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Avant-propos 

 
Les résultats présentés ci-dessous représentent une synthèse de mon travail de recherche au sein de 

l’équipe de Microbiologie (« Biofilm ») du LR2B. Dans la première partie (volume 1), je décris les 

travaux qui s’inscrivent dans le cadre de la thématique principale de recherche de l’équipe en 2001-

2007, l’étude du biofilm staphylococcique. Ayant des bases solides dans le domaine de la biochimie 

des glucides bactériens, j’ai concentré mes efforts sur l’étude des composés glucidiques des 

biofilms staphylococciques. La réalisation de ces travaux a été possible grâce à une étroite 

collaboration avec mon ancien collègue, Dr. E. Vinogradov (IBS, NRC Canada), spécialiste 

reconnu dans le domaine de l’analyse structurale des molécules glucidiques d’origine bactérienne. 

Après une courte introduction bibliographique (chapitre I), les résultats de nos travaux sur ce sujet 

sont exposés (chapitre II).  Tout d’abord, le problème d’identification des poly-N-

acetylglucosamines (PNAG) staphylococciques est abordé. Leurs structures ont été étudiés dans le 

cas des souches modèles (chapitre II.1) et les souches clinques associés aux infections des implants 

orthopédiques en provenance du souchier de notre équipe (chapitre II.2). Un polysaccharide proche 

du PNAG a été, pour la première fois, isolé à partir du biofilm d’une bactérie Gram négative 

(chapitre II.3). L’utilisation du PNAG  comme antigène pour le sero-diagnostic des infections 

staphylococciques associés aux implants orthopédiques a été exploré (chapitre II.8). 

Nous avons identifié un autre polymère glucidique en tant que constituant du biofilm 

staphylococcique : l’acide teichoiques extracellulaire (AT EC ; chapitres II.4 et II.5). La structure 

chimique détaillée des AT de deux souches modèles a été établie (chapitre II.6). Nous avons 

également étudié la sensibilité des biofilms staphylococciques et de leurs constituants aux 

traitements enzymatiques et chimiques (chapitres II.5.2 et II.7). Les conclusions et les perspectives 

sont résumées dans le chapitre III. 

Les textes intégraux de cinq articles publiés (articles 1-5) que je considère comme les plus 

importants pour le développement de mon autonomie scientifique, font partie du premier volume. 

Les textes d’autres publications sur ce sujet (articles 6-9), sont présenté dans le volume 2 (Annexe 

1). Dans l’Annexe 2, je présente les résultats concernant un autre sujet de recherche, qui correspond 

à la thématique de l’équipe en 1998-2000 (« Etude structurale des LPS des souches non-type de 

Pectinatus frisingensis », dans le cadre de la thématique de l’étude du stress chez Pectinatus spp, 

contaminants de la bière). Les textes des publications correspondantes (articles 10-12) sont 

également présentés dans le volume 2. 
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Contribution à l’étude du biofilm staphylococcique : approche chimique 
 I. Introduction 

1. Infections liées aux implants médicaux 

La réparation osseuse requiert souvent la pose d’implant à base de biomatériaux. Si leur 

utilisation est de plus en plus fréquente dans le domaine médical et permet d’obtenir de très bons 

résultats fonctionnels, l’utilisation des biomatériaux n’est pas dénuée de complications. La plus 

redoutée est certainement l’infection nosocomiale. La majorité de ces infections est causée par les 

bactéries appartenant au genre Staphylococcus. 

Le genre bactérien Staphylococcus appartien à la famille des, Micrococcaceae. Les caractères de 

différenciation in vitro des staphylocoques sont définis par la production d’une coagulase. On 

distingue ainsi les Staphylococcus à coagulase-positive, majoritairement représentés par l’espèce S. 

aureus (germe connu pour sa virulence), et les Staphylococcus à coagulase-négative (Coagulase 

Negative Staphylococci, CoNS) dont l'espèce prédominante est S. epidermidis. Bien qu’elle soit 

décrite à l’origine comme une bactérie non pathogène, appartenant à la flore bactérienne 

commensale naturellement présente sur la peau et les muqueuses, S. epidermidis s’est révélée l’une 

des causes majeures des infections nosocomiales. Elle constitue le germe le plus fréquemment isolé 

des infections chez les patients immuno-déficients ou portant des implants médicaux : cathéters de 

dialyse intra vasculaire et péritonéal, prothèses cardiaques, lentilles intra oculaires… (Kloos & 

Bannerman, 1994).  

Les implants médicaux constituent un support sur lequel l’infection se développe sous la 

forme d’un biofilm. Les cellules bactériennes dans le biofilm, appelées aussi bactéries sessiles, sont 

enrobées dans une matrice polymérique extracellulaire. Cette matrice lie les cellules entre elles et 

les attache à une surface solide (Sutherland, 2001). La capacité de former un biofilm est considérée 

comme le principal facteur de virulence de S. epidermidis (Mack et al., 2001) 

2. Formation de biofilm 

Lors d’une infection causée par l’introduction d’un corps étranger, la formation du biofilm se 

distingue par deux étapes distinctes. La première consiste à l’attachement de la bactérie au support ; 

la seconde est caractérisée par l’accumulation des bactéries sur le support (Fig.1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Deux étapes de formation du biofilm (Ziebuhr et al., 2006) 
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 La première étape d’adhérence primaire de la bactérie au matériau est dépendante des 

caractéristiques de la surface bactérienne et de la nature du support. Cette interaction initiale 

implique des forces physicochimiques non-spécifiques telles que les forces de Van Der Waal’s, les 

interactions hydrophobes et ioniques. Une fois ces intéractions établies avec le support, les 

interactions spécifiques entre la bactérie et le matériau se mettent en jeu, et l’adhésion devient 

rapidement irréversible (Donlan & Costerton, 2002).   

In vivo, lorsqu’un matériau exogène est implanté, il est immédiatement recouvert d’un film 

de conditionnement constitué principalement de protéines de la matrice extracellulaire des cellules 

eucaryotes telles que le fibrinogène, la fibrine, la fibronectine, la laminine et certains collagènes. 

Ces protéines de l’ hôte qui recouvrent le matériau implanté peuvent servir de récepteurs 

spécifiques pour les bactéries colonisantes (Herrmann et al., 1988) et favorisent ainsi l’adhésion 

irréversible avec la matrice extracellulaire de l’hôte. 

La surface des cellules de S. aureus présente des adhésines spécifiques à ces protéines, 

appartenant à la famille des MSCRAMM (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive 

Matrix Molecules), qui reconnaissent spécifiquement les composants de la matrice extracellulaire 

de l’hôte. Dans la plupart des cas, les MSCRAMM sont ancrées de manière covalente au 

peptidoglycane de la paroi,  (Foster & Hook, 1998). 

Chez S. epidermidis et les autres CoNS, de nombreuses adhésines spécifiques aux protéines 

extracellulaires des cellules de l’hôte ont également été caractérisées : des protéines qui se lient au 

fibrinogène et fibronectine (codé par de gènes fbe et embp, (Nilsson et al., 1998), (Pei & Flock, 

2001)) ainsi que des autolysines : AltE de S. epidermidis  ou AltC  de S. caprae capables de se lier à 

la fibronectine (Heilmann et al., 1997), (Allignet et al., 2002). Une autolysine Aae, également 

capable de se lier à la vitronectine, a été récemment décrite (Heilmann et al., 2003). 

La seconde étape de formation du biofilm, appelée étape d’accumulation ou de colonisation, 

se caractérise par la croissance des bactéries et la formation d’amas multicouches de cellules liées 

entre elles. Au fur et à mesure de la synthèse de ses constituants et de la croissance des bactéries, le 

biofilm évolue vers une forme mature et structurée : des régions de forte densité en bactéries 

appelées microcolonies sont séparées par des régions moins denses en matrice. Ces dernières 

forment des canaux de circulation pour l’eau et les nutriments, et laissent passer les molécules 

pouvant atteindre 2 000 kDa (Costerton et al., 1994). 

 La matrice extracellulaire va procurer des conditions optimales de survie aux bactéries 

enfouies qui se trouvent ainsi dans un état physiologique particulier (von Eiff et al., 2002). Au sein 

du biofilm les bactéries échangent des signaux leur permettant d’adapter de façon synchrone leur 
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comportement en fonction du milieu extérieur (Webb et al., 2003). De plus, ce mode de vie confère 

aux bactéries une résistance accrue aux antibiotiques et aux défenses de l’hôte, indépendamment de 

toute modification génétique. Il constitue un réservoir infectieux difficile à éradiquer. Ce type 

d’infections est devenu un problème majeur de santé publique (Reid, 1998). 

 
La connaissance des structures des matrices extracellulaires des biofilms pourrait servir à 

plusieurs niveaux pour des thérapies contre ce genre de maladie nosocomiale. Dans le cadre de ce 

travail, nous nous sommes intéressés à une caractérisation approfondie de la composition chimique 

des substances polymériques extracellulaires des biofilms staphylococciques. 

 

3. Composition du biofilm des staphylocoques 

La terminologie généralement adoptée dans la littérature pour définir le biofilm est variable. 

Nous allons utiliser la définition évoquée par Hussain et al. (Hussain et al., 1993) décrivant le 

biofilm comme une biomasse de bactéries et de matériel extracellulaire accumulé sur une surface 

solide. Le terme plus ambigu « slime » est défini comme une substance extracellulaire mucoïde 

renfermant une communauté de cellules bactériennes agrégées.  

Les marqueurs extracellulaires staphylococciques, liés au biofilm (slime) ont été beaucoup 

étudiés durant les dix dernières années. Selon les auteurs, les constituants les plus importants au 

niveau quantitatif ne sont pas les mêmes. Les différentes équipes ont principalement étudié deux 

souches modèles capables de former le biofilm : S. epidermidis RP62A (ATCC 35984) et S. aureus 

MN8m, ainsi que des souches d’origine clinique. 

 

 Approche de Karamanos et al. 

Selon l’équipe de Karamanos et al., le biofilm de plusieurs souches de S. epidermidis dont la 

souche RP62A est majoritairement constitué des macromolécules suivantes : un « polysaccharide 

acide sulfaté de 20 kDa », un « peptidoglycane de 80 kDa » et une substance acide « teichoic acid-

like » (Karamanos et al., 1995; Karamanos et al., 1997). La structure chimique de ces molécules n’a 

pas été étudiée. Cependant, le « 20-kDa polysaccharide » a été proposé comme antigène dans le 

cadre des tests immunologiques pour le diagnostic des infections staphylococciques généralisés 

(Karamanos et al., 1997), (Georgakopoulos et al., 2002), (Lamari et al., 2004). Ces résultats n’ont 

pas abouti à une application pratique.  

 

 Rôle de l’acide teichoique (AT) 
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D’après Hussain et al., le « slime » de S. epidermidis RP62A, cultivée sur un milieu 

chimiquement défini, est constitué à 80% d’acide teichoique (AT) et à 20% de protéines (Hussain et 

al., 1993). La composition de la substance extracellulaire de cette souche a été étudiée et comparée 

à celle de l’acide teichoique de la paroi. Les deux polymères sont composés de Glc, GlcNAc, 

phosphate, glycérol et D-alanine (D-Ala). La structure chimique de ces composés glucidiques n’a 

pas été établie. 

L’AT joue un rôle important dans l’adhérence des staphylocoques à la fibronectine (Hussain et al., 

2001). De plus, la substitution de l’AT par la D-Ala, qui modifie la charge totale de la molécule, 

semble intervenir chez S. aureus dans sa sensibilité de à certains antibiotiques, et dans ses 

propriétés adhésives sur des surfaces plastiques (Peschel et al., 1999), (Peschel et al., 2000), (Gross 

et al., 2001). 

La connaissance de la structure chimique des AT des staphylocoques est donc d’une grande 

importante pour une meilleure compréhension des mécanismes de leur virulence et pour la 

conception de nouveaux outils thérapeutiques. Cependant, cette structure est relativement peu 

étudiée (chapitre II.6). 

 

 Les poly-N-acétylglucosamines 

Jusqu’à présent, le composé le mieux caractérisé des biofilms staphylococciques reste un 

polysaccharide, poly-GlcNAc, de haut poids moléculaire. Depuis sa découverte en 1988 par les 

chercheurs de l’équipe de G. Pier (Harvard Medical School, Boston, MA) (Tojo et al., 1988), ce 

polymère attire l’attention de plusieurs équipes. L’utilisation de différentes souches, ainsi que des 

différences dans les conditions de culture et dans les méthodes de purification et de caractérisation 

des composés semblent avoir causées un désaccord entre différentes équipes (Tab. 1). Le 

polysaccharide riche en GlcNAc, isolé par Tojo et al (équipe de G. Pier) en 1988 à partir de la 

souche S. epidermidis RP62A et appelé PS/A (Polysaccharide/Adhesin), a été caractérisé comme un 

composé de la « couche extracellulaire bactérienne » et du biofilm de cette souche. Il 

semble intervenir dans l’attachement aux biomatériaux et dans la protection des bactéries contre les 

défenses immunitaires de l’hôte. Isolé à partir de la même souche, le SAA (Slime-Associated 

Antigen) présente le même rôle dans l’attachement mais serait plus riche en glucose que le PS/A 

(Christensen et al., 1990), (Baldassarri et al., 1996). Des chercheurs allemands 

(Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf) ont décrit un polysaccharide contenant du GlcNAc et 

jouant un rôle important dans la phase d’accumulation du biofilm (Mack et al., 1994). Ce 

polysaccharide a été appelé PIA, Polysaccharide Intercellular Adhesin. Sa structure a été analysée 

par des méthodes analytiques et par spectroscopie RMN. Il s’agit d’un poly-β-(1→6)-
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glucosaminoglucane linéaire avec une longueur moyenne de 130 résidus du GlcNAc, partiellement  

dé-N-acétylé, partiellement O-succinylé et apparemment phosphorilé (Fig. 2).  

 

 

 

 
 
 
 
Figure 2. Structure chimique du PIA (Mack et al., 1996) 
 
 

La biosynthèse du PIA est codée par un opéron de quatre gènes, nommé icaADBC (Gerke et 

al., 1998), (Heilmann et al., 1996). Le produit du gène icaA est une glycosyltransferase 

transmembranaire, responsable de la synthèse de la chaîne polymérique de GlcNAc. Une co-

expression de icaA et de icaD présente une activité catalytique maximale (Gerke et al., 1998). IcaC 

pourrait être impliqué dans l’expoer du polymère.  IcaB  est une protéine fixée sur la face externe de 

la paroi, responsable de la dé-N-acétylation partielle des poly-N-acétylglucosamines. Les fonctions 

NH2 libres ainsi introduites (Fig. 3), semblent être essentielles pour la fixation du PNAG sur la 

surface bactérienne et les activités biologiques du PNAG : adhésion aux cellules épithéliales, 

formation de biofilm et virulence dans un modèle in vivo (Vuong et al., 2004).  

 

 
 

Figure 3. Modèle de la biosynthèse du PIA (Vuong et al., 2004). Trois étapes de la biosynthèse du PIA :  
 (1) IcaA et IcaD synthétisent un polymère de β-(1,6)-N-acétyl-glucosamine à partir d’UDP-GlcNAc. 
 (2) IcaC pourrait être impliqué dans l’export du polymère. 
 (3) La macromolécule du PIA et deacetylé par IcaB. Ainsi, la charge positive, cruciale pour ses 
fonctions biologiques, est introduite. 
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Le locus ica a été retrouvé chez de nombreuses souches de S. aureus, et sa présence est liée 

à la capacité des bactéries à former un biofilm in vitro (Cramton et al., 1999). Avec le plasmide 

pCN27, dans lequel le locus icaABCD a été cloné, la souche biofilm-négative S. carnosus TM300 

recombinante a acquis les capacités à adhérer au verre et à former un biofilm. Un polysaccharide N-

succinylé (poly-N-succinyl-glucosamine, PNSG) a été isolé à partir de cette souche mutante. 

 Le PNSG, retrouvé sur la surface des isolats cliniques de S. aureus de patients atteint de la 

mucoviscidose, (McKenney et al., 1999), a été utisé pour la mise au point d’un vaccin contre les 

infections staphylococciques (McKenney et al., 2000). Toutefois, les études ultérieures de la même 

équipe ont démontré que la N-succinylation était un artefact analytique (Joyce et al., 2003). Pour 

l’étude des propriétés immunologiques du PS/A, les chercheurs de l’équipe de G. Pier ont utilisé 

une souche « surproductrice du PS/A » : S. aureus MN8m. Les propriétés chimiques (composition, 

poids moléculaire, degré de de-N-acétylation) de ce polysaccharide, identifié en tant que PNAG 

(poly-N-acetylglucosamine), ont été étudiées (Maira-Litrán et al., 2002). Grâce à une étude 

structurale détaillée réalisée par de nombreuses techniques RMN complémentées par des 

modifications chimiques du polymère, le spectre RMN du polysaccharide SAE (S. aureus 

exopolysaccharide), isolée de cette même souche S. aureus MN8m, a été complètement attribué 

(Joyce et al., 2003). La masse moléculaire de SAE a été estimée supérieure à 300 000 Da. Selon ces 

auteurs, la différence principale entre le SAE et le PIA serait la phosphorylation (absence de 

phosphorylation dans le polysaccharide de S. aureus) et la masse moléculaire (>300 kDa pour le 

SAE et ~ 30 kDa pour le PIA (Mack et al., 1996)).  

Polysaccharide Souche Artefacts 
analytiques Référence 

PS/A 

Polysaccharide/Adhesin 
S. epidermidis RP62A  (Tojo et al., 1988) 

SAA 

Slime Associated Antigen 

S. epidermidis RP62A 

S. epidermidis isolats cliniques 

Présence 

 de glucose 

(Christensen et al., 1990) 

(Baldassarri et al., 1996) 

PIA 

Polysaccharide Intercellular Adhesin 

S. epidermidis RP62A 

S. epidermidis 1457 

Phosphate 

? 
(Mack et al., 1996) 

PS/A, PNSG 

Poly-N-succinyl-glucosamine 

S. carnosus (pCN27) 

S. aureus MN8m 

substitution 

N-succinyl  
(McKenney et al., 1998) 

SAE 

S. aureus exopolysaccharide 
S. aureus MN8m  (Joyce et al., 2003) 

PS/A, PNAG 

Poly-N-acetylglucosamine 
S. aureus MN8m  (Maira-Litrán et al., 2002) 

 
Tableau 1. Les poly-N-acétylglucosamines des staphylocoques (données de littérature) 
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Des fonctions biologiques différentes sont jusqu'à présent attribuées à PS/A et PIA : le PS/A 

serait responsable de l’adhésion primaire des staphylocoques, alors que le PIA serait une adhésine 

inter-cellulaire, impliquée surtout dans la phase d’accumulation du biofilm (ex. une revue de von 

Eiff et al (von Eiff et al., 2002)). Cependant, une analyse récente a démontré que ces conclusions 

reposaient sur des résultats d’études d’adhésion de la souche S. carnosus recombinante dans des 

plaques 96-puits en polystyrène traitées pour la culture cellulaire ; et cette distinction entre le PS/A 

et le PIA n’est dûe qu’à des différences de procédé de fabrication des plaques entre l’Europe et les 

Etats-Unis (Maira-Litrán et al., 2004). 

Une comparaison directe de PIA et de PS/A (PNAG, SAE) reste donc toujours d’actualité.  

Il reste également des ambiguïtés dans les problèmes liés à la composition du biofilm 

staphylococcique. Le PIA a été longuement considéré comme l’élément majeur et indispensable des 

biofilms staphylococciques. Selon la revue récente de Götz (Götz, 2002), « dans la majorité des cas 

le « slime » serait vraisemblablement le PIA ». Ce postulat serait en contradiction avec les 

conclusions de Hussain et al., qui donnent la priorité à l’acide teichoique, ou les donnés de 

Karamanos et al. D’autres études récentes indiquent l’existence de mécanismes de formation de 

biofilm indépendants de la présence du PIA : telsqu’un mécanisme impliquant un produit de 

proteolyse du Aap (accumulation-associated protein) chez S. epidermidis (Rohde et al., 2005)), ou 

un mécanisme icaADBC- indépendant dans des isolats cliniques de S. aureus (Fitzpatrick et al., 

2005). De nombreuses souches de CoNS du souchier de notre laboratoire, ne possédant pas le locus 

icaABCD ou étant incapable de produire le PIA in vitro, sont néanmoins capables de former un 

biofilm (Chokr et al., 2006). 

 

4. Objectifs du travail 

Dans ce travail, nous nous sommes fixés les objectifs suivants : 

a) clarifier les ambiguïtés concernant les différences du PIA et le PS/A ; 

b) étudier la composition du biofilm, produit in vitro par une souche modèle productrice 

du biofilm, S. epidermidis RP62A ; 

c) étudier la composition du biofilm des souches cliniques de S. aureus et CoNS de 

notre collection, contenant les souches isolées à partir des prothèses orthopédiques 

infectées (Chokr et al., 2006) ; 

d) éclaircir le rôle de l’AT dans les biofilms staphylococciques ; étudier la structure 

chimique des AT des souches modèles- productrices de biofilm. 
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II. Synthèse des résultats 

 

1.  Caractérisation des poly-N-acetylglucosamines à partir des souches modèles 

 
Présenté dans l’article 1 (Sadovskaya et al., 2005) : 

 Sadovskaya, I., Vinogradov, E., Flahaut, S., Kogan, G. & Jabbouri, S. (2005). Extracellular 

carbohydrate-containing polymers of a model biofilm-producing strain Staphylococcus epidermidis 

RP62A. Infect Immun 73, 3007-3017. 

 
1.1. Mise au point du protocole de production et purification du PIA   

Nous avons mis au point un protocole de culture bactérienne dans des conditions de formation 

du biofilm sur une grande échelle. Cela nous a permis de purifier les molécules constituant le 

biofilm en quantité suffisante pour leur caractérisation chimique et leur analyse par spectroscopie 

RMN et spectrométrie de masse.  

Nous avons mis au point une méthode d’extraction qui libère de manière efficace les éléments de la 

matrice extracellulaire et minimise la lyse cellulaire (en collaboration avec Dr. S. Flahaut). Les 

conditions de purification utilisées sont moins drastiques que celles proposées dans la littérature. 

Par conséquent, les substituants labiles (tels que le O-succinate) sont préservés au sein de la 

macromolécule. D’autre part, nous avons évité l’utilisation des tampons qui pourraient engendrer 

des contaminations des produits finaux. Dans l’ensemble, le protocole développé nous a permis de 

purifier le poly-N-acetylglucosamine à partir d’un biofilm en évitant toute modification ou 

contamination. Par ailleurs, des contaminants potentiels de nature glucidique (tel que les 

polysaccharides du milieu de culture) ont été étudié en parallèle afin d’en prendre compte durant les 

analyses. 

 
1.2.« PIA » et « PS/A » : deux polysaccharides différents ? 

Les deux polysaccharides auxquelles des fonctions différentes ont été attribuées, le « PS/A » 

et le « PIA » (chapitre I.3, Tab. 1) ont été initialement isolés à partir de la même souche, S. 

epidermidis RP62A, par deux équipes: une équipe américaine  (Tojo et al., 1988) et une équipe 

allemande (Mack et al., 1994), (Mack et al., 1996). Par la suite, l’équipe américaine a travaillé avec 

une autre souche modèle « surproductrice du PS/A », S. aureus MN8m (il s’agissait dans ce cas du 

PNAG et du SAE). Selon l’analyse la plus récente ((Joyce et al., 2003), chapitre I.3.), la différence 

majeure entre le PIA et l’exopolysaccharide de la souche S. aureus MN8m serait : la 
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phosphorylation (absence de phosphorylation dans le polysaccharide de S. aureus) et la masse 

moléculaire (>300 kDa pour le SAE et ~ 30 kDa pour le PIA (Mack et al., 1996)). Pour essayer de 

résoudre cette ambiguïté, nous avons effectué une étude comparative des polysaccharides en 

provenance de deux souches modèles, S. epidermidis RP62A et S. aureus MN8m, dans des 

conditions de croissance en biofilm et en utilisant les mêmes techniques d’extraction et de 

purification. Nous avons alors comparé les profils des extraits bruts des biofilms de ces deux 

souches et les spectres 1H-RMN des deux fractions PNAG. Nous avons ainsi démontré que 

1) le poly-N-acetylglucosamine de S. epidermidis RP62A ne contient pas de 

substitution par des phosphates ; la présence de phosphate constatée par Mack et 

al. (Mack et al., 1996) a vraisemblablement été le résultat de contamination par le 

tampon phosphate utilisé par ces auteurs; 

2) les poids moléculaires des deux polysaccharides sont proches ; le PM moins 

élevé du PIA estimé par Mack et al. était probablement due à un artefact 

(utilisation de la méthode de méthylation en milieu alcalin causant une 

dégradation partielle de la macromolécule) 

3) la structure chimique de deux polysaccharides est identique, à l’exception du 

degré de charge due à la déacetylation et la substitution O-succinyl. 

 
Ces résultats, en cohérence avec les résultats de la littérature concernant les différences 

d’adhésion de la souche S. carnosus recombinante sur les plaques 96-puits en polystyrène 

fabriquées en Europe et les Etats-Unis (Maira-Litrán et al., 2004), (chapitre I.3), permettent 

d’affirmer que le PS/A, PIA ou SAE représentent en effet une molécule avec la même structure 

chimique que le PNAG (poly-β-(1→6)-N-acetylglucosamine). Nos résultats ont contribué à 

atteindre un consensus concernant l’ambiguïté « PS/A vs PIA » (Prof. G. Pier, communication 

personnelle : « …as it was once said, Best biology is chemistry »). Ce polysaccharide pourrait 

exercer deux fonctions : l’adhésion primaire des bactéries, durant la première étape de formation du 

biofilm, et l’adhésion intercellulaire dans la deuxième phase de formation du biofilm, son 

accumulation. 
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2. Etude structurale des PNAG des souches cliniques 

 

Présenté dans l’article 2 (Sadovskaya et al., 2006) : 

Sadovskaya, I., Chaignon, P., Kogan, G., Chokr, A., Vinogradov, E. & Jabbouri, S. (2006). 

Carbohydrate-containing components of biofilms produced in vitro by some staphylococcal strains 

related to orthopaedic prosthesis infections. FEMS Immunol Med Microbiol 47, 75-82. 

Nous avons décrit, dans le chapitre II.1, notre contribution à l’étude structurale comparative des 

PNAG de deux souches modèles : S. epidermidis RP62A et S. aureus MN8m. Notons que, jusqu’à 

présent, seul le PNAG de ces deux souches et le PGA d’une souche recombinante d’ E. coli 

(chapitre II.3) avait été étudié en détails. A ce jour, il n’existe aucune étude structurale systématique 

des souches cliniques de Staphylocoques. 

Dans notre laboratoire, 66 souches de CoNS isolées à partir de prothèses orthopédiques infectées 

explantées à l’Hôpital Mignot, le Chesnay, ont récemment été caractérisées (Chokr et al., 2006). Un 

criblage de ces souches a été effectué selon trois critères : leur capacité à former un biofilm in vitro, 

la présence du gène icaADBC et leur aptitude à produire du PIA. Cette dernière propriété a été 

déterminée par immuno dot-blot en utilisant l’antisérum polyclonal anti-PIA (Prof. D. Mack, 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf).  

Nous nous sommes intéressés à la composition de la matrice extracellulaire de ces souches cliniques 

et notamment, à la structure du PNAG constituant leur biofilm. Nous avons inclus dans l’étude 

plusieurs souches de S. epidermidis ainsi que d’autres représentants du genre Staphylococcus : S. 

aureus, S. lugdunensis, S. warneri. S. lugdunensis est un CoNS qui a été récemment décrit comme 

causant des infections plus aiguës que la plupart des CoNS. A cause de ces manifestations cliniques 

et certaines caractéristiques microbiologiques, il est souvent confondu avec S. aureus (Ebright et 

al., 2004). 

Les souches cliniques ont été cultivées dans un milieu TSB sans agitation et dans des conditions 

optimales pour la formation du biofilm et la production du PNAG. Les polymères extracellulaires 

ont été extraits et fractionnés en utilisant la méthode mise au point pour la souche modèle S. 

epidermidis RP62A. Cette méthode de purification nous a permisd’obtenir les PNAG des souches 

cliniques en évitant toute modification ou contamination, dans un état proche de leur forme 

naturelle, les groupements chargés étant conservés grâce à l’absence de traitements drastiques et 

d’étapes de purification par des chromatographies échangeuses d’ions (Sadovskaya et al., 2005) 

(chapitre II.1.1). 
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Les fractions correspondantes aux PNAG des souches cliniques ont été recueillies, lyophilisées et 

analysées par spectroscopie 1H-RMN et par des méthodes chimiques. Le degré de dé-N-acétylation 

a été mesuré à l’aide de deux méthodes de dosage colorimétrique : Elson-Morgan (Enghofer & 

Kress, 1979) pour l’estimation du glucosamine total et Smith et Gilkerson (Smith & Gilkerson, 

1979) sans hydrolyse préalable pour l’estimation de la quantité des NH2 libres de glucosamine. Le 

PNAG de six souches cliniques a ainsi été analysé : S. epidermidis 5, 341, 444, 521a ; S. aureus 343 

et S. lugdunensis 18a. Les spectres 1H-RMN de toutes les souches analysées sont similaires à ceux 

des souches modèles S. epidermidis RP62A et S. aureus MN8m, mais avec des différences au 

niveau des groupements NH2 libres de glucosamine et des substituants O-succinyl. Les PNAG de S. 

epidermidis 444 et S. aureus 343 sont peu chargés (5±1 et 2±1% de GlcNH2 libres, par rapport à 

~20% dans le PNAG de la souche modèle S. epidermidis RP62A). Le spectre de S. epidermidis 5 

est plus hétérogène et ressemble à celui de la souche modèle S. epidermidis RP62A, ce qui est 

confirmé par les résultats d’analyse chimique (17±1% de GlcNH2 libre). Le spectre 1H RMN de S. 

lugdunensis 18a ressemble à celui de la souche modèle S. aureus MN8m, ayant près de 40% de 

glucosamine dé-N-acétylé. Les substituants O-succinyls sont également présents dans les PNAG de 

S. epidermidis 5, 44 et de S. lugdunensis 18a.  

Pour résumer, nous avons montré que les PNAG de six souches cliniques de notre collection ont 

une structure quasiment identique à celle des souches modèles. La différence entre les PNAG issus 

des différentes souches est le degré de la dé-N-acétylation et de O-succinylation.  
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3. Caractérisation des PGA des bactéries gram négatives,  Actinobacillus pleuropneumoniae et 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans  

 

3.1. Introduction 

Nous avons vu dans les chapitres précédents que le PNAG est un polymère qui joue un rôle 

important dans la formation du biofilm des staphylocoques. Pourtant, des études récentes 

démontrent que les fonctions de ce polymère sont beaucoup plus universelles. 

Un locus génétique nommé pgaABCD responsable de l’attachement des bactéries au support, de 

l’adhésion intercellulaire et de la formation du biofilm chez E. coli a été récemment identifié. Des 

expériences génétiques et biochimiques ont démontré que ce locus est responsable de la biosynthèse 

d’un polymère proche du PNAG staphylococcique : un poly-β-(1,6)-GlcNAc (PGA). Bien que les 

produits finaux de la biosynthèse paraissent très proches, les gènes et les enzymes impliqués dans la 

biosynthèse du PGA et du PNAG ont peu d’homologie de séquence. PgaC a une homologie de 35% 

avec IcaA ; on suppose que cette enzyme est également une acétyl-transférase. Une petite protéine 

PgaD pourrait avoir des fonctions similaires à celles de IcaD. Certaines homologies entre IcaB et 

PgaB et la présence d’une séquence signale de 20 acides aminés laissent penser que PgaB serait une 

déacetylase (Wang et al., 2004). 

Des locus homologues à pga sont présents dans de nombreuses bactéries pathogènes à Gram 

négatifs, tels que Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actinobacillus pleuropneumoniæ, 

Bordetella pertussis, Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens, Yersinia pestis etc. Ces 

pathogènes pourraient synthétiser des poly-glucosamine qui contribueraient aux maladies 

infectieuses liées aux biofilms (Wang et al., 2004), (Kaplan et al., 2004b).  

Une glycosyl hydrolase, capable d’hydrolyser le PNAG de S. epidermidis, a été récemment 

identifiée par le Prof. J. Kaplan et ses collaborateurs  (New Jersey Dental School, Newark, NJ) 

(Kaplan et al., 2004a). Cette enzyme, nommée dispersine B (DspB), est produite par une bactérie 

buccale : Actinobacillus (Aggregatibacter )actinomycetemcomitans (Kaplan et al., 2003; Kaplan et 

al., 2004b), et également par une bactérie apparentée Actinobacillus pleuropneumoniae, causant 

une pleuropneumonie chez des porcins. Il a été établi que la dispersine B hydrolyse les liaisons du 

poly-β-(1,6)-GlcNAc de manière endolytique (Itoh et al., 2005). Cette enzyme est capable de 

dégrader rapidement les biofilms produits par quatre souches cliniques de S. epidermidis, isolées à 

la surface de cathéters infectés (Kaplan et al., 2004a).  

Le Dr. Kaplan et ses collaborateurs ont montré que les biofilms des bactéries productrices de 

la DspB, Aggregatibacter actinomycetemcomitans et Actinobacillus pleuropneumoniae, 
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contenaient un polysaccharide riche en sucres aminés, codé par le locus pga homologue à celui de 

E. coli (Kaplan et al., 2003),(Kaplan et al., 2004b). Ces polysaccharides n’ont cependant pas été 

caractérisés. 

 

3.2. Résultats 

Une étude de la structure et des fonctions du PGA de A. pleuropneumoniae et A. 

actinomycetemcomitans a fait objet d’une collaboration avec l’équipe de Dr. Kaplan. Les résultats 

de ce travail sont présentés dans l’article 6 (Izano et al., 2007) :  

Izano EA, Sadovskaya I, Vinogradov E, Mulks MH, Velliyagounder K, Ragunath Ch, Kher 

WB, Ramasubbu N, Jabbouri S, Perry MB & Kaplan JB (2007)   

Poly-N-acetylglucosamine mediates biofilm formation and antibiotic resistance in Actinobacillus 

pleuropneumoniae Microb Pathogen 43: 1-9 

 

Les polysaccharides ont été purifiés à partir du biofilm de deux souches cliniques de A. 

pleuropneumoniae (IA1 -- serotype 1 et IA5—serotype 5). Ces polysaccharides ont été analysés 

par des méthodes chimiques et par spectroscopie RMN 1- et 2D (Dr. E. Vinogradov). Nous avons 

trouvé que les polysaccharides issus de ces deux souches sont des polymères du GlcNAc liés en β-

(1,6). En fonction des préparations, une partie des résidus GlcNAc est dé-N-acétylé (à 1-15%). 

Cette structure est quasi identique à celle du PNAG des staphylocoques, en tenant compte de 

l’absence de substitution O-succinyl dans le PGA. 

Nous étions les premiers à purifier le PGA directement à partir du biofilm de bactérie à 

Gram négative, et à présenter des preuves de la de-N-acétylation de PGA dans une bactérie Gram -. 

Chez A. pleuropneumoniae, le PGA semble être l’adhésine principal des biofilms qui assure leur 

intégrité.   
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Article 6 
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Le PGA de A. actinomycetemcomitans (JK1044, serotype e), bactérie buccale productrice de 

la dispersine B, a été également étudié. Contrairement à A. pleuropneumoniae, le PGA d’ A. 

actinomycetemcomitans ne semble pas être un polymère extracellulaire. En effet, ce polymère est 

étroitement lié à la membrane bactérienne, formant même un « complexe » avec le 

lipopolysaccharide de sa membrane externe. Des molécules de nature protéique (plus probablement 

des protéines fibrillaires Flp (Kachlany et al., 2001)) semblent jouer un rôle primordial dans 

l’adhésion et colonisation, et le PGA pourrait jouer un rôle d’une adhésine secondaire. Cette 

observation est intéressante pour la compréhension des mécanismes de colonisation de la cavité 

buccale par A. actinomycetemcomitans : cette bactérie – productrice de la DspB – serait capable de 

dégrader le biofilm d’autres bactéries pathogènes dans son habitat en ayant dans son propre arsenal 

des possibilités alternatives de formation de biofilm. Des études complémentaires de ces voies de 

colonisation peuvent être envisagées.   

Les résultats de ce travail font partie d’une publication dans« Microbial Pathogenesis» 

(Article 7). 

Izano EA, Sadovskaya I, Wang H, Vinogradov E, Ragunath Ch, Ramasubbu N, Jabbouri S, 

Perry MB & Kaplan JB (2007)   

Poly-N-acetylglucosamine mediates biofilm formation and detergent resistance in Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans Microb Pathogen in press 

 

 

La découverte de la DspB par J. K. Kaplan et al a ouvert de nouvelles perspectives dans la lutte 

contre les biofilms staphylococciques. Cette enzyme a un potentiel important dans le traitement et 

dans la prévention des infections staphylococciques associées aux implants orthopédiques. Pour 

cette raison, notre collaboration avec Dr. Kaplan et son équipe, initiée en décembre 2003, est d’une 

importance prioritaire au niveau international.  
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Article 7 

 
 

4. Composition du biofilm de la souche modèle S. epidermidis RP62A : rôle de l’AT EC 

 

Présenté dans l’article 1 (Sadovskaya et al., 2005) : 

Sadovskaya, I., Vinogradov, E., Flahaut, S., Kogan, G. & Jabbouri, S. (2005). Extracellular 

carbohydrate-containing polymers of a model biofilm-producing strain Staphylococcus epidermidis 

RP62A. Infect Immun 73, 3007-3017, 

 

Nous avons mis au point des conditions de culture en biofilm sur une grande échelle et un protocole 

d’extraction des polymères extracellulaires du biofilm en minimisant la lyse cellulaire (chapitre 

II.1.1). En premier lieu, cela nous a permis d’obtenir un extrait de la totalité des polymères 

extracellulaires en minimisant les contaminations par les macromolécules du milieu et les 

polymères cellulaires. Ainsi, l’analyse de l’extrait brut du biofilm de la souche modèle S. 

epidermidis RP62A par filtration sur gel Sephacryl S-300 nous a permis d’isoler, en plus du PNAG, 

une quantité importante de protéines et un autre polymère glucidique de PM moins élevé. Ce 

polymère contient des sucres neutres et des sucres aminés. Après élimination des protéines par 

extraction avec du phénol et du phénol-chloroforme et re-purification du polymère glucidique, nous 
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avons identifié ce polymère comme l’acide teichoique extracellulaire (AT EC). Son analyse 

structurale par spectroscopie de masse et RMN a montré qu’il s’agissait d’un poly (glycérol 

phosphate) substitué par D-Ala, α-Glc, α-GlcNAc et α-Glc6OAla. La structure de l’AT EC est 

identique à celle de l’AT de la paroi de cette souche (Sadovskaya et al., 2004) ; chapitre II.6.1). 

Bien que la présence de l’AT parmi les polymères extracellulaires de quelques CoNS cultivées dans 

un milieu chimiquement défini ait été décrite (Hussain et al., 1991), c’est la première fois que nous 

démontrons que l’AT EC est un constituant de biofilm staphylococcique.  

Un autre problème que nous avons abordé concerne la composition du biofilm (ou de la matrice 

extracellulaire) en fonction des conditions de croissance de la bactérie. Cela nous a paru intéressant 

de comprendre pour une souche de Staphylocoque donnée, si la composition de son biofilm variait 

en fonction des conditions de croissance. Par la suite, cette étude pourrait permettre de mieux 

comprendre le comportement des staphylocoques dans leurs habitats naturels. En utilisant la 

méthode d’extraction et de fractionnement développée, nous avons étudié les profils 

chromatographiques des extraits bruts extracellulaires de S. epidermidis RP62A cultivée dans 

différents milieu de culture (TSB ou BHI) et dans différentes conditions d’oxygénation. Une 

méthode analytique de dosage de la quantité relative d’EC TA par CPG a également été mise au 

point (Sadovskaya et al., 2005). 

Nous avons trouvé que la proportion de PNAG et d’AT EC variait considérablement en fonction 

des conditions de croissance : dans un milieu TSB sans agitation, conditions optimales pour la 

production du PNAG, des quantités peu importantes d’AT EC sont produites (<50 µg équivalent 

glycérol par litre de culture). Dans les mêmes conditions d’aération en milieu BHI, la quantité de 

biofilm était aussi importante qu’en milieu TSB, mais avec peu de PNAG et beaucoup plus d’AT 

EC (~300 µg équivalent glycérol par litre de culture) et de protéines. Les conditions d’agitation 

dans les deux milieux favorisent la production de l’AT EC et de protéines, mais défavorisent la 

production du PNAG. 

Ces résultats montrent que la composition du biofilm de la même souche est variable selon les 

milieux de culture et l’aération. Le même phénomène devrait avoir lieu dans les milieux naturels de 

ces bactéries. 
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5. Composition du biofilm des souches cliniques 

 

Présenté dans les articles 2 (Kogan et al., 2006) et 3 (Sadovskaya et al., 2006) : 

Kogan, G., Sadovskaya, I., Chaignon, P., Chokr, A. & Jabbouri, S. (2006). Biofilms of clinical 

strains of Staphylococcus that do not contain polysaccharide intercellular adhesin. FEMS Microbiol 

Lett 255, 11-16 ; 

Sadovskaya, I., Chaignon, P., Kogan, G., Chokr, A., Vinogradov, E. & Jabbouri, S. (2006). 

Carbohydrate-containing components of biofilms produced in vitro by some staphylococcal strains 

related to orthopaedic prosthesis infections. FEMS Immunol Med Microbiol 47, 75-82. 

   

5.1. Analyses chimiques des biofilms 

Après avoir étudié la composition du biofilm de la souche modèle S. epidermidis RP62A (chapitres 

II.1 et II.4), nous nous sommes intéressés à la composition du biofilm des souches cliniques de 

notre collection, produits in vitro dans les mêmes conditions optimisées pour la formation du 

biofilm et du PNAG. Quinze souches productrices de biofilm ont été choisies : des CoNS comme S. 

epidermidis, S. lugdunensis, S. warneri (Chokr et al., 2006) et une souche de S. aureus (Eleaume & 

Jabbouri, 2004). Parmi celles-ci, certaines ne possèdent pas la capacité à produire du PIA (détection 

par immuno dot-blot avec un antisérum polyclonal anti-PIA du lapin, fournis par Prof. D. Mack). 

La question se posait alors de savoir quels étaient les autres composés impliqués dans la formation 

des biofilms de ces souches. 

Toutes les souches ont été cultivées dans les mêmes conditions, dans le milieu TSB et sans 

agitation. Les extraits bruts de leur biofilm ont été préparés et fractionnés sur une colonne Sephacryl 

S-300 après déprotéinisation partielle. Tous les extraits contiennent des quantités différentes de 

protéines. Les profils chromatographiques ainsi obtenus ont été comparés avec celui de la souche 

modèle S. epidermidis RP62A. Les fractions correspondant aux haut PM ont été recueillies, 

lyophilisées et analysées par 1H RMN. Ainsi, la structure des PNAG a été étudiée (chapitre II.4), 

mais dans certains cas, nous avons constaté une absence de PNAG. Nous avons observé trois types 

de profils chromatographiques: 

a) profils similaires à celui de la souche modèle S. epidermidis RP62A, avec des 

quantités importantes de PNAG (S. epidermidis 5, 444 et S. aureus CoN 343). La 

souche S. epidermidis 5 produit plus de PNAG que la souche modèle S. 

epidermidis RP62A, et pourrait donc être considérée comme une souche 

surproductrice de PNAG. L’aspect du biofilm de ces souches se distingue par une 
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forte adhérence aux parois des récipients en verre et la formation d’amas de 

cellules fortement associées; 

b) profils correspondants à des quantités de PNAG largement inférieures à la souche 

modèle S. epidermidis RP62A (S. epidermidis 341 et S. lugdunensis 18a) ; 

c) profils correspondant à une absence de PNAG. Ce groupe comprend la majorité 

des souches étudiées. 

Dans les trois cas, le pic correspondant à l’AT EC est toujours présent. Afin de s’assurer que ce pic 

correspond effectivement à l’AT EC et qu’il fait donc partie intégrante du biofilm, nous avons 

vérifié la composition de ces AT EC et les avons comparées à celles des AT de la paroi de chacune 

des souches. Les AT ont été préparés en utilisant les protocoles mis au point dans le cadre du travail 

réalisé pour la souche modèle S. epidermidis RP62A (Sadovskaya et al., 2004). Pour chaque souche 

étudiée, la composition de l’AT EC est proche de celle de l’AT de la paroi. Des 8 souches étudiées, 

les AT de S. epidermidis 5 et S. lugdunensis 47ont une composition semblable à celle de l’AT de S. 

epidermidis RP62A et contient du glycérol, Glc et GlcNAc (Sadovskaya et al., 2004). L’analyse des 

AT d’autres souches a également montré la présence de ribitol et de 1,5-anhydro-ribitol. Ainsi, la 

composition des AT de S. epidermidis 392, 495, S. warneri 446, S. aureus 383 ressemble à celle de 

la souche modèle S. aureus MN8m (Vinogradov et al., 2006), chapitre II.6.2. 

Nous avons ainsi montré que le biofilm des staphylocoques in vitro contient des protéines et l’AT 

EC. Il peut également contenir ou ne pas contenir du PNAG ; les quantités de ce dernier peuvent 

être variables.  

 

5.2. Sensibilité des biofilms aux traitements enzymatiques et chimiques 

Il a été montré que les biofilms d’E. coli, dont l’intégrité est maintenue grâce au PNAG, sont 

dégradés par le méthaperiodate (NaIO4 ou HIO4), un agent qui modifie la molécule du PNAG. Ces 

biofilms ne sont pas sensibles au traitement par une protéase, par exemple la protéinase K (Wang et 

al., 2004). Au contraire, le biofilm d’une souche ica- S. epidermidis 1572-R, dont le mécanisme de 

formation du biofilm n’implique pas le PNAG mais plutôt l’Aap (Accumulation-associated protein), 

est complètement désagrégé par la protéinase K (Rohde et al., 2005). En tenant compte de ces 

phénomènes publiés, nous avons essayé de savoir si il existait une corrélation entre la composition 

chimique des biofilms staphylococciques de notre collection et leur sensibilité à des agents pouvant 

dégrader spécifiquement les différents composants de ces biofilms. Nous avons étudié la 

susceptibilité des biofilms staphylococciques à la dispersine B, enzyme capable de dégrader le 

PNAG (Kaplan et al., 2003), (Kaplan et al., 2004b), (Itoh et al., 2005), au metaperiodate et à la 

protéinase K. Nous avons utilisé deux groupes de souches : les souches- productrices du PNAG (S. 
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epidermidis 5, 444 et S. aureus 343) et les souches formant un biofilm sans PNAG (S. aureus 383, 

S. epidermidis 455a, 28 , S. lugdunensis 18a ; chapitre II.5.1). Le biofilm de la souche modèle S. 

epidermidis RP62A nous a servi comme référence. Ces travaux de dégradation des biofilms ont été 

effectués par le Dr. Ph. Chaignon. 

Nous avons trouvé que la susceptibilité des biofilms staphylococciques aux traitements 

enzymatiques était en bonne corrélation avec leur composition. Les biofilms qui contiennent des 

quantités importantes de PNAG se décrochent sous l’action de la dispersine B, alors que les 

biofilms ne contenant pas de PNAG ne sont pas sensibles à ce traitement. La protéinase K, au 

contraire, ne décroche pas les biofilms des souches productrices de PNAG. Mais elle est 

relativement efficace (élimination de 30 à 80% du biofilm en 2 heures) sur des biofilms de souches 

ne contenant pas de PNAG. Cela semble indiquer que le biofilm de ce groupe de souches est 

stabilisé par des molécules de nature protéique. 
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6. Caractérisation structurale des AT des souches modèle S. epidermidis RP62A et S. aureus MN8m 

 

Nous avons montré (chapitres II.4 et II.5) que l’AT EC fait partie du biofilm de toutes les souches 

staphylococciques étudiées. De plus, l’AT de la paroi semble jouer un rôle important durant les 

premières étapes de formation du biofilm. Cependant, la structure des AT des staphylocoques, et 

surtout leur substitution par la D-alanine  (D-Ala) – détail important dans la pathogénécité de ces 

microorganismes – reste peu étudiée. 

La structure chimique des acides teichoiques de la paroi de S. aureus et S. epidermidis est 

connue grâce aux travaux pionnier de Baddiley et al., dans les années 60 et 70, qui ont démontré 

que l’AT de S. aureus est un poly (ribitol phosphate) lié en (1,5) et substitué en position 4 du 

ribitol par un β-GlcNAc (Fig. 4 a) (Baddiley et al., 1961), (Baddiley et al., 1962b), (Baddiley et 

al., 1962a). L’acide lipo-teichoique (ALT) de S. aureus est un (1,3) poly (glycerol phosphate) 

attaché à une ancre lipidique de diacylglycerol via une unité diglucosyl (gentobiosyl) (Fig. 4,b) 

(Duckworth et al., 1975). L’AT de la paroi de S. epidermidis I2 est également un poly(glycerol 

phosphate), lié en (1, 3) et contenant des résidus de β-Glc et D-Ala (Fig. 4, c) (Archibald et al., 

1968). 

Plus tard, End et al. (Endl et al., 1983) ont étudié la composition des AT de plusieurs souches 

de S. aureus et de CoNS ; la substitution par la D-Ala n’a pas fait partie de ces études.       
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Figure 4. Structure schématique de l’AT et ALT de S. aureus et de l’AT de S. epidermidis. 

 

 

 

6.1.Structures des AT de la souche modèle S. epidermidis RP62A 

Présenté dans l’article 4 (Sadovskaya et al., 2004) : 

Sadovskaya, I., Vinogradov, E., Li, J. & Jabbouri, S. (2004). Structural elucidation of the 

extracellular and cell-wall teichoic acids of Staphylococcus epidermidis RP62A, a reference 

biofilm-positive strain. Carbohydr Res 339, 1467-1473. 

 

Nous nous sommes efforcés, dans un premier temps, à caractériser la structure chimique de l’AT 

EC et l’AT de la paroi de la souche modèle S. epidermidis RP62A. Hussain et al. avait étudié la 
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composition de l’AT de la paroi et de la « substance extracellulaire » à partir de cette souche, et 

avait trouvé qu’ils contenaient du glycerol, du phosphate, du Glc, du GlcNAc et du D-Ala. 

(Hussain et al., 1992). La structure chimique de ces AT n’a pas été établie. 

Pour préparer l’AT de la paroi, nous avons utilisé la méthode décrite par Signoretto et al pour 

l’extraction de l’AT de la paroi d’Enterococcus faecalis (Signoretto et al., 2000) avec quelques 

modifications. Avant extraction, toute substance lipidique, y compris l’acide lipoteichoique 

(ALT), est éliminée par traitement avec le SDS à 4% à 100°C. L’AT de la paroi est ensuite extrait 

par l’acide trichloroacétique (trichloroacetic acid, TCA) à 5%. 

Les analyses chimiques ont permis d’établir la composition suivante de l’AT de la paroi : glycérol 

(Gro), phosphate, D-Ala ; puis D-Glc et D-GlcNAc en proportion 5 :1. La structure détaillée de 

l’AT a été établie par la spectroscopie RMN.  

Les spectres 1H et 13C-RMN ont été attribués par des techniques 2D homo- et hétéronucléaires. 

Les résidus du glycérol, α-Glc, α-GlcNAc, D-Ala, glycérol et glycérol acétylé ont été identifié 

dans l’ensemble des spectres.  

 

 

 

 

 

 
Figure 5.  Structure de l’AT de la paroi et de l’AT EC de S. epidermidis RP62A 

 
 

La structure de l’AT est décrite sur la Fig. 5. Il s’agit d’un poly (glycérol phosphate) lié en 1,3 et 

substitué en position 2 du glycérol par des résidus de α-Glc, α-GlcNAc, α-Glc6Ala et D-Ala. La 

particularité de cette structure est une estérification partielle du α-Glc par la D-Ala en position 6. 

Ce site de substitution a été déterminé par corrélation HMBC entre le C1 de D-Ala et le H6 de 

Glc, ainsi que par les déplacements chimiques caractéristiques des C5 et C6 du Glc acétylé. La 

substitution du sucre, et pas du polyol, par la D-Ala est une propriété assez unique. La 

substitution du sucre par la D-Ala  a été décrite pour les AT de deux souches de Streptococcus 

group D (Wicken & Baddiley, 1963). Cette attribution est cependant incertaine et le site de 

substitution n’a pas été établi. Très récemment, le Glc6Ala a été identifié dans l’ALT 

d’Enterococcus faecalis 1230 (Fabretti et al., 2006). Nous avons ensuite utilisé l’électrophorèse 

capillaire, couplé à la spectrométrie de masse (capillary electrophoresis – mass spectrometry, CI 

MS) pour confirmer le site de substitution par la D-Ala et voir si α-Glc, α-GlcNAc et α-Glc6Ala 
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faisaient partie de la même chaîne polymérique ou s’il s’agissait d’un mélange de polymères, 

chacun ayant un type de substituant. Les analyses effectuées par CE - MS et MS - MS de 

fragments caractéristiques ont confirmé que les résidus de Gro, substitués par Glc, Glc6Ala et 

GlcNAc faisaient partie de la même chaîne polymérique.  

 

L’AT EC a été purifié à partir de la matrice extracellulaire de S. epidermidis RP62A après 

filtration sur gel Sephacryl S-300, déprotéinisation par extraction au phénol, phénol-chloroforme, 

filtration sur gel Sephadex G-50, suivie par une chromatographie échangeuse d’ions.  

Ce protocole de purification a été mis au point dans le cadre de ce travail. La matrice 

extracellulaire a été préparée par sonication dans des conditions qui minimisent la lyse cellulaire. 

L’intégrité des cellules bactériennes a été vérifiée par dénombrement avant et après sonication ; et 

l’ADN était absent dans l’extrait. Ainsi, l’AT EC n’est pas contaminé par l’AT de la paroi, ce qui 

est important pour une étude comparative. Les protéines sont éliminées par précipitation avec de 

l’acide trichloracétique et une extraction au phénol et phénol-chloroforme. Cette méthode douce 

de déprotéinisation, largement utilisée pour la purification des acides nucléiques, est efficace pour 

la purification de l’AT EC de S. epidermidis RP62A et d’autres souches staphylococciques 

(chapitre II.6.1). Au cours des extractions, nous avons évité l’utilisation des tampons ayant un pH 

supérieur à 7, afin de minimiser l’hydrolyse des liaisons esters en O. La présence de la D-Ala été 

vérifiée à l’aide de la chromatographie sur couche mince (CCM) après une O-déacétylation 

(NH4OH à 10%).  

La structure de l’AT EC a été étudiée par RMN. Elle est identique à celle de l’AT de la paroi, 

avec une légère différence au niveau de la distribution de la D-Ala.   
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6.2. Structure des AT de la souche modèle S. aureus MN8m 

Présenté dans l’article 5 (Vinogradov et al., 2006) : 

Vinogradov, E., Sadovskaya, I., Li, J. & Jabbouri, S. (2006). Structural elucidation of the 

extracellular and cell-wall teichoic acids of Staphylococcus aureus MN8m, a biofilm forming 

strain. Carbohydr Res 341, 738-743. 

 

Le biofilm de la souche modèle S. aureus MN8m (souche surproductrice du PNAG) contient de 

l’AT EC. L’AT EC purifié et l’AT de la paroi de cette souche ont été préparés en utilisant les 

méthodes mis au point pour la souche modèle S. epidermidis RP62A (chapitre II.6.1). Ces AT 

sont composés de ribitol, glycerol, phosphate et GlcNAc. Cependant, l’AT de S. aureus est décrit 

comme un poly (ribitol phosphate) (Navarre & Schneewind, 1999). La chaîne de poly (glycérol 

phosphate) est plutôt caractéristique des AT de S. epidermidis (Archibald et al., 1968), (Endl et 

al., 1983) et de l’acide lipo-teichoique (ALT) de S. aureus (Duckworth et al., 1975). Cette 

composition inhabituelle contenant du glycérol et du ribitol est caractéristique des AT de 

nombreuses souches cliniques de notre collection (chapitre II.5), d’où l’intérêt d’une étude 

structurale détaillée. Nous avons donc procédé à l’étude de la structure chimique des AT de la 

souche modèle S. aureus MN8m.  

 

6.2.1. Etude structurale des AT par spectroscopie RMN et spectrométrie de masse 

Les spectres 1H et 13C-RMN de l’AT de la paroi ont été attribués par des techniques 2D homo- et 

hétéronucléaires. Les résidus du ribitol, β-GlcNAc, D-Ala, glycérol et glycérol acétylé ont été 

identifiés dans l’ensemble des spectres. Une interaction NOE entre le H1 du GlcNAc et le H4 du 

ribitol et la corrélation HMBC entre H1 du GlcNAc et le C4 du ribitol démontrent que le GlcNAc 

est lié au ribitol en position 4. Le quasi totalité du ribitol est ainsi substitué par le β-GlcNAc. 

Cette structure du poly(ribitol phosphate) correspond à celle décrite dans la littérature pour S. 

aureus H (Baddiley et al., 1961). Les résidus de glycérol sont liés en (1,3). La majorité de ces 

résidus ne sont pas substitués, mais une partie (environ 20%) du glycérol est acylé par des résidus 

d’alanine en position 2.  L’analyse RMN ne permettait pas d’affirmer avec certitude que les 

résidus du glycérol et du ribitol font partie de la même molécule ou se présentent comme deux 

chaînes polymériques séparés. Ce problème a été résolu par spectrométrie de masse CE MS avec 

utilisation d’une technique de fragmentation dans la source (Li et al., 2005). Aucun fragment 

contenant du ribitol et du glycérol n’a été observé, ce qui indique qu’ils font partie de deux 

chaînes polymériques différentes. De plus, les groupes d’ions en provenance des chaînes de poly 

(glycérol phosphate) sont observés à un voltage orifice («decluster potential ») plus bas que les 
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ions en provenance des chaînes de poly(ribitol phosphate). Ainsi, les deux types de chaînes 

polymériques, le poly (glycérol phosphate) et le poly (ribitol phosphate) ne sont pas liées entre 

elles (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

      
                    Figure 6. Structure de l’AT de la paroi et de l’AT EC de S. aureus MN8m 
 

6.2.2. Analyse comparative des préparations de l’acide teichoique et de l’acide lipo-teichoique 

Nous avons montré que les AT de S. aureus MN8m contient un mélange de deux polymères : 

a) un poly (ribitol phosphate) lié en (1,5) et substitué en quasi totalité avec du β-GlcNAc, 

structure habituelle pour les AT de S. aureus ; 

b) un poly (glycerol phosphate), assez inhabituel pour S. aureus et plutôt caractéristique des AT 

de S. epidermidis (Archibald et al., 1968), (Endl et al., 1983).  

Par ailleurs, l’acide lipo-teichoique (ALT) de S. aureus a été décrit comme une chaîne de poly 

(glycérol phosphate) de 28-30 unités, liéeà un diacylglycerol par l’intermédiaire d’une unité 

disaccharidique de glucose (gentobiosyl) (Duckworth et al., 1975). Afin de nous assurer que nos 

préparations contiennent effectivement des AT et non pas un mélange de l’AT et de l’ALT, nous 

avons fractionné la préparation de l’AT sur une colonne de chromatographie hydrophobe (Octyl-

Sepharose). L’ALT est retenu sur ce type de colonne grâce à la présence d’une partie lipidique. 

Cette méthode est largement utilisée pour la purification des ALT (Iwasaki et al., 1986). Aucune 

substance phosphorylée n’a été retenue sur la colonne. La composition de l’AT avant et après la 

chromatographie est identique. Afin de confirmer l’efficacité de la chromatographie hydrophobe 

pour la séparation de l’AT et l’ALT de S. aureus MN8m, nous avons préparé l’ALT de cette 

souche par une méthode conventionnelle avec du phénol chaud (Iwasaki et al., 1986) . L’ ALT a 

ensuite été purifié sur la colonne d’Octyl-Sepharose dans les mêmes conditions que l’échantillon 

de l’AT. L’ALT se retrouve dans la fraction retenue sur la colonne, et sa composition (glycérol et 

Glc en proportion 10 :1) correspond bien à la structure publiée (Duckworth et al., 1975). Nous 

pouvons donc conclure que les chaînes poly (glycérol phosphate) font effectivement partie de 

l’AT de S. aureus MN8m. 
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7. Dégradation enzymatique des biofilms staphylococciques 

 

7.1. Introduction 

La connaissance des constituants des biofilms de souches cliniques permet également de 

mieux cibler les hydrolases capables de dégrader ces biofilms. 

L’intérêt de la communauté scientifique pour la dégradation enzymatique des biofilms de 

différentes origines est relativement élevé. En effet, les biofilms sont à l’origine de nombreux 

problèmes rencontrés dans différents domaines : environnemental, industriel et médical. De 

nombreuses enzymes ou préparations enzymatiques ont été proposées pour l’élimination des 

biofilms (ex. (Johansen et al., 1997); (Marion et al., 2005), mais dans la plupart des cas, sans tenir 

compte de la composition chimique des biofilms.  

Dans le cas des infections staphylococciques associées aux implants orthopédiques, les 

bactéries du biofilm sont enfouies dans une matrice extracellulaire qui les protège de l’action des 

antibiotiques (chapitre I). Pour éliminer les bactéries sessiles, il est parfois nécessaire d’utiliser une 

concentration d’antibiotique 1000 fois plus importante que pour les bactéries planctoniques (Cerca 

et al., 2005). Le biofilm constitue un réservoir infectieux difficile à éradiquer. Le traitement de ce 

genre d’infection nécessite souvent une exérèse de la prothèse, procédure très lourde et dangereuse 

pour la santé. Cependant, dans certains cas, un lavage du site infectieux par des solutions contenant 

des détergents et des antibiotiques est pratiqué pour éliminer l’infection. En cas de succès, la 

prothèse peut être maintenue. L’utilisation d’une préparation enzymatique qui pourrait désagréger le 

biofilm bactérien, libérer les bactéries planctoniques dans l’environnement et les rendre ainsi 

sensibles aux antibiotiques pourrait améliorer de manière significative l’efficacité de ce traitement. 

Nous avons testé différentes préparations enzymatiques en relation avec leur capacité à dégrader un 

biofilm staphylococcique formé par les souches de notre collection. La composition des biofilms de 

ces souches avait été étudiée antérieurement (Kogan et al., 2006), (Sadovskaya et al., 2006). 

Contrairement à la plupart des études précédentes, nous avons cherché à cibler spécifiquement les 

molécules constituants le biofilm. Nous nous sommes donc intéressés à l’activité des différentes 

enzymes ou préparations enzymatiques vis-à-vis de la dégradation des constituants des biofilms des 

staphylocoques : le PNAG, les acides teichoiques et les protéines.  

 

7.2. Résultats 
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L’étude de la dégradation enzymatique des biofilms a été menée par le Dr. Ph Chaignon 

(CDD postdoctoral en 2004-2005, contrat  ANVAR, responsable Prof. S. Jabbouri). J’ai participé à 

beaucoup d’aspects de ce travail. 

Les résultats sont présenté dans l’article 8 (Chaignon et al., 2006) : 

Chagnon, Ph., Sadovskaya, I., Kaplan, J. B., Ragunah, C., Ramasubbu N. & Jabbouri, S. 

(2007). Susceptibility of staphylococcal biofilms to enzymatic treatments depends on their chemical 

composition, Appl Microbiol Biotechnol 75(1):125-32. 

 

Nous avons testé l’activité de différentes enzymes : la DspB, différentes protéases (protéinase K, 

trypsine), la pancréatine et une préparation Pectinex Ultra SP (PUS, Novozyme) sur des biofilms 

formés par différentes souches staphylococciques de notre collection (Chokr et al., 2006). La 

capacité de ces préparations à dégrader un biofilm est différente en fonction des souches et la 

composition de leurs biofilm, notamment la nature du polymère qui sert de « ciment » pour le 

maintien de l’integralité du biofilm. Bien que tous les biofilms contiennent des protéines, les trois 

protéases testées hydrolysent efficacement que les biofilms ne contenant pas de PNAG. Pour les 

souches contenant majoritairement du PNAG, la DspB désagrège leurs biofilms en hydrolysant le 

PNAG qu’ils contiennent. Ces préparations enzymatiques ont également été testées pour leur 

potentiel à dégrader les composés purifiés des biofilms staphylococciques : le PNAG, les acides 

teichoiques et les protéines (Chaignon et al., 2007). 

Nos résultats indiquent qu’un traitement par la DspB et par une protéase pourrait être une solution 

efficace pour éliminer un biofilm staphylococcique d’une souche inconnue.  
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8. Contribution à l’élaboration d’un outil diagnostic des infections liées au biofilm 

 

8.1. Introduction  

L’élaboration d’un outil simple permettant de diagnostiquer rapidement une infection 

staphylococcique associée à un implant se révèle être un défi particulièrement important. En effet, 

lors d’une infection liée à un implant médical la quantité des bactéries reste très faible dans le 

système sanguin du malade. La détection directe des bactéries dans le sang est impossible. Les 

diagnostics aujourd’hui utilisés sont des examens bactériologiques à partir de prélèvement direct du 

site infecté (aspiration et biopsie). Lorsque les cultures réalisées à partir des ponctions du site 

infecté se révelent positives, l’infection est souvent à un stade très avancé. La seule issue dans ce 

cas est le retrait de l’implant pour augmenter l’efficacité de l’antibiothérapie. Il est nécessaire 

d’élaborer des tests de diagnostic microbiologique efficaces et rapides, ce qui permettrait de mieux 

gérer ce problème et aider à une meilleure prise de décision médicale. 

Une méthode sérologique basée sur la détection d’un niveau élevé d’anticorps contre des antigènes 

des biofilms des staphylocoques offrirait une détection rapide et non-invasive des infections sur 

implants. Toutefois, l’identification d’un antigène immuno-dominant spécifique des infections 

staphylococciques reste non résolu. 

Le problème posé dans le diagnostic des infections de S. epidermidis est la présence de ce germe 

dans la flore commensale. L’utilisation du peptidoglycane, de l’acide teichoique ou d’autres 

composés de la surface cellulaire communs aux souches causant des infections et aux souches 

commensales ne peut pas être utilisés. 

La caractéristique des infections causées par des CoNS et associées aux implants médicaux est la 

formation du biofilm (chapitre I). Un test de diagnostic immunologique devrait donc être basé sur la 

détection des antigènes spécifiques au biofilm des CoNS, et de S. epidermidis en particulier.  

 
Plusieurs préparations antigéniques de polymères extracellulaires ont été proposées par différents 

auteurs en tant que candidat pour des tests immunologiques : un extrait brut extracellulaire des 

souches cliniques de S. epidermidis (Staphylococcal Slime Polysaccharide Antigen SSPA, (Selan et 

al., 2002)), un « polysaccharide sulfaté de 20-kDa », un « peptidoglycane de 80 kDa (Karamanos et 

al., 1997), (Kolonitsiou et al., 2001), (Georgakopoulos et al., 2002; Lamari et al., 2004). Dans tout 

ces cas, la structure chimique de l’antigène en question n’était pas déterminée. Un « lipide S » 

extracellulaire de S. epidermidis, molécule proche de l’acide lipoteichoique de S. aureus, a 
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également été proposé comme candidat pour un sérodiagnostic (Lambert et al., 2000). Cependant, à 

ce jour, aucune application de diagnostic n’a été publiée. 

Nous avons choisi, en tant que candidat pour un sérodiagnostic des infections staphylococciques 

associés aux implants, le constituant caractéristique des biofilms de staphylocoques : le PNAG, 

polysaccharide possédant une structure chimique bien définie. Afin d’évaluer l’importance des 

différents épitopes au sein de la molécule du PNAG, nous avons également testé le PNAG dé-N-

acétylé, la déacetylation du GlcNAc ayant été démontrée comme un facteur important de virulence 

(Vuong et al., 2004). De plus, une réponse immunitaire au PNAG partiellement dé-N-acétylé 

(dPNAG) est plus importante que celle au PNAG intact chez les patients atteints de mucoviscidose 

(Kelly-Quintos et al., 2005). L’immunisation des animaux avec un vaccin conjugué du dPNAG est 

plus efficace qu’un vaccin basé sur le PNAG, en terme de protection contre les infections de S. 

aureus (Kropec et al., 2005). 

 Cependant, la composition du biofilm des staphylocoques est variable et certaines souches 

produisent des biofilms sans PNAG (chapitre II.5). Dans la première étape de notre étude, nous 

nous sommes intéressés aux cas des infections chroniques causées par des souches productrices de 

PNAG. Ce problème a pu être abordé grâce à un modèle animal mis au point au sein de notre 

équipe. Une partie du travail a été effectué dans le cadre du stage de Mlle Stéphanie Faure (Master 

2 à l’Université de Rennes 1 ; Spécialité : Microbiologie Fondamentale et Appliquée, 2004-2005). 

Afin de mieux comprendre le rôle du biofilm sur des infections associées aux implants, les 

chercheurs de notre équipe (les Drs. A. Chokr, D. Leterme, D. Watier) ont mis au point un modèle in 

vivo. Ainsi, notre modèle animal permet de mimer une infection chronique associée à un implant 

chirurgical. L’implant (cylindre en téflon perforé) est introduit en sous-cutané sur chaque flanc d'un 

cobaye. Le cobaye est infecté de manière contrôlée par des souches préalablement caractérisées in 

vitro. La capacité des souches à provoquer des infections persistantes est ensuite évaluée. Ainsi, 

certaines souches formant un biofilm contenant du PNAG in vitro, sont capables d’engendrer des 

infections chroniques chez les cobayes.  

Nous avons également dosé les anticorps anti-PNAG et dPNAG (les IgG et les IgM) dans les 

sérums des patients souffrant d’une infection staphylococcique liée aux implants. Le sang était 

prélevé au moment de l’exérèse de l’implant infecté (CHU de Lille et Institut Calot, Berck-sur-mer). 

Les échantillons de sérum d’individus saints (EFS Nord de France) ont servi de contrôle. La 

spécificité des anticorps chez le cobaye et chez l’humain a été vérifiée par des tests «  competition 

ELISA ».  

 

8.2.  Résultats 
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Nous avons trouvé que dans le modèle animal choisi, les niveaux des anticorps anti-PNAG 

chez les cobayes infectés par la souche S. epidermidis RP62A étaient significativement plus élévés 

que chez les animaux non-infectés (P<0.05). De plus, le niveau de ces anticorps augmentait suite à 

l’infection chez des cobayes suivis individuellement. 

La situation était plus compliquée chez les humains. En effet, nous avons trouvé un niveau 

assez élevé des IgG anti-PNAG dans le sang des individus sains. Les titres d’IgG dans les sérums de 

malades sont très variables et en moyenne plus élevés que ceux des individus sains, mais la 

différence est peu significative (P>0.05). Les niveaux des IgM sont assez bas dans deux groupes, sauf 

un niveau élevé chez un patient. Des travaux ultérieurs montrent que ce patient est infecté par une 

souche productrice du PNAG.  

Pour conclure, nos résultats démontrent que les souches productrices de PNAG semblent 

provoquer une augmentation des IgG anti-PNAG dans un modèle d’infection staphylococcique liée à 

l’implant chez le cobaye. Par ailleurs, le PNAG ne semble pas être un bon antigène pour les tests 

ELISA afin de discriminer des individus sains et des malades souffrants d’une infection associéeaux 

implants médicaux. Cela s’explique, d’une part, par une quantité variable et parfois élevée des IgG 

anti-PNAG dans des sérums des individus sains1 et d’autre part, par une proportion importante des 

isolats cliniques de CoNS ne produisant pas de PNAG. Cependant, il pourrait être utile conjointement 

avec d’autres tests, pour des suivies des patients individuels. Pour les tests ELISA de diagnostic, 

d’autres antigènes pourraient être explorés. 

 

Les résultats de cette étude sont soumis pour publication au « Clinical and Vaccine 

Immunology » (article 9).  

                                                 
1 Ce fait pourrait être expliqué par plusieurs paramètres : présence de S. aureus dans les muqueuses du nez, des 
infections ultérieures et des vaccins  contre des pathogène pouvant produire des PNAG  (ex. Actinobacillus 
actinomycetemcomitans, Bordetella pertussis, Yercinia pestis- voir chapitre II.3) 
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9.  Conclusions 

Le biofilm est considéré comme un facteur de virulence principal chez les staphylocoques à 

coagulase négative (CoNS), cause majeure des infections liées aux implants orthopédiques. L’étude 

des biofilms staphylococciques en vue de rechercher des outils thérapeutiques de dépistage ou de 

traitement de ces infections nécessite une caractérisation approfondie de la composition chimique 

des substances polymériques extracellulaires des biofilms.  

Dans le cadre de ce travail, nous avons développé une approche originale multidisciplinaire adaptée 

à cette problématique en impliquant des techniques de microbiologie ainsi que des méthodes 

biochimiques et physico-chimiques. Notamment :  

 

 une approche analytique directe et une analyse approfondie de la littérature nous ont permis 

de lever l’ambiguïté en concluant que le PIA et le PS/A (appelé aussi SAA, PNSG et SAE) 

ont la même structure chimique - poly-β-(1,6)-N-acétylglucosamine (PNAG), et ne diffèrent 

que par le degré de charge positive et négative des substituants ;  

 

 pour la première fois, le PNAG de plusieurs souches cliniques, associés aux infections sur 

implants orthopédiques a été purifié et analysé par spectroscopie RMN ainsi que par des 

méthodes chimiques. Notre étude a porté sur les biofilms de S. epidermidis et des autres 

espèces staphylococciques présentes dans les infections associées aux prothèses, tels que S. 

aureus, S. warneri, S. lugdunensis. Nous avons également isolé et caractérisé un 

polysaccharide codé par le locus pga un poly-β-(1,6)-N-acetylglucosamine (PGA) à partir 

des biofilms des bactéries Gram moins, Actinobacillus pleuropneumoniae and 

Actinobacillus actinomycetemcomitans ; 

 

 l’étude de la composition chimique de la matrice extracellulaire de la souche modèle S. 

epidermidis RP62A, nous a montré que cette matrice est composée, en plus du PNAG, de 

l'acide téichoïque extracellulaire (AT EC), et de protéines. La proportion de ces polymères 

varie considérablement en fonction des conditions de croissance. Nous avons établi pour la 

première fois, que l'AT EC est un constituant du biofilm de cette souche ; 

 

 l’étude des constituants des biofilms de souches cliniques associées aux infections des 

implants orthopédiques de notre collection, nous a indiqué qu’un pourcentage significatif 

des isolats est capable de former des biofilms sans PNAG, et avec comme constituant 
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glucidique principal l’AT EC. Les autres souches cliniques forment des biofilms avec des 

quantités variables de PNAG. Nous avons également étudié la sensibilité de ces souches aux 

traitements  chimiques et enzymatiques. Contrairement à la plupart des études précédentes, 

nous avons cherché à cibler spécifiquement les molécules constituants le biofilm ; 

 

 nous avons établi la structure chimique des AT de la paroi et des AT extracellulaires de deux 

souches modèles-formatrices du biofilm, S. epidermidis RP62A et S. aureus MN8m. Nous 

avons trouvé des originalités dans les structures des AT de deux souches.  L’AT de S. 

epidermidis RP62A comporte en plus d'une D-Ala au niveau du glycérol en position 2, une D-

Ala qui se situe au niveau du C6 du glucose. Les AT de S. aureus MN8m sont constitués d’un 

mélange de deux polymères, un poly-(ribitol phosphate), structure habituelle de l’AT de S. 

aureus, et un poly-(glycerol phosphate). Ces résultats assez inhabituels semblent être 

importants puisque les AT de plusieurs souches cliniques de notre collection ont une 

composition similaire à celle de l’AT de S. aureus MN8m. 

 

Ces résultats ont fait objet de sept publications (Sadovskaya et al., 2004; Sadovskaya et al., 2005; 

Sadovskaya et al., 2006), (Kogan et al., 2006), (Vinogradov et al., 2006), (Chaignon et al., 2007) 

(Izano et al., 2007) et constituent une contribution importante dans le domaine. Nos travaux sont 

cités dans des revues récentes sur le sujet  (Ziebuhr et al., 2006) ; (Mack et al., 2006) ; (Harraghy et 

al., 2006) ; (Vadyvaloo & Otto, 2005) ; (Lasa, 2006) ; (Stewart, 2006:01) 

 

III. Discussion et perspectives 
 

1.  Composition des biofilms staphylococciques 

La connaissance des constituants de biofilm staphylococcique est indispensable pour la recherche 

de nouvelles cibles moléculaires et pour le développement d’outils thérapeutiques contre les 

infections staphylococciques liés aux implants. Nous avons montré, de manière générale, que le 

biofilm des staphylocoques a une composition qui varie selon les souches. Les trois classes de 

composés qui constituent la matrice extracellulaire des biofilms staphylococciques sont :  

- un constituant polysaccharidique, PNAG ; 

-  un poly (polyol phosphate) contenant des glucides, l’acide teichoique (AT) ;  

-  les protéines.  

Le PNAG peut être présent ou absent dans le biofilm, et sa quantité peut varier en fonction des 

souches et des conditions de culture. La fraction protéique des biofilms staphylococciques n’a pas 
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fait partie de notre étude. Un AT  fait partie du biofilm dans tous les cas étudiés. Pour toutes les 

souches étudiées, la composition chimique des AT de la paroi et l’AT EC sont identiques. Cela 

laisse supposer que, au fur et à mesure de la biosynthèse de la paroi cellulaire, les molécules de 

l’AT peuvent être relachées de la surface de la cellule et deviennent ainsi une partie de la matrice 

extracellulaire. 

Ainsi, une question peut se poser : serait-il possible que d’autres composants de la paroi, tels que 

l’acide lipoteichoique (ALT) et le peptidoglycane (Fig. 7), fassent également partie du biofilm 

staphylococcique ?  

 

 
 
Figure 7. La topographie de l’AT de la paroi et de l’ALT au sein de la paroi d’une bactérie Gram positif 

(Neuhaus & Baddiley, 2003) 
 Les symboles gris représentent l’AT de la paroi et les symboles foncés—l’ALT. Le peptidoglycane et les 

phospholipides sont représentés par des lignes noires.  
 
 
En effet, des résultats récents montrent que la voie de biosynthèse du peptidoglycane est 

surexprimée dans S. aureus en état sessile par rapport à son état planctonique (Resch et al., 2005; 

Resch et al., 2006). La lysostaphine, une glycyl-glycine endopeptidase qui hydrolyse 

spécifiquement les ponts de penta-glycine du peptidoglycane staphylococcique (Fig. 8), est capable 

de dégrader la matrice extracellulaire des biofilms de S. aureus, ce qui a été démontré par 

microscopie électronique à balayage (Wu et al., 2003). Ces études démontrent que la présence du 

peptidoglycane dans les biofilms est possible, mais ce composé n’a jamais été directement détecté 

dans le biofilm des staphylocoques. 
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Figure 8. Représentation schématique du peptidoglycane des bactéries Gram positif 

(adapté à partir de Navarre & Schneewind, 1999) 
 

Un autre composé extracellulaire peu étudié est l’acide poly-γ-DL-glutamique (APG), identifié 

récemment en tant qu’un polymère attaché à la paroi de S. epidermidis 1457 (Kocianova et al., 

2005).  Ce polymère acide constitue la capsule de Bacillus anthracis (Hanby & Rydon, 1946). 

L’APG joue un rôle important dans la protection de S. epidermidis contre le système immunitaire de 

l’hôte et les concentrations élevées en sel. Le gène cap, codant pour l’APG est présent dans les 

isolats cliniques et commensales de S. epidermidis et d’autres CoNS, mais il est absent dans le 

génome de S. aureus (Kocianova et al., 2005). Le problème d’implication de l’APG dans la 

formation des biofilms de CoNS reste inexploré. 

Parmi les protéines qui font partie des biofilms des staphylocoques, seul la Aap (Rohde et al., 2005) 

semble jouer un rôle structural dans la matrice extracellulaire de certaines souches. Les protéines de 

la famille Bap (biofilm-associated protein) (Cucarella et al., 2002), (Pernadés, 2006) et une protéine 

Ipa (intercellular protein adhesin) décrite très récemment (Christner et al., 2006), sont également 

impliquées dans la formation de biofilm. Nos résultats d’analyses des extraits bruts des biofilms de 

plusieurs souches cliniques montrent la présence de quantité importante de protéines (résultats non-

publiés). L’identification de ces protéines et glycoprotéines est une perspective intéressante de notre 

travail. Notamment, une protéine spécifique aux souches staphylococciques invasives - formatrices 

de biofilm pourrait servir d’antigène pour un test immunologique de dépistage précoce des 
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infections associées aux implants. A présent, aucun moyen de dépistage précoce de ce genre 

d’infection n’a été commercialisé. 

 

 

2. Identification des constituants du biofilm dans les extraits brut par des techniques RMN 

 

La purification des constituants polymériques des biofilms des différents groupes de souches 

cliniques nécessite la mise en œuvre de méthodes extractives et séparatives laborieuses. Grâce à des 

travaux de collaboration initiés avec le Dr Mark J. Howard (Department of Biosciences, University 

of Kent, Canterbury), une méthode originale basée sur des techniques RMN TOCSY sélectives 

(Gradwell et al., 1997), a été mise au point. Cette méthode permet d’avoir des informations très 

précises sur le PNAG, l’AT et les protéines en utilisant directement un extrait brut de biofilm. De 

plus, certains détails structurales du PNAG, tels que la dé-N-acétylation, peuvent être observés. 

Pour la mise au point de la méthode, nous avons utilisé des constituants de biofilm purifiés, ainsi 

que des extraits extracellulaires d’une souche clinique productrice de PNAG de notre collection, 

S. epidermidis 5.  

Cette méthode peut servir pour une caractérisation rapide des constituants du biofilm. Elle pourrait 

être utilisée, entre autres, pour la caractérisation complète du PGA de Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, bactérie productrice de la dispersine B, ce qui reste un défi. Dans le cas de 

cette bactérie Gram négatif, le PGA ne fait pas partie de la matrice extracellulaire, il semble plutôt 

être étroitement lié à  la paroi cellulaire. La purification du PGA d’A. actinomycetemcomitans est 

difficile, parce que ce dernier est co-purifié avec le LPS de la membrane externe avec lequel il 

semble former un complexe (chapitre II.3.2). La caractérisation de ce PGA directement dans le 

mélange, par la méthode NMR-TOCSY sélective, faciliterait énormément la tâche.  

Cette technique de RMN pourrait également permettre de résoudre un autre problème. L’équipe de 

Dr. Kaplan mène actuellement une étude portant sur la biosynthèse du PGA de A. 

pleuropneumoniae et A. actinomycetemcomitans, et notamment sur la caractérisation de l’activité 

enzymatique de la dé-N-acétylase, PgaB. Pour vérifier l’activité enzymatique, c’est à dire détecter la 

dé-N-acétylation du PGA, la méthode NMR-TOCSY sélective développée par Dr. Howard, serait 

extrêmement utile. 

Cette méthode de RMN non- destructive et efficace pourrait aussi servir à la recherche de nouveaux 

constituants possibles des biofilms staphylococciques, tels que les fragments du peptidoglycane ou 

de l’APG (chapitre III.3). Il serait aussi envisageable de déterminer par cette technique les 

interactions entre les différents constituants à l’intérieur du biofilm.  
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3. Structure des AT des souches cliniques 

 

La structure des AT des staphylocoques a été largement étudiée dans les années 60-70. Ces 

données structurales font maintenant partie des manuels de microbiologie. La structure adoptée pour 

l’AT de S. aureus reste celle établie par Baddiley et al (Baddiley et al., 1961; Baddiley et al., 1962a; 

Baddiley et al., 1962b) ; et pour l’AT de S. epidermidis – celle établie par Archibald et al (Archibald 

et al., 1968) pour la souche S. epidermidis I2. Cependant, la position de D-Ala dans l’AT de S. 

epidermidis I2 a été attribuée avec incertitude (Archibald et al., 1968). Jusqu’à présent, l’étude de 

Endl et al (Endl et al., 1983) reste une référence pour les structures des AT du genre Staphylococcus. 

La substitution par la D-alanine, facteur important pour la virulence des Staphylocoques, ne fait pas 

partie de cette étude. Nous avons montré, pour la première fois, à l’aide d’une analyse structurale par 

RMN et par spectrométrie de masse, que l’AT de S. epidermidis RP62A contient deux sites de liaison 

pour la D-Ala : une en position 2 du glycérol, et une en position C6 du glucose.   

Nous avons trouvé que l’AT de S. aureus MN8m est un mélange de deux polymères, un poly-(ribitol 

phosphate), structure habituelle de l’AT de S. aureus, et un poly- (glycérol phosphate). Ces résultats 

assez inhabituels semblent être importants puisque les AT de plusieurs souches cliniques de notre 

collection ont une composition similaire à celle de l’AT de S. aureus MN8m. La présence de ces 

deux types de polymères n’est donc pas une exception. 

Le PNAG et l’AT sont deux composés glucidiques du biofilm staphylococcique. Ce sont des 

polymères chargés avec des charges modulables. Pour le PNAG, la charge peut varier selon les 

degrés de dé-N-acétylation (charge positive) et de O-succinylation (charge négative). Les AT sont 

des polymères avec une forte charge négative, qui diminue selon le degré de substitution par la D-

Ala. Chez S. aureus, la substitution de l’AT par la D-Ala est nécessaire pour l’adhésion initiale aux 

surfaces plastiques, la formation du biofilm (Gross et al., 2001) et augmente la résistance à certains 

antibiotiques (Peschel et al., 1999; Peschel et al., 2000). L’estérification des AT par la D-Ala chez 

les Entérocoques a un effet similaire (Fabretti et al., 2006). 

 Les esters  D-Ala, chargés positivement sont impliqués dans des interactions avec des charges 

négatives des molécules des AT, du peptidoglycane et des protéines (Neuhaus & Baddiley, 2003). 

Au sein du biofilm staphylococcique, les interactions spécifiques entre le PNAG, les AT et les 

protéines n’ont pas encore été étudiées. Dans ce contexte, et en tenant compte de l’importance des 

AT dans la virulence des staphylocoques – cause majeure des maladies nosocomiales – nous 

proposons d’effectuer une étude plus approfondie de la structure des AT des souches cliniques en 
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utilisant des méthodes modernes d’analyse structurale, tels que la RMN et la spectrométrie de 

masse. 

 

4. Composés de la paroi et du biofilm purifiés : potentiels d’utilisation 

 

Dans le cadre de ce travail, nous avons mis au point un protocole simple et efficace de purification 

du PNAG. Nous pouvons également préparer le PNAG dé-N-acétylé (dPNAG) à l’aide d’une 

modification chimique. Le savoir faire dans la préparation des solutions du PNAG et dPNAG, 

polymères peu solubles dans l’eau et des tampons physiologiques, s’est avéré important pour la 

mise au point des méthodes d’étude de leurs effets biologiques. 

Nous avons montré que l’AT EC est identique à l’AT de la paroi, et le protocole de préparation de 

l’AT de la paroi mis au point dans le cadre de ce travail nous a permis de préparer des AT de 

différentes souches staphylococciques dans des quantités importantes. 

La disponibilité du PNAG et des AT purifiés a éveillé l’intérêt de chercheurs travaillant dans le 

domaine des biofilms des staphylocoques, ainsi que dans d’autres domaines.  

 

 Le PNAG a servi pour la préparation de l’antisérum anti-PNAG du lapin (Dr. W. Ziebuhr, 

Institut für Moleculare Infektionsbiologie, Université de Würzburg, Allemagne). Dr.  Ziebuhr, 

et son équipe ont aussi utilisé notre préparation de l’AT de S. epidermidis RP62A pour des 

études microscopiques du biofilm. 

 Nous avons purifié et caractérisé les AT des souches S. epidermidis 1572 et S. epidermidis 

1572-R  à la demande du Dr. H. Rohde (Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf, 

Hamburg, Allemagne), dans le cadre de l’étude des mécanismes de formation du biofilm par 

l’intermédiaire du Aap. 

 Les Prof. G. Pier et Dr. T. Maira-Litran (Channing Laboratory, Harvard Medical School, 

Boston MA) ont utilisé nos préparations des AT de S. aureus MN8m et son mutant S. aureus 

MN∆ica, pour les études des réactions croisées avec l’anticorps monoclonal anti-PNAG. La 

préparation des AT de la souche mutante S. aureus MN∆ica était un des sujets du stage de 

BTS de Mlle A. Fontaine (lycée Valentine Labbé, la Madeleine, 2006) 

 Récemment, nous avons été contactés par des chercheurs irlandais impliqués dans un 

important projet collaboratif portant sur l’étude de formation du biofilm par S. epidermidis 

dans le système nerveux central chez les patients portant des implants médicaux (Dr. James 

P. O’Gara, University College, Dublin ; Dr. Catherine Greene, Prof. Hillary Humphreys, 

Niall Stevens, Royal College of Surgeons in Ireland). Nos préparations de PNAG et dPNAG 
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vont servir à évaluer la capacité de ces polysaccharides à stimuler l’expression de nombreux 

cytokines par des cellules immunitaires, et à étudier les mécanismes de cette stimulation. 

Dans les premières expériences, les cellules d’une lignée de glyoblastome astrocytome 

humains ont été stimulées avec différentes concentrations de PNAG, et le IL-8 a été dosé dans 

le surnageant de culture par ELISA (Niall Stevens, travaux de thèse). Les résultats de ces 

expériences ont montré que le PNAG induisait la synthèse de IL-8 de manière semblable aux 

autres agonistes des récepteurs TL connus.  

Des études de mécanismes d’actions du PNAG sont en cours. Le dPNAG et des AT de 

quelques souches staphylococciques seront également testés. 

 

 Nous envisageons, à partir de l’année Universitaire 2007-2008, d’initier un projet de 

recherche en collaboration avec le Dr. F. Roussel du Laboratoire de Thermophysique de la 

Matière Condensée (LTPMC), équipe ULCO de l’UMR CNRS 8024. Ce projet portera sur 

l’utilisation de microscopie à force atomique (MFA) pour l’étude de formation de biofilm. 

La MFA permet notamment de mesurer directement des interactions physicochimiques 

réversibles et des interactions spécifiques entre la bactérie et différents substrats  (Hanna et 

al., 2003) pendant l’adhésion initiale des bactéries au matériau, première étape de formation 

du biofilm (chapitre I.2). Cette méthode offre la possibilité de distinguer des interactions 

hydrophobes, ioniques et spécifiques entre les cellules et entre les cellules et les 

biomatériaux.  Elle peut être utilisée pour analyser l’adhésion bactérienne avec une 

résolution très élevée (Razatos et al., 1998). La MFA  a été utilisée pour des études sur le 

rôle des différents composants de la paroi, tels que les LPS et un polysaccharide 

extracellulaire, l’acide colanique, dans l’adhésion de E. coli, cause d’ infections urinaires 

(Emerson & Camesano, 2004) ; (Hanna et al., 2003). Cette méthode a été également utilisée 

récemment pour l’étude des biofilms de S. epidermidis (Chaw et al., 2005). Le PS/A 

(PNAG) extracellulaire des staphylocoques serait responsable de l’adhésion initiale des 

bactéries aux matériaux, ainsi que dans l’accumulation du biofilm (chapitres I et II.1.2). En 

utilisant le PNAG purifié, nous pourrions étudier en détails son rôle dans l’adhésion des 

bactéries à l’aide de la MFA. 

 

5. Remarques générales 

 

Une croissance constante des cas de maladies nosocomiales liés aux biofilms accroit l’interêt de 

cette problématique, et c’est un domaine où de nombreuses équipes de chercheurs sont impliquée 
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dans le monde entier. La collaboration de spécialistes de différentes disciplines permettrait un 

avancement de recherche plus efficace. Des collaborations initiées en cours de travail et celles qui 

pourraient être envisagées, peuvent servir d’exemple. Nos contacts avec plusieurs groupes de 

chercheurs en Europe et aux Etats-Unis pourraient servir aux futurs projets collaboratifs.  

A l’heure actuelle, le biofilm est considéré comme le mode de vie prédominant des bactéries dans 

de nombreux écosystèmes (Costerton et al., 1995). Dans des secteurs très variés tels que la santé 

publique, l’agroalimentaire, le traitement des eaux ou l’industrie pétrolière, les biofilms posent 

d’importants problèmes. Nous espérons pouvoir contribuer, dans le futur, à leur solution.
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