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1993 Mohamed, 14 ans, pas d’antécédent

Tableau brutal : fièvre à 39°C avec frissons, douleurs et impotence fonctionnelle du MI gauche
Arthrite du genou clinique + douleur intense à la palpation de l’épiphyse fémorale inférieure
Hémocultures positives à S. aureus méti-S (par ailleurs multi-sensible)
Radiographies simples normale
Echo : épanchement articulaire, pas de collection. Ponction positive à MSSA

Diagnostic d’OSTÉOMYÉLITE AIGUË HÉMATOGÈNE
OXACILLINE IV + acide fusidique 
Rash à J8 : relais à J8 par CLINDAMYCINE per os pour 6 semaines au total

Bonne évolution immédiate
Douleurs récidivantes (quelques jours, tous les hivers)



2015-16 36 ans, préparateur de commandes

Persistance de l’épisode douloureux hivernal … 
Douleurs devenant continues, insomniantes avec boiterie



2015-16 36 ans, préparateur de commandes

Persistance de l’épisode douloureux hivernal … 
Douleurs devenant continues, insomniantes avec boiterie

OSTEITE (très) CHRONIQUE

Fémorotomie, curetage
Prlvmts : stériles, PCR 16+ MSSA – Redon + MSSA

CEFAZOLINE – RIFAM (2 sem)
RIFAM – OFLOXACINE  (total : 3 ms)

Bonne évolution

OSTEITE
CHRONIQUE

Séquestre
Abcès de
Broadie



Mécanismes de survenue

Début des
symptômes

Implantation
du matériel

PRECOCE (< 1-3 mois) Inoculation chirurgicale +++
Germes à croissance rapide : S. aureus, BGN, streptocoques

RETARDEE (1-3 à 12-24 ms) Inoculation chirurgicale +
Germes indolents : SCN, corynebactéries, Propionibacterium

TARDIVES (> 12-24 mois) Hématogènes ++

1 mois 3 mois 12 mois

Inoculation directe

Greffe hématogène

Implantation



capsule

Facteursassociés
à la paroi

Facteursde virulence
sécrétés

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

ProtéineA
binding to Igand vWF

Exotoxines
- Toxines superantigéniques : 

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

proteases, lipases, …

Adhesines(SERAMs)
Coagulase, Efb, Emp…

Paroi

Stress métabolique

Phénotypespersistants

Echappementdu 
systèmeimmunitaire

Staphylococcus aureus : entre virulence et persistance

D’après Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005 



capsule

Facteursassociés
à la paroi

Facteursde virulence
sécrétés

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

ProtéineA
binding to Igand vWF

Exotoxines
- Toxines superantigéniques : 

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

proteases, lipases, …

Adhesines(SERAMs)
Coagulase, Efb, Emp…

Paroi

Stress métabolique

Phénotypespersistants

Echappementdu 
systèmeimmunitaire

Staphylococcus aureus : entre virulence et persistance

D’après Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005 

Densité bactérienne

Autoinducing 
peptid (API)

Accessory gene
regulator (AGR)

SarA, SaeRS, SrrB, CcpA

02, nutriments



Initiation de l’infection : toxines et adhésines

Butrico et al, Toxins 2020

- PSMs :  et β, delta-hémolysine (hld) �
. Cytotoxicité (incluant cellules osseuses)
. Activation neutrophilique et relargage cytokinique
. Echappement PNM et ostéoblastique, dissémination
. Destruction osseuse (inflammation, impact sur le remodelage)

- HLA : cytotoxicité, inflammation, activation OC

- PVL (lukS-lukF)
Pore-forming toxin, cible PNN, nécrose et relargage cytokinique
Corrélée à la sévérité locale / générale de l’IOA

- Map (MHC class II analogue protein)
Inhibition de la réponse cellulaire T

INVASION 
DISSEMINATION



Initiation de l’infection : toxines et adhésines

CHRONICITE
PERSISTANCE

INVASION 
DISSEMINATION

Butrico et al, Toxins 2020



Initiation de l’infection : toxines et adhésines

Josse et al, Front microbiol 2005

IOA d’INOCULATION

Quantité de S. aureus nécessaire à l’obtention
d’une infection / 100 000 en présence de matériel

Idem S. epidermidis, P. acnes

IOA HEMATOGENES

Sendi 2010 30 40%
Murdoch 2001 44 34%
Lalani 2008 29 38%

Risque de greffe bactérienne en cas de bactériémie
S. aureus = 40% vs autres germes = 1-2%

Elek et al 1957 – Zimmerli et al, JID 1982



Initiation de l’infection : rôle du matériel

Type de biomatériaux
- Métaux
- Polymères
- Substituts osseux


« BIOCOMPATIBILITE »   

1. Couverture du matériel par matrice extracellulaire
Collagène, fibrine, fibrinogène …

 Adhésion, initiation de la formation de biofilm

2. Inhibition locale de l’immunité innée
- inhibition de la phagocytose
- dégranulation des PNN
- mort cellulaire
- activation du complément

 Diminution +++ de la clairance bactérienne
 Descellement aseptique (?)



Implications thérapeutiques : thérapies et prophylaxies ciblées ?

Modèle lapin d’infection de prothèse articulaire à S. aureus USA300

Données personnelles – Article soumis

Randomisation pour injection 12h pré-opératoire
- Ig polyvalentes
- MEDI6389 : mAb anti-S. aureus ciblant AT, PVL, lukED, gamma-hémolysine et ClfA



Implications thérapeutiques : thérapies et prophylaxies ciblées ?

Données personnelles – Article soumis



Chronicité : importance du concept

Inoculation
Diagnostic

Début de prise en charge

< 3-4 semaines
IOA AIGUE

- Réplication bactérienne +++
- Infection suppurative
- Congestion vasculaire

TRAITEMENT
CONSERVATEUR

Risque de récidive

3-4 sem



Chronicité : importance du concept

Inoculation
Diagnostic

Début de prise en charge

< 3-4 semaines
IOA AIGUE

> 3-4 semaines
IOA CHRONIQUE

- Réplication bactérienne +++
- Infection suppurative
- Congestion vasculaire

- Tissu osseux ischémique
- Séquestre osseux
- Descellement 
- Ralentissement de la 

croissance bactérienne

TRAITEMENT
CONSERVATEUR

Risque de récidive

ABLATION DES
IMPLANTS

Taux élevé d’échec
thérapeutique

???

3-4 sem



Chronicité : importance du concept

Inoculation
Diagnostic

Début de prise en charge

< 3-4 semaines
IOA AIGUE

> 3-4 semaines
IOA CHRONIQUE

???

3-4 sem

SMALL COLONY 
VARIANT (SCV)VIE INTRACELLULAIRE

BIOFILM



Biofilm



Biofilm

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

• Adhésion
Adhésines

• Multiplication
• Cohésion

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

(densité bactérienne, environnement)



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

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

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

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



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Mécanisme de « tolérance » aux antibiotiques     (≠ résistance)

Architecture du biofilm
Barrière physique à la pénétration

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

Inactivation par les
enzymes matricielles

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

membranaires (porines)
- Anaérobiose et inactivité des 

aminoglycosides

Effet inoculum : densité 
bactérienne importante

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

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



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Cure rate of adherent MRSA in explanted cages

SARM et DAP-RMP



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Cure rate of adherent MRSA in explanted cages

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

adéquate
- Combinaison à base de rifampicine

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



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm
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Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

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

ENC et DAP-GEN

Pas de données
cliniques



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Cure rate : adherent enc

Propioni et RMP

Pas de données
cliniques



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

« Small  
molecules » 

Phages

Enzymes anti-matrice

Inhibiteurs de 
quorum sensingCoating

……

Ail

Ultrasons

Vaccins

Agents chélateurs 
(EDTA …)



Interactions avec les cellules osseuses 



Interactions avec les cellules osseuses 

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



Interactions avec les cellules osseuses 

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

Bosse, 2005
Ostéite chronique
ME



Interactions avec les cellules osseuses 

Ostéoclastes Ostéocytes
Ostéoblastes

OSTEOBLASTES OSTEOCLASTES

Précurseurs
ostéoclastiques

Progéniteurs 
myélo-monocytaires Cellules mésenchymateuses

Pré-ostéoblastes

RESORPTION OSSEUSE APPOSITION OSSEUSE

Os sain

Equilibre OB / OC

OSTEOCLASTES OSTEOBLASTES



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes 
S. aureus

FnBP

Fibronectine

Traction du 
cytosquelette

Invagination de la 
membrane

Vacuole 
d’internalisation 

(phagosome)

Membrane cellulaire

Intégrine 5β1

Microscopie électronique
Hoffmann et al.
Eur J Cell Biol 2011



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes 

Réponse inflammatoire
(mesure des cytokines dans le surnageant)



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes 

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

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

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



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes 

Spearman 0.29, p=0.005



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes 

      Persistance             Cytotoxicité                Biofilm

PHENOMENES ADAPTATIFS



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes 

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

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



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

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



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

Réponse inflammatoire
(mesure des cytokines dans le surnageant)



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

log10 pour
100,000 cellules



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

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



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

bacterio
STATIQUE



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

log10 pour
100,000 cellules

Aucune
action

BACTERICIDIEbacterio
STATIQUE

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



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

MSSA MRSA



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

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

MSSA MRSA



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

MSSA MRSA

 Acceptable efficacy of oxacillin against intracellular S. aureus INCLUDING MRSA



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

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

MSSA MRSA



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

Importance du pH intracellulaire

CMI pH7,5 pH5
Oxacilline 0,0625 0,0625
Céfazoline 0,125 0,0125
RF 0,0075 0,0009
RB <0,0035 0,125
RP 0,007 <0,0035
Fosfomycine 0,25 2
Vancomycine 2 1
Daptomycine 1 4
Linezolide 4 4
Lévofloxacine 0,25 2
Ofloxacine 0,5 2
Téicoplanine 0,5 0,0625
Tigécycline 0,25 1
Cotrimoxazole 0,5 2
Clindamycine 8 >32
Doxycyline 0,125 0,0625
NH4Cl >100 >100
Hydroxychloroquine >100 >100
Amantadine >100 >100

Perte d’efficacité à pH alcalin

Gain d’efficacité à pH alcalin 

Aucun changement

CMI augmentée à pH 5 pour :
- Rifabutine
- Fosfomycine
- Daptomycine
- Lévofloxacine
- Ofloxacine
- Tigécycline
- Cotrimoxazole
- Clindamycine



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

Choix d’utiliser HC 20 mg/L 
pour une durée 

d’incubation de 24h



Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire 

Trois souches poolées

x 2,7 x 2,7 x 2,7 x 6,5 pH= 7

pH
+-

• A partir de 2,5 mg/L, HC augmente le 
flux autophagique

• A partir de 10 mg/L, HC alcalinise les 
lysosomes et donc restaure l’activité 
de certains ATB



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes 

Ostéoclastes Ostéocytes
Ostéoblastes

OSTEOBLASTES OSTEOCLASTES

Précurseurs
ostéoclastiques

Progéniteurs 
myélo-monocytaires Cellules mésenchymateuses

Pré-ostéoblastes

RESORPTION OSSEUSE APPOSITION OSSEUSE

Os sain

Equilibre OB / OC Ostéolyse progressive
- Descellement prothétique
- Séquestres

IOA



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes 



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes 

Infection par S. aureus 
Inhibition de 
l’ostéoclastogenèse

Uninfected/Control

Uninfected heat-killed 8325-4 8325-4 DU5883
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S. aureus Infection

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



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes 



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes 

Unfected mature osteoclast - Control S. aureus-infected osteoclast

Matrice 
minérale 

mimant la 
matrice 
osseuse

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



Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes 

Progéniteur 
ostéoclastique

Ostéoclaste 
mature

Condition 
physiologique

  
Infection

Macrophages

Sécrétion de cytokines 
pro-inflammatoires

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

+

+

Impact direct de S. aureus sur la résorption osseuse

osteoclastogenèse

Ostéoclaste 
multinucléé

RANK-L

Ostéoblastes 
infectés

+

+



Small colonie variants (SCVs)
Modifications phénotypiques réversibles
Adaptation à un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire

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

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



Small colonie variants (SCVs)
Modifications phénotypiques réversibles
Adaptation à un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire

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

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

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

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



Small colonie variants (SCVs)

Données in vitro

Limites - caractère révertant
- CMI développées pour bactéries à 
croissance rapide

Réduction d’activité
- aminoside +++
- cotrimoxazole +++
- ATB actifs sur la paroi : BL, GP, DAP

Données in vivo : conflictuelles +++

Très peu de données cliniques

Modèle cellulaire 

Comparaison d’éradication
Intracellulaire à J0 et J7



Small colonie variants (SCVs)

Données in vitro

Limites - caractère révertant
- CMI développées pour bactéries à 
croissance rapide

Réduction d’activité
- aminoside +++
- cotrimoxazole +++
- ATB actifs sur la paroi : BL, GP, DAP

Données in vivo : conflictuelles +++

Très peu de données cliniques

Modèle cellulaire 

Comparaison de la proportion
De SCVs sous traitement



Small colonie variants (SCVs)

Données in vitro

Limites - caractère révertant
- CMI développées pour bactéries à 
croissance rapide

Réduction d’activité
- aminoside +++
- cotrimoxazole +++
- ATB actifs sur la paroi : BL, GP, DAP

Données in vivo : conflictuelles +++

Très peu de données cliniques

Modèle animal : ostéomyélite tibiale hématogène 



Small colonie variants (SCVs)

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

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



Small colonie variants (SCVs)

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

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

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

p=NS

SCVs associés à la chronicité sans impact sur le pronostic
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