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RESUME

Les infections ostéo-articulaires (IOA), principalement causées par les staphylocoques, sont
des infections graves, responsables d'un taux élevé de mortalité et de morbidité suite a
I'inflammation et I'importante destruction osseuse. Nous avons étudié si les interactions
hotes-pathogenes pouvaient influer sur la présentation clinique (aigué, chronique, ...) des
IOA. Nous avons d’abord développé un modele in vitro d’infection intracellulaire
d’ostéoblastes humains permettant de quantifier I'adhésion, linvasion, la survie
intracellulaire des staphylocoques et les dommages subis par les cellules infectées. Grace a
ce modele, nous avons ensuite montré que les souches de S. aureus (SA) communautaires
résistants a la méticilline (CA-MRSA), un groupe polyphylétique de souches hypervirulentes
associées a des formes aigués et séveres d’lOA, induisent une cytotoxicité supérieure a celle
des MRSA hospitaliers (HA-MRSA) associés a des IOA plus souvent chroniques. Ces résultats
nous ont amenés a décrire un nouveau mécanisme de virulence des CA-MRSA basé sur
I'invasion des ostéoblastes et I'activité intracellulaire d'une toxine staphylococcique, les
phénol-soluble modulins (PSM). Par la suite, en utilisant une large collection de souches
cliniques de SA sensibles a la méticilline (MSSA) de fond génétique trés divers, et en utilisant
comme seul critére de corrélation la durée d’évolution réellement observée chez les
patients, nous avons obtenus les premiers résultats validant I'hypothese du role de
I'internalisation de S. aureus dans les ostéoblastes dans la chronicité des I0A. Ces travaux
nous ont également permis de démontrer la corrélation entre la dysfonction d'un des
principaux systémes de régulation de la virulence chez SA, le systeme agr, et le caractere
chronique des IOA. La fonctionnalité du systéeme agr, qui se traduit par la sécrétion de la
delta-hémolysine, est facilement détectable par spectrométrie de masse par la nouvelle
technologie MALDI-TOF-MS, utilisée en laboratoire de routine pour l'identification
bactérienne. Ainsi, nos résultats suggerent que cette technique pourrait représenter la
premiére méthode objective d’évaluation du degré de chronicité d’'une I0A au moment du
diagnostic, permettant ainsi d'améliorer la prise en charge initiale des patients. En paralléle,
nous avons démontré que l'interaction entre SA et les ostéoclastes, seules cellules capables
de résorber la matrice osseuse, était responsable de la destruction osseuse observée chez
les patients atteints d'IOA par deux mécanismes complémentaires : i) SA inhibe
I'ostéoclastogénese des précurseurs myéloides qui se différencient alors en macrophages.
Ces macrophages sécretent une multitude de signaux pro-inflammatoires facilitant ainsi le
recrutement d'ostéoclastes matures sur le site de l'infection et |'ostéoclastogénése des
précurseurs non infectés ; ii) l'infection des ostéoclastes matures par SA triplent leur
capacité de résorption. Ainsi nous avons démontré que les ostéoclastes jouaient un role
central dans la destruction osseuse observée lors des |IOA.

Nos travaux ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension et I'amélioration de la
prise en charge des |IOA a SA.
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Les infections ostéo-articulaires (IOA) regroupent un ensemble d’entités cliniques ayant en
commun l'invasion et la destruction progressive des tissus osseux et cartilagineux par des
micro-organismes, le plus souvent des bactéries. Atteignant plus de 50 patients pour
100 000 habitants par an en France, ce sont des pathologies séveres associées a une
mortalité (5%) et une morbidité importante responsable de séquelles fonctionnelles (40%
des patients) avec un coGt individuel (hospitalisation prolongée, qualité de vie altérée) et
sociétal (arrét de travail, invalidité partielle ou totale, temporaire ou définitive)
extrémement élevé. De plus, ces infections nécessitent une prise en charge médico-
chirurgicale longue et coliteuse (50000 a 150 000 € par épisode) [1]. Les infections sur
matériel orthopédique, notamment celles sur protheses articulaires (IPA), représentent un
tiers des IOA. Leur incidence augmente régulierement depuis trente ans en raison de
I'accroissement du nombre de pose de protheses (+173% prévu d’ici 2030), accroissement
inéluctable avec le vieillissement de la population, et I’évolution des modes de vie actuels
(obésité, sports extrémes, etc.) [2]. Les IOA représentent donc un enjeu majeur de santé
publique qui a motivé la création en 2008 de 9 centres inter-régionaux de référence pour la
prise en charge des IOA complexes (CRIOAc), incluant le CRIOAc de la Région Rhone Alpes
Auvergne coordonné par les Hospices Civils de Lyon (HCL).

Le genre Staphylococcus, impliqué dans plus de 50% des I0A, représente ainsi la premiere
étiologie. || comprend S. aureus, considéré comme le principal agent pathogéne, et les
staphylocoques a coagulase négative (SCN), dont le principal représentant est S. epidermidis.
Longtemps considéré comme un simple commensal de la peau et des mugqueuses,
S. epidermidis est désormais reconnu comme un pathogéne opportuniste majeur,
notamment responsable d’infections nosocomiales et/ou sur matériel étranger [3]. Moins
étudié que S. aureus, ces SCN, et en particulier S. epidermidis, sont pourtant responsables de
30 a 43% des IOA sur matériel orthopédique, devangcant méme S. aureus en termes de
fréquence dans certaines séries [4, 5].

Les IOA font partie des maladies infectieuses les plus difficiles a prendre en charge,
particulierement lorsqu’elles évoluent sur un mode chronique ou récidivant et impliquent un
matériel implanté. Les I0A staphylococciques sont particulierement sujettes au passage a la
chronicité du fait du remarquable pouvoir d’adaptation qu’ont pu développer ces
pathogenes.

Dans ce contexte, il est prévisible que les I0A staphylococciques resteront un probléeme
majeur en infectiologie, et une meilleure compréhension des interactions entre ces
pathogenes et le tissu osseux est cruciale pour I'optimisation voire le développement de
stratégies diagnostiques et thérapeutiques nouvelles.

Au cours d’une introduction bibliographique, nous exposerons la physiopathologie générale
des IOA a S. aureus, nous mettrons I'accent sur la physiologie complexe du tissu osseux, puis
nous décrirons spécifiguement les trois mécanismes de virulence phénotypiques,
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permettant 'adaptation bactérienne a I'environnement particulier que représente par le
tissu osseux. Ces mécanismes sont représentés par : i) la formation de biofilm permettant
d’implanter, de promouvoir, de structurer et de réguler la survie bactérienne dans un
environnement hostile [6] ; ii) I'internalisation et la persistance des staphylocoques au sein
des cellules osseuses non phagocytaires, et notamment des ostéoblastes, pouvant constituer
un sanctuaire bactérien intracellulaire a I'origine de rechutes [7] ; et iii) I'évolution vers le
morphotype de small colony variant (SCV), caractérisé par un métabolisme ralenti et une
sensibilité moindre a certains antibiotiques [8].

Nous présenterons ensuite les résultats de nos travaux personnels qui ont portés sur la mise
au point d’une technique de quantification des bactéries extra- et intracellulaires par
cytométrie en flux, puis sur I’étude des interactions hotes-pathogeénes impliquant S. aureus /
S. epidermidis et ostéoblastes / ostéoclastes.
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. Les infections ostéo-articulaires

Les IOA regroupent d’une part les infections du tissu osseux proprement dit, et les arthrites
septiques qui présentent certaines particularités physiopathologiques. Au cours de ce
travail, nous nous focaliserons sur la physiopathologie des infections osseuses.

A.Les infections osseuses

Dans le vocabulaire frangais, I'ostéomyélite désigne classiguement une infection osseuse
d’origine hématogene sans corps étranger, les autres situations sont qualifiées d’ostéite.
Cette terminologie peut étre source de confusion car le terme ‘osteomyelitis’ dans la
littérature anglo-saxonne désigne I'ensemble des infections osseuses. Dans la suite de cette
thése, le terme ‘ostéomyélite’ sera entendu dans son acception francophone.

Les infections osseuses sont caractérisées par une inflammation osseuse associée a une zone
plus ou moins importante de destruction osseuse causée par un micro-organisme. Plusieurs
classifications des infections osseuses existent : i) le systeme de Cierny-Mader basé sur le
type d’atteinte osseuse (médullaire, superficielle, localisée, ou diffuse) et I'état de santé du
patient (immunodépression, age,...) (Figure 1), ii) le classement aigué&/chronique des
infections basé selon la durée des symptomes et iii) le systeme de Waldvogel, le plus utilisé,
créé en 1970 qui distingue les infections osseuses selon la source de [linfection
(hématogenes et celles par contiguité) [9, 10].

1. Les infections osseuses hématogenes

L'ostéomyélite est déclenchée par I'inoculation du tissu osseux par une bactérie issue de la
circulation sanguine [11]. Dans |‘ostéomyélite primaire, cette bactériémie initiale est
asymptomatique et I'infection osseuse est au premier plan des signes infectieux. Bien qu’elle
soit présente chez I'adulte, cette forme clinique prédomine largement chez I'enfant [12].
Cinquante pour cent des cas d’ostéomyélites surviennent avant I'dge de 5 ans, elles
entrainent des séquelles fonctionnelles dramatiques en perturbant la croissance des os
atteints [13]. Les sites anatomiques les plus communément touchés sont les corps
vertébraux (spondylodiscite) chez I'adulte et les os longs au niveau des zones métaphysaires
chez I'enfant (Figure 2)[14]. Cette implication fréquente de la métaphyse est expliquée par
I'anatomie particuliere du tissu osseux dans cette zone. Le flux sanguin est a cet endroit
ralenti et turbulent, ce qui favorise I'adhésion et la colonisation de I'endothélium par les
bactéries circulantes. Un antécédent récent de traumatisme, méme mineur, favorise
également l'infection chez I’'enfant en lien avec un hématome local, une obstruction
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vasculaire et/ou une micro-zone nécrotique trés sensible a I'inoculation bactérienne [15].
L'inflammation locale déclenchée par I'infection provoque alors un afflux de leucocytes et
une chute du pH et de I'oxygénation, autant de phénomenes qui compromettent a leur tour
la circulation médullaire et favorise I'extension de I'infection. Chez le nourrisson, la présence
de vaisseaux sanguins dans la plaque de croissance épiphysaire peut également permettre
I’extension de I'infection a I'articulation depuis un point de départ métaphysaire. Cependant,
apres 1 an de vie cette plaque est dévascularisée et l'infection reste confinée a la
métaphyse.

Stades anatomiques
= Stade 1 : ostéomyélite intramé&duliaire, nécrose limitge 4 la méduliire
@ « Etiologie : hématogéne
e Tratement : anfibiofiqua, drainage chirurgieal

f_ Stade 2 : ostéomyslite superficielie, nécrose & la surface exposée
- « Ehclogie  infaction de contiguite
Tratement : antibiotigue. débridement superficial, couverture

Stade 3 : osteomyéiite localisde (séquesire cortical),
@ nécrose bien individualisable, atisinte localisés de la corticale, instabilité

osssuse avant ou aprés débridement
. I':‘Eimngje :traumatisme, évclution de stade 1 ou 2. iatrogéne (vis, plagues)
Traftement - antibiatique, débridement, séquestraciomie
immobifisation = greffe ossause

Stade 4 - ostéomyélite diffuse. atteinte circonférentielle de la ceriicale,

? - instabilité ocsseuse avani ou aprés debridement
L Eﬁmagie s traumatisme, évoluticn de stade 1-2 ou 3, iatrogéns (clou)

Tratement : antibiotigue. débridement, séquestreciomie + greffe nsssuse
stabiiisation {ORIF, fixteur externe [lizara] amputation

Etat physiopathoiogigus
A : Abzence dancmalie
B : Anomalies
Bs : généralisées B1 :localisées
- génutrition - lymphoedéme chronique
- insuffisance hépatigue atiou rénale - insuffisance veineuse
- diabéta - fibross postradigue
- hWpoxémis chronigues - gECAlre
- mialadie aute-immune - neuropathie
- nécplasie

- immunodEprimE ou IMmMUNoSUppTesseurs
- Extramite des Ages de la vie
- tabaglamsa

C : Etat général précaire

Figure 1: Classification des ostéomyélites selon Cierny-Mader [9].
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Chez I'enfant I'incidence des ostéomyélites hématogenes est classiquement de 0,2-1.6/1000
enfant par an [12]. Chez I'adulte, elles représentent environ 20% des infections osseuses.
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Figure 2 : Images d’infections osseuses. D’apres [10].

A- Coupe coronaire d’une IRM des deux jambes — aprés injection intraveineuse de gadolinium montrant un épaississement
de la zone corticale, un oedeme dans la moelle osseuse et un séquestre osseux (fleche) du tibia droit.

B- Arthrographie d’une infection osseuse sur matériel (prothése totale de hanche) montrant un large abceés
périprothétique (fleches). C- Coupe sagittale d’une IRM aprés injection intraveineuse de gadolinium montrant un abcés

épidural lors d’une spondylodiscite.

2. Les infections osseuses par contiguité

Les infections osseuses par contiguité sont plus fréquentes que les ostéomyélites, et cette
tendance s’est accentuée depuis les années 1980 [16]. Leur point de départ peut étre une
infection des parties molles adjacentes (notamment chez le patient diabétique ou a la suite
d’une escarre de décubitus), ou l'inoculation directe de bactéries au site de l'infection
consécutive a un traumatisme (fracture ouverte par exemple) ou lors d’un abord chirurgical
avec rupture d’aseptie. La physiopathologie des IOA par contiguité présente certains points
communs avec les ostéomyélites. En particulier, la présence d’un traumatisme interfére avec
la vascularisation tissulaire locale et crée des plages nécrotiques qui favorisent la
colonisation bactérienne. Chez le patient diabétique, l'infection osseuse est souvent
d’origine multifactorielle. Conséquences métaboliques directes du diabete, la vasculopathie
et la neuropathie favorisent la dissémination de I'infection des parties molles du pied au
tissu osseux.

L'incidence des infections osseuses par contiguité, contrairement a celle des ostéomyélites,
est en augmentation [17, 18]. Ces infections, qu’elles émergent de linfection de tissus
adjacents a I'os ou d’une inoculation directe, peuvent toucher des patients de tous ages, en
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particulier les porteurs de protheses articulaires [10]. La présence d’'une prothéese est
particulierement associée a |’évolution chronique de I'infection osseuse.

3. Les infections chroniques

La chronicisation des IOA est I'un des problemes majeurs rencontrés par les cliniciens
complexifiant la prise en charge du patient. Plusieurs cas d’infections récurrentes espacées
de plusieurs années et des cas de récidive des années voire des dizaines d’années apreés le
premier épisode infectieux ont été rapportés dans la littérature [19-22]. Les éléments
associés a la chronicité au moment du diagnostic sont I'existence d’une fistule, I'importance
des lésions radiologiques et la présence de séquestres osseux. Ces fragments de tissus
dévascularisés sont inaccessibles aux cellules immunitaires et aux antibiotiques et se
comportent comme des corps étrangers inertes vis-a-vis de I'adhésion, de la colonisation
bactérienne et de la formation de biofilm rendant I’éradication bactérienne difficile. Un délai
(non consensuel) de 3 a 4 semaines entre le début des signes cliniques et le diagnostic
microbiologique est habituellement retenu pour distinguer les IOA aigués et chroniques [23-
26]. Les patients atteints d’IOA aigués se présentent le plus souvent avec des signes
inflammatoires locaux et généraux importants, alors que ceux atteints d’IOA chroniques ne
générent qu’un syndrome inflammatoire biologique peu important, I'absence de fievre étant
alors fréquente.

B.L’arthrite septique

L'arthrite septique est associée a la colonisation bactérienne d’une articulation. Elle se
différencie des arthrites post-infectieuses ou réactionnelles au cours desquelles le germe se
développe a distance de I'articulation. La multiplication du germe dans I'articulation engendre
un épanchement purulent local contenant des enzymes protéolytiques libérées par les
polynucléaires neutrophiles, des métalloprotéases, des toxines bactériennes et des radicaux
libres pouvant conduire rapidement a la destruction du cartilage et de I'os sous-chondral. En
I'absence d’un traitement antibiotique adapté, le risque d’envahissement septique local voire
général est élevé. La mortalité est estimée a prés de 11% et la morbidité atteint 40 a 50% [27,
28]. Lincidence de l'arthirte septique est de 2 a 10 pour 100 000 patients dans la population
générale, mais peut atteindre 30 a 70 pour 100 000 chez les patients présentant des facteurs de
risque comme la polyarthrite rhumatoide ou la présence de matériel prothétique [27, 29, 30].
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C. Epidémiologie bactérienne des IOA

La répartition des agents infectieux responsables des IOA varie en fonction des facteurs
favorisants, de la zone géographique, et de I'dge. Cependant, S. aureus est de loin le
pathogene le plus fréquemment mis en cause, autant dans l'arthrite septique que dans
I'infection osseuse, et ce quelle que soit la voie de contamination [10, 27]. Une étude menée
en 2008 par Grammatico-Guillon et al a permis de connaitre I'épidémiologie des IOA en
France en recensant, sur 14 128 IOA documentées, la présence de staphylocoques dans
66.7% des cas, devant les streptocoques (15.6%) et les bacilles Gram négatifs incluant
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus, Salmonella, Shigella, Klebsiella et
Escherichia coli [31]. Parmi le genre Staphylococcus, S. aureus est identifié dans plus de la
moitié des cas. S. epidermidis est le représentant des staphylocoques a coagulase négative le
plus fréquemment identifié dans les infections osseuses notamment celles sur matériel
prothétique, devant d’autres espéces de SCN aussi incriminées comme S. simulans,
S. hominis, S. capitis, S. caprae et S. lugdunensis [32-35].

L'épidémiologie des infections ostéo-articulaires chez le jeune enfant est différente de
I’épidemiologie rencontrée chez I'adulte. Les nouvelles techniques de biologie moléculaire
ont clairement permis d’améliorer la détection de Kingella Kingae, germe trés exigeant et
difficilement cultivable [12, 36]. Actuellement, c’est le germe responsable de la majorité des
IOA chez I'enfant de moins de 4 ans devant Staphylococcus aureus.
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Il. Le tissu osseux

Le tissu osseux est un tissu conjonctif dans lequel sont associées une phase minérale (60%)
et une matrice organique (35%) composée essentiellement de collagéne de type I. Ce tissu
est également composé de cellules spécifiques (5%) nécessaires a son remodelage que sont
les ostéoblastes, les ostéoclastes et les ostéocytes [37].

:| Epiphyse

OS' ] Metaphyse
spongieux =
/ ~| Diaphyse
Os
cortical
] Metaphyse
y Epiphyse

Figure 3 : Epiphyse d’un os long d’un adulte. Cette photographie montre une coupe longitudinale
d’un os long adulte. L’os cortical dense et compact est indiqué par les fleches a I'intérieur duquel se
trouve I'os spongieux encore appelé trabéculaire. D'apres [38].

Du point de vue anatomique, I'os mature est composé de deux parties distinctes; i) I'os
cortical et I'os spongieux (Figure 3). L'os cortical représente 80% de la structure osseuse et
est localisé essentiellement dans les os longs et a la périphérie des os plats [37]. Il s’agit
d’une juxtaposition d’ostéons cylindriques (les ostéones) de 200 a 300 um de diamétre
alignés parallelement. Chaque ostéon est composé de lamelles concentriques disposées
autour d’un canal permettant le passage des éléments vasculo-nerveux. Les fibres de
collagénes sont orientées de fagon a conférer au tissu cortical une résistance mécanique
optimale une fois minéralisé.

L'os spongieux, aussi appelé os trabéculaire, constitue les 20% restants de la structure
osseuse. Il est situé a I'extrémité des os longs (métaphyse), dans la partie centrale des os
plats et des os courts. Il est organisé selon un systéme de travées osseuses irrégulieres que
I'on nomme trabécules, ce qui lui confére une structure alvéolaire [37]. C'est a cet endroit
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que l'on trouve la moelle osseuse et les vaisseaux sanguins. Son organisation
tridimensionnelle lui donne un role important dans la résistance mécanique de I'os.

A. Les cellules osseuses

1. Les ostéoblastes

La fonction principale des ostéoblastes est de synthétiser et de minéraliser la matrice
osseuse au cours de la croissance du squelette, du renouvellement de cette matrice chez
I’adulte et de la réparation osseuse tout au long de la vie (Figure 4).

IIs sont localisés sur les surfaces osseuses et dérivent de précurseurs mésenchymateux. Ces
précurseurs ostéoblastiques ou cellules ostéoprogénitrices proviennent de la prolifération
de clones de cellules pluripotentes [39]. La différenciation ostéoblastique est sous le
contréle de nombreux facteurs de transcription, d’interactions cellulaires et matricielles ainsi
que de facteurs systémiques et locaux [40]. Une fois différenciés et matures, les ostéoblastes
forment un tapis de cellules jointives et communiquent entre eux par des structures
appelées jonction gap permettant le passage de certaines molécules. Leur noyau est situé au
pole basal et la partie apicale de leur cytoplasme fortement basophile contient de nombreux
organites responsables de la synthése et la sécrétion de protéines.

Plusieurs facteurs de croissance jouent un réle primordial dans la formation osseuse : les
« insulin-like growth factors» (IGFs), les «fibroblasts growth factors» (FGFs) et
spécifiguement les membres de la famille des « transforming growth factors beta » (TGF-B).
Les ostéoblastes sont eux-mémes capables de produire un large éventail de facteurs qui
peuvent potentiellement agir comme des régulateurs autocrines ou paracrines de la fonction
cellulaire osseuse [40].

La matrice osseuse est synthétisée par les ostéoblastes par deux processus successifs : la
synthese de la matrice organique puis sa minéralisation. Les ostéoblastes sécretent d’abord
de nombreuses protéines matricielles (ostéocalcine, ostéopontine,...) qui vont s’intercaler
entre les fibres de collagéne pour former la matrice organique appelée aussi ostéoide. Les
ostéoblastes matures contrblent ensuite la minéralisation de cette matrice par dépot de
cristaux d’hydroxyapatite. lls sécretent également la phosphatase alcaline osseuse, protéine
capable de cliver les esters de phosphate, libérant ainsi le phosphate libre inorganique
indispensable au processus de minéralisation.

Le stade ostéoblaste n’est pas une phase terminale de différentiation. En effet, une fois la
déposition de la matrice terminée, trois destins sont possibles pour les ostéoblastes : i) soit il
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meurt par apoptose, ii) soit I'ostéoblaste est emmuré dans la matrice minéralisée et évolue
alors en ostéocyte (environ 10 a 20% des ostéoblastes), iii) soit il s’aplatit et présente une
activité métabolique trés réduite et se transforme en une cellule bordante. Ces cellules
bordantes sont des ostéoblastes au repos, qui, en cas de besoin, sont capables de s'activer et
de se re-différencier en ostéoblastes. Par opposition aux ostéoblastes, ce sont des cellules
aplaties et possédant peu d'organites cellulaires.

Figure 4 : Photographie d’ostéoblastes humains capturée par microscopie électronique a balayage.
D’apres [41].

2. Les ostéocytes

Les ostéocytes sont des ostéoblastes, ayant perdu leur polarité, qui se sont entourés de
matrice osseuse et enfermés dans une lacune appelée ostéoplaste. Paradoxalement, les
fonctions remplies par les ostéocytes sont encore mal connues alors qu'il s’agit des cellules
les plus nombreuses au sein du tissu osseux. En effet, I'absence de bons modeles in vitro et
in vivo, et leur relative inaccessibilité au sein du tissu osseux compliquent I'étude de ses
cellules.

Des données récentes suggérent toutefois que ces cellules seraient sensibles aux forces de
tension mécanique exercées sur I'os et seraient capables en retour de réguler I'activité des
ostéoblastes. Ce sont des mécano-senseurs. Les ostéocytes sont reliés entre eux et avec les
cellules de la surface osseuse par des extensions de la membrane cytoplasmique (figure 5).
Les ostéocytes sont probablement les cellules qui orientent dans I'espace I|'activité des
ostéoblastes et ainsi adaptent I'architecture osseuse afin d’assurer une résistance maximale
aux contraintes physiques. lls sont espacés régulierement et forment un réseau de
communication. lls sont sensibles aux stimuli mécaniques et détectent aussi le besoin d’'une
augmentation ou d’une diminution de la formation osseuse dans le processus d’adaptation
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fonctionnelle ou en cas de micro-fractures [39]. Enfin, un modéle murin a été créé dans
lequel le récepteur de la toxine diphtérique est exprimé exclusivement par les ostéocytes.
Au contact de la toxine, ces souris sont ainsi déplétées en ostéocytes. Ces souris dépourvues
d’ostéocytes sont ostéoporotiques soulignant ainsi le role essentiel de ces cellules dans la
régulation des activités des ostéoblastes et des ostéoclastes. [42, 43].

Figure 5 : Photographie d’un ostéocyte capturée par microscopie électronique a balayage dans un
os long d’une souris. D’apres [43].

3. Les ostéoclastes

L'action de résorption de la matrice osseuse, appelée aussi ostéoclasie, est assurée par des
cellules multinucléées, les ostéoclastes. Contrairement aux ostéoblastes d’origine
mésenchymateuse, les ostéoclastes dérivent de la lignée myéloide (Figure 6). Les pro-
ostéoclastes issus des cellules souches hématopoiétiques de la lignée
monocyte/macrophage migrent vers la surface osseuse puis fusionnent pour donner
naissance a des ostéoclastes matures. Ainsi ces derniers sont des cellules multinucléées de
50 a 100 um de diametre avec une morphologie caractérisée par un poéle basal présentant
une membrane plissée. Cette bordure en brosse est formée par des extensions en « doigts »
nécessaire a |I'ostéoclasie.

La résorption du tissu osseux, constitué de protéines enchassées dans une matrice
minéralisée, nécessite (i) la déminéralisation de la matrice, permettant I'accés aux
constituants protéiques ; et (ii) la dégradation par protéolyse de ces constituants protéiques
[44, 45]. Ces deux étapes se succedent dans une séquence d’événements cellulaires
indispensables pour la résorption osseuse appelée cycle de résorption (Figure7). Ce cycle
requiére plusieurs activités cellulaires :
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i)

la migration de I'ostéoclaste vers le site de résorption et son attachement a la
surface osseuse : aprées la migration de I'ostéoclaste vers son site de résorption,
un domaine membranaire spécifique se forme sous l|'ostéoclaste, appelé
« sealing zone » (zone d’attachement). La membrane plasmique s’attache a la
matrice osseuse pour créer alors la zone de résorption. Plusieurs intégrines
sont impliquées dans ce processus, notamment I'intégrine o33 [46].

La polarisation de [l'ostéoclaste: Une fois la «sealing zone » formée,
I'ostéoclaste forme un autre domaine membranaire appelé « ruffled border »
ou bordure en brosse contenant des vésicules acides intracellulaires qui
fusionnent entre elles [44, 45].

La dissolution de I’hydroxyapatite et la dégradation de la matrice organique :
ces deux étapes se succedent inévitablement. Premiérement, les cristaux
d’hydroxyapatite sont dissous pour permettre aux enzymes protéolytiques
d’atteindre la matrice organique dans un second temps. Cette dissolution
d’hydroxyapatite s’opere grace a la sécrétion ciblée, dans la lacune de
résorption, d’acide chlorhydique par les H'-ATPases et les canaux chloriques
présents a la surface de la bordure en brosse. Apres la solubilisation de cette
phase minérale, plusieurs enzymes protéolytiques, notamment celles
appartenant aux classes des MMP (matrix metalloproteinase) dégradent la
matrice osseuse organique riche en collagene. Les taux élevés de MMP-9 et de
cathepsine K, retrouvés a cette étape, suggerent que ces deux enzymes ont un
role important dans ce processus [47].

La destruction des produits de dégradation présents dans la lacune de
résorption : Plusieurs travaux ont démontré que les produits de dégradation
des composants de la matrice sont éliminés par les vésicules transcytotiques
dans lesquelles la protéine TRAP (phosphatase acide tartrate résistante) a été
mise en évidence. Cet enzyme, classiquement utilisé comme un marqueur
spécifique des ostéoclastes, génére des radicaux oxygénés (ROS) capable de
détruire le collagene résiduel.

Le retour a un état « non-resorbant » ou mort par apoptose
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Figure 6: lllustration d’'un ostéoclaste mature résorbant la matrice osseuse. Les ostéoclastes
matures sont larges et multinucléés. L'ostéoclaste se fixe a la matrice osseuse au niveau de la
sealing zone (zone d’attachement). L’ostéoclaste sécréte des ions H+ et Cl- pour déminéraliser la
matrice via la « ruffled border » (bordure en brosse). Les composants organiques sont alors
dégradés par des enzymes protéolytiques. lls expriment alors I’enzyme TRAP (phosphatase acide
tartrate résistante), utilisé comme marqueur ostéoclastique qui intervient alors dans la destruction
des produits de dégradation. D’aprés [48].

B. Le remodelage osseux

L'équilibre de l'activité de ces deux types cellulaires, ostéoblastes et ostéoclastes, est
indispensable au maintien de I'hnoméostasie du tissu osseux et a son renouvellement. En
1990, Frost a défini ce processus comme le remodelage osseux [49]. Ce remodelage
permanent de |'os trabéculaire et de I'os cortical (2-5% par an), dans lequel s’intriquent la
résorption et la formation de tissu osseux, s’effectue grace a des unités fonctionnelles de
remodelage. L'os est ainsi formé de millions d’unités fonctionnelles de remodelage, mobiles
et progressant dans le tissu osseux.

Le cycle de remodelage est composé de trois étapes consécutives :
i) une étape de résorption réalisée par les ostéoclastes matures,
ii) une phase de réversion ou d’inversion correspondant au remplacement des ostéoclastes

par des cellules mononucléées de type macrophagique qui vont lisser le fond de la lacune, et
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iii) une phase de formation assurée par les ostéoblastes qui vont synthétiser une nouvelle
matrice osseuse.

L'ensemble de ce processus prend environ 4-5 mois comprenant une phase de formation
plus longue. Une fois la matrice osseuse synthétisée, une partie des ostéoblastes vont
devenir des cellules bordantes (Figure 7)[50].

Résorption _ Réversion

Quiescence

Figure 7 : Le remodelage osseux. D’apreés [51]

Cet équilibre repose sur une interaction permanente entre ostéoblastes et ostéoclastes, les
premiers étant capables d’interpréter différents signaux de danger extracellulaires et de
moduler en retour la différentiation et I'activité des seconds [52, 53]. Une interaction
essentielle dans la régulation de I'ostéoclastogénése est celle qui existe entre le receptor
activator for nuclear factor kB (RANK), exprimé par les précurseurs ostéoclastiques, et son
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ligand RANKL exprimé par les ostéoblastes [53]. RANK et RANKL sont toutes deux des
protéines homotrimériques qui appartiennent a la superfamille des récepteurs du tumor
necrosis factor (TNF).RANKL est exprimé a la surface des ostéoblastes ou sécrété apres
clivage par les MMP 7 et 14 ou par les protéases de la famille «a disintegrin and
metalloprotease domain » (ADAM) [54-56]. La liaison entre RANK et RANKL induit la
différentiation des précurseurs en ostéoclastes matures en recrutant notamment des
protéines de signalisation de la classe des TNF receptor-associated factors (TRAF). RANK
possede des sites de liaison pour TRAF5 et TRAF6 [57, 58]. TRAF6 semble étre un acteur
majeur dans I'ostéoclastogénese médiée par RANK, comme montré par le fait que des souris
knock-out pour TRAF6 développent une ostéopétrose [59], alors que TRAF5 semble jouer un
role plus marginal [60]. La signalisation médiée par RANK et TRAF6 active plusieurs facteurs
de transcription, dont NFkB, aboutissant a la différentiation ostéoclastique. Un autre acteur
majeur de la relation RANK-RANKL est I'ostéoprotégérine (OPG) (Figure 8). Cet inhibiteur
endogéne du signal RANKL est synthétisé par les ostéoblastes et fonctionne comme un
récepteur antagoniste, capable de fixer RANKL et d’empécher sa liaison avec RANK [61] [56,
58, 62]. Le systeme OPG/RANKL/RANK est la démonstration parfaite du contréle par les
ostéoblastes de l'ostéoclastogénese, de I'activité de résorption et donc du remodelage
0Sseux.
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Figure 8 : Ostéoclastogénése régulée le systeme RANK/RANKL/OPG (receptor activator of nuclear
factor kappa-B)/receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand/osteoprotegerin). D’apres [63]

Un mauvais équilibre entre les ostéoblastes et les ostéoclastes est responsable de
nombreuses pathologies du remodelage osseux. Par exemple, une activité ostéoclastique
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trop importante est responsable de I'ostéoporose, une activité ostéoblastique incontrélée
peut entrainer des pathologies osseuses telles que I|'ostéopétrose ou I'ostéosclérose.
L'infection par un pathogene comme S. aureus peut provoquer ce déséquilibre, médié en
partie par la réponse inflammatoire.

C. Infection, inflammation et remodelage
osseux

1. L'ostéo-immunologie et le remodelage osseux

Le tissu osseux et le systéme immunitaire sont fonctionnellement interconnectés. Les
cellules immunes et les ostéoclastes dérivent des mémes progéniteurs situés dans la moelle
osseuse. Chez des patients atteints par des pathologies aseptiques (comme la polyarthrite
rhumatoide ou I'ostéoporose) mais aussi chez des patients souffrant d’IOA, des quantités
élevées de médiateurs chimiques comme les cytokines/chemokines pro-inflammatoires sont
retrouvées dans la circulation sanguine et dans le tissu osseux.

La communication entre les cellules immunitaires et osseuses via les cytokines, les
chemokines, les facteurs de croissance, les facteurs de transcription a commencé a étre
étudiée intensivement avec la naissance de I'ostéo-immunologie. Ce terme a été mentionné
pour la premiére fois en 2000 quand Arron a expliqué I'importance d’étudier le squelette et
le systeme immunitaire comme une seule entité [64]. Aprés que plusieurs équipes aient
découverts que le RANKL pouvait étre sécrété par des cellules immunitaires, Takayanagi et al
ont montré en 2000 I'effet ostéoprotecteur de I'lFN-y [65]. Ainsi, les cytokines ou facteurs
sécrétés sont classés en deux catégories selon leur effet sur le remodelage osseux: les
facteurs ostéoclastogéniques et anti-ostéoclastogéniques. Bien que ces cytokines puissent
influencer la formation osseuse en ciblant les ostéoblastes et la résorption osseuse via les
ostéoclastes, la majorité des données disponibles dans la littérature traite de I'action des
cytokines/chemokines sur les ostéoclastes. Classiquement, on classe I'lL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-
17, TNF-a comme ostéoclastogéniques et I'lL-4, I1L-10, IL-13, IL-18, IFN-y, IFN-B comme anti-
osteoclastogéniques [66] (Figure 9). Les cellules Th17, produisant I'lL-17 et du RANKL, sont
classées comme ostéoclastogénique alors que les cellules Thl et Th2 sont considérées
comme anti-osteoclastogéniques a cause de leur capacité a produire I'IFN-y (Thl) et IL-4
(Th2).
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Cytokines ostéoclastogéniques :
IL-1, IL-6, TNF, IL-8, IL-11, IL-15, IL-17, IL-32 | | Cytokines anti-
ostéoclastogéniques

IFN-y, IFN-B, IFN-q, IL-4,
IL-10, IL-13, IL-18, IL-33

RANK/RANKL/OPG

h!

Activation des ostéoclastes
cathepsin K, TRAP, calcitonin receptor, OSCAR, 33 integrin

Figure 9: Impact des cytokines pro-inflammatoires sur les ostéoclastes (IL-interleukine; TNF-
Tumor Necrosis Factor ; IFN-Interferon ; RANK- receptor activator for nuclear factor kB, RANKL-
receptor activator for nuclear factor kB ligand; OPG-ostéoprotégerine; TRAP-tartrate resistant acid
phosphatase; OSCAR-osteoclast associated immunoreceptor. D’apreés [66].

2. Inflammation et remodelage

Les infections, notamment celles causées par Staphylococcus aureus, induisent la production
de plusieurs cytokines/chemokines par les cellules de I'hote, affectant le remodelage osseux
tres perturbé lors d’IOA. La source de ces facteurs n'est pas complétement élucidée. Nombre
d'entre-eux sont capables d'étre synthétisés par les cellules immunitaires. L'afflux massif de
cellules immunitaires type macrophage, cellule dendritique, lymphocyte T sur le site de
I'infection laissent penser fortement que ces cellules seraient la source de ces
cytokines/chemokines. Toutefois, certaines études ont prouvé que les cellules osseuses sont
également capables d'en produire dans certaines situations.

a) Surproduction cytokinique par les cellules osseuses en contexte
infectieux

Parmi les cytokines de linflammation les plus importantes dans la physiologie et la
pathologie osseuse, se démarquent le tumour necrosis factor a (TNFa), I'interleukine (IL) 1B
(la forme sécrétée de I'IL-1), et I'lL-6 [67]. Les patients atteints d’infection osseuse
présentent une élévation des niveaux plasmatiques de ces trois cytokines [68, 69]. Bottner et
al proposent méme d'utiliser le dosage plasmatique de I'lL-6 comme marqueur des
infections sur matériel [70]. Différents modeles animaux d’infection osseuse, notamment a
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S. aureus, ont montré que cette pathologie induit une augmentation a la fois locale et
systémique des concentrations en IL-1B, IL-6 et TNFa. Des niveaux élevés d’IL-1B ont été
mesurés dans les tibias de rats inoculés a I'aide de trocards par S. aureus, et ces animaux
présentaient également une élévation du taux circulant d’IL6 [71]. Grace a l'utilisation de
modele murin d’ostéomyélite, des dosages cytokiniques ont révélé que les niveaux osseux
d’IL-1B et d’IL-6 s’élévent a la phase précoce de l'infection, alors que le niveau de TNFa
augmente plus tardivement [72]. La source de ces cytokines a alors été étudiée. La
production d’IL-1B a pu étre induite ex vivo chez la lignée de cellules ostéoblastiques HOBIT
par différents stimuli dont le TNFa [73]. Cependant, l'infection par S. aureus d’ostéoblastes
primaires murins, bien qu’elle s’"accompagne d’une élévation du niveau transcriptionnel
d’IL1, n’est pas associée a la production ni a la sécrétion d’IL-1B [74]. Chez les cellules
ostéoblastiques humaines MG-63, dérivées d’ostéosarcome, ainsi que chez des ostéoblastes
différenciés a partir de cellules souches mésenchymateuses, le TNFa n’est détectable qu’a
de faibles niveaux [75]. Ces données renforcent I'hypothése que ces cytokines
proviendraient essentiellement de l'infiltration du tissu osseux par des cellules immunitaires
en réponse a l'infection [74, 76-79], bien qu’il ait encore été trés récemment démontré que
I'lL-6 est sécrétée par les ostéoblastes en réponse a de nombreux stimuli dont I'infection a
S. aureus [80].

En plus de la surproduction du TNF, d’IL-1 et d’IL6, d’autres cytokines/chemokines peuvent
étre synthétisées par les cellules osseuses en réponse a une infection parmi lesquels les
membres de la famille des CSF (colony-stimulating factors) [81-83]. Bost et a/ ont démontré
que des ostéoblastes exposés a Salmonella ou a S. aureus surexprimaient le G-CSF
(granulocyte-CSF) et le GM-CSF (granulocyte-macrophage-CSF) [81]. Par exemple, Mariott et
al ont démontré en utilisant un modele d’infections osseuses a S. aureus chez la souris et en
utilisant des prélevements de tissu osseux issus de patients atteints d’lOA a S. aureus, que
les ostéoblastes infectés sécrétaient une quantité élevée de MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) [84]. Lors d’une infection bactérienne, la surproduction de ce
panel de médiateurs inflammatoires par les cellules osseuses, notamment les ostéoblastes,
agit sur le recrutement des neutrophiles, des macrophages et des lymphocytes T activés au
site de l'infection. Ce climat pro-inflammatoire perturbe directement le remodelage osseux.

b) Impact de la sécrétion de cytokines sur le remodelage osseux

La plupart des cytokines surexprimées en cas d’infections osseuses ont un impact
osteoclastogénique (IL-1, IL-6, TNF-a,...). En effet, dans un modele de périodontite simienne,
I'administration locale d’antagonistes de I'lL-1 et du TNFa permet de réduire de fagon
significative 'ostéoclastogénése et la destruction osseuse [85]. Chez la souris,
I’administration intra-veineuse d’IL1 et de TNFa augmente la résorption osseuse de fagon
dose-dépendante [86] ; de plus, I'inactivation des récepteurs IL1-R, TNF-R1 et TNF-R2 est
associée a une diminution significative du nombre d’ostéoclastes et de la surface de
résorption osseuse apres injection de lipopolysaccharide (LPS) dans le calvaria de souris [87].
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Parallelement, Claro et al ont démontré que la surexpression d’IL-6 apres activation des
ostéoblastes par S. aureus via TNFR1 était responsable d’une augmentation du nombre
d’ostéoclastes matures TRAP positifs capables de résorber la matrice osseuse [80]. De la
méme maniére des études ont démontré le caractére pro-ostéoclastogénique de MCP-1 [88,
89], abondamment retrouvé sur les sites infectés.

En plus d’avoir une action activatrice sur les ostéoclastes, ces cytokines sont connues pour
avoir une activité inhibitrice sur le versant ostéoblastique. Par exemple, L’IL-1 et le TNFa
inhibent la différentiation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes, et
abolissent la minéralisation et I'expression des genes de la phosphatase alcaline et du
procollagéne | chez ces cellules, bien que seul le TNFa inhibe I'expression des génes codant
I'ostéonectine et I'ostéopontine [90]. Le TNFa abaisse également la production du collagéne
de type |, de I'ostéocalcine et de la phosphatase alcaline dans différents modeles de culture
d’ostéoblastes et d’explants osseux, avec pour conséquence une réduction de la production
de matrice osseuse et de sa minéralisation [91-97].

c) Meécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents responsables
de I'activation des ostéoclastes/ostéoblastes par les cytokines

Une fois les cytokines sécrétées, différentes voies d’activations cellulaires sont impactées
selon la cytokine mise en jeu. Souza P.P.C. et Lerner U.H. ont récemment fait une synthese
bibliographique recensant tous les mécanismes cellulaires et moléculaires activés par les
cytokines conduisant a une dérégulation du remodelage osseux [98]. La plupart du temps,
les cytokines, souvent par interaction avec leurs récepteurs, modulent les voies cellulaires
conduisant a I'expression de RANKL ou de la cascade de signalisation induite par RANKL. Par
exemple, STAT3 est impliqué dans la cascade de signalisation cellulaire activé par I'lL-1 et
I'IL-6, conduisant a la surexpression de RANKL par les ostéoblastes [99]. RANKL, en se fixant
par la suite sur son récepteur RANK, provoque la trimérisation du récepteur et induit le
recrutement des protéines TRAF, et particulierement TRAF6 en TAK1 (TGF-B-activated kinase
1). Ceci induit ensuite I'activation de plusieurs protéines kinases incluant IKKJ (inhibitor of
nuclear factor k sous-unité ) qui active le facteur de transcription NF-xB. S’enchaine alors
I'activation du gene nfatc-1 qui active les genes de différentiation ostéoclastique (trap,
ctsk,...)[98].

Enfin, I'effet des cytokines sur le remodelage osseux doit étre vu comme I'ensemble des
effets des cytokines sécrétées qu’elles soient anti-ostéoclastogéniques et
ostéoclastogéniques. Bien que plusieurs détails mécanistiques soient encore a élucider, il est
clairement démontré que l'infection par S. aureus déclenche la production locale et
systémique des médiateurs pro-inflammatoires de I’"h6te ayant majoritairement un role pro-
ostéoclastogénique. L'augmentation de production de ces cytokines conduit alors a un
déséquilibre dans ’lhoméostasie du remodelage osseux en faveur de |'ostéoclastogénése et
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de I'activité de résorption osseuse, et aux dépens de la production de matrice osseuse et de
sa minéralisation par les ostéoblastes, conduisant in fine a la destruction du tissu osseux.

Au-dela de sa capacité a induire une réponse inflammatoire qui impacte l'activité des
ostéoblastes et des ostéoclastes, S. aureus est impliqué dans des interactions de nature plus
directe avec les cellules osseuses modulant aussi leur fonction.

3. Infection et remodelage

Tres récemment, Cassat et al ont mis au point un modele d’ostéomyélite chez la souris en
inoculant une suspension de S. aureus dans la cavité médullaire d’'un des deux fémurs des
souris. lls ont montré que les fémurs infectés perdaient environ 10-20% du volume d’os
cortical pres du site infecté (Figure 10). Ce résultat a amené les chercheurs a comprendre
comment S. aureus pouvait étre responsable d’une telle destruction osseuse et notamment
si S. aureus lui-méme en dehors de la réponse inflammatoire induite, pouvait moduler la
capacité de minéralisation osseuse des ostéoblastes et la capacité de résorption osseuse des
ostéoclastes.
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Figure 10: Impact de S.aureus sur le remodelage osseux d’aprés [100]: A-B: Vue par
microtomographe du fémur des souris 14 jours apres I'inoculation dans la cavité médullaire d’une
suspension de S. aureus (A) ou de PBS (B). Les astérisques représentent le point d’inoculation. C-D :
Analyse des images obtenues en microtomographie révélant la destruction de I’os cortical (C) et de
I’os nouvellement formé (D) 14 jours apres I'inoculation. E-F : Coupes longitudinales des fémurs 14
jours apres I'inoculation par la suspension bactérienne ou le PBS (F) et colorées a ’lhématoxyline et
I’éosine-phloxine orange G. Les fleches représentent le site d’inoculation, les tétes de fleches
dénotent la formation périphérique d’os nouvellement créé et les astérisques montrent la
présence d’abces. D’apres [100].

a) Impact direct de S. aureus sur la minéralisation osseuse

Outre la cytotoxicité induite par S. aureus sur les ostéoblastes qui contribue a diminuer le
nombre d’ostéoblastes sur le site infecté que nous traiterons dans la partie suivante, les
conclusions des études menées pour comprendre I'impact de S. aureus sur la capacité de
minéralisation des ostéoblastes sont unanimes. L'infection des ostéoblastes par S. aureus
contribuent a réduire leurs capacités de formation osseuse. Les résultats obtenus par Claro
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et al montrent, grace a un marquage a l'alizarine rouge spécifique des dépots calciques, que
la capacité de minéralisation des ostéoblastes est totalement abolie aprés infection des
cellules par S. aureus in vitro [101]. Tres récemment, Jin et al sont arrivés aux mémes
conclusions en utilisant plusieurs modeles complémentaires. lls ont observé que S. aureus
inhibe la capacité de minéralisation des ostéoblastes en réalisant un marquage a I'Alizarine
rouge et un marquage Von Kossa [102]. lls ont également montré une inhibition de
I’expression des genes codant pour I'ostéopontine, le collagene et I'ostéocalcine témoignant
d’une inhibition de I'ostéogéneése par S. aureus. Enfin, les résultats obtenus par Fiedler et al,
en utilisant des cellules souches mésenchymateuses, suggérent que S. aureus réduit leurs
capacités de différenciation en ostéoblastes [103].

Ensemble, ces données suggérent que S. aureus diminue la capacité de minéralisation des
ostéoblastes contribuant ainsi a la perte osseuse observée chez les patients atteints d’IOA.

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

A la différence des conclusions unanimes sur l'impact des staphylocoques sur les
ostéoblastes et leurs capacités de minéralisation, les résultats rapportés sur I'impact de ces
bactéries sur la résorption osseuse via les ostéoclastes aboutissent a des conclusions
divergentes [104-107]. Selon les protéines staphylococciques utilisées dans les modeles in
vitro pour mimer 'effet des staphylocoques sur les ostéoclastes, les conclusions apportées
par les auteurs de ces modeles s’opposent. Par exemple, Kim et al suggerent que les
lipopeptides bactériens conduisent a une augmentation de la différentiation ostéoclastique
alors que Yang et al suggérent que les acides lipotéichoiques inhibent I'ostéoclastogénese
[106, 107]. De nouvelles études s’averent nécessaires pour déterminer le role des
ostéoclastes dans la perte osseuse au cours des IOA a S. aureus.
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lll. Relations hote-pathogéene au
cours d’une IOA a S. aureus

Le chapitre précédent a permis de mettre en lumiére les mécanismes impliqués dans
I'ostéolyse observée lors d’IOA a S. aureus. Cette perte osseuse semble étre la résultante de
i) 'impact de la réponse inflammatoire induite par l'infection staphylococcique sur le
remodelage osseux et de ii) I'impact direct de S. aureus sur les fonctions des cellules
osseuses. Cette partie traitera des mécanismes physiopathologiques mis en jeu par S. aureus
pour moduler ces fonctions cellulaires. Nous détaillerons ainsi les mécanismes impliqués
dans linvasion des cellules osseuses, du destin de la bactérie dans le compartiment
intracellulaire et des conséquences tant chez la cellule hote que chez les bactéries
intracellulaires.

A. S. aureus, un pathogene intracellulaire ?

1. Techniques d’études des staphylocoques
intracellulaires

Longtemps considéré comme un pathogene extracellulaire uniquement, plusieurs équipes
ont mis au point des techniques permettant la visualisation et la quantification des
staphylocoques intracellulaires, parmi lesquelles :

i) La technique « gentamicin protection assay » (GPA) : sans doute la
plus utilisée, cette technique repose sur I'utilisation de gentamicine. Cet antibiotique, inactif
dans le compartiment cytosolique des cellules, permet I'élimination des bactéries
extracellulaires en préservant les bactéries intracellulaires. Aprés une étape de co-culture
bactéries/cellules, I'ajout d’antibiotique permet d’éliminer les bactéries extracellulaires sans
impacter la survie des bactéries internalisées. Apres rincage des puits et élimination des
antibiotiques résiduels, les bactéries intracellulaires sont dénombrées aprés étalement des
lysats cellulaires sur gélose [108, 109].

ii) L'utilisation de bactéries modifiées génétiquement : Cette méthode
repose sur l'utilisation de bactéries modifiées génétiquement dans le but d’exprimer une
molécule fluorescente. Classiquement, les bactéries sont transfectées avec le géne codant la
gfp (green fluorescent protein) qui confere une fluorescence verte constitutivement
exprimée par les bactéries. Aprés contact bactéries/cellules, les bactéries extracellulaires
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et/ou intracellulaires peuvent étre localisées grace a [utilisation d’un microscope a
fluorescence ou quantifiées par cytométrie en flux [110].

iii) L'utilisation de bactéries modifiées chimiquement : Cette approche
utilise des staphylocoques marqués a l'aide de marqueurs fluorescents tels que la
phycoérythrine ou l'isothiocyanate de fluorescéine, avant |'étape d’infection afin qu’ils
soient détectables par cytométrie en flux ou sous un microscope a fluorescence [111].

Chacune de ces techniques présente des inconvénients notables: i) la nécessité de la
sensibilité des bactéries a la gentamicine pour la premiére ou ii) la modification génétique ou
chimique des bactéries avant leur interaction avec les cellules hotes pour les deux autres
techniques. Malgré leurs défauts respectifs, ces techniques ont clairement permis d’établir
le caractere intracellulaire des staphylocoques.

2. Mécanismes d’internalisation

Les ostéoclastes, cellules par définition immunitaires car dérivés de la lignée
monocyte/macrophage, sont capables de reconnaitre et de phagocyter des particules du
non-soi comme les bactéries. Bien qu’aucune étude ne se soit penchée sur le mécanisme
précis d’internalisation des bactéries dans les ostéoclastes, il est légitime d'émettre
I’'hypotheése que ce soit par phagocytose. Afin d’asseoir cette hypothése, des expériences
complémentaires utilisant des inhibiteurs de phagocytose seraient a envisager.

Les différentes techniques citées précédemment ont permis de démontrer le caractere
invasif des staphylocoques dans différents types cellulaires appelés « phagocytes non
professionnels » comme les cellules endothéliales et épithéliales humaines et bovines, les
kératinocytes et les ostéoblastes humains [109, 112-117]. L’internalisation dans les
ostéoblastes est un phénomene observé in vitro mais, également in vivo. En effet, Bosse et
al. ont rapporté dans la littérature le cas d’'un homme de 73 ans présentant une ostéite
chronique du péroné, chez lequel une biopsie osseuse a été réalisée. Par microscopie
électronique, cette biopsie a révélé la présence de bactéries typiques de S. aureus
internalisées au sein d’ostéocytes et d’ostéoblastes (Figure 11) [118].

Devant ces observations, différentes études ont été menées pour comprendre le processus
d’internalisation de cette bactérie dans les phagocytes non professionnels. Le mécanisme
d’internalisation des staphylocoques repose sur un processus passif sur le versant bactérien.
En effet, des staphylocoques vivants ou tués par la chaleur ont la méme capacité
d’internalisation. En revanche, il s’agit d’un processus actif sur le versant cellulaire.
L'internalisation des bactéries s’apparente en fait a un phénomene de phagocytose faisant
intervenir les microfilaments d’actine comme I'ont montré Ellington et al. (1999) en utilisant
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différents inhibiteurs du cytosquelette comme la colchicine, la cytochalasine ou le
monodansylcadaverine qui empéchent 'internalisation des bactéries [119].

Ce processus d’internalisation se découpe en deux étapes successives que sont I'adhésion de
la bactérie a la membrane plasmique de la cellule puis son internalisation proprement dite.
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Figure 11: Photographies en microscopie électronique documentant la présence de S. aureus
(fleches) internalisés au sein d’ostéocytes (A et B), d’ostéoblastes (C) et dans la matrice osseuse (D)
lors de 'analyse d’une biopsie osseuse réalisée chez un patient de 73 ans présentant une ostéite
chronique du péroné, A, x 14,000 ; B, x 15,600 ; C, x 5,540 ; D, x 12,900. D’aprés [118]

a) Adhésion

Bien que les staphylocoques aient un role passif dans le processus d’internalisation, la
présence de plusieurs constituants staphylococciques membranaires leur est indispensable.
S. aureus possede un grand nombre de protéines exprimées a sa surface, parmi lesquelles
celles appartenant a la famille des MSCRAMMSs (Microbial Surface component Recognizing
Adhesive Matrix Molecules). Ces facteurs d’adhésion, liés de facon covalente au
peptidoglycane, ont la capacité de lier les protéines de la matrice extracellulaire comme la
laminine, I’élastine, le collagéne, ou encore le fibrinogéne et la fibronectine [120]. Les
protéines liant la fibronectine (appelées Fibronectin binding protein (FnBP)), les mieux
caractérisées, sont nécessaires et suffisantes a l'internalisation de la bactérie par la cellule

43



hote. Les genes fnbA et fnbB, codant respectivement les protéines FnBPA et FnBPB, sont
retrouvés respectivement chez 98 % et 99 % des souches d’IOA[121]. Des mutants de
S. aureus dont les génes codant les deux FnBP, fnbA et fnbB, ont été inactivés, présentent
une capacité d’invasion des cellules eucaryotes fortement atténuée [122-124]. L'invasion fait
également intervenir la fibronectine et l'intégrine a5B1 de I'hote. S. aureus fixe la
fibronectine via les FnBPs exprimés a sa surface ; la fibronectine joue alors un role de pont
entre les FnBPs et I'intégrine a5B1, cette derniere agissant comme un déclencheur de la
phagocytose [122]. Cette liaison semble spécifique de S. aureus comme l'ont prouvé les
travaux de Khalil et al. (2007) démontrant que l'intégrine a5B1 n’est pas impliquée dans le
processus d’invasion de S. epidermidis [125].

Cependant, il a été observé qu’une souche de Staphylococcus aureus (Newman) possédant
une protéine FnBP tronquée a sa partie C-terminale était capable d’étre internalisé par les
cellules épithéliales et les fibroblastes. La question de I'implication d’autres facteurs de
I’'h6te et de la bactérie dans le processus de linternalisation de la bactérie dans les
phagocytes non professionnels s’est donc posée. La délétion des protéines « clumping
factors » A (CIfA) et B (CIfB), et « serine asparate repeat » SdrC, SdrD et SdrE ne modulent
pas la capacité d’adhésion des staphylocoques. Par contre, la délétion de la protéine spa
inhibe partiellement la capacité d’adhésion de S. aureus aux ostéoblastes. Claro et al ont
alors démontré que linteraction entre cette protéine spa et la protéine membranaire
cellulaire TNFR-1 est capable d’induire son internalisation dans les ostéoblastes (Figure
12)[101].

Staphylococcus
aureus

FnBP A/B
Protein A

TNFR1
a5p1

Osteoblast

Figure 12 : Internalisation de S. aureus dans les ostéoblastes. D’apres [101].
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b) Internalisation

Figure 13: L’invasion cellulaire par S.aureus met en jeu des invaginations et protrusions
membranaires. Visualisation par microscopie électronique a balayage avec pseudocouleurs (vert,
surface cellulaire ; rouge, S. aureus) de I'invasion de fibroblastes murins par S. aureus. Aprés 1h de
coculture de fibroblastes avec S.aureus a une MOI de 20, certaines bactéries sont déja
internalisées et sont visibles sous la membrane plasmique (fleche). Les autres bactéries sont en
cours d’internalisation via de larges zones d’invagination formées sous la zone d’adhésion
bactérienne (tétes de fleche). D’apres [128].

L'interaction FnBP-fibronectine est en réalité la liaison entre une molécule de FnBP et une
multitude de molécules de fibronectine présentes dans la matrice extracellulaire. La
protéine FNBP est composée d’une succession de motifs capable de fixer plusieurs molécules
de fibronectine. Cette forte densité de molécules de fibronectine liées a la paroi de la
bactérie par FnBP induit le recrutement local et dense des intégrines a5B1 reconnaissant
chacune une molécule de fibronectine. Ce rassemblement d’intégrines émet un signal a
I'origine d’un réarrangement du cytosquelette.

Dans un contexte physiologique, le pontage fibronectine - a5B1 est impliqué dans I'adhésion
entre cellules eucaryotes, et ce pontage implique une force de traction centripete du
cytosquelette (cortex d’actine) exercée sous la surface cellulaire et nécessaire a la cohésion
et a I'adhésion intercellulaire [126, 127]. La fibronectine par elle-méme ne déclenche pas
I'activation de [I’endocytose par la cellule-h6te. Dans un contexte infectieux, le
détournement de la liaison fibronectine - a5B1 par la bactérie repose non pas sur la
reconnaissance par la cellule héte de molécules de fibronectine prises individuellement,
mais sur la présentation simultanée d’'une grande quantité de molécules de fibronectine
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regroupées sur une surface trés réduite (soit la surface d’'une bactérie ou d’un cluster de
bactéries). Cependant, lorsque la fibronectine n’est pas présentée de facon diffuse a la
surface d’une cellule eucaryote, mais de facon treés concentrée a la surface d’une bactérie,
les forces de traction centripétes sont également concentrées sur une surface réduite. En
conséquence apparaissent des protrusions membranaires venant recouvrir la surface
bactérienne, ainsi qu’une invagination attirant la bactérie vers le cytoplasme cellulaire
(Figure 13). La poursuite de ce phénomene aboutit a la séquestration de la bactérie dans une
vacuole de membrane plasmique, désignée sous le terme de phagosome par analogie avec
le phénomeéne de phagocytose observé chez les phagocytes.

Le rassemblement d’intégrine est alors a l'origine de I'accumulation, a proximité de la
bactérie, de protéines d’adhésion focale comme la vinculine, la paxilline, la zyxine, la tensine,
les « focal adhesion kinases » (FAK) [128]. Une ré-organisation du cytosquelette d’actine est
alors observée, et la bactérie se retrouve alors dans le compartiment intracellulaire [129].

La prochaine partie traitera du destin qui s’offre a la bactérie une fois dans le compartiment
intracellulaire : i) soit la bactérie internalisée provoque la mort de la cellule héte, ii) soit la
bactérie meurt aprés I'action des mécanismes de défense de la cellule hote, iii) soit la
bactérie s’adapte a la survie intra-cytoplasmique.

B. Destin de la bactérie et de la cellule hote
apres internalisation de S. aureus dans une
cellule eucaryote

1. Mort de la cellule hote apres internalisation de
S. aureus

Bien que peu de données soient disponibles sur lI'induction de la mort cellulaire et la
persistance intracellulaire de la bactérie chez les ostéoblastes infectés par S. aureus, cette
guestion a été étudiée chez d’autres types de phagocytes non professionnels. L'induction de
la mort cellulaire chez ces cellules eucaryotes peut étre causée par contact direct de
S. aureus sur la cellule ou par action des toxines staphylococciques sécrétées.
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a) Induction de la mort de la cellule hote par contact direct avec
S. aureus

Plusieurs voies de mort différentes ont été décrites aboutissant a la cytolyse des
ostéoblastes apres internalisation de S. aureus. Le clivage des pro-caspases 3 et 9 semble
étre impliqué dans l'induction de I'apoptose apres internalisation de S. aureus dans les
ostéoblastes, comme le suggerent les données décrites par Jin et al [102]. Parallelement,
Alexander et al ont montré qu’un contact entre S. aureus et les ostéoblastes déclenche
I’expression de TRAIL (tumour necrosis factor apoptosis inducing ligand) [130, 131]. TRAIL
fait partie des cytokines de la famille du TNF, capable de se lier a ses récepteurs
transmembranaires contenant un domaine de mort a sa partie cytoplasmique. Cing
récepteurs de TRAIL sont connus ; seulement deux possedent des domaines de mort, TRAIL-
R1 et R2. Les récepteurs TRAIL-R3, R4 et 'ostéoprotégérine (OPG) sont des récepteurs
capable de fixer TRAIL mais qui ne déclenchent pas de mort cellulaire étant dépourvus de
domaine de mort. L’activation de ces récepteurs déclenche le recrutement de la protéine
adaptatrice Fas-associated protein with death domain (FADD) qui active a son tour les
caspases 8 et 10, aboutissant a I'engagement de I'ostéoblaste sur la voie apoptotique [132].
Le facteur TRAIL sécrété par des ostéoblastes infectés par S. aureus déclenche ainsi
I'apoptose des ostéoblastes non infectés par la voie de la caspase 8 [130]. Ces derniers,
lorsqu’ils sont cultivés en présence d’ostéoblastes infectés, expriment également TRAIL. Ces
observations suggerent que I'apoptose des ostéoblastes infectés par S. aureus, ainsi que
celle des cellules avoisinantes et non infectées, participent a la perte de tissu osseux au
cours de I'ostéomyélite.

b) Induction de la mort de la cellule hote par les toxines
staphylococciques

L'induction de la mort cellulaire par S. aureus est également causée par I'expression de ses
facteurs de virulence représentés par les exotoxines bactériennes et les protéines de
surface. Les toxines, régulées en trés grande partie par un régulateur de virulence global
appelélaccessory gene regulator (agr), ont comme fonction principale la lyse des cellules
hotes. Trois toxines peuvent étre citées en exemple : I'a-toxine, la leucocidine de Panton-
Valentine et les phenol-soluble modulins.

L'o-toxine est le facteur de virulence de S. aureus le plus décrit et étudié car considéré
comme majeur depuis de nombreuses années. Elle est codée par le gene hla qui est présent
chez virtuellement toutes les souches de S. aureus. C’'est une toxine appartenant a la famille
des « pore-forming » toxines. L'o-toxine sécrétée sous forme de monomeres, s’assemble en
heptamonomeres formant un pore a la surface de la cellule (figure 14)[133]. Ce pore permet
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la fuite d’ions K" et Ca®* déclenchant ainsi la mort de la cellule-cible par nécrose ou par
apoptose. De nombreux types cellulaires humains sont résistants a I'action de I'o-toxine,
alors que les leucocytes humains et plusieurs types cellulaires d’autres mammiféres sont tres
vite lyser par cette toxine. Ces données laissent suggérer que son action est liée a
I’expression variable de récepteur(s) cellulaire(s) en fonction des types cellulaires. La
métallo-protéase ADAM-10, et la calvéoline-1 ont récemment été identifiés comme des
possibles récepteurs de I'a-toxine [134, 135]. Cette sensibilité différente a I'c-toxine serait le
reflet direct de I'expression différente de ces récepteurs entre les types cellulaires [136]. Les
processus faisant intervenir ces récepteurs ne sont pas encore totalement connus. L'o-
toxine causerait la mort de la cellule par nécrose ou par apoptose selon sa concentration.
Une étude récente suggére que la caspase 2 serait induite par I'efflux de potassium par les
pores formés par l'o-toxine [137]. Ces résultats proviennent cependant d’études ayant
utilisée des surnageants de culture ou des toxines purifiées et ne sont pas extrapolables a la
mort cellulaire induites par les bactéries vivantes intracellulaires. Toutefois, une étude
menée par Haslinger-Loffler et al en 2005 a pu démontrer que I'ci-toxine pouvait déclencher
I'apoptose une fois internalisée [138]. En effet, les cellules endothéliales humaines ne sont
pas capables d’étre lysées par un apport exogene d’c-toxine (protéine recombinante,
surnageant,...). Une fois internalisées, des souches fortement hémolytiques (donc
productrices d’a-toxine), provoquent la mort par apoptose de ces cellules. Des souches non
hémolytiques dans lesquelles I'expression d’o-toxine a été restaurée possédent un pouvoir
d’induction de la mort cellulaire. Ainsi, ils démontrent que seules les souches hémolytiques
et invasives, contrairement aux souches non-hémolytiques sont capables d’induire la mort
cellulaire par apoptose avec activation des caspases sans I'implication des protéines Fas. Ceci
suggeére donc la propriété cytotoxique de I'o-toxine dans le compartiment intracellulaire
[138].

Figure 14: Mécanisme de polymérisation de I'a-toxine a la surface des cellules-cibles. Un
monomeére d’o-toxine (1) se fixe a la membrane de la cellule sur un récepteur (2). La fixation et la
polymérisation d’autres monomeéres aboutissent a la formation d’'un heptamére formant un
prépore (3), puis un pore transmembranaire en tonneau béta qui posséde une forme dite en
« champignon » (4). D’apreés [139].
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La Leucocidine de Panton-Valentine (PVL) est une autre toxine staphylococcique

appartenant a la famille des "pore-forming" toxines. C'est une exotoxine a deux composants
(synergohyménotrope) codés par les génes lukF-PV et lukS-PV. Ces genes forment I'opéron
lukPV ou opéron pvl et sont portés par un phage lysogénique [140]. Différents phages
codant la PVL ont été décrits. Le transfert horizontal des génes de la PVL est possible entre
souches de S. aureus grace a cette localisation sur un phage. La PVL ne posséde pas d’action
hémolytique et cible les cellules de la lignée myéloide : les polynucléaires neutrophiles, les
monocytes-macrophages et les cellules dendritiques [140, 141]. De plus, cette toxine
possede une spécificité d’espéece : les polynucléaires neutrophiles humains et de lapin sont
sensibles a son action cytolytique contrairement aux polynucléaires murins. Comme pour
I'o-toxine, cette spécificité d’espece et de type cellulaire a mis les chercheurs sur la piste
d’un récepteur a la PVL. Trées récemment; une équipe a identifié la fraction C5a du
complément (C5aR et C5L2) comme étant le récepteur de la sous-unité lukS-PV de la PVL
[142]. Bien qu’aucune étude ne se soit penchée sur le réle de la PVL sur les ostéoclastes, il
est fort problable gu’ils soient sensibles a cette toxine de part leur origine myéloide d’une
part et leur capacité d’expression du C5aR d’autre part [143]. Le complexe LukS-PV et LukF-
PV va créer un pore a la surface des cellules cibles provoquant leur lyse. En fonction des
doses appliquées, la PVL peut causer |'activation, 'apoptose ou la lyse des cellules cibles.
Appliqguée a une concentration sublytique, la PVL induit I'activation des polynucléaires
neutrophiles avec sécrétion d’espéces réactives de [I'‘oxygene et de composés
chimiotactiques [144], conduisant au final a une exacerbation de la réponse inflammatoire
et au recrutement des leucocytes au site de I'infection. Dans le compartiment intracellulaire,
il a été récemment que la PVL pouvait avoir un role dans le déclenchement de I'apoptose
[145], en ciblant notamment les mitochondries [146].

Les phénol-soluble modulins (PSM), bien qu’appartenant au génome coeur des

staphylocoques, n‘ont été décrits que trés récemment [147]. Ces peptides de petite taille
(entre 20 et 30 AA) sont codés par des cadres de lecture dont la faible longueur explique
probablement qu’ils n‘aient pas été détectés par les analyses génomiques antérieures.
Plusieurs types de PSM ont été identifiés: les PSMa, les PSMB et la delta-toxine. La
régulation de leurs expressions est sous le contrdle strict et direct du systéme régulateur
agr. La bactérie posséde un systeme d’export des PSM qui a été récemment identifié : il
s’agit d’un transporteur de type ABC (ATP binding cassette) a quatre composants [148]. Ce
transporteur, nommé Pmt (phenol-soluble modulin transporter), joue un role essentiel dans
la physiologie de S. aureus puisqu’en son absence, les PSM s’accumulent dans le cytoplasme
de la bactérie, conduisant a la mort de celle-ci. Des homologues de Pmt ont été retrouvés
chez d’autres espéces de staphylocoques, ce qui indique un réle conservé de Pmt dans la
sécrétion des PSM chez le genre Staphylococcus. De plus, de tels homologues sont absents
des autres genres bactériens, ce qui peut expliquer que la production de PSM soit limitée
aux staphylocoques.

Leur structure en hélice alpha et leur caractere fortement amphipathique leur confére une
action surfactante qui leur permet de déstabiliser les membranes lipidiques créant ainsi la
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lyse de la cellule [147]. Leur implication dans la pathogénie des staphylocoques
hypervirulents a été démontrée a la fois par des approches de perte et de gain de fonction :
I'inactivation des génes codant les PSM induit une perte de virulence chez les souches
hypervirulentes, alors qu’a l'inverse la surexpression de PSM chez des souches d’origine
hospitalieres non hypervirulentes s’accompagne d’une augmentation de virulence [147].
Contrairement a la PVL et a I’ o-toxine, les PSM n’ont pas de spécificités d’espéces et de
types cellulaires. lls n’ont pas besoin de récepteurs a la surface des cellules pour causer la
lyse, leurs propriétés surfactantes suffisent a déstabiliser les membranes plasmiques.
Toutefois, Surewaard et al viennent de démontrer que les lipoprotéines présentes dans le
serum inhibaient I'action des PSM [149]. Ces lipoprotéines sont également présentes dans le
liguide interstitiel a une concentration faible mais qui augmente en cas d’inflammation. Les
PSM pourraient conserver une certaine activité cytolytique dans d’autres milieux
extracellulaires dépourvus de sérum dans lesquels ils sont produits a hautes concentrations,
comme un abcés cutané, mais il découle de ces données que la participation des PSM
cytolytiques a la pathogénicité de S. aureus s’exercerait principalement dans le milieu
intracellulaire.

Lorsque S. aureus est internalisé dans les cellules osseuses, en causant la mort des
ostéoblastes, soit par contact direct soit par action de ses toxines, ce pathogene amoindri la
capacité de minéralisation du tissu osseux. Ceci participe de maniére active et directe a la
perturbation du remodelage osseux observée lors d’|OA.

Outre sa capacité cytolytique, aprés son internalisation, S. aureus est également capable de
s’adapter a la vie intracellulaire. Il détourne ainsi la machinerie cellulaire mise en marche par
la cellule hote pour tuer la bactérie, pour s’en servir comme sanctuaire.

2. Mécanismes de survie des S. aureus
intracellulaires

Tout comme les phagocytes professionnels, les cellules phacocytaires non-professionnelles
comme les ostéoblastes, les cellules endothéliales et épithéliales ont la capacité de dégrader
les pathogeénes ingérés. Bien qu’elles ne soient pas dotées de tous les mécanismes de
défense que possedent les phagocytes professionnels, ces cellules disposent de mécanismes
capables de détruire les pathogenes intracellulaires parmi lesquels I'autophagie. Il s’agit d’un
processus cellulaire catabolique qui se déroule schématiquement en trois phases (Figure 15).
L’étape d’initiation aboutit au recrutement du pré-autophagosome (ou phagophore) issu du
réticulum endoplasmique. Aprés reconnaissance, directe ou indirecte, de la bactérie par le
pré-autophagosome, une étape d’élongation de la membrane vésiculaire du pré-
autophagosome permet le cloisonnement de la bactérie formant un autophagosome
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proprement dit. Enfin, I’étape de maturation et de fusion avec un lysosome donne naissance
a un autolysosome qui aboutit a la lyse de la bactérie grace a I'arsenal lysosomal [152].

Elongation
Expansion and
Cargo recognition
Initiation )

i

&%Ismaﬁon

membrane

Autophagosome

Autophagy

Completion

Autolysosame

Maturation

Cargo degradation

Figure 15 : Schéma des différentes phases de 'autophagie. D’apres [152].

Les pathogénes ont développé des stratégies pour détourner le processus d’autophagie a
leur profit, pour survivre voir méme pour se multiplier a l'intérieur des autolysosomes.
S. aureus en est un parfait exemple. Il a été démontré que certaines souches de S. aureus
possédaient une remarquable résistance a I’élimination autophagique grace a la sécrétion de
facteurs régulés notamment par agr. Les autophagosomes qui contiennent des
staphylocoques dorés ne fusionnent pas avec des lysosomes empéchant donc ainsi sa
maturation et son acidification. lls s’échappent alors de I'autophagosome et se retrouvent
libres dans le cytoplasme pouvant causer la mort de la cellule héte [153]. L’ o-toxine et les
PSM sont des facteurs participant a |'échappement phagosomal de S. aureus. Les
phagosomes contenant des souches déficientes pour les genes codant |'ci-toxine sont
capables de fusionner avec des lysosomes, et les microorganismes peuvent étre alors
éliminés [154]. Les différentes données de la littérature suggerent aussi que ces
microorganismes, libres dans le cytoplasme, peuvent s’adapter et persister trés longtemps
dans le compartiment intracellulaire. L'un des moyens mis en ceuvre par la bactérie pour
s’adapter a ce nouvel environnement est I'émergence d’un phénotype variant appelé small
colony variant (SCV).
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C. Le phénotype Small Colony Variant

La premiere description d’une souche de Staphylococcus aureus présentant un phénotype
variant avec présence de microcolonies a croissance ralentie in vitro remonte a plus d’un
siecle, par Kolle et Hetsch en 1911. Il aura cependant fallu attendre les années 2000 pour
que les efforts de recherche se concentrent a nouveau sur ces populations bactériennes. Les
SCV ne sont pas l'apanage de S.aureus et ont été décrits chez d’autres especes
bactériennes, comme les staphylocoques a coagulase négative, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ou Burkholderia cepacia [8, 155]. Toutefois, les variants SCV de
S. aureus restent a ce jour les mieux documentés.

Différentes caractéristiques phénotypiques ont été associées aux formes SCV chez S. aureus
parmis lesquelles i) une croissance ralentie aboutissant a la formation de colonies 10 fois
plus petites que celles formées par le phénotype sauvage, ii) une réduction de I'activité
hémolytique, iii) une perte de coloration des colonies, iv) une résistance accrue aux
aminosides, et v) l'altération du métabolisme bactérien [121]. Plusieurs types de
modification du métabolisme bactérien ont été décrits et sont a I'origine du ralentissement
de la croissance bactérienne décrite chez les SCV. Parmi les souches cliniques de
staphylocoques présentant un phénotype SCV se distinguent: i) celles présentant une
interruption du fonctionnement de la chaine de transport d’électron, et ii) celles présentant
une inhibition de la biosynthése de la thymidine. L’interruption de la chaine de transport
d’électron est causée par I'inhibition de la biosynthése de la ménadione ou de I’"hémine liées
respectivement a I'expression des génes menD et hemB. Il s’agit probablement d’une
dysrégulation de |'expression de ces genes sous la dépendance de stimuli extérieurs qui
restent actuellement mal connus, mais qui seraient vraisemblablement liés au passage
intracellulaire des bactéries. De ce fait, ces formes SCV sont capables de réverter vers une
forme normale apres subculture sur milieux gélosés en raison de I'absence de ces mémes
stimuli inducteurs. Cette faculté de réversion a poussé les chercheurs a créer des mutants
possédant un phénotype stable. La plupart des travaux de laboratoire ont été menés sur des
souches qui avaient subies une mutagénése dirigée contre les génes hemB ou menD, mimant
ainsi le phénotype SCV. Les modeles in vitro d’infections cellulaires avec ces mutants ont
permis de révéler que les souches possédant un phénotype SCV étaient capable de persister,
pendant plusieurs jours, en grand nombre dans le compartiment intracellulaire sans induire
une réponse inflammatoire importante [156, 157]. Ces travaux ont ainsi permis de
démontrer que les souches de staphylocoques SCV stables avaient un phénotype totalement
adapté a la persistance intracellulaire.

Toutefois, I'utilisation de ces mutants permet de comprendre le métabolisme bactérien, la
persistance bactérienne et les réponses de la cellule hote induite par ces variants
phénotypiques mais ne permet pas de comprendre les mécanismes sous-jacents aboutissant
a la génése de ces SCV. Une question se pose alors: la formation de SCV est-elle un
phénomene rare et marginal ou est-elle une étape indispensable a la chronicisation des
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infections ? Tres récemment, Tuchscherr et al ont essayé de comprendre la dynamique de
formation des SCV. A I'aide de modéle in vitro et in vivo d’infections chroniques, ils ont pu
remarquer que la proportion de bactéries intracellulaires possédant un phénotype SCV
augmentait continuellement avec le temps, et ce, jusqu’a plusieurs semaines suivant
I'infection. Les auteurs ont pu observer la remarquable faculté de réversion des SCV apres
leur passage dans le compartiment intracellulaire. En effet, une seule étape de culture dans
un milieu riche suffit pour que les souches, issues des modeles d’infections chroniques in
vitro et in vivo et méme de prélevement de patients, possédant un phénotype SCV
retrouvent un phénotype normal [158].

La formation des SCV est donc un phénomeéne dynamique dans I'établissement d’une
infection chronique, une fois les bactéries internalisées dans des cellules phagocytaires non-
professionnelles. Une partie de la réponse a la question posée précédemment est également
émise dans une étude comparant la persistance intracellulaire de souches de
staphylocoques présentant des degrés de virulence opposés, dans des phagocytes
professionnels, comme les macrophages. Les données suggérent que les staphylocoques
hypervirulents sont totalement éliminés du compartiment intracellulaire contrairement aux
souches tres peu virulentes, comme la souche Newman, qui peuvent persister dans le
cytoplasme des macrophages [159]. Ceci indique qu’un abaissement de la virulence,
caractéristique que possedent les SCV, semble étre essentielle a la persistance intracellulaire
des bactéries et donc a la chronicisation des infections (Figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes d’adaptation bactérienne au cours de I'infection chronique. D’aprés [160]

Directement apres l'infection, les cellules h6tes contiennent un grand nombre de Staphylococci
exprimant fortement agr et les toxines qu’il régule, a I'origine de fortes réactions inflammatoires
et cytotoxiques. Lors de l'infection chronique, un certain nombre de bactéries va résister a la
dégradation cellulaire via des stratégies adaptatives impliquant la formation de phénotypes small
colony variant (SCV), la régulation négative du systéeme Agr et la régulation positive d’adhésines.
En quittant le compartiment intra-cellulaire, les phénotypes SCV peuvent rapidement revenir au
phénotype sauvage agressif et provoquer alors une nouvelle infection.

Ainsi, durant sa vie intracellulaire, les bactéries ne changent pas seulement leurs phénotypes
pour devenir des SCV, elles modifient aussi I'expression de leurs facteurs de virulence. La
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surexpression des protéines FNBP a notamment été reportée, augmentant ainsi leur capacité
d’invasion. Cette observation a également été faite avec des souches mutantes ayant un
phénotype stable [161, 162]. Ceci suggere que les staphylocoques ayant un phénotype SCV
promeuvent leur endocytose par de nouvelles cellules hétes apres leur relargage dans le
milieu extracellulaire. A l'inverse, '0-toxine voit son expression diminuée lors de son
passage en intracellulaire. Cette diminution de I'expression de toxine est corrélée a une
moindre activité du systéeme agr, pouvant expliquer la moindre activation de la réponse
immunitaire de I’'hote. En effet, lors d’infections persistantes, différents modéles ont montré
gue les marqueurs inflammatoires revenaient a des niveaux basaux malgré la présence de
bactéries vivantes dans les tissus infectés [158, 163]. Cette faculté bactérienne a persister
dans les cellules hoétes empéche leur reconnaissance par les cellules immunitaires et
constitue une stratégie parfaite d’échappement au systeme immunitaire.

En outre, les SCV présentent une résistance accrue a différents antibiotiques, constituant un
autre parametre responsable de I’échec de traitement des infections persistantes. En effet,
leur vitesse de croissance ralentie diminue I'action des antibiotiques ciblant la paroi. Une
seconde caractéristique spécifique des SCV est une interruption du transport
transmembranaire d’électrons. Cette interruption a pour conséquence de diminuer la
pénétration des antibiotiques, comme les aminosides, qui utilisent le gradient
électrochimique membranaire pour traverser la membrane bactérienne et atteindre leur
cible [8]. Enfin, de nombreux antibiotiques sont inactifs dans le compartiment intracellulaire,
ou n’arrivent pas a atteindre une concentration suffisante pour étre bactéricide [164].

A I'abri du systeme immunitaire et des antibiotiques, les staphylocoques vivant dans le
compartiment intracellulaire, notamment sous forme SCV, ont un réle trés important, dans
la chronicisation des infections, notamment les I0A.

Dans cette partie, nous avons pu voir que plusieurs destins s’offraient a la bactérie une fois
internalisée. Toutefois, il est important de mentionner que le destin des bactéries
intracellulaires et de la cellule héte dépend de la souche de S. aureus, de la présence et de
I’expression de ses facteurs de virulence mais également du type de cellule hote [165].
Plusieurs exemples peuvent étre cités pour illustrer cette complexicité. Premiérement, les
capacités d’internalisation et de persistance d’une méme souche de staphylocoque viennent
d’étre comparées dans une étude trés récente menée par Hamza et Li [166]. La capacité
d’internalisation de S. aureus par les macrophages est environ 100 fois plus importante que
celles des ostéoblastes. De plus, certaines données de la littérature suggerent que la MOI
(multiplicity of infection ; c’est-a-dire le nombre de bactérie pour une cellule) et que la phase
de croissance de la bactérie au moment de l'internalisation (stationnaire ou exponentielle)
jouent un réle dans le destin de la cellule héte et de la bactérie internalisée. Un second
exemple s’appuyant sur le role majeur des toxines peut étre cité. S. aureus produit
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différentes toxines, dont les hémolysines. La majorité des souches responsables de
mammites bovines sont phénotypiquement positives pour la sphingomyelinase -toxin, alors
que trés peu de souches isolées chez I’homme atteint de septicémie ou porteur au niveau
nasal expriment cette toxine [167]. Il semble donc qu’il y ait une pression de sélection
différente en fonction de I'h6te. Parallelement, I'exemple de I'o-toxine cité précédemment
indique que son action dépend de la présence de son récepteur [134-136]. Cette toxine
présente donc une spécificité d’espéce et de type cellulaire. Enfin, la balance d’expression
entre les exotoxines bactériennes et les protéines de surface, qui sont responsables du
destin des bactéries internalisées et de la cellule hote, semble étre dépendante de systeme
de régulation global, notamment agr. Les mutants Aagr de S. aureus sont incapables de
déclencher la mort des cellules infectées [138, 159].

Ces quelques exemples nous permettent de comprendre que le destin des bactéries et des
cellules hotes, une fois la bactérie internalisée, est difficilement généralisable entre les
différents types cellulaires, les hotes et les souches. Néanmoins, I’hypothése selon laquelle
le caractere intracellulaire facultatif de S. aureus fournit a la bactérie une niche de
protection, a l'abri du systeme immunitaire et de la plupart des antibiotiques, a
progressivement été acceptée par une majorité d’auteurs. Elle est de plus considérée
comme un phénomene explicatif plausible du caractére chronique, récurrent ou indolent de
certaines infections osseuses d’une part, et d’autre part du taux élevé d’échec de
I'antibiothérapie [168, 169].

D. Le biofilm

En plus de la vie intracellulaire, les bactéries, notamment les staphylocoques, peuvent
former puis vivre dans une microstructure appelée biofilm, également responsable de
I’échec thérapeutique et de la chronicisation des infections. De nombreuses définitions du
biofilm existent, mais toute la communauté scientifique s’accorde sur certaines
caractéristiques de la vie en biofilm. Le biofilm est une structure tridimensionnelle
composée d’'une communauté bactérienne sédentaire au sein de laquelle les bactéries
adhérent a un substrat extracellulaire, a une surface inerte et/ou entre elles. La vie en
biofilm s’oppose donc a la vie planctonique, dans laquelle les bactéries sont libres et non
adhérentes [170]. Cette structure tridimensionnelle est composée d’ADN extracellulaire, de
protéines et de polysaccharides produits en grande partie par les bactéries elles-mémes. De
trés nombreuses bactéries sont capables de vivre dans un biofilm, et la composition de ce
biofilm varie largement entre les espéces bactériennes qui le composent. Pseudomonas
aeruginosa, chez les bactéries Gram-négatives, et Staphylococcus aureus, chez les Gram-
positives sont sans doute les mieux étudiées pour leur capacités a vivre en biofilm [171].

La formation de biofilm est un processus cyclique complexe (Figure 17). Elle implique
I’adhésion bactérienne initiale sur une surface inerte, faisant d’abord intervenir différentes
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forces électrostatiques impliquant les propriétés physicochimiques de la surface colonisée
(hydrophobicité, charge électrostatique,...). Elle fait ensuite intervenir des macromolécules
de I'enveloppe bactérienne, parmi lesquelles les MSCRAMMSs qui interagissent de maniére
spécifique ou non avec la matrice extracellulaire qui recouvrent les surfaces colonisées.
Favorisant cette premiére étape d’adhésion, la présence de matériel inerte, endogene
(séquestres osseux) ou exogene (matériel prothétique) lors d’IOA rend ce type d’infection
tres propice au développement d’un biofilm.

Apres leur adhérence au substrat, qui peut survenir dans les secondes qui suivent le contact
avec une surface, les bactéries s’agregent, se multiplient et forment des micro-colonies. La
cohésion intercellulaire est permise par la sécrétion d’exopolysaccharides (tels que la poly-
N-acetylglucosamine (ou PNAG) des staphylocoques), de protéines bactériennes spécifiques
(comme BAP (biofilm associated protein), AAP (accumulation associated protein), PIA
(I'adhésine polysaccharidique intracellulaire)), de molécules accessoires (comme les acides
teichoiques), et d’ADN extracellulaire. L'ADN provient notamment de la lyse de cellules
eucaryotes par les bactéries et constitue un élément essentiel a la cohésion du biofilm
mature. Le biofilm mature prend alors une forme de champignons. Durant cette étape de
maturation, de nombreux facteurs de régulation controlent la sécrétion des protéines citées
précédemment, notamment le locus ica qui semblent controler la sécrétion de PIA [172];
bien que la présence de ce locus ne semble pas absolument indispensable a la bactérie pour
produire un biofilm [173].

Lorsque I'épaisseur maximale du biofilm est atteinte, le stade final de développement du
biofilm peut avoir lieu. Il s’agit du stade de dispersion : des formes planctoniques sont
relarguées dans le milieu extérieur, a partir du biofilm. Cette derniére étape, encore tres mal
connue, se produit lors du vieillissement du biofilm, ou de certains stress ou carences.
Periasamy et al ont récemment montré que les PSM pouvaient jouer un réle dans la
dissémination du biofilm [174]. Les bactéries libérées ou les fragments de biofilm détachés
pourront a leur tour coloniser une autre surface voisine et créer un biofilm mature.

La structure tri-dimensionnelle du biofilm et la présence de matrice extracellulaire réduit la
diffusion des métabolites et des minéraux. Ceci entraine I'apparition de gradients d’oxygene
et de nutriments qui décroissent depuis la surface vers la base du biofilm, et de gradients de
déchets du métabolisme bactérien qui s’accumulent vers la base du biofilm. Cette
hétérogénéité de composition du biofilm est, en partie au moins, responsable d’une de ses
caractéristiques les plus remarquables qui est la tolérance aux agressions extérieures [6]. Par
rapport a des bactéries cultivées en milieu liquide, des données suggérent que les bactéries
vivants dans des biofilms peuvent survivre a des doses d’antibiotiques allant jusqu’a 1000
fois la concentration minimale inhibitrice (CMI) et qu’elles possédent une résistance élevée
aux ultraviolets, métaux lourds, acides et aux changements d’hydratation et de salinité
[175]. Cependant, aprés remise en suspension du biofilm, les bactéries isolées en milieu
liguide, donc redevenues planctoniques, présentent une sensibilité in vitro normale aux
antibiotiques. Il s’agit donc d’une caractéristique réversible, phénotypique et non héritée.
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Deux hypothéses ont été avancées pour comprendre cette résistance aux antibiotiques des
bactéries en biofilm :

i) la matrice extracellulaire pourrait constituer une barriére de diffusion, ce qui
permettrait une adaptation progressive de la physiologie des bactéries exposées au stress
antibiotique [6, 175, 176],

ii) le ralentissement de la croissance bactérienne diminuerait I'activité de certains
agents antibactériens. De nombreux antibiotiques, comme les B-lactamines, sont plus
efficaces sur les bactéries se multipliant activement. Ce ralentissement de croissance
bactérienne est expliqué par I'accés limité aux nutriments, la faible concentration en
oxygene et le pH élevé des couches profondes du biofilm [6, 175, 177].

Le métabolisme lent, caractéristique phénotypique propre aux bactéries vivants en biofilm,
pose une difficulté diagnostique aux microbiologistes : certains tests phénotypiques utilisés
pour lidentification bactérienne, comme les tests d’agglutination ou les galeries
d’identification biochimique, et retarde la positivité d’autres tests comme la détection de
coagulase libre ou la pigmentation des colonies de S. aureus. Ces particularités font courir le
risque d’'une erreur diagnostique, ces bactéries a métabolisme ralenti, pouvant étre
méconnus ou identifiés a tort comme des staphylocoques a coagulase négative. Ces isolats,
particulierement dans un contexte d’infection chronique, doivent idéalement faire |'objet
d’une confirmation d’espéce par une méthode non phénotypique comme la détection par
PCR de genes spécifiques de S. aureus [8]. Ce métabolisme ralenti est une caractéristique
des bactéries vivant en biofilm qu’elles partagent avec les bactéries ayant un phénotype
SCV.

Maturation Dispersion

Adhésion

¢ €®dy
————

Figure 17 : Cycle de vie d’'un biofilm. Phase 1 : les bactéries libres, ou planctoniques, adhérent a
une surface inerte et sécréetent une matrice extracellulaire. Phase 2 : la communauté en biofilm
acquiert une architecture tridimensionnelle comprenant un réseau de canaux qui permet
I’acheminement des nutriments vers les zones profondes. Les bactéries ont un métabolisme ralenti
et sont protégées du systeme immunitaire de I’hote et de la plupart des antibiotiques. Phase 3 :
des microcolonies ou des bactéries libres se détachent de la surface du biofilm. Elles dérivent dans
le milieu extérieur et peuvent coloniser une nouvelle surface. D’aprés [178]
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L'inefficacité de la plupart des antibiotiques sur les bactéries vivants en biofilm s’ajoute a
I'inefficacité des moyens mis en ceuvre par le systéme immunitaire. En effet, les bactéries
planctoniques sont en général efficacement phagocytées et tuées par les phagocytes
(polynucléaires et macrophages). Lorsque les bactéries sont associées a des biofilms, elles
donnent lieu a un phénomeéne de « phagocytose frustrée » au cours duquel la phagocytose
est inefficace, y compris du fait de I'inaccessibilité des anticorps opsonisants. Les phagocytes
sécretent néanmoins leurs facteurs microbicides, y compris des enzymes qui sont déléteres
pour les tissus adjacents et en accélerent la destruction [179].

L'ensemble de ces données a mis en lumiére la capacité d’adaptation des staphylocoques
aux différents environnements auxquels ils peuvent étre confrontés, que ce soit la vie en
biofilm, la vie intracellulaire, la colonisation de I’h6te ou au contraire l'invasion. Cette
capacité d’adaptation est rendue possible par la modulation de I'expression de leurs facteurs
de virulence.

E. Controle de I’expression des facteurs de
virulence de S. aureus lors d’une interaction
hote-pathogene

Finement régulée, la virulence de S. aureus repose sur l'expression de protéines
membranaires et d’exotoxines protéiques dont certains représentants ont été décrits
précédemment (PVL, PSM, ...). Les niveaux d’expression de ces déterminants sont contrdlés
par un réseau complexe et interconnecté de régulateurs. Ces systemes de régulation
globaux, interagissant entre eux, vont controler les génes de virulence en fonction de
I'avancement du processus infectieux [180]. L'identification de ces régulateurs est toujours
le sujet d’intenses recherches comme le démontre la découverte ces dernieres semaines
d’un nouveau régulateur jusqu’ici encore inconnu nommé catabolite control protein E (CcpE)
[181]. Le nombre de régulateurs connus a ce jour s’éleve a plus de vingt [182]. Devant cette
complexité, nous ne présenterons ici que les régulateurs d’importance majeure pour
I’expression des exotoxines et des FnBP : agr, sarA et saeRS.
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1. L’accessory gene regulator (agr)

Le systeme agr est le principal régulateur de S. aureus et le plus étudié a ce jour. Les
premieres observations ont montré que la régulation par agr des facteurs de virulence est
plus prononcée pendant les phases de croissance post-exponentielle et stationnaire [183].
Néanmoins, dans un milieu de culture épuisé en nutriment, le systeme agr peut étre activé
indépendamment de la phase de croissance, suggérant ainsi qu’un facteur sécrété est
capable de moduler les fonctions d’agr [184]. En fractionnant ce milieu, des analyses en
spectrométrie de masse combinées a des techniques de séquencage ont révélé que le
facteur sécrété est la thiolactone cyclique. Ce signal fonctionnel est également appelé
peptide auto-inducteur (AIP) [185, 186]. Ce travail pionnier a défini le systéme agr comme
un systeme de quorum-sensing a deux composants (senseur membranaire et effecteur), et a
ouvert les portes a d’intensives recherches examinant les mécanismes moléculaires et
biochimiques de ce systeme et son role dans la pathogénése et la formation de biofilm.

C'est agr lui-méme qui code son propre peptide effecteur. Systeme a deux composants, sa
régulation est fonction de la densité bactérienne ou « quorum sensing ». Lors de la phase
exponentielle de croissance, la faible densité bactérienne s’accompagne d’une faible
concentration en peptide auto-inducteur et donc un bas niveau d’activité agr. Lorsque la
densité bactérienne augmente, agr est activé via I'augmentation de la concentration en
peptide auto-inducteur, marquant le passage en phase stationnaire dans laquelle les
ressources disponibles peuvent venir a manquer [182]. Le systéme agr réprime la
transcription de différentes protéines membranaires, et notamment les FnBP et la protéine
A, et active I'expression d’exotoxines telles que I « -toxine et la [3 -toxine. Ainsi, I'expression
d’adhésines de surface est importante lors de la phase initiale de croissance permettant la
colonisation. L’'activation d’agr stimule ensuite I'expression de toxines associées a la
destruction tissulaire et a la libération de nouvelles ressources pour la bactérie (Figure 18).
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Figure 18 : facteurs de virulence associés a la paroi ou excrétés modulés par le systeme agr.
D’apres [187]

Le locus agr comprend cing génes, agrA, agrB, agrC, agrD et hld. (Figurel9). Il comporte
deux unités transcriptionelles disposées en sens opposé et contrdlées par deux promoteurs
indépendants : P2 et P3. L'effecteur du systeme est le transcrit de 'opéron P3 : 'ARNy,. C'est
I'augmentation de la transcription de ’ARN|, qui entraine une augmentation de |'expression
des genes codant les exotoxines staphylococciques et réprime la production des facteurs de
virulence associés a la surface de la bactérie [188]. L’ARNy; peut interagir avec les différents
promoteurs et ARNm des exoprotéines permettant leurs stabilisations et leurs traductions.
Ainsi, I'interaction ARN;; / ARNm des adhésines inhibe leur synthése [189]. L'opéron P2 code
quant a lui un ARN de 3,5kB appelé ARN; qui posséde quatre cadres de lecture codant
'agrD, I'agrB, I'agrA et I'agrC. Les protéines codées par cet ARN, permettent |'auto-
activation du systeme agr par la synthése du peptide auto inducteur (AIP). Il est synthétisé
sous forme d’un précurseur dont le clivage est dépendant d’agrB. L'AIP active alors le
récepteur agrC qui est une protéine transmembranaire dont la fonction est de phosphoryler
agrA [190]. Une fois phosphorylée, agrA, protéine cytoplasmique de 34kD va activer les
promoteurs P2 et P3 aboutissant a une augmentation d’ARN;, [191, 192]. Bien que
majoritairement non traduit, il porte cependant un court cadre de lecture codant la 6-toxine
(hld), laquelle n’est pas impliquée dans la régulation. Bien que la majorité des effets

61



transcriptionnels et post-transcriptionnels du systéme agr soient imputables a I’action de
I’ARNy, la protéine AgrA posséde également une cible en dehors du promoteur P2, activant
la transcription d’exotoxines protéiques analogues a la 6-toxine, les PSM [182].

o
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Figure 19 : Vue schématique du locus agr. D’apres [182].

2. Le systéme Sar ou « Staphylococcal Accessory
Regulator »

Le systeme Sar est également un régulateur global de I'expression des exoprotéines
staphylococciques. Contrairement a agr, il s’agit d’un facteur de transcription et non d’un
systeme a deux composants. La protéine SarA est encodée par trois produits de transcription
différents situés sur I'opéron sarA et possédant chacun leur propre promoteur [235]. Ce
régulateur active de nombreux promoteurs en se liant a des séquences d’ADN spécifiques,
désignées sous le terme de Sar boxes [193]. Les premieres expériences ont montré que les
souches mutantes délétées pour sarA expriment moins les transcrits d’agr RNA, et RNAy,
[194, 195]. SarA active la transcription du locus agr en se fixant sur les promoteurs P2 et P3.
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Par ailleurs, la protéine SarA peut également se lier directement aux promoteurs des génes
de virulence tels que celui de la protéine A, de I'hémolysine o, de la TSST-1 ou des
entérotoxines. Enfin, de nombreux homologues de SarA, tels que SarR, SarS, SarT et SarU ont
été décrits. lls possédent des activités proches de celle de SarA [191, 196].

3. Le systéme SaeRS ou « Staphylococcal
Accessory Element »

Régulateur global de la virulence de S. aureus, le locus Sae code un systeme a deux
composants, SaeR (Régulateur) et SaeS (Senseur). Le systéme SaeRS exerce une régulation
transcriptionelle sur les génes codant les hémolysines a et B, mais aussi la protéine A, la
coagulase, les protéines liant la fibronectine et le fibrinogéne. Cette régulation est de nature
directe et ne fait pas intervenir de modification du niveau d’expression d’agr ou du
régulateur sarA [238,239]. La nature du ligand de SaeS reste inconnue a ce jour.

4. Adaptation de la virulence lors d’une
interaction hote-pathogene

Les récentes avancées dans le domaine du séquencage a haut-débit ont permis le
développement de puces capables d’analyser les variations d’expression génique a I’échelle
d’un génome complet. Garzoni et al ont mis au point un modeéle d’infection de cellules
pulmonaires épithéliales humaines par S. aureus afin d’extraire 'ARN des bactéries
intracellulaires puis d’analyser le transcriptome. En utilisant de la cytochalasine dans le
milieu de culture afin de bloquer I'internalisation de S. aureus dans la cellule eucaryote, ils
ont tout d’abord pu analyser la modification de I'expression génique de S. aureus au contact
d’une cellule. Les résultats montrent que I'adhésion de S. aureus a une cellule épithéliale ne
modifie pas I'expression de ces genes [197]. Ces résultats sont concordants avec ceux
disponibles dans la littérature démontrant que l'internalisation de S. aureus dans une cellule
eucaryote est un phénomene totalement passif du point de vue bactérien [122]. A I'opposé,
de profonds changements dans le transcriptome bactérien affectent 40% des ORF (Open-
Reading Frame) ce qui suggerent une adaptation bactérienne active au nouvel
environnement que constitue le compartiment intracellulaire. La majorité des genes
impliqués dans la production d’énergie (cycles ATP et du citrate, métabolisme du pyruvate,
phosphorylation oxydative) sont inhibés aprés 2h d’internalisation, ceci ayant pour
conséquence directe une diminution drastique de plus de 75% de I'expression des protéines
ribosomales chez S. aureus. Cette évolution métabolique est a mettre en paralléle d’une
surexpression massive de plusieurs transporteurs. Garzoni et al décrivent que plus de 40
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transporteurs impliqués dans les échanges d’ions, de nucléotides ou de peptides, ou d’urée
sont significativement surexprimés. Ceci traduit le « reroutage » direct des ressources
cellulaires au profit de la bactérie internalisée [197]. Ces observations s’associent a une
croissance bactérienne limitée et une sécrétion de toxines finement contrélée par les
régulateurs de facteurs de virulence.

D’autres données disponibles dans la littérature montrent que le staphylocoque est capable
de s’adapter a la vie intracellulaire et par conséquent a la chronicisation des infections. Cette
adaptation est en grande partie régulée par les régulateurs globaux de virulence détaillés ci-
dessus. En effet, la diminution d’expression des facteurs de virulence via la régulation
négative du systeme agr pourrait également jouer un réle dans I'échappement de la bactérie
au systéme immunitaire de I'h6te et par conséquent dans la chronicisation des infections a
S. aureus. 1l a été montré d’'une part que les souches défectives pour agr étaient plus
fréquemment isolées chez les patients souffrant d’infections chroniques [198], d’autre part
gue ces souches avaient une forte capacité d’internalisation tout en induisant moins
d’inflammation et de cytotoxicité [138, 199]. Cette baisse des facteurs de virulence au cours
de l'infection chronique serait un phénomene dynamique et réversible, médié par un réseau
complexe de régulateurs comme agr mais également Sae ou SarA [198].

Parallelement, plusieurs études ont souligné le role de la perte des polysaccharides de
capsules dans le passage a la chronicité des infections a S. aureus [200-203]. L'une d’entre
elles s’est spécifiquement intéressée aux souches de S. aureus impliquées dans les
ostéomyélites et a pu montrer que seulement 47% (31/66) des isolats responsables
d’ostéomyélites chroniques exprimaient les polysaccharides de capsule contre 79% (26/33)
des souches d’ostéomyélites aigués [200]. En se délestant des polysaccharides capsulaires,
S. aureus démasquerait les adhésines présentes a sa surface et faciliterait ainsi son adhésion
puis son internalisation au sein des ostéoblastes [203-205]. L'expression des polysaccharides
de capsule est sous le contrdle des régulateurs agr et sarA [205-207].

Ensemble, ces données démontrent ainsi que la réponse bactérienne globale suite a son

internalisation est complexe mais tout a fait adaptée a la vie intracellulaire des
staphylocoques.
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INTRODUCTION

La revue de la littérature présentée dans la section précédente a permis de souligner la
problématique complexe de la prise en charge des IOA. De nombreuses inconnues
demeurent quant a la physiopathologie de ces infections, notamment celles causées par les
staphylocoques, compliquant ainsi le diagnostic et la prise en charge des patients. Le travail
accompli au cours de cette these a donc visé a améliorer les connaissances sur les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu au cours de ces infections en se focalisant
notamment sur les relations hétes-pathogenes.

Le début de nos travaux ayant marqué le lancement d’un nouvel axe de recherche sur la
physiopathologie des I0A, au sein de I'équipe « pathogénese des infections a
staphylocoques » du CIRI (INSERM-U1111), il a été nécessaire en premier lieu de mettre en
place un modeéle d’étude adapté d’infection in vitro d’ostéoclastes et d’ostéoblastes par
S. aureus et S. epidermidis. La comparaison de différentes souches cliniques ou isogéniques
requiert l'obtention de mesures fiables de la quantité de bactéries adhérentes ou
internalisées, viables ou non-viables. Or, les techniques expérimentales disponibles jusque-la
étaient connues pour leur manque de reproductibilité et étaient d’une lourdeur difficilement
compatible avec I'étude d’un nombre élevé de conditions et de souches. La premiere partie
de nos travaux personnels a donc consisté a rechercher et optimiser différentes techniques
de mesure de I'adhésion et de l'internalisation de S. aureus au sein d’ostéoblastes humains.
Ces travaux ont permis de définir un protocole expérimental compatible avec une utilisation
a haut débit et dont la description a donné lieu a une publication dans Journal of
Microbiological Methods.

Bien que S. aureus soit le pathogene majoritairement impliqué dans les I0A, Staphylococcus
epidermidis est responsable d’un grand nombre d’IOA avec une prévalence dépassant méme
celle de S.aureus dans certaines séries, notamment au cours des IOA sur matériel
prothétique. Pourtant trés peu de données existent sur la physiopathologie des infections
causées par cette espece. C'est pourquoi, dans la deuxieme partie de notre travail, nous
nous sommes attachés, en utilisant une collection de souches cliniques issues d’IOA et de
portage nasal, a i) comparer les mécanismes mis en jeu par S. aureus et par S. epidermidis
lors des IOA et ii) a étudier les mécanismes impliqués dans la survenue de ces IOA a
S. epidermidis (biofilm, persistance intracellulaire,...). Les résultats ont donné lieu a une
publication dans Plos One.

Dans les deux parties suivantes de cette thése, nous avons consacré nos travaux a tenter
d’associer les phénotypes de virulence de souches de staphylocoques avec la présentation
clinique des infections dont elles sont I'origine. Deux séries de travaux ont été menées : i) la
premiére a consisté a [utilisation de clones de MRSA d’origine hospitaliere et
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communautaires a I'origine de tableaux cliniques tres différents, ii) la seconde a été réalisée
a partir d’'une collection de souches cliniques de MSSA isolées d’IOA chroniques ou aigués.
Ces deux travaux ont pour la premiere fois permis d’associer la persistance intracellulaire de
souches cliniques avec le degré de sévérité et I'évolution des infections osseuses. Les
résultats obtenus ont été décrits dans deux publications, dont l'une est d’ores et déja
acceptée a Plos One et I'autre soumise a Clinical Microbiology and Infection.

La derniere partie de nos travaux a été dédiée a comprendre les mécanismes
physiopathologiques responsables de la destruction osseuse observée chez les patients
atteints d’lIOA. Ces lésions osseuses sont a 'origine du descellement des protheses en cas
d’IOA sur matériel mais sont surtout responsables des lourdes séquelles fonctionnelles
observées chez nombre de patients. Les travaux que nous avons entrepris avaient pour but
d’étudier les intéractions entre S. aureus et les ostéoclastes, seules cellules responsables de
la résorption osseuse. Ces travaux ont permis de démontrer que cette bactérie était a
I'origine de l'augmentation de la capacité de résorption des ostéoclastes par deux
mécanismes complémentaires, conférant aux ostéoclastes, un réle central et pivot dans la
physiopathologie des IOA. Les résultats obtenus ont fait I'objet d’'une publication dans
Journal of Infectious Diseases.

Au final, I'objectif global de cette thése a été d’approfondir les connaissances sur les
interactions hotes-pathogénes mis en jeu lors d’lOA et plus spécifiguement les interactions
entre les staphylocoques et les deux principales cellules osseuses que sont les ostéoblastes
et les ostéoclastes. Le cahier des charges de nos travaux était de dépister des mécanismes
physiopathologiques pertinents dans la compréhension des IOA, permettant I'amélioration
du diagnostic et de la prise en charge des patients.
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L'étude des interactions entre bactéries et cellules eucaryotes nécessite de pouvoir
quantifier avec précision I'adhésion et I'invasion bactérienne. Une technique classiquement
utilisée dans les modéles de culture cellulaire est la protection a la gentamicine
(« gentamicin protection assay »). Cette technique consiste, apres une étape de co-culture
bactéries-cellules pendant laquelle a lieu I'invasion, a ajouter dans le milieu de culture un
composé bactéricide, le plus souvent la gentamicine, qui permet de tuer les bactéries
extracellulaires sans altérer les bactéries intracellulaires. A l'issue de I'incubation et apres
rincage du milieu extracellulaire, les cellules infectées sont lysées et le lysat ensemencé sur
gélose pour dénombrer des colonies formant unités (CFU) intracellulaires. Cette méthode ne
permet pas de quantifier I'invasion indépendamment de la survie bactérienne (seules les
bactéries viables pouvant étre dénombrées) et requiert que les souches utilisées soit
sensibles a la gentamicine.

Pour s’affranchir de cette limite et quantifier les bactéries internalisées indépendamment de
leur viabilité, des méthodes basées sur la cytométrie en flux ont été développées.
L'utilisation d’un marqueur fluorescent ciblant un antigéne de S. aureus a permis de marquer
spécifiguement les bactéries intracellulaires et de quantifier d’une part la proportion de
cellules infectées, et d’autre part le niveau de fluorescence par cellule comme marqueur de
la biomasse bactérienne intracellulaire. Ces techniques présentent cependant une limite
importante: le marquage des bactéries est réalisé préalablement a I'étape d’infection, soit
par construction génétique (la bactérie exprime une molécule fluorescente), soit
chimiguement (la bactérie est marquée a l'aide d’anticorps). Cette approche est donc peu
physiologique en ce sens que les bactéries utilisées dans le modele ont subi une
transformation avant leur utilisation dans le modele d’infection, ce qui peut impacter leur
comportement vis-a-vis des cellules cibles.

Afin d’optimiser la pertinence physiologique des modeles d’infection et de s’affranchir des
limites évoquées ci-dessus, nous avons développé une méthode d’analyse dans laquelle le

marquage des bactéries a lieu aprés I'étape d’infection. Les bactéries co-cultivées avec les
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cellules sont donc dans un état aussi physiologique que possible. Cette approche a été
rendue possible par I'emploi d’'un fluorophore spécifique couplé a un antibiotique ciblant
avec une haute affinité le peptidoglycane des bactéries Gram positif, la vancomycine
(vancomycin-bodipy).

Cette technique robuste a été utilisée dans la suite de nos travaux pour étudier les
interactions hotes-pathogenes, notamment entre les ostéoblastes ou les ostéoclastes et
S. aureus et S. epidermidis.
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Flow cytometry is a powerful tool for analyzing the adhesion to and invasion of Staphylococcus aureus (S.
aureus) to eukaryotic cells. Established techniques have used bacteria that have been genetically modified to
express fluorescent proteins or directly labeled with fluorochromes prior to infection. Such approaches are
appropriate in most cases; however, the use of genetically or chemically altered bacteria could introduce a
bias when measuring fine differences in adhesion and invasiveness. Here, we describe a combined flow
cytometry-based invasion and adhesion assay that does not require the processing of bacteria prior to
internalization. This method was performed on osteoblastic MG-63 cells infected with S. aureus reference
strain 8325-4 and its invasion-deficient isogenic mutant, which carries deletions in the genes encoding
fibronectin-binding proteins A and B. The data from this assay were compared to those obtained using the
standard gentamicin protection assay. The results obtained by the two methods were consistent. Moreover,
quantification of internalized bacteria was more reproducible using the flow cytometry-based assay than the
gentamicin protection assay, which allowed for the simultaneous quantification of host cell adhesion and
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1. Introduction

Staphylococcus aureus (S. aureus) is the leading cause of bone and
joint infection (BJI) (Berendt and Byren, 2004). The successful cure of
these infections is challenging due to frequent chronicization and
relapse (Stevens et al., 2007). The recurrent nature of BJIs is related to
the ability of S. aureus to invade and survive within host cells (Jevon
et al.,, 1999). Initially, bacteria adhere to the cell membrane by means
of several surface proteins, including a group of surface adhesins
called microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules (MSCRAMMs) (Foster and Hook, 1998). Among these
MSCRAMMs, the fibronectin-binding proteins (FnBPs) are necessary
and sufficient for internalization of bacteria (Ahmed et al., 2001; Sinha
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GPA, gentamicin protection assay; VBFL, vancomycin-Bodipy FL.
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et al., 2000). Internalization is an active process with respect to the
host cell and a passive process with respect to the bacteria (Ellington
et al., 1999).

Several in vitro models have been developed to investigate the
internalization process and to quantify membrane-bound and
intracellular S. aureus. The widely used antibiotic protection assay
relies on the specific protection of intracellular bacteria from
membrane-impermeable antimicrobial agents and the quantification
of live bacteria by plate counting after host cell lysis (Jevon et al.,
1999; Wright and Friedland, 2004). Consequently, this method is
time-consuming and lacks reproducibility. More recently, high-
throughput methods that use flow cytometry have been proposed.
However, the methods published to date have required that the
bacteria be either genetically modified to express fluorescent proteins
or chemically labeled prior to the experiment (Agerer et al., 2004;
DeLoid et al., 2009; Pils et al., 2006).

Here, we describe a combined flow cytometry-based invasion and
adhesion assay. To mimic the physiological conditions of bacteria-cell
interactions, this assay does not require the processing of bacteria
prior to internalization. This method was applied to S. aureus
reference strain 8325-4 and its invasion-defective isogenic mutant
DU5883, which has deletions in the genes encoding the fibronectin-
binding proteins (AfnbA/B), and the results were compared to the
gentamicin protection assay.
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2. Materials and methods
2.1. Cell culture

All cell culture reagents were obtained from GIBCO (Paisley,
United Kingdom). Human MG-63 osteoblastic cells (LGC Standards,
Teddington, UK) were cultured in Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) containing 2 mM L-glutamine and 25 mM HEPES
and supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 100 U/ml
penicillin and streptomycin (referred to here as culture medium). The
cells were passaged twice a week up to passage 10 after being thawed
from stock culture.

2.2. Bacterial isolates

Methicillin- and gentamicin-susceptible S. aureus reference strain
8325-4 and mutant strain DU5883 were a generous gift from Tim
Foster (Greene et al., 1995). DU5883 is an isogenic mutant of strain
8325-4 with deletions in the fnbA/B genes. The bacteria were grown
overnight in brain heart infusion broth. Before the internalization
step, the bacteria were washed with DMEM and suspended in DMEM
with 10% FBS.

2.3. Infection of MG-63 cells by S. aureus

MG-63 cells were seeded (50,000 cells/ml) into 24-well culture
plates and incubated in culture medium at 37 °C in 5% CO, for 48 h
until 80% confluence. Cells were washed twice with 1 ml of DMEM
before the addition of bacteria at a multiplicity of infection (MOI) of
approximately 50:1. Cell cultures were then incubated at 37 °C to
allow for the adhesion and internalization of bacteria. After 2 h, cells
were washed twice with 1 ml of DMEM, and unbound bacteria were
discarded.

2.4. Flow cytometry-based assay (FCBA)

After the infection step, the cells used for the adhesion assay were
trypsinized, washed twice in ice-cold phosphate buffer saline (PBS),
and incubated in the dark with a 1:1 mixture of vancomycin and
vancomycin-Bodipy FL® (VBFL) fluorochrome (Invitrogen) at a
concentration of 0.8 pg/ml (100 pl/sample) for 15 min on ice (VBFL
specifically binds the cell wall peptidoglycan of Gram-positive
bacteria and does not penetrate intact cells).

After the infection step, the cells used for the invasion assay were
incubated with 10 pg/ml of membrane-impermeable lysostaphin for
20 min to disrupt the extracellular bacteria. The intracellular bacteria
were not disrupted. Then, the cells were washed, trypsinized and
permeabilized on ice using 0.1% saponin in PBS for 20 min to allow for
the cell penetration of VBFL. After a triple wash with ice-cold PBS, cells
bearing intracellular bacteria were labeled with VBFL as described
above. A subset of cells treated with lysostaphin without permeabi-
lization was labeled with VBFL to serve as the negative control and to
confirm the complete lysis of the extracellular bacteria.

After labeling, the cells for both adhesion and invasion assays were
washed twice with PBS, fixed in 1% formol and stored at 4 °C prior to
flow cytometry analysis.

The fixed samples were analyzed on a Canto Il cytometer (Becton
Dickinson) using the FL-1 channel to measure fluorescence intensity
and the FSC/SSC stopping gate to exclude cellular debris and unbound
bacteria (Fig. 1). The fluorescence intensity marker M was set to include
less than 2% of the negative control (uninfected) cells. The total number
of bacteria was estimated as the mean fluorescence intensity of cells in
M multiplied by the proportion of cells in M. This measurement was
expressed in arbitrary fluorescence units (AFUs) (Sinha et al., 1999). The
data were represented as the mean <+ standard deviation (SD) of four
independent experiments performed in duplicate.

2.5. Gentamicin protection assay (GPA)

For the adhesion assay, infected cells were lysed using osmotic
shock in pure sterile water with extensive pipetting immediately
following the infection step. Viable adherent and internalized bacteria
released after host cell lysis were enumerated by serial dilution and
plate counting on agar plates.

For the internalization assay, cells were incubated after the infection
step with 100 pg/ml gentamicin for 1 h to kill extracellular bacteria. The
cells were then lysed, and viable bacteria were counted as described
above. The data were represented as the mean+ standard deviation
(SD) of four independent experiments performed in duplicate.

The coefficients of variation (CV%) of the results obtained using the
FCBA and the GPA were calculated for comparative analysis.

2.6. Microscopic evaluation of extra- and intracellular bacteria

Two days before infection, MG-63 cells were seeded on glass
coverslips at 50,000 cells/well in 24-well culture plates and incubated
in culture medium at 37 °C in 5% CO,. Then, cells were washed twice
with DMEM and infected with S. aureus at a MOI of 10:1 for 2 h.

Then, glass coverslips for the adhesion assay were washed twice
and cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 30 min and
incubated in the dark with 250 pl of a 1:1 mixture of vancomycin and
vancomycin-Bodipy FL® (VBFL) fluorochrome (Invitrogen) at a 4 pg/
ml concentration for 8 min. After a triple wash with ice-cold PBS, cells
were permeabilized on ice using 0.05% Triton X100 for 15 min on ice.
Cells were washed three times, and F-actin was stained using TRITC-
conjugated rhodamine-phalloidin fluorescein (200 pl, 165 nM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at RT.

Cells for the invasion assay were incubated with 10 pg/ml of
lysostaphin for 20 min to disrupt the extracellular bacteria. Then, they
were washed twice, fixed and permeabilized as described in Section 2.4.
Then, F-actin and intracellular bacteria were labeled as described above.

Finally, the cells for both adhesion and invasion assays were washed
three times with PBS, fixed and coverslips were dried. Photos were
taken using a Leica DFC 420 C digital camera. Fluorescence signals of
labeled specimens were serially recorded with appropriate excitation
and emission filters, to avoid bleed-through. Images were digitally
processed with Photoshop 6.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA).

2.7. Statistical analysis

The differences in continuous variables were tested for statistical
significance using Student's t-test without an equal variance assumption
(Cochran-Cox method). The significance threshold was set at 0.05.

3. Results
3.1. Flow cytometry analysis

The adhesion to and the internalization by MG-63 cells of S. aureus
strain 8325-4 and its isogenic mutant DU5883 (AfnbA/B) were
compared by flow cytometry after selective VBFL-labeling of bacteria.
The adhesion AFUs for strains 8325-4 and DU5883 were 4.07 £ 1.35
and 0.93 +£0.27, respectively (p<0.001), whereas the invasion AFUs
were 8.21+2.4 and 0.240.13, respectively (p<0.001). The back-
ground fluorescence controls (uninfected cells) for the adhesion and
invasion assays were low (AFU=0.07 4+-0.03 and 0.07 4 0.01, respec-
tively). This finding demonstrates the specificity of VBFL for bacterial
peptidoglycan. The efficient disruption of extracellular bacteria by
lysostaphin treatment was confirmed by the absence of fluorescence
staining outside of control cells for both strains (AFU=0.6540.25
and 0.0940.06 for strains 8325-4 and DU5883, respectively). To
allow comparisons to the data obtained using the GPA, the results
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Fig. 1. Flow cytometry quantification of adhesion to and invasion of MG-63 cells by S. aureus strain 8325-4 and its invasion-defective isogenic mutant DU5883 (AfnbA/B). The results are
presented as the original dot plots of a representative experiment. Flow cytometry analysis was performed using an FSC/SSC stopping gate with untreated, uninfected cells (A, adhesion
assay) or uninfected cells permeabilized by saponin (B, invasion assay). The fluorescence intensity marker M was set to include <2% of uninfected cells (C). The values in each panel are the
percentage of cells in M, the mean fluorescence of cells in M, and the arbitrary fluorescence unit (AFU) value that corresponds to the multiplication of the two previous parameters. For the
adhesion assay, extracellular bacteria were labeled using the membrane-impermeable fluorochrome vancomycin-Bodipy FL (VBFL) (D, G). For the invasion assay, extracellular bacteria
were disrupted by lysostaphin treatment, cells were permeabilized by saponin and intracellular bacteria were labeled with VBFL (E, H). The infected cells that were treated with lysostaphin
without permeabilization and labeled with VBFL served as a negative control and confirmed the disruption of extracellular bacteria (F, I).

were also expressed as percentages of AFUs obtained for strain 8325-4
(Fig. 2).

3.2. Gentamicin protection assay

The results of the GPA were expressed as percentages of colony-
forming units (CFUs) per well recovered for strain 8325-4 (Fig. 2). The
adhesion level of strain DU5883 was 52.1 4-20.4%, p<0.01, whereas the
invasion level of the same strain was virtually abolished (0.4 4 0.4%,
p<0.001).

3.3. Microscopic evaluation of extra- and intracellular bacteria

Fixed samples were labeled with VBFL and examined microscop-
ically to confirm results obtained with flow cytometry. After infection
step, adherent staphylococci were extracellularly observed (arrow,
Fig. 3). In agreement with flow cytometry, after lysostaphin
incubation, extracellular staphylococci were disrupted, and no
adherent bacteria were detectable. Finally, after lysostaphin incuba-

tion and permeabilization, the inspection of infected samples showed
the presence of intracellular bacteria (arrowhead, Fig. 3).

4. Discussion

Robust and time-efficient methods for quantifying staphylococcal
adhesion to and internalization by host cells are crucially needed in
the research field of host-pathogen interactions. The flow cytometry-
based assay presented here provides a new tool for simultaneously
assessing the adhesion and invasion properties of unprocessed S.
aureus in an ex vivo cell culture model. We used the fluorescent
vancomycin derivative VBFL, which specifically binds to the cell wall
of Gram-positive bacteria, to label membrane-bound and internalized
S. aureus in less than 15 min.

Previous reports have established that either FnBP A or B is
required for S. aureus host cell invasion (Sinha et al., 2000). Thus, the
use of an isogenic couple of S. aureus strains (8325-4 and DU5883
[AfnbA/B]) allowed us to assess the specificity of the FCBA method for
both adhesion and invasion. The differences in the adhesion and
invasion levels of this isogenic couple were in agreement with
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Fig. 2. Comparison of the adhesion and invasion levels of S. aureus strain 8325-4 and its invasion-defective isogenic mutant DU5883. Adhesion and invasion into MG-63 cells were
quantified using either the flow cytometry-based assay (FCBA) or the gentamicin protection assay (GPA). Means + SD of arbitrary fluorescence units (AFUs) measured using FCBA,
and CFUs per well measured using GPA, were expressed as percentages of values obtained for strain 8325-4, derived from four independent experiments performed in duplicate.
Coefficients of variation (CV%) were calculated to compare the reproducibility of the two methods.

previously published results and reached statistical significance
(Sinha et al., 1999). The results obtained using the FCBA were also
consistent with the results obtained using the widely used GPA. Two
major observations emerged from the comparison between the FCBA
and GPA results on a comparable ratio scale (Fig. 2). First, although the
FCBA exhibited similar reproducibility to the GPA in terms of CV% for
the adhesion assay, this reproducibility was appreciably improved
with respect to the invasion assay. The FCBA offers an opportunity to
be more discriminative when comparing S. aureus isolates or
populations. Second, differences in adhesion between strain 8325-4
and its weakly adherent mutant were emphasized by comparing the
FCBA to the GPA. A likely explanation for this is that weakly bound
bacteria are more efficiently removed from the host cell surface
during the centrifugation steps performed on the suspended cells
used in the FCBA than during the cell monolayer washing procedure
used in the GPA.

Extracellular S. aureus

The updated flow cytometric approach described here presents
several advantages. In contrast to methods using genetically modified
or prelabeled bacteria, the FCBA uses post-adhesion and post-invasion
processing of bacteria; thus, the FCBA avoids potential biases related
to interference with bacterial viability and the physiological state
during the infection process. Moreover, the FCBA allows for a rapid
and simultaneous quantitative analysis of extracellular (adhesion)
and intracellular (invasion) bacteria. A similar analysis is not possible
when using genetically modified or prelabeled bacteria. Although the
fluorescent signal of extracellular bacteria can be selectively attenu-
ated by the use of a membrane-impermeable fluorescence quencher,
such as trypan blue, there is no method described to date that allows
specific quenching of intracellular bacteria. Moreover, the method
presented here could potentially be applied to other eukaryotic cell
models and Gram-positive bacteria on the basis of the high specific
binding of vancomycin to bacterial peptidoglycan.

Intracellular S. aureus

Fig. 3. Microscopic evaluation of extra- and intracellular S. aureus. MG-63 cells were infected with S. aureus reference strain 8325-4 for 2 h at a MOI of 10:1. For the adhesion assay,
extracellular bacteria (arrow) were labeled using the membrane-impermeable fluorochrome vancomycin-Bodipy FL (VBFL). For the invasion assay, extracellular bacteria were
disrupted by lysostaphin treatment, cells were permeabilized by Triton 0.05% and intracellular bacteria (arrowhead) were labeled with VBFL. The actin cytoskeleton of the cells was

counterstained using phalloidin—red. Bars represent 10 pm.
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Two limitations of the FCBA approach should be acknowledged.
Bacteria used for the invasion assay must be completely disrupted
(not only killed) by a membrane-impermeable compound that does
not affect the host cell. We successfully used the endopeptidase
lysostaphin to disrupt S. aureus. However, lysostaphin susceptibility
has been shown to be modulated by various factors: i) culture media
that can influence capsular polysaccharide production (Dassy et al.,
1991; Stringfellow et al., 1991); ii) mutations affecting femA, a gene
responsible for the addition of the second and third glycines to the
pentaglycine cross-bridges in peptidoglycan (Kusuma et al., 2007);
and iii) the acquisition of the endopeptidase resistant gene (epr) that
results in lysostaphin resistance due to the substitution of serine for
glycine in the pentaglycine cross-bridges (Dehart et al., 1995). All of
these features might limit the panel of staphylococcal isolates that
could be studied for invasion. The second limitation of the FCBA is that
the AFU values obtained from the same isolate in the adhesion and
invasion assays are independent because these values are obtained in
separate wells. Thus, AFU values cannot be compared as CFU/well
values are compared in the GPA.

5. Conclusions

This novel FCBA approach maintains the advantages of previously
described cytometry-based invasion assays in terms of reproducibility
and cost- and time-efficiency. This approach also introduces two
additional features: the use of live and unprocessed bacteria during
the infection step and the simultaneous quantification of host cell
adhesion and invasion. Therefore, the FCBA method should be a useful
addition to the evolving research field of S. aureus-host cell interactions.

Potential conflicts of interest

All the authors report no conflict of interest.

Acknowledgments

We thank P. Tarquis and M. Chetail for their technical assistance.

References

Agerer, F., Waeckerle, S., Hauck, C.R., 2004. Microscopic quantification of bacterial invasion
by a novel antibody-independent staining method. J. Microbiol. Methods 59, 23-32.

Ahmed, S., M.S., Williams, R.J., Henderson, B., Brock, J.H., Nair, S.P., 2001. Staphylococcus
aureus fibronectin binding proteins are essential for internalization by osteoblasts
but do not account for differences in intracellular levels of bacteria. Infect. Immun.
60, 2872-2877.

Berendt, T., Byren, I, 2004. Bone and joint infection. Clin. Med. 4, 510-518.

Dassy, B., Stringfellow, W.T., Lieb, M., Fournier, ].M., 1991. Production of type 5 capsular
polysaccharide by Staphylococcus aureus grown in a semi-synthetic medium. J. Gen.
Microbiol. 137, 1155-1162.

Dehart, H.P., Heath, H.E., Heath, LS., Leblanc, P.A., Sloan, G.L, 1995. The lysostaphin
endopeptidase resistance gene (epr) specifies modification of peptidoglycan cross
bridges in Staphylococcus simulans and Staphylococcus aureus. Appl. Environ.
Microbiol. 61, 2811.

DeLoid, G.M., Sulahian, T.H., Imrich, A, Kobzik, L., 2009. Heterogeneity in macrophage
phagocytosis of Staphylococcus aureus strains: high-throughput scanning cytometry-
based analysis. PLoS One 4, e6209.

Ellington, ].K., Reilly, S.S., Ramp, W.K., Smeltzer, M.S., Kellam, J.F., Hudson, M.C., 1999.
Mechanisms of Staphylococcus aureus invasion of cultured osteoblasts. Microb.
Pathog. 26, 317-323.

Foster, T.J., Hook, M., 1998. Surface protein adhesins of Staphylococcus aureus. Trends
Microbiol. 6, 484-488.

Greene, C., McDevitt, D., Francois, P., Vaudaux, P., Lew, D., Foster, T., 1995. Adhesion
properties of mutants of Staphylococcus aureus defective in fibronectin-binding
proteins and studies on the expression of fnb genes. Mol. Microbiol. 17, 1143-1152.

Jevon, M,, Guo, C, Ma, B., Mordan, N., Nair, S.P., Harris, M., Henderson, B., Bentley, G.,
Meghji, S., 1999. Mechanisms of internalization of Staphylococcus aureus by
cultured human osteoblasts. Infect. Immun. 67, 2677-2681.

Kusuma, C., Jadanova, A, Chanturiya, T., Kokai-Kun, J.F., 2007. Lysostaphin-resistant
variants of Staphylococcus aureus demonstrate reduced fitness in vitro and in vivo.
Antimicrob. Agents. Chemother. 51, 475-482.

Pils, S., Schmitter, T., Neske, F., Hauck, C.R., 2006. Quantification of bacterial invasion
into adherent cells by flow cytometry. ]. Microbiol. Methods 65, 301-310.

Sinha, B., Francois, P., Nube, O., Foti, M., Hartford, O.M., Vaudaux, P., Foster, T., Lew, D.P.,
Herrmann, M., Krause, K.H., 1999. Fibronectin-binding protein acts as Staphylococcus
aureus invasion via fibronectin bridging to integrin ae5p31. Cell. Microbiol. 1, 101-107.

Sinha, B., Francois, P., Que, Y.A., Hussain, M., Heilmann, C., Moreillon, P., Lew, D., Krause,
KH., Peters, G., Herrmann, M., 2000. Heterologously expressed Staphylococcus
aureus fibronectin-binding proteins are sufficient for invasion of host cells. Infect.
Immun. 68, 6871-6878.

Stevens, Q.E., Seibly, J.M., Chen, Y.H., Dickerman, R.D., Noel, J., Kattner, K.A., 2007.
Reactivation of dormant lumbar methicillin-resistant Staphylococcus aureus
osteomyelitis after 12 years. ]. Clin. Neurosci. 14, 585-589.

Stringfellow, W.T., Dassy, B., Lieb, M., Fournier, ].M., 1991. Staphylococcus aureus growth
and type 5 capsular polysaccharide production in synthetic media. Appl. Environ.
Microbiol. 57, 618-621.

Wright, KM, Friedland, ].S., 2004. Regulation of chemokine gene expression and secretion
in Staphylococcus aureus-infected osteoblasts. Microbes. Infect. 6, 844-852.



DEUXIEME PUBLICATION :
Staphylococcus epidermidis in
Orthopedic Device Infections:
The Role of Bacterial
Internalization in Human
Osteoblasts and Biofilm
Formation

Longtemps considéré comme un simple commensal universel de la peau et des muqueuses,
S. epidermidis est un staphylocoque a coagulase négative désormais reconnu comme un
pathogéne opportuniste majeur, notamment responsable d’infections nosocomiales et/ou
sur matériel étranger. Ces staphylocoques a coagulase négative, et en particulier
S. epidermidis, sont ainsi responsables de 30 a 43% des IOA sur matériel orthopédique,
devancant méme S. aureus en termes de fréguence dans certaines séries.

Etonnement, trés peu de données sont disponibles sur la physiopathologie des I0A a
S. epidermidis. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux IOA sur matériel a
S. epidermidis qui sont aujourd’hui principalement expliquées par 'inoculation bactérienne,
lors de la chirurgie, de souches de portage du patient. Or, si le portage de S. epidermidis est
décrit comme universel, les infections sur matériel orthopédique restent peu fréquentes. En
dehors du role indéniable des facteurs liés a I’hote (immunodépression par exemple) ou a
I’environnement (non-respect d’'une asepsie chirurgicale stricte notamment), la question de
I'expression de facteurs bactériens chez certaines souches commensales favorisant la
survenue des IOA sur matériel parait légitime. Les souches de S. epidermidis responsables
d’IOA pourraient alors représenter une sous-population particuliere au sein des souches de
portage, que I'on pourrait distinguer par la présence de caractéres de virulence particuliers.
De plus, certaines données suggérent que ce pathogéne possede des propriétés communes
avec S.aureus. En effet, de nombreux travaux ont démontré que S. epidermidis est
parfaitement adapté a la formation et a la survie au sein de biofilm. Comme S. aureus, il
posséde de nombreuses protéines d’adhésions spécifiques (MSCRAMMs), impliquées dans
I’adhésion aux cellules eucaryotes. Enfin, la capacité d’internalisation de S. epidermidis dans
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des cellules non phagocytaires a été montrée avec les cellules épithéliales mammaires
bovines et les cellules endothéliales humaines.

L'objectif de ce travail a ainsi été de comparer deux populations de S. epidermidis, I'une
regroupant des souches responsables d’IOA et la seconde des souches de portage nasal, vis
a-vis de deux de ces caracteres de virulence que sont les capacités d’internalisation dans les
ostéoblastes humains et de formation de biofilm. Les capacités d’internalisation des souches
ont été mesurées dans un modeéle in vitro d’infection staphylococcique dans des
ostéoblastes par la technique de « gentamicin protection assay » et par la méthode de
cytométrie en flux décrite dans la premiére publication présentée dans cette thése. Les
capacités de formation de biofilm, quant a elles, ont été mesurées par la technique de
biofilm ring test™™, commercialisée par Biofilm Control®. De plus, en incluant une souche de
controle de S. aureus dans ces modeles expérimentaux, nous avons exploré si les
mécanismes physiopathologiques connus chez S. aureus lors d’'IOA étaient également
retrouvés chez S. epidermidis.

Notre étude représente par ailleurs la premiére évaluation de la capacité d’interaction d’une
large collection de souches cliniques de S. epidermidis responsables d’IOA avec les
ostéoblastes.

Le premier résultat apporté par ce travail est I'impossibilité de discriminer les souches de
S. epidermidis commensales et invasives sur la base de leurs capacités d’internalisation au
sein des ostéoblastes et de formation de biofilm. Nos résultats sont concordants avec ceux
rapportés par plusieurs études qui se sont intéressées a cette question, sans pouvoir mettre
en évidence de facteur génotypique clairement associé au pouvoir invasif de certaines
souches de portage. L'utilisation de marqueurs phénotypiques associés aux [OA
(internalisation par les ostéoblastes et formation de biofilm) n’a pas été plus discriminante.
Ces résultats renforcent donc I’'hypothese de certains auteurs selon laquelle I'infection a
S. epidermidis constitue un événement accidentel survenant a partir de souches appartenant
a la flore commensale, les souches de portage et invasives constituant une seule entité
microbiologique.

Enfin, nous avons mis en évidence un trés faible taux d’internalisation dans les cellules
osseuses de I'ensemble des souches testées, par rapport a ce que nous avons pu observer
pour S.aureus. Ce résultat suggére une importance moindre de ce mécanisme
physiopathologique dans les IOA a S. epidermidis par rapport a S. aureus.
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Abstract

Background: Staphylococcus epidermidis orthopedic device infections are caused by direct inoculation of commensal flora
during surgery and remain rare, although S. epidermidis carriage is likely universal. We wondered whether S. epidermidis
orthopedic device infection strains might constitute a sub-population of commensal isolates with specific virulence ability.
Biofilm formation and invasion of osteoblasts by S. aureus contribute to bone and joint infection recurrence by protecting
bacteria from the host-immune system and most antibiotics. We aimed to determine whether S. epidermidis orthopedic
device infection isolates could be distinguished from commensal strains by their ability to invade osteoblasts and form
biofilms.

Materials and Methodss: Orthopedic device infection S. epidermidis strains (n=15) were compared to nasal carriage isolates
(n=22). Osteoblast invasion was evaluated in an ex vivo infection model using MG63 osteoblastic cells co-cultured for 2
hours with bacteria. Adhesion of S. epidermidis to osteoblasts was explored by a flow cytometric approach, and internalized
bacteria were quantified by plating cell lysates after selective killing of extra-cellular bacteria with gentamicin. Early and
mature biofilm formations were evaluated by a crystal violet microtitration plate assay and the Biofilm Ring Test method.

Results: No difference was observed between commensal and infective strains in their ability to invade osteoblasts
(internalization rate 308+/—631 and 347+/—431 CFU/well, respectively). This low internalization rate correlated with a low
ability to adhere to osteoblasts. No difference was observed for biofilm formation between the two groups.

Conclusion: Osteoblast invasion and biofilm formation levels failed to distinguish S. epidermidis orthopedic device infection
strains from commensal isolates. This study provides the first assessment of the interaction between S. epidermidis strains
isolated from orthopedic device infections and osteoblasts, and suggests that bone cell invasion is not a major
pathophysiological mechanism in S. epidermidis orthopedic device infections, contrary to what is observed for S. aureus.
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Introduction The contrast between the low incidence of S. epidermidis
orthopedic device infection and the highly prevalent S. epidermidis
carriage suggests that S. gpidermidis bone and joint infections might
either correspond to accidental events due to colonizing strains or
to a specific, more virulent sub-population of commensal isolates.
The existence of such specificity could be crucial because it may

Staphylococcus epidermidis, coagulase-negative staphylococci, have
been considered innocuous commensals of human skin and
mucous membranes but are now accepted as the leading
opportunistic pathogens responsible for numerous nosocomial
infections [1]. In particular, they account for 30 to 43% of joint

DL ) ’ impact the prevention and management of these severe infections.
prosthesis infections [2]. The current accepted pathophysiological

The ability of a commensal pathogen to cause chronic diseases

mechanism of S. gpidermidis orthopedic device infection is the direct that are difficult to treat suggests that these infections are

inoculation of skin colonizing strains at the time of surgery [2-4].
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attributable to the ability of this organism to escape the immune
system and antibiotic therapy [1,5].

Two predominant mechanisms have been proposed to be
implicated in orthopedic device infections: i) bacterial invasion and
persistence within non-professional phagocytes such as osteoblasts,
as previously demonstrated for S. aureus [6], and ii) the ability of
bacteria to form biofilms [7-10]. The aim of the present study was
to determine if S. gpidermudis strains implicated in orthopedic device
bone and joint infections can be distinguished from colonizing
ones on the basis of these proposed mechanisms. We assayed 22
nasal carriage S. epidermidis strains and 15 bone-infective isolates in
ex vivo models of human osteoblast infection and biofilm formation
assays. This study received the approval of the French South-East
ethics committee.

Materials and Methods

Ethical Statement

This study received the approval of the French South-East
ethics committee, with the reference number 2013-018. In
accordance with the French legislation, written informed patient
consent was not required for any part of the study, and especially
for the human primary osteoblasts collection.

Bacterial Strains

We analyzed all S. epidermidis-positive bacteriological samples
collected in the orthopedic department of our institution between
2001 and 2011. Twenty-four strains that contributed to mono-
microbial orthopedic device infections (i.e., clinical evidence of
infection and at least 2 deep bacteriological S. epidermidis-positive
samples [2]) were considered for inclusion. For technical reasons,
gentamicin-resistant strains were excluded (n =9); thus, 15 clinical
orthopedic device infection isolates were included in the study
(total hip prosthesis (n =5), total knee prosthesis (n =6), intrame-
dullar osteosynthesis device (n=4)). Thirty-three S. epidermidis
colonizing isolates were selected from the staphylococcal strains
collected from nasal swabs of patients at admission in the
orthopedic surgery unit from June to December 2010. After
exclusion of gentamicin-resistant strains, 22 commensal isolates
were analyzed in this study. Identification of all S. epidermidis
isolates was confirmed by matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) as
previously described [11].

The nasal colonizing S. gpidermidis NC'TC11047 strain, previ-
ously evaluated in a similar bone cell infection model [12], was
used as a control in each experiment. The S. aureus 8325-4
laboratory strain, which has been well characterized in its ability to
invade osteoblasts [13], was used as a control in each osteoblast
infection experiment. Prior to performing the assays, S. epidermis
cells were grown overnight (18 h) in a brain heart infusion (BHI)
(AES, Bruz, France) aerobically at 36.5°C. Five hundred
microliters of this suspension were transferred in a sterile BHI
and grown for 3 h aerobically at 36.5°C to obtain log-phase
cultures. Bacteria were harvested by centrifugation and suspended
in an assay medium. Suspensions were standardized on the basis of
optical density at 600 nm (ODgqp) using a photometric regression
formula established in preliminary experiments (data not shown):
CFU/mL =7. 10°xO0Dgo10° for S. epidermidis and CFU/mL
=7.10°xODgoy-3.107 for S. aureus.

Human Osteoblast Culture

All cell culture reagents were obtained from GIBCO (Paisley,
United Kingdom). The human osteoblastic cell line MG63 (CRL-
1427), which was purchased from LGC standard (USA), was
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routinely cultured in growth medium consisting of Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
calf serum (FBS) and contained 25 mM HEPES, 2 mM L-
glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin
(“growth medium with antibiotics”). Cells were passaged twice a
week and were used in experiments up to passage 20 after being
thawed from a stock culture.

Primary human osteoblasts were isolated from non-infected
patients and sampled during routine hip surgery. Bone specimens
were collected on the day of surgery in phosphate-buffered saline
(PBS, bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) containing penicillin
(100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mlL) and processed the
same day. Excess blood and soft tissue were removed with a scalpel
aided by several PBS rinses. Samples were cut into fragments of 1
to 2 mm” and cultured in routine growth medium with antibiotics
and supplemented with 50 pg/mL of ascorbic acid (Sigma
Aldrich, St Louis, USA). The medium was thereafter changed
once a week until cells became confluent. Osteoblasts were
characterized by an osteocalcin assay, frozen, and used only once
upon thawing.

Invasion of Osteoblasts by S. epidermidis Using a
Gentamicin Protection Assay (Fig. 1)

Osteoblasts were seeded at 40,000 cells per well into 24-well
tissue cultures plates (Falcon, Le Pont de Claix, France) in 1 mL of
growth medium with antibiotics and cultured for 2 days until 70 to
80% confluence. Cells were washed twice with 1 mL of DMEM
before the addition of bacteria. Bacterial suspensions in growth
medium without antibiotics were added to the bone cell culture
wells at a multiplicity of infection (MOI) of 500:1 for S. epidermidis
and 100:1 for S. aureus. After 2 h of co-culture of bacteria and
osteoblasts in a 37°C/5% CO, incubator, cell cultures were
washed twice with 1 mL DMEM and incubated 1 hour with
growth medium supplemented with 200 ug/mL gentamicin (PAA,
Pasching, Austria) to kill the remaining extracellular staphylococ-
cal cells. One hundred microliters of each culture supernatant
were plated onto tryptic soy agar plates (I'SA, Oxoid, Dardilly,
France) to confirm the absence of living extracellular bacteria.
Osteoblast cultures were washed twice with DMEM and
subsequently lysed by a 10-minute incubation period with sterile
purified water. To quantify internalized bacteria, suspension
dilutions of cell lysates were plated in duplicate on TSA plates
followed by an overnight incubation at 37°C.

Adhesion of S. epidermidis to Osteoblasts (Fig. 1)
Staphylococcus  epidermidis adhesion to osteoblasts was assessed
using a flow cytometry-based assay as previously described [13].
Three colonizing and three infective S. epidermidis strains were
randomly selected and tested in addition to S. epidermidis
NCTC11047 and S. aureus 8325-4 strains, which were used as
controls. Briefly, after 2 h of bacterial co-culture (MOI of 500:1
and 100:1 for S. epidermidis and S. aureus, respectively), osteoblasts
were washed twice with DMEM, harvested from the plates using a
0.05% trypsin-EDTA (GIBCO, Paisley, United Kingdom) treat-
ment for 2 min at 37°C, and washed twice with ice-cold PBS.
Then, they were incubated on ice and in the dark for 15 min with
a 1:1 mixture of vancomycin and BODIPY FL vancomycin
(Invitrogen, Grand Island, USA) at a concentration of 0.8 pug/mlL,
which targets the bacterial peptidoglycan and cannot penetrate
intact cells. After labeling, cells were washed twice with PBS and
fixed in 1% formaldehyde (Sigma Aldrich, St Louis, USA). Flow
cytometry analysis was performed with a Canto II cytometer
(Becton Dickinson) using the FL-1 channel to measure the
fluorescence intensity and the FSC/SCC stopping gate to exclude
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Figure 1. Gentamicin protection assay. MOI: Multiplicity of infection.

doi:10.1371/journal.pone.0067240.g001

cellular debris and unbound bacteria. The fluorescence intensity
marker (M) was set to include less than 2% of uninfected cells
(negative control). The total number of bacteria was estimated as
the mean fluorescence intensity of cells in M multiplied by the
proportion of cells in M, which is represented in arbitrary
fluorescence units (AFU) [13].
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S. epidermidis Biofilm Formation

Biofilm formation was evaluated by a tissue culture plate
method using crystal violet, which allows for a semi-quantitative
measurement of mature biofilms [14]. After adjusting the ODgqg
of overnight bacterial suspensions at 1+/—0.05, they were diluted
1:100 in sterile BHI, and 100 uL of bacterial suspension were
seeded in 96-well flat bottom plates (Becton Dickinson). Four wells
were used for each isolate. Negative control wells contained BHI
alone.
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After 24 and 48 h of growth at 37°C, the contents of each well
were gently removed, and the wells were washed three times with
water to suppress the free-floating bacteria. Biofilms formed by
adherent bacteria were fixed with 100 pL of 99% methanol (VWR
International, Briare, France) per well for 20 min and air dried for
I h under a chemical hood. Fixed bacteria were colored with
100 pL of 0.1% crystal violet (Merck, Fontenay-sous-bois, France)
per well for 10 min, and excess stain was rinsed off by washing five
times with water before air-drying. Dye bound to the biofilm was
resolubilized with 100 pl of 83% acetic acid (VWR International)
per well. The OD,gp was measured in each well with a micro
ELISA Auto Reader, Model 680 (BioRad, Hercules, USA). Tests
were performed in triplicate, and an average ODyg value was
calculated for each strain and for the negative controls. Finally, the
ODygo value of the tested strain was expressed as an average
OD,q value of the tested strain normalized to the control OD4q¢
value.

The ability to form biofilms was also explored using the BioFilm
Ring test (BioFilm Control, Saint Beauzire, France), as described
by Chavant etal [15]. Briefly, this technique includes the
immobilization of magnetic beads embedded in bacterial aggre-
gates following biofilm formation. After adjusting the ODgg of
overnight bacterial suspensions at 1+/—0.05, the suspensions were
diluted 1:250 in fresh BHI and mixed with 1% of tonner solution
corresponding to a magnetic bead suspension. The mixtures were
homogenized, and 200 pl were deposited in each well of a 96-well
microplate (12 8-well polystyrene strips). Each strain was cultured
in duplicate. Every 2 h for 24 h, wells of one plate were covered
with 100 ul of contrast solution (white opaque oil). The entire strip
was placed for 1 min on a dedicated block test (magnet support)
for magnetization contact and scanned with the plate reader to
obtain an image for each well. During magnetization contact, free
beads were attracted to the center of the bottom of wells and
formed a spot, but beads blocked within the biofilm remain in
suspension. The BioFilm Control software (Biokilm Elements)
analyzes the images of each well before and after magnetization
and calculates a value termed the BioFilm Index (BFI). Each
observed BFI (BFI,) was normalized to a proportion of immobi-
lized beads (RBI for Relative Bead Immobilization) compared with
controls with (BFL,cgerence) and without (BFInimal) beads using the
following  formula:  RBI = [(BFLcgerence-BFLo)/ (BF L eference
BFIminimal) ] 05'

Molecular Characterization by Pulsed-field Gel
Electrophoresis

Staphylococcus epidermidis isolates were submitted to pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) analysis to assess their genetic diversity.
Genomic DNA was extracted from log-phase cultures grown for
2 h in BHI broth, prepared in low-melting point agarose plugs
(InCert agarose, Lonza, Basel, Switzerland) and digested with the
endonuclease  Smal (Roche, Rosny-sous-bois, France). DNA
fragments were resolved on a 1% agarose gel (SeaKem agarose,
Lonza, Basel, Switzerland) with a contour-clamped homogeneous
clectric field apparatus GenePath (BioRad, Marnes-la-coquette,
France) at 6 V/cm with switching times ramped from 5 to 35 s for
20 h at 14°C. Gels were stained with Sybr Safe (Invitrogen,
Carlsbad, USA). PFGE profiles and phylogenic analysis were
performed with the GelCompar II software included in Bionu-
merics from Applied Maths (Kortrijk, Belgium). A dendrogram
was generated using the Pearson correlation coefficient and by
clustering using the unweighted pair group method analysis
(UPGMA) with average linkages at a maximum position tolerance
of 2%. The PFGE profiles were interpreted according to the
criteria of Tenover et al. Isolates with DNA fingerprints differing
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by more than three bands and a similarity of less than 80%
provided by the dendrogram analysis were interpreted as different
PFGE types.

Statistical Analysis

Descriptive statistics were used to estimate the frequencies of the
study variables, which are described as the means and standard
deviations. Differences between colonizing and infective strains
were analyzed using the Mann-Whitney U tests, except for the
Biofilm Ring test kinetic of biofilm formation, which was assessed
by a two-way ANOVA test. A value of p<0.05 was significant. All
analyses were performed using XLSTAT v.2011.1.02 (Addinsoft).

Results

Internalization of S. epidermidis in Human Osteoblasts

MG63 osteoblasts were infected with increasing MOIs of the
reference strain NCTC11047 (fig. 2A), and the results demon-
strated that the number of bacteria that are internalized was MOI-
dependent, where more S. epidermidis was internalized when the
MOI rose from 250:1 to 500:1. Based on these results, the MOI of
500:1 was chosen for all further invasion experiments. The ability
of each of the clinical S. epidermidis strains to invade MG63
osteoblasts was evaluated in triplicate using a gentamicin
protection assay. No difference in the osteoblast invasion rate
was observed between colonizing and orthopedic device infection
strains, where the numbers of internalized bacteria were 308+/
—631 and 347+/—431 CFU/well, respectively, corresponding to
0.0008+/—0.0013% and 0.0004+/—0.0005% of the inoculums
(p=0.973) (fig. 2B). The internalization rate of the reference strain
S. epidermidis NC'TC11047 was estimated at 5165+/—2748 CFU/
well (0.013+/—=0.009% of the inoculums). The internalization rate
of S. aureus 8325-4 was estimated at 0.37+/—0.20% of the
inoculums.

To exclude a bias due to a “cell line effect”, this low
internalization rate of S. epidermidis in MG63 cells was confirmed
using primary bone cells by testing the invasion ability of the
reference strain NCTC11047 (0.0018+/—0.002%) and a random-
ly-chosen clinical strain (0.0001+/—0.0002%) (fig. 2C).

Adhesion of S. epidermidis to Human Osteoblasts

Given the low rate of invasion observed for S. epidermidis and
that adhesion is a prerequisite for internalization, we assessed the
ability of six randomly selected S. epidermidis clinical strains to
adhere to MG63 osteoblasts. S. epidernudis NCTC11047 and S.
aureus 8325-4 were used as controls (fig. 3 and 4). The AFU for the
NCTC11047 reference strain and clinical strains were 3.38+/
—1.1 and 6.04+/—3.8, respectively, corresponding to 4.5% +/
—1.3% and 6.7% +/—3.4% of cells bearing bacteria. No
significant differences between nasal colonizing (n=3) and
infective (n = 3) strains were observed (p =0.513). For comparison,
the AFU obtained for S. aureus was higher at 158.5+/—4.93,
corresponding to 61.7% of cells associated with bacteria. As
expected, the background fluorescence control (uninfected cells)
was low (AFU =1.6).

Biofilm Formation

The Biofilm Ring test was used to assess the early biofilm-
forming ability of the clinical S. gpidermidis strains. No differences
were observed between the nasal colonizing and infective strains
(two-way ANOVA, p=0.81), and the results agreed with those
observed for the reference strain NCTC11047. All strains
produced biofilms and completely immobilized the beads after 8
to 12 hours (fig. 5A). For comparison, in our experimental
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Figure 2. Invasion of human osteoblasts by S. epidermidis
clinical isolates. A. Determination of the optimal multiplicity of
infection (MOI) for use in osteoblast invasion assays (reference strain
NCTC11047). B. Evaluation of the rate at which S. epidermidis strains
invade the MG63 osteoblastic cell line for nasal colonization (n=22)
versus orthopedic infection (n=15) isolates. C. Comparison of the
invasion rate in MG63 osteoblastic cells and primary human osteoblasts
for S. aureus 8325-4, S. epidermidis NCTC11047, and one randomly
chosen S. epidermidis clinical isolate. Data are represented as the means
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and standard deviations of three replicate cultures from one gentamicin
protection assay. NS: Not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0067240.g002

conditions, S. aureus 8325-4 completely immobilized the beads in
less than 4 hours as did most of the clinical S. aureus isolates (data
not shown).

Similarly, the crystal violet staining method revealed no
differences in mature biofilm-forming ability between the two
groups at 24 h (p=0.051) and 48 h (p=0.93) (fig. 5B).

Genetic Diversity: Pulse-field Gel Electrophoresis (PFGE)
Patterns Analysis

The 38 S. epidermidis isolates exhibited 34 Smal PFGE types,
demonstrating a high genetic diversity between the tested strains
(fig. 6). One strain remained resistant to the Smal restriction
enzyme and was assigned a specific non-restricted profile.

Discussion

Our study investigated whether internalization in osteoblasts
and biofilm formation represented virulence factors that could
discriminate S. e¢pudermidis strains causing orthopedic device
infections from colonizing ones. No differences were demonstrated
between the two clinical populations (nasal versus orthopedic
device infection strains) concerning their ability to invade MG63
osteoblastic cell lines. Similarly, biofilm formation, measured in its
early and late phases by the Biofilm Ring test and crystal violet
staining method, respectively, failed to discriminate these two
isolate groups. Molecular typing of all strains by PFGE demon-
strated a great diversity within the tested strains, which excluded
the possibility that a low diversity was contributing to the absence
of observed differences.

Some limitations of this study must be addressed. First, the
selective use of gentamicin-susceptible isolates due to technical
requirements to evaluate bone cells invasion using a gentamicin
protection assay may have introduced a selection bias. Indeed,
strains that may have acquired specific virulence factors associated
with gentamicin resistance were excluded. However, we did not
observe support for such a hypothesis in the published literature,
so we consider that this bias likely does not alter our results.
Second, based on the physiopathological model of S. gpidermidis
orthopedic device infection, colonizing strains from skin would
have been more appropriate than from nares. Again, we did not
identify any data that has demonstrated that colonizing S.
epidermidis strains differed according to the site of carriage.

Several studies have attempted to identify features that
distinguish invasive and pathogenic S. epidermidis strains from
colonizing ones by mostly focusing on specific virulence factors.
The IS256 mobile element has been epidemiologically related to S.
epidermidis infecting isolates and proposed as a molecular marker
for invasive strains [16,17]. This insertion sequence has been
identified in 26 out 32 prosthetic joint infection isolates, whereas
only one of the commensal strains harbored it [17]. Moreover, Gu
et al. reported that insertion of IS256 within the agr locus in
clinical isolates decreased agr expression and consequently induced
a global disruption of staphylococcal virulence factors that finally
enhanced the success of S. epidermidis during infection of indwelling
medical devices [16]. The role of the IS256 element in infection
has also been attributed to its potential direct impact on biofilm
formation due to its insertion within the poly-N-acetyl-glucos-
amine (PNAG)/polysaccharide intercellular adhesin (PIA) gene
[18], which allows for the production of mature biofilms. Given
that the production of PNAG/PIA is also regulated by the ica-
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Figure 3. Flow cytometric quantification of adhesion to MG63 osteoblasts by S. epidermidis. Flow cytometry analysis was performed using
an FSC/SSC stopping gate with uninfected cells (A1), with a fluorescence intensity marker M set to include <2% of uninfected cells (A2). The results
from the original cytogram (1) and the distribution of FL1-positive events (2) of a representative experiment are shown, including the reference

strains S. epidermidis NCTC1147 (B) and S. aureus 8325-4 (C).
doi:10.1371/journal.pone.0067240.9003

operon genes, this operon has been proposed as a discriminating
marker between S. epidermidis strains responsible for infection and
colonization [19]. This marker was detected in 54 S. epidermidis
strains collected from patients with bone and joint infections
(81.5%), whereas only 17.4% of commensal isolates (n=23)
harbored this operon (p<<0.01) [19]. Nevertheless, PNAG/PIA has

PLOS ONE | www.plosone.org

been excluded as the unique pivotal factor for biofilm formation,
and isolates lacking ica operon have been demonstrated to form
biofilms through other adhesion proteins such as biofilm-associ-
ated protein (BAP) or accumulation-associated protein (AAP) [20].
More globally, if biofilms, and consequently most biofilm-
associated virulence factors, participate in pathogenesis, they are
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Figure 4. Quantification of S. epidermidis adhesion to MG63 osteoblasts. After 2 h of co-culture of MG63 osteoblasts with infective and
colonizing S. epidermidis strains (n=3 each) and S. aureus strains at an MOI of 500:1 and 100:1, respectively, adhered bacteria were labeled using the
membrane-impermeable fluorochrome BODIPY FL vancomycin. The results are presented as the means and standard deviations of the proportion of
cells bearing bacteria (A) and of arbitrary fluorescence units (AFUs) (B).

doi:10.1371/journal.pone.0067240.9g004
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Figure 5. Evaluation of biofilm-formation ability of S. epidermidis clinical isolates. A. Kinetics of early biofilm formation was assayed by the
Biofilm Ring Test method for the reference strain NCTC11047 and for infective (n=15) and colonizing (n=22) S. epidermidis strains. B. Quantification
of mature biofilm formation after 24 and 48 h by the crystal violet staining method for the S. epidermidis reference strain NCTC11047 and 37 clinical
isolates.

doi:10.1371/journal.pone.0067240.9005
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Figure 6. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) pattern analysis. The number on horizontal lines indicates the percentage of homology by
the Pearson correlation. BJI: Bone and joint infective strains; NC: Nasal carriage stains. One strain remained resistant to Smal digestion and was

assigned a specific non-restricted profile.
doi:10.1371/journal.pone.0067240.9g006

also likely involved in maintaining species in a commensal state.
For example, the importance of adhesins and proteins involved in
the physiological biofilm formation (such as PNAG/PIA) during
skin and mucous membrane colonization, where bacteria are
subjected to significant mechanical forces, has been thoroughly
demonstrated [21]. This finding could explain why numerous
other studies have shown that invasive and commensal .
epidermidis strains could not be distinguished on the basis of their
virulence factors [21-23], which supports the hypothesis of some
authors of an accidental origin of infection from colonizing strains.

An unexpected insight from our study is the difference in bone
cell invasion rates between the S. epidermidis and S. aureus strains. In
2007, Khalil et al. suggested a role for osteoblast invasion in the
pathogenesis of S. epidermidis bone and joint infections based on the
results from a limited number of clinical isolates (n=4), which
included only one bone-infective strain [12]. Here, we describe the
first evaluation of the ability of a large collection of clinical S.
epidermidis strains to invade bone cells. We demonstrated an
extremely low internalization rate, 0.006% of the inocula,
compared to 0.5 to 5%, which was classically observed for S.
aureus in the same model. The particular nature of cell lines that
are classically associated with the loss of some phenotypic
characters led us to consider a possible “cell line effect” that
may not reflect the w vivo reality [24]. Therefore, we repeated
experiments on primary human osteoblasts, which yielded
concordant results and confirmed the low ability of S. epidermidis
to be internalized by cultured human osteoblasts in our model. As
S. aureus adhesion to osteoblasts (via the staphylococcal fibronectin-
binding protein (FnBP) interaction with cellular a5B1 integrin) had
been shown as necessary and sufficient for its internalization [6],
we explored this step of the osteoblast - S. epidermidis interaction.
Our results demonstrated that S. gpidermidis adhered to osteoblasts
at an extremely low rate. Nevertheless, the flow cytometric-based
approach only evaluates strong interactions, such as abfl
integrin/FnBP.  As FnBP are absent in S. epidermidis, the
mechanisms of cell adhesion may be different. However, this does
not challenge the results observed in the S. epidermidis internaliza-
tion model, as the method quantifying bone cell invasion is
independent of interaction type. Our data also suggest that
internalization within osteoblasts is a less important pathophysi-
ological mechanism for S. epidermidis orthopedic device infections
than for S. aureus. Similarly, this mechanism seems to be more
important in other clinical contexts involving S. epidermidis, such as
bovine mastitis or urinary or endovascular infections. Indeed,
several studies have demonstrated a high S. epidermidis internali-
zation rate within endothelial [25], urothelial [26] or bovine
mammary epithelial cells [27,28]. Given that S. epidermudis is a
universal commensal that expresses virulence factors that do not
necessarily differ depending on the site of infection, it would be
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interesting to cvaluate strains that are highly internalized in
epithelial mammary cells in the context of our osteoblast infection
model and vice versa. This proposal is supported by the Khalil
et al. study, which demonstrated that a strain isolated from
peritonitis was more internalized by osteoblasts that the bone-
infective strain [12]. Nevertheless, it may be misleading to
compare data from different protocols obtained with different cell
lines and strains. A cross-comparison of the strains used in both
models is ongoing and should reveal whether the phenomenon is
dependent on the cell or bacterial type.

Conclusions

The abilities of S. epidermidis to internalize in osteoblasts and to
form biofilms failed to distinguish S. epidermidis strains isolated from
infected orthopedic devices from nasal carriage isolates. These
results support the hypothesis that S. epidermidis infections are an
accidental event arising from the commensal flora, which colonize
and infect strains that are clustered in a single microbiological
entity. Given that a sub-group of patients with a higher risk of
surgical site infection could not be detected based on the virulence
of their S. gpidermudis colonizing strains, only strict surgical asepsy
may be able to reduce the incidence of S. epidermidis orthopedic
device infections.

Our study provides the first assessment of the interaction
between osteoblasts and a collection of clinical S. epidermidis strains
responsible for bone and joint infections. Given our results
obtained in our ex vivo models, internalization of S. gpidermidis in
human osteoblasts is not a likely major pathophysiological
mechanism in orthopedic device infections, contrary to what is
observed in other clinical situations, such as bovine mastitis or
endovascular infections, or with other pathogens, such as S. aureus.
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TROISIEME PUBLICATION : PSMs
of Hypervirulent Staphylococcus
aureus Act as Intracellular
Toxins That Kill Infected
Osteoblasts

Les staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (MRSA) posent un probléme majeur en
terme de santé publique du fait de leurs antibio-résistances mais surtout en raison de leurs
prévalence importante dans de nombreux pays. Selon leurs origines, ils sont généralement
classés en deux catégories : les HA-MRSA (hospital-acquired-MRSA) d’origine hospitaliére et
les CA-MRSA (community-acquired-MRSA) d’origine communautaire. Ces derniers sont a
I'origine d’infections particulierement sévéres, ce pourquoi ils sont qualifiés
d’hypervirulents.

La virulence particuliere des CA-MRSA a modifié la prise en charge et le pronostic des I0OA
dans les pays a forte prévalence comme les Etats-Unis. En comparaison a leurs homologues
hospitaliers, les CA-MRSA induisent par exemple des ostéomyélites d’évolution plus aigug,
de pronostic plus sévere, nécessitant un recours quasi-systématique a une chirurgie de
débridement lourd et une admission fréquente en réanimation ou soins intensifs. L'état
actuel des connaissances indique que la PVL est impliquée dans la physiopathologie de ces
formes particulieres d’IOA. Cette toxine joue un réle indirect dans la destruction osseuse en
assurant le recrutement des leucocytes au site de I'infection, leur activation et leur lyse, qui
induit localement une libération de composés cytotoxiques aboutissant a une nécrose
tissulaire. Cependant, les interactions directes entre ostéoblastes et CA-MRSA n’ont jamais
été étudiées spécifiqguement. Au-dela de I'action indirecte de la PVL, il est apparu nécessaire
de rechercher chez les CA-MRSA, I’existence de mécanismes de virulence quiimpliqueraient
une activité directe sur les ostéoblastes.

Notre hypothése de travail était la suivante : si les CA-MRSA sont capables d’envahir et
détruire les ostéoblastes, alors ces pathogénes présenteront une cytotoxicité supérieure aux
HA-MRSA dans un modele d’infection intracellulaire d’ostéoblastes humains. Nous avons
testé cette hypothése sur un panel de souches de CA-MRSA et HA-MRSA incluant les
principaux clones circulant dans le monde, et montré que la cytotoxicité des CA-MRSA vis-a-
vis des ostéoblastes n’était pas I'apanage d’une seule souche ou lignée mais bien un facteur
commun aux différents clones de CA-MRSA.
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Nous avons alors cherché a déterminer s’il existait un facteur de virulence spécifiquement
associé a la cytotoxicité observée. Nous avons centré nos investigations sur les trois
principaux déterminants de virulence des CA-MRSA que constituent la production de PVL, Ia
surexpression d’o-toxine et la surexpression des PSMs. La comparaison des phénotypes
cytotoxiques de souches isogéniques pour la PVL a permis d’éliminer un réle de cette
derniére dans la mort des ostéoblastes. De méme, nous avons montré que i) le niveau
d’expression d’ o-toxine, quant a lui, n’était pas corrélé a la cytotoxicité et que ii) les souches
isogéniques pour hla présentaient le méme phénotype de cytotoxicité.

En revanche, l'inactivation des genes codant les PSM de type alpha était associée a une
diminution de cytotoxicité, indiquant un role de ces derniers dans la virulence des CA-MRSA
vis-a-vis des ostéoblastes.

A l'aide de mutants isogéniques délétés sur les principaux régulateurs de |'expression des
toxines, agr, sarA et saeRS, nous avons déterminé quelles voies de régulation étaient
associées a la cytotoxicité. L'expression d’un phénotype cytotoxique était dépendante du
caractere fonctionnel d’agr et sarA, mais pas de celui de saeRS. Il est intéressant de noter
qgu’agr et sarA contrélent étroitement |’expression des PSMs, alors que saeRS ne l'influence
pas. Ainsi, les voies de régulation associées a la cytotoxicité sont en faveur du réle des PSM.
Ces résultats améliorent notre connaissance de la physiopathologie des IOA a CA-MRSA a
plusieurs titres. D’abord, le fait que ces pathogénes soient capable d’induire la mort des
ostéoblastes infectés de fagon plus efficace que les HA-MRSA dévoile un nouveau
mécanisme de virulence, indépendant de la PVL et de I'o-toxine. Ces résultats démontrent
qgue, contrairement au modeéle établi, le role physiopathologique de l'internalisation de
S. aureus par les ostéoblastes ne procede pas toujours d’un échappement a l'action des
antibiotiques et du systeme immunitaire avec passage a I'état quiescent et sanctuarisation
de S. aureus (a I'origine de rechutes) comme cela semble le cas chez les HA-MRSA ; mais que
I'internalisation permet a S. aureus de tuer sa cellule hote dans le cas de certains clones,
comme les CA-MRSA.

Enfin, nous apportons la premiere démonstration de |'existence de toxines a action
intracellulaire chez S. aureus. Le rbéle des PSM, récemment remis en question pour leur
action extracellulaire, semblent au contraire étre une arme bactérienne efficace pour tuer sa
cellule hote apres invasion.
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Abstract

Epidemic community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA) is associated with more severe and
acute forms of osteomyelitis than healthcare-associated (HA-) MRSA. Although S. aureus is now recognized as a facultative
intracellular pathogen, the contribution of osteoblast invasion by CA-MRSA to the pathogenesis of osteomyelitis is
unknown. Using an ex vivo model of intracellular infection of human osteoblasts, we demonstrated that CA-MRSA strains of
diverse lineages share an enhanced ability to kill infected osteoblasts compared to HA-MRSA. Cytotoxicity comparisons of
CA-MRSA isogenic deletion mutants revealed that phenol-soluble modulins (PSMs), a class of membrane-damaging
exoproteins that are expressed at higher levels in CA-MRSA than in HA-MRSA, are involved in this osteoblast killing, whereas
other major CA-MRSA virulence determinants, the Panton-Valentine leukocidin and alpha-toxin, are not involved. Similarly,
functional agr and sarA regulators, which control the expression of PSMs and alpha-toxin, were required for the expression
of the intracellular cytotoxic phenotype by CA-MRSA, whereas the saeRS regulator, which controls the expression of alpha-
toxin but not PSMs, had no impact on cytotoxicity. Finally, PSM transcript levels determined by quantitative reverse-
transcriptase PCR were significantly higher in CA-MRSA than in HA-MRSA strains and associated with cell damage in MRSA-
infected osteoblasts. These findings provide new insights into the pathogenesis of severe CA-MRSA osteomyelitis and
unravel a novel virulence strategy of CA-MRSA, based on the invasion and subsequent killing of osteoblasts by PSMs acting
as intracellular toxins.
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Introduction require surgical procedures [5]. Case series also suggested that
) ) - o these patients often require admission to the intensive care unit
Staphylococcus aureus is the leading cause of osteomyelitis, which is [6,9]. Notably, CA-MRSA infections have added to, rather than
defined as an infection of the bone [1]. This versatile pathogen has replaced, infections caused by other microorganisms, including
evolved a remarkable ability to resist antibiotics such as methicillin methicillin-susceptible S. aureus (MSSA).
and other beta-lactams, complicating the management of osteo-
myelitis [2]. Until the 1990s, methicillin resistance was recognized
as a specific trait of healthcare-associated S. aureus (HA-MRSA),
which was first described in the early 1960s [3]. The incidence of
community-acquired (CA-) MRSA infections has since dramati-
cally increased in several countries [4], and this pandemic has
altered the clinical landscape of osteomyelitis, particularly in the
pediatric setting [5,6]. In the United States, CA-MRSA infections
are more frequent than their methicillin-susceptible counterparts
[7-10], and the dissemination of these strains has been coincident
with an increase in both the incidence and the severity of
osteomyelitis [5,9-12]. Children with osteomyelitis caused by CA-
MRSA, compared to other S. aureus lineages, exhibit greater
systemic inflammatory responses [13], experience longer durations
of fever and longer hospital stays [5,10], and more frequently

Investigations of the basis of CA-MRSA virulence are crucial
for understanding its pathogenesis and the development of novel
therapeutics against these recently emerged pathogens. Data
from in vitro and animal models have shown that the virulence
potential of CA-MRSA is multifactorial. This virulence potential
has evolved via the acquisition of the puv/ genes encoding the
Panton-Valentine leukocidin (PVL) and through the increased
expression of core genome-encoded toxins, mainly alpha-toxin
and phenol-soluble modulins (PSMs) [8]. These pore-forming
toxins induce apoptosis and lysis in different cell types. PVL and
PSMs target immune effector cells such as neutrophils [8], while
alpha-toxin targets a much wider spectrum of cells, including
erythrocytes, alveolar epithelial cells [14], endothelial cells [15],
lymphocytes, and monocytes [16]. Experimental investigations
of CA-MRSA virulence have mainly focused on models of skin
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and soft tissue infections or pneumonia because these diseases
are the most frequent or the most severe, respectively, in the
spectrum of CA-MRSA infections [17]. As a consequence, few
experimental data are available regarding the pathogenesis of
CA-MRSA osteomyelitis. PVL has been shown to contribute to
the severity of infection in a rabbit model of osteomyelitis [18].
The expression of the S. aureus surface protein A, although not
specific to CA-MRSA strains, is also associated with bone
destruction through its binding to the tumor necrosis factor
receptor 1 of osteoblasts [19-21]. However, the roles of CA-
MRSA-specific virulence determinants other than PVL are
unknown. Direct interactions of S. aureus with osteoblasts are
crucial in the pathogenesis of osteomyelitis [22,23]. The ability
of S. aureus to invade and gain access to the cytoplasm of so-
called non-professional phagocytes such as osteoblasts has
gained increased attention [22-25] and is now regarded as a
key factor in therapy-refractive infections [26,27].

The primary objective of this work was to compare the ability of
CA-MRSA and HA-MRSA strains to invade and damage human
osteoblasts in an ex vivo model. To achieve adequate represen-
tation of MRSA strains circulating worldwide, 35 strains of the
major CA-MRSA and HA-MRSA lineages were investigated. Our
secondary objective was to determine if specific virulence
determinants were associated with either osteoblast invasion or
killing by MRSA. The roles of PVL, alpha-toxin, and PSM
production and of the regulators agr, sarA, and saeRS in the
virulence of MRSA during intracellular infection were examined.
Finally, we investigated whether osteoblast killing was associated
with the expression levels of the bacterial genes encoding alpha-
toxin, PSMs and the agr effector RNAIIIL.

Results

Intracellular CA-MRSA causes Higher Osteoblast Damage
than HA-MRSA

We examined the cytotoxicity induced in human osteoblasts
by 35 genetically diverse clinical strains of MRSA selected from
the collection of the French National Reference Center for
Staphylococci. These strains belonged to 3 major lineages of
polt CA-MRSA, namely sequence type (ST)8, pulsotype
USA300, staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec)
IV (ST8-USA300-IV clone), the ST80-IV European clone, and
the ST30-USA1100-IV Southwest Pacific clone [28], and to 4
major lineages of HA-MRSA, namely the ST239-III Brazilian
clone, the ST228-1 Southern Germany clone, the ST8-
EMRSA2-IV Lyon clone, and the ST22-EMRSAI15-IV Barnim
clone (n=5 strains each) [29,30].

The infection protocol was comprised of a 2 h co-culture step of
MRSA and MG-63 osteoblastic cells in antibiotic-free medium
with a bacteria-host cell ratio of 100, followed by a selection step in
medium containing gentamicin and lysostaphin to kill non-
internalized bacteria. After 24 h of incubation, the S. aureus-
induced cytotoxicity was estimated by a lactate dehydrogenase
(LDH) assay. The results were reported as the mean and 95% CI
of the n-fold change in LDH compared to cells infected with the S.
aureus reference strain 8325-4 (control); each strain was tested in
duplicate.

A significant difference was observed in the capacity of CA-
MRSA and HA-MRSA to induce osteoblast damage after 24 h.
The relative LDH release by CA-MRSA-infected cells was 1.7-fold
higher than that by HA-MRSA-infected cells (1.67 [1.53—1.81] vs.
0.99 [0.93-1.04], respectively; P<<0.0001, Welch’s ¢test; Figure 1A
and Table S1). ANOVA followed by Tukey’s HSD post-hoc test
was used to determine if the cytotoxicity was also dependent on the
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lineage of the strains. Pairwise comparisons showed that (i) any of
the 3 CA-MRSA lineages induced significantly higher LDH
release than any of the 4 HA-MRSA lineages (P<<0.01 for all
differences) and (ii) no significant difference in LDH release was
observed between the lineages within the CA-MRSA or HA-
MRSA groups.

The Intracellular Bacterial Load is Higher in HA-MRSA-
than CA-MRSA-infected Osteoblasts

The viable intracellular bacterial loads (VIBL) within MRSA-
infected osteoblasts were determined using the infection assay
described above, followed by the osmotic lysis of infected cells at
24 h post-infection  to which
enumerated by plate counting. The results were expressed as
the mean and 95% CI of the n-fold change in the VIBL
compared to cells infected with the S. awreus strain 8325-4
(control) and were derived from the same experiments as those
used to quantify cytotoxicity.

The relative VIBL was 3.5-fold higher in HA-MRSA-infected
osteoblasts than in CA-MRSA-infected osteoblasts (2.50 [2.15—
2.84] vs. 0.72 [0.54-0.91], respectively; £<<0.0001; Fig 1B and
Table S1). The differences between the lineages were analyzed
using the same ANOVA procedure as described above. Pairwise
comparisons showed that (i) the relative VIBL was significantly
higher among the 4 HA-MRSA lineages than the 3 CA-MRSA
lineages (P<<0.05 for all differences, Tukey’s HSD test) and (ii)
no significant difference in the relative VIBL was observed
between the lineages within the CA-MRSA or HA-MRSA
groups.

release the bacteria, were

The Lower Intracellular Bacterial Load of CA-MRSA is not
Explained by Host Cell Killing

Following the observation that CA-MRSA induced both higher
cytotoxicity and lower VIBL than did HA-MRSA, we tested the
hypothesis that cytotoxicity was negatively correlated with VIBL.
Because bacteria that kill their host cells are released into the
extracellular space and excluded from the intracellular bacterial
pool, the higher cytotoxicity of a given strain could directly yield a
lower VIBL. We thus searched for an association between
cytotoxicity and VIBL with and without controlling for the CA-
MRSA or HA-MRSA status of the strain. Figure 1C shows a plot
of relative LDH release against VIBL. The VIBL was significantly
associated with cytotoxicity levels upon simple regression analysis
(P<0.0001, F-test). However, multiple linear regression controlling
for CA-MRSA or HA-MRSA status demonstrated that there was
no independent association between VIBL and cytotoxicity
(P=0.6).

To further explore the relationships between bacterial invasion,
intracellular persistence, and the CA-MRSA or HA-MRSA status
of the strains, we quantified the number of viable bacteria per
viable osteoblast in kinetics experiments. The first time point was
3 h after the beginning of the infection step to reflect the efficiency
of the invasion process. Subsequent time points were taken at 24
and 48 h after infection to investigate the clearance of intracellular
bacteria with respect to the initial VIBL. Two strains (the ST80-IV
CA-MRSA strain HT20020209 and the ST8-EMRSA2-IV HA-
MRSA strain HT20040117) were randomly selected from the 35
MRSA strains and included in these experiments (see arrows in
Figure 1C). The results are reported as the means and 95% CI
derived from three independent experiments in triplicate. At 3 h
post-infection, the osteoblasts harbored an average of 0.77 [0.52—
1.03] ST80-IV cells and 3.59 [2.30-4.89] ST8-EMRSA2-IV cells,
which corresponded to approximate intracellular passages of 1%
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Figure 1. Viable intracellular bacterial loads and host cell damage differentiate CA-MRSA and HA-MRSA strains in a model of
intracellular challenge of cultured osteoblasts. Osteoblastic MG-63 cells were infected with one of 35 S. aureus strains belonging to 3 distinct
CA-MRSA lineages (closed marks) and 4 HA-MRSA lineages (open marks) at an MOI of 100:1 and incubated for 24 h. Cytotoxicity was estimated by
quantifying the LDH release by damaged cells. The infected cells were lysed, and viable intracellular bacterial counts were enumerated. All results
were expressed as the n-fold change relative to the S. aureus 8325-4 control strain and were derived from duplicate experiments. The P-values were
calculated using Welch's t-test. (A) Comparison of the relative cytotoxicity of CA-MRSA and HA-MRSA strains. (B) Comparison of the viable intracellular
bacterial loads in osteoblasts infected with CA-MRSA and HA-MRSA strains. (C) Plot of relative cytotoxicity and intracellular bacterial loads, indicating
differences between the CA-MRSA and HA-MRSA strains. Strains HT20020209 and HT20040117, which were included in the kinetics experiments in

Figure 2, are indicated by arrows.
doi:10.1371/journal.pone.0063176.g001

and 4%, respectively, of the bacterial inoculum set at 100 bacteria
per osteoblast (Figure 2A). These figures remained stable from 3 to
24 h post-infection, at which time the bacteria per osteoblast ratios
were 0.86 [0.44-1.27] and 5.78 [4.13-7.44] for the ST80-IV and
ST8-EMRSA2-IV strains, respectively. Significant bacterial clear-
ance occurred between 24 and 48 h, at which time the ratios fell to
0.02 [0.01-0.03] for the ST80-IV strain and 0.55 [0.06-1.03] for
the ST8-EMRSA2-1V strain, corresponding to 46.3- and 10.6-fold
reductions, respectively, in the bacterial load. Comparisons of the
ST8-EMRSA2-IV and ST80-IV strains revealed that the bacteria
per osteoblast ratios after 3, 24, and 48 h of incubation were 4.6-,
6.8-, and 29.5-fold higher, respectively, for the HA-MRSA strain
than for the CA-MRSA strain (P<<0.05 for all differences, Welch’s
t-test). Collectively, these findings indicated that the invasion
process itself and the ability to survive intracellularly after invasion
were less efficient in the CA-MRSA strain H120020209 than in
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the HA-MRSA strain. Moreover, these experiments confirmed
that the difference in the amounts of intracellular bacteria between
CA-MRSA and HA-MRSA was independent of the host cell death
caused by CA-MRSA.

Additional experiments to investigate osteoblast infection were
conducted as described above using the same two strains,
HT20020209 and HT20040117, to estimate the mortality of
infected osteoblasts. The results were reported as the means and
95% CI derived from three independent experiments in triplicate.
The percent mortality in osteoblasts infected with the CA-MRSA
strain HT20020209 and the HA-MRSA strain HT20040117 were
51.8% [46.6-56.9] and 21.0% [16.6-25.5], respectively
(P<0.0001, Welch’s t-test; Figure 2B). These results, together
with those of the infection kinetics experiments, confirmed the
potent cytotoxic activity of intracellular CA-MRSA by showing
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Figure 2. Kinetics of the intracellular passage and survival of representative CA-MRSA and HA-MRSA strains and the mortality of
infected osteoblasts. The ST80-IV CA-MRSA strain HT20020209 (closed marks) and the ST8-EMRSA2-IV HA-MRSA strain HT20040117 (open marks)
were used to inoculate MG-63 osteoblastic cells. The indicated P-values were calculated using Welch's t-test, and the results were derived from three
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Cl. (B) The percent mortality of infected osteoblasts 24 h post-infection confirms the strong cytotoxic effect of ST80-IV S. aureus compared to ST8-

EMRSA2-IV.
doi:10.1371/journal.pone.0063176.9002

that an average intracellular load of one bacterium per host cell
resulted in the death of half of the host cell population by 24 h.

PVL is not Involved in the Intracellular Virulence of CA-
MRSA

Although PVL specifically targets immune cells, this toxin has
been shown to bind mitochondria and to cause Bax-indepen-
dent apoptosis through the mitochondrial pathway [31]. Hence,
direct delivery of PVL by intracellular CA-MRSA in the
cytoplasm of infected osteoblasts may allow the toxin to gain
access to the mitochondria without the need for immune cell
type-specific binding to the plasma membrane. PVL is found in
most CA-MRSA but not HA-MRSA strains and is expressed at
toxic levels as long as the corresponding genes are present in
the genome [32,33]. Therefore, we used a loss-of-function
approach to examine the influence of PVL on cytotoxicity by
using isogenic pol’~ strains belonging to the three CA-MRSA
lineages investigated in the previous experiments. With respect
to ST8-USA300-1V, strains LAC and SF8300, as well as their
Apol derivatives LACApol and SF8300Apwl, have been described
previously [34,35]. The following mutants were constructed by
allelic replacement: the LUG1800 Apvl mutant of the ST80-IV
strain H120020209, and the BD0448 Apol mutant of the ST30-
USAT1100-IV strain BD0428. The cytotoxicity toward osteo-
blasts was assessed after 24 h of infection using the same
procedure as described above. The results of three experiments
performed in triplicate are presented in Figure 3A. No
significant  differences in cytotoxicity were observed between
the wild-type and Apul strains in the three lincages investigated
(P>0.05 for all comparisons, Welch’s ttest), thus eliminating a
potential role for PVL in the increased cytotoxicity of CA-
MRSA toward osteoblasts.
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Alpha-toxin Production Level is not Correlated with
Osteoblast Damage

The hla gene encoding alpha-toxin belongs to the core genome
of S. aureus, and the expression level of this toxin has been shown to
affect strain-specific virulence [36]. We thus searched for an
association between alpha-toxin production and cytotoxicity. The
in vitro production of alpha-toxin by MRSA strains and by the S.
aureus strain 8325-4 was quantified in duplicate using a sandwich
ELISA and reported as ng/mL. Because the data were not
normally distributed upon visual inspection, we used non-
parametric tests for the statistical analysis and reported the
medians and interquartile ranges (IQR) instead of means and the
95% CIL. Alpha-toxin production tended to be higher in CA-
MRSA than in HA-MRSA strains, but this difference did not
reach statistical significance (median and IQR, 5153 ng/mL
[1790-7683] vs. 2310 ng/mL [36-4326], respectively; P=0.074,
two-tailed Mann-Whitney U-test; Figure 4A and Table SI).
Among the 35 MRSA strains investigated, 7 strains produced low
amounts of alpha-toxin (<50 ng/mL), including the 5 ST228-1
HA-MRSA strains (100%), 1 ST8-EMRSA2-IV HA-MRSA strain
(20%), and unexpectedly, 1 ST8-USA300-IV CA-MRSA strain
(20%). We plotted the relative cytotoxicity of the MRSA strains
against the alpha-toxin activity (Figure 4B) and searched for an
association between these factors using a non-parametric correla-
tion analysis. A moderate rank correlation was found (Spearman’s
coefficient =0.31) that did not reach statistical significance
(P=10.069). No association was found by multiple linear regression
analysis controlling for the CA-MRSA or HA-MRSA status
(P=0.75, F~test). Notably, the 8325-4 control strain, which had
the highest alpha-toxin production (28.8 pug/mL) due to a
previously described chromosomal defect [37], was less cytotoxic
toward osteoblasts than any of the CA-MRSA strains, including
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Figure 3. Impact of PVL, alpha-type PSMs and the major regulatory systems agr, sarA, and saeRS on the cytotoxicity of CA-MRSA
toward osteoblasts. In all experiments, cytotoxicity was estimated by quantifying LDH release by CA-MRSA-infected MG-63 osteoblastic cells at
24 h post-infection. The results were derived from three independent experiments performed in triplicate and expressed as the n-fold change in LDH
release of each isogenic deletion mutant (open marks) relative to the wild-type strain (closed marks). All P-values were calculated using Welch's t-test.
(A) Effect of the inactivation of pvl genes on the cytotoxicity of genetically diverse CA-MRSA. No significant differences were observed between the
cytotoxicity of the wild-type and Apvl/ strains, indicating that PVL is not involved in CA-MRSA-induced cytotoxicity toward osteoblasts. (B) Impact of
the inactivation of the psma1-4 genes on the cytotoxicity of the USA300 CA-MRSA strain SF8300. The strain SF8300Apsma1-4 was significantly less
cytotoxic than the wild-type strain, thus indicating that alpha-type PSMs are involved in the cytotoxic phenotype. (C) Impact of the inactivation of the
agr, sarA, and saeRS genes on the cytotoxicity of strain SF8300. Strains SF8300Aagr and SF8300AsarA, but not SF8300AsaeRS, were significantly less
cytotoxic than the wild-type strain.

doi:10.1371/journal.pone.0063176.9g003
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doi:10.1371/journal.pone.0063176.9g004

the alpha-toxin-deficient USA300 strain. Conversely, the alpha-
toxin-deficient ST8-USA300-IV CA-MRSA strain was still more
cytotoxic than any HA-MRSA strain. Collectively, these findings
do not support a role of alpha-toxin in the increased cytotoxicity of
CA-MRSA toward osteoblasts in our model.

Alpha-type PSMs are Required for Intracellular Virulence

PSMs are core genome-encoded amphipathic peptides that
have been associated with CA-MRSA virulence in animal models
[38-40] and are able to recruit, activate, and lyse neutrophils
[38,41]. Several PSMs are present in S. awreus genome, mainly
alpha- and beta-type PSMs and the delta-toxin. Among the PSM
family members, alpha-type PSMs are the most strongly associated
with neutrophil activation and virulence in animal model [38].
The cytotoxic phenotypes of the previously described CA-MRSA
strain SF8300 and of its isogenic derivative SF8300Apsmotl-4,
which lacks alpha-type PSMs, were compared [42] (Figure 3B).
The inactivation of the alpha-type PSMs induced a significant
decrease in osteoblast damage after 24 h of incubation, indicating
that the expression of alpha-type PSMs by CA-MRSA is
associated with a cytotoxic phenotype.

PSM-controlling Regulators agrA and sarA, but not saeRS,
are Required for Intracellular Virulence

Toxin expression in S. aureus is tightly controlled by a regulatory
network involving several regulators, including agr, sarA, and saeRS
[36]. All of these three regulators are required for alpha-toxin
expression, while only agrA and sarA impact PSM expression
[38,43]. The increased toxin expression and virulence of CA-
MRSA strains has been attributed to the increased expression of
these [36,44]. We thus investigated the respective
contributions of each of these 3 regulators to cytotoxicity by
constructing isogenic derivatives of strain SF8300 that lack agrA,
sarA, or saeRS. Both the SF8300Aagr and SF8300AsarA strains but
not the SF8300Asa¢eRS strain induced significantly less damage in
infected osteoblasts than the wild-type SF8300 strain (Figure 3C).
These results indicate that the virulence determinants responsible
for osteoblast death after invasion are under the control of agrA

systems
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and sarA but not saeRS, which is consistent with a major role of
PSMs in intracellular virulence.

In vitro Transcript Levels of psma, but not hla nor RNAIII,
are Associated with Cytotoxicity

To further investigate the correlation of PSMs and alpha-toxin
expression with intracellular virulence, we quantified the transcript
levels of psmo, hla and the agr effector RNAIII using relative
quantitative reverse-transcription PCR as described elsewhere
with modifications [40]. Transcripts levels were expressed as n-fold
change to the giB internal standard and reported as the mean and
95% CI. The 35 clinical MRSA strains were included in these
experiments, with the exception of 5 strains in which the RNA
yield after extraction was consistently insufficient (ST239-III,
n=2, and ST30-USA1100-IV, ST8-EMRSA2-IV and ST22-
EMRAI5-IV, n=1 -ecach). Strains SF8300, SF8300Aagr,
SF8300AsarA and SF8300AsacRS were also included. The relative
levels of psmor and /la transcripts were both globally higher in CA-
MRSA as compared to HA-MRSA (57.7 [31.3-84.0] vs. 13.9
[5.4-22.3], P<0.01, Welch’s #test, and 0.54 [0.23-0.85] vs. 0.11
[0.04-0.19], P<<0.05, respectively; Figure 5A and 5C). The levels
of RNAIII transcripts were mostly strain- and lineage-dependent
and showed no global difference between CA-MRSA and HA-
MRSA (17.5 [8.84-26.2] wvs. 18.7 [6.69-30.78], P=0.87;
Figure 5E). Of note, the 5 ST228-1 HA-MRSA strains were agr-
defective. In univariate analysis, the relative cytotoxicity was
strongly associated with the psmot transcript level (P<<0.001) and, to
a lesser extent, to the /la transcript level (P<<0.05), but not to the
RNAIII transcript level. A strong rank correlation was found
between the ARNIII transcript levels and both psma. (P<0.001)
and Ala (P<0.01) transcript levels but these associations were not
significant in linear regression. In multivariate analysis, the psmo
transcript levels and the CA-MRSA or HA-MRSA group were
independently associated with cytotoxicity (P<0.05 for both
regression coeflicients), but not the Ala (P=0.80) nor the RNAIIL
(P=0.67) transcript levels. As expected, transcripts of fla were
undetectable in  strains  SF8300Aagr, SF8300AswrA  and
SF8300AsaeRS. Transcripts of both psmo. and RNAII were
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undetectable in strain SF8300Aagr but were found at levels
comparable to those of the wild-type strain in strains SF8300AsarA
and SF8300As5a¢RS. These results are consistent with the recent
report that the saeRS regulator has no significant impact on PSM
expression, and that the sarA regulator does not regulate PSM
transcription but mainly reduces the post-secretion degradation of
PSMs by downregulating the expression of the aureolysin protease
[43].

Discussion

The emergence of CA-MRSA as a cause of osteomyelitis has
been associated with an increase in both the incidence and severity
of this disease. A better understanding of the virulence mecha-
nisms of CA-MRSA in osteomyelitis may help improve manage-
ment strategies and establish targeted therapies. Our results
indicate that the invasion of osteoblasts by CA-MRSA and the
intracellular expression of psmot by such strains results in extensive
cell damage. This potential virulence trait might contribute to the
increased severity of osteomyelitis caused by CA-MRSA relative to
that caused by canonical MRSA strains.

The invasion of osteoblasts by S. aureus has been extensively
studied over the past decade, and interpretations of the clinical
significance of this phenomenon have exclusively focused on
chronic and indolent forms of osteomyelitis [22,23]. More
specifically, the intracellular passage of bacteria has been
considered a means by which S. auwreus protects itself, escapes
antibiotics and the immune response of the host, and establishes a
latent bacterial reservoir that is potentially responsible for
chronicity and recurrence [26,27]. In accordance with this
interpretation, our investigations of the intracellular survival of
HA-MRSA strains demonstrated the ability of these strains to
persist within osteoblasts without causing extensive damage.
Conversely, this interpretation of osteoblast invasion as an
underlying mechanism for chronicity and indolence does not
appear relevant to severe and acute CA-MRSA osteomyelitis.
Indeed, our data indicate that an intracellular bacterial load of one
CA-MRSA cell per osteoblast is sufficient to induce the death of
half of the osteoblast population within 24 h (Figure 2). Hence,
given the poor ability of the CA-MRSA strains to persist
intracellularly and the extensive damage caused to infected host
cells, it is more likely that osteoblast invasion by CA-MRSA is part
of a pathogenesis strategy based on aggression and damage rather
than self-protection, a view that is consistent with previous clinical
observations [5,6,9,10,13].

Alpha-toxin has previously been shown to induce apoptosis in
endothelial cells infected with S. aureus [45] and to contribute to
CA-MRSA pathogenesis in a murine model of pneumonia [46].
Alpha-toxin production and transcription tended to be higher in
CA-MRSA than in HA-MRSA strains in our experiments, but
several lines of evidence indicate that this toxin was not responsible
for the death of the infected osteoblasts. First, we failed to
demonstrate any association of alpha-toxin production with
cytotoxicity; second, cytotoxicity was conserved in both the non-
hemolytic USA300 strain and its hemolytic counterparts; and
third, the 8325-4 reference strain, which had the highest alpha-
toxin production among our strain collection, was less cytotoxic
than any of the 15 CA-MRSA strains. Finally, the inactivation of
saeRS in strain SF8300, which resulted in an alpha-toxin-deficient
phenotype confirmed by undetectable /4la transcript levels in
quantitative reverse-transcription PCR assays, had no impact on
cytotoxicity.

The contribution of PSMs to CA-MRSA virulence was first
described in a murine model of skin and soft tissue infection [38].
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The PSM family is comprised of several proteins: the d-toxin, o-
type PSMs 1-4, B-type PSMs 1-2, and the SCCmec-encoded PSM-
mec (reviewed in [47]). Among these proteins, alpha-type PSMs
were shown to be able to recruit, activate, and lyse neutrophils
[38], thus exhibiting a role in pathogenesis that appeared similar
to that of PVL. Whereas neutrophil chemotaxis and activation by
PSMs occur at nanomolar concentrations and involve PSM
detection by the neutrophil formyl peptide receptor 2 (FPR2)
in vitro [48], neutrophil lysis requires micromolar concentrations
of alpha-type PSMs, is receptor-independent [38,47,48], and is
thought to involve lipid membrane disruption caused by the
amphipathic alpha-helix structure of PSMs [38]. Interestingly, it
has recently been shown that human serum components inhibit
both the FPR2-activating and neutrophil lysis properties of PSMs,
casting doubt on the relevance of PSMs as extracellular toxins
[49]. Our findings that PSMs act as intracellular toxins are thus in
line with the aforementioned observations. Indeed, S. aureus cells
that invade non-professional phagocytes such as osteoblasts
initially remain trapped in phagosomes [50]. It is thus likely that
a sustained expression of PSMs in this confined environment
allows these toxins to accumulate. However, the exact mechanism
by which PSMs contribute to the death of the host cell are
unknown. Of note, the overexpression of alpha-type PSMs by S.
aureus is not associated with phagosomal escape [51]. Such escape,
or at least the permeabilization of the phagosome membrane, has
been shown to involve other factors such as delta-toxin. However,
delta-toxin-mediated phagosome membrane disruption requires
the presence of a functional beta-toxin [51], while it is well-known
that most S. aureus clinical strains, including CA-MRSA, harbor a
non-functional beta-toxin because of the insertion of various
phages in the beta-toxin-encoding gene /b [28,52]. In this context,
some authors have hypothesized that phagosomal escape in CA-
MRSA might involve other delta-toxin co-factors that are still to
be determined or, alternatively, that S. aureus exposure to reactive
oxygen species in the phagosomal environment might induce the
excision of the beta-toxin-converting phages, thus allowing a
functional beta-toxin expression [53].

Using Aagr, AsarA, and AsaeRS mutants of the CA-MRSA strain
SF8300, we demonstrated that only the first two regulators are
related to the intracellular cytotoxic phenotype of CA-MRSA.
These findings correlate with the major role of PSMs in this
phenotype: (i) PSM secretion by S. aureus is under direct control of
agr [38]; (i) sarA reduces the post-secretion degradation of PSMs
by downregulating the expression of the aurcolysin (aur) protease
and, to a lesser extent, regulates PSM secretion by upregulating agr
[43]; and (ii1) saeRS expression has no significant impact on PSM
expression [43].

Previous research on the basis of CA-MRSA virulence in the
specific context of osteomyelitis has understandably focused on the
role of PVL. Cremicux et al. used a rabbit model of osteomyelitis
to demonstrate that PVL contributes to the severity of infection in
terms of bone deformation, extra-osseous involvement, and the
systemic inflammatory response [18], in keeping with clinical
observations in human [10,54]. These outcomes are most likely
related to the potent pro-inflammatory properties of PVL,
including the capacity of PVL to recruit, activate, and lyse
immune cells at the site of infection. However, recent CA-MRSA
research has emphasized the remarkably complex virulence
mechanisms of these pathogens, as well as the risk of oversimpli-
fying CA-MRSA virulence by considering only the individual
action of a single bacterial factor [17]. The multiplicity and
frequent functional redundancy of CA-MRSA virulence determi-
nants are major obstacles to our understanding of CA-MRSA
virulence [8], and a decade of intensive research has been
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Figure 5. Transcript levels of psma, but not hla nor RNAIII, are associated with cytotoxicity in MRSA. Relative transcript levels of psmo,
hla and RNAIIl were determined using quantitative reverse-transcriptase PCR and expressed as n-fold change to the internal gyrB standard. (A) psma
transcript levels were globally higher in CA-MRSA than in HA-MRSA, and (B) were significantly associated with cytotoxicity in simple linear regression
analysis (P<<0.001, F-test) and in multivariate analysis controlling for the CA-MRSA or HA-MRSA status of the strain (P<<0.0001). (C) hla transcript levels
were higher in CA-MRSA than in HA-MRSA and (D) were associated with cytotoxicity in univariate analysis, but not in multivariate analysis. (E) RNAIII
transcripts levels were strain- and lineage-dependant but showed no global difference between CA-MRSA and HA-MRSA; moreover (F) they were not

associated with cytotoxicity.
doi:10.1371/journal.pone.0063176.9005
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necessary to outline an integrated view of the relative contributions
of PVL and alpha-toxin to CA-MRSA pathogenesis [17]. In this
context, our observation that CA-MRSA strains of several
genetically distinct lineages share an enhanced ability to kill
osteoblasts after intracellular passage through a PSM-dependent
mechanism adds to our knowledge of the potential pathogenesis
strategies of CA-MRSA. Put together, PSM-related killing of CA-
MRSA-infected osteoblasts and PVL-related recruitment and lysis
of immune cells sketch the outlines of a new model for CA-MRSA
pathogenesis in osteomyelitis, in which concomitant intracellular
and extracellular activity of this pathogen both contribute to local
tissue damage. The relative contributions of indirect PVL-related
tissue damage and of PSM-related post-invasion osteoblast killing
in the clinical course of CA-MRSA osteomyelitis remain to be
determined. To address this question, future studies should focus
on animal models of osteomyelitis involving Apol, Apsm and Apvl-
psm CA-MRSA strains, and clinical investigations should examine
potential correlations between the severity and acuteness of S.
aureus-induced osteomyelitis and the strain-specific expression level
of PSM.

Materials and Methods

Bacterial Strains and Growth Conditions

S. aureus strain 8325-4 was used as a reference in all experiments
[55]. The strain collection of the French National Reference
Center for Staphylococci (FNRCS) was searched for CA-MRSA
and HA-MRSA isolates representative of prevalent CA-MRSA
and HA-MRSA genotypes in Europe according to recent
epidemiological data [4,28,30]. Five strains of each genotype were
selected. The inclusion criteria were based on the molecular
characteristics of each strain, as available in the FNRCS database,
including the sequence type, SCCmec type, and the presence of the
pol and entA genes. Genotype-specific inclusion criteria were as
follows: ST8, SCCmec IV, pol* for the ST8-USA300-IV clone;
ST80, SCCmec IV, pol* for the ST80-IV European clone; ST30,
SCCmec TV, pol" for the ST30-USA1100-IV Southwest Pacific
clone; ST239, SCCmec III for the ST239-II1 Brazilian clone;
ST228, SCCmec 1 for the ST228-1 Southern German clone; ST8,
SCCmec IV, entA™ for the ST8-EMRSA2-IV Lyon clone [29]; and
ST22, SCCmec IV for the ST22-EMRSA15-IV Barnim clone. The
lineage of each strain was subsequently confirmed using DNA
microarray-based assignment (data not shown) [56]. Of note,
DNA microarray results demonstrated that all strains but the
8325-4 strain harbored a non-functional, phage-converted beta-
toxin-encoding gene. Clinical data were not considered in the
strain selection process because the focus of the present study was
the strain genotype; in addition, the number of MRSA strains in
the FNRCS collection that had been isolated from documented
osteomyelitis cases was too low to restrict the inclusion to such
strains.

The strains were stored at —20°C in cryotubes. For each
experiment, the strains were first cultivated on Columbia agar
supplemented with sheep blood at 37°C for 24 h after thawing.
One colony was then used to inoculate brain-heart infusion (BHI)
broth. In cell culture infection experiments, the BHI broth was
incubated overnight at 37°C, then diluted 5-fold in fresh BHI and
further incubated with gyratory shaking for 3 h until mid-
exponential phase was reached. Exponential phase cultures were
preferred to stationary phase cultures because bacterial adhesins
involved in host cell invasion are upregulated in the former [57].
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Construction of Allelic Replacement CA-MRSA Mutants

The pvl genes (ukS-PV and wkF-PV) in the ST80-IV CA-
MRSA strain HT20020209 were inactivated by allelic replace-
ment. The Apvl:tetM mutant LUG1800 was obtained by using
pPMAD, a thermo-sensitive plasmid containing a constitutively
expressed B-galactosidase gene, which allows the positive selection
of double crossing over by detecting B-galactosidase activity on
Xgal agar plates [58]. A 2.9-kb DNA fragment corresponding to
the tetracycline resistance gene M [59] was cloned into pMAD
between two DNA fragments generated by PCR (486 bp and
541 bp) that correspond respectively to the chromosomal DNA
regions upstream of [wkS-PV (up to the start codon) and
downstream of [ukF-PV (from codon 200 to the end). The
resulting plasmid, pLUGY934, conferred resistance to ampicillin
and erythromycin and contained the lacZ gene. pLUG934 was
electroporated into the S. aureus strain RN4220. As the plasmid
from RN4220 could not be electroporated into HT20020209,
transformation was achieved with phage ®11 by lysogenizing
RN4220/pLUG934 and transfecting H120020209. The transfor-
mants were grown at a non-permissive temperature (37°C) in the
presence of 1.5 pg/mL erythromycin to select cells in which the
plasmid had been integrated into the chromosome by homologous
recombination. To favor the second recombination event, a single
colony was grown at 30°C for 10 generations and plated at 37°C
overnight. Cells that had lost the plasmid vector through a double
cross-over event were detected on Xgal agar plates. PCR
amplification was used to confirm the loss of the pol genes, which
were replaced by the %M gene in strain LUG1800.

The pol genes in the ST30-USA1100-IV CA-MRSA strain
BD0428 and the hla, psmol-4, agrA, sarA, and saeRS genes in the
ST8-USA300 CA-MRSA strain SF8300 were inactivated as
described previously for the LAC Apvl::spe strain [34] by allelic
replacement of the gene(s) of interest with a spectinomycin
resistance cassette.

Cell Culture

All cell culture reagents were purchased from GIBCO (Paisley,
UK). The human osteoblastic cell line MG-63 was purchased from
LGC Standards (Teddington, UK) and grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) containing 2 mM L-gluta-
mine, 25 mM HEPES, 10% fetal bovine serum (FBS) and 100 U/
mL penicillin and streptomycin (culture medium) at 37°C and 5%
COy. The cells were subcultured twice a week and used up to
passage 10 after thawing.

MG-63 Cell Invasion Assay

The intracellular infection of MG-63 cells was performed as
described elsewhere with modifications [60]. MG-63 cells were
seeded at 50,000 cells/well in 24-well plates and incubated at 37°C
with 5% CO, for 48 h in culture medium. Suspensions of mid-
exponential phase bacterial cultures were washed, sonicated to
minimize clumping, and resuspended in antibiotic-free culture
medium at a concentration corresponding to an MOI of 100. The
bacterial concentration was normalized using clone-specific
regression formulas correlating bacterial density (CFU/mL) with
OD at 600 nm, which were established in preliminary experi-
ments. The MOIs were subsequently confirmed by plating the
suspensions on agar and counting the bacterial colonies. The MG-
63 cells were washed twice in DMEM to remove antibiotics, and
normalized bacterial suspensions were added to the wells. The
infected cultures were incubated for 30 min at 4°C to allow the
bacteria to sediment while blocking internalization, and all of the
cultures were simultaneously transferred to 37°C to synchronize
the beginning of the internalization step. After a 2 h incubation,
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the infected cells were washed and further incubated for 1 h in
culture medium containing 200 mg/L gentamicin and 10 mg/L
lysostaphin to rapidly kill extracellular but not intracellular
bacteria. Several strains exhibited decreased susceptibility to
gentamicin or lysostaphin when used individually (data not
shown), and thus the use of a gentamicin/lysostaphin combination
ensured a constant bactericidal activity as verified in preliminary
experiments by controlling the sterility of culture supernatants
(data not shown). In experiments with time points of 24 and 48 h,
the cultures were further incubated for the indicated time in
medium containing 40 mg/L gentamicin and 10 mg/L lysostaph-
in. These lower concentrations resulted in the killing of bacteria
cells released upon host cell lysis, thus preventing these bacteria
from infecting new host cells. Infected cells that enter apoptosis or
necrosis undergo membrane leakage, resulting in the release of the
cytosolic enzyme LDH into the culture supernatant, where it can
be quantified. At each indicated time point, the cell culture
supernatant was removed, and the LDH activity was assessed
using a colorimetric method with a Dimension Vista automated
clinical chemistry analyzer (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, NY). Cell monolayers were washed to remove
antibiotics, lysed by osmotic shock in pure sterile water, and
extensively pipetted to achieve the full release of the internalized
bacteria. Cell lysates were then sonicated to minimize clumping of
the bacteria and spiral-plated in duplicate on agar using a WASP
automated plater (AES Chemunex, Bruz, France). After 24 h of
incubation, the colonies were enumerated using an EasyCount
automated plate reader (AES Chemunex). Due to the large
number of experiments required to compare the different MRSA
lincages and isogenic MRSA strains, the LDH release and
intracellular bacterial counts were expressed relative to the results
of the 8325-4 reference strain in experiments involving clinical
strains or relative to the respective wild-type strain of each isogenic
mutant in experiments involving gene inactivation to control for
inter-experiment variations. Conversely, experiments investigating
intracellular bacterial survival kinetics, as well as those investigat-
ing osteoblast mortality using two representative isolates of ST80-
IV (HT20020209) and ST8-EMRSA2-IV (HT20040117), were
conducted using three consecutive passages of MG-63 cells. The
inter-experiment variation was negligible in these experiments,
and thus data normalization was not required. To estimate the
number of viable bacteria per viable osteoblast at each time point,
the number of viable osteoblasts was quantified microscopically
using Trypan blue exclusion, and the numbers of viable
intracellular bacteria were quantified as mentioned above. To
estimate the percent mortality of osteoblasts 24 h post-infection,
LDH release into the supernatant of infected cells was compared
to that of uninfected cells that were either left intact (lower control)
or fully lysed by osmotic shock (higher control). The percent
mortality was calculated as follows: (LDH infected cells - LDH
lower control)/(LDH higher control - LDH lower control).

Alpha-toxin Quantification

Alpha-toxin production by the CA-MRSA and HA-MRSA
strains was assessed by means of a sandwich ELISA. In brief, the
wells of microtiter plates were coated with an anti-alpha-toxin
murine monoclonal antibody (kindly provided by GSK Biologi-
cals) in PBS overnight at room temperature. The unbound
monoclonal antibody was washed out twice with a blocking
solution of PBS-Tween (0.05%) and milk (5 g/L), followed by
incubation with the blocking solution for 1 h at room temperature.
Standard dilutions of recombinant alpha-toxin and 24 h bacterial
culture supernatant were added to duplicate wells, incubated for
1 hat 37°C, and washed three times, followed by the addition of a
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rabbit polyclonal anti-alpha-toxin antibody (GSK Biologicals).
The microplates were incubated for 1 h at 37°C and washed.
Subsequently, a horseradish peroxidase-conjugated swine anti-
rabbit polyclonal antibody (DAKO SAS, Trappes, France) was
added. The microplates were incubated for 1 h at 37°C and
washed before the addition of the tetramethylbenzidine substrate
(Sigma Aldrich). The reaction was stopped with HoSO, after
30 min, and the plates were read at 450 nm in a microplate reader
(Model 680, Bio-Rad). The sandwich ELISA has a lower limit of
detection of 2 ng/mL.

Relative Quantitative Reverse-transcription PCR

Opvernight bacterial cultures were used to inoculate a BHI broth
and incubated at 37°C with gyratory shaking at 200 rpm. Bacteria
were harvested after 10 h to reach the post-exponential growth
phase in which the agr regulator is activated, in order to
approximate the agractivated state of bacteria entrapped in
phagosomes [61]. Culture aliquots of 1 mL were centrifuged at
13,000 g, and the pellets were washed with 1 mL of 10 mM Tris
buffer and adjusted to an optical density at 600 nm (OD600) of 1,
corresponding to approximately 10° . aureus cells/mL. One mL of
adjusted and washed bacterial suspension was centrifuged at
13,000 g, and the pellets were treated with lysostaphin (Sigma-
Aldrich) at a final concentration of 200 mg/L. The total RNA of
the pellets was then purified using the RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. The RNA
yield was assessed by UV absorbance, and 1 pg of total RNA was
reverse transcribed using the Reverse Transcription System
(Promega) with random primers, as recommended by the
provider. The resulting cDNA was used as the template for real-
time amplification of gyB, psmor, RNAIII and /la using previously
published primers [40]. The relative amounts of the psmo, RNAIII
and /la amplicons were determined by quantitative PCR and
expressed as fold-change to the gy7B internal standard as described
elsewhere [62].

Statistical Analysis

The normality of the data was assessed by visually inspecting the
distributions. Two-group differences were analyzed using a two-
tailed Welch’s t-test for normal data with sufficient sample size (n
=9) or a two-tailed Mann-Whitney U-test for either non-normal
data or data with small sample size (n<<9). Multiple pairwise
comparisons of the means were performed using ANOVA with
Tukey’s HSD post-hoc test. Associations of numeric response
variables with either numeric or categorical input variables were
performed by linear regression. The significance of the regression
coeflicients was analyzed using Fisher’s F-test. Simple linear
regression was performed first. Multiple linear regression was then
used to control for the CA-MRSA or HA-MRSA status of the
strains using a one-step forward selection procedure in which the
CA-MRSA or HA-MRSA status was included as the first input
variable, followed by the inclusion of the test variable. The test
variables were considered to be independently associated with the
response variable when their regression coeflicient was significant
in multiple linear regression analysis. The significance threshold
was set at 0.05 for all tests. The statistical analyses were performed
by means of R software version 2.14 (The R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria).

Supporting Information

Table S1 A comparison of distinct lineages of CA-MRSA
and HA-MRSA with respect to cytotoxicity toward

May 2013 | Volume 8 | Issue 5 | 63176



human osteoblasts, intracellular survival and alpha-
toxin production.
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QUATRIEME PUBLICATION :
Delta-toxin production
deficiency in Staphylococcus
aureus : a diagnostic marker of
bone and joint infection
chronicity linked with osteoblast
invasion and biofilm formation

La chronicisation des IOA staphylococciques représente un écueil majeur au cours de la prise
en charge des patients. Malgré une prise en charge chirurgicale et une antibiothérapie
optimales, de nombreux échecs thérapeutiques caractérisés par la persistance de l'infection
sous traitement ou la récidive a distance de I'épisode initial, sont décrits (environ 10% des
cas). Toutefois, la définition méme de linfection chronique reste peu précise. Les
recommandations nationales et internationales actuelles proposent que la définition de la
chronicité des IOA soit basée sur un délai d’évolution supérieur a 3 a 4 semaines entre le
début des symptomes et la prise en charge. Cependant, cette définition reste tres arbitraire,
ne s’appuyant sur aucun substrat objectif biologique ou microbiologique. Pourtant l'intérét
d’avoir une définition solide et robuste apparait capitale lorsque I'on sait que ces mémes
recommandations préconisent des prises en charge, notamment chirurgicales,
diamétralement différentes des IOA aiglies ou chroniques. Par exemple, I'ablation totale du
matériel orthopédique en cas d’IOA chronique est préconisée, alors qu’un traitement
conservateur, avec simple lavage et débridement, est envisageable en cas d’IOA aigué.

La recherche de marqueurs objectifs de chronicité pouvant guider les indications de prise en
charge des IOA semble donc essentielle, et constitue un « graal » microbiologique et clinique
dans le domaine des I0OA.

Détaillés dans la partie bibliographique, les différents travaux menés pour comprendre les
particularités physiopathologiques des I0A a S. aureus, et identifier les facteurs impliqués
dans le passage a la chronicité, ont permis de mettre en évidence plusieurs mécanismes
souvent intriqués, i) I'existence de résistances acquises aux antibiotiques, ii) la capacité de
S. aureus a développer du biofilm, iii) la sanctuarisation de la bactérie a l'intérieur des
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ostéoblastes, iv) la modification du génome ou du transcriptome de la bactérie conduisant a
des processus adaptatifs, notamment le passage au phénotype SCV. Toutefois, la grande
majorité de ces études ont porté sur des souches de laboratoire, et visaient a décrire les
mécanismes fondamentaux impliqués dans ces voies supposées de récurrence et de
chronicité.

Comme nous I'avons montré précédemment, nous avons pu mettre en évidence, en utilisant
différents clones circulants de MRSA, que ceux d’origine hospitaliere, usuellement associés a
des formes indolentes et chroniques d’IOA, étaient plus internalisés et moins cytotoxiques
que les MRSA communautaires, classiqguement responsables d’IOA aigués et tres
symptomatiques. Ces résultats attestent clairement que la persistance des staphylocoques
et leurs pouvoirs cytotoxiques sont des mécanismes physiopathologiques influencant la
présentation clinique des infections. Toutefois, les associations établies entre les résultats
obtenus in vitro de cytotoxicité induites par certains clones et la présentation clinique des
IOA ont été réalisées a I'aide de données issues de la littérature et non pas sur des données
cliniques relatives aux patients.

En utilisant une large collection de souches de staphylocoques sensibles a la méticilline
(MSSA) de fond génétique tres divers, les objectifs du travail présenté dans cette quatrieme
publication ont été de: i) corréler, pour chaque souche, les capacités de formation de
biofilm, d’internalisation dans les ostéoblastes et de switch intra-cellulaire pour le
phénotype SCV avec le tableau clinique des patients, et, ii) de rechercher un marqueur
objectif de chronicité pouvant guider les options possibles de prise en charge des IOA. Pour
cela, la capacité de formation de biofilm a été mesurée par la technique de cristal violet pour
la formation de biofilm mature, et par la technique de biofilm ring test™ pour le biofilm
précoce. Les capacités d’internalisation, de formation de SCV en intracellulaire et de
cytotoxicité ont été réalisé dans un modele in vitro d’infection cellulaire en utilisant une
variante de la technique de « gentamicin protection assay ».

En utilisant comme seul critére de corrélation la durée d’évolution réellement observée chez
les patients, les résultats obtenus suggerent que la persistance dans les ostéoblastes est
corrélée a la durée d’évolution de I'lOA. Ces résultats valident pour la premiere fois
I'hypothése du rble de I'internalisation de S. aureus au sein des ostéoblastes dans le passage
a la chronicité au cours I0A. L'interprétation du role du switch phénotypique intracellulaire
vers les SCV est plus délicate. Alors que ce mécanisme est classiquement associé a la
chronicité des IOA, nous n’avons pu mettre en évidence aucune différence significative. Ceci
peut s’expliquer sans doute par la grande variabilité des mesures observées. Cependant, il
n’existe actuellement pas de définition phénotypique de ce morphotype. La plupart des
études se basent en effet sur la taille des colonies [156]. En utilisant une méthode de
comptage informatisée a partir de photos des géloses obtenues, nous avons tenté de
standardiser cette mesure. Cependant, la variabilité des résultats obtenus suggére qu’une
définition uniquement basée sur la taille des colonies est probablement insuffisante.
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L'utilisation des criteres métaboliques définissant les SCV, et notamment I'auxotrophie pour
I’'hémine ou la ménadione, pourrait en partie aider a résoudre ce probléeme. Nous pourrions
ainsi imaginer une étude similaire en se basant sur ces criteres biochimiques, toutefois
lourds en termes de contraintes économiques et de temps.

Ces travaux nous ont également permis de montrer qu’il existait une corrélation entre la
dysfonction d'un des principaux systémes de régulation de la virulence chez S. aureus, le
systéeme agr, et le caractére chronique des IOA. Cette corrélation a été possible grace a au
développement de la nouvelle technologie MALDI-TOF-MS. En effet, la fonctionnalité du
systeme agr, se traduit notamment par la sécrétion de la delta-hémolysine. Or, cette toxine
est facilement détectable par spectrométrie de masse par la nouvelle technologie MALDI-
TOF-MS, utilisée en routine au laboratoire pour lidentification bactérienne. Cette
observation corrobore les données obtenues par d’autres auteurs sur les bactériémies, les
infections respiratoires ou encore de matériel endovasculaire [208-210]. La corrélation entre
la dysfonction du systéme agr, et le caractére chronique des IOA est appuyée par le fait que
nous ayons également montré |'association de cette dysrégulation du systeme agr avec les
mécanismes phénotypiques associés a la chronicité, et notamment l'internalisation dans les
ostéoblastes et la formation de biofilm. Ce dernier point renforce également I’hypothese de
certains auteurs selon laquelle la relation déficience du systéme agr - chronicité des
infections staphylococciques est en partie liée a une capacité augmentée de formation de
biofilm [211, 212].

Ainsi, nos résultats suggerent que la détection de la delta-hémolysine par la nouvelle
technologie MALDI-TOF-MS pourrait représenter la premiére méthode objective
d’évaluation du degré de chronicité d’'une IOA directement au moment du diagnostic,
permettant ainsi d'améliorer la prise en charge initiale des patients.
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ABSTRACT

Biofilm formation, intra-osteoblastic persistence, small colony variants (SCVs), and the
dysregulation of agr, the major virulence regulon, are possibly involved in staphylococcal
bone and joint infection (BJI) pathogenesis. We aimed to investigate the contributions of
these mechanisms among a collection of 95 Staphylococcus aureus clinical isolates from 64
acute (67.4%) and 31 chronic (32.6%) first episodes of BJI. The included strains were
compared for internalization rate, cell damage, and SCV intracellular emergence using an ex
vivo model of human osteoblast infection. Biofilm formation was assessed in a microbead
immobilization assay (BioFilm Ring test). Virulence gene profiles were assessed by DNA
microarray. Seventeen different clonal complexes were identified among the screened
collection. The staphylococcal internalization rate in osteoblasts was significantly higher for
chronic than acute BJI isolates, regardless of the strain genetic background. Conversely, no
differences regarding cytotoxicity, SCV emergence, biofilm formation, and virulence gene
distribution were observed. Additionally, agr dysfunction, detected by the lack of delta-toxin
production using whole cell matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight
(MALDI-TOF) analysis (n=15; 15.8%), was significantly associated with BJI chronicity,
osteoblast invasion, and biofilm formation. These findings provide new insights into MSSA
BJI pathogenesis, demonstrating the correlation between chronicity and staphylococcal
osteoblast invasion. This adaptive mechanism, along with biofilm formation, is associated
with agr dysfunction, which can be routinely assessed by delta-toxin detection using MALDI-
TOF spectrum analysis, providing clinicians with a diagnostic marker of BJI chronicity at the
time of diagnosis.

KEYWORDS: Staphylococcus aureus; Bone and joint infection; Osteoblast invasion, biofilm

formation; delta-toxin; MALDI-TOF-MS.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus bone and joint infections (BJI) are described as difficult-to-treat
clinical entities due to frequent bacterial persistence leading to chronicity and relapse [1, 2].
The management strongly differs between acute BJI, for which debridement with implant
retention is recommended, and chronic forms, which require the removal of any orthopedic
implants [3]. Consequently, the initial recognition of the chronic nature of the infection
represents a major therapeutic issue, which is currently arbitrarily based on an evolution delay
over 3 to 4 weeks, without any reliable biological substrate.

Staphylococcal BJI chronicity has been associated with three bacterial virulence mechanisms
providing protection against the host immune system and antimicrobials: i) biofilm formation
[4, 5]; 1i) the invasion and persistence in non-professional phagocytic host cells, including
osteoblasts, which represents a bacterial reservoir responsible for recurrence [6-8]; and iii)
bacterial phenotype switching to small-colony variants (SCVs) [9-11]. Furthermore, the
dysregulation of accessory gene regulator (agr), a major regulon controlling the expression of
a plethora of S. aureus virulence factors, has been associated with persistent infections [12-
14].

In this context, we aimed to assess these different phenotypic and molecular bacterial markers

for clinical relevance toward early identification of BJI chronicity at the time of diagnosis.

MATERIALS AND METHODS

Ethical statements. This study received the approval of the French South-East ethics

committee (reference number 2013-018).
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BJI definitions. All methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) isolates responsible for a first
episode of BJI in our institution from 2001 to 2011 were considered for inclusion. Patients
with diabetic foot- and decubitus ulcer-related BJI were excluded because of the particular
pathophysiology and management of these infections. Corresponding clinical data were
retrospectively collected from medical records on a standardized case record form, and
included demographic characteristics and patient comorbidities (summarized in the modified
Charlson comorbidity index), BJI clinical presentation, presence of biological inflammatory
syndrome (i.e., C-reactive protein [CRP] plasma level >10 mg/L and/or white blood cell
[WBC] count >10,000/mm"*), and outcome. BJI were defined as acute (infection lasting for <4
weeks) or chronic infections. Treatment failure included i) persistent infection under
appropriate antimicrobial therapy, including the need of new surgery >5 days after the first

one and/or ii) relapse after antimicrobial disruption.

Evaluation of staphylococcal interaction with human osteoblasts. Staphylococcal
interaction with osteoblasts was assessed in a gentamicin protection assay, as previously
described [15-17]. All cell culture reagents were obtained from GIBCO (Paisley, United
Kingdom).

MGG63 osteoblastic cell culture. The human osteoblastic cell line MG63 (CRL-1427),
purchased from LGC standard (USA), was cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 25 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 100
U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin. Prior to assays, the osteoblasts were seeded at
40,000 cells per well into 24-well tissue culture plates (Falcon, Le Pont de Claix, France) in
1 mL of growth medium and were cultured for 2 days until 70-80% confluence.

Bacterial suspension standardization and infection. Overnight staphylococcal culture

suspensions were diluted 5-fold in fresh BHI and further incubated with gyratory shaking for
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3 h at 37°C to obtain mid-exponential-phase cultures. These suspensions were washed,
sonicated to minimize clumping, and resuspended in antibiotic-free medium at a
concentration corresponding to a multiplicity of infection (MOI) of 100, using the following
previously established regression formula correlating bacterial density (CFU/mL) with optical
density at 600 nm (ODgg): CFU/mL = 7.10° x ODgyo — 3.107 (data not shown). The
normalized bacterial suspensions were then added to osteoblast cultures. After 2h of co-
culture, the infected osteoblasts were incubated for 24h in the presence of gentamicin (PAA,
Pasching, Austria) to kill the remaining extracellular bacteria and the bacteria released upon
host cell lysis, thus preventing them from infecting new host cells.

Evaluation of staphylococcal-induced cytotoxicity. After 24h, lactate dehydrogenase (LDH)
release from damaged cells was quantified in the cell culture supernatant using a colorimetric
method with a Dimension Vista automated clinical chemistry analyzer (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarryton, NY). The percent mortality of osteoblasts was assessed by comparing
LDH release into the infected cell supernatant to that of uninfected cells that were either left
intact (lower control) or fully lysed by osmotic shock (higher control) and was calculated as
follows: (LDH infected cells — LDH lower control) / (LDH higher control — LDH lower
control).

Quantification of internalized bacteria. The osteoblasts were subsequently lysed by a 10-min
incubation period in sterile water. Suspension dilutions of these lysates were spiral-plated
using a WASP automated plater (AES Chemunex, Bruz, France). Colonies were enumerated
using an EasyCount automated plate reader (AES Chemunex).

Evaluation of SCV phenotype switching. Automated computer image analysis software
(ImageJ, Rasband, W.S., National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 1997-2012)
was used to numbered SCVs, arbitrary defined as colonies with areas smaller than one-fifth of

the median area measured for all colonies on each plate.
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Each strain was evaluated in duplicate in a single experiment. The S. aureus 8325-4
laboratory strain, which has been well characterized with regard to its capacity to invade
osteoblasts, was used as a control in each experiment [15, 16]. LDH release and intracellular

bacterial counts were expressed relative to the 8325-4 reference strain.

Biofilm formation. The biofilm formation capacities of 40 randomly selected strains were
explored using the BioFilm Ring test (BioFilm Control, Saint Beauzire, France), as described
by Chavant et al [18]. Briefly, this technique is based on the immobilization of magnetic
microbeads when embedded in bacterial biofilms. After adjusting the ODggy of overnight
bacterial suspensions at 1+/-0.05, the suspensions were diluted 1:250 in fresh BHI, mixed
with 1% of tonner suspension (magnetic microbeads), and deposited in triplicate in a 96-well
microplate. Every 1h for 5h, the wells of one plate were covered with 100 pL of contrast
solution (white opaque oil). The plate was then placed on a dedicated magnet support for 1
min for contact magnetization and was then scanned with a plate reader to obtain an image of
the bottom of each well. During contact magnetization, free beads are attracted to the center
of the bottom of each well, forming a spot, whereas the beads captured within a biofilm
remain in suspension. The BioFilm Control software (BioFilm Elements) analyzes the images
of each well before and after magnetization and calculates the “BioFilm Index” (BFI). Each
observed BFI (BFI,) was normalized as a proportion of the immobilized beads (so-called RBI
for “Relative Bead Immobilization™) and was compared with controls with (BFIefrence) and
without (BFLinima) beads using the following formula: RBI = [(BFlLeference — BFlo) /

(BFIreference - BFIminimal)] 03 [18]

Accessory gene regulator functionality. The multifunctional regulatory RNAIII, the main

effector of the agr system [19], is also a messenger RNA for the delta-toxin, whose
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production is consequently a surrogate marker of agr functionality [20]. Recently, it was
shown that delta-toxin production and thus agr function can be assessed using whole cell
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry
(MS) during the routine MS-mediated microbiological identification process [21].
Consequently, agr functionality was assessed by the evaluation of delta-toxin production from
whole bacterial cells by MALDI-TOF-MS spectrum analysis using an Axima Assurance®
mass spectrometer (Shimadzu Biotech) piloted by LaunchPad® software (version
2.8.4.20081127, Shimadzu Biotech) with the conventional settings for bacterial identification
[21, 22]. Delta-toxin peak at 3005+5 Thomson (or its allelic variant at 3015+5 Th) was

searched manually in the MS spectrum, as previously described [21].

Molecular characterization. DNA was extracted using commercial extraction kits (Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol. The DNA microarray Identibac S. aureus
genotyping® (Alere Technologies) used in this study and the related procedures have been
previously described in detail [23]. This microarray allows the detection of 332 different
target sequences corresponding to 185 genes and their allelic variants. The isolate clonal
complexes (CCs) were determined by the comparison of the hybridization profiles to

previously typed multilocus sequence typing (MLST) reference strains [23].

Statistical analysis. Descriptive statistics were used to estimate the frequencies of the study
variables, expressed as the means and 95% confidence intervals (95%Cls). Non-parametric
statistical methods were used throughout to compare the study groups (the Chi-squared test
with Yates’ correction, if needed, the Mann-Whitney U-test for two-group difference analysis,
and the Kruskal-Wallis test for multiple pairwise comparisons) and to investigate correlations

(Spearman coefficient), as appropriate. Phenotypic factors (internalization, LDH release, and
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SCV phenotype switching rates), delta-toxin expression, and virulence genes were included in
a binary logistic regression model to disclose risk factors for chronicity, including variables
with p-values <0.15 in the univariate analysis in the final model. For all tests, a p-value <0.05
was taken as significant. All analyses were performed using SPSS software version 17.0

(SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

Population characteristics. A total of 211 patients with MSSA BJI were identified; six were
excluded because of the lack of available clinical data and three due to chronic osteomyelitis
resulting from diabetic perforating ulcers. Among the 202 remaining patients, 116 strains
were available. Nineteen strains isolated at the time of relapse and two stable SCVs were
excluded. In total, 95 strains responsible for 64 (67.4%) acute and 31 (32.6%) chronic BJI

were included (Table 1).

MSSA from chronic BJI shows a higher capacity to invade human osteoblasts. The mean
relative internalization rate within osteoblasts was significantly higher for chronic BJI isolates
(240.7% of 8325-4 internalization rate; 95%CI, 171.3-310.2) than for acute BJI strains
(162.7%; 95%CI, 132.3-193.0; p=0.035) (Figure 1A). Moreover, the internalization rate was
correlated with the infection evolution delay, i.e., the time from symptom onset to
microbiological diagnosis (Spearman coefficient 0.29; p=0.005) (Figure 1B). No difference
was observed between the two groups regarding cytotoxicity at 24h, with 10.7% (95%CI, 8.3-
13.1) and 7.6% (95%CI, 4.8-10.4) of cell death (p=0.152), respectively (Figure 1C). LDH
release was not correlated with BJI evolution delay (Spearman coefficient -0.07; p=0.512).

Similarly, no difference in the capacities of the two groups to convert to the SCV phenotype
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was observed, with SCV proportions of 3.3% (95%CI, 2.8-3.7) and 3.4% (95%CI, 2.5-4.2) for

the acute and chronic MSSA BJI isolates, respectively (p=1.000) (Figure 1D).

Biofilm formation does not differ between acute and chronic MSSA BJI isolates. The
total immobilization of magnetic beads, reflecting biofilm formation, was observed within 5
hours for all isolates. The kinetics of biofilm formation was similar for the acute and chronic
BJI isolates (Figure 2). Of note, microarray data indicated that all strains harbored the

biofilm-associated genes icaA, icaC, and icaD (see below).

Genetic background analysis reveals a high diversity among BJI MSSA clinical isolates,
with no difference in virulence gene distribution in acute and chronic BJI isolates.
Seventeen different clonal complexes were identified, of which 7 included more than 5 strains
(Table 2). No significant difference regarding the distribution of these clonal complexes
between acute and chronic BJI was observed (p=0.408). Using multiple pairwise comparisons
(Kruskal-Wallis test), no differences were identified between the different clusters with regard
to their capacity to invade bone cells (p=0.446), cause cell damage (p=0.368), switch SCV
phenotypes (p=0.054), or form biofilm (p=0.347) (Table 2, Figure 3).

The distribution of virulence genes of the 95 BJI MSSA isolates is presented in Table 3. No
difference regarding the prevalence of these virulence factors between the acute and chronic
BJI MSSA strains was noted. Logistic regression failed to identify one of these virulence

genes as a determinant for BJI chronicity (Table 3).

agr dysfunction, detected through the absence of delta-toxin production, is associated
with MSSA BJI chronicity, osteoblast invasion, and biofilm formation. Eighty strains

(84.2%) were considered to have a functional agr system, as a delta-toxin peak (n=76) or its
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allelic variant (n=4) was detected using MALDI-TOF spectrum analysis. Interestingly, the
evolution delay of BJI was significantly higher in the delta-toxin negative isolates (17.4
weeks; 95%CI, 6.1-28.8) than in the strains with a functional agr system (6.4 weeks; 95%ClI,
4.0-8.9; p=0.045). Compared to delta-toxin positive strains, the absence of delta-toxin
expression was associated with a higher internalization rate (337.1% of the 8325-4
internalization rate [95%CI, 219.5-454.7] versus 160.2% (95%CI, 133.9-186.5); p <0.001),
lower osteoblast cytotoxicity (64.5% of 8325-4 LDH release [95%CI, 57.1-71.8] versus
87.3% [95%CI, 82.0-93.7], corresponding to 2.8% [95%CI, 0.6-5.0] versus 11.0% [95%CI,
8.9-13.0] of cell death; p <0.001), and an accelerated biofilm formation at each measurement
point (Figure 4). No difference was detected regarding intracellular phenotype switching to
SCV (2.5%; 95%CI, 1.7-3.1) for the delta-toxin-negative strains versus 3.5% for the delta-
toxin-positive strains (95%CI 3.0-3.9; p=0.153). Of note, the delta-toxin-negative strains were
not significantly associated with one of the seven major staphylococcal clonal complexes

(p=0.181).

DISCUSSION

Staphylococcal osteoblast invasion is considered as a pathophysiological pathway of BJI on
the basis of in vivo observations and results obtained from ex vivo models of osteoblast
infection, though only using a few reference S. aureus isolates [6-8]. Intracellular persistence
may constitute a strategy to escape the action of the host immune system and antibiotics with
exclusive extracellular diffusion, constituting a bacterial reservoir that can lead to chronicity
or relapse [8]. This hypothesis has been previously investigated in our laboratory using the
main circulating MRSA clones, showing that community-acquired MRSA, usually

responsible for acute forms of BJI, were more cytotoxic and less internalized in osteoblasts

10
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than hospital-acquired MRSA, known to more frequently induce indolent and recurrent BJI
[16]. The present results confirm the association between the staphylococcal invasion of
human osteoblasts and BJI chronicity for the first time among a large and highly diverse
collection of clinical MSSA isolates. Conversely, this important diversity in bacterial genetic
background may explain the difficulty in identifying any difference in cytotoxicity between
chronic and acute BJI strains. Similarly, we failed to disclose any association between
chronicity and the intracellular emergence of SCV. However, an accurate definition of SCV,
involving not only colony sizes but also metabolism markers, for example, is lacking and may
have helped to associate this phenotype with chronic BJI forms. Indeed, SCVs have been
associated with S. aureus implanted-material infection and BJI recurrence [9, 10], and cell
invasion has been described as a putative mechanism of interconversion from the wild type to
the SCV phenotype [11].

The high genetic diversity of our strain collection, the absence of a direct relationship
between BJI chronicity and bacterial genetic backgrounds or virulence factors, and the
association of osteoblast invasion with agr deficiency suggest that an intra-osteoblastic life-
style is an adaptive staphylococcal mechanism leading to BJI chronicity rather than merely an
intrinsic feature. Indeed, the comparison of agr expression at different time points during
various infections has shown that acute infections are usually associated with a functional agr
system [13]. agr dysfunction appears to occur during the infection course and in cases of
persistent bacteremia, diabetic foot infection, or pulmonary infection in cystic fibrosis patients
[12, 13, 21, 24]. Of note, chronicity of infection appeared to be in multivariate analysis the
major factor associated with agr dysfunction in a previous series of 168 unselected clinical
isolates [21].

In addition to the finding of a higher evolution delay of BJI in agr-deficient isolates, our

results revealed a strong association between agr dysfunction and the bacterial phenotypic

11
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mechanisms associated with BJI chronicity, including: i) an enhanced biofilm formation,
which had been previously suggested using various laboratory strains and a few clinical
isolates from inhomogeneous pathologic conditions [14, 55, 26]; and ii) an increased
osteoblastic invasion, with reduced infection-induced cytotoxicity. To our knowledge, the
association of agr dysfunction and non-professional phagocytic cell invasion has only been
described in airway epithelial cells [26]. Interestingly, using isogenic mutants, we also linked
the intraosteoblastic cytotoxic phenotype of MRSA with the regulation of phenol-soluble
modulins (PSMs), which can be considered as major effectors of intracellular staphylococcal
virulence [16]. Indeed, once internalized, S. aureus is initially trapped in phagosomes [27].
PSM release may then results in phagosome membrane disruption, leading to translocation of
PSM in the cytosol, and ultimately to host cell death [16]. Of note, PSM expression is under
direct control of agr and delta-toxin is known itself as one of these PSM, called PSMy. Put
together, these considerations may explain the reduced cell lysis observed in our study in
delta-toxin negative strains, consequently promoting the constitution of an intracellular
staphylococcal reservoir leading to chronicity.

Finally, it has been demonstrated that agr functionality can be easily assessed by delta-toxin
production using whole-cell MALDI-TOF spectrum analysis [20, 21]. As MALDI-TOF-MS
is increasingly being used in routine laboratory practice for bacterial identification [21, 28], it
may provide in the same run reliable information with respect to S. aureus agr functionality at
the time of BJI diagnosis, that is, when impaired, an predictive marker of chronic infection
[21]. It may provide pivotal information for clinicians who currently lack objective criteria to
characterize the chronicity state of BJI in patients, and directly impact their management.
Notably, in the case of prosthetic joint infection, the current guidelines arbitrarily tolerate
implant retention in cases of infection lasting for less than 3 to 4 weeks, considering that

surgical debridement associated with combination therapy including anti-biofilm molecules,

12
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such as rifampin, will avoid chronicization and increase the cure rate [3]. However, this
decision is often very difficult in clinical practice because: i) the delay of 3-4 weeks is only
theoretical, as bacterial adhesion and biofilm formation are highly likely to occur in the first
hours of infection; and ii) the clinical onset of infection is often difficult to determine due to
the frequent occult evolution of BJI. In practice, these factors contribute to a failure rate of
implant retention strategies that generally approaches 20% but can reach 50% in some poorly
explained cases [2, 29, 30]. Thus, prospective evaluations of strategies using agr-deficiency
detection at the time of diagnosis to help in the management of BJI as acute or chronic

infections should be a priority according to their potential clinical impact.

CONCLUSION

Using a large and non-clonal clinical collection of BJI MSSA isolates, our findings confirmed
that bacterial invasion and intracellular life switching within bone cells constitute a pivotal
pathophysiological mechanism of staphylococcal BJI chronicity, regardless of the genetic
background of the isolate. Moreover, the loss of agr function that occurs during the infection
course appears to be linked with BJI chronicity through i) the promotion of an intra-
osteoblastic S. aureus reservoir by limiting intracellular staphylococcal cell damage and ii)
the enhancement of biofilm formation. As a consequence, the detection of delta-toxin by
MALDI-TOF-MS, which is used in routine microbiology practice for bacterial identification,
may provide a simple tool for the detection of strains associated with chronic forms of BJI

and may offer crucial help for clinical decisions in BJI management.
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Table 1. Characteristics of the 95 included patients with methicillin-susceptible Staphylococcus aureus bone and joint infection.

Total Acute BJT* Chronic BJT* p
(n=95) (n=64) (n=31)
Demographic characteristics
Sex (male) 60 (63.2%) 38 (59.4%) 22 (71.0%) 0.272
Age (year) 53.6 (49.6-57.6) 56.1 (51.3-60.8) 48.5 (49.6-57.6) 0.105
Modified CCI” 2.6 (2.1-3.2) 2.9 (2.2-3.6) 2.0 (1.1-2.9) 0.148
BJI type
Native septic arthritis 12 (12.6%) 10 (15.6%) 2 (6.5%) 0.351
Native osteomyelitis 12 (12.6%) 2 (3.1%) 10 (32.3%) <0.001
Vertebral osteomyelitis 7 (7.4%) 5(7.8%) 2 (6.5%) 0.856
Orthopedic device infection 64 (67.4%) 47 (73.4%) 17 (54.8%) 0.070
Osteosynthesis 32 (50%) 23 (48.9%) 9 (52.9%) 0.777
Prosthetic joint 29 (45.3%) 22 (48.8%) 7 (41.2%) 0.689
Others 3 (4.7%) 2 (4.3%) 1 (5.9%) 0.691
Biological inflammatory syndrome 88 (92.6%) 59 (92.2%) 29 (93.5%) 0.811
CRP¢ level (mg/L) 170.5 (141.7-199.3) 209.8 (174.4-245.3) 86.23 (52.7-119.8) <0.0001
WBC? (/mm’) 10,790 (9,985-11,600) 11,060 (10,140-11,970) 10,220 (8,538-11,910) 0.098
Neutrophil count (/mm’) 8,129 (7,338-8,921) 8,577 (7,706-9,448) 7,169 (5,492-8,846) 0,009
Management
Surgical treatment 83 (87.4%) 57 (89.1%) 26 (83.9%) 0.700
Antimicrobial treatment duration (weeks) 27.8 (23.5-32.0) 26.4 (21.2-31.7) 30.6 (22.8-38.4) 0.244
Outcome
Treatment failure linked with the same strain 21 (22.1%) 14 (21.9%) 7 (22.6%) 0.938

“ Bone and joint infection; * Charlson comorbidity index; © C-reactive protein; © White blood cell

Page 20 of 30

Results are presented as effective (%) and mean (95%CI) values. Comparisons between acute and chronic BJI were performed using a two-tailed

Fisher’s exact test or a Mann-Whitney U-test, as appropriate.
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Table 2. Distribution of the major MSSA clonal complexes regarding infection evolution delay and comparison of their capacities to

invade bone cells, induce cytotoxicity, and convert to an SCV phenotype.

cc? Total BJI” chronicity Internalization rate  LDH" release SCV* proportion Delta-toxin -
Acute BJI”  Chronic BJI”
CCs 18 (18.9%) 13 (20.3%) 5(16.1%) 214.9% (135.6-294.2)  77.2% (68.9-85.5)  3.0% (2.3-3.6) 6 (33.3%)
CC30 17 (17.9%) 10 (15.6%) 7 (22.6%) 169.6% (105.5-233.7)  84.5% (77.1-91.8)  4.5% (3.1-5.9) 1 (5.9%)
CC45 12 (12.6%) 10 (15.6%) 2 (6.5%) 279.6% (80.62-478.6)  97.2% (73.1-121.3)  3.0% (1.8-4.2) 1 (8.3%)
CC15 10 (10.5%) 8 (12.5%) 2 (6.5%) 185.8% (89.7-281.9)  94.2% (71.1-117.4) 2.0% (1.1-2.9) 3 (30%)
CC398 9(9.5%) 6 (9.4%) 3 (9.7%) 103.0% (71.0-135.0)  72.2% (57.6-86.9)  2.9% (1.7-4.0) 1(11.1%)
CC8 8 (8.4%) 3 (4.7%) 5(16.1%) 248.3% (110.7-385.8)  79.1% (58.4-99.7)  4.9% (2.2-7.6) 0 (0%)
CC25 6 (6.3) 4 (6.3%) 2 (6.5%) 170.6% (-16.8-358.0)  88.7% (48.5-129.0) 3.3% (1.2-5.4) 1 (16.7%)
Others 10 different CC with less than 5 strains each

“ Clonal complex; " Bone and joint infection; © Lactate dehydrogenase; © Small colony variant

Results are presented as effective (%) and mean (95%CI) values and are expressed relative to the results obtained with the 8325-4 reference

strain.

20



O©CoO~NOOPA,WN -

440

441

Clinical Microbiology and Infection

Page 22 of 30

Table 3. Distribution of virulence genes among acute and chronic bone and joint infection MSSA isolates and determinants of infection

chronicity.
Descriptive data Univariate analysis Multivariate analysis
Total Acute BJI® Chronic BJI* p OR (95%CD" p OR (95%CID" p
Sex (male) 60 (63.2%) 38 (59.4%) 22 (71.0%) 0.503 1.436 (0.582-3.546) 0.432
Age (year) 53.6 (49.6-57.6)  56.1 (51.3-60.8) 48.5(49.6-57.6)  0.105 0.984 (0.962-1.007) 0.175
Modified Charlson score 2.6(2.1-3.2) 2.9(2.2-3.6) 2.0 (1.1-2.9) 0.148 0.881 (0.737-1.053) 0.164
Internalization rate 1.000 (1.000-1.000) 0.101 1.000 (1.000-1.000) 0.244
LDH® release 1.000 (1.000-1.000) 0.235
scv! 1.000 (1.000-1.000) 0.875
Delta-toxin negative 2.832(0.920-8.715) 0.069 0.397 (0.708-8.112)  0.160
agr alleles 0.561 0.896 (0.525-1.532) 0.689
agrl1 42 (44.2%) 26 (40.6%) 16 (51.6%) 1.559 (0.658-3.696) 0.313
agr 11 29 (30.5%) 22 (34.4%) 7 (22.6%) 0.557 (0.207-1.495) 0.245
agr 111 23 (24.2%) 15 (23.4%) 8(25.8%) 1.136 (0.422-3.060) 0.801
agr 1V 1(1.1%) 1 (1.6%) 0 (0%) NC NC
Toxins
tst 16 (16.8%) 11 (17.2%) 5(16.1%) 1.000 0.927 (0.291-2.946) 0.897
enterotoxins
sea 17 (17.9%) 12 (18.8%) 5(16.1%) 1.000 0.833 (0.265-2.618) 0.755
seb 6 (6.3%) 4 (6.3%) 2 (6.5%) 1.000 1.034 (0.179-5.979) 0.970
sec 7 (7.4%) 7 (10.9%) 0 (0%) 0.092 NC NC
sed 8 (8.5%) 6 (9.4%) 2(6.7%) 1.000 0.690 (0.131-3.641) 0.662
see 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
seg 58 (61.7%) 41 (65.1%) 17 (54.8%) 0.373 0.652 (0.271-1.566) 0.338
she 10 (10.5%) 7 (10.9%) 3(9.7%) 1.000 0.872 (0.210-3.632) 0.851
sei 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.636 (0.265-1.527) 0.311
sej 7 (7.4%) 5(7.8%) 2 (6.5%) 1.000 0.814 (0.149-4.450) 0.812
sek 5(5.3%) 5(7.8%) 0 (0%) 0.169 NC NC
seL 7 (7.4%) 7 (10.9%) 0 (0%) 0.092 NC NC
sem 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.636 (0.265-1.527) 0.311
sen 58 (61.1%) 41 (64.1%) 17 (54.8%) 0.501 0.681 (0.285-1.630) 0.388
seo 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.636 (0.265-1.527) 0.311
seq 5(5.3%) 5(7.8%) 0 (0%) 0.169 NC NC
ser 7 (7.4%) 5(7.8%) 2 (6.5%) 1.000 0.814 (0.146-4.450) 0.812
seu 59 (62.1%) 42 (65.6%) 17 (54.8%) 0.369 0.636 (0.265-1.527) 0.311
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lukS-PV—lukF-PV (PVL) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
lukD—IukE 52 (54.7%) 34 (53.1%) 18 (58.1%) 0.668 1.222 (0.514-2.904) 0.650
lukM~IukF-PV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
lukX 62 (89.9%) 41 (93.2%) 21 (84.0%) 0.245 0.384 (0.079-1.877) 0.237
lukY 65 (68.4%) 43 (67.2%) 22 (71.0%) 0.816 1.194 (0.469-3.040) 0.710
Exfoliative toxins
eta 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
etb 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
etd 6 (6.3%) 4 (6.3%) 2 (6.5%) 1.000 1.034 (0.179-5.979) 0.970
HLB conv phages
sak 72 (75.8%) 48 (75.0%) 24 (77.4%) 1.000 1.143 (0.414-3.152) 0.796
chp 68 (71.6%) 48 (75.0%) 20 (64.5%) 0.336 0.606 (0.240-1.533) 0.290
scn 90 (94.7%) 61 (95.3%) 29 (93.5%) 0.660 0.713 (0.113-4.504) 0.719
Proteases
splA 52 (54.7%) 34 (53.1%) 18 (58.1%) 0.668 1.222 (0.514-2.904) 0.650
splB 52 (54.7%) 34 (53.1%) 18 (58.1%) 0.668 1.222 (0.514-2.904) 0.650
splE 48 (50.5%) 30 (46.9%) 18 (58.1%) 0.383 1.569 (0.660-3.731) 0.308
Superantigens
setC 65 (68.4%) 43 (67.2%) 22 (71.0%) 0.816 1.194 (0.469-3.040) 0.710
set6 94 (98.9%) 64 (100%) 30 (96.8%) 0.326 NC NC
ssi1 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ssl2 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ssi3 69 (72.6%) 45 (70.3%) 24 (77.4%) 0.624 1.448 (0.534-3.928) 0.468
ssl4 82 (94.3%) 55 (94.8%) 27 (93.1%) 1.000 0.736 (0.116-4.672) 0.745
ssl5 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ss16 23 (24.2%) 14 (21.9%) 9 (29.0%) 0.455 1.461 (0.551-3.877) 0.446
ssl7 94 (98.9%) 63 (98.4%) 31 (100%) 1.000 NC NC
ss18 54 (56.8%) 36 (56.3%) 18 (58.1%) 1.000 1.077 (0.452-2.564) 0.867
ss[9 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
ss/10 90 (100%) 61 (100%) 29 (100%) NC NC NC
ss/11 64 (69.6%) 43 (68.3%) 21 (72.4%) 0.809 1.221 (0.462-3.227) 0.687
Capsule and biofilm
associated genes
capl 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
caps 45 (47.4%) 28 (43.8%) 17 (54.8%) 0.382 1.561 (0.659-3.699) 0.312
cap8 50 (52.6%) 36 (56.3%) 14 (45.2%) 0.382 0.641 (0.270-1.518) 0.312
icaA 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
icaC 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
icaD 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
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bap 1 (1.1%) 0 (0%) 1 (3.2%) 0.326 NC NC
Adhesins (MSCRAMM )

bbp 87 (91.6%) 59 (92.2%) 28 (90.3%) 0.713 0.791 (0.176-3.546) 0.791
clfA 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
clfB 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
cna 41 (43.2%) 30 (46.9%) 11 (35.5%) 0.378 0.623 (0.257-1.510) 0.295
ebh 93 (97.9%) 63 (98.4%) 30 (96.8%) 0.548 0.476 (0.029-7.876) 0.604
ebpS 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
eno 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
fib 54 (56.8%) 36 (56.3%) 18 (58.1%) 1.000 1.077 (0.452-2.564) 0.867
fnbA 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
[fnbB 84 (88.4%) 56 (87.5%) 28 (90.3%) 1.000 1.333 (0.328-5.419) 0.688
map 92 (96.8%) 61 (95.3%) 31 (100%) 0.548 NC NC
sasG 45 (47.4%) 30 (46.9%) 15 (48.4%) 1.000 1.062 (0.450-2.507) 0.890
sdrC 94 (98.9%) 64 (100%) 30 (96.8%) 0.326 NC NC
sdrD 75 (78.9%) 54 (84.4%) 21 (67.7%) 0.105 0.389 (0.141-1.069) 0.067 0.365(0.128-1.038)  0.059
vwb 95 (100%) 64 (100%) 31 (100%) NC NC NC
isaB 50 (56.2%) 33 (55.0%) 17 (58.6%) 0.822 1.159 (0.473-2.843) 0.747
hsdS1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) NC NC NC
hsdS2 73 (76.8%) 50 (78.1%) 23 (74.2%) 0.796 0.805 (0.296-2.186) 0.670
hsdS3 60 (63.2%) 39 (60.9%) 21 (67.7%) 0.651 1.346 (0.545-3.328) 0.520
hysAl 94 (98.9%) 64 (100%) 30 (96.8%) 0.326 NC NC
hysA2 86 (90.5%) 56 (87.5%) 30 (96.8%) 0.263 4.286 (0.512-35.906)  0.180

“* Bone and joint infection; ” Odds ratio (95% confidence interval); © Lactate dehydrogenase; © Small colony variant; NC: Not calculable

Page 24 of 30

Results are expressed as effective values (%). For each virulence factor, strains with ambiguous detection were excluded from the denominator.

For comparison between acute and chronic BJI, p-values were calculated for each gene or allele using a two-tailed Fisher exact test.

Association with chronicity was assessed using a binary logistic regression analysis, including variables with p-values < 0.15 in the final

regression model.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Difference in interactions between human osteoblasts and methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) strains isolated from acute and chronic bone
and joint infections (BJI)

A: Internalization rate of MSSA isolates within human osteoblasts

B: Correlation between the internalization rate of MSSA clinical isolates and BJI evolution
delay

C: Cytotoxicity rate induced by human osteoblast infection by MSSA isolates

D: Proportion of phenotype switching to small colony variants (SCVs)

Human osteoblastic MG-63 cells were infected for 2 h with 95 MSSA clinical isolates
isolated from acute (i.e., time from symptom onset to microbiological diagnosis < 4 weeks;
n=64) and chronic (n=31) BJI. After 24 h, the internalized bacteria were quantified by plating
cell lysates, and infection-induced cytotoxicity was assessed by lactate dehydrogenase (LDH)
release into the cell culture supernatant; phenotype switching to SCVs was assessed by
counting colonies with areas smaller than 5-fold less of the median area measured for all
colonies. Each strain was evaluated in duplicate in a single experiment. LDH release and
intracellular bacterial counts are expressed relative to the results obtained with the 8325-4
reference strain. Comparisons between the acute and chronic BJI isolates were assessed using

the Mann-Whitney U-test.

Figure 2. Difference in biofilm formation by methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus (MSSA) strains isolated from acute and chronic bone and joint infections (BJI).
Each strain was co-cultured with microscopic magnetic beads. Every hour, a culture plate was

placed on a dedicated magnet support, which attracted the free beads to the center of the
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bottom of each well, forming a spot that was progressively attenuated while the beads were
embedded in the biofilm. The numeric analysis of the spot intensity allowed an estimation of
the proportion of biofilm formed by the proportion of immobilized beads. Each strain was
evaluated in triplicate in three independent experiments. Comparisons between acute and

chronic BJI isolates were assessed using the Mann-Whitney U-test.

Figure 3. Comparison of the major methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) bone and
joint infection (BJI) clones regarding their capacities to invade bone cells, induce
cytotoxicity, convert to a small colony variant (SCV) phenotype, and form biofilm.

A: Internalization rate of MSSA isolates within human osteoblasts

B: Correlation between the internalization rate of MSSA clinical isolates and BJI evolution
delay

C: Cytotoxicity rate induced by human osteoblast infection by MSSA isolates

D: Proportion of phenotype switching to SCVs

Clonal complex assignment was based on a DNA microarray analysis (Identibac S. aureus
genotyping®, Alere Technologies). Each strain was evaluated in duplicate in a single
experiment in the gentamicin protection assay and in triplicate in three independent
experiments in the biofilm formation assay. LDH release and intracellular bacterial counts are

expressed relative to the results obtained with the 8325-4 reference strain.

Figure 4. Osteoblast invasion, cytotoxicity, and small colony variant (SCV) intracellular
emergence of methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) bone and joint infection (BJI)
isolates regarding the bacterial production of delta-toxin

A: Internalization rate of MSSA isolates within human osteoblasts

B: Cytotoxicity rate induced by human osteoblast infection with MSSA isolates

25
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C: Proportion of phenotype switching to SCV's

D: Biofilm formation

Delta-toxin deficiency (delta-toxin -), as evaluated by MALDI-TOF spectrum analysis, was

considered to reflect accessory gene regulator (agr) dysfunction. Comparisons between the

delta-toxin + and - isolates were assessed using the Mann-Whitney U-test.
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Figure 1. Difference in interactions between human osteoblasts and methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus (MSSA) strains isolated from acute and chronic bone and joint infections (BJI)

A: Internalization rate of MSSA isolates within human osteoblasts

B: Correlation between the internalization rate of MSSA clinical isolates and BJI evolution delay

C: Cytotoxicity rate induced by human osteoblast infection by MSSA isolates
D: Proportion of phenotype switching to small colony variants (SCVs)

Human osteoblastic MG-63 cells were infected for 2 h with 95 MSSA clinical isolates isolated from acute (i.e.,
time from symptom onset to microbiological diagnosis < 4 weeks; n=64) and chronic (n=31) BJI. After 24
h, the internalized bacteria were quantified by plating cell lysates, and infection-induced cytotoxicity was
assessed by lactate dehydrogenase (LDH) release into the cell culture supernatant; phenotype switching to
SCVs was assessed by counting colonies with areas smaller than 5-fold less of the median area measured
for all colonies. Each strain was evaluated in duplicate in a single experiment. LDH release and intracellular
bacterial counts are expressed relative to the results obtained with the 8325-4 reference strain.
Comparisons between the acute and chronic BJI isolates were assessed using the Mann-Whitney U-test.
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Figure 2. Difference in biofilm formation by methicillin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) strains

isolated from acute and chronic bone and joint infections (BJI).

Each strain was co-cultured with microscopic magnetic beads. Every hour, a culture plate was placed on a
dedicated magnet support, which attracted the free beads to the center of the bottom of each well, forming
a spot that was progressively attenuated while the beads were embedded in the biofilm. The numeric
analysis of the spot intensity allowed an estimation of the proportion of biofilm formed by the proportion of
immobilized beads. Each strain was evaluated in triplicate in three independent experiments. Comparisons
between acute and chronic BJI isolates were assessed using the Mann-Whitney U-test.
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Figure 3. Comparison of the major methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) bone and joint infection (BJI)
clones regarding their capacities to invade bone cells, induce cytotoxicity, convert to a small colony variant

(SCV) phenotype, and form biofilm.
A: Internalization rate of MSSA isolates within human osteoblasts

B: Correlation between the internalization rate of MSSA clinical isolates and BJI evolution delay
C: Cytotoxicity rate induced by human osteoblast infection by MSSA isolates

D: Proportion of phenotype switching to SCVs

Clonal complex assignment was based on a DNA microarray analysis (Identibac S. aureus genotyping®,
Alere Technologies). Each strain was evaluated in duplicate in a single experiment in the gentamicin
protection assay and in triplicate in three independent experiments in the biofilm formation assay. LDH
release and intracellular bacterial counts are expressed relative to the results obtained with the 8325-4

reference strain.
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Figure 4. Osteoblast invasion, cytotoxicity, and small colony variant (SCV) intracellular emergence of
methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) bone and joint infection (BJI) isolates regarding the bacterial

production of delta-toxin
A: Internalization rate of MSSA isolates within human osteoblasts

B: Cytotoxicity rate induced by human osteoblast infection with MSSA isolates

C: Proportion of phenotype switching to SCVs
D: Biofilm formation

Delta-toxin deficiency (delta-toxin -), as evaluated by MALDI-TOF spectrum analysis, was considered to
reflect accessory gene regulator (agr) dysfunction. Comparisons between the delta-toxin + and - isolates

were assessed using the Mann-Whitney U-test.
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CINQUIEME PUBLICATION : Dual
impact of live Staphylococcus
aureus on osteoclast lineage,
leading to increased bone
resorption

Les IOA sont responsables de tres lourdes séquelles fonctionnelles a I'origine d’'une morbi-
mortalité importante, d’un surco(t médical et d’'un impact sociétal majeur (50% des patients
atteints d’IOA ne reprennent pas leur activité professionnelle). Ces séquelles sont
notamment imputables a la destruction osseuse progressive observée au site de I'infection.
Dans le cas d’une infection sur prothése, cette dégradation osseuse peut ainsi conduire a
son descellement. Dans ce contexte, il est apparu essentiel de mieux comprendre la
physiopathologie des IOA a S. aureus et les mécanismes menant aux lésions osseuses
observées lors de ces infections.

L'os est un tissu en constant remodelage, assuré par |'action coordonnée des ostéoblastes
(minéralisation osseuse) issus de la lignée mésenchymateuse, et des ostéoclastes (résorption
osseuse) issus de la lignée monocytes/macrophages. Si de nombreuses études se sont
penchées sur les interactions entre les bactéries et les ostéoblastes, I'impact direct de
S. aureus vivants sur les ostéoclastes, les seules cellules connues a ce jour étant capables de
résorber la matrice osseuse, n’a étonnement jamais été étudié. Outre leurs capacités de
résorption, les ostéoclastes jouent un réle majeur dans le contréle de l'infection et de
I'inflammation. En effet, ces cellules d’origine hématopoiétique proviennent de la fusion de
précurseurs appartenant a la lignée mono-macrophagique. Plusieurs équipes travaillant dans
le domaine de I'ostéo-immunologie ont démontré I'existence d’un lien entre le systéeme
immunitaire et les ostéoclastes. Non seulement parce que ces cellules spécialisées
conservent des marqueurs présents chez les monocytes/macrophages, mais surtout du fait
de l'existence d’une plasticité non suspectée entre le systeme immunitaire et les
ostéoclastes. En effet, les cellules dendritriques sont capables de se redifferencier en
précurseurs pouvant fusionner pour donner naissance a des osteoclastes matures. Enfin, ces
derniers ont des capacités phagocytaires et de présentation d’antigene. Toutes ces
propriétés font des ostéoclastes une cellule prépondérante dans le controle de l'infection et
le maintien de la masse osseuse dans les infections ostéo-articlaires.
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Sachant que S. aureus est le principal agent étiologique responsable d’lIOA, qu’il est associé a
une dégradation osseuse locale particulierement importante, et que les ostéoclastes sont
responsables de la résorption osseuse, |'objectif de ce projet a été d’explorer I'induction de
I'ostéolyse et la stimulation des ostéoclastes directement par S. aureus.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons développé un modele in vitro d’infection de cellules
ostéoclastiques murines primaires a différentes phases de leur différenciation. Les
précurseurs ont été obtenus a partir de moélle osseuse de souris C57/BI6, puis cultivés en
présence de cytokines ayant des propriétés ostéoclastogéniques (RANKL et M-CSF) afin
d’induire leur différenciation en ostéoclastes matures. Deux souches de staphylocoques ont
été utilisées, une souche de laboratoire 8325-4 et son mutant isogénique DU5883 délété
pour le géne fnb codant la protéine FnBP (indispensable pour l'internalisation de S. aureus
dans les ostéoblastes) dans le but d’identifier les mécanismes d’adhésion et d’internalisation
de S. aureus dans les ostéoclastes.

Apres infection des précurseurs, les résultats ont montré une inhibition de
I’ostéoclastogénése par S. aureus. Pour comprendre les mécanismes d’inhibition, les mémes
expériences ont été réalisées avec des billes de latex d’une taille identique a celle des
staphylocoques (0.5 et 2um) ou avec des staphylocoques tués par la chaleur. Les billes
n’inhibaient pas I'ostéoclastogénése ce qui suggere que l'inhibition de la différentiation
ostéoclastogénique n’est pas due a un effet particulaire. La culture des précurseurs avec du
surnageants de staphylocoques et l'infection des précurseurs avec les bactéries mortes
induisaient une inhibition partiellement I'ostéoclastogénése. La combinaison de ces données
indique que l'inhibition de l'ostéoclastogénése par S. aureus est principalement due a
I'action des bactéries vivantes. La quantification des bactéries internalisées par étalement
des lysats cellulaires sur gélose a montré que les staphylocoques sont capables d’étre
internalisés par les progéniteurs d’'une maniere indépendante de la présence de la protéine
FnBP, suggérant un mécanisme d’internalisation de S. aureus dans les ostéoclastes différent
de celui des ostéoblastes. L'identification de la nature des cellules issues du blocage de
I'ostéoclastogénese des précurseurs par S. aureus, a été réalisée par immunophénotypage
(identification des marqueurs membranaires par cytométrie en flux) et par caractérisation
du profil de sécrétion cytokinique (Luminex). Ces cellules expriment a leur surface les
marqueurs F4/80 et CD11b, caractéristiques de la population macrophagique et sécretent
des cytokines pro-inflammatoires telles que MIP-1 et MCP-1.

Comme détaillé dans la revue bibliographique, la naissance de I'ostéo-immunologie a prouvé
la relation tres étroite entre les cellules osseuses et le systeme immunitaire. Plusieurs
équipes ont démontré le caractére pro-ostéoclastogénique de certaines cytokines. Nous
avons ainsi voulu testé I'impact de la sécrétion cytokinique mis en évidence dans notre
modele. Nos résultats laissent penser qu’en s’orientant vers une différentiation
macrophagique et en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires, ces précurseurs infectés
recrutent des précurseurs non-infectés capables de se différentier en ostéoclastes matures.
Ces données suggérent que, par un mécanisme indirect, le staphylocoque pourrait étre
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responsable de I'inflammation locale et de 'augmentation de la résorption osseuse médiée
par les ostéoclastes matures non infectés.

A l'inverse, les résultats que nous avons obtenus apres infection par S. aureus des
ostéoclastes différenciés, indiquent que l'infection des ostéoclastes matures conduit a un
phénotype cellulaire inhabituel de type ”“gigantocellulaire”. La mesure des aires cellulaires et
du nombre de noyaux par ostéoclaste aprés marquage fluorescent de I'actine et des noyaux
a permis de montrer que les ostéoclastes infectés possédait une taille plus importante et un
nombre de noyaux plus important que les mémes cellules non infectées. Ceci suggere que
I'infection module les capacités de fusion des ostéoclastes. Par ailleurs, 'activité de
résorption osseuse des ostéoclastes matures infectés a été mesurée en évaluant la surface
de résorption dans un modele ex vivo dans lequel les ostéoclastes matures infectés et non
infectés ont été cultivés sur une matrice minérale composée d’hydroxyapatite (principal
composant de la matrice osseuse). Cette activité était 2.5 fois plus importante 72h apres
infection des ostéoclastes matures par rapport aux cellules non infectées. Comme
précedemment, les mémes résultats sont observés avec les deux souches de S. aureus (+/-
fnb) démontrant ainsi que la protéine FNBP n’est pas impliquée dans les interactions entre
staphylocoques et ostéoclastes.

Nos résultats suggérent que les staphylocoques par un mécanisme direct sur les ostéoclastes
matures et indirect via le blocage de I'ostéoclastogenese et la différentiation des précurseurs
en macrophages activés, sont capables d’augmenter la capacité de résorption osseuse.
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Background. Bone and joint infection, mainly caused by Staphylococcus aureus, is associated with significant
morbidity and mortality, characterized by severe inflammation and progressive bone destruction. Studies mostly fo-
cused on the interaction between S. aureus and osteoblasts, the bone matrix—forming cells, while interactions be-
tween S. aureus and osteoclasts, the only cells known to be able to degrade bone, have been poorly explored.

Methods. We developed an in vitro infection model of primary murine osteoclasts to study the direct impact of
live S. aureus on osteoclastogenesis and osteoclast resorption activity.

Results.  Staphylococcal infection of bone marrow-derived osteoclast precursors induced their differentiation
into activated macrophages that actively secreted proinflammatory cytokines. These cytokines enhanced the bone
resorption capacity of uninfected mature osteoclasts and promoted osteoclastogenesis of the uninfected precursors
at the site of infection. Moreover, infection of mature osteoclasts by live S. aureus directly enhanced their ability to

resorb bone by promoting cellular fusion.

Conclusions. Our results highlighted two complementary mechanisms involved in bone loss during bone and
joint infection, suggesting that osteoclasts could be a pivotal target for limiting bone destruction.

Keywords. Osteoclastogenesis; bone and joint infections; Staphylococcus aureus; resorption.

Bone is a mineralized tissue that is constantly remod-
eled under the simultaneous, coordinated action of 3
cell types: the bone matrix-resorbing osteoclasts, the
bone matrix-forming osteoblasts, and osteocytes em-
bedded in the mineralized bone matrix [1]. This physi-
ological process is tightly regulated and crucial to
maintaining a constant bone mass in adults. This bal-
ance, however, can be impaired to favor resorption in
pathological conditions, such as osteoporosis or bone
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and joint infection (BJI). Staphylococcus aureus is the
leading cause of BJTs, such as osteomyelitis or prosthetic
joint infections [2-4]. Clinical observations pinpoint
that such staphylococcal infection leads to the local re-
cruitment of immune cells and is marked by progressive
bone loss [5].

Numerous studies have investigated the direct impact
of S. aureus on osteoblasts [6]. It is now clear that this
microorganism is able to adhere to, become internal-
ized by, and intracellularly survive in and/or induce
cell death of osteoblasts, depending on its virulence fac-
tor equipment [7, 8]. The role of microbial surface com-
ponents that recognize adhesive matrix molecules has
been explored. For instance, the bacterial fibronectin-
binding proteins (FnBPs) are necessary and sufficient
for the internalization of S. aureus in osteoblasts
through their interaction with integrin oy p; [9, 10].
Claro et al have also recently demonstrated that S. aureus
protein A can bind directly to preosteoblastic cells via
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tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR-1), resulting in osteo-
blast apoptosis, which prevents new bone formation [11-13].
Moreover, the interaction between S. aureus and osteoblasts
promotes the secretion of osteoclastic cytokines such as receptor
activator of NFk-B ligand (RANK-L), which enhances osteo-
clastogenesis. Similarly, Sanchez et al have shown that soluble
factors that are present in the S. aureus biofilm formed on pros-
thetic materials are able to increase RANK-L expression and
affect bone formation and bone resorption related to the inhi-
bition of osteoblastic differentiation [14]. Furthermore, using a
murine model of S. aureus osteomyelitis, Cassat et al recently
showed that infected femurs lost approximately 10%-20% of
their total cortical volume near the infectious focus, and they
allocated the responsibility of this bone loss exclusively to the
impact of the bacteria on osteoblastic cells [15].

Surprisingly, the direct impact of S. aureus on osteoclasts,
which are the only cells known to be able to degrade bone,
has not been extensively explored. Mature osteoclasts are
large, multinucleated cells that are generated from the fusion
of precursors belonging to the monocyte/macrophage lineage.
These cells form an actin-rich sealing zone that delimits the re-
sorption lacuna and into which H" protons and multiple prote-
ases are secreted. The fast-growing field of osteoimmunology
[16, 17] has demonstrated an unsuspected link between the im-
mune system and osteoclasts. For instance, osteoclasts share
conserved signaling pathways with monocytes/macrophages;
they are antigen-presenting cells [18]. We and others have
shown that dendritic cells are able to transdifferentiate and
fuse to give rise to mature resorbing osteoclasts [19, 20].
These cellular properties suggest that osteoclasts might play a
major role in staphylococcal BJI in the local bone resorption,
as well as in the control of inflammation. Nevertheless, the
very few studies that have explored the direct interaction be-
tween S. aureus and osteoclasts have only tested staphylococcal
extracts (so-called surface-associated material) or specific,
purified staphylococcal components, such as lipoteichoic
acid [21]. The results from these studies are divergent and de-
pend upon the protocols used [22, 23]. For instance, Kim et al
demonstrated that bacterial lipopeptides enhanced osteoclast
differentiation, whereas Yang et al showed that staphylococcal
lipoteichoic acid inhibited osteoclastogenesis [24]. These
conflicting data suggest that the impact of staphylococci on os-
teoclastogenesis cannot be evaluated only through one bacte-
rial protein or inactivated staphylococci. Indeed, damages
induced by S. aureus on eukaryotic cells are caused by a com-
bination of virulence factors. This led us to investigate the di-
rect and global impact of live S. aureus on osteoclastogenesis
and resorption activity, using an in vitro infection model of
precursors and mature osteoclasts. Our results describe 2 com-
plementary mechanisms suggesting that live S. aureus indi-
rectly and directly enhances bone resorption mediated by
osteoclasts.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains

The methicillin- and gentamicin-susceptible S. aureus reference
strain 8325-4 and its mutant DU5883 deleted for fnbA/B genes,
were generous gifts from Tim Foster [25]. S. aureus strain 6850
(53 657; ATCC, Manassas, VA) was also used. For specific ex-
periments, heat-killed bacteria were prepared by exposing bac-
teria to a temperature of 95°C for 20 minutes.

Infection of Osteoclasts by S. aureus

Mice were maintained in our animal facility and cared for in ac-
cordance with French laws. All animal work was approved by
the Direction Départementale des Services Vétérinaires (French
national agreement B691230303).

Murine primary bone marrow precursors were differentiated
into osteoclasts using macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF) and RANK-L as described elsewhere [26]. Osteoclast
precursors and mature osteoclasts were infected (for 2 hours at
37°C) at a multiplicity of infection (MOI) of 10:1 to allow the
adhesion and internalization of bacteria. Then, as previously de-
scribed, we used the gentamicin protection assay for selection of
intracellular S. aureus [27].

Flow Cytometric Analysis of Mononuclear Tartrate-Resistant
Acid Phosphatase (TRAP)-Negative Cells

The characterization of TRAP-negative mononuclear cells ob-
tained after infection of precursors was based on (1) membrane
marker identification and (2) cytokine release profiling. Briefly,
the cells were labeled with a combination of antibodies to
CDI11b (N418, ebiosciences, Paris, France), LY6C (AL21,
BD Biosciences, San Jose, CA), LY6G (1AB, BD Biosciences),
and F4/80 (BMS, ebiosciences) immediately after bone marrow
extraction, 4 or 10 days after infection in presence of M-CSF
with or without RANK-L. Controls were also realized with
uninfected cells. Flow cytometry acquisition was performed
using a LSRII flow cytometer (BD Biosciences), and analysis
was performed using FlowJo Software (Tree Star, Stanford,
CA). In addition, secretion of cytokines/chemokines was mea-
sured in cell-culture supernatants, using a Luminex analyzer
(Luminex, Austin, TX) and Mouse Cytokine 23-plex Panel
Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) according to the man-
ufacturer’s recommendations.

Cell Staining, Microscopy, and Quantification

To investigate the impact of S. aureus infection on osteoclast
fusion, the cell surface area and number of nuclei per mature
osteoclast were analyzed using immunofluorescence labeling
(Supplementary Materials).

Bone Resorption Assays

Murine bone marrow precursors were differentiated into osteo-
clasts for 5 days on a mineralized matrix (OsteoCorning, Corn-
ing, MA) with M-CSF and RANK-L. Then, mature osteoclasts
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were infected by S. aureus as described above. Seventy-two
hours after infection, the cells were lysed by osmotic shock,
and OsteoCorning Assay plates were stained with phosphate-
buffered saline/5% silver nitrate (Sigma-Aldrich) to quantify
resorption, using a Leica DMI6000 microscope (Nanterre,
France) and Fiji software [26].

Statistical Analysis

Comparisons of the medians of the quantitative data were
performed using nonparametric Mann-Whitney tests (XLStat
software v7.5.2; Addinsoft, Paris, France). The significance
threshold was set at 0.05.

RESULTS

S. aureus Is Internalized Into Precursors and Mature
Osteoclasts Independently of the Presence of FnBP

Bone marrow-derived osteoclast precursors and mature osteo-
clasts were infected with 2 strains of live S. aureus, 8325-4 and

DU5883 (Afnb), to evaluate whether the infection mechanisms
were similar to those involving osteoblasts, in which endocyto-
sis of the bacteria occurred after the FnBP—oy, B, integrin inter-
action. Then, intracellular bacteria were counted 3, 24, 48, or 72
hours after infection. The results were expressed as percentages
of inoculum. Three hours after infection, the mean internaliza-
tion rates (£SD) of the 8325-4 and DU5883 strains in the
precursor cells were 0.53% + 0.16% and 0.78% + 0.43%, respec-
tively, and decreased gradually over time (Figure 1A). In com-
parison, the rate of internalization was 18-fold higher in mature
osteoclasts than in precursor cells (mean + SD, 13.33% £ 9.12%
and 16.54% + 8.57% for 8325-4 and DU5883, respectively) (Fig-
ure 1B). However, the bacteria were cleared as efficiently as in
the precursors in <72 hours. These results were confirmed by
microscopic evaluation showing that S. aureus organisms
were adherent on and internalized into mature osteoclasts (Fig-
ure 1C and 1D, respectively). Taken together, these data showed
that live S. aureus could be efficiently internalized into osteo-
clast precursors or mature osteoclasts, but not at the same
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Figure 1. Live Staphylococcus aureus binds to and is internalized by bone marrow—derived cells and mature osteoclasts. Murine bone marrow precursors
(A) or mature osteoclasts (B) were infected with S. aureus reference strain 8325-4 for 2 hours at a multiplicity of infection of 10:1. Cell invasion was
quantified using a gentamicin protection assay at 3, 24, 48 and 72 hours after infection of the osteoclast precursors (A) or mature osteoclasts (B). The
mean number ( + SD) of colony-forming units per well was expressed as a percentage of the inoculum and was derived from 3 independent experiments in
duplicate. After infection, microscopic evaluation showed that S. aureus was able to adhere to (C) and be internalized by (D) mature osteoclasts. For the
adhesion assay, extracellular bacteria (closed arrow), 2 hours post-infection, were labeled using the membrane-impermeable fluorochrome vancomycin-
Bodipy FL (green; C). For the invasion assay, performed 2 hours after infection, extracellular bacteria were disrupted by lysostaphin treatment (for 1 hour at
37°C), the cells were permeabilized, and intracellular bacteria (open arrow) were labeled with VBFL (D). The actin cytoskeleton of the cells was counter-
stained with phalloidin (red), and nuclei were stained with Hoechst (blue). Bars represent 10 pm.
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rate. In contrast to osteoblast, the S. aureus—uptake mechanism
in osteoclasts is independent of FnBP.

Live S. aureus Infection Inhibits Osteoclastogenesis

We then evaluated whether bacterial infection of the precursors
could impact osteoclastogenesis. Freshly isolated murine bone
marrow cells were cultured in control conditions or in the pres-
ence of live 8325-4 or DU5883 S. aureus for 2 hours. The cells
were then grown with M-CSF and RANK-L to induce osteoclast
differentiation. Four days later, multinucleated, TRAP-positive
osteoclasts were formed in the control, uninfected conditions
(Figure 2A). In contrast, after internalization of live 8325-4
or DU5883 S. aureus into the precursors, only a mean (+SD)
of 4.42% + 3.64% and 3.25% * 2.88% of the cells, respectively,
were multinucleated and TRAP positive, compared with

uninfected cells (control, 100% [P <.0001]; Figure 2B and
2C). Again, this dramatic osteoclastogenesis inhibition was in-
dependent of FnBP expression. Because strain 8325-4 is an rsbU
mutant that expresses high levels of hemolysins and proteases,
we also tested whether osteoclastogenesis inhibition was also
observed with S. aureus harboring wild-type rsbU. Use of
live 6850 S. aureus again revealed that only a mean (+SD) of
3.35% + 1.91% of the cells were multinucleated and TRAP pos-
itive. Of note, cell viability, as measured by an MTT-based
cytotoxicity assay (Supplementary Materials), was not signifi-
cantly changed in any of the subgroups (data not shown),
which demonstrated that the S. aureus inhibition of osteoclasto-
genesis was not associated with a cytotoxic effect of the infection.

Because culturing of bone marrow-derived osteoclast precur-
sors with nonbiological particles has been reported to inhibit
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Infection of bone marrow cells by live Staphylococcus aureus inhibits osteoclastogenesis. Murine bone marrow—derived osteoclast precursors

were infected by different S. aureus strains (multiplicity of infection [MOI], 10:1) and grown in the presence of macrophage colony-stimulating factor and
receptor activator of NFxk-B ligand. After 4 days in culture, the cells were fixed and stained for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity. A, In the
absence of infection, all cells were multinucleated giant and TRAP-positive cells (arrow). B, After infection with the 8325-4 strain, few cells appeared to be
TRAP positive, and no multinucleated giant cells were formed. C, Osteoclast precursors were either uninfected, either put in contact for two hours with live
6850 strain, or 8325-4 strain, or its isogenic mutant fnb-negative, DU5883, or heat-killed 8325-4 strain or supernatant of 8325-4 strain. Multinucleated TRAP-
positive cells were then quantified 96 post-infection. O, Multinucleated, TRAP-positive cells were quantified 96 hours after osteoclast precursors were incu-
bated for 2 hours with latex beads of 2 or 0.75 pm in diameter (MOI, 10:1). Horizontal bars denote means of multinucleated, TRAP-positive cells obtained 96
hours after infection (C and D). Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney test. ***P<.001 and **P<.01. Abbreviation: NS, not significant.
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Figure 3. Mononuclear, tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP}-negative cells obtained after Staphylococcus aureus infection of precursor cells are
inflammatory macrophages. A, Bone marrow—derived osteoclast precursors of C57/B1/6J mice were either uninfected or infected for 2 hours with the S.
aureus 8325-4 strain. The precursors were then grown in presence of macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) alone to differentiate into macrophages
or in the presence of M-CSF and receptor activator of NFi-B ligand (RANK-L) to induce osteoclast differentiation. The cells were fixed after bone marrow
extraction (day 0) or after 4 or 10 days of differentiation to analyze the expression levels of membrane markers (F4/80, CD11b, Ly6C, and Ly6G) by flow
cytometry. B, To identify the cytokine-release profiles, osteoclast precursors were infected with live or heat-killed S. aureus 8325-4 (multiplicity of infection,
10:1) 24 hours after extraction and cultivated in the presence of M-CSF and RANK-L. The supernatants were collected 4 days later, and the cytokine levels in
the cell culture supernatants were quantified using the Luminex assay. The data represent 1 experiment that was performed in triplicate and is represen-
tative of the 2 other experiments. Cytokine release in cells infected with live S. aureus 8325-4 was significantly higher than in cells infected with heat-killed
S. aureus 8325-4; cytokine release in S. aureus—infected cells (live or heat killed) was also higher than in noninfected cells (P< .05 for all pairwise dif-
ferences with respect to each tested cytokine). Abbreviations: G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor; IL-12p40, interleukin 12p40; MCP-1, monocyte
chemotactic protein 1; MIP-1a, macrophage inflammatory protein 1o; MIP-18, macrophage inflammatory protein 18; KC, keratinocyte chemoattractant;
RANTES, regulated on activation, normal T cell expressed and secreted.

osteoclastogenesis [28, 29], we tested whether, in our model, the
live S. aureus impact was due to an effect of particulates or was
due to the activity of the live bacteria. For that purpose, using
the same protocol used with live S. aureus, osteoclast precursors
were grown for 2 hours in the presence of either latex beads
within the size range of staphylococci (0.5 and 2 um; Life
Technologies, Carlsbad, CA) or heat-inactivated S. aureus or

supernatant of S. aureus 8325-4. The results in Figure 2C
show that supernatant or heat-killed staphylococci only partial-
ly inhibited osteoclastogenesis (mean + SD, 81% + 24.22 and
61% =+ 23.33 of TRAP-positive cells respectively) compared
with uninfected cells (100%). Conversely, in similar conditions,
latex beads did not significantly affect osteoclastogenesis (Fig-
ure 2D). Altogether, these data demonstrated that infection of
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bone marrow precursors by live S. aureus dramatically inhibited
osteoclastogenesis.

S. aureus Infection of Osteoclast Precursors Promotes

Their Differentiation Into Macrophages That Secrete
Proinflammatory Cytokines

Because osteoclasts are derived from the monocyte/macrophage
pathway, we hypothesized that the infected, adherent, mononu-
cleated, TRAP-negative cells obtained after infection of osteo-
clast precursors were macrophages. To test this hypothesis, we
analyzed the cell surface markers (CD11b, Ly6C, Ly6G, and F4/
80) of (1) uninfected bone marrow cells that were differentiated
into macrophages with M-CSF alone, (2) S. aureus-infected
bone marrow cells that were differentiated into macrophages
with M-CSF alone, and (3) S. aureus—-infected bone marrow
cells that were cultured in the presence of RANK-L and
M-CSF, which classically allows for differentiation of bone
marrow cells into osteoclasts. TRAP-negative cells, which
were present 4 and 10 days after infection and RANK-L/
M-CSF induction, displayed a marker profile that included
high-level expression of Ly6C, CD11b, and F4/80 similar to
those of uninfected precursors or S. aureus—infected precursors
that were differentiated in macrophages by using M-CSF alone
(Figure 3A). These findings suggested that after S. aureus

infection, bone marrow-derived osteoclast precursors were no
longer able to differentiate into osteoclasts, even in the presence
of pro-osteoclastic cytokines (M-CSF/RANK-L), but differenti-
ated into macrophages (Figure 3A).

We then determined whether these S. aureus-infected mac-
rophages were activated macrophages and exhibited a modified
cytokine profile. Measurement of the cytokines/chemokines se-
cretions by use of Luminex revealed that among the tested
cytokines (interleukin (IL) 1o [IL-1e], IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p40, IL12-p70, IL-13, IL-17,
eotax in, granulocyte macrophage colony-stimulating factor
[G-CSF], interferon v, keratinocyte chemoattractant [KC], mac-
rophage inflammatory protein 1 oo [MIP-1a], MIP-1, regulated
on activation, normal T cell expressed and secreted, [RANTES]
and tumor necrosis factor o), steady-state uninfected osteoclasts
secreted mostly monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1).
Their profiles matched those that were obtained with osteoclasts
whose precursors had been exposed to heat-killed S. aureus for
2 hours (Figure 3B). In contrast, macrophages obtained from
precursors that had been cocultured with live S. aureus for 2
hours secreted quantitatively more proinflammatory cytokines,
especially RANTES, MIP-1a, MIP-1B, G-CSF, KC, IL12p40,
and MCP-1 (Figure 3B). Such a cytokine profile is classically
found in activated macrophages.
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Figure 4. Infected precursors release pro-osteoclastogenic factors. Bone marrow precursors, either infected or uninfected, were grown with receptor
activator of NFi-B ligand (RANK-L) and macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). Supernatant was collected 4 days after infection and used as con-
ditioned medium. New, bone marrow—derived osteoclast precursors were then grown in regular culture medium in the presence of M-CSF plus RANK-L, and
conditioned medium was added at either a 25% or 50% concentration. After 4 days in the presence of conditioned medium, the number of tartrate-resistant
acid phosphatase (TRAP)—positive, multinucleated osteoclasts was determined for each condition. The results are expressed as the percentage of TRAP-
positive osteoclasts that were obtained in the presence of infected-conditioned medium versus the percentage of TRAP-positive osteoclasts obtained in the
presence of uninfected-conditioned medium (100%). Horizontal bars denote means derived from 3 experiments realized in triplicate. Statistical analyses

were performed using the Mann—Whitney test. *P<.05.
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Figure 5. Live Staphylococcus aureus infection of osteoclasts enhances fusion. Bone marrow—derived mature osteoclasts, which were obtained after 5
days of differentiation with receptor activator of NF«-B ligand and macrophage colony-stimulating factor, were infected by the S. aureus 8325-4 strain. After
72 hours of culture, uninfected (A and B) and S. aureus—infected osteoclasts (C and D) were stained with Hoechst (blue) and phalloidin that was coupled
with Alexa 488 (green). Panels B and D are magnifications of the images in panels A and C, respectively. Bars represent 1000 pm. Area (£) and nuclei (F)
measurements in multinucleated osteoclasts (arrow) were performed using Fiji software. Horizontal bars denote means derived from 3 independent ex-
periments in triplicate. Statistical analyses were performed using the Mann—Whitney test. **P< .01 and *P<.05.

Results indicated that S. aureus infection of bone marrow
precursors blocks osteoclastogenesis but promotes their differ-
entiation into macrophages, which secrete a panel of proinflam-
matory cytokines.

Proinflammatory Cytokines Secreted by Macrophages

Promote Osteoclastogenesis

Because it is known that proinflammatory cytokines facilitate
osteoclastogenesis, we determined whether the cytokine panel
secreted by live S. aureus—infected macrophages could enhance
osteoclastogenesis. Bone marrow precursors, either infected or
uninfected, were grown with RANK-L and M-CSF. Supernatant
was collected 4 days after infection and used as conditioned me-
dium (at 25% or 50% concentration with complete culture me-
dium) for osteoclast precursor culturing. After 4 days in the
presence of conditioned medium, the number of mature osteo-
clasts recovered from the infected cells was 1.49- and 1.66-fold
higher in the presence of 50% and 25% of supernatant, respec-
tively, than in the presence of the same proportions of superna-
tant recovered from uninfected cells (P = .05 for both; Figure 4).
These data demonstrated the pro-osteoclastogenic properties of

the proinflammatory cytokines secreted by TRAP-negative, live
S. aureus—infected macrophages.

Together, these results showed that infection of bone mar-
row-derived osteoclast precursors by live S. aureus directly
blocks osteoclastogenesis but has an indirect effect on osteoclas-
togenesis through the release of proinflammatory cytokines.

Infection of Mature Osteoclasts by Live S. aureus Induces
Fusion and Enhances Bone Resorption Capacities

We then decided to evaluate the impact of staphylococcal infec-
tion on mature osteoclasts.

Imaging analyses, after labeling of nuclei and actin, showed
that in the infected wells, the mature osteoclasts contained
twice more nuclei (mean + SD, 15.75 +4.19 vs 8.48 + 4.59/mul-
tinucleated osteoclast; P=.012) and had a cellular area 4-fold
greater, compared with findings in uninfected wells (mean
+SD, 20 010 + 5966 vs 6766 + 6390 um?*/multinucleated osteo-
clast [P =.005]; Figure 5). The number of multinucleated oste-
oclasts was 4.2-fold higher in the infected wells than in the
uninfected wells (mean (+SD), 225 + 128 vs 53 + 23 multi-
nucleated osteoclasts/well, respectively; P <.001). These data
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Figure 6.  Staphylococcus aureus enhances bone resorption mediated by mature osteoclasts. Bone marrow—derived precursors were differentiated into
osteoclasts for 6 days on a mineralized OsteoCorning matrix in the presence of receptor activator of NFk-B ligand and macrophage colony-stimulating factor.
Then, the differentiated osteoclasts were infected for 2 hours by live S. aureus 8325-4 or its isogenic mutant DU5883 (AfnbA/B). After 72 hours of culture,
the osteocorning matrices were stained with 5% silver nitrate to measure the resorbed area (arrow). The percentages of matrix that were resorbed by
uninfected (4) or S. aureus—infected (B) osteoclasts were measured using the Fiji software. Bars represent 100 ym (A and B). Horizontal bars denote
means of the percentages of the resorbed area per well derived from 3 independent experiments in triplicate (C). Statistical analyses were performed

using the Mann—Whitney test. ***P<.001 and **P<.01.

suggested that S. aureus infection increased fusion events and
led us to determine whether these cellular modifications had
any impact on bone resorption capacities.

To evaluate the effect of infection on bone resorption,
S. aureus—infected mature osteoclasts were cultured on a hy-
droxyapatite matrix. The mean resorbed area (+SD) by cells
infected with 8325-4 or DU5883 was 2.93 +1.78-fold and
3.35 + 2.8-fold higher, respectively, than the resorbed area in
uninfected wells (P <.01 for both; Figure 6). These results high-
lighted that independent of the presence of FnBP, S. aureus in-
fection increased the capacity of resorption of osteoclasts.

DISCUSSION

Using an in vitro model to study the interaction between live
S. aureus and osteoclasts, we described 2 complementary mech-
anisms that could contribute to bone loss during BJI (Figure 7).
First, infection of osteoclast precursors hijacked their differenti-
ation toward activated macrophages, which actively secrete
proinflammatory cytokines. These cytokines are able to subse-
quently enhance the bone resorption capacity of uninfected ma-
ture osteoclasts and may promote the migration and
osteoclastogenesis of new, uninfected precursors to the site of
infection. Second, infection of mature osteoclasts by S. aureus
directly enhances their ability for bone resorption.

In the literature, all published studies used synthetic bacterial
proteins, inactivated S. aureus, or Toll-like receptor ligands to
investigate the impact of S. aureus on osteoclasts and obtained
divergent results [21-24]. These conflicting results revealed that

the interaction of S. aureus and host cells is more complex than
the simple extracellular interactions of isolated staphylococcal
proteins with the host cell membrane. Here, we used short-
term infections of osteoclasts (precursors and mature) by
live S. aureus to take into account the global impact of this
bacterium, including the influence of staphylococcal surface-
expressed components and secretome. The 2 strains, 8325-4
and its isogenic mutant DU5883 (Afnb), were internalized at
the same rate, suggesting that the infection mechanisms were
different from that for osteoblasts, which involves the endocyto-
sis of the bacteria after the FnBP-ayf; integrin interaction. We
hypothesized that the internalization mechanisms could be
phagocytosis due to the phagocytic properties of osteoclasts
[30]. Future studies are needed to identify the mechanisms in-
volved. This infection of bone marrow-derived osteoclast pre-
cursors has a direct inhibitory effect on osteoclastogenesis.
Contrary to live S. aureus, our results showed that short expo-
sure to latex beads did not affect osteoclastogenesis and that
heat-killed S. aureus or supernatant of S. aureus coculture
only partially inhibited osteoclastic differentiation. Collectively,
these results demonstrate that live S. aureus plays a major role in
the inhibition of osteoclastogenesis of bone marrow-derived os-
teoclast precursors. Nevertheless, other osteoclast progenitors
are found, notably in hematopoietic tissues, as well as in the
bloodstream [31]. Others experiments, such as those involving
spleen cells, are needed to confirm that S. aureus can also inhibit
osteoclastogenesis from other progenitors.

Additionally, we have shown that infection of osteoclast pre-
cursors with staphylococci redirected their differentiation from
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Figure 7. Schematic representation of the impact of Staphylococcus aureus on bone degradation. In physiological conditions, mature osteoclasts are
large, multinucleated cells that are generated from the fusion of precursors belonging to the monocyte/macrophage lineage. In S. aureus bone and joint
infection, using an in vitro infection model, we described 2 complementary mechanisms that could contribute to bone loss during bone and joint infection. In
the first mechanism, infection of osteoclast precursors hijacked their differentiation toward activated macrophages, which actively secrete proinflammatory
cytokines. These cytokines are able to subsequently enhance the bone resorption capacity of uninfected mature osteoclasts and may promote the migration
and osteoclastogenesis of new, uninfected precursors to the site of infection. In the second, infection of mature osteoclasts by S. aureus directly enhances
their ability for bone resorption. Abbreviations: M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; RANK-L, receptor activator of NFk-B ligand.

mature osteoclasts to macrophages. Moreover, these results are
in accordance with previous studies indicating the existence of
plasticity between the immune system and osteoclasts. We have
also showed that these newly differentiated macrophages secrete
high levels of proinflammatory chemokines that act as pro-
osteoclastogenic factors. These cytokines, especially MIP-1o
and MCP-1, are known to enhance the capacity of uninfected
mature osteoclasts for bone resorption [32-37]. Thus, our re-
sults combined with those of previous studies, suggest that S.
aureus infection of osteoclast precursors has an indirect effect
on bone resorption via the hijacking of differentiation and the
secretion of proinflammatory cytokines.

We also showed that direct S. aureus infection of mature os-
teoclasts increases the fusion of osteoclasts and bone resorption
capacity. It is well documented that in pathological situations

of bone loss, such as inflammatory arthritis or Paget disease,
large, highly nucleated osteoclasts predominate in areas of ex-
cessive resorption. This phenomenon has led several teams to
investigate the relationship between osteoclast size and resorp-
tive activity [38-41]. They demonstrated that large osteoclasts
resorbed significantly more efficiently than smaller cells,
which suggested that large osteoclasts that were recovered
after S. aureus infection were likely responsible for the enhanced
bone resorption observed in vitro.

The direct and indirect effects of live S. aureus on osteoclasts
add to the well-documented mechanisms responsible for bone
loss after staphylococcal invasion of osteoblasts. Indeed, several
studies have demonstrated that S. aureus not only decreases
the viability of osteoblasts, but also inhibits osteogenic differ-
entiation and reduces the capacity of osteoblasts for bone
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mineralization. Interestingly, it has also been shown that infec-
tion of osteoblasts with inactivated S. aureus leads to an increase
of pro-osteoclastic factors, such as RANK-L and prostaglandin
E2 [11, 42]. This “ménage a trois” - between osteoblast, osteo-
clast, and S. aureus -during in vivo bone loss is not taken into
account in our in vitro model, which could be considered a lim-
itation of our data. In fact, no in vivo model is able to specifi-
cally determine the exclusive contribution of osteoblasts or
osteoclasts to bone destruction. This is why we have chosen
an in vitro model to explore the specific interaction of S. aureus
on osteoclasts. Our original data revealed that S. aureus is capa-
ble of a direct specific enhancement of bone destruction medi-
ated by osteoclasts independently of the osteoblast contribution.
Nevertheless, other models deserve to be developed to deter-
mine the role of each bone cell type during bone remodeling
in BJL Different potential strategies could be proposed to clarify
this question, such as a 3-dimensional tissue culture model that
uses primary osteoblasts and osteoclasts [43],a laser capture mi-
crodissection of ex vivo tissue [44], and an in vivo BJI model
that involves intravital microscopy [45].

In conclusion, our data help to refine the model of S. aureus
bone loss, in which direct interaction between bacteria and os-
teoclasts must be taken into account. S. aureus infection induces
(1) an indirect increase in the number of osteoclasts at the site of
infection, owing to proinflammatory and pro-osteoclastogenic
factors that are secreted by immune cells, and (2) the direct up-
regulation of the bone resorbing capacity of infected mature os-
teoclasts. This study suggests that osteoclasts could be a main
target to limit bone destruction during BJI.
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Supplementary material and methods:

Reagents and chemicals

Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) and Receptor Activator of Nuclear factor
Kappa-B Ligand (RANK-L) were provided by PAP (Protein Analysis and Production), which is
an SFR Biosciences facility (Lyon, France). All cell culture reagents were obtained from GIBCO
(Paisley, United Kingdom). Latex beads (2 and 0.5 pum) were purchased from Life

Technologies (Carlsbad, CA).

TRAP staining

To enumerate the mature osteoclasts, cell cultures were fixed in PBS-10% formaldehyde for
10 min and then stained using a Leukocyte Acid Phosphatase-staining (TRAP) kit (Sigma-
Aldrich Chemical Co, St Louis, MO, OSA) as recommended by the manufacturer. Only TRAP-

positive, multinucleated (> 3 nuclei) cells were considered mature osteoclasts.

Infection of osteoclasts by S. aureus

Before cell infection, the bacteria were grown overnight in brain heart infusion broth.
Suspensions were standardized on the basis of optical density at 600 nm (OD600) using a
photometric regression formula established in preliminary experiments (data not shown):
CFU/mL = 5.25 * 10°0D600-3.107 for S. aureus. Then, bacteria (stationary phase) were
washed with a-MEM to remove exotoxins and soluble factors. Cells were washed twice with

1 ml of a-MEM before the addition of bacteria at a multiplicity of infection of approximately
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10:1. Cell cultures were then incubated at 37°C to allow for the adhesion and internalization
of bacteria. After 2h, cells were washed twice with 1 ml of o-MEM, and unbound bacteria
were discarded. Cells were then incubated with 200ug/ml gentamicin for 1h to Kkill
extracellular bacteria. One hundred microliters of each culture supernatant were plated onto
tryptic soy agar plates (TSA, Oxoid, Dardilly, France) to confirm the absence of living
extracellular bacteria. The cultures were further incubated for the indicated time in medium
containing 40 mg/L gentamicin. These lower concentrations resulted in the killing of bacteria
cells released upon host cell lysis, thus preventing these bacteria from infecting new host
cells. To quantify internalized bacteria, suspension dilutions of cell lysates obtained after
osmotic shock were plated in duplicate on TSA plates followed by an overnight incubation at

37°C.

Moreover, to test the impact of bacterial soluble factors on osteoclastogenesis, standardized
suspensions were grown during 2 hours at 37°C in MCC to allow the multiplication of the
bacteria and the secretion of soluble factors. Then, suspensions were filtered with 0.22 um
pore-size membrane and one hundred microliters of each suspension were plated onto
tryptic soy agar plates (TSA, Oxoid, Dardilly, France) to confirm the absence of living bacteria.
Then, osteoclast precursors were cultured with this sterile suspension containing bacterial

soluble factors during 2h as described above.

Impact of cytokines release on osteoclastogenesis

Bone marrow precursors, either infected or uninfected were grown with RANK-L and M-CSF.
Supernatant was collected 4 days after infection and used as conditioned medium (at 25 or

50% concentration with complete culture medium (CCM)) for osteoclast precursor culturing.
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After four days in the presence of conditioned medium, mature osteoclasts were
enumerated. Three independent experiments were realized in triplicate. For each
independent experiment, supernatants were collected from different infected wells or
different uninfected wells, pooled, and filtered with 0.22 um pore-size membrane. Per
experiment, a single batch of supernatant was used as conditioned medium for osteoclast

precursors culturing.

Measurement of cell viability

The effect of staphylococcal infection on cell viability was determined using the MTT-based
cytotoxicity assay. Briefly, the cells were incubated with MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich Chemical Co) solution that was diluted
(1/10) in MEM medium for 1 h at 37°C. After removing the MTT-containing medium, the
cells were dissolved in 100 ul isopropanol acid, and the absorbance at 450 nm was

measured.

Cell staining, microscopy and quantification

For the adhesion assay, two hours after the infection of mature osteoclasts, extracellular S.
aureus were stained using vancomycin-bodipy (0,4 pug/mL, 8 min, RT; Lifetechnologies, CA,
USA). This fluorochrome binds to the cell wall peptidoglycan of Gram-positive bacteria and is

not able to penetrate intact cells. Then, the cells were permeabilized and stained with
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phalloidin that was coupled to Alexa 647 and Hoechst, as described above. For the
internalization assay, after infection, the cells were incubated with lysostaphin (10 pug/mL, 20
min, RT) to kill and disrupt only the remaining extracellular bacteria. Then, the cells were
permeabilized and stained using phalloidin and Hoescht, while intracellular S. aureus were
labeled using vancomycin-Bodipy. For confocal microscopy, all images were acquired using a

Leica TCS SP5 microscope (Nanterre, France).

To investigate the impact of S. aureus infection on osteoclast fusion, the cell surface area
and nuclei per mature osteoclast were analyzed using immunofluorescence labeling. Briefly,
the cells were fixed using 4% formaldehyde, permeabilized (0.1%Triton/10min-room
temperature (RT)) and stained with phalloidin-Alexa 488 to visualize the actin filaments (1%-
45min-RT) and Hoechst to label the nuclei (0.01%-10min-RT). The labeled cells were
observed using a Leica DMI6000 microscope, and 442 pictures/well were taken. Using the
MetaMorph® Software, the merged pictures were associated with 10% overlap between
pictures to form a mosaic that represented 90% of each well. Then, the open source Fiji

software was used to quantify nuclei per cell and determine the cell area measurements.

In addition to agar counting, adherent and internalized S. aureus were observed using

confocal microscopy, as described elsewhere [213].
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DISCUSSION — PERSPECTIVES

Nos travaux de recherche ont abordé I'étude des mécanismes bactériens impliqués dans la
physiopathologie des I0A staphylococciques, en se focalisant sur les interactions hotes-
pathogenes. La revue bibliographique de cette thése a permis de mettre en évidence
plusieurs mécanismes - incluant la formation de biofilm, linternalisation par les
ostéoblastes, et I’évolution vers le phénotype SCV — qui semblent étre des processus
essentiels a comprendre pour améliorer la compréhension de ces pathologies. Sur cette
base, aprés avoir abordé nos travaux sous un angle méthodologique, nous avons orienté nos
recherches vers les principales problématiques rencontrées dans la prise en charge des I0A :
i) la physiopathologie de la genése de I'lOA, via le lien complexe entre portage et survenue
d’infections invasives, abordée par I'’étude des souches de S. epidermidis impliquées dans les
I0A ; ii) 'hétérogénéité des tableaux cliniques observés chez les patients atteints d’IOA,
étudiée sous I'angle des interactions entre HA-MRSA ou CA-MRSA et ostéoblastes et leurs
corrélations avec les présentations cliniques habituellement rencontrées chez les patients
infectés par ces souches, iii) le probléme du diagnostic, et notamment de la reconnaissance
initiale du caractere chronique de l'infection, avec la place potentielle de la détection de la
delta-hémolysine comme marqueur de chronicité lié au réservoir intra-cellulaire et a la
formation de biofilm, iv) la morbi-mortalité engendrée par la destruction osseuse sur le site
de l'infection, abordée sous I'angle de l'interaction entre les ostéoclastes et S. aureus.

Les interactions entre I'équipe « Pathogénése des infections a staphylocoques » (CIRI-
INSERM U1111), I'équipe du Pr Pierre Jurdic (IGFL, ENS, Lyon), les services de maladies
infectieuses, de chirurgie orthopédique, de microbiologie dans le cadre du CRIOAC des
Hospices Civils de Lyon nous ont donné l'opportunité rare de corréler résultats
bactériologiques fondamentaux et aspects cliniques.

1. Développement d’'un nouveau modele d’étude

Nous avons tout d’abord développé de novo dans notre laboratoire les techniques
d’infection in vitro des ostéoblastes et des ostéoclastes par S. aureus. Puis, la mise au point
d’une méthode d’étude par cytométrie en flux de I'adhésion et de I'invasion bactérienne a
permis de combler un manque dans I'arsenal méthodologique disponible pour I'étude des
interactions hotes-pathogénes. Cette méthode a pu étre utilisée avec succes au cours de
différents projets de notre équipe. Comme le prouvent nos travaux réalisés sur les
ostéoclastes, les ostéoblastes, S. epidermidis et S. aureus, cette méthode est applicable a
I’étude de la capacité d’adhésion et d’invasion de diverses espéces (sous réserve qu’elles
soient Gram-positives) dans divers types cellulaires.
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Or, certaines limites de cette approche I'ont rendue incompatible avec une partie de nos
travaux personnels. La premiere limite a trait au choix de la lysostaphine comme composé
bactéricide utilisée pour la destruction des bactéries extracellulaires. L'utilisation de la
cytométrie en flux pour comparer les pouvoirs invasifs de différents MRSA a été limitée par
la sensibilité diminuée de certaines souches a ce composé. En conséquence, la destruction
des bactéries adhérentes pouvait étre incompléte, aboutissant a une fluorescence résiduelle
a l'origine d’erreurs de mesure. Nous avons été amenés a conclure que I'emploi de la
cytométrie en flux avec sélection a la lysostaphine devait étre réservé a I'étude de souches
non-MRSA.

La seconde limite de cette approche réside dans I'utilisation du fluorochrome qui n’est autre
gue de la vancomycine marquée venant s’intercaler dans la paroi des bactéries a Gram-
positifs. Or, I'utilisation de certains composés comme les antibiotiques peut avoir un impact
sur la paroi bactérienne. Ainsi, I'application d’antibiotiques a doses sub-inhibitrices,
particulierement les béta-lactamines, induit des modifications morphologiques majeures
chez S. aureus [214] qui introduit des distorsions entre le niveau de marquage fluorescent et
la charge bactérienne réelle. Ces biais rendent impossibles I'utilisation de la technique
développée dans ce cas précis.

2. Infections ostéo-articulaires a Staphylococcus
epidermidis

Le premier résultat apporté par notre étude est I'impossibilité de différencier les deux
groupes de souches de S. epidermidis « commensales » ou « invasives » sur la base des
capacités d’internalisation des ostéoblastes et de formation de biofilm entre. Ces données
renforcent I’hypothése retenues par certains auteurs selon laquelle ['infection a
S. epidermidis constituerait un événement purement « accidentel » survenant a partir de la
flore commensale, les souches de portage et invasives constituant une seule et méme entité
microbiologique [3].

Nos travaux ont aussi mis en évidence que l'internalisation bactérienne dans les cellules
osseuses, mécanisme physiopathologique majeur mis en jeu par S.aureus, avait
probablement un role beaucoup plus restreint dans la physiopathologie des infections a
S. epidermidis. Bien que ce dernier possede plusieurs adhésines de surface, trés peu de
données disponibles permettent de comprendre les mécanismes impliqués chez
S. epidermidis dans l'internalisation au sein des cellules eucaryotes. La plupart des adhésines
(MSCRAMMSs) chez S. epidermidis se lient aux protéines de la matrice extracellulaire par leur
motif C-terminal présentant un motif LPXTG. Toutefois, certaines adhésines ne présentant
pas de motif LPXTG, comme I'Ebp (elastin-binding protein) et I'Embp (extracellular matrix
binding protein) sont impliquées dans des liaisons avec des molécules présentes dans la
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matrice extracellulaire comme la vitronectine, le fibrinogene et la fibronectine. Ces données
rapportant une liaison entre une adhésine staphylococcique et la fibronectine suggerent que
le mécanisme permettant l'internalisation de S. aureus dans les ostéoblastes, impliquant la
liaison d’une MSCRAMM a la fibronectine, serait mis en jeu dans l'internalisation de
S. epidermidis dans ces cellules [7]. Néanmoins, cette hypothése ne semble pas étre retenue
sur la base des travaux menés par Khalil et al, démontrant que le mécanisme
d’internalisation de S. epidermidis dans les ostéoblastes n’impliquerait ni la fibronectine, ni
Iintégrine asP1[125]. Bien que nos résultats montrent que la proportion de staphylocoques
internalisés reste faible, d’autres modeles ont apporté une conclusion inverse en utilisant
divers types de cellules hotes non phagocytaires telles que les cellules épithéliales
mammaires bovines, les cellules urothéliales, ou encore les cellules endothéliales [112, 116,
215, 216]. L'ensemble de ces données suggerent I'implication de mécanismes spécifiques a
chaque type de souches et a chaque cellule cible testée. Il serait ainsi intéressant d’évaluer
les capacités d’interaction de notre collection de souches issues d’IOA dans un autre modeéle
d’infection cellulaire, comme celui de la mastite bovine par exemple, et inversement de
tester les souches invasives isolées de mastites bovines dans notre modele d’infection
d’ostéoblastes. Ce type d’expériences permettrait i) de déterminer si ces spécificités
d’interaction proviennent du versant bactérien ou cellulaire, et ii) d’explorer les mécanismes
impliqués dans I'invasion cellulaire par S. epidermidis, qui restent jusque-la inconnus. Une
piste a trés récemment été apportée par Hirschhausen et al : l'invasion cellulaire de
S. epidermidis pourrait étre médiée par l'interaction d’'une adhésine de la famille des
autolysines, AtIE avec une protéine cellulaire HsC70 [116]. Le rble de cette interaction
pourrait étre confirmé par |'approche proposée (croisement type de bactérie — type de
cellules) complétée par |'utilisation de bactéries isogéniques pour AtlE.

Il n’est toutefois pas surprenant que les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les
IOA a S. epidermidis et a S. aureus ne soient pas identiques et superposables, et/ou ne soient
pas de la méme importance. Les tableaux cliniques présentés par les patients sont
généralement bien différents selon qu’ils soient infectés par S. epidermidis ou par S. aureus.
Lankinen et al viennent de rapporter les résultats d’'une étude utilisant un modele
d’infections osseuses in vivo chez le lapin, qui montrent que les infections osseuses dues a
S. epidermidis sont moins séveres et bruyantes que celles provoquées par S. aureus [217].

3. Le caractere hypervirulent des MRSA associé a
I’action intracellulaire des PSM

Les souches de CA-MRSA sont qualifiées de souches hypervirulentes en raison de la gravité
et la séverité des infections qu’elles provoquent. L'ensemble des souches de CA-MRSA
possede la toxine PVL. Comme nous |I'avons décrit dans la partie bibliographique, cette
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toxine induit la mort trés rapide de plusieurs types de cellules immunitaires en formant des
pores a la surface de la membrane plasmique des cellules. Cette action est récepteur-
dépendant ; ce dernier, le C5aR, a récemment été identifié. Apres fixation membranaire de
la PVL sur le récepteur du C5a créant un pore a la surface des cellules cibles, ces derniéres
liberent massivement des molécules réactives de I'oxygeéne et des composés chimiotactiques
qui provoquent une exacerbation de la réponse inflammatoire locale. Le phénoméne est
auto-entretenu notamment par I'effet chimiotactique induit qui augmente le recrutement
de polynucléaires neutrophiles et de macrophages périphériques, cellules cibles de la PVL,
sur le site de l'infection. La PVL, n’ayant aucun effet sur les cellules non-immunitaires, il n’est
pas envisageable que cette toxine soit responsable de la nécrose tissulaire observée lors
d’infections invasives a CA-MRSA. L’hypothese qui a été proposée est celle d’une action
indirecte de la PVL via le recrutement puis la lyse des polynucléaires neutrophiles et des
monocytes-macrophages au site de l‘infection libérant le contenu intracellulaire et causant
la destruction des tissus environnants.

Dans ce schéma, le caractere hypervirulent des CA-MRSA résiderait dans la seule action
extracellulaire de ces facteurs de virulence, notamment la PVL. Or, au cours des I0A, le
passage intracellulaire des staphylocoques est un parameéetre important de |Ia
physiopathologie de ces infections. Nos résultats sur l'invasion des ostéoblastes par les
MRSA ont mis en lumiére un nouveau trait de virulence des CA-MRSA dans le compartiment
intracellulaire, au sein duquel la PVL n’a aucun role. Nos résultats obtenus sur la cytotoxicité
des cellules osseuses avec les différentes populations des souches CA- et HA-MRSA ainsi
gu’avec les couples de souches isogéniques permettent d’ébaucher un nouveau modele
physiopathologique de I'lOA a CA-MRSA : dans ce modele candidat, la destruction osseuse
résulte non seulement de I'action tissulaire indirecte de la PVL, via le recrutement et la lyse
des polynucléaires neutrophiles et des macrophages au site de I'infection, mais également
de 'action directe cytolytique intracellulaire des PSM sur les ostéoblastes infectés.

Bien que le réle clé des PSMa ne soit plus a démontrer dans la pathogénicité de S. aureus
[147, 218], les mécanismes de cytolyse de ces petits peptides restaient peu clairs. Quelques
études ont démontré que les PSM avaient une action cytolytique dans certains
compartiments extracellulaires comme les abcés. Toutefois, parallelement, il a été démontré
que l'action des PSM est inhibée par les lipoprotéines contenues dans le sérum. Ceci conduit
a rejeter une action extracellulaire cytolytique [149]. Les chercheurs se sont donc mis sur la
piste d’un mécanisme de cytotoxicité dans le compartiment intracellulaire. Nos résultats
démontrent clairement le réle cytotoxique intracellulaire de cette nouvelle famille de
toxines. Nos conclusions ont été confirmées par une autre équipe trés récemment
démontrant, dans d’autres modeéles, la cytolyse des neutrophiles par des PSMao aprées
phagocytose de S. aureus [150].

La régulation de I'expression des PSM a fait I'objet d’études intensives ces derniéres années.
Il est bien documenté que I'expression des PSM est sous le contrdle d’agr [182]. Ce systeme
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de régulation fonctionne comme un systeme de quorum-sensing, l'activation d’agr est
dépendante de la concentration en peptide auto-inducteur témoin direct de |Ia
concentration et de la prolifération bactérienne. Dans le cas d’une internalisation de
S. aureus par une cellule eucaryote, ce n’est pas l'augmentation de la concentration
bactérienne qui aboutit a I'accumulation de peptide auto-inducteur nécessaire a I'activation
d’agr, mais le caractere confiné de la vacuole d’endocytose. Ces données suggere qu’agr,
dans un contexte d’infection intracellulaire, se comporterait donc comme un senseur
capable de détecter le confinement et, de déclencher la production d’exotoxines [219],
parmi lesquelles les PSM nécessaire a I’échappement phagosomal. Néanmoins, Geiger et al
ont récemment démontré que l'origine de l'activation de la synthése des PSM dans le
compartiment intracellulaire serait « la réponse stringente » [151], mécanisme commun a de
nombreuses especes bactériennes induit par la carence nutritionnelle. Cette réponse
stringente est initiée par la synthese rapide d’alarmones (p)ppGpp a lorigine de
changements physiologiques et métaboliques radicaux parmi lesquels : i) une inhibition de
la synthése des ARN stables (rRNA, tRNA) et des ribosomes, un arrét de la réplication et de la
division bactérienne, un arrét de la synthése des lipides et des phospholipides et ii) a
I'opposé, une activation de la biosynthése des acides aminés et des génes de défense. Les
résultats obtenus par Geiger et al, dans un modele d’infection de neutrophiles, suggerent
qgue I'expression intracellulaire des PSM est dépendante de I’activation de la RSH synthase,
enzyme nécessaires a la synthése des (p)ppGpp. Ainsi la réponse stringente semble
participer a la sécrétion des PSM et a la survie de la bactérie apres sa phagocytose [151]. A la
lumiere de I'ensemble de ces données, il semble capital a I'avenir d’explorer davantage les
voies impliquées dans la régulation de I'expression de ces PSM, notamment au niveau
intracellulaire, en utilisant des modeéles d’infection de cellules phagocytaires ou non.

Ce questionnement sur la régulation de I'expression de ces facteurs de virulence prend tout
son sens lorsqu’il est mis en face de nos résultats montrant des différences majeures de
capacité de survie et de cytotoxicité entre les MRSA d’origine hospitaliers et
communautaires. La régulation de I'expression des PSM détermine la synthese, la
concentration et le type de PSM sécrétés. L’hypothése d’une corrélation entre la
cytotoxicité/survie intracellualire et la concentration ou le type de PSM sécrété par les
souches est débattue. Deux pistes nous amenent a penser que cette corrélation existe :

i) La premiere s’appuie sur des données concernant la production de PSM par
S. epidermidis. Ce pathogene provoque des infections moins séveres et aigués que celles
causées par S. aureus. Or, S. epidermidis sécretent des quantités faibles de PSM ayant une
action cytolytique. Inversement, les PSM ne possédant pas d’action cytolytique comme les
PSMP sont sécrétés abondamment par S. epidermidis contrairement a ce qui est observé
chez S. aureus [220]. Ces quantifications d’expression de PSM ont été réalisées chez plus de
30 souches de S. aureus appartenant a des fonds génétiques différents et plus de 300
souches de S. epidermidis aboutissant toujours a la conclusion que les PSM cytolytiques sont
sécrétés davantage par S. aureus que par S. epidermidis. Ceci reflete probablement
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I'adaptation des activités biologiques des PSM avec le mode de vie de ces deux espéces de
staphylocoques, S. epidermidis étant un tres bon représentant des bactéries commensales et
S. aureus un bon exemple de pathogene responsable d’infections invasives. Il serait
intéressant de savoir si, par rapport aux CA-MRSA responsables d’une cytotoxicité accrue et
d’IOA aigués, les HA-MRSA, adaptés a une vie intracellulaire et responsables d’IOA
chroniques et indolentes sécretent davantage de PSM non cytolytique a linstar de
S. epidermidis.

ii) La seconde piste s’appuie sur des données tres récentes de Cheung et al. Ces
auteurs ont montré pour la premiere fois qu’un variant allélique d’un type de PSM, appelé
PSMa3N22Y est associé a des tableaux cliniques particuliers [221]. En effet, les MRSA
appartenant au complexe clonal 30, habituellement responsables de septicémies avec
complications hématogénes, présentent une unique mutation non synonyme dans le gene
codant pour le PSMa3. Ces souches, exprimant le PSMa3N22Y, sont moins cytotoxiques,
possedent une activité chémo-attractante plus faible et ont un pouvoir de dissémination par
voie hématogene plus important que les souches exprimant le PSMa3 sauvage. En
exprimant ce PSM muté, les souches de staphylocoques appartenant au clone CC30
échappent au systéme immunitaire du fait d’'une moindre reconnaissance de ce PSM
« atténué » par les cellules immunitaires [221]. Sur la base de ces données, il serait pertinent
d’élargir ces observations sur une large collection de souche cliniques en réalisant des
associations entre le type de PSM sécrété et le type d’infections.

4. Détection de la delta-toxine : un nouveau
marqueur diagnostique de la chronicité des
infections ostéo-articulaires a Staphylococcus
aureus

Ce travail mené avec une collection de souches cliniques de MSSA complete le travail décrit
précédemment sur les MRSA. Grace a cette collection de souches cliniques de MSSA, nous
avons, une fois encore, associé la présentation clinique des infections causées par ces
souches avec la persistance intracellulaire des staphylocoques. De plus, trés récemment,
Kalinka et al ont réalisé un travail complémentaire au notre en utilisant des souches de
S. aureus issues d’ostéomyélites chroniques et aigues [222]. Les résultats décrits par cette
équipe suggerent que, par rapport aux souches issues d’infections aigues, les souches issues
d’infections chroniques i) ont un pouvoir d’adhésion a la matrice osseuse identique, ii) sont
moins cytotoxiques, iii) s’adaptent plus facilement a la vie intracellulaire en formant
davantage de SCV et en persistant davantage, iv) produisent autant de biofilm. Associés a
ceux menés par Kalinka et al, nos travaux confirment indiscutablement I’hypothése selon
laquelle la vie intracellulaire des staphylocoques est un mécanisme physiopathologique
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essentiel a la chronicisation des infections osseuses. Pour certains auteurs, ce passage
intracellulaire, que I'on retrouve dans d’autres pathologies évoluant sur un mode chronique,
pourraient expliquer, au moins en partie, I'échec des essais de développement de vaccins
anti-staphylococciques basés sur une meilleure réponse humorale reconnaissant des
protéines exprimées par les staphylocoques extracellulaires [223].

En plus de I'association chronicité-persistance intracellulaire, nos travaux suggérent que
I'utilisation d’un algorithme basé sur I'absence d’expression de la delta-hémolysine, reflet
d’une perte d’expression d’agr, pourrait étre un marqueur de chronicité permettant
d’orienter la prise en charge initiale du patient atteints d’IOA. En effet, nos résultats
suggerent que I'absence de détection de la delta-hémolysine, qui n’est autre qu’un PSM,
permettrait d’affirmer le caractére chronique ou la transition vers la chronicité. Dans ce cas,
cela poserait donc l'indication de retrait du matériel, prise en charge préconisée en cas
d’infection chronique. Cette piste repose essentiellement sur I'association entre la présence
ou non de la delta-hémolysine chez les souches de S. aureus et trois criteres témoins de la
chronicité des I0OA que sont: i) le délai d’évolution des infections osseuses, ii) la capacité
d’internalisation dans les ostéoblastes et iii) la formation de biofilm. Toutefois, ces
hypothéses étant basées sur notre seule étude rétrospective observationelle, incluant des
patients assez hétérogenes, un travail prospectif est actuellement en cours incluant des
patients atteints d’une infection sur matériel mono-microbienne a S. aureus bénéficiant d’un
traitement conservateur, et évaluant leur devenir en fonction du statut agr de la souche
isolée (Etude Delta-Os).

Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que d’autres facteurs (bactériens ou cellulaires)
puissent également avoir un role essentiel dans le passage a la chronicité des I0A. Par
exemple, plusieurs travaux suggerent que l'expression d’une protéase l'auréolysine serait
associée a la chronicisation des infections osseuses [100, 222].

Enfin, pour compléter cette étude, nous conduisons depuis quelques mois un travail
complémentaire afin d’approfondir les connaissances sur le processus de chronicisation des
IOA. Tous les travaux, dont les notres, actuellement disponibles dans la littérature sont
basées sur des comparaisons de souches responsables d’IOA aigués a d’autres souches
impliquées dans des infections chroniques mais toujours chez des patients différents.
Aucune étude n’a actuellement pu comparer la souche isolée lors de I'infection aigué a celle
isolée lors de la récidive (phase chronique) chez un méme patient. Ainsi, il n’existe
actuellement que peu ou pas de données permettant de savoir si les facteurs et les
phénotype de persistance de la bactérie sont présents dés la primo-infection ou s'ils
apparaissent secondairement sous les pressions de sélection que constituent le
microenvironnement, le systeme immunitaire de I’hote et les antibiotiques,. De méme, la
part respective de chaque mécanisme impliqué dans le processus de persistance de
I'infection n’est pas actuellement connue avec précision. Le travail que nous avons initié,
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consiste a comparer des souches de S. aureus isolées lors de I'épisode initiale de I'lOA et lors
de la récidive chez le méme patient sur la base de ces mécanismes : capacité de formation
de biofilm, capacité d’adhésion, d’internalisation et de persistance dans les ostéoblastes,
cytotoxicité, réponse inflammatoire induite in vivo, expression et régulation des facteurs de
virulence. Les premiers résultats révélent une adaptation in vivo de la bactérie, en abaissant
son niveau de virulence permettant ainsi une meilleure persistance intracellulaire.

5. l'interaction ostéoclastes-S. aureus

Nos travaux ont permis de répondre a d’importantes interrogations sur les mécanismes
physiopathologiques aboutissant aux |ésions osseuses observées chez les patients atteints
d’lIOA. Tres peu de données étaient disponibles concernant la genese de cette destruction de
la matrice osseuse lors d’IOA a S. aureus, responsable de séquelles fonctionnelles trés
importantes et pouvant induire un descellement de protheses lorsqu’il s’agit d’infections sur
matériel.

Nos travaux ont permis de mettre en lumiere le role potentiel des ostéoclastes dans ces
phénomeénes de lyse osseuse jusqu’alors trés peu étudiés. De plus, les rares résultats
obtenus par les équipes ayant travaillé sur les interactions entre les ostéoclastes et les
staphylocoques étaient contradictoires. Ainsi, Kim et al suggérent que les lipopeptides
staphylococciques induisent |'ostéoclastogénése alors que Yang et al concluent a une
inhibition de I'ostéoclastogénése par I'acide lipoteichoique présent chez les staphylocoques
[106, 107]. Ces discordances démontrent que l'effet des staphylocoques sur une cellule
eucaryote ne peut pas se réduire a I'’étude de telle ou telle protéine staphylococcique isolée
ou a l'utilisation de staphylocoques tués. A partir de ces observations, nous avons donc
développé des modeles d’infection d’ostéoclastes primaires utilisant, pour la premiere fois,
des staphylocoques vivants permettant de prendre ainsi en compte I'impact du sécrétome
bactérien dans sa globalité.

Nos résultats ont permis de démontrer que les staphylocoques modifient la capacité de
résorption osseuse par deux mécanismes complémentaires, en impactant i)
I’osteoclastogénese et ii) I'activité de résorption osseuse des ostéoclastes matures. Ces deux
mécanismes aboutissent a une destruction de la matrice osseuse, phénomene
classiquement observé lors d’IOA. Cette action sur la lignée ostéoclastique s’ajoute a celle
déja bien documentée sur I’action des staphylocoques sur les ostéoblastes.

Ces bactéries ont non seulement une activité cytotoxique sur une partie des ostéoblastes,
mais diminuent aussi la différentiation ostéogénique et réduisent la capacité de
minéralisation des ostéoblastes [80, 101, 224]. La combinaison de I'ensemble de ces
données suggéere que les staphylocoques perturbent I’équilibre nécessaire a un remodelage
osseux harmonieux et adéquat, en diminuant I'activité ostéoblastique tout en augmentant
I'activité ostéoclastique. Toutefois ces hypotheses sont émises grace a des résultats obtenus
dans des modéles d’infections in vitro uniquement. Bien que la réalisation de ces modeles
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soit le seul moyen d’observer I'impact des bactéries sur les ostéoclastes sans I'action des
ostéoblastes, ces modeles ne prennent pas a compte la complexité cellulaire du tissu osseux.
Afin de déterminer la contribution de chaque type cellulaire dans le remodelage osseux lors
d’lOA, il serait intéressant de réaliser des expériences complémentaires i) utilisant des
modeéles de co-culture, notamment des cultures de tissu en 3 dimensions avec des
ostéoblastes et des ostéoclastes primaires [225], ii) en réalisant des microdissections a I'aide
de laser a partir d’explants ex vivo [226], et iii) en réalisant de la microscopie intravitale afin
d’observer le comportement de chaque type cellulaire chez des animaux atteints d’IOA
[227].

Nos résultats aussi soulévent des questions complémentaires concernant les mécanismes
d’internalisation des bactéries dans les ostéoclastes. En utilisant un couple de souches
isogéniques pour la protéine FnBP, nous avons pu montrer que les staphylocoques sont
internalisés par les précurseurs et les ostéoclastes matures indépendamment de la présence
de FnBP. Or, comme nous |'avons évoqué dans la revue bibliographique, cette protéine
FnBP, via son interaction avec l'intégrine osP1, joue un réle clef dans I'endocytose des
staphylocoques par les ostéoblastes. Ces éléments suggerent donc que le mécanisme
d’internalisation bactérienne est différent chez les ostéoblastes et chez les ostéoclastes.
Compte tenu de la capacité de phagocytose que possedent les ostéoclastes [228], nous
émettons I'hypothése que ce mécanisme de phagocytose puisse intervenir dans
I'internalisation de S. aureus. Des expériences complémentaires mettant en jeu des
inhibiteurs de phagocytose pourraient étre envisagés pour répondre définitivement a cette
question.

La revue bibliographique de cette thése a mis en avant le role primordial de I'arsenal
toxinique, dans la pathogénie de S. aureus. De plus, les résultats apportés par nos travaux
sur lI'impact des MRSA et des MSSA sur les ostéoblastes, montrent que l'action des
staphylocoques sur les cellules eucaryotes peut étre tres différente d’une souche a une
autre, selon leur équipement toxinique. Le role de ces facteurs de virulence n’a pas été
étudié spécifiguement dans notre travail portant sur les ostéoclastes et aucune donnée n’est
disponible dans la littérature. Cette question reste donc entiere. C'est pourquoi nous
souhaitons étudier I'impact sur les ostéoclastes et leurs capacités de résorption, de ces
différentes souches de staphylocoques dont |'arsenal des facteurs de virulence est
parfaitement caractérisé. En paralléle, un autre aspect de cette question, que nous avons
abordé ces derniers mois, est I'étude de I'impact direct de toxines recombinantes sur les
ostéoclastes humains. Nos premiers résultats indiquent que les ostéoclastes sont sensibles a
I'action cytolytique des « pore-forming » toxines, notamment la PVL dont les cibles
cellulaires étaient jusque-la limitées aux polynucléaires et aux macrophages. Par ailleurs, il
semble que les toxines superantigéniques aient, elles, un effet inducteur sur I'activité de
résorption des ostéoclastes matures. Ces données indiquent que des protéines sécrétées par
les staphylocoques peuvent présenter une action sur les ostéoclastes. L'ensemble de ces
résultats pourrait au moins pour une part expliquer les zones de lyse osseuse observée
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localement ou a distance du foyer infectieux au cours des IOA a S. aureus. Un article est en
cours de préparation.

Enfin, les travaux présentés dans le cadre de cette thése et plus généralement ceux réalisés
au sein de notre équipe et décrits dans la littérature, ont montré qu'une déminéralisation et
une résorption osseuse étaient induites au cours des IOA. Les bactéries responsables d’I0A
sont ainsi a I'origine de remaniements majeurs du tissu osseux avec formation de plages
d’ostéolyse. Ces remaniements sont susceptibles de libérer localement et/ou de facon
systémique des biomarqueurs de la résorption osseuse, détectables et quantifiables dans
différents fluides biologiques (liquide articulaire, sang, urine, etc.). L'intérét du dosage de ces
biomarqueurs n’est plus a démontrer dans le suivi de traitement de certaines pathologies
osseuses comme |'ostéoporose, ou encore la maladie de Paget. En réalisant des dosages de
marqueurs de résorption que sont la lysylpyridinoline (LP) et I’"hydroxylysylpyridinoline (HP)
dans l'urine de patients atteints d’ostéomyélites mandibulaires [229], Springer et al ont
obtenu des résultats trés encourageants attestant que ces marqueurs sont de tres bons
témoins de I’évolution des infections. Dans ce contexte, nous avons initié un nouveau projet,
intitulé BioMIOs, qui a pour objectif le développement de nouveaux outils diagnostiques et
pronostiques, basés sur le dosage des biomarqueurs du remodelage osseux, afin
d’améliorer la prise en charge des patients atteints d’IOA sur matériel. Ce projet, pour lequel
nous avons obtenu I'accord du CPP (Comite de Protection des Personnes) bénéficie des
expertises complémentaires et synergiques dans le domaine des IOA et du remodelage
osseux de 3 partenaires :

- expertise clinique, microbiologique et statistique au sein de I'Inserm U1111-Centre
International de Recherche en Infectiologie et des Hospices Civils de Lyon
notamment au sein des services de bactériologie, maladies infectieuses et tropicales,
chirurgie orthopédique, du CNR des staphylocoques et du centre inter-régional de
référence pour la prise en charges des IOA complexes (CRIOAc)

- expertise technique apportée par la société Synarc Laboratory, entreprise leader
dans le développement, la validation, le dosage de biomarqueurs osseux.

Grace a la mobilisation de ces acteurs académiques, cliniques et industriels, un suivi
prospectif d’une large cohorte de patients présentant une suspicion d’IOA sur matériel est
mis en place et les dosages de différents biomarqueurs dans différents liquides biologiques
(sang, urine, liquide articulaire) seront réalisés chez les patients. Nous tenterons de corréler
les parametres cliniques avec les résultats obtenus pour chacun de ces biomarqueurs ainsi
que pour des combinaisons de biomarqueurs. Notre hypothése est qu’a l'image du
traitement de certaines maladies osseuses comme |'ostéoporose, des biomarqueurs du
remodelage osseux pourraient avoir une valeur diagnostique en cas d’IOA, une valeur
pronostique de I'évolution des patients atteints d’IOA et une valeur prédictive précoce
d’échec/succes thérapeutique des antibiothérapies mises en place. L'objectif global du
développement de tels biomarqueurs est d’améliorer la prise en charge des patients
présentant une |OA.
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ANNEXE I: Antimicrobial activity
against intra-osteoblastic
Staphylococcus aureus: a new
therapeutic concept for bone and joint
infection?
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Synopsis

Objectives: Although S. aureus persistence in osteoblasts, partly as small-colony variants
(SCVs), can contribute to bone and joint infection (BJI) relapses, the intracellular activity of
antimicrobials is not currently considered in the choice of treatment strategies for BJI. Here,
antistaphylococcal antimicrobials are evaluated for their intra-osteoblastic activity and their
impact on the intracellular emergence of SCVs in an ex vivo osteoblast infection model.
Methods: Osteoblastic MG63 cells were infected for 2 h with HGOO1 S. aureus. After killing
the remaining extracellular bacteria with lysostaphin, infected cells were incubated for 24 h
with antimicrobials at the intraosseous concentrations reached with standard therapeutic
doses. Intracellular bacteria and SCVs were then quantified by plating cell lysates.

Results: A bactericidal effect was observed with fosfomycin, linezolid, tigecycline, oxacillin,
rifampin, ofloxacin, and clindamycin, with a reduction in intracellular inoculum of -2.5, -3.1,
-3.9, -4.2, -4.9, -4.9, and -5.2 log10 CFU/100,000 cells, respectively (p<10™*). Conversely, a
bacteriostatic effect was observed with ceftaroline and teicoplanin, whereas vancomycin and
daptomycin had no significant impact on intracellular bacterial growth. Ofloxacin,
daptomycin, and vancomycin significantly limited intracellular SCV emergence. Overall,
ofloxacin was the only molecule to combine an excellent intracellular activity while limiting
the emergence of SCVs.

Conclusions: These data provide a basis for refining the choice of antibiotics to prioritise in
the management of BJI, justifying the combination of a fluoroquinolone for its intracellular

activity with an anti-biofilm molecule, such as rifampin.
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Introduction

Staphylococcus aureus represents the leading cause of bone and joint infection (BJT)."* This
particular tropism and its ability to cause difficult-to-treat infections lie in the wide panel of
staphylococcal virulence factors, which allow host colonisation, tissue invasion, and host
immune system subversion.>* With regard to BJI, three phenotypic mechanisms provide a
bacterial reservoir responsible for staphylococcal BJI chronicity and relapses. First, by
promoting immune system and antimicrobial action evasions, biofilm formation has been
associated with persistent BJIs, emphasising the need of infected tissue removal, especially in
cases of orthopaedic device-associated infections (ODIs).”” Second, implications of the
ability of staphylococci to invade and persist within bone cells, and especially osteoblasts, in
BJI chronicity has been suggested for years by numerous studies evaluating this mechanism
using a few laboratory strains.*'” We have recently demonstrated this hypothesis among a
large collection of clinical BJI isolates of methicillin-susceptible (MS) and -resistant (MR)
S. aureus.""'* Finally, bacterial phenotype switching to small-colony variants (SCVs) has
been associated with BJI persistence and is enhanced under adverse/stressful growing
conditions, such as those for bacteria embedded in biofilms, internalised within host cells,
and/or in the presence of antibiotics."” '

To date, the choice of antimicrobial therapy for S. aureus BJI is mainly based on the in vitro

12,16

antibacterial activity and bone diffusion of antimicrobials. Recently, certain

pathophysiological mechanisms of BJI have also been taken into consideration. For instance,
the use of rifampin is recommended in ODI due to its activity into staphylococcal biofilm.'®"”
Although S. aureus can be internalised into human osteoblasts and persist in bone cells partly

as SCVs, which can lead to an intracellular bacterial reservoir responsible for BJI chronicity

and relapse, the intracellular activity of antimicrobials is not currently considered in the
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treatment strategies of BJI. Therefore, we aimed to evaluate the intra-osteoblastic activity of
the main antimicrobials used for staphylococcal BJI in an in vitro model of osteoblast

infection and to assess their impact on the emergence of intracellular SCVs.

Materials and methods

Bacterial strain

The methicillin-susceptible S. aureus HGOO1 strain was used for all the experiments. The
minimal inhibitory concentrations (MICs) of the antimicrobials tested in the cellular model
were determined by the Etest method using Mueller-Hinton agar according to the
manufacturer’s instructions (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and the recommendations of

the French Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (CA-SFM).

MG63 osteoblastic cell culture

All cell culture reagents were obtained from GIBCO (Paisley, United Kingdom). The human
osteoblastic cell line MG63 (CRL-1427),'® purchased from LGC standard (USA), was
routinely cultured in a humidified incubator at 37°C in a 5% CO, atmosphere in a growth
medium (CGM) consisting of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% foetal calf serum, 25 mM HEPES, and 2 mM L-glutamine +/- 100 U/mL penicillin
and 100 pg/mL streptomycin (CGM with antibiotic). The cells were passaged once a week
and used up to passage 20 after thawing. Prior to assays, osteoblasts were seeded at 40,000
cells per well into 48-well tissue culture plates (Falcon, Le Pont de Claix, France) in 500 puL

of growth medium with antibiotics and cultured for 24 h until 70 to 80% confluence.

Bacterial suspension standardisation and osteoblast infection
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Prior to the assays, the S. aureus HGOOI strain was subcultivated on Columbia agar
supplemented with 5% sheep blood (COS, bioM¢érieux, Marcy 1’Etoile, France) at 37°C for 24
h. Three colonies were then used to inoculate 5 mL of brain-heart infusion (BHI; AES, Bruz,
France) incubated overnight at 37°C. The suspensions were washed and resuspended in CGM
at a concentration corresponding to a multiplicity of infection (MOI) of 100 using a
previously established clone-specific regression formula correlating the bacterial density
(CFU/mL) with the optical density at 600 nm (ODggo): CFU/mL = 7.10% x ODgoo — 3.107 (data
not shown). Normalised bacterial suspensions were then sonicated for 10 min at 100%
(Bactsonic, LaboModern, Paris, France) to minimise clumping and added to the bone cell
culture wells. After incubation for 30 min at 4°C to allow sedimentation of the bacteria while
blocking internalisation, all the cultures were simultaneously transferred to 37°C to
synchronise the beginning of the internalisation step. After 2 h, the cell cultures were washed
twice with 500 uL of DMEM and incubated for 1 h with growth medium supplemented with
10 pg/mL lysostaphin (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) to kill the remaining

extracellular staphylococcal cells.

Antimicrobial intracellular activity and impact on intracellular SCV selection

After killing the extracellular bacteria with lysostaphin, the infected cells were washed twice
with DMEM and incubated for 24 h with growth medium containing the tested antimicrobials
at three concentrations. “Bone concentration” (Cpene) corresponded to the intraosseous
concentrations reached in humans when using standard therapeutic dosages and was
determined after a pharmacologic literature review.'”*” These molecules were also used at
minimal (Cpin = Chone / 3) and maximal (Cpax = Crone X 3) concentrations to assess the

existence of potential dose effects (Table 1). For each condition, lysostaphin at 10 ug/mL was
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also added to the growth medium to kill the bacteria released upon host cell lysis, thus
preventing these bacteria from reinfecting new host cells.

After 24 h of incubation, the osteoblasts were washed twice with DMEM and subsequently
lysed by a 10-minute incubation with sterile water. Cell lysates were sonicated to minimise
clumping, and dilutions of these lysates were spiral-plated in duplicate on COS using a WASP
automated plater (AES Chemunex, Bruz, France). After overnight incubation at 37°C, the
plates were photographed, and the colonies were counted using automated computer image
analysis software (Imagel. Rasband, W.S., U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2012). SCVs, defined as colonies with an area
smaller than 5-fold less than the median area measured for all colonies on each plate, were
enumerated.

Of note, antimicrobial-induced cytotoxicity was assessed by quantifying lactate
dehydrogenase (LDH) release (resulting from damaged cells) in the cell culture supernatant of
osteoblasts incubated with each tested antimicrobial at Cp.x using a colorimetric method
(Dimension Vista automated clinical chemistry analyser, Siemens Healthcare Diagnostics,

Tarrytown, NY).

Statistical analysis

For every concentration, each antimicrobial was evaluated in triplicate during three
independent experiments. The results are presented as the mean, with the 95% confidence
interval (CI) of the 9 measure points available for each condition. To standardise the results,
intracellular inocula were normalised for 100,000 osteoblasts and expressed as changes
observed in the number of intracellular colony-forming units (Alog CFU) at 24 h compared
with untreated cells using the Mann-Whitney U-test. Intracellular SCVs were expressed using

the ratio of the number of SVC colonies among antimicrobial-treated cells compared to

Journal of Antimicrobial Chemotherapy: under review
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untreated osteoblasts. The existence of a dose effect was assessed by linear regression
between the three used concentrations. A p-value <0.05 was considered to be significant. All
analyses were performed using GraphPad-Prism v5.03 (GraphPad Software, San Diego,

California, USA).

Results

Susceptibility studies
The MICs, as determined by the Etest method, showed that S. aureus HGOO1 was fully

susceptible to all the antistaphylococcal molecules tested in the present study (Table 1).

Antimicrobial-induced cellular toxicity
The data obtained by the LDH-release assay demonstrated that the antimicrobials used at Cyax
(and consequently at C, and Cpone) had no impact on LDH concentration in the supernatant,

and thus were not responsible for cell death.

Intracellular action

The intracellular effect of the antimicrobials was expressed by the inoculum change between
the initial and 24 h inocula (Alog-CFU) and compared with untreated cells. Of note, the mean
initial inoculum was 1.8x10° CFU/100,000 osteoblasts (95%CI [1.4x10°; 2.1x10°]).

At the bone concentration, vancomycin and daptomycin were not able to significantly prevent
the intracellular growth observed in untreated cells (+3.2 logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI
[+2.1; +4.3]), highlighted by an intracellular inoculum increase of +2.9 (95%CI [+0.8; +4.9];
p=0.830) and +1.7 (95%CI [-0.7; +4.0]) logl0 CFU/100,000 cells (p=0.070), respectively.

Compared to untreated cells, an intracellular bacteriostatic effect was observed with
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ceftaroline and teicoplanin, which was estimated at -0.1 (95%CI [-2.5; +2.3]; p=0.002) and -
0.2 (95%CI [-2.7; +2.3]; p=0.001) log10 CFU/100,000 osteoblasts, respectively. At the bone
concentration, a significant bactericidal effect was observed with fosfomycin (-2.5 logl0
CFU/100,000 cells; 95%CI [-0.6; -4.5]; p<10'4), linezolid (-3.1 logl0 CFU/100,000 cells;
95%CI [-2.9; -4.8]; p<10™), tigecycline (-3.9 logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-2.9; -4.8];
p<10'4), oxacillin (-4.2 log10 CFU/100,000 cells; 95%CI [-3.1; -5.3]; p<10'4), rifampin (-4.9
logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-4.8; -4.9]; p<10™), ofloxacin (-4.9 logl0 CFU/100,000
cells; 95%CI [-4.9; -5.0]; p<10™), and clindamycin (-5.2 log10 CFU/100,000 cells; 95%CI [-
5.1;-5.2]; p<10™) (Figure 1, panel A; Supplementary data 1).

At the minimal concentration, only rifampin (-4.7 logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-4.9; -
4.6]; p<10'4), clindamycin (-5.2 logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-5.2; -5.1]; p<10'4),
ofloxacin (-3.2 logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-4.9; -1.4]; p<107), and fosfomycin (-3.7
logl0 CFU/100,000 cells; 95%CI [-5.1; -2.3]; p<10'4) were bactericidal. At the maximal
concentration, all antibiotics were bactericidal, with the exception of vancomycin and
daptomycin (Figure 2; Supplementary date 1).

The combined analysis of the three concentrations used for each antimicrobial revealed a
significant dose effect for oxacillin, ceftaroline, vancomycin, daptomycin, tigecycline, and

ofloxacin (Figure 2; Supplementary data 1).

Impact of antistaphylococcal antibiotics on intracellular SCV emergence

After 24 h, the number of SCVs in untreated cells was 13,514/100,000 osteoblasts (95%CI
[6,448; 20,580]), corresponding to 4.1% (95%CI [2.6-5.7]) of all colonies. Our data showed
that this number did not increase, regardless of the antibiotic and concentration tested.

At the bone concentration, the number of SCVs was significantly decreased in the osteoblasts

treated with ofloxacin, rifampin, and daptomycin, with a reduction of -79.7% (95%CI [-88.4;
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-71.0]; p=0.001), -89.7% (95%CI [-96.6; -82.7]; p=0.011), and -50.9% (95%CI [-25.1;
+126.9]; p=0.004), respectively, compared to untreated cells (Figure 1, panel B;
Supplementary data 1).

Additionally, oxacillin (-92.2%; 95%CI [-85.4; -99.0]; p<107), ceftaroline (-17.1; 95%CI [-
102.1; +136.4]; p=0.044), linezolid (-64.2; 95%CI [-93.1; -35.4]; p=0.023), fosfomycin (-
94.7; 95%CI [-87.1; +102.4]; p<10'3), and tigecycline (-8.1; 95%CI [-129.0; +145.2];
p=0.015) reduced the proportion of intracellular SCVs but only at the maximum
concentration.

A slight but significant dose effect was observed only with oxacillin (Figure 3, Supplementary

data 1). Other differences were not statistically significant.

Discussion

Considering that intra-osteoblastic S. aureus constitutes a bacterial reservoir leading to

12 targeting intracellular bacteria might be a major therapeutic issue

chronicity and relapse,
in the antimicrobial therapy for BJI and should to be taken into account. Compared with
previous evaluations of the intracellular activity of antimicrobials, the present study was
specifically adapted to BJI by the following: 1) the use of a human osteoblast infection model,
thereby allowing a better estimation of the situation encountered in BJI, as opposed to using

monocyte-macrophage cells, as previously described;”'*

and ii) the evaluation of the
antimicrobial intraosseous concentrations reached in humans when using standard therapeutic
doses and not plasmatic (or higher) concentrations, which do not correspond to the therapeutic
tissue reality.

At the bone concentration, vancomycin and daptomycin did not result in a significant

reduction in the intracellular inoculum, and ceftaroline and teicoplanin appeared only
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bacteriostatic. Conversely, the other tested antimicrobials achieved a significant intracellular
bactericidal effect: rifampin, ofloxacin, and clindamycin were the most active molecules.
These results must be analysed with regard to the relative intracellular distribution of bacteria
and antimicrobials and the physicochemical parameters of intracellular compartments. After
the internalisation step, S. aureus is processed in a phagolysosome, which is characterised by
a low pH, and certain S. aureus strains are able to escape from the phagosome. The proportion
of bacteria released into the cytoplasm depends on the time from infection (ranging from 10-
30% at 2 h to 60-80% after 8 h) but also on various virulence factors including delta- and
beta-toxins and phenol-soluble modulins.”® Within this context, the low activity of
vancomycin on intracellular staphylococci can consequently lie in its slow uptake and modest
cellular accumulation®* compared to teicoplanin, a more lipophilic glycopeptide, which shows
a more extensive and faster accumulation.”> Conversely, the good intracellular activity of
clindamycin, fluoroquinolones, and rifampin can be explained by their well-known rapid

SO - 26-28
accumulation in eukaryotic cells.

However, fluoroquinolones are mainly located in the
cytosol, whereas clindamycin and rifampin are distributed both in the cytosol and
phagosomes, likely allowing these molecules to target all intracellular S. aureus cells.”’
Moreover, the local environment, and especially the acidic pH, can be unfavourable to the
activity of some antibiotics. For instance, such conditions only slightly affect
fluoroquinolones and clindamycin, with the retention of their good intracellular activity.”
Interestingly, some studies have even shown that methicillin-resistant S. aureus strains
recover their susceptibility to B-lactam antibiotics when they are phagocytised by eukaryotic

cells due to the acidic pH in phagolysosomes.**""

Indeed, penicillin-binding protein (PBP) 2a,
a low B-lactam-affinity PBP encoded by the mecA gene and conferring resistance to penicillin,

can be acetylated by p-lactams due to a pH-induced conformational change.*” This mechanism
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can possibly be involved in the increased intracellular activity of B-lactams against MSSA due
to a similar conformational modification of natural PBPs.

To our knowledge, only two studies previously assessed the intra-osteoblastic activity of some
antimicrobials. Kreis et al. recently obtained results concordant with ours using tigecycline
and rifampin but with tigecycline concentrations 30-fold higher than therapeutic bone
concentrations.”® Ellington et al. also suggested an excellent intra-osteoblastic activity of
rifampicin, clindamycin, and macrolides, but these compounds were used at MICs and not at
bone concentrations.”’ Other studies were performed using monocyte or macrophage cell
lines, showing that the intracellular activity of the anti-staphylococcal depends on the
exposure time and the extracellular concentration of the molecules tested, which emphasises
the importance of using therapeutic bone concentrations.>® As in the present work, these
studies have also highlighted a superiority of fluoroquinolones on internalised bacteria and the

. . . 34-36
inefficiency of vancomycin in macrophages.

Finally, animal models have also been used
to evaluate the intracellular activity of anti-staphylococcal molecules. In a mouse model of
staphylococcal peritonitis, Sandberg et al. classified the intracellular activity of antimicrobials
as follows: dicloxacillin > rifampin > gentamicin.3 7 However, a peritonitis model does not
match the tissue reality of BJI, for which antibiotic diffusion problems is a major concern. In
another mouse model of foreign-device infection, Murillo et al. confirmed the superiority of
fluoroquinolones over B-lactam antibiotics in the eradication of intracellular S. aureus.*®

The interpretation of the results obtained for SCVs is more complex, as the observed results
after 24 h of treatment is a balance between the emergence of these phenotypic variants,
which can be promoted by the stress induced by the tested antibiotics themselves, and the
efficacy of these same antibiotics on the SCVs. A previous study has shown that most

antibiotics were able to kill intracellular SCVs, depending on the concentration used.” Using

a therapeutic concentration, we showed that among intracellularly active antimicrobials, only
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ofloxacin was able to limit the intracellular emergence of SCVs. Finally, an accurate
definition of SCV, involving not only colony size but also metabolism markers, for example,
is lacking and may have helped to more precisely describe these variants.

Some limitations of our study must be addressed. First, only one S. aureus reference strain
was tested, which may represent a limitation to the extrapolation of our results to different
clinical isolates. Moreover, it would have been interesting to assess the intracellular
concentrations of antibiotics, which was not technically feasible in our laboratory.
Nevertheless, as mentioned above, only a sub-cellular pharmacodynamics analysis would
have been relevant, taking into account both the intracellular location of bacteria and
antimicrobials. Thus, the binding of each antimicrobial to culture medium proteins was not
considered and may have impacted the available amount of antibiotic for intracellular
diffusion. However, this parameter is rarely taken into account in bone diffusion studies in the
literature. Consequently, the choice of concentrations used in our study is most likely the most
relevant according to current pharmacological knowledge. Finally, antimicrobials were added
after a two-hour period of cell infection. However, Ellington et al. showed that the
intracellular antibiotic activity decreased when staphylococci persisted for 12 hours
intracellularly before treatment, likely due to a change in the bacterial cell wall.*' A similar
study using various incubation periods could be interesting to confirm these results under our
experimental conditions.

In conclusion, our results provide the first assessment of the intra-osteoblastic activity of a
large panel of antimicrobial used in BJI, as evaluated at therapeutic bone concentrations.
Ofloxacin exhibited the best therapeutic pattern, with an excellent intracellular activity while
limiting the emergence of SCVs. These data provide a basis for refining the choice of

antibiotics to prioritise in the management of difficult-to-treat S. aureus BJI. For instance, our
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results justify and promote the combination a fluoroquinolone due to its good intracellular

activity with an already well-known anti-biofilm molecule, such as rifampin.
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Tables

Table 1. Antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus HG001 and antimicrobial

concentrations

Antimicrobial MIC Usual plasmatic Usual bone:plasma Cpi, Cpone Cmax

concentration ratio

Beta-lactams

Oxacillin 0.094 50 0.17 3.33 10 30

Ceftaroline 0.19 20 0.19 1.33 4 12
Clindamycin 0.032 4-14 0.35 1.33 4 12
Fosfomycin 2 4-14 0.35 1.33 4 12
Glyco/lipopeptides

Vancomycin 1.5 20-40 0.21 2 6 18

Teicoplanin 1.5 10-70 0.21 1 3 9

Daptomycin 0.19 4-11 0.24 1.7 5 15
Linezolid 1 20 0.4 2.67 8 24
Ofloxacin 0.5 5 0.5 0.67 2 6
Rifampin 0.004 10-30 0.27 2 6 18
Tigecycline 0.125 0.2-1.5 0.35 0.1 03 09

All concentrations are expressed in mg/L. MICs were determined by the standard diffusion
method (E-test). Usual plasmatic and bone/plasma concentration ratios were determined after
a literature review, especially from the review published by Landersdorfer et al.*?

Chone: Bone concentration,; C;,: Minimal concentration; C,..: Maximal concentration; MIC:

Minimal inhibitory concentration.
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Figure legends

Figure 1. Intraosteoblastic inoculum change and intracellular proportion of small-colony
variants in the presence of the main antistaphylococcal molecules at the usual bone
concentration. Change in the number of intracellular CFU (Alog CFU; means +/- 95%CI) at 2
h, starting from an initial intracellular inoculum of 1.8x10° (95%CI 1.4x10° - 2.1x10°) for
100,000 osteoblasts, was compared to untreated cells (Mann-Whitney U-test).

CFU: Colony-forming units;, CI: confidence interval; SCV: Small-colony variants; **

p<0.01; *** p<0.001.

Figure 2. Dose effect of the main antistaphylococcal molecules on intraosteoblastic inoculum.
The results are expressed by the change in the number of intracellular CFU (Alog CFU;
means +/- 95%CI) at 2 h, starting from an initial intracellular inoculum of 1.8x10° (95%CI
1.4x10° - 2.1x10%) for 100,000 osteoblasts. Dose effect was assessed using linear regression
between the three used concentrations.

CFU: Colony forming units; CI: confidence interval; * p<0.05.

Figure 3. Dose effect of the main antistaphylococcal molecules on the intraosteoblastic
emergence of small-colony variants. Change in the number of intracellular CFU (Alog CFU;
means +/- 95%CI) at 2 h, starting from an initial intracellular inoculum of 1.8x10° (95%CI
1.4x10° - 2.1x106) for 100,000 osteoblasts, was compared with untreated cells (Mann-
Whitney U-test). The dose effect was assessed using linear regression between the three used
concentrations.

CFU: Colony-forming units, CI: confidence interval; SCV: Small-colony variants;, * p<0.05.
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Antimicrobial Minimal concentration Bone concentration Maximal concentration Dose effect
Mean (95%CI) p Mean (95%CI) p Mean (95%CI) p R? p

Oxacillin

Alog CFU  -1.7 (-4.0;+0.7)  <10® -4.2(-5.3;-3.1) <10® -4.9(-5.0; -4.8) <10 0.130 0.007

SCVs (%)  34.5(16.1;52.9)  0.041 33.2(16.3;50.0) 0.053 7.8 (1.0; 14.6) <10® 0.136 0.007
Ceftaroline

Alog CFU  +0.5(-1.9;+3.0)  0.006 -0.1(-2.5;+2.3) 0.002 -2.6 (-4.4;-0.7) <10” 0.084 0.033

SCVs (%)  96.3(-29.1;221.7) 0.082 50.0 (13.1; 86.8) 0.071 82.9(-36.4;202.1) 0.044 <10~ 0.992
Vancomycin

Alog CFU  +0.8 (-1.7; +3.3)  0.333 +2.9 (+0.8;+4.9)  0.830 -1.7(-4.1;0.6) 0.002 0.085 0.033

SCVs (%) 44.4(-8.2;97.1) 0.072 108.5(9.4;207.6) 0.800 53.5(3.6; 103.4) 0.185 0.001 0.824
Teicoplanin

Alog CFU  -2.3 (-4.5; -0.0) <107 -0.2(-2.7; +2.3) 0.001 -3.9(-5.3;-2.6) <10 0.058 0.080

SCVs (%)  134.6(5.2;263.9) 0.978 115.3(56.5;174.2) 0.374 117.2(24.2;210.1) 0.844 0.001 0.831
Linezolid

Alog CFU  -0.9 (-3.1; +1.3) <107 -3.1(-4.8;-1.4) <107 -3.1(-4.8;-1.4) <10® 0.016 0.361

SCVs (%)  30.1(16.3;43.9)  0.025 44.6(13.5;75.8) 0.087 35.8(6.9; 64.6) 0.023 <10 0.924
Daptomycin

Alog CFU  +5.2 (+5.0;+5.4)  0.078 +1.7 (-0.7; +4.0) 0.070 -1.6 (-3.7; +0.5) <10 0.346 <107

SCVs (%)  65.1(2.3;127.9)  0.052 49.1(-26.9; 125.1) 0.004 83.3(-7.9;174.5) 0.057 0.005 0.622
Fosfomycin
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Alog CFU
SCVs (%)
Tigecycline
Alog CFU
SCVs (%)
Clindamycin
Alog CFU
SCVs (%)
Ofloxacin
Alog CFU
SCVs (%)
Rifampin
Alog CFU
SCVs (%)

3.7 (-5.1;-2.3)

52.5(-13.1; 118.1)

3.7(-5.1;-2.3)

77.1 (22.1; 132.2)

-5.2(-5.2;-5.1)

59.7 (13.2; 106.2)

3.2 (-4.9; -1.4)
16.4 (3.3; 29.6)

4.7 (-4.9; -4.6)

27.1(12.5; 41.8)

<107
0.015

0.005
0.354

<107
0.425

<107
0.003

<107
0.021
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2.6 (-4.5; -0.6)

61.7 (5.7; 117.6)

3.9 (-4.8; -2.9)

71.7 (14.2; 129.1)

5.2 (-5.2; -5.1)

79.1 (1.3; 157.0)

4.9 (-5.0; -4.9)
10.4 (3.4 17.3)

4.9 (-4.9; -4.8)

20.3 (11.6; 29.0)

<107
0.057

<107
0.128

<10°
0.415

<107
0.001

<107
0.011

2.9 (-4.7; -1.0)
5.3 (-2.4; 12.9)

3.8 (-4.7; -1.0)

91.9 (-45.2; 229.0)

-5.2(-5.3;-5.1)

88.9 (16.3; 161.5)

-5.0 (-5.0; -5.0)
12.4 (4.1; 20.6)

4.7 (-4.9; -4.6)
18.4 (7.7, 29.2)

<107
<107

<107
0.015

<107
0.786

<107
0.001

<107
0.010

0.005
0.051

0.148
0.002

<107
0.011

0.083
0.003

<107
0.018

0.621
0.100

0.041
0.765

0.904
0.549

0.035
0.709

0.886
0.339

Supplementary data 1. Summary of the antimicrobial impact on intracellular global inoculum and SCVs
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The reduction of intracellular inoculum (Alog CFU) represents the decrease in intracellular bacteria after 24h, compared to untreated cells by

Mann-Whitney U-test. SCVs represent the number of colonies with an area inferior to 5-fold less of the median area measured for all colonies on

each plate, and are expressed relative to untreated cells. The existence of a dose-effect was assessed by linear regression between the three used

concentrations.
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In addition to being a frequent colonizing organism, Staphylo-
coccus aureus is one of the leading causes of human suppurative
infections, such as bone and joint infections (BJls). Although
wild isolates are susceptible to methicillin (methicillin-suscep-
tible S. aureus (MSSA)), methicillin-resistant S. aureus (MRSA)
isolates emerged from MSSA initially in hospital settings
(so-called hospital-acquired MRSA) and then in the community
(community-acquired MRSA) by acquiring the SCCmec ele-
ment harbouring the mecA gene, which encodes a specific
penicillin-binding protein (PBP2a). In the past 10 years,
livestock has been described as a third MRSA reservoir
(livestock-associated MRSA), notably because of the world-
wide spread of MRSA of sequence type (ST) 398 or related
STs clustered in clonal complex (CC) 398 [1,2]. Initially
reported as an animal colonizer, MRSA CC398 has been
shown to be responsible for various human infections [2].
Whole genome sequence analysis has provided evidence that
this MRSA clone probably originated in humans as MSSA, and
then jumped to livestock, where it acquired methicillin
resistance-associated genes [l]. However, little is known
about this MSSA CC398 counterpart. Poorly described in
animals, this clone was recently reported in people lacking
livestock-associated risk factors as a rare pathogen in various
conditions such as bloodstream, respiratory tract and skin and
soft tissue infections, and infective endocarditis in several
countries, as well as a rare human nasal commensal [3-7].
However, the role of MSSA CC398 in BJls has not been
described.

To investigate MSSA CC398 in BJls, we conducted a
retrospective study of all patients with monomicrobial or
polymicrobial MSSA B (i.e. clinical evidence of infection and at
least one reliable MSSA-positive bacteriological sample) diag-
nosed in four French geographical areas between 2009 and
2012 (Fig. 1). Because nasal carriage of staphylococci is
associated with a high risk of S. aureus infection, a control
population of nasal-colonizing isolates was established in two
of the participating centres, obtained by nasal sampling of
patients admitted for orthopaedic surgery (excluding patients
with BJls) or in intensive-care units. S. aureus characterization
was initially performed with the automated system Vitek-2
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

A total of 485 isolates from patients with MSSA BJls (Lyon,
n = 173 (Hospices Civils de Lyon, n = 75; Novescia, n = 98);
Montpellier, n = 132; Saint-Etienne, n = 96; Paris, n = 84)
were screened by the use of CC398-specific PCR targeting the
saul—-hsdS| gene, as previously described [8]. Within this
MSSA Bl collection, 68 of the 485 isolates (14.0%) belonged to
CC398. For comparison, 31 (9.0%) of the 346 nasal-colonizing
MSSA isolates (Hospices Civils de Lyon, from 2010 to 2012,
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FIG. I.

n = 228; Montpellier, 2012, n = |18) were CC398. Because
most previous international staphylococcal clonal distribution
studies have mainly focused on MRSA, it is difficult to
determine whether this clone is emerging or has been
neglected thus far. However, several facts argue for emer-
gence. Concerning nasal-colonizing strains, CC398 accounted
for only two of 829 (0.2%) MSSA isolates in a Dutch study
published in 2008, and two of 52 (3.8%) Spanish MSSA isolates
in 2009 [3,4]. With respect to BJls, Luedicke et al. reported a
high diversity of staphylococcal genetic backgrounds for the
2005-2006 period in Germany, with a distribution of the major
CCs similar to that in our study, but no CC398 [9]. These
differences may have been influenced by geographical area, but
the hypothesis that this clone emerged and rapidly spread is
supported by the fact that only one CC398 strain was
identified in 2008 during screening of BJI MSSA strains isolated
in our hospital in the period between 2001 and 2008 among 52
isolates (1.9%; p 0.081).

Surprisingly, heterogeneity in geographical distribution was
observed. The prevalence of CC398 among MSSA BJl isolates
was only 3.1% in Saint-Etienne, reached 10.4% in Lyon, and was
as high as 19.0% in Paris and 23.5% in Montpellier. The

frequency in Montpellier was significantly different from that

©2014 The Authors

Map showing the four geographical areas included in the study.

observed in Saint-Etienne (p 0.002) and Lyon (p 0.009), and
the frequency in Paris was different from that in Saint-Etienne
(p 0.002) and Lyon (p 0.046). It is of note that the lower
prevalence of MSSA CC398 was found in two cities that are
close to each other (Lyon and Saint-Etienne; 50 km). Similarly,
an important difference was observed in MSSA CC398 rate
among nasal-colonizing isolates between Lyon (n = 9/228;
3.9%) and Montpellier (n =22/118; 18.6%; p 0.013). This
heterogeneity in geographical prevalence raises the question of
the driving mechanism. It may lie in greater endemic diffusion
in some areas, possibly related to specific routes of transmis-
sion, risk factors, and environmental conditions, or the
emergence of subpopulations associated with the acquisition
of particular genetic traits in other areas.

In an ancillary study, MSSA BJIs identified in our hospital
(n = 75) between 2011 and 2012 were extensively character-
ized with respect to genetic background, virulence and
resistance genes, and clinical characteristics. CC assignment
on the basis of DNA microarray results (StaphyType; Alere,
Jena, Germany) was in agreement with the CC398-specific
PCR results [10,11]. As expected for the MSSA collection, a
great diversity of CCs was observed (n = 20), among which
CC398 was the fourth most common (n = 8; 10.7%), behind

Clinical Microbiology and Infection ©2014 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI
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CC30 (n=12; 16.0%), CC5 (n=10; 13.3%), and CCA45
(n = 9; 12.0%). CC398 was associated with three different spa
types, namely t571 (n = 6), t034 (n = 1), and t002 (n = ). No
significant differences were observed between CC398 and
other strains with respect to demographic characteristics and
the clinical presentation of BJls (Table I). Conversely, MSSA
CC398 BJIs were significantly associated with a lower
biological inflammatory syndrome (p 0.035) and lower treat-
ment failure rates (0% vs. 37.3%, p 0.032). These results should
be interpreted with caution, because of the large number of
statistical tests performed and the small number of included
cases of each clone. Nevertheless, this low virulence profile is
in agreement with DNA microarray analysis revealing no
particular resistance gene (except for an isolated resistance
to macrolides related to the ermT gene), and none of the
major, most well-known staphylococcal virulence genes, with

the exception of one strain bearing the genes for enterotox-

TABLE I. Characteristics of the 75 patients with methicil-
lin-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) bone and joint
infection (BJI) included at the Lyon University Hospitals, and

comparison between clonal complex (CC) 398 and other

clones
Total CC398 Other clones p
Total patients 75 8 67
Demographic characteristics
Sex (male) 47 (62.7) 6 (75.0) 41 (61.2) 0.364
Age (years) 527 £203 499 + 170 53.1 £207 0.377
Charlson’s 24 +28 1.8 +27 25 +128 0.492
comorbidity index
BJI characteristics
Arthritis 26 (34.7) 4 (50) 22 (32.8) 0.278
Prosthesis 16 (21.3) 1 (12.5) 15 (22.4) 0.455
joint infections
Osteomyelitis 38 (50.7) 4 (50) 34 (50.7) 0.629
Osteosynthesis 25 (33.3) 4 (50) 21 (31.3) 0.249
device infections
Vertebral 11 (14.7) 0(0) 11 (16.4) 0.262
osteomyelitis
Vertebral 5 (6.7) 0 (0) 5(7.5) 0.560
osteosynthesis
device infections
Acute BJI 47 (62.7) 6 (75) 41 (61.2) 0.364
Delay from 525 £ 3629 34 +33 584 + 383.9 0.246

symptoms to
diagnosis (days)

Biological 67 (89.3) 5 (62.5) 62 (92.5) 0.035
inflammatory
syndrome
CRP (mg/L) 110 £ 113 62 + 96 116 + 115 0.193
Leukocyte 102 £ 4.2 7.6 £23 10.5 + 4.2 0.048
count (10%/mL)
Neutrophil 78 £ 40 53+ 20 8.1 + 4.1 0.035
count (10%/mL)
Local complication 58 (77.3) 6 (75) 52 (77.6) 0.583
Fistula 38 (50.7) 2 (25) 36 (53.7) 0.122
Abscess 31 (41.3) 5 (62.5) 26 (38.8) 0.182

Bacteraemia
Qutcome
Treatment failure

22/33 (66.7) 12 (50) 21/31 (67.7) 0.562

25 (33.3) 0 (0) 25 (37.3) 0032

CRP, C-reactive protein. Acute BJl: time from the onset of symptoms to diagnosis
of <4 weeks. Biological inflammatory syndrome: CRP level of >10 mg/L at the time
of diagnosis. Treatment failure: (i) persistence of septic symptoms despite
appropriate surgical and medical treatment; (ii) relapse owing to the same MSSA
after cessation of treatment; or (iii) the need for a new operation for sepsis more
than 5 days after the initial operation.

Results are presented as n (%) and mean =+ standard deviation. Comparisons were
performed by use of a t-test with Welch'’s correction for continuous variables, and
the chi-squared or Fisher exact test for dichotomous variables, as appropriate.

ins C and L. This may also explain why this ‘unspecialized’
pathogen is associated with a large panel of diseases [3-7].
However, all strains harboured the chp and scn genes on a
mobile genetic element belonging to the immune evasion
cluster and f-haemolysin-converting bacteriophages and
described as being associated with S. aureus human host
specificity for the ST398 lineage that has been lost in the
animal-adapted MRSA CC398 [I,12]. The presence of such
mobile genetic elements provides evidence for the capacity of
the MSSA CC398 clone to be highly receptive to horizontal
gene transfer, which might lead to human and/or virulence
adaptation. This hypothesis was recently confirmed by the
emergence and spread of a Panton—Valentine leukoci-
din-positive CC398 subpopulation in Chinese skin and soft
tissue infections, reaching 64.3% of CC398 isolates in a recent
study [13]. This last report is very worrying; the acquisition of
this hypervirulent phenotype by a clone that is well adapted to
humans and able to be transmitted throughout the community
(as demonstrated by high nasal colonization rates in some
areas) may have a major impact on public health, and warrants
regular monitoring.

Finally, a particular ability of this clone to cause BJls remains
questionable. On the one hand, the high prevalence of MSSA
CC398 in BJls and the difference between BJI and nasal-col-
onizing isolates, especially in our institution (nine MSSA
CC398/228 nasal-colonizing isolates (3.9%) as compared with
10.4% CC398 BJIs (p 0.028)), suggest a particular tropism of
this clone for bone and joints. In Montpellier, the very
widespread diffusion of the clone as indicated by the huge
prevalence, even in carriage (23.5% of all MSSA), possibly
masks the phenomenon, and makes it more difficult to obtain
statistically significant data when comparing the prevalence of
CC398 in BJIs and carriage. On the other hand, a global rise in
the prevalence of MSSA CC398 has been observed in France in
various pathogenic conditions, including bloodstream infec-
tions [5,7]. Moreover, DNA microarray analysis failed to
highlight specific genetic virulence associated with Bls. In any
case, this rise in MSSA CC398 prevalence in BJls as well as in
many other infectious conditions may be attributable to
specific unknown virulence factors or specific expression
profiles impacting on phenotypic characteristics, such as
biofilm formation and/or interactions with bone cells, which

remain to be evaluated.
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ABSTRACT

Recent research on Staphylococcus aureus vaccine development has focused on active
immunization against Panton-Valentine leukocidin (PVL), a potent leukotoxin associated with
both superficial and severe deep-seated infections. PVL prevalence is highly variable
worldwide, but it is unknown to what extent immunity to PVL varies between patients from
geographic areas with different PVL-positive S. aureus prevalences. We conducted a
retrospective multicentric study of anti-PVL and anti-alpha-toxin (Hla) antibody levels in
uninfected adult patients from France (low PVL prevalence; n = 200), Algeria (moderate
prevalence; n = 143) and Senegal (high prevalence; n = 228). The antibody levels were
quantified by ELISA. Because Hla is present in virtually all S. aureus strains, its
corresponding antibody levels were considered to reflect population exposure to S. aureus.
Compared with French participants, the average anti-PVL antibody levels were 2.5-fold and
8.2-fold higher in Algerian and Senegalese participants, respectively (P < .001). Conversely,
anti-Hla antibody levels did not differ between participants from the three countries,
suggesting that the observed differences in anti-PVL antibody levels were not biased by
variations in population exposure to S. aureus. Hence, anti-PVL antibody levels in the
general populations of France, Algeria and Senegal vary widely and match variations in PVL-
positive S. aureus strain prevalence, with an increasing North-to-South gradient. We
conclude that immunity to PVL in a given population correlates with local PVL prevalence.
This finding can help to inform PVL vaccine strategies, whose maximum benefits are

expected in patients with weak or absent PVL immunity.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is a major human pathogen responsible for a wide array of infections,
ranging from mild superficial infections of the skin to life-threatening deep-seated infections,
such as infective endocarditis or pneumonia [1]. Because of its high prevalence and its
propensity to develop antimicrobial resistance, S. aureus is considered as a major public
health issue and a target of considerable interest for vaccine research [2]. However,
strikingly, all anti-S. aureus vaccination approaches have failed in clinical trials thus far [3], in
contrast with the encouraging results obtained in preclinical experiments. The causes of
these repeated failures are multifactorial. On the one hand, our understanding of the
mechanisms of protective immunity to S. aureus is incomplete; notably, it has been proposed
that cell-mediated immunity, rather than the humoral immunity targeted by classical antigen-
based vaccine approaches, might play a prominent role in preventing S. aureus infections
[2]. On the other hand, as a colonizing organism in humans, S. aureus is widely distributed,
so virtually all patients possess anti-S. aureus antibodies [4]. Thus, vaccines strategies
involving antigens common to all S. aureus strains may have failed to demonstrate
measurable benefits because they sought to elicit a seroresponse in patients with pre-

existing anti-S. aureus immunity.

In this context, targeting strain-specific toxins or antigens, rather than core genome-
encoded antigens, might be of interest because patients are less likely to have encountered
the toxin and developed a seroresponse. Among possible vaccine candidates, Panton-
Valentine leukocidin (PVL) has garnered much attention because of its frequent expression
in hypervirulent community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA), which has
rapidly emerged and spread worldwide over the last two decades [5]. PVL is a phage-borne
leukotoxin comprising two subunits, LukS-PV and LukF-PV, that is able to activate and

induce the apoptosis and lysis of innate immune cells after binding to the C5a receptor [6].

Page 4 of 21



Page 5 of 21

O©CoOoO~NOOOPRARWN -

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

Clinical Microbiology and Infection

Although PVL is most frequently associated with skin and soft-tissue infections, it is also
involved in severe and frequently lethal deep-seated infections, such as necrotizing
pneumonia [7, 8], whose prevention by active immunization is highly desirable. Moreover,
high antibody titers to PVL have recently been reported to correlate with a lower risk of
sepsis and invasive infection [9, 10], indicating that the PVL seroresponse either affords
protection per se or is at least a marker of another form of protective immunity. Collectively,
these data suggest that an anti-PVL vaccine would bring the most benefit to patients with

weak or absent PVL immunity.

To help to refine future vaccine strategies, it is crucial to investigate whether different
patient populations, e.g., in different regions of the world, exhibit different levels of PVL
immunity. Indeed, PVL prevalence in S. aureus is highly variable worldwide, ranging from
less than 2% of strains in certain areas to more than 50% in others [11], but it is unknown to
what extent variations in toxin prevalence are associated with variations in PVL immunity at
the population level. To address this question, we conducted a multicentric study of the PVL
serologic status of uninfected patients from three countries with contrasting PVL

prevalences, namely, France (Europe), Algeria (Maghreb) and Senegal (West Africa).
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METHODS

Study design, sample collection and ethics approval

The study was multicentric, retrospective and cross-sectional. The overall aim of the
sampling procedure was to obtain blood samples from adult patients devoid of S. aureus
infection and immunological disorders who were from areas with contrasting PVL
prevalences. The participating centers were as follows: (1) the University Hospital of Lyon,
France, a country where the PVL-positive S. aureus prevalence is reported to be below 5%
in unselected strain populations [12, 13]; (2) the University Hospital of Algiers, Algeria, a
setting in which the prevalence is approximately 35% of strains [14, 15]; and (3) the Pasteur

Institute of Dakar, Senegal, where the prevalence is approximately 60% [16].

The inclusion criteria were age over 18 years, the absence of a patent or suspected
septic condition, and the absence of immunosuppressive medication. In France and Algeria,
only HIV-negative patients were included, whereas HIV infection was not accounted for in
Senegal because of data unavailability (of note, HIV prevalence in Senegal is less than .5%
[17]). All patients gave informed consent, stating that their blood samples could be used
anonymously for research purposes. Age and gender were the only items collected. The
patients from France were blood donors whose blood had been drawn for routine serological
screening in December 2009. Because the study materials were left over from routinely
collected samples and because no clinical data were recorded, approval by the ethics
committee was not required. The patients from Algeria had been enrolled and sampled from
2006 to 2007 to constitute the control group of a previous study dedicated to anti-S. aureus
antibodies [18]. The study had received approval from the Medical Ethics Committee of the
Mustapha Pacha Hospital. The patients from Senegal were enrolled in the clinical laboratory
of the Pasteur Institute of Dakar from March to April 2011. The study received approval from

the National Ethics Committee of Senegal.
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Serum samples were stored at -80°C, were kept frozen during transportation and

were analyzed in the same facility at the University of Lyon, France.

Serologic testing

Serum antibodies to LukS-PV (one of the two components of PVL) were quantified using a
specific ELISA method with solid-phase recombinant toxins and peroxidase-conjugated anti-
immunoglobulin antibodies. To evaluate the global exposure to S. aureus in each cohort, we
also quantified the levels of antibodies to alpha-toxin (Hla), which is expressed by most
S. aureus strains [19]. This serological correlate of exposure was used to determine whether
differences in anti-LukS-PV antibodies were related to differences in global S. aureus

exposure, rather than only to differences in the prevalence of PVL-positive S. aureus.

Recombinant LukS-PV and Hla were produced in-house in Escherichia coli
BL21star(DE3)pLys (Invitrogen Corp.) and purified on Ni-nitrilotriacetic acid columns
(Qiagen), as described previously [20]. The wells of microtiter plates (Greiner Bio-One,
Munich, Germany) were then coated with either 5 pg/mL LukS-PV or .5 pg/mL Hla in
phosphate-buffered saline (PBS) with .1% sodium azide. After overnight incubation at room
temperature, the wells were sequentially washed three times with PBS-Tween and incubated
for 1 h at 37°C with (1) PBS-Tween and 5% lyophilized skimmed milk, (2) serially diluted
specimen (range: 1/1,000 to 1/100,000), and (3) peroxidase-conjugated rabbit anti-human
polyvalent IgG (Sigma, St. Louis, USA) diluted 1/30,000. After a final wash, the substrate
tetramethylbenzidine (Sigma) was added and incubated for 30 min before the reaction was

stopped by adding 75 pL of 1 M H,SO,. The optical density was then read at 450 nm.

Commercial human intravenous polyclonal immunoglobulin (IVIlg) (Tégéline;
Laboratoire Frangais du Fractionnement et des Biotechnologies, Courtaboeuf, France) was
used as a standard, as described previously [21]. This IVIg was isolated by fractionation of a

pool of IgG collected from 20,000 French healthy donors. The amount of specific antibodies
6
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contained in an IVIg solution at 12.5 g/L, which is the physiological human immunoglobulin
serum concentration, is thus considered to reflect the average antibody level in the general
French population. In the present study, the results for the clinical samples are expressed in
arbitrary units per liter (AU/L), where 1,000 AU/L corresponds to the amount of anti-LukS-PV
or anti-Hla antibodies in the standard IVIg solution. The reported values are means of

duplicate wells.

Statistical analysis

The distribution of the data was assessed visually. When the data followed a lognormal
distribution (with serologic results expressed as AU/L), hypothesis testing and modeling were
performed using the logarithm of the data, with negative values coerced to zero. Location
differences were tested for significance using Welch’s f-test. P-values were corrected for
multiple hypothesis testing using the Holm-Bonferroni procedure where applicable.
Multivariate models using either anti-LukS-PV or anti-Hla antibody levels as the response
variable were constructed by multiple linear stepwise regression with forward variable
selection. Density estimations were performed using Gaussian kernels. The significance
threshold was set at .05 for all tests. These analyses were performed using R software

version 3.01 Good Sport (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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RESULTS

Characteristics of the study population

A total of 571 patients were included, of whom 200 (35.0%) were from France, 143 (25.0%)
were from Algeria, and 228 (40.0%) were from Senegal. Demographic characteristics are
given in Table 1. Gender did not differ significantly between the cohorts, but age did, with
patients from Algeria being older on average than patients from France (P < .001, Welch’s t-

test) and Senegal (P =.003) were.

Anti-LukS-PV, but not anti-Hla, antibody levels strongly differ between patients from

France, Algeria and Senegal

The mean * standard deviation (SD) anti-LukS-PV antibody level in patients from France was
1,541 £ 1,414 AU/L, which was close to that of the reference material (pooled IVIg from
healthy French donors), set by definition to 1,000 AU/L (Figure 1). Anti-LukS-PV antibody
levels were 2.5-fold higher in patients from Algeria and 8.2-fold higher in patients from
Senegal (P < .001 for both differences) (Table 1). Conversely, anti-Hla antibody levels did not
differ significantly between the patients in the three cohorts (P = .680; Table 1). Hence, a
strong North-to-South gradient in the distribution of anti-LukS-PV antibodies, but not anti-Hla
antibodies, was observed at the population level, which indicates that the differences in the
anti-LukS-PV antibody levels were not biased by variations in population exposure to

S. aureus.

Factors associated with anti-LukS-PV and anti-Hla antibody levels

A multivariate analysis was performed to determine which factors were independently
associated with humoral immunity to LukS-PV and Hla. Unsurprisingly, anti-LukS-PV and

anti-Hla antibody levels were strongly associated, both in a univariate analysis (Pearson’s
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correlation coefficient r = .36, P < .001) and in the multivariate analysis, after controlling for

country, age and gender (P < .001).

Patients’ country was an independent predictor of anti-LukS-PV antibody levels (P <
.001). The same association was found between country and anti-Hla antibody levels (P <
.001); however, this association appeared only in the multivariate, and not the univariate,
analysis, indicating that it most likely arose to compensate for the large differences in anti-

LukS-PV antibody levels between the three cohorts.

Age was moderately negatively associated with anti-Hla antibody levels, both in the
univariate (r = -.123, P = .003) and in the multivariate (P = .023) analyses. We also observed
a very weak positive association of age with anti-LukS-PV antibody levels (r = .084, P =
.045), but this association was not significant in the multivariate analysis (P = .610).
Interestingly, anti-LukS-PV antibody levels did not differ significantly by gender (mean + SD,
6,455 + 11,394 in males and 6,628 + 10,069 AU/L in females, P = .642, Welch’s f-test on
logs), but anti-Hla antibody levels did, with females exhibiting moderately higher levels than
males did (1,292 + 1,323 UA/L vs. 1,007 £ 1,290, respectively, P < .001). This pattern was
conserved in the multivariate analysis, with gender being independently associated with anti-

Hla, but not anti-LukS-PV, antibody levels (P < .001 and P = .110, respectively).
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DISCUSSION

Anti-S. aureus vaccine strategies have failed thus far at least partly because they have
sought universal, and perhaps unachievable, protection, rather than prevention of precisely
defined infectious conditions in precisely defined at-risk populations [2]. PVL-directed vaccine
approaches have shown promising preclinical results [22, 23], but they are likely no
exception to the rule; it is thus crucial to gain knowledge that can help to determine the
optimal target population. Rather surprisingly, it is unknown whether immunity to PVL varies
between patients from different geographic areas. Our investigation of humoral immunity to
PVL in uninfected adult patients from three countries with contrasting PVL-positive S. aureus
prevalences demonstrates that anti-LukS-PV antibody levels vary widely between countries,
with a distribution that follows the same gradient as PVL prevalence does. These results are
crucial for informing the design of future clinical trials for vaccines because they highlight a
potential limit of PVL vaccine strategies. Indeed, although it initially seems reasonable to
immunize patients living in areas of high PVL prevalence, who are more likely to encounter
the toxin and develop an infection, we show that pre-existing anti-PVL antibody levels in such
patients are globally high, which could strongly affect the expected benefits of a PVL vaccine

in these populations.

The large differences in anti-LukS-PV antibody levels between the three cohorts
involved in our study raise the question of whether high antibody levels are associated with
protection against PVL-related diseases. Recent studies have suggested that PVL-directed
immunity does not prevent the occurrence of subsequent PVL-related infections [24] but is
protective against sepsis and death in cases of deep-seated PVL-related infection [9, 10]. In
the current study, because of the lack of large-scale clinical and epidemiological studies
regarding PVL infections in Algeria and Senegal, we could not establish a direct link between

population-level PVL immunity and the outcome of PVL-positive S. aureus infections in these
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countries. However, clinical studies from the US have reported findings that we consider as
indirect but strong evidence in support of the hypothesis that PVL prevalence in a given
population or community correlates with better infection outcomes. In particular, among US
citizens, it has been well established that African-American patients are more at risk for
colonization or infection with PVL-secreting strains than Caucasian patients are [25-27],
although the underlying reasons for this phenomenon are largely unknown. In a large-scale
epidemiological study [28], Klevens et al. reported invasive MRSA infection and related death
among Caucasian and African-American patients in both community and healthcare settings.
In this study, CA-MRSA infections, which were likely caused by PVL-secreting MRSA, were
3-fold more frequent in African-American patients compared with Caucasian patients.
However, the former were 6-fold less likely to die during hospitalization than the latter were.
Strikingly, this negative association of infection incidence and mortality was not present for
healthcare-associated infections, which were much less likely to involve PVL-secreting
strains. These figures were not specifically discussed by the authors, and they must be
interpreted with caution because investigation of PVL-associated infection and death was not
the primary goal of the study. However, given the large number of patients included (n =
8,987) and the amplitudes of the differences, these data strongly support a negative
association between previous exposure to PVL and PVL-associated death. Similar indirect
evidence can be found in a recent study by Fritz et al. [9], in which US patients who were
either colonized or infected with PVL-positive S. aureus were enrolled at a single hospital. In
this study, being African-American was positively associated with PVL-positive S. aureus
colonization but negatively associated with invasive infection due to the same pathogen.
Taken together with the observations from these studies, our finding that PVL prevalence
correlates with PVL immunity provides a plausible explanation for the negative association of
PVL prevalence and invasive PVL infection, suggesting that patients with frequent PVL

exposure develop immunity that affords them protection against the most severe clinical
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forms of PVL-positive S. aureus infections. This hypothesis is in keeping with a previous
report that a history of PVL-related infection is associated with better outcomes in French
patients with pneumonia caused by PVL-secreting S. aureus [29]. However, specific studies
of humoral immunity to PVL and invasive PVL-related infection incidence in patients from

diverse geographic areas are warranted to confirm or disprove this hypothesis.

Our study has limitations in addition to those inherent to its retrospective design. First,
the patients from Senegal were not screened for HIV. However, it is unlikely that the possible
inclusion of HIV-positive patients biased the results because (1) HIV prevalence in Senegal
is very low, at < .5% [17], and (2) the inclusion of immunocompromised patients would have
biased the results toward lower antibody levels, which would not invalidate our conclusion
that patients from Senegal exhibit high antibody levels. Second, the inclusion periods differed
between the cohorts (Algeria, 2006-2007; France, 2009; and Senegal, 2011). However, only
large changes in PVL prevalences in these countries, which have not been reported to the
best of our knowledge, could have significantly modified the North-to-South gradient in PVL
prevalence upon which our conclusions were based. Third, our investigation of PVL serologic
status was based on the quantification of antibody levels targeted to only one of the two PVL
subunits, namely, LukS-PV. This choice was driven by the results of previous studies that
demonstrated that antibody responses to both subunits were either similar [9, 24] or stronger
against LUkS-PV than against LukF-PV [18]. It is thus unlikely that the addition of anti-LukF-
PV antibody quantification to our study would have led to different conclusions. Finally, for
ethical reasons, only adult patients were enrolled, although PVL infections frequently occur in
children and adolescents [24]. Because of the large number of patients included, we believe
that the differences observed between the cohorts can be reasonably extrapolated to
younger patients; however, only specific studies in pediatric populations can offer a definitive

answer to this question.
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To conclude, we have demonstrated that humoral immunity to PVL varies widely
between Western European, North African and Sub-Saharan African populations and that
this immunity is distributed along a North-to-South gradient that correlates with that of PVL
prevalence in S. aureus. In light of recent reports that anti-PVL antibody titers correlate with
protective immunity against severe PVL-related infections [10], our findings have strong
implications for the development of PVL-directed vaccine strategies. In particular, our
findings suggest that such vaccines could bring little or no benefit to patients with frequent
PVL exposure, who are likely to have already raised a protective anti-PVL immune response.
Conversely, we propose that the optimal benefits of PVL immunization could be attained in
patients without pre-existing PVL exposure who might be exposed to PVL-positive S. aureus,
such as European inhabitants traveling to areas with high PVL prevalence [30]. More
generally, our findings also imply that the results of PVL vaccine efficacy studies are likely
dependent on the level of PVL exposure in the targeted population. Therefore, such studies
should be conducted in patients with homogeneous levels of PVL exposure, which can be
challenging in countries such as the US, whose population includes communities with

variable prevalences of PVL-positive S. aureus.
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Figure Legend

Figure 1. Comparison of the distributions of anti-LukS-PV and anti-Hla antibody levels
in adult patients from France, Algeria and Senegal. Serum antibodies to LukS-PV (a PVL
subunit) and Hla were quantified using an ELISA procedure. The results are expressed in
arbitrary units per liter (AU/L), with 1,000 AU/L corresponding to the amount of antibodies in
a 12.5 g/L IVIg solution obtained from a pool of healthy donors from France. The density
curves were obtained using a Gaussian kernel on log-transformed data. (A), Anti-LukS-PV
antibody levels followed an increasing gradient from France to Algeria and Senegal (P < .001
for all pairwise differences using Welch’s t-test on logs with Holm-Bonferroni correction),
which correlates with the gradient of PVL prevalence in these countries [12-16]. (B),
Antibodies to Hla, which is uniformly distributed among S. aureus species, were equally
distributed among patients from the three countries (P = 1 for all pairwise differences),
suggesting that the differences in anti-LukS-PV antibody levels do not reflect differences in

global population exposure to S. aureus between the countries.
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314

Table 1. Age, gender and antibody levels against the Panton-Valentine leukocidin subunit LukS-PV and alpha-toxin in adult patients from
France, Algeria and Senegal.

Association with o ation with

Cohort .LUKS'F.’V Hla immunity
immunity

Characteristic NT=O?7|1 ,5 r:g%% ,ﬁ‘ Igar‘i% ﬁe:ez%asl P PP P P° P°
Age, mean + SD 46.4 +17.1 404+ 155 52.8 + 20.2 476+ 14.6 <.001 045 610  .003  .023
Gender (%)

Male 299 (52.4) 107 (53.5) 75 (52.5) 117 (51.3) 904 642 110 <001 <.001

Female 272 (47.6) 93 (46.5) 68 (47.5) 111 (48.7)
v e oS Soons  1541%1414 3905:4239  2S0F <.001 <001 <001
Anti-Hla antibody level, 1,143+1,312  1,082+1,174  985+1,273 1,295 + 1,436 680 <001  <.001

mean AU/L £ SD

Analyses of antibody levels performed on log-transformed data.

Abbreviations: Hla, alpha-toxin; SD, standard deviation.

@P-values for differences between cohorts. Categorical variables analyzed by Fisher’'s exact test; continuous variables analyzed by ANOVA with
Fisher’s F-test.

®Univariate analysis by ANOVA and F-test for both continuous and categorical variables.

“Multivariate analysis by stepwise regression with forward variable selection. Patients’ country was independently associated with both anti-LukS-PV
and anti-Hla antibody levels (P <.001 in both models).
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B France (n = 200)
O Algeria (n = 143)
E Senegal (n = 228)
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Figure 1. Comparison of the distributions of anti-LukS-PV and anti-Hla antibody levels in adult patients from
France, Algeria and Senegal. Serum antibodies to LukS-PV (a PVL subunit) and Hla were quantified using an
ELISA procedure. The results are expressed in arbitrary units per liter (AU/L), with 1,000 AU/L
corresponding to the amount of antibodies in a 12.5 g/L IVIg solution obtained from a pool of healthy donors
from France. The density curves were obtained using a Gaussian kernel on log-transformed data. (A), Anti-
LukS-PV antibody levels followed an increasing gradient from France to Algeria and Senegal (P < .001 for all
pairwise differences using Welch’s t-test on logs with Holm-Bonferroni correction), which correlates with the
gradient of PVL prevalence in these countries [12-16]. (B), Antibodies to Hla, which is uniformly distributed
among S. aureus species, were equally distributed among patients from the three countries (P = 1 for all
pairwise differences), suggesting that the differences in anti-LukS-PV antibody levels do not reflect
differences in global population exposure to S. aureus between the countries.
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RESUME

Les infections ostéo-articulaires (IOA), principalement causées par les staphylocoques, sont
des infections graves, responsables d'un taux élevé de mortalité et de morbidité suite a
I'inflammation et I'importante destruction osseuse. Nous avons étudié si les interactions
hotes-pathogenes pouvaient influer sur la présentation clinique (aigu€, chronique, ...) des
IOA. Nous avons d’abord développé un modele in vitro d’infection intracellulaire
d’ostéoblastes humains permettant de quantifier I'adhésion, linvasion, la survie
intracellulaire des staphylocoques et les dommages subis par les cellules infectées. Grace a
ce modele, nous avons ensuite montré que les souches de S. aureus (SA) communautaires
résistants a la méticilline (CA-MRSA), un groupe polyphylétique de souches hypervirulentes
associées a des formes aigués et séveres d’lIOA, induisent une cytotoxicité supérieure a celle
des MRSA hospitaliers (HA-MRSA) associés a des |IOA plus souvent chroniques. Ces résultats
nous ont amenés a décrire un nouveau mécanisme de virulence des CA-MRSA basé sur
I'invasion des ostéoblastes et I'activité intracellulaire d'une toxine staphylococcique, les
phénol-soluble modulins (PSM). Par la suite, en utilisant une large collection de souches
cliniques de SA sensibles a la méticilline (MSSA) de fond génétique tres divers, et en utilisant
comme seul critere de corrélation la durée d’évolution réellement observée chez les
patients, nous avons obtenus les premiers résultats validant I'hypothése du rdle de
I'internalisation de S. aureus dans les ostéoblastes dans la chronicité des IOA. Ces travaux
nous ont également permis de démontrer la corrélation entre la dysfonction d'un des
principaux systemes de régulation de la virulence chez SA, le systeme agr, et le caractere
chronique des IOA. La fonctionnalité du systeme agr, qui se traduit par la sécrétion de la
delta-hémolysine, est facilement détectable par spectrométrie de masse par la nouvelle
technologie MALDI-TOF-MS, utilisée en laboratoire de routine pour l'identification
bactérienne. Ainsi, nos résultats suggerent que cette technique pourrait représenter la
premiére méthode objective d’évaluation du degré de chronicité d’une IOA au moment du
diagnostic, permettant ainsi d'améliorer la prise en charge initiale des patients. En paralléle,
nous avons démontré que l'interaction entre SA et les ostéoclastes, seules cellules capables
de résorber la matrice osseuse, était responsable de la destruction osseuse observée chez
les patients atteints d'IOA par deux mécanismes complémentaires : i) SA inhibe
I'ostéoclastogénese des précurseurs myéloides qui se différencient alors en macrophages.
Ces macrophages sécretent une multitude de signaux pro-inflammatoires facilitant ainsi le
recrutement d'ostéoclastes matures sur le site de l'infection et |'ostéoclastogénése des
précurseurs non infectés ; ii) l'infection des ostéoclastes matures par SA triplent leur
capacité de résorption. Ainsi nous avons démontré que les ostéoclastes jouaient un réle
central dans la destruction osseuse observée lors des I0A.

Nos travaux ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension et I'amélioration de la
prise en charge des |IOA a SA.





