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Staphylococcus aureusStaphylococcus aureus
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CocciCocci

 
Gram +Gram +

••
 

CCoagulaseoagulase
 

+ + ((vsvs. . coagulasecoagulase

 

--

 

: : S. S. epidermidisepidermidis, , S. S. saprophyticussaprophyticus ))

••
 

Réservoir : homme et animaux à sang chaudRéservoir : homme et animaux à sang chaud
--

 
colonise les muqueuses nasales et la peaucolonise les muqueuses nasales et la peau

(colonisation permanente ~ 20% de la population; intermittente 6(colonisation permanente ~ 20% de la population; intermittente 60%)0%)

IntroductionIntroduction



Infection de la peau et des tissus Infection de la peau et des tissus 
mous (furoncle, impétigo,…)mous (furoncle, impétigo,…)
OstéomyélitesOstéomyélites
EndocarditesEndocardites
Syndrome du choc toxiqueSyndrome du choc toxique
Empoisonnement alimentaireEmpoisonnement alimentaire
……

Infections à StaphylocoquesInfections à Staphylocoques

Infections récurrentes Infections récurrentes 
et difficiles à traiteret difficiles à traiter
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Paroi

S. aureus

cellule 
eucaryote

Adhésines:     
Fibronectin binding 
proteins

Protéine A

IgG

Exoprotéines:
protéases        
lipases    
collagénase 
coagulase      
…                
toxines:-

 

entérotoxines                   
-TSST                                
-

 

exfoliating toxins              
-

 

hémolysines 
- … 

Facteurs de virulencesFacteurs de virulences
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Hémolysine-α

• 293 aa heptamère
•

 

Forme des  pores dans les 
membranes
•

 

GR, LyC. , cell. épithéliales, 
plaquettes, …

Hémolysine-β

• 330 aa
• Sphingomyélinase
• Monocytes, (GR)

Hémolysine-γ

• HlgA (281 aa) + HlgB (300 aa) 
ou HlgB + HlgC (286 aa)
• Forme des pores
• MΦ, monocytes, lyC., (GR),…

Hémolysine-δ

• 26  aa
• Perturbe les membranes

HémolysinesHémolysines IntroductionIntroduction



EEtudiertudier
 

l'implication des hémolysines de                      l'implication des hémolysines de                      
S. aureusS. aureus dans le développement de l'infection dans le développement de l'infection 

intracellulaire dans un modèle de cellules intracellulaire dans un modèle de cellules 
phagocytairesphagocytaires

•• Localisation des Localisation des S. aureusS. aureus intracellulairesintracellulaires

ObjectifsObjectifs

••
 

Cinétique de multiplication intracellulaire de           Cinétique de multiplication intracellulaire de           
mutants mutants S. aureusS. aureus



•• 83258325--44:  :  --

 

souche de laboratoire dsouche de laboratoire déérivrivéée de NCTC 8325 e de NCTC 8325 

--

 

ssééquencquencééee, , souchesouche

 

de de rrééfféérencerence

 

pour les pour les éétudes gtudes géénnéétiquestiques

--

 

hlhlαα+, +, hlhlββ+, +, hlhlγγ+, +, hlhlδδ+, rsbU+, rsbU--

8325-4

1090   
hlα*

5719 
hlβ*

5942 
hlγ*

SH 1000W. T.

Mutants

hlα* hlβ* hlγ*

5938

Souches Souches WT et mutants WT et mutants hémolysineshémolysines
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Mise au point de l'infectionMise au point de l'infection

RésultatsRésultats

    Infection S. aureus/THP-1: variations de la conc. en gentamicine
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      Infection S. aureus/THP-1: Effet du nombre de bactéries par macrophage
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Croissance intracellulaire des mutantsCroissance intracellulaire des mutants
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Influence du pH sur la croissanceInfluence du pH sur la croissance
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Localisation Localisation subcellulairesubcellulaire

2 µm2 µm
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••

 

S. aureusS. aureus capable de se multiplier dans capable de se multiplier dans des cellules des cellules 
phagocytairesphagocytaires

••

 

S. aureusS. aureus confinconfinéé
 

dans des vacuoles  dans des vacuoles  àà
 

24h24h

••

 

Croissance intracellulaire:Croissance intracellulaire:
••

 

ÀÀ
 

5h : 5h : pas de variation de l'inoculum intracellulairepas de variation de l'inoculum intracellulaire

••

 

ÀÀ
 

24h: 24h: croissance identique pour les souches ATCC 25923, 8325croissance identique pour les souches ATCC 25923, 8325--4, 4, 
DU1090DU1090

 

((αα--) et ) et DU5719DU5719

 

((ββ--))
DU5942DU5942

 

((γγ--) ) (2 log) (2 log) >>>   8325>>>   8325--4 4 (0.2 log)(0.2 log)

SH1000SH1000

 

(1 log)(1 log)

 

>>   8325>>   8325--4 4 (0.2 log)(0.2 log)

ConclusionsConclusions

Conclusion et perspectivesConclusion et perspectives



SH1000 8325-4

Conclusion et perspectivesConclusion et perspectives

ConclusionsConclusions

••

 

Impact de rsbU dans l'infection intracellulaire  Impact de rsbU dans l'infection intracellulaire  ……
…… liliéé

 
àà

 
la production du pigment?la production du pigment?



Endosomes larges? Endosomes larges? 
Microscopie électronique avec 8325Microscopie électronique avec 8325--4 et microscopie confocale4 et microscopie confocale

Croissance SH1000?Croissance SH1000?
EExpression du pigment chez 8325xpression du pigment chez 8325--4 et ATCC259234 et ATCC25923

Implications des hémolysines Implications des hémolysines in vivoin vivo??
souches cliniques : prsouches cliniques : préésence des gsence des gèènes des hnes des héémolysines; production   molysines; production   

des hdes héémolysines, croissance intracellulairemolysines, croissance intracellulaire

Infection intracellulaire dans des cellules endothInfection intracellulaire dans des cellules endothééliales?liales?
implication des hémolysines, localisation subcellulaireimplication des hémolysines, localisation subcellulaire

PerspectivesPerspectives

Conclusion et perspectivesConclusion et perspectives



33èmeème Colloque Francophone de Bactériologie Vétérinaire Colloque Francophone de Bactériologie Vétérinaire 
(Liège 11/07/06 (Liège 11/07/06 –– 13/07/06)13/07/06)

1212thth

 

International Symposium on Staphylococci International Symposium on Staphylococci 
& & StaphylococcalStaphylococcal

 
infections (Maastricht infections (Maastricht 

03/09/06 03/09/06 ––
 

06/09/06)06/09/06)



P. P. TulkensTulkens, F. Van , F. Van BambekeBambeke, B. , B. HalletHallet, M, M--P P MingeotMingeot

Dr T. Foster (Dr T. Foster (MoyneMoyne InsituteInsitute, Trinity , Trinity CollegeCollege, Dublin, Ireland) et Dr. , Dublin, Ireland) et Dr. 
S. Foster (S. Foster (UniversityUniversity of Sheffield, Sheffield, of Sheffield, Sheffield, EnglandEngland) pour) pour les souches les souches 
de  de  S. aureusS. aureus

Pr. P. Pr. P. CourtoyCourtoy et et P.VanP.Van Der Der SmissenSmissen (CELL) microscopie(CELL) microscopie

F. F. RenoirdRenoird, M.C. , M.C. CambierCambier, M. , M. VergauwenVergauwen

Tous les Tous les FACMistesFACMistes……

Merci à ….Merci à ….





Résistance aux antibiotiquesRésistance aux antibiotiques
1940s: utilisation de la pénicilline1940s: utilisation de la pénicilline

19421942 S. aureusS. aureus rréésistant sistant àà la pla péénicillinenicilline

Aujourd'hui 90% des souches produisent une Aujourd'hui 90% des souches produisent une ßß--lactamaselactamase

1960s: penicillines semi1960s: penicillines semi--synthsynthéétiques : mtiques : mééthicillinethicilline

MRSA MRSA (methicillin resistant (methicillin resistant S. aureusS. aureus))

Traitement des glycopetidesTraitement des glycopetides

1997 : 1997 : VISAVISA et  et  VRSAVRSA (2002)(2002)

2003 : CA2003 : CA--MRSA                                                            MRSA                                                            
isolisoléé chez des joueurs de footballchez des joueurs de football



VISAVISA

F.D. Lowy, 2003



VRSAVRSA

F.D. Lowy, 2003



Locus Locus agragr

R.P.

 

Novick

 

, 2003

Agr DAgr A Agr BAgr C
RNA III



Structure RNA IIIStructure RNA III

R.P.

 

Novick

 

, 2003



HHéémolysinemolysine--δδ

A. Pokorny, 2004



••
 

83258325--4 porte une  d4 porte une  déélléétion dans le gtion dans le gèène ne rsbUrsbU

••
 

rsbUrsbU
 

= r= réégulateur positif du facteur gulateur positif du facteur σσBB

••
 
σσBB

 

= facteur de transcription = facteur de transcription 
••

 

Module l'expression des facteurs de virulence et la Module l'expression des facteurs de virulence et la 
rrééponse au stressponse au stress

••

 

Influence la production de Influence la production de staphyloxantinestaphyloxantine
 

(pigment)(pigment)

••
 

SH 1000 = 8325SH 1000 = 8325--
 

4 4 rsbUrsbU+ (2002)+ (2002)

Souches WT et mutants hémolysinesSouches WT et mutants hémolysines
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Modèle d'infection intracellulaireModèle d'infection intracellulaire
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•• Macrophages THPMacrophages THP--1 : 1 : 
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LignLignééee

 

cellulaire immortellecellulaire immortelle

-- MacrophagesMacrophages

 

humains humains 



Modèle d'infection intracellulaireModèle d'infection intracellulaire

1. Phagocytose1. Phagocytose
1h à 37°C 5% CO1h à 37°C 5% CO22

2. Elimination des bactéries 2. Elimination des bactéries 
extracellulairesextracellulaires

PBS + gentamicine 100 xCMIPBS + gentamicine 100 xCMI

45 min à 37°C45 min à 37°C

3. Lavages PBS3. Lavages PBS

S. aureus THP-1



Modèle d'infection intracellulaireModèle d'infection intracellulaire

4. Incubation4. Incubation
24h à 37°C, 5% CO24h à 37°C, 5% CO2                                                           2                                                           
+ gentamicine 1x CMI+ gentamicine 1x CMI

5. Lavage PBS et lyse5. Lavage PBS et lyse

6. CFU + dosage de protéines6. CFU + dosage de protéines

CFU Protéines
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