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RESUME : Staphylococcus aureus est souvent a I'origine de maladies chroniques. La récurrence de
ce type d’infection peut étre mise en relation avec la capacité qu’a S. aureus a pénétrer et survivre a
I’intérieur des cellules non-phagocytaires. L’adhérence de S. aureus aux cellules-hbtes est essentielle a
I’invasion de la bactérie et dépend, d’une part, des protéines de surface bactériennes capables de se lier
a la fibronectine et, d’autre part, des intégrines o3, des cellules-hotes. La pénétration de S. aureus a I'in-
térieur des cellules-hbtes nécessite I’activation de protéines tyrosine-kinases, impliquées dans l'initiation
d’un signal intracellulaire et la polymérisation des microfilaments d’actine a la base d’un réarrangement
du cytosquelette. A I'intérieur de la cellule-héte, S. aureus est soit logé dans un endosome, soit libre dans
le cytoplasme. Aprées avoir proliféré, S. aureus peut induire 'apoptose des cellules qu’il envahit, mais peut
également persister dans les cellules sous forme de variants qui se caractérisent par une faible activité
métabolique et une moindre virulence. Enfin, bien que S. aureus pénétre a I'intérieur de cellules non-pha-
gocytaires, tant in vitro que chez I'animal, des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer

I'impact d’une présence intracellulaire de S. aureus in vivo.

1. INTRODUCTION

Staphylococcus aureus est une bacté-
rie pathogéne capable de provoquer
diverses maladies chez I’homme ainsi
que chez 1’animal domestique. Chez
I’homme, S. aureus peut causer, soit
des infections mineures de la peau
ou des muqueuses, soit des infections
séveres, associées ou non a des sep-
ticémies, telles que des pneumonies,
des endocardites, 1’ostéomyélite, le
syndrome du choc toxique, etc (Lowy,
1998). Chez I’animal, S. aureus est
principalement connu pour provoquer
des infections de la glande mammaire
(mammites) chez la vache laiti¢re
(Sutra et Poutrel, 1994). La mam-
mite pose un probléme majeur car
elle engendre d’importantes pertes
économiques pour 1’éleveur. Ces per-
tes sont dues, entre autres, au colt
du traitement antibiotique, a la perte
de rendement laitier et, aux pénali-
tés imposées par l’industrie laitiere

(Sears et McCarthy, 2003). D’une
maniére générale, les infections a
S. aureus sont souvent chroniques et
récurrentes. La récurrence de ce type
d’infection s’explique par les nom-
breux mécanismes que S. aureus a
acquis pour se protéger des défen-
ses immunitaires de I’hote ainsi que
des traitements antibiotiques (Lowy,
1998). Parmi les stratégies dévelop-
pées, ’invasion (pénétration d’une
bactérie a I’intérieur d’une cellule
non-phagocytaire) des cellules de
I’hote par la bactérie pourrait s’avérer
étre la plus subtile. En effet, bien que
S. aureus soit considéré comme une
bactérie extracellulaire, de nombreu-
ses expériences in vitro ont démontré
que cette bactérie peut pénétrer, survi-
vre et méme se répliquer a ’intérieur
de cellules non-phagocytaires telles
que les cellules épithéliales, les fibro-
blastes et, les kératinocytes (Hamill e?
al., 1986 ; Usui et al., 1992 ; Almeida
et al., 1996). Peu d’études in vivo ont

confirmé ces observations ; cepen-
dant, la présence de S. aureus a été
mise en évidence dans des ostéoblas-
tes (Hudson et al., 1995 ; Reilly et al.,
2000), dans des macrophages et des
cellules alvéolaires isolés a partir de
lait prélevé sur des vaches naturelle-
ment infectées (Craven et Anderson,
1984 ; Hébert et al., 2000) et, dans
des cellules épithéliales et des neutro-
philes issus d’une glande mammaire
de souris expérimentalement infec-
tée (Anderson et Chandler, 1975 ;
Brouillette et al., 2003). Cette pro-
priété pourrait contribuer, d’une part,
a la protection de S. aureus qui se
logerait dans les cellules de maniére
a éviter les défenses immunitaires de
I’hote et les traitements antibiotiques
et d’autre part, a la prolifération et a
la dissémination de S. aureus a travers
les tissus. Cette revue fait le point sur
les différentes étapes franchies par
S. aureus pour se retrouver a 1’inté-
rieur des cellules non-phagocytaires.
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2. GENERALITES

Linternalisation (endocytose de la
bactérie par la cellule eucaryote) de
S. aureus par les cellules-hotes a été
démontrée pour la premicre fois en
1985 (Ogawa et al., 1985). Depuis,
S. aureus a été mis en évidence dans
les cellules endothéliales (Hamill et
al., 1986 ; Vann et Proctor, 1987),
les cellules épithéliales (Almeida
et al., 1996 ; Bayles et al., 1998 ;
Dziewanowska et al., 1999), les
ostéoblastes (Hudson et al., 1995 ;
Jevon et al., 1999), les fibroblastes
(Usui et al., 1992 ; Sinha et al., 1999)
et les cellules embryonnaires de rein
(Sinha et al., 2000).

Sur base d’analyses réalisées a ’aide
d’autres bactéries intracellulaires
facultatives, telles que Listeria
monocytogenes, Yersinia spp. ou,
Streptococcus pyogenes, il a ¢été
établi que I’invasion intracellulaire de
cellules non-phagocytaires requiert
entre autres deux étapes cruciales : 1)
la fixation de la bactérie a un récepteur
cellulaire de I’hote avec une affinité
suffisante pour induire la transduction
d’un signal de la membrane vers
I’intérieur de la cellule-hote ; 2)
un réarrangement subséquent du
cytosquelette permettant I’endocytose
de la bactérie.

La fixation de 1’agent pathogeéne a un
récepteur de I’hdte peut se réaliser
de différentes manieres. Par exemple,
Yersinia spp. exprime une protéine de
surface capable de se lier a la sous-
unit¢ B, des intégrines membranaires
des cellules-hotes. Cette molécule
est appelée « invasine » parce qu’elle
permet non seulement 1’adhérence
de la bactérie mais, également,
I’invasion de celle-ci dans la cellule-
hote (Isberg et Leong, 1990 ; Pepe
et Miller, 1993). Linteraction entre
I’invasine et la sous-unité 3, induit la
transduction d’un signal intracellulaire
a partir du domaine cytoplasmique
de I’intégrine, ce qui conduit a un
réarrangement du cytosquelette de
la cellule-hote et a I’endocytose de
Yersinia. Dans ce cas, 1’invasion est
due a une interaction directe entre la
bactérie et la cellule non-phagocytaire.
Par opposition, Streptococcus
pyogenes entre dans la cellule-hote
aprés un contact indirect avec celle-
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ci. En effet, Streptococcus pyogenes
présente a sa surface une protéine
(F) qui agit comme un récepteur a
la fibronectine et qui ne se lie a la
sous-unité B, de D’intégrine o f,
qu’une fois couplée a la fibronectine
(Ogzeri et al., 1998). Linteraction entre
Streptococcus pyogenes et la cellule-
hote se fait donc par I’intermédiaire
d’un pont, obtenu par une molécule
de fibronectine. Ce type d’interaction
semble cependant aussi efficace
que celui utilisé par Yersinia car, un
réarrangement du cytosquelette et un
engloutissement de la bactérie ont lieu
également.

S. aureus colonise la surface des
tissus-hotes grace a la présence de
nombreuses protéines de surface
présentant une affinité élevée pour
certains composants de la matrice
extracellulaire. Ces protéines,
appelées Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules (MSCRAMM), se
lient a la fibronectine, au fibrinogeéne,
au collagéne, a la vitronectine et a
d’autres ligands (Patti et al., 1994). La
fibronectine semble cependant jouer
un réle majeur dans I’adhérence et
I’invasion de S. aureus. 11 a d’abord été
démontré que la fibronectine se fixe a
S. aureus avec une affinité telle que la
réaction soit difficilement réversible
en conditions physiologiques (Mosher
et Proctor, 1980 ; Kuusela et al.,
1984 ; Maxe et al., 1986). Puis, des
études plus approfondies ont permis
d’identifier deux MSCRAMMs
de S. aureus capables de se lier a la
fibronectine (Froman et al., 1987 ;
Signids ef al., 1989 ; Jonsson et al.,
1991) et jouant un réle important
dans I’invasion par S. aureus (Bayles
et al., 1998 ; Lammers et al., 1999 ;
Dziewanowska et al., 1999 ; Sinha
et al., 1999). Ces protéines sont
appelées FnBP (fibronectin-binding
protein). 11 a également été démontré
que l’internalisation de S. aureus
requiert les intégrines o, connues
pour fixer la fibronectine (Sinha et
al., 1999 ; Dziewanoska et al., 2000 ;
Massey et al., 2001 ; Kintarak et al.,
2004). Cimplication du cytosquelette
de la cellule-hote a été mise en
évidence pour la premicre fois par
Almeida et collaborateurs en 1996.
Ceux-ci démontrérent, d’une part,

qu’un traitement des cellules-hotes
par la cytochalasine D (inhibiteur
de la polymérisation des filaments
d’actine) réduisait fortement le taux
d’invasion de S. aureus et, d’autre
part, que des pseudopodes étaient
visibles lors d’observations réalisées
en microscopie électronique.

Linternalisation de S. aureus par
les cellules-hoétes non-phagocytaires
serait donc initiée par I’intermédiaire
d’une molécule de fibronectine qui
se lie d’une part a une FnBP de la
bactérie et d’autre part a une intégrine
de la cellule-hote (Dziewanoska
et al., 2000 ; Fowler et al., 2000).
Linteraction induirait la transduction
d’un signal intracellulaire conduisant
a un réarrangement du cytosquelette,
a la formation de pseudopodes et a
I’invasion de la bactérie dans la cellule
ciblée.

2.1. Structures des molécules
impliquées dans 1’adhérence
et ’invasion de Staphylococcus
aureus

2.1.1. La fibronectine

La fibronectine est une glyco-protéine
dimérique qui sert notamment a ancrer
les cellules des tissus dans la matrice
extracellulaire. analyse des fragments
de la fibronectine a permis d’identifier
6 domaines polypeptidiques repliés
de fagon compacte. Chaque domaine
est lui-méme constitué¢ de séquences
répétitives (Yamada, 1989). Les divers
domaines de la fibronectine portent
des sites de haute affinité envers les
intégrines de surface (généralement
a,B,), certaines formes dénaturées du
collagene et la fibrine. Il a été observé
qu’il suffit d’un segment de 100 acides
aminés pour que la fibronectine se lie
aux intégrines ; I’essai de peptides
synthétiques correspondant a ce
segment a identifié le tripeptide Arg-
Gly-Asp (abrégé courammenten RGD)
comme étant la structure minimale
reconnue par les récepteurs de la
surface des cellules (Pierschbacher et
Ruoslahti, 1984a ; 1984b).

2.1.2. Les intégrines

Les intégrines sont des récepteurs
superficiels qui font adhérer la cel-
lule a la matrice et aux cellules voi-



sines. Ce sont des hétérodimeres
d’¢léments o et f (Hynes, 1987;
1992). Toute chaine 3 peut s’assem-
bler avec n’importe quelle chaine a,
formant ainsi des intégrines capables
de fixer divers ligands (Humphries,
2000). Chaque chaine contient un
domaine extracellulaire important,
un domaine transmembranaire et, un
court domaine cytoplasmique (figure
1). Lintégrine sur laquelle se fixe la
fibronectine se compose généralement
des chaines o3, (Isberg et Leong,
1990). Lintégrine o, réside en des
points particuliers de la membrane
cellulaire, appelés « points de contact
focaux », qui correspondent au point
d’ancrage des filaments d’actine du
cytosquelette de la cellule. D’autres
protéines se fixant a 1’actine, comme
la vinculine, la taline ou I’a-actinine,
sont aussi rassemblées en ces points
de la membrane (figure 1) (Horwitz
et al., 1986 ; Otey et al., 1990). En
plus de jouer un role structurel, les
sites focaux d’adhésion riches en
intégrines sont des centres d’activa-
tion pour la transduction d’un signal
extracellulaire vers I’intérieur de la
cellule (Hynes, 1992 ; Schaller et
al., 1992 ; Hughes et Pfaff, 1998).
En conséquence, I’intégrine o3, est
également associée a des protéines
de signalisation cellulaire, dont le
groupe prédominant est le FAK (Focal
Adhesion Kinase), une sous-famille
des protéines-tyrosine kinases (PTK)
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Figure 1 : Schéma structurel des récepteurs
superficiels de la famille des intégrines et de
leurs connections a l’actine du cytosquelette.
Chaque récepteur est formé de 2 polypeptides
transmembranaires, les protoméres o. et . La
connection de l'intégrine a [’actine du cytos-
quelette a lieu grace a la fixation au domaine
cytoplasmique de 1'intégrine de plusieurs pro-
téines telles que la vinculine, la taline et, 1’0t~
actinine (d’aprés Hauck, 2002).

(Miyamoto et al., 1995 ; Schlaepfer et
al., 1999 ; Hauck, 2002). Lactivation
de FAK requiert entre autres le recru-
tement des protéines kinases Src pour
former un complexe FAK/Src capable
d’induire toute une série de signaux
intracellulaires comme, par exemple,
I’activation des kinases ERK/MAP
ou la phosphorylation des molécules
associées aux filaments d’actine, tels
que ’actinine (Miyamoto et al., 1995 ;
Hauck, 2002).

2.1.3. Les fibronectin-binding pro-
teins

Deux FnBP ont été identifiées chez
S. aureus, FnBPA et FnBPB (Signis
et al., 1989 ; Jonsson et al., 1991).
Ces deux récepteurs présentent des
caractéristiques structurelles commu-
nes. Dans leur partie N-terminale, ces
protéines portent une séquence signal
nécessaire pour le transport des protéi-
nes a travers la membrane plasmique.
La partie C-terminale, quant a elle,
se compose : 1) d’un motif conservé
LPXTG (L =Leu, P=Pro, T=Thr,
G =Gly, X =acide aminé quelcon-
que) requis pour ’ancrage de la pro-
téine dans la paroi cellulaire, 2) d’une
région hydrophobe capable de se fixer
dans la membrane, 3) d’une queue
chargée positivement et destinée a
rester dans le cytoplasme (figure 2)
(Schneewind et al., 1995 ; Ton-That

et al., 1997). Une fois que la pro-
téine a été transportée a la surface
cellulaire, le motif LPXTG est clivé et
le groupe carboxylique, mis ainsi en
évidence, se fixe a un groupe amine
libre d’une branche d’un peptide cons-
tituant le peptidoglycane (figure 2)
(Schneewind et al., 1995 ; Ton-That
etal., 1997).

La partie N-terminale de la protéine
présente une région A, longue de ~500
acides aminés (aa), une région B carac-
térisée par deux séquences répétitives
de ~30 aa, une région C comprenant
une région de 40 aa capable de fixer
la fibronectine et appelée Du, et une
région D (94 % d’homologie entre
FnBPA et FnBPB ; Jonsson et al.,
1991) composée de 3 séquences répé-
titives de 37 ou 38 aa (désignées D1,
D2 et D3) ainsi que d’une séquence
répétitive incomplete (D4) (Signés et
al., 1989 ; Jonsson et al., 1991). Alors
que la région B n’était pas considérée
comme importante pour la fixation
a la fibronectine, une étude récente
(Massey et al., 2001) montre que la
présence des 3 régions B, C et D sont
nécessaires a I’adhérence de S. aureus.
En effet, des souches exprimant une
FnBPA déficiente pour les régions C
et D maintenaient leur capacité¢ d’ad-
hérence alors que des souches expri-
mant une FnBPA déficiente pour les
régions B, C et D la perdait comple-
tement. Les FnBP présentent donc de
multiples sites de liaison a la fibro-
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Figure 2 : Modéle schématique représentant les étapes nécessaires a l'exportation et a l’ancrage
dans la paroi bactérienne de la protéine fixatrice de fibronectine (FnBP) chez S. aureus. Ce processus
requiert 4 étapes majeurs au cours desquelles un clivage de la chaine polypeptidique a lieu entre le
résidu thréonine et le résidu glycine du motif LPXTG. Le groupement carboxyl du résidu thréonine
se fixe alors au peptidoglycane de la paroi bactérienne via un groupement amine libre d’une chaine
peptidique riche en glycine, servant de pont structurel au peptidoglycane (d’aprés Schneewind et al.,

1995).
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nectine.

Cette ¢tude confirme des résultats
antérieurs qui démontraient que les
FnBP pouvaient en effet fixer plu-
sieurs molécule de fibronectine.
En 1987, Froman et collaborateurs
observaient qu'une FnBP purifiée de
S. aureus pouvait fixer 6 a 9 copies
d’un domaine spécifique de la fibro-
nectine. En 1994, Huff et collabora-
teurs montraient qu’un fragment con-
tenant les séquences D1-D3 liaient 2
molécules de fibronectine.

D’apres Ozeri et collaborateurs
(1998), cette capacité a fixer plusieurs
molécules de Fn serait indispensable
a la pénétration de la bactérie a 1’in-
térieur de la cellule-hote. En effet, ses
expériences ont montré que 1’invasion
de la bactérie a ’intérieur des cellu-
les-hétes dépendaient de la concentra-
tion en fibronectine. Plus précisément,
I’entrée de la bactérie n’avait lieu
qu’a partir du moment ou le nombre
de molécules de fibronectine liées a
la bactérie dépassait un certain seuil
et, par conséquent, permettaient le
passage d’un état d’adhérence de la
bactérie a une invasion maximale de
celle-ci a I’intérieur des cellules-hotes
(Ozeri et al., 1998).

Une telle propriété implique que
I’entrée de la bactérie requiert une
interaction simultanée entre plusieurs
molécules de fibronectine et des inté-
grines (Ozeri et al., 1998). Sachant
que les intégrines se regroupent en
«amas » en des « points de contact
focaux » pour interagir avec la matrice
extracellulaire, il a été suggéré qu’une
bactérie invasive pouvait utiliser ces
méme « amas » pour entrer dans la
cellule-hote. Récemment, il a été mis
en évidence que les FnBP pouvaient
induire des « amas » d’intégrines lors
de I’invasion de Streptococcus pyo-
genes dans les cellules épithéliales
(Ozeri et al., 2001) et dans les cellules
endothéliales (Rohde ef al., 2003).

2.2. Définition de ’endocytose

S. aureus pénetre les cellules-hotes
par un mécanisme d’endocytose. Par
définition, I’endocytose permet le pré-
levement, par la cellule eucaryote, de
matériaux extracellulaires au moyen
d’une invagination de sa membrane
plasmique qui va se muer en une
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petite vésicule (Lodish et al., 1997).
Lendocytose qui a lieu en présence
d’un récepteur (=endocytose par
récepteur interposé), comme c’est le
cas lors de I’invasion de S. aureus,
fait intervenir une incorporation spé-
cifique du ligand fixé a son récepteur,
par invagination de puits tapissés de
clathrine sur la membrane plasmique
(Lodish et al., 1997). La clathrine est
une protéine fibreuse qui polymérise
en un réseau appuy¢ sur la face cyto-
solique d’une zone de la membrane
et amorce I’endocytose. La région en
cause se gonfle alors vers I’intérieur
en formant un puits tapissé qui s’ap-
profondit et finit par se détacher de la
membrane (Lodish et al., 1997).

3. ANALYSE DETAILLEE DU
MECANISME D’INVASION DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
DANS LES CELLULES NON-
PHAGOCYTAIRES

3.1. Adhérence :implication
des fibronectin-binding proteins
de Staphylococcus aureus et de
Pintégrine o3, de la cellule-hote

3.1.1. Réle des fibronectin-binding
proteins

11 a été démontré que :

1) des mutants de S. aureus défi-
cients en FnBP présentaient une
capacité d’adhérence et d’inva-
sion nettement inférieure a celle
de la souche sauvage. Ces étu-
des ont permis de déduire que
les FnBP sont importantes pour
I’adhérence et requises pour
I’invasion de S. aureus dans les
cellules épithéliales mammaires
bovines (Dziewanowska et al.,
1999 ; Lammers et al., 1999),
dans les cellules épithéliales de la
cornée humaine (Jett et Gilmore,
2002), dans les kératinocytes
(Kintarak et al., 2004), dans les
cellules endothéliales (Peacock
et al., 1999 ; Sinha et al., 1999),
dans les fibroblastes (Fowler et
al., 2000), et dans une lignée de
cellules embryonnaires de rein
(Sinha et al., 1999) ;

2) La pré-incubation des cellules
hétes (cellules 293) avec un pep-
tide comprenant la région D1-D4
des FnBP empéche I’internalisa-

tion de S. aureus (Sinha et al.,
1999) ;

3) la transformation des souches
non-invasives de S. carnosus et
Lactococcus lactis par un plas-
mide codant pour les FnBP engen-
dre la pénétration de ces souches
dans les cellules 293 (Sinha ef al.,
2000) et dans les cellules endo-
théliales (Massey et al., 2001) ;

4) des billes de polystyréne recou-
vertes de FnBP peuvent é&tre
endocytées par les cellules 293
(lignée de cellules embryonnaires
de rein) (Sinha et al., 2000) ;

5) sur un total de 163 souches clini-
ques de S. aureus, 77 % présen-
tent les deux FnBP et 23 % pré-
sentent soit FnBPA, soit FnBPB.
Aucune de ces souches isolées
n’est donc dépourvue de FnBP
(Peacock et al., 2000) ;

6) les souches associées aux mala-
dies invasives possedent plus sou-
vent 2 génes finbp qu’un seul géne
(Proctor et al., 1984 ; Peacock et
al., 2000).

Ces différents résultats renforcent

donc bien I’hypothése que les FnBP

jouent un rdle majeur pour 1’adhé-
rence et I’invasion de S. aureus dans
les cellules non-phagocytaires.

3.1.2. Role de lintégrine 0.3,

Le modele actuellement accepté
pour expliquer 1’internalisation de
S. aureus par les cellules-hotes, pro-
pose une interaction entre la bacté-
rie et la cellule par ’intermédiaire
d’un pont-fibronectine. Le complexe
S. aureus-fibronectine se fixerait a
I’intégrine o.,$,. Limportance de ce
récepteur dans 1’invasion de S. aureus
a ¢été mise en évidence a plusieurs
reprises. D’une part, il a été démontré,
a partir de différents types cellulaires,
que I’incubation préalable des cellu-
les-hotes avec des anticorps anti-a. 3,
permet de réduire de manicre signifi-
cative I’invasion de S. aureus (Sinha
et al., 1999 ; Massey et al., 2001 ;
Dziewanowska et al., 2000 ; Kintarak
et al., 2004). D’autre part, Fowler et
collaborateurs (2000) ont montré que
la capacité qu’a S. aureus a pénétrer
les cellules GD25 (lignée de cellu-
les fibroblastiques murines mutan-
tes) déficientes en intégrines f3, €tait
réduite de +98 % en comparaison



avec les cellules GD25 complémen-
tées en PB,. Lensemble de ces résul-
tats suggere donc que, tout comme
les FnBP, I’intégrine o3, joue un role
crucial dans I’invasion des cellules-
hétes par S. aureus.

3.2. Invasion : facteurs influen-
cant le processus

3.2.1. Importance de l’interaction
entre la bactérie et la cellule-héte

Pour qu’une bactérie pénétre a 1’inté-
rieur des cellules-hotes, il est néces-
saire que 1’adhésion se réalise avec
une affinité assez élevée pour induire
la transduction d’un signal intracellu-
laire et, par conséquent, un réarran-
gement du cytosquelette permettant
I’endocytose de la bactérie. S. aureus
adhere aux cellules non-phagocytaires
via une interaction entre la bactérie et
la fibronectine, d’une part et entre la
fibronectine et I’intégrine o, d’autre
part. Or, la fixation de S. aureus a la
fibronectine n’est pas suffisante pour
provoquer ’endocytose de la bacté-
rie par la cellule-hote (Verbrugh et
al., 1981 ; Proctor et al., 1982 ; Van
de Water et al., 1983) et I’interaction
entre la fibronectine et I’intégrine o, p,
est connue pour jouer un role essentiel
dans le maintien des tissus a la matrice
extracellulaire et non dans 1’endocy-
tose. Linvasion des cellules non-pha-
gocytaires par S. aureus requiert donc,
a priori, des subtilités supplémentai-
res pour induire la formation de pseu-
dopodes et I’endocytose de la bactérie.
Plusieurs études ont tenté d’approfon-
dir cette interaction entre S. aureus
et I'intégrine . f3, afin de compren-
dre pourquoi elle n’était pas suffisante
a I’endocytose. Van Nhieu et Isberg
(1991) ont, par exemple, comparé 1’in-
teraction entre I’intégrine a3, et la
fibronectine a celle de I’intégrine et
de I’invasine. L’invasine est une pro-
téine de surface de Yersinia spp. qui,
en se fixant a I'intégrine o, B, induit
I’invasion de la bactérie a I’intérieur
des cellules-hotes (Isberg et Falkow,
1985 ; Isberg, 1990 ; Isberg et Leong,
1990). Ils ont démontré que 1’effica-
cité de I’interaction ne dépend pas du
site de liaison de I’intégrine reconnu
par la molécule (fibronectine ou inva-
sine), mais bien de I’affinité du ligand
pour I’intégrine o, (Van Nhieu et

Isberg, 1993). En effet, ils ont pu
constater que 1’utilisation de différents
anticorps anti-o. 3, induisait un taux
d’internalisation différent selon I’af-
finité que ces anticorps avaient pour
I’intégrine. Plus 1’affinité était élevée,
plus ’endocytose de I’anticorps par
la cellule-hote était importante. En
accord avec cette observation, ils ont
relevé que 1’affinité de 1’invasine pour
I'intégrine o B, €tait plus €levée que
celle de la fibronectine (Van Nhieu et
Isberg, 1993).

Role de la protéine de choc thermique-
60

Dziewanowska et  collaborateurs
(2000) ont alors proposé 1’idée
que des co-récepteurs pourraient
intervenir pour augmenter [’affinité
du complexe S. aureus-fibronectine-
intégrine o B, et il a été démontré
que la protéine de choc thermique
(HSP) 60 (humaine ou bovine) avait la
capacité de se lier aux FnBP purifiées.
De plus, la pré-incubation de cellules
épithéliales mammaires (bovines)
avec une solution d’anticorps LK
anti-HSP60 (reconnaissant 1’épitope
situé¢ entre les résidus 383 et 447
de la HSP60 eucaryote) réduisait
fortement 1’invasion de S. aureus.
Dziewanowska et collaborateurs
(2000) ont donc suggéré que HSP60
pourrait agir en tant que co-récepteur
pour augmenter [’affinit¢é de Ia
fibronectine a I’intégrine a3 et pour
induire la transduction d’un signal
intracellulaire. Cependant, aucune
autre étude n’a encore confirmé ces
résultats. Au contraire, deux études
semblent contredire ces observations
Massey et collaborateurs (2001) n’ont
observé aucune réduction de I’invasion
de S. aureus lors de 1’ajout d’anticorps
anti-HSP60 (reconnaissant 1’épitope
compris entre les résidus 383 et 447)
a une culture de cellules endothéliales

humaines.

Sinha et collaborateurs (2000)
ont avancé, sur base de plusieurs
expériences, que les FnBP sont
suffisantes a I’invasion de S. aureus
dans les cellules 293.

Cependant, dans I’étude de Massey,
I’anticorps anti-HSP60 utilisé

est le méme que celui choisi par
Dziewanowska (2000) et, selon le type
cellulaire considéré, HSP60 peut se

caractériser par des épitopes différents
et par conséquent ne pas étre reconnue
par un méme anticorps. De plus, au
cours de 1’étude de Sinha, aucune
expérience n’a été faite pour vérifier
la présence de HSP60 sur les cellules-
hotes et aucune expérience n’a permis
d’évaluer I’effet de I’ajout d’anticorps
anti-HSP60 sur I’efficacité d’invasion
de S. aureus. Le role de HSP60 dans
I’adhérence de S. aureus ne peut donc
par étre complétement exclu dans les
études de Massey (2001) et Sinha
(2000), mais il peut étre avancé que
cette protéine ne joue pas un role
majeur dans I’invasion des cellules
endothéliales et des cellules 293 par
S. aureus.

Role de la protéine d’adhérence
extracellulaire de S. aureus

Une étude récente a montré qu’une
autre protéine pourrait également
intervenir dans le processus d’invasion
de S. aureus (Haggar et al., 2003). La
protéine d’adhérence extracellulaire
(Eap) est une protéine généralement
extracellulaire mais qui peut aussi se
relocaliser et se fixer sur la surface
bactérienne. Eap est capable de lier
plusieurs protéines de plasma, telles
que la fibronectine, le fibrinogéne
et la prothrombine, et joue un role
majeur dans I’agrégation des bactéries
(Palma et al., 1999). Haggar et
collaborateurs (2003) ont réalisé
trois expériences pour démontrer que
Eap influence I’invasion de S. aureus
dans les cellules-hotes. Une premiere
expérience était basée sur 1’utilisation
de souches S. aureus mutées pour
le geéne eap. Des fibroblastes ou des
cellules épithéliales étaient incubées
avec une culture mixte de souches
S. aureus sauvages et mutées eap.
Apres 2 heures de co-culture, le
nombre de bactéries intracellulaires
était évalué. Le nombre de souches
sauvages ¢était bien plus important
que celui des souches mutées eap. La
deuxiéme expérience montrait que
I’ajout d’Eap externe augmentait le
taux d’invasion des souches S. aureus
sauvages, des souches mutées eap
mais également des souches de
S. carnosus, bactérie caractérisée par
une faible capacité d’invasion. Enfin,
la troisiéme expérience démontrait
que S. aureus traité préalablement avec
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des anticorps anti-Eap présentait une
efficacité d’invasion réduite. Haggar et
collaborateurs (2003) ont donc suggéré
que la protéine bactérienne Eap pourrait
contribuer au mécanisme d’invasion de
S. aureus. D’apres leurs hypotheses, la
protéine Eap serait impliquée dans une
nouvelle voie d’invasion, parallele ou
complémentaire a la voie incluant les
FnBP.

Role de la concentration en fibronecti-
ne et en intégrines 0.3,

Bien que la fibronectine ne semble pas
avoir une affinité assez élevée pour
I'intégrine o3, afin de permettre I’in-
vasion de S. aureus dans les cellules-
hotes (Van Nhieu et Isberg, 1993), il
semble néanmoins de plus en plus évi-
dent que I’interaction simultanée entre
plusieurs molécules de fibronectine et
des «amas » d’intégrines est requise
pour une internalisation optimale de la
bactérie dans des cellules-hotes non-
phagocytaires (Ozeri et al., 1998).

3.2.2. Importance du cytosquelette

Afin qu’une bactérie soit endocytée par
des cellules-hotes, il est nécessaire que
ces cellules forment des pseudopodes
pour entourer 1’organisme pathogene.
Pour que ces pseudopodes se dévelop-
pent, il est nécessaire que la cellule-
hote subisse des réarrangements du
cytosquelette. Le cytosquelette des cel-
lules est essentiellement constitué de
filaments d’actine et de microtubules.
Lendocytose d’une bactérie requiert
donc pour la formation de pseudopo-
des, la polymérisation d’actine et/ou de
microtubules ainsi que la présence de
molécules capables d’induire la forma-
tion de puits a clathrine (voir 2.2.).

La présence de pseudopodes lors de
I’invasion de cellules non-phagocytai-
res par S. aureus a pu étre observée a
plusieurs reprises lors d’analyses en
microscopie électronique (Hamill et
al., 1986 ; Almeida et al., 1996 ; Bayles
etal., 1998 ; Kahl et al., 2000).

De méme, I’implication du cytos-
quelette lors de l’internalisation de
S. aureus a été démontrée plusieurs
fois. En effet, I’ajout de cytochalasine
D (ou B), substance inhibitrice de la
polymérisation des microfilaments
d’actine, réduit fortement le nombre
de S. aureus intracellulaire dans de
nombreux types cellulaires (Hamill
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et al., 1986 ; Almeida et al., 1996 ;
Dziewanowska et al., 1999 ; Ellington
et al., 1999 ; Jevon et al., 1999 ; Sinha
etal., 1999 ; Jett et Gilmore, 2002). Par
exemple, un traitement a la cytochala-
sine D a permis de réduire 1’invasion
de S. aureus de 95 % dans des ostéo-
blastes humains (Jevon et al., 1999) et
de 99,8 % dans des ostéoblastes de sou-
ris (Ellington et al., 1999). Par contre,
la polymérisation de microtubules ne
semble pas autant influencer la pénétra-
tion de S. aureus dans les cellules euca-
ryotes (Almeida et al., 1996 ; Ellington
et al., 1999 ; Jevon et al., 1999 ; Sinha
et al., 1999 ; Jett et Gilmore, 2002) .
Par exemple, le traitement des cellules
épithéliales mammaires (bovines) a la
colchicine n’a pas pu réduire I’invasion
de S. aureus (Almeida et al., 1996) et
I’utilisation de colchicine sur des osté-
oblastes humains n’a réduit I’invasion
de S. aureus que de 40 %, en compa-
raison au traitement a la cytochalasi-
ne D qui réduisait 1’invasion de 95 %
(Jevon et al., 1999).

Enfin, Jevon et collaborateurs (1999)
et Ellington et collaborateurs (1999)
ont mis en évidence la nécessité des
cellules eucaryotes a présenter des
molécules de clathrine. La formation
des puits tapissés de clathrine est inhi-
bée par I’ajout de monodansylcada-
verine. Le traitement d’ostéoblastes
humains (Jevon et al., 1999) ou murins
(Ellington et al., 1999) par cette subs-
tance a réduit le nombre de S. aureus
intracellulaires de 95 % et de 96 %,
respectivement.

3.2.3. Importance des protéines tyro-
sine-kinases

Lactivation des cascades de phospho-
rylation est cruciale pour I’invasion des
cellules eucaryotes par les bactéries
pathogeénes (Finlay et Cossart, 1997).
Linteraction de I'intégrine o3, a un
ligand capable d’induire la transduc-
tion d’un signal active toute une série
de protéines intracellulaires, dont cer-
taines ont été identifiées et étudiées
(voir ci-dessus). Parmi ces protéines,
la famille des protéines-tyrosine kina-
ses ainsi que les kinases Src semblent
jouer un rdle crucial (Miyamoto et al.,
1995 ; Hauck, 2002).

Dziewanowska et collaborateurs
(1999) ont démontré que l’utilisation

de génistéine, une substance inhibitrice
des protéines tyrosine-kinase, réduisait
I’endocytose de S. aureus par les cel-
lules épithéliales de 95 % par rapport
aux cultures contrdles. La transduc-
tion de signal médiée par les tyrosine-
kinases joue un réle important pour
I’internalisation de S. aureus par les
cellules non-phagocytaires. Des études
récentes confirment cette hypothese
en démontrant que les tyrosine-kina-
ses Src sont également nécessaires a
la pénétration de S. aureus. En effet,
non seulement, I’inhibition pharma-
cologique et génétique des protéines
kinase-Src réduit fortement la pénétra-
tion de S. aureus dans les cellules mais,
les cellules déficientes en protéines
kinase-Src sont résistantes a 1’invasion
par S. aureus et, ’activité des kinases
Src est augmentée en réponse a I’ infec-
tion de S. aureus (Agerer et al., 2003 ;
Fowler et al., 2003).

3.2.4. Importance des kinases ERK/
MAP

La stimulation de I'intégrine o. 3, suite
a sa fixation avec un ligand spécifi-
que peut induire la voie d’activation
des kinases MAP (MAPK) (Miyamoto
et al., 1995). Parmi les MAPKs les
kinases ERK1 et ERK2 sont activées
lors de I’agrégation des récepteurs de
type intégrine (Miyamoto ef al., 1995)
et lors de I’activation du groupe FAK
(Hauck, 2002). Récemment, Ellington
et collaborateurs (2001) ont démon-
tré que la phosphorylation de ERKI
et ERK2 était nécessaire a 1’invasion
de S. aureus dans les ostéoblastes. En
effet, ’inhibition de ces kinases par
I’inhibiteur PD98059 réduisait 1’inva-
sion intracellulaire de S. aureus de plus
de 80 %.

3.3. Survie et prolifération intra-
cellulaire

La plupart des bactéries invasives
entrent dans la cellule-héte via une
vacuole formée par I’invagination de la
membrane plasmique. Cependant, les
événements ultérieurs peuvent varier
d’un organisme a 1’autre. Certaines
bactéries sont capables d’empécher
la fusion de la vacuole avec un lyso-
some de maniere a survivre dans une
niche protégée au sein de la cellule.
C’est le cas de Salmonella (Finlay et



Cossart, 1997). D’autres, par contre,
lysent la vacuole et survivent dans le
cytoplasme. C’est le cas, notamment,
de Shigella et de Listeria. Bien que
S. aureus ait souvent été observé au
sein d’endosomes (Hamill et al., 1986 ;
Almeidaetal., 1996 ; Kahletal.,2000),
plusieurs études ont montré la bactérie
libre dans le cytoplasme (Hudson et al.,
1995 ; Bayles et al., 1998 ; Brouillette
etal., 2003). S. aureus pénétrerait donc
a Dintérieur de la cellule-hdte via un
endosome, dont il s’échapperait apres
un certain temps pour se relocaliser
dans le cytoplasme. Cependant, les
mécanismes moléculaires dévelop-
pés lors de ce processus sont encore
mal connus. Le cytoplasme pourrait
favoriser la persistance de S. aureus a
I’intérieur des cellules-hotes grace a
son environnement riche en substances
nutritives ainsi qu’a ses propriétés bio-
chimiques qui permettraient la survie
de variants « petites colonies » (voir
3.2.). S. aureus est également capable
de se répliquer a I’intérieur des cel-
lules-hétes. En plus des expériences
d’invasion basée sur le comptage des
bactéries issues de la lyse des cellu-
les infectées (Kahl er al., 2000), des
analyses de microscopie électronique
ont permis d’observer des cellules de
S. aureus en division (Bayles et al.,
1998 ; Brouillette et al., 2003).

4. CONSEQUENCES DE
LINVASION DE CELLULES
NON-PHAGOCYTAIRES PAR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Les ¢vénements ultérieurs a
I’internalisation de S. aureus sont
multiples. Il a été démontré que
S. aureus peut (1) se répliquer a
I’intérieur des cellules-hdtes (voir3.3.),
(2) induire I’apoptose des cellules, (3)
persister dans la cellules sous forme
de variants a activit¢ métabolique
réduite.

4.1. Dapoptose des cellules
infectées

Lapoptose associée a I’invasion de
S. aureus a été reportée dans les cel-
lules épithéliales (Bayles et al., 1998 ;
Kahl et al., 2000 ; Wesson et al.,
2000), les kératinocytes (Mempel et
al., 2002), les cellules endothéliales

(Menzies et Kourteva, 1998) et les
ostéoblastes (Tucker et al., 2000). Les
avis divergent quant a savoir si I’apop-
tose est induite par la cellule-hote
pour se défendre ou par S. aureus pour
se propager.

Bayles et collaborateurs (1998) sug-
gerent que ’induction de ’apoptose
dans les cellules non-phagocytaires
pourrait permettre & S. aureus de péné-
trer a I’intérieur des macrophages sans
déclencher d’activités bactéricides et
en étant protégé contre les défenses
immunitaires et/ou les antibiotiques.
La présence de cellules vivantes de
S. aureus a I’intérieur de macrophages
a, en effet, ét¢ démontrée (Craven et
Anderson, 1984 ; Hébert et al., 2000).
Cette faculté a survivre a I’intérieur de
cellules phagocytaires pourrait s’ex-
pliquer notamment par la production,
par S. aureus, d’enzymes tels que la
superoxyde dismutase qui permet-
trait de résister a 1’action des espe-
ces réactives de ’oxygene formées
a l’intérieur du phagocyte (Miller
et Britigan, 1997 ; Clements et al.,
1999 ; Karavolos ef al., 2003), ou par
la sécrétion de 1’entérotoxine SEC,
capable d’induire 1’expression de 1’IL-
10, cytokine connue pour diminuer les
fonctions des macrophages (Sieling et
al., 1993 ; Ferens et Bohach, 2000).

Les mécanismes impliqués dans 1’in-
duction de I’apoptose suite a I’invasion
des cellules par S. aureus sont encore
mal connus mais, quelques expérien-
ces suggerent des possibilités. Wesson
et collaborateurs (1998) ont démontré
que les caspases 3 et 8 de la cellule-
héte sont activées quelques heures
aprés I’invasion par S. aureus. Les
caspases sont des protéines connues
pour jouer un role primordial pour
I’induction de I’apoptose (Kidd, 1998 ;
Thornberry et Lazebnik, 1998). Il
existe deux types de caspases : les cas-
pases initiatrices, telles la caspase §,
qui enclenchent la voie de transduc-
tion menant a la mort cellulaire et
les caspases effectrices, qui cataly-
sent le désassemblage des structures
de la cellule. La voie de transduction
induite par la caspase 8 implique des
« récepteurs associés a la mort cellu-
laire », dont la liaison avec certaines
protéines comme le TNF, par exemple,
amene a I’activation de cette caspase.
Le role joué par la caspase 8 dans les

cellules infectées par S. aureus semble
se confirmer par la découverte que
S. aureus induit 1’expression du TNF-
a (Wesson et al., 1998) et du ligand
TRAIL (TNF-related apoptosis indu-
cing ligand) (Alexander et Hudson,
2001). TRAIL est capable de se lier
a un récepteur présentant un domaine
spécifique de « mort cellulaire » et
d’induire I’apoptose via [’activation
de la caspase 8 (Ashkenazi et Dixit,
1998). Du point de vue de S. aureus,
il semble que la bactérie, pour induire
I’apoptose des cellules-hotes, doit étre
active et localisée a l’intérieur de la
cellule infectée. En effet, des bacté-
ries tuées préalablement par la chaleur
ou un rayonnement UV n’induisent
pas I’apoptose des cellules eucaryo-
tes (Menzies et Kourteva, 1998 ; Kahl
et al., 2000). De méme, un traite-
ment préalable des cellules-hotes a la
cytochalasine D ou a la rifampicine
(antibiotique bactériostatique capable
de pénétrer a I’intérieur des cellules
eucaryotes) empéche 1’induction de
I’apoptose par S. aureus (Menzies et
Kourteva, 1998 ; Wesson et al., 1998 ;
Kahl et al., 2000). 11 a également été
démontré, d’une part, que laréplication
intracellulaire de S. aureus précede
I’induction de 1’apoptose et, d’autre
part, qu'une souche de S. aureus intra-
cellulaire incapable de se répliquer
n’engendre pas 1’apoptose des cellules
(Kahl et al., 2000). Enfin, en 1998,
Wesson et collaborateurs ont fait la
découverte importante que le systéme
régulateur agr/sar de S. aureus (voir
5.) intervient pour induire I’apoptose
des cellules infectées. En effet, des
souches agr- ou agrsar n’induisaient
pas I’apoptose des cellules infectées.

4.2. Formation des variants
« petites colonies »

La persistance et la récurrence de
S. aureus ont aussi été associées
a I’isolation de sous populations de
S. aureus intracellulaires, caracté-
risées par un phénotype de « petites
colonies » (SCV, pour « small colony
variants »). Ces SCV contrairement
au phénotype sauvage forment des
colonies de petite taille, non pigmen-
tées, non hémolytiques qui ne produi-
sent que peu d’a-toxine (Quie, 1969 ;
Proctor et al., 1995). Ces SCV sont tres
résistants & de nombreux antibiotiques

33



et cette propriété permet notamment de
les isoler par rapport aux souches sau-
vages (Kahl et al., 1998 ; Brouillette
et al., 2004). Proctor et collabora-
teurs (1995) ont suggéré que ces SCV
pourraient jouer un role de réservoir
pour la récurrence de la maladie. Des
SCV ont, en effet, été isolées a par-
tir de patients atteints de muscovisci-
dose et d’ostéomyélite chronique (Von
Eiff et al., 1997 ; Kahl et al., 1998).
Ces variants sont auxotrophes pour la
menadione et I’hémine, qui sont des
molécules requises pour la synthése de
composants impliqués dans la chaine
des électrons (Proctor et al., 1994 ;
1995). Par conséquent, les SCV sont
caractérisés par des déficiences au
niveau de la chaine des électrons, res-
ponsable de la production d’adénosine
triphosphate (ATP). L ATP étant utilisé
pour la plupart des réactions métabo-
liques, il parait donc évident que les
SCV paraissent plus petits et moins
virulents que les souches sauvages. La
petite taille des colonies serait associée
a une faible biosynthése de la paroi
cellulaire, I’absence de pigmentation a
une faible synthese de pigments caro-
ténoides, 1’activité hémolytique faible
a une diminution de la synthése pro-
téique, la persistance a ’intérieur des
cellules-hétes a une diminution de pro-
duction d’a-toxine, etc.

Ces variants de S. aureus ont la pro-
priété de pouvoir récupérer un phéno-
type sauvage. En effet, des expériences
in vitro ont montré que 1’ajout d’he-
mine ou de médianone (sous forme de
vitamine K) dans le milieu de culture
des cellules permet un retour du phé-
notype SCV au phénotype sauvage,
caractérisé notamment par une crois-
sance plus importante et une activité
hémolytique plus élevée (Balwit et
al., 1994 ; Proctor et al., 1994 ; 1995 ;
Vesga et al., 1996 ; Von Eiff et al.,
1997). Les SCV pourraient donc étre
associés aux infections chroniques et
récurrentes généralement réfractaires
aux traitements antibiotiques. Leur fai-
ble activité métabolique et leur résis-
tance accrue aux antibiotiques leur
permettrait de survivre a l’intérieur
des cellules-hotes et d’étre éventuel-
lement a la base de nouveaux cycles
d’infection.

5. ROLE DU SYSTEME
REGULATEUR AGR/SAR DANS
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I’INVASION DE CELLULES
NON-PHAGOCYTAIRES PAR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

5.1. Systeme régulateur agr/

sar : généralités

Afin d’optimaliser leur capacité a
infecter de nombreuses niches tis-
sulaires différentes et a proliférer de
maniere efficace, les bactéries Gram +
ont développé, entre autres, un sys-
téme régulateur de type « quorum-
sensing », qui permet la communi-
cation de cellule a cellule, ainsi que
la régulation de nombreux facteurs
de colonisation et de virulence. Le
« quorum-sensing » est le systeme
par lequel une population de bactéries
exprime, de maniere coordonnée, un
phénotype spécifique en réponse a une
densité de population. En d’autres ter-
mes, ce systéme permet aux bactéries
de détecter la densité cellulaire et, par
conséquent, d’optimaliser I’expression
de fonctions qui sont d’autant plus
bénéfiques lorsqu’elles sont stimulées
par une large population de cellules.
Lindicateur de la densité bactérienne
est une molécule auto-inductrice,
sécrétée par S. aureus. Lorsque la con-
centration de cette molécule atteint un
seuil critique, une voie de transduction
est activée et conduit a un changement
de comportement de I’ensemble de la
population bactérienne.

En phase exponentielle, les bactéries
expriment essentiellement des
protéines de surface (protéine A,
FnBP...), alors qu’en phase post-
exponentielle, lorsque la densité
bactérienne est importante, ce sont
principalement des protéines sécrétées
et jouant un réle généralement
cytolytique (hémolysines, protéases,
lipases...) qui sont exprimées.

Le systéme permettant de réguler ce
type de comportement chez S. aureus
dépend principalement du locus agr
(Recsei et al., 1986). Le systeme
régulateur agr (Morfeldt et al., 1988 ;
Peng et al., 1988 ; Novick et al., 1993)
implique une voie de transduction a
deux composants, caractérisée par un
récepteur et un régulateur de réponse.
Le locus agr consiste en deux unités
de transcription différentes, ARN II
et ARNIII, transcrits a partir des
promoteurs P2 et P3, respectivement.
ARNII code pour 4 protéines
responsables du systéme de « quorum-

sensing », AgrA, AgrB, AgrC, et AgrD
(Novick et al., 1995). ARNIII est la
molécule effectrice qui présente un
effet régulateur positif sur les protéines
extracellulaires a fonction cytolytique,
telles que I’hémolysine, et un effet
régulateur négatif sur les protéines de
surface, telles que la protéine A ou les
FnBP (Novick et al., 1993 ; Morfeldt
et al., 1995 ; Saravia-Otten et al.,
1997). La transcription d’ARN III est
largement dépendante de 1’activation
des geénes (agrA, C, D, B) codant pour
ARNII.

AgrC (protéine transmembranaire)
et AgrA (protéine cytoplasmique)
correspondent  respectivement au
récepteur (senseur) et au régulateur de
la voie de transduction a 2 composants
(Novick et al., 1995 ; Morfeldt et al.,
1996). Cette voie est auto-induite
par un octapeptide, qui est formé a
partir d’une modification d’AgrD,
via Dactivité d’AgrB (Ji et al,
1995 ; 1997). AgrB est une protéine
transmembranaire, responsable la
modification de la protéine AgrD en
un octapeptide auto-inductible, et de la
sécrétion de ce peptide auto-inductible
(PAI) (Ji et al., 1995 ; 1997).

Au cours d’une infection, plus Ila
densité bactérienne va augmenter, plus
la concentration en PAI va étre élevée
et, plus AgrA va étre activé grace a
un processus de phosphorylation.
En effet, le PAI sécrété se lie au
domaine  extracellulaire  d’AgrC
et induit un signal qui engendre
I’auto-phosphorylation d’un résidu
histidine du domaine cytoplasmique
(Lina et al., 1998). Ce groupement
phosphate est transféré a I’AgrA, qui
devient alors actif. Via un mécanisme
encore peu connu, I'activit¢ d’AgrA
augmente fortement la transcription
de P2 et P3. Daugmentation de la
transcription de 1’opéron P3 résulte
en une augmentation des niveaux
intracellulaires de ARNIIL.  Or,
ARNII code pour I’hémolysine y
et, induit D’augmentation de la
transcription de toute une série de
facteurs de virulence, incluant la toxine
du syndrome du choc toxique, ainsi
que d’autres hémolysines (Yarwood
et Schlievert, 2003). Parallélement,
I’expression de plusieurs protéines
de surface est réduite lorsque la
concentration du PAI est élevée. Cette



coordination de I’expression des génes
de virulence peut étre facilement
associée au développement d’une
infection. Au début, les staphilococci,
présents en faible quantité, expriment
leurs protéines de surface de maniére a
se fixer aux tissus et, ainsi, a échapper
au systetme immunitaire de 1’hote.
Lorsque le site initial d’infection
devient pauvre en nutriments, suite
a I’accumulation d’un grand nombre
de bactéries, celles-ci augmentent
la production et la sécrétion des
protéines a fonction cytolytique afin
de détruire les tissus environnants et,
par conséquent, de proliférer dans
I’organisme hote.

Il est intéressant de noter que I’élément
régulateur sarA est important pour
I’activation du locus agr (Cheung
et al., 1992 ; Morfeldt et al., 1996 ;
Chien et Cheung, 1998). SarA agirait
comme un facteur de transcription
reconnaissant un site spécifique au
sein des promoteurs P2 et P3 (Chien et
al., 1999).

Limportance du systéme agr a été
confirmée au cours de plusieurs
études in vivo qui démontraient que
des mutants agr étaient nettement
moins virulents dans de nombreux
modeles d’infection, tels que les abces
sous-cutané (Bunce et al., 1992), les
infections mammaires (Foster et al.,
1990), les infections pulmonaires
(Heyer et al., 2002) et [Darthrite
(Abdelnour et al., 1993) chez la souris,
et I’endocardite chez le lapin (Cheung
etal., 1994).

5.2. Sytéme régulateur agr/sar :
role dans I’invasion des cellules
par S. aureus

Quelques études démontrent que le
systéme régulateur agr/sar pourrait
également jouer un rdle dans la péné-
tration de S. aureus a I’intérieur des
cellules-hotes. Wesson et collabo-
rateurs (1998), en montrant que les
mutants agr et/ou sar s’accumulaient
dans les cellules-hotes mais, qu’ils
étaient cependant incapables de se
répliquer a I’intérieur des cellules, ont
suggéré que 1’activation du locus agr
ne serait pas indispensable a la péné-
tration de S. aureus mais, bien a sa
prolifération intracellulaire. Qazi et
collaborateurs (2001 ; 2004) confir-
ment et complétent ces observations

en avangant que, non seulement, 1’in-
duction d’agr serait nécessaire a la
réplication intracellulaire de la bac-
térie mais qu’elle serait également
nécessaire et antérieure a 1’évasion de
S. aureus hors de I’endosome.

Un modele basé sur 1’implication
de I’opéron agr a alors été proposé
pour expliquer I’invasion des cellu-
les non-phagocytaires par S. aureus
(Wesson et al., 1998). Au début de
I’infection, les bactéries, encore extra-
cellulaires, expriment surtout des fac-
teurs d’adhésion cellulaire, tels que
les FnBP. Wesson et collaborateurs
(1998) émettent 1’hypothése qu’a ce
stade de ’infection, le PAI, dilué dans
les fluides extracellulaires de I’hote et
donc présent en concentration faible,
favoriserait les bactéries a étre dans
un état physique optimal pour adhé-
rer et éventuellement pénétrer a 1’in-
térieur des cellules-hotes. Une fois,
la bactérie endocytée par la cellule
eucaryote, S. aureus reste un certain
temps logé dans une vacuole (Hudson
et al., 1995 ; Bayles et al., 1998 ;
Menzies et Kourteva, 1998). Par con-
séquent, dans un tel environnement
confiné, le PAI pourrait s’accumuler
et activer le systéme de régulation agr.
Lexpression des protéines se modifie-
rait alors au profit des protéines extra-
cellulaires, telles que les hémolysines,
qui interviendraient dans la lyse de
I’endosome et, par conséquent, dans
la re-localisation de S. aureus dans
le cytoplasme des cellules infectées.
Wesson et collaborateurs (1998) ter-
minent alors leur modeéle en proposant
3 possibilités quant a la destinée de la
bactérie : 1) soit, S. aureus exprime-
rait un facteur dépendant du systéme
régulateur agr et capable d’induire
I’apoptose des cellules infectées, ce
qui menerait a la formation de corps
apoptotiques engloutis par les macro-
phages ; 2) soit, le PAI, suite a la mul-
tiplication intracellulaire de S. aureus,
atteindrait des concentrations suffi-
santes pour induire I’expression des
protéines cytolytiques et il en résulte-
rait une lyse de la cellule-hote, ainsi
qu’une propagation de la bactérie aux
cellules adjacentes et probablement
une aggravation subséquente de la
maladie ; 3) soit, des SCV se forme-
raient dans le cytoplasme de la cel-
lule-hote, et engendreraient une mala-

die persistante et chronique.

Récemment, une étude (Shompole
et al., 2003) a permis d’accumuler
des données supplémentaires qui sou-
tiennent en partie ce modele et qui
concluent que I’expression du régu-
lon Agr de S. aureus est régulée dans
le temps au cours de ’invasion des
cellules épithéliales. Il a, en effet, été
démontré que 1) I’augmentation de
la transcription de I’ARN III coin-
cide avec les pics de transcription des
hémolysines a et (3 et avec la diminu-
tion de I’expression de la protéine A,
protéine connue pour étre négative-
ment régulée par ’ARN III (Cheung
et al., 1997); 2) que le premier pic
d’expression de I’ARN III coincide
avec |’évasion de S. aureus hors de
I’endosome (un mutant agr était inca-
pable de quitter I’endosome) ; 3) que le
second pic d’expression de I’ARN III
coincide avec 1’apparition de dégrada-
tions de la membrane cytoplasmique
des cellules MAC-T infectées. Dans
un environnement intracellulaire res-
treint, les exoprotéines (hémolysines)
régulées par le locus agr joueraient
donc un role dans la lyse des mem-
branes de I’endosome, résultant en
I’évasion de la bactérie dans le cyto-
plasme.

En conclusion, le systéme régula-
teur agr permet de réguler les facteurs
de virulence de S. aureus, de maniére
générale, pour initier une infection
dans un organisme hote mais, égale-
ment, lors de 1’invasion de la bactérie
a ’intérieur des cellules-hotes.

6. PERTINENCE DES
OBSERVATIONS IN VITRO PAR
RAPPORT AUX ETUDES IN
Vivo

A ce jour, peu d’expériences in vivo
démontrent1’invasionintracellulaire de
S. aureus. Cependant, il a été démontré
que S. aureus était capable de pénétrer
a D’intérieur d’ostéoblastes de poulet
embryonnaire (Hudson et al., 1995 ;
Reilly et al., 2000), de neutrophiles
murins (Gresham et al., 2000) et
bovins (Anderson et Chandler, 1975),
de macrophages bovins (Craven et
Anderson, 1984 ; Hébert et al., 2000),
de cellules alvéolaires bovines (Hébert
et al., 2000), et de cellules épithéliales
mammaires murines (Chandler et
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al., 1980 ; Brouillette et al., 2003).
Les stratégies destinées a empécher
ou guérir les maladies associées a
S. aureus doivent donc non seulement
inhiber la croissance de la bactérie
au site de ’infection mais également
inhiber la pénétration de la bactérie
dans les cellules-hotes. Par conséquent,
il parait primordial de connaitre le role
joué par les molécules d’adhésion, et
plus particuliécrement par les FnBP,
dans le processus d’infection in vivo.

6.1. Role des fibronectin-bin-
ding proteins in vivo

Brouillette et collaborateurs (2003)
ont montré, grace a 'utilisation d’un
modéle murin d’infection a S. aureus,
que des mutants S. aureus FnBP étaient
nettement visibles a I’intérieur de cel-
lules épithéliales de glandes mam-
maires, mais que ces souches mutées
FnBP-montraient un retard d’invasion
par rapport aux souches sauvages. Les
FnBP ne seraient donc pas indispen-
sables a la pénétration de S. aureus a
I’intérieur des cellules épithéliales in
vivo, mais seraient néanmoins impor-
tantes pour une efficacité optimale du
processus d’invasion.

Cependant, au cours de la méme
étude, aucune différence en terme de
virulence, n’a pu étre observée entre
les mutants FnBP et les souches sau-
vages. En effet, le nombre de colonies
FnBP- isolées a partir d’une glande
infectée par un inoculum composé
d’un mélange de souches mutées et
sauvages (et non soumise a la traite),
était équivalent au nombre de colo-
nies formées par les souches sauvages
(Brouillette et al., 2003). En accord
avec ces observations, les mutants
FnBP, en comparaison avec des sou-
ches sauvages, ne montraient pas de
différence concernant I’efficacité
d’infection dans un modele animal
d’endocardite (Flock et al., 1996),
ainsi que dans un modele animal de
pneumonie (McElroy et al., 2002).
Ces résultats semblent donc suggé-
rer que, malgré un réle non négligea-
ble des FnBP mis en évidence dans
de nombreuses expériences in vitro,
d’autres molécules bactériennes inter-
viendraient pour la virulence et I’inva-
sion de S. aureus, in vivo.

Pourtant, I’importance des FnBP dans
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le processus d’invasion de S. aureus
in vivo ne peut étre exclu. Un pro-
bleme majeur relatif a 1’utilisation de
ces souches S. aureus mutées FnBP est
la difficulté a discerner la contribution
d’un seul facteur de virulence alors
que S. aureus posseéde une multitude
de facteurs microbiens capables de
contrecarrer la perte d’une propriété
indispensable a sa prolifération.

Une étude récente a d’ailleurs déve-
loppé une idée originale qui tend a
montrer que les FnBP sont des fac-
teurs de virulence majeurs (Que
et al., 2001). Le géne FnBPA de
S. aureus a été transféré dans une
souche bactérienne peu pathogene,
Lactococcus lactis, et 1a fonction ainsi
conférée a été testée dans un modele
expérimental d’endocardite. Il a été
démontré que la souche recombinante
était plus virulente pour induire 1’en-
docardite chez le rat que la souche
sauvage (Que ef al., 2001).

Des expériences de vaccination con-
firment également I’importance des
FnBP de S. aureus dans I’infection
in vivo. 1l a notamment ét¢ démontré
que I’injection intramusculaire d’une
protéine recombinante rFnBP, capa-
ble d’empécher ’entrée de S. aureus
a ’intérieur de cellules-hotes in vitro,
prévient la formation d’abces liée a
I’infection d’une blessure, dans un
modele animal expérimental (Menzies
et al., 2002). De méme, des rats
immunisés par I’injection d’une pro-
téine recombinante (gal-FnBP), puis
infectés par S. aureus, développaient
une endocardite moins virulente que
des rats non-immunisés (Schennings
et al., 1993). Enfin, 1’opsonisation
de la bactérie par des anticorps diri-
gés spécifiquement contre les FnBP,
réduisait de maniere significative 1’in-
fection due a S. aureus (Rozalska et
Wadstrom, 1993 ; Mamo et al., 1994).

Lensemble de ces résultats suggere
que les FnBP, bien que non-indis-
pensable au développement d’une
infection par S. aureus, jouent un role
majeur dans le processus d’invasion
de S. aureus in vivo.

6.2. Rdle des intégrines o3, in
vivo

Le role des intégrines n’a pas encore
été confirmé dans des expériences in

vivo. 1l serait par exemple intéressant
de démontrer que des souris traitées a
’aide d’anticorps anti-intégrine a3,
sont moins sensibles a I’infection
de S. aureus ou que des micro-envi-
ronnements favorisant la présence
d’intégrines o f3,, ’expression de
la fibronectine, ou 1’accessibilité de
celle-ci soient favorables a I’infection
par S. aureus.

7. CONCLUSION

La pathogéneése associée a S. aureus
est trées complexe. Leffet de 1’inva-
sion de cette bactérie a 1’intérieur
de cellules non-phagocytaires peut
&tre variable selon le modele d’infec-
tion utilisé. Des résultats différents
peuvent étre obtenus selon la sou-
che bactérienne considérée, 1’animal
utilisé, le mode d’administration de
I’inoculum, le type cellulaire étudiée,
etc. Il est donc indispensable pour
une meilleure compréhension des
mécanismes d’invasion développés
par S. aureus de continuer a combiner
les expériences in vitro et in vivo.

De plus, de nombreuses questions
restent sans réponse. Par exemple, on
ne sait toujours pas si ’apoptose des
cellules observée apres la pénétration
de S. aureus est un mécanisme de
défense de 1’hote pour éviter la
propagation de 1’agent pathogene
ou un mécanisme développé par la
bactérie pour se disséminer. On ne
connait toujours pas, non plus, le role
exact de I’invasion intracellulaire dans
le développement d’une infection a
S. aureus, in vivo, ni le role des FnBP
dans le processus de pénétration de
la bactérie a I’intérieur des cellules-
hotes.

Afin d’¢largir le débat, il est
intéressant de relever certaines études
complémentaires qui proposent
un tout autre point de vue quant a
I’endocytose de S. aureus par les
cellules non-phagocytaires. Elles
suggerent que certaines cellules non-
phagocytaires, notamment les cellules
¢épithéliales du colon, pourraient agir
comme des granulocytes en tuant
des bactéries endocytées grace a la
production d’especes réactives de
I’oxygene (Deitch et al., 1995). Ce
processus serait alors un mécanisme



immunitaire de 1’héte dans lequel
la fibronectine jouerait le role
d’opsonine, I’intégrine o. 3, le role de
récepteur phagocytaire et NOH-1 (une
NADPH oxydase) le role d’effecteur
bactéricide (Deitch ef al., 1995 ; Suh
et al., 1999 ; Banfi et al., 2000).

En conclusion, il est fondamental
de poursuivre les recherches et de
continuer a combiner les résultats
obtenus in vitro et in vivo afin de
mieux comprendre les mécanismes
d’invasion développés par S. aureus
et, peut-étre, de répondre a la question
fondamentale suivante : « quelle
est ’importance réelle de 1’invasion
de cellules non-phagocytaires par
S. aureus dans la pathogénese ? ».

ABSTRACT

Intracellular invasion of
Staphyloccocus aureus in
nonphagocytic cells

Staphylococcus aureus often
causes chronic diseases. It is
now believed that recurrence of
these infections could be rela-
ted to the ability of S. aureus
to invade and persist within
nonphagocytic cells. Adherence
to eucaryotic cells is crucial for
S. aureus to invade and persist
within invasion and depends
on interactions between bac-
terial fibronectin-binding pro-
teins, fibronectin and the host
cell fibronectin receptor, integrin
af,. It is currently established
that fibronectin acts as a brid-
ging molecule. Penetration of
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