecture du biofilm
Barrière physique à la pénétration

Adsorption des antibiotiques
Ex : S. aureus et PNAG, 
acides téchoïques

Inactivation par les
enzymes matricielles

Réduction du métabolisme bactérien
- Faible multiplication
- Diminution de l’expression des protéines 

membranaires (porines)
- Anaérobiose et inactivité des 

aminoglycosides

Effet inoculum : densité 
bactérienne importante

Induction de gènes de 
résistance spécifiques
Ex : pompes à efflux ndvB
+ augmentation fréquence 
mutations

Donlan, CMR 2002



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Cure rate of adherent MRSA in explanted cages

SARM et DAP-RMP



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Facteurs protecteurs (univarié)
- ASA score ≤ 2
- ATB empirique post-opératoire 

adéquate
- Combinaison à base de rifampicine

Facteurs protecteurs (multi-varié)
- ASA score ≤ 2
- Rifampicine – fluoroquinolone 



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

BGN et FQ



FOCUS : Biofilm et thérapeutique



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Bactéries planctonique : fin de traitement et J5 Cure rate : adherent enc

ENC et DAP-GEN

Pas de données
cliniques



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

Cure rate : adherent enc

Propioni et RMP

Pas de données
cliniques



FOCUS : Biofilm et thérapeutique



FOCUS : Biofilm et thérapeutique

« Small molecules »

Phages

Enzymes anti-matrice

Inhibiteurs de 
quorum sensingCoating

……

Ail

Ultrasons

Vaccins

Agents chélateurs 
(EDTA …)



SMALL 
COLONY VARIANT

(SCV)VIE INTRACELLULAIRE

BIOFILM

Chronicité et persistance
MECANISMES BACTERIENS



Vie intracellulaire



Vie intracellulaire

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales
- Cellules épithéliales
- Kératinocytes
- Fibroblastes 
- Leucocytes 



Vie intracellulaire

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales
- Cellules épithéliales
- Kératinocytes
- Fibroblastes 
- Leucocytes 
- …. et ostéoblastes !

Bosse, 2005
Ostéite chronique
ME



Interactions avec les ostéoBlastes
S. aureus

FnBP

Fibronectine

Traction du 
cytosquelette

Invagination de la 
membrane

Vacuole 
d’internalisation 

(phagosome)

Membrane cellulaire

Intégrine 5β1

Microscopie électronique
Hoffmann et al., Eur J Cell Biol 2011



Interactions avec les ostéoBlastes

Réponse inflammatoire
(mesure des cytokines dans le surnageant)



Interactions avec les ostéoBlastes : MRSA

HA-MRSA (n=15)
- Infections post-opératoires
- Sur matériel
- Indolentes : chronicisation, récidive
- Faible cytotoxicité
- Survie intracellulaire +++

CA-MRSA (n=20)
- Ostéomyélites (enfants) +++
- Progression rapide, inflammation majeure, 

destruction osseuse, dommages tissulaires 
- Cytotoxicité +++
- Faible survie intracellulaire
- Dommages tissulaires (rôle de la PVL)



Interactions avec les ostéoBlastes : MSSA

Spearman 0.29, p=0.005



Interactions avec les ostéoBlastes : SCN

Evaluation de l’adhésion et internalisation dans les ostéoblastes 
de 16 espèces de SCN (souches cliniques responsables d’IOA)

Faible capacité d’internalisation et de persistance des SCN
à l’exception de S. pseudintermedius



Interactions avec les ostéoBlastes

Josse, Front Microbiol 2015



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Modèle d’infection de monocytes – macrophages humains
S. Lemaire, PM Tulkens - Université Catholique de Louvain



Réponse inflammatoire
(mesure des cytokines dans le surnageant)

FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

log10 pour
100,000 cellules



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

Importance de la localisation intra-cellulaire
- S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
- Vancomycine : très lente diffusion lysosomale



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

bacterio
STATIQUE



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

log10 pour
100,000 cellules

Importance des conditions physico-chimiques
- pH optimal : rifampicine
- pH et conformation PLP : oxacilline

Carryn et al. Infect Dis Clin North Am 2003 – Lemaire et al. AAC 2007, 2008 et 2009 – Sandberg et al. AAC 2009 

BACTERICIDIE



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

MSSA MRSA



 Confirmation of the weak intraosteoblastic activity of daptomycin against MSSA/MRSA

FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

MSSA MRSA



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

MSSA MRSA

 Acceptable efficacy of oxacillin against intracellular S. aureus INCLUDING MRSA



 Superiority of the daptomycin-oxacillin combination compared to each molecule alone
not observed for the daptomycin-ceftarolin combination

FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

MSSA MRSA



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Impact du pH intralysosomal

SASM SARM
pH 7 pH 5 p-value pH 7 pH 5 p-value

Daptomycin 0,25 1,83 0,002 0,29 2,00 0,002
Oxacillin 0,50 0,06 0,047 106,70 0,35 0,001
Ceftaroline 4,00 0,08 0,059 8,00 0,062 0,047

 Intracellular restauration of oxacillin activity against MRSA is (at least partly) due 
to a major decrease in MICs at the intralysosomal acidic pH

 Intracellular weak activity of daptomycin might be partly due to its decrease in activity
at acidic pH



FOCUS : réservoir intracellulaire et thérapeutique

Facteurs protecteurs (univarié)
- ASA score ≤ 2
- ATB empirique post-opératoire 

adéquate
- Combinaison à base de rifampicine

Facteurs protecteurs (multi-varié)
- ASA score ≤ 2
- Rifampicine – fluoroquinolone 



Interaction avec les ostéoClastes

Ostéoclaste
s

Ostéocytes
Ostéoblastes

OSTEOBLASTES OSTEOCLASTES

Précurseurs
ostéoclastiques

Progéniteurs
myélo-monocytaires Cellules mésenchymateuses

Pré-ostéoblastes

RESORPTION OSSEUSE APPOSITION OSSEUSE

Os sain

Equilibre OB / OC Ostéolyse progressive
- Descellement prothétique
- Séquestres

IOA



Interaction avec les ostéoClastes



Interaction avec les ostéoClastes

Infection par S. aureus 
Inhibition de 
l’ostéoclastogenèse

Uninfected/Control
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S. aureus Infection

• Typage cytométrique = macrophages
• Relargage de cytokines pro-inflammatoires
• Surnageant = boost de la résorption osseuse
par des ostéoclastes non infectés



Interaction avec les ostéoClastes



Interaction avec les ostéoClastes

Unfected mature osteoclast - Control S. aureus-infected osteoclast

Matrice 
minérale 

mimant la 
matrice 
osseuse

Infection par S. aureus 
Augmentation de la résorption 
osseuse par les OC matures



Interaction avec les ostéoClastes

Progéniteur
ostéoclastique

Ostéoclaste 
mature

Condition 
physiologique

Infection

Macrophages

Sécrétion de cytokines 
pro-inflammatoires

Impact indirect de S. aureus sur la résorption osseuse
S. aureus

+

+

Impact direct de S. aureus sur la résorption osseuse

osteoclastogenèse

Ostéoclaste 
multinucléé

RANK-L

Ostéoblastes 
infectés

+

+
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Small colony variants (SCVs)

Modifications phénotypiques réversibles
Adaptation à un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire

• Croissance lente (temps de doublement x 10)
• Petites colonies atypiques
• Résistance accrue aux antibiotiques
• Adhérence +++
• Survie intracellulaire +++ 

Proctor, Nat Rev Microbiol 2006 – Proctor, CID 1995 – Tuchscherr, JID 2010 – Tuchscherr, JAC 2016

Décrits dans de nombreuses situations cliniques
(IOA, infections / matériel, mucoviscidose …)

… et chez de nombreuses espèces
(staphylocoques, Pseudomonas, E. coli, P. acnes …)



Small colony variants

Retrospective series of 113 patients with 
staphylococcal PJI, with prospective testing 
of archived sonicate fluid samples

38 subjects (34%) with SCVs and 75 (66%) with only normal-phenotype (NP) bacteria



Small colony variants

Retrospective series of 113 patients with 
staphylococcal PJI, with prospective testing 
of archived sonicate fluid samples

38 subjects (34%) with SCVs and 75 (66%) with only normal-phenotype (NP) bacteria

Treatment failure predicitve factor = S. aureus (HR, 4.03; 95%CI, 1.80-9.04)

p=NS

SCVs associés à la chronicité sans impact sur le pronostic



FOCUS : SCVs, biofilm et diagnostic

Prothèses explantées

Culture bactérienne classique 
(1-10 prélèvements

per-opératoires)

Intérêt de la sonication



FOCUS : SCVs, biofilm et diagnostic

Intérêt de la sonication

Culture de sonicat 

17 suspicion de sepsis, 9 cultures +
6 avec SCV

S. aureus
S. epidermidis 
P. aeruginosa 
S. gallolyticus
P. acnes
S. sanguinis



FOCUS : SCVs et thérapeutique

S. epidermidis S. epidermidis  de phénotype SCV



Take-home messages



Synthèse

IOA aiguë IOA chronique
Adaptation bactérienne

Biofilm

Persistance
intracellulaire

SCVs

 Toxines  Adhésines

Agression tissulaire
Réponse immunitaire / inflammatoire
- Destruction cellulaire
- Invasion et destruction tissulaire

 Toxines  Adhésines

 Inflammation, dommages tissulaires
- Échappement au système immunitaire
- « Tolérance » aux antibiotiques

DEBRIDEMENT, ABLATION MATERIEL
CHOIX DES ANTIBIOTIQUES : rmp, fq, dap

THERAPEUTIQUES CIBLEES ?
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