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désintéressement ;  

- De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers la 
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IV Intraveineux 

MH Mueller Hinton 

PAS Pénicilline anti staphylococcique 

PLP Protéines de liaison à la pénicilline 

SAMS Staphylococcus aureus sensible à la méticilline 

SARM Staphylococcus aureus résistant à la méticilline 

Test au XTT Test aux sels de tétrazolium 

TSB Trypto-caséine soja 

UFC Unité formant colonie 

 

 

 

 



 
 

17 

 

INTRODUCTION  
 

L’endocardite infectieuse à Staphylococcus aureus est un enjeu majeur de santé publique. 

Il s’agit d’une maladie rare (environ 30 cas par million d’habitants (1))  mais grave 

entraînant d’une mortalité élevée, estimée entre 20 et 30 % à 6 mois selon les études (2,3) 

qui peut être à l’origine d’une prolongation du séjour hospitalier (4). La proportion 

d’endocardite infectieuse à S. aureus ne cesse d’augmenter et est passée de 16 % en 

1991 à 26 % en 2008 (5). La majorité des souches de S. aureus responsables 

d’endocardites est sensible à la méticilline (248 sur 291 souches, soit 85,2 %) selon une 

base de données internationales (6).  

 

Les nouvelles recommandations de l’European Society of Cardiology (ESC) concernant le 

traitement de l’endocardite à Staphylococcus aureus sensible à la méticilline (SAMS), 

parues en 2023, placent désormais les pénicillines anti staphylococciques (PAS) et la 

céfazoline en traitement de première intention des endocardites à SAMS (4). Plusieurs 

études ont montré une efficacité comparable entre ces deux molécules (7,8).  

 

Malgré des améliorations dans le diagnostic et la prise en charge, l’incidence et la mortalité 

de l’endocardite infectieuse sont restées inchangées (9). Suite à des échecs de traitement 

rapportés sous céfazoline, des études ont été menées afin de déterminer les raisons de 

ces échecs (10,11). Une des explications avancée est l’existence d’un effet inoculum, en 

présence de souches de SAMS productrices de pénicillinases (12).  

L’effet inoculum se définit comme une augmentation de la CMI d’un facteur ≥ 4 lorsqu’un 

inoculum 100 fois supérieur à l’inoculum standard est utilisé (13). Ce phénomène, observé 

in vitro, peut être à l’origine de l’apparition de souches résistantes à inoculum élevé, ce 

qui peut être cliniquement pertinent dans une pathologie comme l’endocardite où 

l’inoculum bactérien est important, allant de 108 à 1011 UFC/g de végétation (9), rendant 

l’éradication bactérienne difficile.  

 

Les souches de S. aureus possèdent également la faculté de produire du biofilm, qui 

permet de protéger les bactéries du système immunitaire et de diminuer leur interaction 

avec les anti-infectieux, pouvant alors expliquer leur inefficacité.  
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Dans ce contexte, la prévalence de l’effet inoculum pour la céfazoline a été étudiée sur 

des souches de SAMS responsables d’endocardite infectieuse, faisant l’objet d’une thèse 

réalisée par le Dr CROLLE. Les données microbiologiques ont été mises en relation avec 

les données cliniques des patients dans le cadre de la thèse (spécialité maladies 

infectieuses) du Dr JEAN. Les objectifs étaient de comparer l’efficacité de la céfazoline à 

celle des PAS dans le traitement des endocardites à SAMS, notamment lorsque la souche 

était porteuse d’une ß-lactamase et de déterminer l’impact clinique de cet effet inoculum.  

 

De nombreuses études se sont intéressées à l’effet inoculum pour la céfazoline et à son 

impact clinique mais très peu d’études ont évalué la présence et l’impact d’un potentiel 

effet inoculum pour l’oxacilline.  

Ce travail a donc pour objectif d’analyser la prévalence de l’effet inoculum pour l’oxacilline 

des souches de SAMS responsables d’endocardites en France.  

La première partie fera l’objet d’une revue de la littérature sur la place de l’oxacilline dans 

le traitement des endocardites à SAMS et sur l’impact de l’effet inoculum. Une deuxième 

partie sera consacrée à l’étude d’autres mécanismes potentiellement impliqués dans les 

échecs thérapeutiques, tels que la dysfonction du système agr, régulateur de nombreux 

facteurs de virulence du staphylocoque et la formation de biofilm.  

La partie expérimentale, centrée sur la recherche d’un effet inoculum pour l’oxacilline 

parmi une collection de SAMS responsables d’endocardite infectieuse, sera décrite dans 

un second temps. Elle comprend également quelques expérimentations pour tenter 

d’explorer les mécanismes qui sous-tendent cet effet inoculum. Les résultats seront 

ensuite présentés et mis en lien avec les données cliniques puis discutés dans une 

dernière partie.  

 

 

 

 

 

 



 
 

19 

PARTIE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

I. PLACE DE L’OXACILLINE DANS LES ENDOCARDITES 

A SAMS ET EFFET INOCULUM 
 

1. Caractéristiques microbiologiques et habitat de S. aureus 

S. aureus est un cocci à Gram positif qui peut être disposé en paires, en tétrades ou en 

amas. Il s’agit d’une bactérie immobile, non sporulée et aéro-anaérobie facultatif.  

La culture se fait facilement sur gélose au sang Columbia additionnée de 5 % de sang de 

mouton, sur laquelle sont observées des colonies 𝛽-hémolytiques, qui peuvent prendre 

une teinte jaune. S. aureus est une bactérie catalase positive. Presque toutes les souches 

de S. aureus produisent la coagulase, facteur de virulence permettant l’identification 

présomptive de la bactérie. 

S. aureus est une bactérie ubiquitaire de la flore commensale : 20 à 30 % des humains 

sont colonisés en permanence sans qu’aucun symptôme ne soit développé (14).  

En fonction de l’expression des facteurs de virulence et des réactions immunitaires de son 

hôte, S. aureus est capable de s’adapter rapidement et de passer d’un état de colonisation 

à un état pathogène. La porte d’entrée des infections à staphylocoque est le plus souvent 

cutanée (plaie, cathéters).  

Ces infections restent la plupart du temps localisées mais se compliquent parfois par 

extension loco régionale de l’infection ou par diffusion hématogène de la bactérie, alors 

responsables d’infections profondes comme les bactériémies, les endocardites ou les 

ostéomyélites (15).  

 

2. Les endocardites à S. aureus 

L’endocardite infectieuse est une infection de l’endocarde, le plus souvent causée par des 

bactéries, au décours d’une bactériémie. Certains patients sont plus à risque de 

développer une endocardite, notamment en cas de pathologie cardiaque préexistante : 

valve artificielle, cardiopathie cyanogène, malformation cardiaque.  
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Le profil de l’endocardite a largement évolué au cours de ces dernières années, 

notamment en raison du vieillissement de la population et de l’évolution des facteurs de 

risque. L’émergence d’une proportion croissante d’endocardites acquises à l’hôpital (16) 

est associée à l’augmentation du nombre d’endocardites impliquant S. aureus (17). 

L’augmentation du  nombre de valves prothétiques, du nombre d’implantation de matériel 

cardiaque (18), ainsi que la consommation de drogues intraveineuses sont des facteurs 

de risque qui ont contribué au changement de la présentation de l’endocardite (19). Ces 

changements expliquent que S. aureus soit le pathogène le plus fréquent dans les pays 

industrialisés (9).  Les endocardites associées aux soins représentent les formes les plus 

courantes d’endocardites infectieuses à S. aureus (20), tandis que les streptocoques 

étaient plus fréquemment responsables d’endocardites d’origine communautaire (1).  

 

Le tableau n°1 synthétise les données d’une étude observationnelle réalisée en France 

sur 845 patients atteints d’endocardites, qui montre que S. aureus était responsable de 

26,6 % des endocardites (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Distribution des microorganismes chez les patients 
avec une endocardite infectieuse d’après Selton-Suty et al. 
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Une étude prospective de 2781 adultes avec une endocardite infectieuse, provenant de 

25 pays, entre juin 2000 et septembre 2005 montre que S. aureus est le pathogène le plus 

fréquemment impliqué dans les endocardites, dans 3 des 4 régions étudiées, comme le 

montre le tableau ci-dessous  (21).  

Tableau 2 : Étiologies microbiologiques par région chez 2781 patients avec une endocardite 
prouvée 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une méta analyse de 26 études publiées entre 1993 et 2003 a montré que les 

staphylocoques sont désormais les principaux agents pourvoyeurs d’endocardites, devant 

les streptocoques oraux et autres streptocoques et les entérocoques (22).  

Entre 1999 et 2008, Federspiel et al (17) se sont intéressés aux hospitalisations liées aux 

endocardites aux USA et ont montré que la majorité des admissions pour endocardite était 

liée à S. aureus. Les endocardites causées par S. aureus étaient associées à une 

probabilité plus élevée de mortalité à l'hôpital que les endocardites liées à des 

streptocoques ou à des entérocoques (17,5 % contre 8,9 %, p < 0,001). 
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Une étude américaine plus récente, menée entre 2002 et 2017 sur 421 881 données de 

patients hospitalisés pour endocardite infectieuse a confirmé ces observations. Les 

microorganismes impliqués dans les endocardites retrouvaient majoritairement  

Staphylocoque aureus (50,2 %), suivi des streptocoques (25,1 %), des entérocoques (9,7 

%) et des Gram négatifs (6,1 %) (23). 

 

3. Résistance de S. aureus par la production de ß-lactamases 

Selon les études, entre 70 et 90 % des isolats de S. aureus présentent une pénicillinase, 

à l’origine des résistances aux pénicillines A, G, aux carboxypénicillines (ticarcilline) et aux 

uréidopénicillines (pipéracilline) (24,25).  

Les ß-lactamases, codées par le gène blaZ, sont des enzymes responsables de 

l’hydrolyse du cycle β-lactam des pénicillines, ce qui les rend inactives. Les inhibiteurs de 

ß-lactamases tels que l’acide clavulanique ou le tazobactam permettent de restaurer 

l’efficacité des β-lactamines.  

 

Quatre types de ß-lactamases produites par S. aureus ont été identifiés (A, B, C et D), par 

des méthodes immunologiques et cinétiques, par leur taux d’hydrolyse de différents 

substrats et plus récemment par séquençage de l’ADN. Les sous types A, C et D sont 

portés par un plasmide alors que le type B a un support chromosomique par incorporation 

d’un phage de groupe II dans le chromosome bactérien (26,27). 

Chaque classe présente un profil hydrolytique propre, basé sur des caractéristiques 

enzymatiques comme la vitesse maximale d’hydrolyse (Vmax), la constante de Michaelis 

Km, l’inverse de l’affinité du substrat pour l’enzyme et l’efficacité de l’enzyme à détruire la 

pénicilline dans des conditions physiologiques (Km/Kcat).  

Le profil hydrolytique des ß-lactamases de S. aureus a surtout été étudié pour les 

céphalosporines ou pour la pénicilline G puisque les pénicillines M sont supposées stables 

vis à vis des ß-lactamases. Les souches qui produisent une pénicillinase de type A se 

distinguent par une capacité plus élevée à hydrolyser la céfazoline, en particulier à 

inoculum élevé alors que les souches de type C ont montré une hydrolyse de la céfazoline 

4 fois plus faible (28). L’hydrolyse plus rapide de la céfazoline par les souches de type A 

est corrélée à la présence des acides aminés sérine et thréonine aux résidus 216 et 128 

respectivement (27). Les différences de cinétique entre les enzymes sont expliquées par 

des substitutions d’acides aminés qui affectent la structure et la fonction en entravant la 



 
 

23 

liaison du substrat au site actif, en diminuant le kcat, la constante catalytique qui représente 

le nombre de molécules de substrat transformé par seconde et par molécule d’enzymes 

(29). La substitution de la thréonine en alanine en position 128 expliquerait les différentes 

de cinétique entre les enzymes de type A et D (27).  

 

Les différences d’hydrolyse entre les pénicillinases A, B, et C vis à vis des pénicillines M 

ont fait l’objet de peu d’études.   

Richmond et al se sont intéressés à l’hydrolyse de différents substrats dont la cloxacilline 

et l’oxacilline. L’efficacité d’une enzyme dépend à la fois de la vitesse maximale Vmax et de 

la constante de Michaelis et Menten, Km. Cependant, Richmond et son équipe n’ont pas 

réussi à obtenir des valeurs fiables de Km en raison de la grande efficacité de la cloxacilline 

et l’oxacilline vis à vis des pénicillinases à de faibles concentrations. Les résultats 

préliminaires montrent que l’enzyme de type A hydrolyserait plus facilement la cloxacilline 

que l’enzyme de type C. Des valeurs de Km ont pu être obtenues pour la méticilline et 

montrent que ß-lactamases de type A et B hydrolysent la méticilline 2 fois plus rapidement 

que la pénicillinase de type C (30). D’autres études retrouvaient des activités 

enzymatiques similaires entre les ß-lactamases concernant l’hydrolyse de la pénicilline G  

(28,31). 

 

4. Oxacilline et traitement des endocardites à SAMS  

a. Evolution des recommandations de traitement 

Les recommandations de l’European Society of Cardiology (ESC), publiées en 2015, ont 

placé l’oxacilline en traitement de première intention des endocardites à SAMS, à raison 

de 12g par jour en 4 à 6 perfusions, en l’absence d’allergie aux 𝛽-lactamines. La céfazoline 

apparaissait alors comme alternative aux PAS pour les patients atteints d’endocardite 

infectieuse à SAMS, en cas d’allergie à la pénicilline et sans antécédent de choc 

anaphylactique (32).  

Entre 2016 et 2018, une pénurie de pénicilline M a nécessité une modification des 

recommandations de prise en charge des endocardites infectieuses à SAMS, plaçant la 

céfazoline comme la meilleure alternative. 

 



 
 

24 

Plusieurs études ont alors été menées pour comparer l’efficacité des PAS versus 

céfazoline ainsi que le profil de tolérance. Ces dernières suggèrent des résultats similaires 

entre l’oxacilline et la céfazoline dans le traitement des bactériémies à SAMS.  

L’étude de Julius Li et al. montre que la céfazoline et l’oxacilline sont similaires sur les taux 

de guérison à la fin du traitement (95 % contre 88 % ; p = 0,25). Par contre, le taux d'échec 

du traitement à 90 jours était plus élevé chez les patients traités par oxacilline que chez 

les patients traités par céfazoline (47 % vs 24 % ; p = 0,04). Le seul facteur prédictif 

d’échec était la durée plus longue de la bactériémie (7 jours vs 3 jours ; p = 0,0002) Un 

nombre d’effets indésirables supérieur a été retrouvé dans le groupe oxacilline (30 % vs 3 

% ; p = 0,0006), qui était plus fréquemment interrompue en raison d’événements 

indésirables (21 % contre 3 % ; p = 0,01) (33).  

 

Dans une étude de cohorte observationnelle, menée sur 210 patients traités pour une 

endocardite infectieuse, aucune différence de mortalité à 90 jours, ni de taux de rechute 

ou de prolongation de l’hospitalisation n’ont été observés entre un traitement par 

céfazoline et un traitement par oxacilline. Cependant, un arrêt prématuré du traitement 

antibiotique en raison d'effets indésirables a été moins fréquent avec la céfazoline qu'avec 

les PAS (0/53 contre 13/157 patients ; p = 0,042) (34). Ces résultats restent à interpréter 

avec prudence puisque le groupe ayant reçu de la céfazoline était plus petit et que les 

patients ayant reçu à la fois céfazoline et PAS ont été exclus.  

A l’inverse, une étude sur 73 patients atteints d’endocardites (dont 35 traités par 

cloxacilline et 38 traités par céfazoline), n’a pas noté de différence significative entre le 

nombre d’évènements hépatiques et rénaux. Aucune différence statistiquement 

significative n’a été montré concernant la mortalité à 60 dans les deux groupes (20 % dans 

le groupe cloxacilline, 23,7 % dans le groupe céfazoline, p = 0,56) (35).  

 

En terme de tolérance, les pénicillines sont connues pour leurs effets indésirables comme 

des réactions d’hypersensibilité, des lésions rénales aigues ou hépatiques qui 

apparaissent supérieures à la céfazoline (36,37). Certaines données suggèrent que le 

profil de tolérance de la céfazoline serait meilleur que celui des PAS.  Avec une incidence 

moindre d’effets indésirables et donc un arrêt moins prématuré du traitement, l’utilisation 

de la céfazoline semblerait être une alternative intéressante. 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li%20J%5BAuthor%5D
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En 2023, de nouvelles recommandations sur la prise en charge des endocardites ont été 

publiées par la société européenne de cardiologie. En effet, en raison de l’augmentation 

de la population à risque d’endocardite infectieuse, de l’amélioration des techniques 

diagnostiques et de ruptures d’approvisionnement, les stratégies thérapeutiques ont été 

actualisées par rapport aux recommandations de 2015. Suite à la publication de données 

rassurantes sur la mortalité lors de l’utilisation des PAS versus céfazoline, cette dernière 

a été ajoutée à l’arsenal thérapeutique de première intention, à raison de 6g par jour en 3 

doses en IV, au même titre que l’oxacilline dans le traitement des endocardites 

infectieuses à SAMS (4) (figure 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Recommandations de l’ESC 2023 de l’endocardite infectieuse à SAMS. 

 

b. L’oxacilline 

L’oxacilline, commercialisée sous le nom de spécialité BRISTOPEN®, est une pénicilline 

M semi-synthétique, développée dans les années 1960 suite à l’expansion mondiale des 

clones de S. aureus résistants à la pénicilline G.  
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La méticilline, chef de file des pénicillines M, permet de classer les souches de 

staphylocoques selon leur profil de sensibilité : staphylocoque sensible à la méticilline 

(SAMS) ou résistant à la méticilline (SARM), ce qui conditionne le traitement antibiotique. 

La cloxacilline (ORBENINE®) et l’oxacilline sont les deux molécules commercialisées en 

France tandis que la flucloxacilline est plutôt utilisée au Royaume Uni et la nafcilline aux 

Etats-Unis.   

 

Les pénicillines M sont utilisées principalement dans le traitement des infections à SAMS 

dans divers domaines thérapeutiques, par un mécanisme bactéricide temps dépendant. 

Elles agissent par inhibition de la synthèse du peptidoglycane, composant de la paroi 

bactérienne, par analogie structurale avec le substrat des protéines de liaison aux 

pénicillines (PLP). Longtemps utilisées préférentiellement dans la prise en charge des 

infections à SAMS, des ruptures de stock en 2016 ont conduit l’Agence Nationale de 

Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM) à proposer comme alternative 

thérapeutique l'utilisation de la céfazoline.  

 

L’oxacilline se caractérise par l’ajout synthétique d’un noyau isoxazolyl à la structure 6-

amino-pénicilline des pénicillines (figure 2). Leur chaine latérale bloque l’accès des ß-

lactamases au noyau ß-lactam. Elles restent donc actives contre les souches productrices 

de pénicillinases.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Structures moléculaires de la pénicilline G et de l'oxacilline 

 

Structure 6-amino pénicilline 

Noyau isoxazolyl 

Pénicilline G Oxacilline  
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L’oxacilline administrée par voie orale a une faible biodisponibilité (41 %), en raison de la 

bio-transformation hépatique de l’oxacilline. L’administration ne peut donc se faire que par 

voie IV. La liaison aux protéines plasmatiques est de l’ordre de 90 à 95 %, principalement 

à l’albumine.  La diffusion de l’oxacilline est rapide dans la plupart des tissus. 

 

Le paramètre pharmacocinétique/pharmacodynamique prédictif de l’efficacité 

thérapeutique est le temps durant lequel la concentration de la fraction libre du 

médicament est supérieure à la CMI (T > CMI) (38). Cet intervalle correspond au temps 

nécessaire pour initier et maintenir l’acylation du site actif de la sérine des protéines liant 

les pénicillines, permettant l’inhibition de la croissance des bactéries (39).  

Des études in vitro indiquent que les concentrations en ß-lactamines libres doivent être 

supérieures à la CMI du microorganisme pendant 40 à 60 % de l’intervalle posologique 

pour permettre une destruction efficace des staphylocoques (38). Les données 

expérimentales in vitro et sur modèle animal ont suggéré que des concentrations en ß-

lactamines 4 fois supérieures à la CMI 100 % du temps seraient suffisantes pour être 

efficace (40,41). Pour les patients en soins intensifs, des concentrations supérieures, 

comprises  entre 4 et 8 fois la CMI contribuent à minimiser l’émergence de résistances 

mais augmentent aussi le risque de toxicité (41,42).  

La bactéricidie nécessaire pour obtenir des CMI efficaces, associée à une demi vie 

comprise entre 30 et 60 minutes chez le sujet normo rénal justifie une administration 

répétée de l’oxacilline 4 à 6 fois par jour  ou une administration prolongée (43) (44).  

Le temps où la fraction libre en antibiotique est supérieure à la CMI pourrait être augmenté 

par une administration en perfusion continue. Cette voie d’administration est rendue plus 

difficile à cause de la plus stabilité de l’oxacilline, dépendante de plusieurs facteurs, 

notamment le pH, l’osmolarité, le solvant utilisé et de la température (45,46).  

Une étude de cohorte américaine rétrospective entre le 1er janvier 2000 et le 31 décembre 

2007 a comparé l’administration d’oxacilline en perfusion continue ou en perfusion 

intermittente pour des patients atteints d’endocardite infectieuse à SAMS. Le premier 

groupe composé de 28 patients a reçu 2g d’oxacilline pendant 30 minutes toutes les 4h. 

Le deuxième groupe, composé de 78 patients a reçu 12g d’oxacilline pendant 24h une fois 

par jour. La mortalité à 30 jours (10 % versus 8 %, p = 0,7) et la durée d’hospitalisation 

étaient similaires (25 jours versus 20 jours, p = 0,4). L’administration en perfusion continue 

pourrait s’inscrire comme une alternative à la perfusion intermittente (46). 
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Atteindre une CMI efficace dans les végétations revêt d’une difficulté supplémentaire à 

cause du fort inoculum bactérien, de la faible vascularisation de l’endocarde et de la 

présence de biofilm. Les concentrations nécessaires en oxacilline sont plus importantes 

et nécessitent d’être administrées en IV (Intraveineux) d’autant plus que la diffusion dans 

les valves et les végétations est mal connue (45).  

 

Actuellement, il n’existe aucune recommandation sur le suivi des concentrations en 

oxacilline dans le sang (40). Cependant, il est primordial de tenir compte des facteurs liés 

à l’hôte, à l’âge, au sexe et au terrain sous-jacent pour maîtriser au mieux la 

pharmacodynamie des ß-lactamines, et ce d’autant que l’incidence de l’endocardite a 

augmenté chez les personnes de plus de 50 ans avec un pic chez les hommes entre 75 

et 79 ans (47).  

 

Plusieurs études ont également montré que les paramètres pharmacodynamiques et 

pharmacocinétiques présentent une variabilité intra et inter individuelle pour les patients 

d’unités de soins critiques (48,49). En pratique, des dosages sont réalisés pour les patients 

les plus graves, en cas d’inefficacité du traitement ou lors d’une suspicion de surdosage. 

Cependant, l’interprétation des dosages plasmatiques en oxacilline n’est actuellement pas 

standardisée pour les endocardites mais se base sur les recommandations utilisées en 

réanimation (41). 

 

Le principal risque lié à l’oxacilline est la néphrotoxicité puisque l’élimination de l’oxacilline 

est principalement réalisée par voie rénale. Des néphropathies immuno-allergiques ont 

été associées à l’administration d’oxacilline (50). Des adaptations posologiques sont donc 

nécessaires en cas de DFG (Débit de Filtration Glomérulaire) inférieur à 30 ml/min. 

Les autres effets indésirables rencontrés sont des réactions allergiques (rash cutané et 

éruptions maculo-papuleuses), des troubles gastro-intestinaux et des affections hépato 

biliaires (augmentation des transaminases parfois associées à de la fièvre, nausées et 

vomissements). Des réactions de neuro toxicité ont pu être observées, notamment en cas 

de surdosage ou d’insuffisance rénale à l’origine d’une accumulation rapide et importante 

de ß-lactamines.  
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5. L’effet inoculum  
 

a. Bref historique de l’effet inoculum  

Dans les années 1940, il a été observé pour la 1ère fois que la taille de l’inoculum pourrait 

affecter l’activité des antimicrobiens. Eagles et al ont par exemple montré que des doses 

plus importantes de pénicilline étaient nécessaires pour traiter des infections à 

streptocoque et à pneumocoque (51). Un inoculum élevé pourrait avoir une production de  

ß-lactamase 100 fois supérieure, entraînant une hydrolyse de l’antibiotique et donc son 

inactivation (52). L’influence de la taille de l’inoculum est un phénomène in vitro décrit 

également pour d’autres couples bactéries/antibiotiques comme Klebsiella pneumoniae et 

la streptomycine (53).  

Quelques études animales ont montré que l’effet inoculum décrit in vitro se traduit par une 

pharmacodynamie atténuée in vivo (54). L’étude de Soriano et al. (55) a décrit cet effet in 

vivo chez le rat avec des isolats d’Escherichia coli. Des taux de mortalité faibles (0-10 %) 

ont été obtenus lorsque des antibiotiques avec un effet inoculum minimal (céfoxitine, 

cefmétazole et gentamicine) ont été administrés à une dose permettant d’obtenir des taux 

sériques 3 à 20 fois supérieurs à la CMI avec des inocula faibles ou élevés. Pour les 

antibiotiques à fort effet inoculum (céfotaxime et aztréonam), la mortalité des animaux était 

faible uniquement lorsque ces antibiotiques étaient administrés à des doses permettant 

d'obtenir des concentrations sériques 200 à 1 000 fois supérieures à la CMI (déterminée 

à inoculum standard). Il est donc nécessaire que les concentrations pour les antibiotiques 

avec effet inoculum soient supérieures pour atteindre les mêmes taux de mortalité.  

 

b. Effet inoculum et céfazoline   

Dans les premières années d’utilisation des céphalosporines dans les bactériémies et 

endocardites à SAMS, des échecs de traitement (10) ont été constatés et potentiellement 

incriminés à un effet inoculum observé in vitro. La prévalence de l’effet inoculum pour la 

céfazoline est variable selon les études, allant de 13 à 58 % (56,57). Il faut toutefois noter 

que la prévalence est variable selon la localisation géographique.  

Par exemple, une récente étude de 2024 a étudié la prévalence de l’EI pour la céfazoline 

sur 110 isolats de SAMS issus d’infections actives et de cas de colonisation. Aucune 

souche avec un EI pour la céfazoline n’a été mise en évidence (58).   
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Les souches de SAMS associées à un effet inoculum pour la céfazoline ont été retrouvées 

le plus souvent pour des souches BlaZ de type A, qui sont associées à une hydrolyse plus 

rapide de la céfazoline (13,57).   

Suite à ce constat, plusieurs études ont été réalisées sur modèle animal et confirment 

l’hypothèse émise précédemment in vitro. La céfazoline est majoritairement hydrolysée 

par les ß-lactamases de type A, lorsqu’elles sont en concentration importante au sein d’un 

inoculum élevé (59,60).  

 

Certaines études ensuite menées sur des souches de SAMS issues de patients 

bactériémiques n’ont pas conclu à une différence statistiquement significative en termes 

de rechute de l’infection ou de mortalité à 30 jours selon la présence ou non d’un effet 

inoculum pour la céfazoline (56). Dans une autre étude, également réalisée sur des 

souches issues de bactériémies, l’effet inoculum pour la céfazoline n’a pas influencé de 

manière significative la probabilité d’échec du traitement (61).  

Seules deux études prospectives ont montré que la mortalité dans les bactériémies à 

SAMS était statistiquement plus élevée lorsque les patients recevaient de la céfazoline et 

que la souche en question présentait un EI pour la céfazoline.  

 

L’utilisation de la céfazoline et de la nafcilline dans le traitement des bactériémies à SAMS 

ont été comparées dans une étude de cohorte de l’équipe de Lee et al. 

L’analyse stratifiée a révélé que les patients infectés par des souches de SAMS pour 

lesquelles un EI pour la céfazoline était retrouvé, présentaient plus de risques d’échec du 

traitement (61,5 %) comparativement aux patients infectés par des souches sans effet 

inoculum (28,9 %, p = 0,049). Le même constat a été fait pour la mortalité à un mois, 

significativement plus élevée pour les patients infectés par une souche avec EI pour la 

céfazoline (15, 4 % vs 0 %, p = 0,047) (62).  

Une autre étude a été réalisée sur 77 patients présentant une bactériémie à SAMS dont 

42 présentaient un effet inoculum pour la céfazoline. L’analyse univariée a démontré que 

les patients infectés par une souche avec EI pour la céfazoline présentaient une mortalité 

à 30 jours significativement plus élevée que les patients infectés par un SAMS sans EI 

pour la céfazoline (39,5 % vs 15,2 %, p = 0,034) (63).  
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Quelques études cliniques sont disponibles concernant l’impact clinique d’un EI pour la 

céfazoline sur la mortalité. Cependant, l’EI pour l’oxacilline a beaucoup moins été 

documenté puisque des études réalisées in vitro ont conforté le fait que les pénicillines M 

restaient stables face à l’inactivation par des souches productrices de ß-lactamases, 

contrairement à la céfazoline (59,64).  

 

c. Effet inoculum pour les pénicillines M anti-staphylococciques  

Etudes in vitro 

Plusieurs études menées in vitro révèlent une augmentation des CMI entre l’inoculum 

standard et inoculum élevé pour l’oxacilline ou la nafcilline.  

 

Udekwu et al ont étudié la relation entre l’inoculum et l’efficacité de certains antibiotiques 

(ciprofloxacine, daptomycine, gentamicine, linézolide, oxacilline et vancomycine).  Leur 

étude révèle que plus la quantité de bactéries dans un site est importante, plus la 

concentration en antimicrobiens qui interagit avec les bactéries diminue. Les CMI 

augmentent avec la taille de l’inoculum pour les 6 antibiotiques testés puis se stabilisent 

au-dessus d’un seuil de densité bactérienne (1 x 107 UFC/mL). Pour l’oxacilline, la CMI 

augmente d’un facteur 32 entre l’inoculum le plus faible (2 x 104 UFC/mL) et l’inoculum le 

plus élevé (9 x 107 UFC/mL), alors qu’elle n’est augmentée que d’un facteur 4 pour la 

vancomycine et le linézolide. Le modèle mathématique testé montre que les traitements 

basés sur les CMI conventionnelles, c’est à dire indépendantes de la taille de l’inoculum, 

ne permet pas toujours d’éliminer les infections de forte densité bactérienne (65).  

 

Sabath et al ont déterminé l’efficacité de l’activité anti-staphylococcique de six pénicillines 

et sept céphalosporines dans le traitement des infections staphylococciques graves. Les 

4 méthodes utilisées pour tester l’effet de la ß-lactamase sur l’activité des antibiotiques ont 

montré des résultats similaires : la méticilline et la nafcilline sont les antibiotiques les plus 

stables vis à vis des ß-lactamases staphylococciques. Les autres pénicillines M comme 

l’oxacilline ne sont pas aussi stables que la nafcilline, mais restent moins susceptibles à 

l’inactivation par les ß-lactamases que les céphalosporines. Pour 52 % des 118 souches, 

les CMI de l’oxacilline ont été multipliées d’au moins un facteur 4 au contact d’un inoculum 

bactérien élevé (64).  
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L’étude de LaPlante et al a évalué l’impact d’inoculum élevé (9,5 x log UFC/g) et 

d’inoculum modéré (5,5 log UFC/g) sur des souches de SAMS et de SARM. Les activités 

de la nafcilline, du linézolide, de la vancomycine et daptomycine, seuls ou en association 

avec de la gentamicine ont été étudiées dans un modèle pharmacodynamique in vitro avec 

stimulation des végétations endocardiques pendant 72h. 

A inoculum modéré, la nafcilline, la vancomycine et la daptomycine ont démontré une 

activité bactéricide équivalente (p < 0,01), permettant l’élimination de 99,9 % des 

bactéries. A inoculum élevé, la nafcilline (pour les SAMS uniquement), la vancomycine et 

le linézolide n’ont pas exercé d’activité bactéricide pendant les 72h de l’expérience, 

contrairement à la daptomycine qui a démontré une activité bactéricide à 24h. Pour les 

SAMS, la CMI de la nafcilline était de 0,5 mg/L à inoculum standard et de 2 mg/L à 

inoculum élevé, soit une augmentation d’un facteur 4.  Le temps où la concentration en 

nafcilline était supérieure à la CMI était de 100 % à inoculum modéré alors qu’il 

représentait moins de 38 % de l’intervalle thérapeutique à inoculum élevé. Au final, 

l’inoculum a eu un impact significatif sur les activités de la nafcilline et de la vancomycine.  

Bien qu’une augmentation de 16 fois la CMI à inoculum élevé ait été observée pour la 

daptomycine, son activité bactéricide a été retardée en présence d’un fort inoculum mais 

sans impact significatif sur la bactéricidie. Le linézolide n’a pas été impacté par l’effet 

inoculum, ce que les auteurs expliquent par un mécanisme d’action différent. Le linézolide 

a une activité bactériostatique centrée sur le ribosome et l’inhibition de la synthèse 

protéique alors que la daptomycine, la nafcilline et la vancomycine ciblent la paroi cellulaire 

(66). 

 

Une analyse a été menée sur 99 souches de SAMS issues de tous types de prélèvements. 

Un effet inoculum a été recherché pour la céfazoline, la céphalothine, la céphalexine et la 

flucloxacilline. Les 4 types de ß-lactamases décrites ont été retrouvées : 45 % de ß-

lactamases de type A, 27 % de type B, 26 % de type C et 1 % de ß-lactamases de type 

D. Un effet inoculum a été retrouvé pour la flucloxacilline pour 38 souches (soit environ 38 

%). Sur ces 38 souches, 36 avaient une CMI 4 fois plus élevée à inoculum fort qu’à 

inoculum standard et 2 souches avaient une CMI 8 fois plus élevée (67). 

 

Néanmoins, une étude menée par Nannini et al n’a pas montré d’EI pour la nafcilline. 

L’activité de 6 céphalosporines et de la nafcilline a été analysée sur 98 souches de SAMS 

pour des souches blaZ positives et blaZ négatives. Ils n’ont pas mis en évidence de 

différences entre les CMI à inoculum standard (moyenne des CMI 0,4 mg/L) et à inoculum 
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élevé de la nafcilline (moyenne des CMI de 0,7 mg/L), que ce soit pour des souches 

productrices de ß-lactamases ou non. Par contre, un effet inoculum a été retrouvé pour la 

cephalexine (particulièrement pour des souches de type A et C) mais aussi pour la 

céphalothine (plutôt des souches B et C) (68).  

Une autre étude, basée un faible échantillon (5 cases reports), n’a pas montré de 

différences entre les CMI à inoculum standard et à inoculum élevé pour la nafcilline. Deux 

des 5 souches testées ont montré un effet inoculum pour la céfazoline (69).  

 

Etudes animales 

Suite aux observations in vitro, quelques études ont été conduites sur des modèles 

animaux afin de déterminer si l’effet inoculum était également retrouvé. 

 

Dans l’étude de Singh et al, un modèle d’endocardite chez le rat a été utilisé pour comparer 

l’effet in vivo de la nafcilline, de la ceftaroline et de la céfazoline. L’effet inoculum a été 

comparé sur 17 souches de SAMS exprimant une ß-lactamase de type A, dont une souche 

TX0117 qui présente un effet inoculum pour la céfazoline et une souche TX0117c qui ne 

présente pas de ß-lactamase. L’activité des 3 antibiotiques a été testée à inoculum 

standard (105 UFC/mL) et à inoculum élevé (107 UFC/mL).  Aucun EI n’a été observé pour 

la nafcilline parmi les 15 souches avec une ß-lactamase de type A (CMI de 0,5 mg/L à 

inoculum standard et CMI de 1 mg/L à inoculum élevé). Par contre, une augmentation de 

CMI d’un facteur 4 (CMI à 0,5 mg/L à inoculum standard et 2 mg/L à inoculum élevé) a été 

notée pour les souches TX0117 et TX0117c. Pour la céfazoline, toutes les souches ont 

présenté un EI sauf la souche TX0117c dépourvue de ß-lactamase. Aucune des souches 

n’a présenté d’EI pour la ceftaroline.  

Les résultats de l’étude ont donc montré que la ceftaroline et la nafcilline ne sont pas 

affectées par l’EI, que ce soit in vivo ou in vitro contrairement à la céfazoline.  

La densité bactérienne dans les végétations 24h après la dernière dose était plus faible 

pour les rats traités par nafcilline (2,1 log10 UFC/g) ou par ceftaroline (2,3 log10 UFC/g), 

par rapport à ceux traités par céfazoline (5,9 log10 UFC/g) lorsqu’ils étaient infectés par 

une souche productrice de ß-lactamase de type A. L’activité de la céfazoline a été 

restaurée lorsque la souche ne présentait pas de ß-lactamase (TX0117c) et était alors 

aussi efficace que la ceftaroline (59).  
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Dans un autre modèle d’endocardite infectieuse chez le rat, Nannini et al, ont analysé 

l’activité de la céfazoline, de la daptomycine et de la nafcilline. Les rats ont été infectés 

par une souche de SAMS productrice de 𝛽-lactamase de type A et connue pour présenter 

un EI pour la céfazoline  (CMI de 1 𝜇g/ml à inoculum standard et de 64 𝜇g/ml à inoculum 

élevé) et par une souche de SAMS sans ß-lactamase. La souche productrice de ß-

lactamase de type A a présenté un EI pour la daptomycine (CMI de 0,125 mg/L à 4 mg/L) 

mais aucun EI n’a été retrouvé pour la nafcilline (CMI de 0,25 mg/L à inoculum standard 

à 0,5 mg/L à inoculum élevé).  

Pour les rats infectés avec une souche productrice d’une ß-lactamase de type A, la 

nafcilline et la daptomycine ont permis une réduction plus importante de l’inoculum 

bactérien dans les végétations (respectivement 1,3 log10 UFC/g, p = 0,009 et 1,6 log10 

UFC/g, p = 0, 024) par rapport à la céfazoline (4 log10 UFC/g). L’efficacité de la céfazoline 

toutefois été restaurée lorsque les rats étaient infectés par une souche sans ß-lactamase 

(70).  

 

Chapman et son équipe ont étudié les CMI de 5 céphalosporines (céfamandole, 

céfazoline, céfoxitine, céphaloridine et céphalothine) et la nafcilline de 26 souches de S. 

aureus, issus de plaies, d’échantillons sanguins et de prélèvements respiratoires. Aucune 

différence significative entre les CMI à inoculum standard et à inoculum élevé n’a été 

montrée pour la nafcilline ou la cefoxitine, peu affectées par l’EI. La céfazoline ou la 

céphaloridine sont les molécules qui ont été le plus touchées par la variation de la taille de 

l’inoculum.  

 

La pertinence de ces observations in vitro a été étudiée dans un modèle d’infection 

intrapéritonéale de souris. Les souches ont été séparées en deux groupes en fonction de 

la présence d’un EI ou non. Le groupe I était composé de souches présentant un EI in 

vitro et les souches du groupe II ne présentaient pas ou peu de variations de CMI en 

fonction de l’inoculum. La production de ß-lactamase a ensuite été quantifiée avec et sans 

induction par la céfazoline. Une production élevée de ß-lactamase sans induction a été 

retrouvée pour les souches du groupe I et la quantité de ß-lactamases produite par les 

souches du groupe II était inférieure à celles du groupe I (p < 0, 025).  

Selon les auteurs, la survie des animaux après avoir été traité par les antibiotiques était 

influencée par des différences qualitatives et quantitatives dans la production de ß-

lactamase, par la faculté de l’antibiotique à être affecté par la taille de l’inoculum et par la 

concentration d’antibiotiques dans le sang. La mortalité des animaux infectés par des 
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souches du groupe I, productrices de ß-lactamases, était significativement supérieure 

après un traitement par céfazoline ou céphaloridine (p < 0,01). Des doses plus élevées de 

céfazoline ont été associées à des taux de survie améliorés. La nafcilline a entrainé une 

mortalité significativement inférieure par rapport à tous les autres antibiotiques (p < 0,01), 

en partie expliqué par sa demi-vie plus longue et par sa résistance supérieure aux ß-

lactamases. Pour les animaux infectés par des souches du groupe II, le taux de survie 

était similaire entre la céfazoline, la céphaloridine, la céfalotine ou le céfamandole (71). 

 

Etudes sur l’homme  

Une étude a analysé la fréquence de l’effet inoculum pour différents antibiotiques, et le 

lien avec le type de BlaZ sur 302 souches de SAMS isolées de patients bactériémiques. 

Un effet inoculum pour l’oxacilline a été retrouvé pour 20,5 % des souches. Les médianes 

des CMI pour l’oxacilline étaient de 0,58 mg/L à inoculum standard et de 2,28 mg/L à 

inoculum élevé (p < 0,001). Aucune prépondérance d’un sous-type de ß-lactamase n’a été 

montré. Un effet inoculum était également retrouvé pour les associations avec inhibiteurs 

de ß-lactamases : 43 % d’EI pour pipéracilline/tazobactam et 65,9 % de souches avec EI 

pour l’ampicilline/sulbactam. L’EI pour les ß-lactamases/inhibiteurs de ß-lactamase était 

associé aux ß-lactamases de type C : 93,1 % des souches BlaZ de type C présentaient 

un EI pour ampicilline/sulbactam, 87,8 % pour pipéracilline/tazobactam. De très rares 

souches ont présenté un EI pour la ceftriaxone (2,3 %) ou pour le céfépime (0,3 %). Aucun 

effet inoculum n’a été retrouvé pour le méropénème (0 %).  

La mortalité à 3 mois des patients ayant reçu des associations avec inhibiteurs de ß-

lactamases a été étudiée. Les patients traités par ampicilline/sulbactam en traitement 

empirique et dont la souche présentait un effet inoculum pour cet antibiotique présentaient 

une mortalité à 3 mois supérieure par rapport à celle des patients dont la souche ne 

présentait pas d’EI (50.0% vs 7.7%, p = 0.01). Aucune différence de mortalité à 3 mois n’a 

été montré pour la pipéracilline/tazobactam en cas de traitement empirique selon la 

présence ou non d’un EI (38,9 % vs 34,8 %, p = 0,79).  

Les traitements par ß-lactamases/inhibiteurs de ß-lactamases sont également sujets à l’EI 

et pourraient être responsables d’échecs cliniques, en particulier lorsque les souches sont 

de type BlaZ C (72).  
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Un cas d’endocardite à SAMS sur valve native en échec de traitement par la céfazoline, 

ensuite relayé par de la nafcilline a conduit à des explorations microbiologiques 

complémentaires. Les CMI pour la céfazoline, le céfamandole et la céfalotine étaient 

supérieures à inoculum fort par rapport à l’inoculum standard. L’EI retrouvé pour la 

céfazoline peut s’expliquer par le fait que la souche était productrice d’une ß-lactamase 

de type A, associée à une destruction plus rapide de la céfazoline. Cependant, la nafcilline 

ne semble pas être affectée par l’EI, aucune différence de CMI n’a été mise en évidence 

entre l’inoculum standard et l’inoculum élevé (0,5 mg/L pour les 3 inocula testés) (73). 

 

Une autre étude a évalué l’impact de l’effet inoculum pour la céfazoline sur 220 souches 

de SAMS issues de patients atteints de bactériémies. Aucune différence statistiquement 

significative n’a été observée entre les CMI pour la nafcilline et pour le cefuroxime entre 

l’inoculum standard et l’inoculum élevé. Par contre, un effet inoculum pour la céfazoline a 

été retrouvé pour 13 % des souches testées, dont la majorité était des ß-lactamases de 

type A (79 % des souches). Aucune différence n’a été constatée entre la mortalité des 

patients traités par céfazoline et dont la souche présentait un effet inoculum, par rapport 

aux souches sans EI pour la céfazoline. Ce résultat est à interpréter avec précaution 

puisqu’un faible nombre de patients (n = 77, soit 35 %) avait été traité par céfazoline (56). 

 

La prévalence de l’EI des souches de SAMS ainsi que l’impact clinique ont également été 

étudiés dans d’autres pathologies à fort inoculum bactérien, notamment dans la 

mucoviscidose. La céfazoline, la céfépime, le méropénème, le ceftazidime, la 

pipéracilline/tazobactam et la cloxacilline ont été testés sur 96 souches de SAMS issues 

d’expectorations. Un effet inoculum pour la cloxacilline a été retrouvé pour 13,5 % des 

souches. D’autres molécules ont présenté un EI comme la pipéracilline tazobactam (34,4 

% des souches) ou la céfazoline (25 % des souches). L’EI pour la pipéracilline-tazobactam 

était associé à BlaZ de type C alors que l’EI pour la céfazoline était associé à BlaZ de type 

A. Le critère de jugement principal de l’étude était le déclin de la fonction pulmonaire sur 

4 ans, qui ne différait pas en fonction de la présence d’un EI pour la céfazoline ou pour la 

pipéracilline/tazobactam (74).  

 

Une autre étude, sur les bronchectasies non mucoviscidosiques, a étudié le type de ß-

lactamase par le séquençage du gène blaZ et la prévalence de l’effet inoculum sur 60 

souches de SAMS provenant d’expectorations. La prévalence de « l’effet inoculum 

prononcé », défini par une souche sensible à inoculum standard mais résistante à 
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inoculum élevé a également été étudiée. L’antibiotique qui présentait le plus de souches 

avec un EI était la pipéracilline-tazobactam, pour 36,7 % des souches et 17 % des souches 

avaient un EI prononcé. L’EI pour la céfazoline a été retrouvé dans 23 % des souches, et 

aucune souche n’avait un EI prononcé. Une association entre l’EI pour la céfazoline et 

blaZ de type A (p < 0,001) a été retrouvée, ainsi qu’entre l’EI pour la 

pipéracilline/tazobactam et les souches blaZ de type C (p < 0,001). Un effet inoculum pour 

l’oxacilline était présent pour 12 % des souches, et aucune n’avait d’EI prononcé (75).  

 

L’ensemble de ces données montre que l’effet inoculum pour l’oxacilline pourrait, à l’instar 

de la céfazoline, expliquer les échecs de traitement dans les endocardites à SAMS. 

D’autres phénomènes doivent également être explorés en parallèle, comme le système 

agr (Accessory Gene Regulator), impliqué dans la régulation de la virulence de S. aureus 

(76).  
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II. SYSTEME AGR ET ENCOCARDITES A 

STAPHYLOCOQUE DORE  

 

1. Rôles du système agr  

De nombreux facteurs de virulence produits par le staphylocoque doré, y compris les 

toxines aussi appelées hémolysines (𝛼, 𝛽 et 𝛿 hémolysines) sont régulés par un système 

à deux composantes : un système régulateur transcriptionnel et un système de détection 

de quorum sensing, avec agr comme régulateur de gène accessoire. Le quorum sensing 

est un processus de communication, laissant la possibilité aux bactéries de partager des 

informations sur la densité cellulaire et d'ajuster l'expression des gènes en conséquence. 

Le locus du régulateur du gène accessoire agr et est composé de deux transcrits : l’ARN 

II active la transcription d’agrA, agrC, agrD, agrB et ARN III, l’effecteur de la régulation du 

gène cible. Ces deux transcrits sont pilotés respectivement par les promoteurs P2, 

responsable du circuit d’autorégulation des AIP (peptides auto inducteurs) et P3. AgrD est 

le précurseur pro peptide du peptide auto inducteur (AIP). AgrD est clivé par agrB, une 

peptidase transmembranaire pour former et libérer les AIP au niveau extracellulaire. Les 

AIP se lient ensuite au récepteur agrC et est activé par autophosphorylation d’une histidine 

kinase. Le phosphate est transféré au régulateur de réponse agrA qui entretient le circuit 

d’auto activation des molécules de signal AIP et active les deux promoteurs P2 et P3. 

Cette activation dépend de la concentration extracellulaire d’AIP qui signale la densité 

cellulaire (figure 3) (77).  

L’ARN III active aussi la transcription de hld, un gène responsable de la δ-toxine, dont 

l’expression permet de renseigner la fonctionnalité du système agr (78,79).  

 

Le système agr module l’expression de facteurs de virulence en réponse aux peptides 

auto inducteurs. Ce système est aussi impliqué dans la colonisation, la formation de biofilm 

et la virulence de S. aureus (80).  
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Figure 3 : Représentation schématique du locus agr (77) 

 

Le quorum sensing est activé pendant la transition de la phase de croissance 

exponentielle à la phase de croissance stationnaire par un mécanisme d'autorégulation 

qui signale l'état de la densité cellulaire (81).  Lorsque la densité cellulaire est élevée, agr 

entraîne une diminution de la production de facteurs associés à la paroi cellulaire, ce qui 

provoque la dispersion du biofilm, la propagation de l'infection et une augmentation 

simultanée des exoprotéines, y compris la production de protéases, d'hémolysines et de 

super-antigènes (82). Des mutations du système agr peuvent changer l’expression des 

hémolysines et avoir un impact sur les phénotypes bactériens, ce qui contribue à la 

pathogénicité et à sa capacité de coloniser l’hôte (79,83).  

Le locus agr est conservé chez tous les staphylocoques. La découverte de régions 

hypervariables dans certaines séquences d’acides aminés de peptides activés par agr a 

conduit à la division des isolats de S. aureus en 4 groupes agr de spécificité différente 

(77,84).  

 



 
 

40 

Une étude a évalué la relation entre le groupe agr et son implication en pathologie 

humaine, en étudiant 198 souches de S. aureus. Les maladies médiées par des 

exfoliatines seraient liées au groupe agr IV tandis que l’endocardite infectieuse a été 

associée à agr I et agr II. Les auteurs expliquent ce résultat par le fait que les allèles agr 

et les gènes des toxines ont évolué en parallèle des souches parentales et que le transfert 

horizontal n’aurait eu qu’un rôle limité. Ces résultats montrent que la pathogénicité 

bactérienne spécifique est associé à un clone ou à un groupe de clones (85).  

 

L’isolement de souches de S. aureus n’exprimant pas ou peu agr soulève la question de 

son rôle précis dans les infections invasives à S. aureus (86). Certaines études ont 

notamment mis en évidence une diminution de l’activité bactéricide de la vancomycine et 

une dysfonction du système agr (80,87,88). Le mécanisme n’est pas élucidé mais la perte 

de la fonction agr entrainerait une moins bonne activité bactéricide de la vancomycine par 

différents mécanismes : l’acquisition de mutations dans les locus d’agr, altération de la 

voie d’autolyse suite à la diminution de la production d’hydrolase ou encore par 

l’augmentation de la quantité de biofilm produite (89).  

 

2. Système agr et biofilm de staphylocoque doré  

La formation de biofilm joue un rôle majeur au cours du processus d’infection. Les micro-

organismes associés à la formation d’un biofilm seraient impliqués dans 80 % des 

infections bactériennes, selon l’Institut national de la santé (90). La formation de biofilm a 

été décrite dans plusieurs infections telles que les infections chroniques des plaies, les 

infections récurrentes des voies urinaires ou les infections ostéo articulaires. S. aureus fait 

partie des bactéries fréquemment isolées dans les biofilms, tout comme Staphylococcus 

epidermidis ou Pseudomonas aeruginosa (91). 

 

a. Biofilm de staphylocoque doré et endocardite infectieuse 

Lors d’une bactériémie, la valve cardiaque est susceptible d’être colonisée par des 

bactéries, qui se fixent et forment une végétation composée de bactéries, de fibrine et de 

cellules immunitaires, à l’origine de la formation d’un biofilm.   
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La figure 4 illustre les 3 phases de la formation du biofilm comme décrit majoritairement 

dans la littérature. La formation du biofilm débute par l’adhésion réversible des bactéries 

à une surface solide, à l’aide de cellules planctoniques. Puis, les bactéries, qui 

représentent 5 à 35 % du volume du biofilm (92), prolifèrent et forment des micro-colonies 

à la surface capables de produire des substances polymériques extracellulaires, de l’ADN 

environnemental, des acides téichoïques et diverses protéines, permettant la fixation 

définitive (91). Le biofilm est ensuite dispersé grâce à l’action de diverses enzymes 

(nucléases et protéases), et stimulé par des forces mécaniques. Les bactéries se 

détachent alors du biofilm pour aller coloniser de nouvelles niches et disséminer l’infection. 

Récemment, un modèle de biofilm en 5 phases a été décrit, et comprend une étape de 

synthèse de substances polymériques extracellulaires et une étape de maturation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Étapes de formation du biofilm (93) 

 

Les biofilms dotés de fortes propriétés adhérentes offrent un avantage de survie aux 

bactéries qui le composent. En effet, même si la dose utilisée est à priori efficace sur des 

bactéries planctoniques, la diffusion de l’antibiotique au sein du biofilm est plus difficile et 

une partie de la dose, séquestrée dans le biofilm n’atteint pas sa cible.  Les infections liées 

au biofilm sont 10 à 1000 fois plus résistantes aux effets des anti infectieux, réduisant ainsi 

l’arsenal thérapeutique à disposition (93,94). L’éradication bactérienne est difficile en 

raison d’une élimination réduite par le système immunitaire. La présence de bactéries 
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dormantes au sein du biofilm, dont l’activité métabolique est réduite et la multiplication 

ralentie ne sont pas ciblées par les antibiotiques qui agissent principalement sur des 

bactéries en cours de multiplication. Ces dernières sont donc capables de s’adapter et de 

survivre dans un environnement hostile malgré le traitement antibiotique.  

La combinaison de ces facteurs augmente la capacité de résistance aux antibiotiques.  

Le traitement des infections liées au biofilm est donc plus complexe et nécessite par 

exemple des doses d’antibiotiques plus élevées et/ou l’association de plusieurs 

antibiotiques pour cibler les bactéries au cœur du biofilm.  

 

b. Rôle du système agr dans la régulation de la formation du biofilm  

Chaque étape de la formation du biofilm est finement régulée, avec l’intervention de 

nombreux effecteurs. Certains de ces systèmes sont interconnectés avec le système 

quorum sensing, principalement agr. Ce dernier joue un rôle clé et est associé à la 

pathogénèse de S. aureus par la formation de biofilms. Le système agr est responsable 

du désassemblage du biofilm et contrôle donc négativement sa production (95,96).  

 

L’étude de Boles et al, indique que l’induction d’agr dans les biofilms établis de S. aureus 

permet le détachement des cellules. Dans le modèle de biofilm créé, la dispersion du 

biofilm est entrainée par la réactivation du système agr. Les résultats de l’étude révèlent 

qu’agr est un régulateur important entre les modes de vie planctoniques et biofilms en 

contribuant à la dispersion du biofilm et à la colonisation de nouveaux sites d’infection (97). 

Une augmentation du taux d’AIP peut entraîner la dispersion du biofilm par l’augmentation 

des protéases extracellulaires (98).  

 

L’étude de Yarwoord et al a montré que les bactéries se dispersant du biofilm présentaient 

des niveaux élevés d’agr tandis que les bactéries présentes dans le biofilm présentaient 

des niveaux d’agr moindres (99), en accord avec l’étude de Vuong et al (100). Ces 

données sont confirmées par une autre étude qui montre que l’épaisseur du biofilm est 

plus importante pour les mutants agr. Ce résultat, provoqué par un développement 

anormal du biofilm, est lié à une absence de structuration, dépendante de peptides 

tensioactifs appelés modulines solubles dans le phénol, dont fait partie la 𝛿 toxine, elles-

mêmes régulées par le quorum sensing (101).  

Les mutations dans le quorum sensing d’agr sont maintenant connues pour être associées 

à la formation de biofilms plus compacts, à cause de la perte de leur capacité de 

dissémination. 
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D’autres systèmes de quorum sensing ont également été décrits, comme luxS, qui 

régulerait l’adhésion cellulaire (96). La formation du biofilm serait également régulée par 

l’expression de PIA (polysaccharide intracellular adhesin), issu du gène icaADBC, 

responsable de l’adhésion entre les cellules (102). Des facteurs environnementaux tels 

que le pH ou la disponibilité en nutriments ou d’autres systèmes régulateurs (Fur, Sae et 

Rot) sont aussi impliqués dans la régulation du biofilm (103).  

 

3. Impact en clinique du biofilm et du système agr 

a. Impact de la formation de biofilm  

Il est maintenant établi que la capacité de formation de biofilm de S. aureus contribue à la 

résistance aux antibiotiques. Un certain nombre d’études se sont intéressées au lien entre 

la résistance à la méticilline et la formation accrue de biofilm (104,105). Le nombre 

d’études en lien entre la formation de biofilm et souches sensibles à la méticilline est plus 

limité.  

 

Une étude écossaise a comparé la capacité de formation du biofilm de 972 souches de S. 

aureus, provenant de diverses matrices biologiques. Sur les 209 isolats de SAMS, 43,5 % 

étaient modérément producteurs de biofilm et 28,5 % ont produit des biofilms non 

quantifiables. Aucune corrélation significative n’a été mise en évidence entre la résistance 

à la méticilline et la formation de biofilm (p = 0,77) (106).  

 

Une autre étude a démontré la relation entre la capacité de formation du biofilm et d’autres 

caractéristiques bactériennes (type clonal, lieu de collecte de l’isolat). Sur les 8 souches 

de SAMS testées, toutes produisaient du biofilm. Aucune différence significative dans la 

formation de biofilm n’a été observée entre les SARM et les SAMS (p = 0,40), ce qui 

confirme le résultat de l’étude présentée précédemment, malgré la faible taille de la 

cohorte (107).  

Les difficultés de traitement entrainées par la synthèse de biofilm pourraient expliquer 

certains échecs de traitement et par conséquence l’augmentation de mortalité.  

 

L’étude de Gembe et al a étudié l’association entre la production de biofilm et un pronostic 

défavorable chez des 485 patients avec bactériémie. Un pronostic défavorable a été défini 

par une mortalité à 30 jours, ou par la présence d’une endocardite infectieuse ou d’une 

bactériémie persistante ou récurrente. La production de biofilm a été quantifiée avec du 
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cristal violet et l’activité métabolique des bactéries a été mesurée par le test aux sels de 

tétrazolium. Dans 41 % des cas, le pronostic était défavorable mais n’était pas 

significativement associé à la production de biofilm pour les patients avec une bactériémie 

à S. aureus (108).  

 

Une autre étude a analysé la capacité de production de biofilm 6 SAMS dont 5 étaient 

productrices de biofilm. En analyse univariée, les souches de SAMS productrices de 

biofilm étaient plus susceptibles d’être associées à une rechute ou réinfection et à une 

infection chronique (17 % vs 1 %, p < 0,01) que les souches non productrices de biofilm. 

Ce lien n’a pas été retrouvé lors de l’analyse multivariée, aucun facteur n’était associé à 

une rechute/réinfection ou à une infection chronique. La petite taille de l’échantillon, (6 

isolats de SAMS dont 5 souches productrices de biofilm) est un facteur limitant à prendre 

en compte dans l’interprétation de ces données (109).  

 

b. Impact d’une dysfonction du système agr 

Un système agr dysfonctionnel a été associé à la persistance de la bactériémie et à une 

mortalité plus importante (110), déjà décrit dans les infections invasives à SARM (111). 

 

Lee et son équipe se sont intéressés au lien entre la dysfonction du système agr et la 

mortalité dans le cas de patients atteints de bactériémies à SAMS. Sur les 244 souches 

de SAMS testées, 91 avaient un système agr dysfonctionnel. La mortalité à 90 jours n’était 

pas supérieure pour les souches présentant un système agr dysfonctionnel (p = 0,82) 

(112).   

 

L’étude de Schweizer et al a également étudié la relation entre la dysfonction d’agr et la 

mortalité à 30 jours chez 756 patients bactériémiques à S. aureus, dont 40 % étaient des 

SAMS. La majorité de la cohorte (86 %) a reçu de la vancomycine pendant 

l’hospitalisation. Un système agr dysfonctionnel a été détecté pour 22 % des souches et 

était significativement associé à une mortalité à 30 jours supérieure à celle des patients 

infectés par une souche avec système agr fonctionnel (RR = 1,52, 95 % IC 1, 05 à 2,21). 

Une des explications avancées est la moins bonne bactéricidie de la vancomycine lorsque 

agr est dysfonctionnel, déjà décrite dans de précédentes études (110).  

L’étude de Gagnaire et al a montré que l’infection chronique à S. aureus et la résistance 

aux glycopeptides étaient indépendantes mais significativement associées au déficit en 

toxine 𝛿 (p  = 0,048 ; IC95 : 1,01–10,24 ; p  = 0,023 ; IC 95 % : 1,20–12,76, respectivement). 
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Ils ont également démontré une association entre une dysfonction d'agr et la résistance à 

la méticilline sur 168 isolats en analyse univariée (p = 0, 035) (113).  

 

L’effet inoculum a été associé à la présence d’un système agr dysfonctionnel dans 

certaines études dans les bactériémies à SAMS.  

Une étude s’est intéressée au lien entre l’effet inoculum pour la céfazoline et une 

dysfonction du système agr dans laquelle 146 souches de SAMS issues de patients 

bactériémiques ont été étudiées. Un effet inoculum pour la céfazoline a été retrouvé dans 

11 % des souches. Sur ces 146 souches, 125 souches étaient positives pour le gène blaZ, 

dont majoritairement des ß-lactamase de type A. Parmi les souches de type A, l’effet 

inoculum était plus fréquent parmi les souches avec un système agr dysfonctionnel par 

rapport aux souches avec un système agr normal (69,2 % vs 14,9 % ; P = 0,025) (114).  

 

Une autre étude menée par Lee et al sur 195 souches de SAMS isolées de bactériémies 

a montré une dysfonction du système agr pour 67 isolats (34,3 % des souches). Un effet 

inoculum pour la céfazoline a été retrouvé pour 10 souches (14,9 %) qui présentaient un 

système agr dysfonctionnel. Aucune association n’a été montrée entre la dysfonction d’agr 

et l’effet inoculum.  

Le génotypage d’agr a également été réalisé par PCR. La proportion 

d'agr dysfonctionnel était significativement plus élevée dans parmi agr de type III que dans 

les autres génotypes. Le type III a été associé à une plus grande prévalence d’effet 

inoculum pour la céfazoline que les autres génotypes d’agr (40 % vs 10 %, p < 0, 001). Le 

génotype III a également présenté une association positive avec les souches BlaZ de type 

A (115).  

 

c. Lien entre formation de biofilm et système agr  

Le système agr est impliqué dans la régulation de la formation du biofilm. En cas de 

système agr dysfonctionnel, la production et la persistance du biofilm pourraient être 

augmentées. 

 

L’étude de Vuong et al a analysé sur 105 souches de S. aureus le lien entre la formation 

de biofilm et la fonctionnalité du système agr, mesurée par la production de 𝛿 toxine en 

HPLC.  

Sur l’ensemble des souches, 78 % avaient une 𝛿 hémolysine négative et étaient associées 

à une forte production de biofilm (χ2 = 54.834 and p < 0,001). Seulement 6 % des souches 
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agr fonctionnel formaient du biofilm. Une corrélation entre le génotype agr et la formation 

de biofilm a été mise en évidence : un phénotype agr dysfonctionnel était à l’origine de la 

persistance de l’infection. Il a été émis que la 𝛿 toxine pourrait également être impliquée 

en empêchant l'adhésion des cellules staphylococciques aux surfaces, à cause de ses 

propriétés de surfactant (100). 

 

La capacité de formation de biofilm pourrait être lié au génotype agr mais les données sont 

contradictoires.  

Une étude a montré que les isolats de type agr III avaient une capacité de formation du 

biofilm plus importante (p < 0, 001) que les souches agr de type I (p = 0,003) (116).  

Les données de l’étude de Croes et al n’ont pas démontré de relation entre le génotype 

agr et la capacité à produire un biofilm, même si les souches agr de type I avaient une 

tendance à former une plus grande quantité de biofilm. La formation de biofilm serait plutôt 

associée à la lignée clonale qu’à un certain génotype d’agr (117).  

 

4. Quantification de la production de biofilm au laboratoire  

Différentes approches ont été axées sur la quantification du biofilm : des systèmes à flux 

continu et des systèmes statiques. Ces derniers nécessitent peu d’équipements 

spécialisés, ont un faible coût et sont simples à mettre en place.  

Un des premiers modèles utilisés est celui de Christensen et al, utilisé pour quantifié 

l’adhérence des staphylocoques à coagulase négative aux dispositifs médicaux par 

mesure de la densité optique (118).   

D’autres techniques statiques existent comme le dosage de l’interface air-liquide, car 

certaines bactéries préfèrent la croissance en condition aérobie et sont susceptibles de 

former plus facilement des biofilms à l’interface entre le milieu et l’air. La formation du 

biofilm est ensuite observée par microscopie à contraste de phase.  

Un autre protocole, le biofilm de colonies, permet d’évaluer les propriétés de résistances 

aux antibiotiques sur une colonie de bactéries cultivées sur une membrane semi-

perméable posée sur une plaque d’agar. (119).  

 

 

La majorité des dosages statiques utilisent des plaques de microtitration à 96 puits comme 

support de formation du biofilm en raison d’un faible coût et de sa facilité d’utilisation.  
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Une étude a montré que la quantification du biofilm par méthode spectrophotométrique 

sur plaque de microtitration était bien corrélée avec les résultats obtenus sur des modèles 

in vivo (120). Certaines méthodes sont basées sur la quantification de la matrice et des 

bactéries vivantes et mortes comme la méthode semi-quantitative au cristal violet.  Le 

cristal violet est un colorant violet basique qui se lie aux molécules membranaires 

chargées négativement et aux polysaccharides. Ce colorant colore non seulement les 

cellules mais aussi tout matériau adhérent à la surface de la plaque, ce qui peut entrainer 

une surestimation du nombre de bactéries adhérentes (119). Afin de quantifier uniquement 

le biofilm, des étapes de lavage successives sont nécessaires. Ces étapes doivent être 

réalisées avec précaution car elles sont à risque de détacher le biofilm formé sur les 

surfaces en polystyrène.   

 

Il existe cependant des méthodes qui permettent de distinguer les bactéries mortes des 

cellules vivantes, en se basant sur leur activité métabolique. Ces tests incluent l’utilisation 

de sels de tétrazolium, (test au XTT), basés sur la réduction du XTT en formazan soluble 

dans l’eau par les bactéries métaboliquement actives. Son absorbance est proportionnelle 

au nombre de bactéries avec activité métabolique (121).  

 

Un autre test de viabilité est fondé sur la réduction de la résazurine, initialement bleu non 

fluorescent en résorufine rose fluorescent par les cellules métaboliquement actives, dont 

les bactéries. D’autres composés ont été utilisés pour la quantification du biofilm comme 

le diacétate de fluorescéine non coloré et non fluorescent converti par les cellules 

microbiennes en fluorescéine jaune fluorescent, grâce à des estérases non spécifiques. 

La matrice du biofilm peut être quantifiée par un colorant bleu, le 1,9 diméthylméthylène 

(DMMB), qui forme un produit de complexation insoluble avec les polysaccharides sulfatés 

de la matrice du biofilm. La quantité de colorant libérée est ensuite mesurée par 

spectrophotométrie et reflète la quantité de polysaccharides présents dans la matrice du 

biofilm.  

 

Une étude a comparé 6 méthodes de détermination du biofilm en plaques 96 puits, en 

utilisant différents microorganismes dont S. aureus. La majorité des tests ont montré une 

excellente répétabilité pour une quantification du biofilm en routine. Ce sont des tests 

simples à mettre en place, rapides et adaptés à la quantification du biofilm.  Le test au XTT 

n’a pas montré de valeur ajoutée pour la quantification des cellules par rapport à d’autres 

tests de viabilité. Comme énoncé précédemment, cette étude soulève un des 
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inconvénients de l’utilisation du cristal violet : l’absence de distinction des cellules vivantes 

par rapport aux cellules mortes (114). 

 

Une autre étude s’est intéressée à la corrélation entre la quantification du biofilm par le 

cristal violet et la mesure de l’activité métabolique des bactéries par le test au XTT sur 492 

souches de S. aureus isolées de patients bactériémiques. Aucune corrélation entre la 

formation de biofilm et l’activité métabolique n’a été mise en évidence. Certaines souches 

ont montré une activité métabolique élevée et une faible production de biofilm, ce qui 

suggère que ces deux paramètres doivent être évalués en parallèle (123).  

 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la quantification du biofilm in vitro mais aucune 

d’entre elles n’est standardisée. D’importantes différences peuvent être observées en 

fonction des conditions expérimentales utilisées (milieu, température, apport en 

nutriments, concentration en glucose, force ionique, concentration en sels) puisque la 

formation du biofilm est fortement liée aux conditions environnementales. 

Les propriétés électrostatiques des surfaces en polystyrène sont influencées par le pH. 

Son influence sur la formation du biofilm a été analysée par Zmantar et al sur 46 souches 

de S. aureus. La formation de biofilm était plus faible à des pH extrêmes (pH 3 et pH 12), 

alors qu’elle était modérée à pH 7 (124). Ces données sont confirmées par l’étude 

d’Hamadi et al qui a montré la forte adhérence des S. aureus à de pH 4 à 6 et une faible 

adhésion à pH acide et alcalin (125).  

 

La supplémentation du milieu en glucose est également un élément déterminant pour la 

formation de biofilm. L’étude de Boles et al a montré qu’en l’absence de glucose, les 

bactéries n’ont pas adhéré entre elles et aucun biofilm n’a été formé contrairement à ce 

qui est observé lors de l’ajout de 0,2 % de glucose (97).  

Une autre étude a montré que la formation de biofilm était augmentée avec des 

concentrations jusqu’à 0,5 % de glucose, que ce soit pour le SAMS ou le SARM. La 

présence de glucose serait impliquée dans l’augmentation de l’adhérence des bactéries 

aux surfaces (117).  
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La composition du milieu est un autre paramètre qui influence la capacité des bactéries à 

produire du biofilm.  

Différents facteurs influençant la production de biofilm ont été évalués sur 61 souches de 

S. aureus : le saccharose, le glucose et le chlorure de sodium. Testés individuellement, 

aucun n’a montré de différence significative sur la formation de biofilm. Cependant, une 

augmentation de la production de biofilm a été observée après supplémentation avec ces 

3 composés (p = 0,037). De meilleurs résultats ont été obtenus après une incubation de 

24h par rapport à 18h (p = 0, 0015).  

 

Le milieu utilisé peut également avoir un impact sur la capacité de formation des souches 

de S. aureus. Le bouillon BHI (Brain Heart Infusion) s’est avéré plus efficace dans la 

formation de biofilm que le bouillon TSB (Trypticase soja) (p = 0,00019, p < 0,05) (126).  

A l’inverse, une autre étude a montré que le bouillon TSB supplémenté avec 1 % de 

glucose permettait d’obtenir de meilleurs résultats que le bouillon BHI, avec une incubation 

des cultures pendant 24h. Aucune différence n’a été observée entre une supplémentation 

de 1 ou 2 % de glucose (p > 0,05) (92).  

 

L’évaluation du biofilm, souvent réalisée en conditions statiques, pourrait ne pas 

reproduire l’exacte réalité des conditions in vivo.  

Une étude a utilisé deux modèles expérimentaux dynamiques et un modèle statique. Dans 

le premier modèle dynamique, les plaques ont été incubées sur un agitateur horizontal 

pendant 24h. L’agitation des cultures améliore l’oxygénation et fournit des conditions de 

croissance plus favorables. Dans le deuxième modèle dynamique, une bille de verre a été 

placée dans chaque puits puis les plaques ont été incubées. La formation de biofilm pour 

S. aureus a été équivalente entre le modèle statique et le modèle dynamique sans billes 

de verre. La présence des billes de verre a réduit la quantité de de biofilm formée, ce qui 

peut être expliqué par une meilleure oxygénation sous agitation dans le premier modèle 

(127). 
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PARTIE 2 : PARTIE EXPERIMENTALE 
 

Suite à l’étude sur la prévalence de l’EI pour la céfazoline, nous nous sommes interrogés 

sur la possible expression d’un EI pour l’oxacilline des souches de SAMS responsables 

d’endocardites, infections où un fort inoculum bactérien est retrouvé.  

En effet, très peu d’études se sont intéressées à l’effet inoculum pour l’oxacilline in vitro ni 

à son potentiel impact clinique. La complexité et la variété des mécanismes impliqués 

laissent supposer que plusieurs mécanismes pourraient être interconnectés pour 

expliquer un impact clinique. Dans un second temps, nous avons évalué la fonctionnalité 

du système agr pour chaque souche et leur capacité de formation de biofilm.  

 

I. Matériels et méthodes 

 

1. Choix des isolats bactériens et rappels des précédentes analyses 

Une étude tri-centrique rétrospective a été menée à partir de souches de SAMS provenant 

de l’hôpital Bichat (APHP), du CHU de Rennes et du CHU de Toulouse. Elles ont été 

recueillies de janvier 2016 à décembre 2021. Ces souches ont été isolées à partir 

d’hémocultures de patients présentant une endocardite certaine ou probable selon les 

critères de Duke. Ces patients ont été traités soit par céfazoline soit par des pénicillines 

anti-staphylococciques (PAS), à savoir cloxacilline ou oxacilline. Les souches 

responsables d’infections polymicrobiennes, d’infections de prothèses endovasculaires ou 

les infections traitées par d’autres antibiotiques que la cloxacilline ou la céfazoline dans 

les 48 premières heures de traitement ont été exclues.  

Au total, 220 souches ont pu être inclues dans cette étude.  

 

Les souches ont été conservées au laboratoire de bactériologie-hygiène dans des tubes 

collection au congélateur à -80°C. Chaque isolat a été repiqué sur gélose Columbia au 

sang (COS), incubée 24h à 35 ± 2°C.  

L'identification de chaque souche bactérienne a été vérifiée lors d'un précédent travail 

(thèse réalisée par Dr Maëlys CROLLE, spécialité Biologie Médicale) par spectrométrie 

de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation – Time of Flight. 

Biotyper®, Bruker). Une partie du gène blaZ a été séquencée afin de déterminer le type de 
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pénicillinase (A, B, C et D) de chaque souche. Puis, l’effet inoculum pour la céfazoline a 

été recherché pour les souches porteuses de ce gène par technique de microdilution en 

milieu liquide. Le diamètre d'inhibition de la pénicilline G a également été déterminé pour 

chaque souche.  

En parallèle, le Dr Baptiste JEAN (interne en Maladies infectieuses) a examiné les 

dossiers cliniques de chaque patient et étudié la mortalité à 30 jours après la première 

hémoculture négative ainsi que le délai de négativation des hémocultures, en fonction du 

traitement.  

 

2. Détermination de la sensibilité à l’oxacilline et de l’effet inoculum 

Dans cette étude, l’effet inoculum pour l’oxacilline a été étudié pour la totalité des souches, 

y compris les souches blaZ négatives.  

La détermination des CMI de l’oxacilline a été réalisée par une méthode de microdilution 

en milieu liquide, conformément aux recommandations du Comité Européen des Tests de 

Sensibilité aux Antimicrobiens (EUCAST). Deux inoculums bactériens ont été utilisés : un 

inoculum standard (2.105 UFC/mL) et un inoculum élevé (2.107 UFC/mL) (128) (129).  

 

A partir d’une poudre commerciale d’oxacilline pour injection IV (1g pour 5mL), une 

suspension mère a été réalisée dans du bouillon Mueller-Hinton hypersalé (Cation-Ajusted 

Mueller-Hinton Broth + 2 % NaCl). Cette suspension mère de concentration égale à 91,3 

mg/L, contrôlée par le laboratoire de pharmacologie-toxicologie, a été diluée pour obtenir, 

par dilutions en cascade, une gamme de concentrations décroissantes d’oxacilline allant 

de 64 à 0,06 mg/L. Ces concentrations ont ensuite été réparties dans 11 des 12 puits 

d’une plaque 96 puits. Le dernier puits était réservé au témoin de croissance bactérienne, 

sans ajout d’antibiotique. La souche de référence ATCC 29213 a été utilisée comme 

souche contrôle.  

 

Afin de préparer les deux inoculums bactériens, chaque souche a été mise en suspension 

dans du sérum physiologique afin obtenir une turbidimétrie de 0,5 Mc Farland, soit environ 

108 UFC/mL. L’inoculum fort (107 UFC/mL) a été obtenu par dilution de cette suspension 

bactérienne dans du bouillon Mueller Hinton (MH). L’inoculum standard d’une 

concentration de 105 UFC/mL a été obtenu par dilution au 100ème de l’inoculum fort dans 

du bouillon MH. Ces suspensions bactériennes ont ensuite été déposées dans chaque 
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puits. Les plaques ont ensuite été incubées pendant 48h à 37°C. La figure 5 synthétise les 

différentes étapes du protocole appliqué pour la détermination des CMI en milieu liquide.  

Après incubation, chaque plaque a été lue par deux opérateurs. La CMI correspondait au 

1er puits sans croissance bactérienne visible (figure 6).  

 

L’analyse a été réalisée en double pour chaque souche. Lorsqu’une discordance entre les 

valeurs de CMI d’oxacilline était observée, la CMI a été recontrôlée une 3ème fois par la 

même technique.  
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Protocole 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Protocole pour la détermination des CMI pour l'oxacilline à inoculum standard et à 
inoculum élevé 
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L’effet inoculum pour l’oxacilline a été défini, à l’instar de l’effet inoculum pour la céfazoline, 

comme une augmentation de la CMI d’un facteur 4 lorsqu’un inoculum d’une concentration 

100 fois supérieure aux recommandations est utilisé (13).  

 

Ainsi, dans l’exemple de la figure 6, les souches A, C, D, et F présentent une augmentation 

de la CMI de l’oxacilline d’au moins un facteur 4 entre l’inoculum standard et l’inoculum 

fort. Ces souches présentent un effet inoculum.  

Les autres souches présentent une augmentation de la CMI d’un facteur ≤ 4 entre 

l’inoculum standard et l’inoculum fort. Ces souches ne présentent pas d’effet inoculum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Correspondance entre les puits et les concentrations en Oxacilline en mg/L 

Puits 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
[𝑂𝑥𝑎𝑐𝑖𝑙𝑙𝑖𝑛𝑒] 

mg/L 
64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,006 0 

 

Figure 6 : Lecture des CMI en microdilution en milieu liquide à inoculum standard et à inoculum 
fort 

Inoculum standard 2. 105 UFC/mL Inoculum fort 2. 107 UFC/mL 
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3. Fonctionnalité du système agr et CAMP test 

La production des hémolysines est régie par le système agr, régulateur de la virulence des 

staphylocoques. La fonctionnalité ce de système peut être évaluée par un test 

phénotypique simple, le CAMP test (130). Décrit  en 1944 par Christie et al (122), il était 

initialement utilisé pour l’identification de Streptococcus agalactiae. 

Il consiste en la réalisation d’une strie avec la souche de référence au centre d’une gélose 

Columbia à 5% de sang de mouton. Puis, avec une suspension d’inoculum 105 UFC/ml 

d’une souche de S. aureus à tester, une strie est faite perpendiculairement à la souche de 

référence, à une distance de 0,5 cm de la strie centrale, comme l’illustre la figure 7. Les 

géloses sont ensuite incubées à 37°C en air ambiant pendant 24 heures.  Un CAMP test 

a été réalisé lorsque les souches de S. aureus ne présentaient pas d’hémolyse initiale 

après ensemencement sur une gélose COS.   

 

La production d’une δ-hémolysine, aussi appelée δ-toxine permet de renseigner sur la 

fonctionnalité du système agr. Les 𝛽-hémolysines et les 𝛿-hémolysines d’une souche S. 

aureus de référence (ATCC 25923) agissent ensemble dans la lyse des globules rouges 

de mouton sur gélose au sang. 

 

En cas de système agr fonctionnel, la 𝛿 hémolysine est normalement produite par la 

souche testée. Elle entraine une zone d’hémolyse accrue dans les zones de contact avec 

la 𝛽-hémolysine de la souche de S. aureus de référence (figure 7 image A).  

L’absence d’hémolyse synergique entre la souche testée et la souche de référence traduit 

l’absence de production de δ-hémolysine, mettant en évidence une dysfonction du 

système agr (figure 7, image B) (80). 
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Figure 7 : Images d'un CAMP test positif (A) et d'un CAMP test négatif (B) 

 

4. Détermination de la capacité de production de biofilm des bactéries  

La faculté de S. aureus à produire du biofilm est bien établie, notamment dans les 

infections à fort inoculum bactérien et peut contribuer aux échecs de traitement. Nous 

avons jugé pertinent de quantifier la production de biofilm des souches de notre cohorte. 

Cette expérimentation a été réalisée en collaboration avec le Dr Aude FERRAN et Ophélie 

GOURBEYRE de l’école vétérinaire de Toulouse.  

Afin de préparer les plaques de culture, chaque souche testée a été mise en suspension 

dans du sérum physiologique afin obtenir une densité optique (DO) d’environ 0,08. 

La suspension obtenue a été diluée au 100ème dans du MHB (Milieu Heart Brain), puis une 

deuxième dilution au 100ème a été réalisée avant de distribuer 200 𝜇L de cette suspension 

finale dans chaque puits.  

Chaque ligne de la plaque correspondait à une souche bactérienne différente. La souche 

S. aureus ATCC 29213 a été utilisée comme souche productrice de biofilm de référence.  

 

Dans chaque plaque, une ligne contenait uniquement du témoin négatif avec du milieu 

MHB sans bactérie afin d’objectiver la croissance bactérienne dans les autres puits.  

Les plaques ont été incubées 48h à 37°C afin de permettre une création de biofilm 

suffisante.  

Image de 

synergie 

Aucune 

synergie 

A B 

Souches testées 

Souche ATCC 25923 Souche ATCC 25923 

Souches testées 
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La quantité de biofilm a été mesurée au bout de 48h, grâce à un colorant, le cristal violet, 

dilué à 0,25 % dans de l’eau ultra pure. Pour cela, chaque plaque a été rincée 3 fois avec 

du PBS, puis 200 𝜇L de cristal violet a été ajouté. Un nouveau rinçage avec du PBS a été 

effectué après incubation des plaques pendant 3 minutes à température ambiante. Une 

fois les plaques bien sèches, de l’éthanol à 96 % a été ajouté dans chaque puits (figure 

8). La densité optique a été mesurée au Fluostar à 595 nm.  

Afin de connaître l’absorbance de chaque souche, la valeur d’absorbance du blanc a été 

soustraite à la valeur d’absorbance de chaque souche.  

 

 

Protocole 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Détermination de la production de biofilm des souches de S. aureus 
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Les résultats de la quantification du biofilm pour certaines souches de S. aureus sont 

exposées dans la figure 9. La souche ATCC, en A, est productrice de biofilm. Un témoin, 

constitué uniquement de milieu MH se trouve en H. Les souches à tester sont sur les 

lignes B à G. Les souches E et F présentent une forte coloration violette, liée au cristal 

violet, et sont associées à la production de biofilm. La souche D produit une quantité de 

biofilm moyenne. Les souches B, C et G ont une teinte comparable à celle du témoin, et 

produisent moins de biofilm que la souche ATCC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Image d'une plaque 96 puits avec souches productrices de biofilms et souches non 
productrices 

 

5. Analyses statistiques  

Le logiciel GraphPad Prism (version 7) a été utilisé pour les analyses statistiques.  

Pour toutes les analysées réalisées, une différence statistiquement significative était 

considérée en cas de valeur de p (p-value) inférieure à 0.05. 
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II. Résultats  
 

1. Structure de l’étude 

Dans notre étude, menée de 2016 à 2021, 236 souches de 3 hôpitaux différents ont été 

incluses : 118 du CHU de Toulouse, 69 du CHU de Rennes et 49 de l’hôpital Bichat. Au 

final, 16 souches ont dû être exclues de l’étude pour des raisons diverses et 220 souches 

ont été incluses dans la cohorte. Parmi ces 220 souches, 162 possédaient le gène blaZ.  

Sur ces 162 souches blaZ positives, 59 provenaient de patients traités par céfazoline et 

103 par PAS (cloxacilline ou oxacilline). Sur les 58 souches blaZ négatives, 20 étaient 

issues de patients traités par céfazoline et 38 par PAS (figure 10) 

 

Dans ce travail, l’effet inoculum de l’oxacilline a été étudié pour l’ensemble des souches 

(n = 220). 

L’analyse portera d’abord sur les données microbiologiques de l’ensemble des souches 

testées puis, une deuxième partie sera consacrée à l’effet inoculum de l’oxacilline en 

fonction du traitement reçu par le patient. Une troisième partie abordera la capacité des 

souches à produire du biofilm en fonction de la présence ou non d’un effet inoculum.  
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Figure 10 : Représentation de la structure de l'étude 
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2. Distribution des CMI Oxacilline et effet inoculum  

A inoculum standard, la médiane des CMI des souches blaZ positives (0,25 mg/L) était 

statistiquement différente de celle des souches blaZ négatives (0,0625 mg/L ; p < 0,0001 

selon le test de Mann-Whitney, figure 11).  

 

 

Figure 11 : Distribution des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de l’oxacilline à inoculum 
standard selon la présence ou l’absence de blaZ 

La médiane des CMI est représentée par les flèches de couleur, en fonction de la présence 

de blaZ. 

 

Un effet inoculum pour l’oxacilline a été retrouvé pour 86 souches sur les 220 souches 

testées soit 39 %. Parmi les souches blaZ négatives, 3 ont présenté un effet inoculum (1, 

36 %). Pour les souches productrices de pénicillinase, 83 ont présenté un effet inoculum 

pour l’oxacilline, soit environ la moitié des souches productrices de pénicillinases (83 

souches sur 162, 51 %), comme le montre le tableau 3. 
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Tableau 3 : Présentation des CMI, de l’effet inoculum et de la résistance à l’oxacilline 

  
Inoculum standard Inoculum fort 

N = 220 N = 220 

 blaZ négatives blaZ positives blaZ négatives blaZ positives 

CMI : Valeur min-max (mg/L) 0,0625-0,25 0,0625-1 0,0625-1 0,0625-4 

CMI : Médiane (mg/L) 0,0625 0,25 0,125 0,5 

Effet inoculum(a) n, (%) - - 3/58 (5,17 %) 83/162 (51,2 %) 

Souches résistantes (b) n (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 5 (2,3) 

 

(a) Défini par une augmentation de la CMI d’un facteur ≥ 4 à inoculum fort par rapport à 

la CMI de l’inoculum standard.  

(b) Définies par une CMI > 2 mg/L  

 

Pour l’oxacilline, nous avons considéré qu’une CMI > 2 mg/L était associée à une 

résistance, en l’absence de concentration critique clinique décrite par l’EUCAST  (129). 

En effet, ce seuil de 2 mg/L est décrit par l’EUCAST comme permettant de séparer de 

façon discriminante les souches de SAMS des souches de SARM. Ainsi, à inoculum 

standard, toutes les souches de SAMS de notre collection avaient une CMI ≤ 2 mg/L. A 

inoculum élevé, 97,7 % des souches conservent une CMI inférieure ou égale à 2 mg/L. 

Une résistance à l’oxacilline à inoculum élevé a été objectivée pour 5 souches (CMI = 4 

mg/) productrices de pénicillinases (2,3 %, 5 sur 220).  

 

Si on s’intéresse à la distribution des CMI pour l’oxacilline à inoculum standard, il existe 

une différence statistiquement significative selon la présence ou non d’un effet inoculum 

(figure 12, médiane de 0,125 mg/L pour les souches sans effet inoculum vs 0,25 mg/L 

pour les souches sans effet inoculum, p = 0, 0,0003, test de Mann-Whitney).  

A inoculum élevé, les médianes des CMI pour l’oxacilline étaient également 

statistiquement différentes pour les souches qui expriment un effet inoculum pour 

l’oxacilline par rapport aux souches sans effet inoculum (0,125 mg/L vs 1 mg/L, p < 0,0001, 

Test de Mann-Whitney).  
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Figure 12 : Répartition des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de l’oxacilline à inoculum 
standard et à inoculum élevé selon la présence ou non d’un effet inoculum, pour l’ensemble des 
souches. 

La médiane des CMI est représentée par les flèches de couleur, en fonction de la présence 

d’un effet inoculum. 
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3. Distribution des différents types de ß-lactamases staphylococciques  

L’amplification de 355 paires de bases du gène blaZ a montré que 58 souches (26,4 %) 

ne possèdent pas de pénicillinase. Le séquençage partiel du gène a ensuite permis de 

classer les 162 souches blaZ positives en fonction du type de pénicillinase.  

 

Un effet inoculum pour l’oxacilline a été montré pour 58,62 % des souches de type A (34 

sur 58 souches), 75,56 % des souches de type C (34 souches sur 45) et 25,86 % des 

souches avec une pénicillinase de type B (15 sur 58 souches), illustré par la figure 13. 

 

Trente-cinq souches (15,9%) présentent à la fois un effet inoculum pour l’oxacilline et pour 

la céfazoline. Ce sont majoritairement des souches avec une pénicillinase de type A (77 

%, 27 souches sur 35). Environ un tiers des souches (32 %) ne présentent ni un effet 

inoculum pour la céfazoline ni pour l’oxacilline. La majorité de ces souches (57 %, 41 

souches sur 72) possède une pénicillinase de type B. Très peu de souches ont un effet 

inoculum uniquement pour la céfazoline (n = 7, soit 3,1 % des souches totales). 

Un effet inoculum pour l’oxacilline, sans effet inoculum pour la céfazoline associé est 

retrouvé pour 48 souches, majoritairement des souches BlaZC (29 souches sur 48).  
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Figure 13 : Arbre phylogénétique représentant les 162 souches positives pour le gène blaZ, en 
fonction de leur séquence en acides aminés, permettant de les classer en pénicillinase A, B, C ou 
D. 

Les souches sont nommées par les trois premières lettres de l’hôpital où elles ont été isolées (TOU 
pour Toulouse, REN pour l’hôpital de Rennes et BIC pour l’hôpital Bichat. La dernière lettre 
correspond au type de BlaZ.  

Les souches qui présentent un effet inoculum pour la céfazoline sont marquées d’un point rouge 

et les souches qui présentent un effet inoculum pour l’oxacilline sont marquées d’un point bleu. 

Les 3 souches blaZ négatives mais qui présentaient un effet inoculum pour l’oxacilline (1,4 % des 

souches) ne sont pas représentées sur cette figure. 
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Les souches qui présentent un effet inoculum pour l’oxacilline sont majoritairement 

associées aux pénicillinases de types A et C : 34 souches sur 86 pour BlaZA, 34 souches 

sur 86 pour BlaZC, soit 79 % des souches avec effet inoculum pour l’oxacilline (figure 14).  

En effet, la distribution des souches présentant un effet inoculum pour l’oxacilline est 

statistiquement différente en fonction du type de pénicillinase A, B, C ou sans pénicillinase 

(test de Fisher ; p < 0,0001). Une différence significative dans la répartition des souches 

présentant un effet inoculum pour l’oxacilline existe entre les souches BlaZ B et les 

souches blaZ négatives (test de Fisher ; p = 0,0038) d’une part, et les souches BlaZA et 

BlaZB (test de Fisher ; p = 0,0006) d’autre part. Aucune différence significative n’a été 

montrée sur la proportion de souches avec un effet inoculum pour l’oxacilline entre les 

pénicillinases de type A et C (test de Fisher ; p = 0,09).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation des différentes ß-lactamases en fonction de la présence d’un effet 
inoculum pour l’oxacilline ou la céfazoline, pour les deux ou aucune des deux molécules. 
Comparaison (test de Fischer) de la proportion de souches présentant un EI pour l’oxacilline 

EI = effet inoculum  
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A inoculum standard, il existe une différence statistiquement significative (p < 0,001) entre 

les médianes des CMI pour l’oxacilline des types A, B, C et des souches blaZ négatives, 

selon le test de Kruskall Wallis. Aucune différence n’est montrée entre les types A et B (p 

= 0,4749) et entre les types B et C (p > 0,9999). Il existe cependant une différence 

significative entre les médianes des CMI de l’oxacilline pour les types A et C (p = 0,00693).  

 

Sur les 86 souches possédant un effet inoculum pour l’oxacilline, 27 (31,4 %) ont plus de 

2 dilutions d'écart entre les inoculum forts et standards, ce qui représente 12,3 % de 

l’ensemble des souches. Il n’existe pas de différence significative (tests de Fisher) 

concernant la possibilité d’avoir un effet inoculum plus marqué entre les souches 

productrices de pénicillinases de type BlaZA ou BlaZB ou BlaZC et les souches blaZ 

négatives.   

 

Parmi les souches productrices de pénicillinase, la répartition des souches possédant un 

effet inoculum plus marqué pour l’oxacilline (plus de 2 dilutions d'écart entre les inoculum 

forts et standards) diffère en fonction du type de pénicillinase (test de Fisher ; p<0,0001). 

En comparant 2 à 2 les proportions de souches possédant un effet inoculum plus prononcé 

en fonction des types de pénicillinases, la seule différence statistiquement significative se 

retrouve entre les pénicillinases de type B vs C (test de Fisher, p = 0,0176, figure 15).  
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Figure 15 : Représentation des différentes β lactamases (A, B, C) et des souches blaZ négatives 
en fonction de l’intensité de l’effet inoculum (pas d’effet inoculum, > 2 dilutions, ≤ 2 dilutions) 
ns : non significatif 

EI = effet inoculum  
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4. Remise en perspective en fonction de l’évolution clinique  

Au total, 141 patients ont été traités par PAS, soit 64 %. Une pénicillinase était présente 

pour 103 souches (soit 73 %), 38 souches ne possédaient pas le gène blaZ (27 %).  

Aucune différence significative (p = 0,31, test de Fisher) n’a été montrée entre le nombre 

de souches avec effet inoculum pour l’oxacilline selon que le patient soit traité par 

céfazoline ou PAS (tableau 4). Les distributions des CMI de l’oxacilline étaient similaires 

entre les patients traités par céfazoline ou par PAS à inoculum standard (p = 0,5954, test 

de Fisher). Par ces tests statistiques, nous nous sommes affranchis des biais potentiels 

et nous nous sommes assurés que les groupes étaient comparables. 

 

Tableau 4 : Prévalence de l’effet inoculum de l’oxacilline selon le type de traitement reçu et la 
présence ou non de blaZ 

PAS : Pénicilline anti staphylococcique  

Traitement Céfazoline (n = 79) PAS (n = 141)  

Total 
EI pour l’oxacilline blaZ 

négatives 

blaZ 

positives 

blaZ 

négatives 

blaZ 

positives 

Présence 1 (1,3 %) 26 (33) 2 (1,4) 57 (40,4) 86 

Absence 19 (24 %) 33 (41,7) 36 (25,5) 46 (32,7) 134 

Total  20 59 38 103 220 
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Dans le groupe de patients traités par oxacilline, l’infection par une souche présentant un 

effet inoculum pour l’oxacilline était un facteur de mauvais pronostic sur la survie à 30 

jours (p = 0,0076, test du Log-rank) comme montré sur la figure 16.  

Les courbes de survie de Kaplan-Meier des patients infectés par une souche blaZ négative 

(courbe bleu) et des patients infectés par une souche blaZ positive mais sans effet 

inoculum pour l’oxacilline (courbe noire) étaient quasiment superposables (figure 16). Ces 

patients, tous traités par oxacilline présentaient un taux de survie à un mois similaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Courbe de survie à un mois de traitement par oxacilline 

 

Les 3 courbes concernent les patients traités par oxacilline. La courbe bleue représente les patients 

infectés par des souches blaZ négatives, la courbe noire les patients infectés par des souches blaZ 

positives sans effet inoculum pour l’oxacilline et la courbe orange les patients infectés par les 

souches blaZ positives avec effet inoculum pour l’oxacilline.  
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5. CAMP test et fonctionnalité du système agr 

Sur les 220 souches étudiées, 115 étaient directement hémolytiques après pousse sur 

gélose COS, soit 52,3 % des souches. Pour les 105 souches restantes, un test 

phénotypique complémentaire, le CAMP test a été réalisé et 59 % (62 sur 105 souches) 

d’entre elles n’étaient pas hémolytiques. Ces souches ne produisant pas de δ-hémolysine 

ont été associées dans la littérature à un système agr dysfonctionnel.  

 

Les souches avec agr dysfonctionnel possédaient une pénicillinase dans 77 % des cas 

(48 souches sur 62). Les souches productrices de pénicillinase avec système agr 

dysfonctionnel étaient plutôt associées au type A (38,7 %, 24 sur 62 souches agr-). Sur 

les 58 souches avec une pénicillinase de type A, 41 % avaient un CAMP test négatif, 

contre 21 % pour le type B et 25 % des souches de type C. Environ un quart des souches 

blaZ négatives étaient associées à un système agr dysfonctionnel (14 souches sur 58, 

24,4 %, figure 17). 

  

 

 

Figure 17 : Répartition des différentes ß-lactamases et souches BlaZ négatif en fonction de la 
fonctionnalité du système agr, détecté par la production de δ hémolysine 
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Cependant, il n’y a pas de lien statistiquement significatif entre la présence ou l’absence 

de blaZ et la présence d’un système agr dysfonctionnel (test de Fisher ; p = 0,4979), ni 

entre le type de pénicillinase et la présence d’un système agr dysfonctionnel (test de 

Fisher ; p = 0,4343).  

 

Parmi les souches qui présentent un effet inoculum pour l’oxacilline, 27 présentent un 

système agr non fonctionnel, soit 31 %.  

Sur les 42 souches qui présentent un effet inoculum pour la céfazoline, 14 sont associées 

à un système agr dysfonctionnel (33 %). Sur ces 14 souches, 13 présentent un effet 

inoculum également pour l’oxacilline (tableau 5). La majorité des souches ayant un 

système agr dysfonctionnel (66 %, 41 souches sur 62) a présenté un effet inoculum, soit 

pour la céfazoline, soit pour l’oxacilline, soit pour les deux molécules. Sur ces 62 souches, 

21 souches n’ont présenté aucun effet inoculum.  

 

Tableau 5 : Résultats du CAMP test et effet inoculum pour la céfazoline et l’oxacilline 

EI 
oxacilline 

EI 
céfazoline 

Souche productrice de δ 
hémolysine (n) 

Souche non productrice 
de δ hémolysine (n) 

Total 

+ - 59  27  86  

- + 28  14  42  

+ + 22  13  35  

- - 51 21  72  

 

 

Que ce soit pour l’ensemble des souches ou uniquement les souches blaZ positives, 

aucune différence statistiquement significative n’a été retrouvée entre la présence d’un 

effet inoculum pour l’oxacilline en fonction de la présence ou l’absence d’agr (test de 

Fisher, p = 0,4436 et p = 0,7315 respectivement). Aucun lien entre l’effet inoculum pour la 

céfazoline et le système agr n’a été mis en évidence (p = 0,5600).  

 

La plupart des patients infectés par des souches avec un système agr dysfonctionnel ont 

reçu un traitement par oxacilline (67,7 %, 42 souches sur 62 souches avec système agr 

dysfonctionnel), ce qui représente 29,7 % de l’ensemble des patients traités par PAS. 
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En mettant en corrélation les tests microbiologiques réalisés et les données cliniques des 

patients, il n’existe pas d’impact du système agr sur la probabilité de survie à 30 jours (p 

= 0,53, log-rank, figure 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Courbe de survie à un mois en fonction de la présence d'un système agr 
dysfonctionnel 

 

La courbe noire représente les patients avec un système agr dysfonctionnel, la courbe orange 
représente les patients avec un système agr fonctionnel.  
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6. Production de biofilm et effet inoculum  

a. Sélection des isolats  

La production de biofilm a été étudiée sur un échantillon de 48 souches, ce qui représente 

22 % de l’ensemble des souches. Les souches testées ont été sélectionnées en fonction 

de la présence ou non d’un effet inoculum pour l’oxacilline et pour la céfazoline et en 

fonction du type de pénicillinase, afin qu’elles soient représentatives de l’ensemble de 

notre panel.  

 

Le tableau 6 présente les souches utilisées pour la quantification du biofilm, 

échantillonnées de manière à être les plus représentatives de l’intégralité de notre cohorte.  

 

Tableau 6 : Profil des souches testés pour la quantification du biofilm 

EI céfazoline EI oxacilline A B C blaZ négatives Total 

+ - 4 2 1 2 9 

- + 4 4 5 3 16  

+ + 4 3 3 0 10  

- - 4 5 4 0 13  

Total 16  14  13   5  48  

 

Sur les 48 souches testées, 16 ont présenté un CAMP test négatif (33,33 %). 

 

b. Production de biofilm  

Il n’existe pas de consensus sur la catégorisation des isolats de S. aureus en fonction de 

leur capacité à former un biofilm. Nous avons choisi de catégoriser la production de biofilm 

en 3 groupes, à l’instar de la catégorisation utilisée dans plusieurs études  (106,132).  La 

souche de référence S. aureus ATCC 29213 a été utilisée comme contrôle positif.  

 

Les souches de S. aureus associées à une formation de biofilm ≥ 75 % du contrôle positif 

ont été qualifiées de fortes productrices de biofilm, les souches qui ont produit entre 25 et 

75 % de biofilm par rapport au contrôle positif ont été classées en productrices modérés 

de biofilm. Enfin, les souches où moins de 25 % de biofilm a été formé ont été qualifiées 

comme faibles productrices de biofilm (132).  
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Les souches produisent toutes du biofilm mais à différents degrés : 42 % des souches en 

produisent beaucoup, 48 % des souches produisent du biofilm de manière plus modérée 

et 10 % sont associées à une faible production de biofilm (tableau 7). 

 

Tableau 7 : Production de biofilm des 48 souches testées en fonction du type de pénicillinase et 
de la présence d’un effet inoculum pour l’oxacilline, pour la céfazoline, pour les deux ou pour 
aucune des deux molécules 

 

Pénicillinase  
Production 

forte de biofilm 

Production 

modérée de biofilm 

Faible production 

de biofilm 
 

A 2 (10 %) 11 (48 %) 3 (60 %) 16 

B 8 (40 %) 5 (22 %) 1 (20 %) 14 

C 8 (40 %) 4 (17 %)  1 (20 %)  13 

BlaZ N 2 (10 %) 3 (13 %) 0 (0 %) 5 

Total 20 (42 %) 23 (48 %) 5 (10 %) 48 

EI 

céfazoline 

EI 

Oxacilline 
 

+ - 2 4 1 7 

- + 7 4 2 13 

+ + 4 5 1 10 

- - 5 7 1 13 

Total 18 (42 %) 20 (46,5 %) 5 (11,5 %) 43 
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Un système agr dysfonctionnel a été retrouvé pour un tiers des souches testées (16 

souches sur 48). La moitié de ces souches avait une forte production de biofilm. Parmi les 

souches fortement productrices de biofilm, un système agr dysfonctionnel a été retrouvé 

pour 40 % des souches (figure 19) 

 

 

Figure 19 : Classification des souches en fonction de leur capacité à produire du biofilm et la 
fonctionnalité du système agr 

 

Lors de la réalisation d’un duplicat pour chaque souche afin d’obtenir des résultats 

robustes, nous n’avons pas obtenu de résultats reproductibles. Les expérimentations ont 

alors été reconduites une seconde fois en changeant de matériel (utilisation de plaques 

12 puits au lieu de plaques 96 puits, changement des milieux) et réalisant les 

manipulations à 2 opérateurs. Une variabilité inter et intra opérateur a une nouvelle fois 

été retrouvée. Par conséquent, cette technique présente une mauvaise reproductibilité et 

répétabilité et les résultats obtenus ne peuvent être considérés comme fiables. 
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III. DISCUSSION 

Notre travail s’inscrit dans la continuité de l’étude menée par les Drs Maëlys CROLLE et 

Baptiste JEAN sur l’effet inoculum pour la céfazoline et son impact sur la mortalité dans 

l’endocardite à SAMS.  

L’objectif principal de notre travail a été d’étudier cette fois-ci les conséquences de l’effet 

inoculum pour l’oxacilline sur la survie dans l’endocardite infectieuse à SAMS et de tenter 

d’explorer les mécanismes sous-jacents.  

 

L’impact de la pénicillinase BlaZ sur la survie à 30 jours a été confirmé dans notre étude. 

Les souches productrices de pénicillinases présentent des CMI supérieures à inoculum 

élevé et à inoculum standard. Ces dernières sont responsables d’une mortalité plus 

importante à 30 jours par rapport aux souches non productrices de pénicillinases (survie 

de 92 % pour les patients infectés par une souche non productrice de pénicillinase versus 

76 % pour les patients porteurs d’une souche productrice de pénicillinase, test du log rank ; 

p = 0,044, données non présentées).  

 

Cependant, la présence de la pénicillinase BlaZ n’est pas suffisante pour expliquer l’impact 

sur la survie des patients atteints d’endocardites à SAMS. Associé à la présence de blaZ, 

l’effet inoculum pour l’oxacilline pourrait expliquer la mortalité observée.  

En effet, dans notre étude, pour les patients traités par oxacilline, la présence d’un effet 

inoculum pour l’oxacilline était un facteur de mauvais pronostic sur la survie à 1 mois, par 

rapport aux patients infectés par une souche sans effet inoculum pour l’oxacilline. La 

survie à 30 jours pour les patients porteurs d’une souche blaZ positive associée à un effet 

inoculum pour l’oxacilline était de 69 % (test du log-rank, p = 0,035). Les patients infectés 

par une souche productrice de pénicillinase mais qui ne présentait pas d’effet inoculum 

pour l’oxacilline présentaient une survie de 86 %. La survie des patients infectés par une 

souche ne produisant pas d’effet inoculum se rapproche de la survie des patients infectés 

par une souche non productrice de pénicillinase (92 %, test du log-rank, p = 0,0076).  

 

Ces données montrent que la production d’une pénicillinase n’est pas le seul mécanisme 

impliqué mais que l’effet inoculum est aussi en cause dans la survie des patients atteints 

d’endocardites à SAMS.  
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L’effet inoculum pour l’oxacilline a très peu été étudié in vitro (65,72) car les PAS sont 

décrites dans la littérature comme stables vis à vis des pénicillinases BlaZ (71).  

Notre étude démontre donc qu’une proportion non négligeable de souches de SAMS 

présente un effet inoculum pour l’oxacilline (39,09 %) mais aussi l’impact clinique de cet 

effet, ce qui n’a jamais été montré à notre connaissance.  

 

Compte tenu du faible nombre d’études disponibles sur l’effet inoculum pour l’oxacilline, 

nous nous sommes intéressés aux données disponibles pour une autre pénicilline M 

utilisée aux Etats-Unis, la nafcilline. Cependant, nous pouvons supposer que la nafcilline 

ne se comporte pas exactement à l’identique de l’oxacilline. L’étude de Sabath et al. a 

montré que l’oxacilline était affectée par l’effet inoculum mais pas la nafcilline, qui 

présenterait une meilleure stabilité vis à vis des ß-lactamases (64). Des différences 

structurelles ou conformationnelles entre les deux molécules pourraient entrainer une 

affinité différente pour les pénicillinases. L’extrapolation de l’effet inoculum pour l’oxacilline 

en se basant par rapport à la nafcilline est donc à considérer avec précaution.  

 

Des différences concernant la présence d’un effet inoculum sont retrouvées selon les 

études. Certaines ont mis en évidence la présence d’un effet inoculum, que ce soit pour 

la nafcilline (66) ou pour l’oxacilline (64,72) alors que d’autres n’ont pas retrouvé d’effet 

inoculum (68,71).  

Les différences observées entre les études peuvent être expliquées en fonction de la 

définition de l’effet inoculum choisie. Dans notre étude, la définition utilisée est qu’une 

souche possède un effet inoculum lorsque sa CMI est augmentée d’un facteur 4 entre 

inoculum standard et inoculum élevé (définition utilisée par Livorsi et al (13)).  Certaines 

études considèrent qu’une souche présente un effet inoculum dès lors qu’elle devient 

résistante à inoculum élevé (CMI > 2 mg/L pour l’oxacilline).  

 

Dans l’étude de George et al, lorsque la définition de Livorsi est utilisée, 70,7 % des 

souches présentent un effet inoculum pour la céfazoline. Cette proportion diminue à 14,3 

% de souches avec effet inoculum lorsque la seconde définition est utilisée (67), ce qui 

nécessite d’être prudent en fonction de la définition utilisée.  

De plus, les disparités retrouvées concernant la prévalence de l’effet inoculum peuvent 

s’expliquer par des différences de répartition géographique, en fonction du regroupement 

clonal des isolats de SAMS. L’étude de Mossman et al avait mis en évidence une 

association entre effet inoculum pour la céfazoline et le variant ST30 (p = 0,0003) (75). 
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Par ailleurs, la question des mécanismes sous-jacents à l’effet inoculum se pose, même 

si la pénicillinase BlaZ semble avoir un rôle non négligeable.  

La surexpression du gène blaZ pourrait être une des pistes pour expliquer son impact. 

Des mutations dans le régulateur de blaZ, BlaI, pourraient conduire à une dérépression 

de l’expression de blaZ, entrainant la production d’une plus grande quantité d’enzymes 

(133).  

L’hyperproduction de BlaZ pourrait expliquer que certaines souches de notre étude (27 

souches sur 220) ont présenté un effet inoculum plus prononcé (supérieure à deux 

dilutions entre inoculum standard et inoculum fort) pour l’oxacilline. Il aurait été intéressant 

de savoir si ces souches présentaient une mortalité supérieure aux souches présentant 

un effet inoculum classique. Cette comparaison n’a pas été effectuée en raison d’un 

effectif de souches trop faible.  

Un effet inoculum prononcé, défini cette fois-ci comme une souche sensible à inoculum 

standard mais résistante à inoculum élevé, a déjà été évalué in vitro pour certaines ß-

lactamines dans des pathologies pulmonaires (mucoviscidose, bronchiectasies). Dans ces 

études, aucune souche avec un effet inoculum plus prononcé n’a été retrouvé pour la 

céfazoline, mais respectivement 31,3 % et 16,7 % des SAMS présentaient un effet 

inoculum prononcé pour la tazocilline (74,75).  

 

Une étude de 1983 de Chapman et al a montré que l’augmentation de la taille de l’inoculum 

entraine une augmentation des CMI variable selon les souches et les β-lactamines. La 

céfazoline était la molécule la plus affectée et la nafcilline n’a pas été touchée par l’effet 

inoculum (étaient testées : nafcilline, cefazoline, cephaloridine, cefamandole, cephalotine, 

cefoxitine).  

 

Un effet inoculum plus important était retrouvé pour les souches qui présentaient des 

niveaux élevés de 𝛽-lactamases, par rapport aux souches exprimant une quantité plus 

faible. La production de ß-lactamases était évaluée de façon indirecte par un test 

colorimétrique utilisant une céphalosporine chromogénique, la nitrocéphine. Ces 

observations in vitro ont ensuite été étudiées sur un modèle murin de bactériémie. Il a été 

déduit que les différences de survie observées étaient influencées par des différences 

quantitatives dans la production de ß-lactamases et par la taille de l’inoculum qui 

potentialiserait l’action de la pénicillinase (71).  
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Une autre étude a quantifié la production de protéines BlaZ par Western Blot pour 17 

souches de SAMS de type BlaZ A, avec et sans effet inoculum pour la céfazoline. Ces 

souches ont été traitées par céfazoline afin d’induire une production de BlaZ maximale. 

En phase stationnaire et sans céfazoline, la production de BlaZ était plus élevée dans le 

groupe avec effet inoculum pour la céfazoline que dans le groupe sans effet inoculum (p 

= 0,02). En présence de céfazoline, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre 

l’effet inoculum et la quantité de ß-lactamase produite, puisque les deux groupes 

présentaient une augmentation d’intensité (p = 0,06). Il a été noté une augmentation plus 

importante de la quantité de BlaZ pour les souches sans effet inoculum entre l’état basal 

et lors du traitement par céfazoline. Ce résultat, bien qu’étudié sur un faible nombre 

d’échantillons (6 souches dont 3 avec effet inoculum pour la céfazoline) suggère que 

l’hyperproduction de ß-lactamase n’est pas le seul facteur causal responsable de l’effet 

inoculum (57).  

Par ailleurs, la dégradation de l’antibiotique est augmentée lors de la mort d’une sous 

population de bactéries qui libère à cette occasion des enzymes défensives pour protéger 

les bactéries survivantes (134). Des enzymes BlaZ extracellulaires pourraient être libérées 

et chélater des molécules d’antibiotiques. 

 

Une hypothèse supplémentaire pour expliquer l’effet inoculum en lien avec la production 

de pénicillinase serait celle d’une spécificité hydrolytique des différents types de BlaZ.  

L‘étude réalisée par les Drs CROLLES et JEAN sur l’effet inoculum pour la céfazoline a 

montré que 72,8 % des souches avec effet inoculum étaient des souches BlaZ de type A.  

En 1965, Richmond et al. ont décrit des différences sur la capacité d’hydrolyse des 

pénicillinases A, B et C, en fonction de la ß-lactamine testée (30). Dès les premières 

descriptions de l’effet inoculum pour la céfazoline, il a été montré que les pénicillinases de 

type A hydrolysaient plus facilement les céphalosporines de 1e génération (13,57,59,60). 

Ces variations dans l’hydrolyse du substrat ou dans l’affinité de BlaZ pour son substrat 

(Km) pourraient résulter de la très légère variation dans la séquence primaire d’acides 

aminés en fonction du type de BlaZ (29).  

Voladri et al ont ainsi montré que la substitution de la sérine 216 de la pénicillinase BlaZ 

A par une asparagine transformait son profil enzymatique, qui devenait indiscernable de 

celui d’une pénicillinase BlaZ C (les enzymes BlaZC possédant une asparagine en position 

216) (29). 
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Dans notre étude, l’effet inoculum pour l’oxacilline était retrouvé pour 58,62 % des souches 

BlaZ de type A (34 souches sur 58) et pour 75,56 % des souches BlaZ de type C (34 

souches sur 45).   

De rares études se sont intéressées au profil hydrolytique des pénicillines M, en raison de 

leur stabilité supposée vis à vis des ß-lactamases. Par ailleurs, comme la cloxacilline et 

l’oxacilline exercent une forte activité inhibitrice sur les pénicillinases, cela ne permet pas, 

lors d’étude enzymatiques d’obtenir des valeurs fiables de Km (30).  

 

Un effet inoculum pour l’oxacilline a été retrouvé pour 3 souches non productrices de 

pénicillinase dans notre étude. A notre connaissance, il n’existe pas de données 

disponibles dans la littérature sur la présence d’un effet inoculum pour l’oxacilline pour les 

souches blaZ négatives.  

L’étude de Chong et al. a cependant étudié l’effet inoculum pour la céfazoline et la 

nafcilline pour les souches blaZ négatives et aucune d’entre elles n’a présenté d’effet 

inoculum pour ces deux molécules (56).  Livorsi et al, ont montré que 50 souches 

présentaient un effet inoculum pour la céfazoline dont 3 souches blaZ négatives (13). 

Compte tenu de ces résultats, notre étude nécessite d’être complétée et l’effet inoculum 

pour la céfazoline devrait être testé pour les 58 souches blaZ négatives.  

Ce résultat souligne que la présence seule de blaZ ne permet pas d’expliquer les échecs 

de traitement rencontrés. En effet, l’effet inoculum pour l’oxacilline (ou la cefazoline) 

prédomine chez les SAMS producteurs de pénicillinases, mais la surproduction de blaZ 

seule ne suffit peut-être pas à expliquer la totalité de ce phénomène d’effet inoculum. 

L’effet inoculum implique d’autres mécanismes qui pourraient expliquer que certaines 

souches non productrices de pénicillinases aient aussi un effet inoculum.  

 

Au sein du biofilm présent sur les végétations, les bactéries mettent en place des 

mécanismes de persistance et entrent en dormance, entrainant une multiplication ralentie 

voire quasi-nulle. Les souches avec effet inoculum pourraient avoir plus de facultés à 

atteindre la phase stationnaire puis à entrer dans cette phase de dormance. Ces bactéries 

posent un réel problème thérapeutique puisque la plupart des antibiotiques, dont les ß-

lactamines ciblent des bactéries qui se multiplient.  
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Une étude sur modèle murin de myosite streptococcique a montré pour 

Streptococcus pyogenes que l’affinité pour les PLP diminue au fur et à mesure de l’entrée 

dans la phase stationnaire, conduisant à l’altération et donc à la perte de certaines PLP 

(135). La perte de deux PLP pendant la phase stationnaire a également été décrite pour 

d’autres bactéries telles que Haemophilus influenzae. On peut donc supposer que le 

même type de mécanisme pourrait aussi être retrouvé pour S. aureus (136).  

 

La capacité des anti infectieux à interagir avec les bactéries dans l’endocardite infectieuse 

est entravée par la constitution du biofilm, qui constitue un défi supplémentaire pour que 

les antibiotiques atteignent leur cible. Même si les antibiotiques parviennent à pénétrer au 

sein du biofilm, nous pouvons supposer que la pénétration est retardée et que les 

concentrations efficaces ne sont pas toujours obtenues.  

De nombreuses données ont montré que la plupart des isolats de S. aureus sont aptes à 

former du biofilm in vitro, mais la quantité de biofilm formée diffère selon les souches et 

selon le type d’infection (106). L’étude du biofilm a suscité notre intérêt car il pourrait être 

associé à un pronostic plus défavorable. Des expérimentations complémentaires sont 

nécessaires puisque cela a été montré dans une seule étude de petite taille (109). 

Aucune analyse statistique n’a pu être réalisée pour étudier l’association entre effet 

inoculum et biofilm dans notre analyse puisque nos expérimentations ont fait preuve d’une 

mauvaise répétabilité et reproductibilité sans permettre l’obtention de résultats 

exploitables. De nombreux modèles in vitro ont été élaborés pour quantifier la production 

de biofilm par S. aureus et de nombreux facteurs (milieu utilisé, ajout de nutriments, 

concentration en glucose, pH), peuvent affecter de manière significative les résultats in 

vitro (137). Aucun protocole pour la détermination du biofilm n’est standardisé, notamment 

en raison de la multitude de paramètres influençant la formation de biofilm, qui dépendent 

à la fois des conditions de culture et de la souche en question.   

Une plus grande reproductibilité serait peut-être obtenue par la mesure de l’activité 

métabolique à la résazurine, bien qu’il semblerait que les conditions expérimentales soient 

une nouvelle fois difficiles à standardiser. Ce test est très sensible à au métabolisme 

respiratoire des bactéries et le temps de réduction est directement lié à l’espèce et à la 

souche (138). Même si la résazurine s’intéresse uniquement aux bactéries viables, elle 

pourrait s’inscrire comme alternative ou comme complément de la coloration au cristal 

violet. Si d’autres expérimentations sont amenées à être faites après ajustement du 

protocole, il pourrait être intéressant de tester la formation de biofilm par rapport à la 
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fonctionnalité du système agr puisque les souches agr fonctionnelles ont été associées à 

la dispersion du biofilm (97,100). 

 

Le quorum sensing, associé au système agr joue un rôle dans la régulation de la formation 

du biofilm. Ce système revêt d’une importance considérable dans les infections à fort 

inoculum bactérien. En effet, en réponse à une forte densité bactérienne, il peut 

directement médier l’expression de protéines diminuant la sensibilité aux antibiotiques et 

réguler les facteurs de virulence.  

Dans notre travail, un système agr dysfonctionnel a été retrouvé pour 28,1 % des souches, 

ce qui concorde avec les données de l’étude de Lee et al où 34,5 % des souches avaient 

un système agr dysfonctionnel (115). Nous n’avons pas mis en évidence d’impact clinique 

pour les souches agr- par rapport aux souches agr+ (p = 0,53, test du log-rank). Ce résultat 

est en accord avec l’étude de Lee et al (112), où 244 souches de SAMS issues de divers 

prélèvements ont été analysées (bactériémies, poumons, peau, tissus mous). La mortalité 

à 30 jours n’était pas supérieure pour les souches ayant un système agr dysfonctionnel 

par rapport aux souches avec agr fonctionnel (p = 0,82).  

Nous n’avons pas retrouvé d’association statistiquement significative entre une altération 

d’agr et la présence d’un effet inoculum, que ce soit pour la céfazoline ou pour l’oxacilline. 

Dans l’étude de Lee et al, 14,9 % des souches avec un système agr- ont présenté un effet 

inoculum pour la céfazoline mais aucune association entre ces deux paramètres n’a été 

retrouvée (115). L’étude de Wi et al a montré que parmi les BlaZ de type A uniquement, 

l’effet inoculum pour la céfazoline était plus fréquent pour les souches avec agr 

dysfonctionnel que pour les souches avec un système agr normal (69,2 % contre 14,9 % 

; P = 0,025) (114). Cette association n'a pas été retrouvée dans notre collection.  

Lee et son équipe ont mis en évidence une association entre l’effet inoculum et le génotype 

d’agr, plutôt qu’entre effet inoculum et dysfonction du système agr. Les souches de SAMS 

avec un agr de type III ont présenté une prévalence plus importante d’effet inoculum (agr III 

43,8 % versus non agr III 5,5 %, P < 0,01) (115).  

Il existe des données dans la littérature montrant l’association entre le génotype agr et 

certaines infections. L’endocardite aurait été associé à agr I et II. Selon Jarraud et al, 

l’activation des facteurs de virulence peut être plus efficace grâce à la combinaison de 

certains allèles d’agr, de certains gènes de toxines et d’un contexte génétique particulier 

(85). Dans ce contexte, la réalisation d’études plus approfondies sur les différents 
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génotypes agr pourrait étudier un lien de causalité avec l’effet inoculum ou avec la 

formation de biofilm (116). 

 

La technique du CAMP test, utilisée historiquement pour la détection de la fonctionnalité 

du système agr est une technique semi-quantitative imparfaite et incomplète. En effet, ce 

test, bien que simple à mettre en œuvre manque de spécificité et est sujet à une variation 

inter opérateur lors de la lecture. Elle peut également ne pas s’avérer suffisamment 

sensible en cas de souches faiblement hémolytiques. D’autres méthodes plus 

performantes et plus complètes pourraient être utilisées pour détecter la fonctionnalité du 

système agr en obtenant des résultats plus robustes.   

La détection et la quantification basée sur l’amplification en duplex en temps réel de la 

séquence d’acides nucléiques a été utilisée dans l’étude de Chen et al. En utilisant 

l’effecteur de la réponse agr, l’ARN III, la détermination rapide de la fonctionnalité d’agr a 

pu être effectuée (139). Il a également été montré que la toxine 𝛿 pouvait être mise en 

évidence par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) (140). Une étude a 

mis en place la détection de la 𝛿 toxine, à l’aide du spectromètre de masse MALDI-TOF, 

qui permettrait la détection simplifiée de la fonctionnalité du système agr (113). 

 

L’augmentation de la mortalité à 30 jours si le patient présente une endocardite à SAMS 

traitée par oxacilline et qu’il présente une souche avec un effet inoculum pour l’oxacilline 

soulève la question d’une adaptation microbiologique en routine.  

Différentes PCR conventionnelles, dont la détection par PCR en temps réel, ont été 

décrites pour la détection du gène blaZ (141). La détermination du type de ß-lactamase 

n’a en pratique pas d’intérêt puisque tous les types de pénicillinases peuvent présenter un 

effet inoculum. Une étude a séquencé l’intégralité de la séquence du gène blaZ et a montré 

que seul l’allotype BlaZ-2 (de type A) était significativement associé à la présence d'un 

effet inoculum pour la céfazoline. Les allotypes de blaZ pourraient être plus précis pour 

détecter les souches avec effet inoculum (142).  

L’intérêt de la recherche du gène blaZ réside dans la possibilité de traiter par pénicilline G 

les souches dépourvues de blaZ. Cet antibiotique, au spectre moins large, présente une 

meilleure écologie ainsi qu’une meilleure efficacité. Cependant, la recherche de blaZ en 

biologie moléculaire en routine n’est pas réalisable et ne serait pas suffisante pour adapter 

l’antibiothérapie. 
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Des travaux complémentaires pourraient être menés pour quantifier la production de BlaZ 

en utilisant de la RT-PCR pour déterminer si une hyperproduction pourrait être corrélée à 

l’effet inoculum. Aussi, il pourrait être pertinent de doser la quantité de BlaZ pour les 27 

souches qui présentaient un effet inoculum plus prononcé, qui pourrait être le résultat 

d’une surexpression de BlaZ, par rapport aux souches qui ne présentent pas d’effet 

inoculum.  

 

Compte tenu du fait que de rares souches non productrices de pénicillinases puissent 

avoir un effet inoculum, nos pratiques bactériologiques doivent être en capacité de le 

détecter rapidement. Cette détection permettrait d’orienter le clinicien sur le choix de 

l’antibiothérapie la plus adaptée. La méthode de référence en microdilution recommandée 

par l’EUCAST serait trop fastidieuse à mettre en place en routine puisqu’elle nécessite du 

temps et une expertise dans l’interprétation des résultats.  

Une équipe a développé une méthode de détection capable de différencier les souches 

BlaZ de type A et BlaZ de type C. Ces dernières seraient différenciables à l’aide de disques 

de céfazoline, céphalotine et d’oxacilline disposés sur une gélose. Il paraît difficile d’utiliser 

cette méthode en routine de manière fiable puisque toutes les souches de type A et C ne 

présentent pas d’effet inoculum pour la céfazoline (27 souches sur 58 et 39 sur 45 

respectivement ne présentent pas d’effet inoculum).  

Bien que le nombre de souches BlaZ de type B qui présentent un effet inoculum pour la 

céfazoline soit faible (5 sur 58 dans notre étude), la mise en œuvre et l’interprétation de 

ce test n’est pas conçu pour détecter l’effet inoculum mais se limite à la détection du type 

de pénicillinase A ou C  (67).  

Un test colorimétrique permettant la détection de l’effet inoculum pour la céfazoline en 

moins de 3h a été développé par Rincon et son équipe. Ce test est basé sur l’utilisation 

de la nitrocéfine, une céphalosporine chromogène dépourvue de propriétés 

antimicrobiennes, après induction par l’ampicilline. Un changement de couleur (du jaune 

au rouge) s’opère lorsque BlaZ hydrolyse le cycle 𝛽-lactame de la nitrocéfine. La sensibilité 

et la spécificité du test étaient respectivement de 82,5 % et de 88,9 %. Ce test a présenté 

de moins bonnes performances pour les pénicillinases de type B et C par rapport à celles 

du type A (sensibilités de 53,3 %, 72, 3 % et 92,7 % respectivement) (143).  

Ces deux méthodes présentent des limites : elles n’ont été évaluées que pour l’effet 

inoculum pour la cefazoline et sur un nombre limité de souches dans une zone 
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géographique déterminée. D’autre part, elles ne mettent pas en évidence directement 

l’effet inoculum pour une molécule donnée : ce ne sont que des méthodes indirectes.  

 

En routine au laboratoire, les CMI (inoculum standard) sont le plus souvent déterminées 

à l’aide d’epsilomètres en milieu gélosé, et non par méthode de microdilution en milieu 

liquide. Il serait intéressant de déterminer, sur l’ensemble de notre cohorte, si la méthode 

de détermination en milieu gélosé peut être adaptée pour simuler un inoculum élevé et 

ainsi détecter un éventuel effet inoculum pour la céfazoline ou l’oxacilline.   

Des expérimentations restent encore à mener sur l’effet inoculum puisqu’il ne peut pas 

être exclu que d’autres antibiotiques soient touchés. Même si la daptomycine, antibiotique 

utilisé contre les bactéries Gram positif, semble être moins affectée par l’effet inoculum, il 

ne peut être écarté (66,70).  

 

Une autre piste pour faire face à ce phénomène serait l’association d’une ß-lactamine à 

un inhibiteur de ß-lactamase tel que l’acide clavulanique, qui pourrait restaurer l’activité de 

la 1ère molécule. Miller et al ont montré sur un modèle d’endocardite infectieuse du rat une 

réduction significative du nombre de bactéries (souche de S. aureus connue avec un effet 

inoculum pour la céfazoline) en cas de co-administration de céfazoline et d’acide 

clavulanique par rapport à l’administration de céfazoline seule. En présence d’inhibiteurs 

de ß-lactamases, les CMI ont diminué à inoculum élevé (144). L’utilisation d’inhibiteurs de 

ß-lactamases associés à une ß-lactamine pour remédier à l’effet inoculum supposerait que 

celui-ci soit uniquement lié à blaZ.  

Une étude a montré que les associations 𝛽-lactamines/inhibiteurs de ß-lactamases 

(ampicilline/sulbactam et pipéracilline/tazobactam) présentent également un effet 

inoculum (65,9 % et 43 % respectivement), plutôt associé aux ß-lactamases de type C 

(72).  D’autre part, il est difficile de prédire la capacité des inhibiteurs de ß-lactamases à 

atteindre leur cible et de diffuser au sein de la végétation in vivo en concentrations 

suffisantes. Lorsque l’effet inoculum est moins prononcé, un dosage du médicament et 

une augmentation des doses pourrait suffire pour palier à l’effet inoculum.   

 

Enfin, il semble y avoir dans nos résultats, une décorrélation entre la magnitude de l’effet 

inoculum in vitro et l’impact in vivo. In vitro, l’effet inoculum se traduit par une augmentation 

le plus souvent modérée des CMI en présence d’un fort inoculum bactérien et dans de 

rares cas seulement, par l’apparition de résistances (5 souches sont devenues résistantes 

dans notre étude à inoculum fort). En revanche, pour le patient, l’effet inoculum présente 
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un impact majeur, se traduisant en terme de mortalité à 30 jours en cas d’utilisation d’une 

β-lactamine pour laquelle la souche infectante présente un effet inoculum.  

 

Plusieurs raisons peuvent être évoquées pour expliquer ce constat.  

D’une part, la diffusion de l’antibiotique au sein du biofilm et des végétations, n’est pas 

prise en compte, tout comme les caractéristiques intrinsèques liées au patient 

(pharmacodynamie, altérations d’organes) et la réponse de son système immunitaire. 

D’autre part, les souches de SAMS utilisées dans notre étude sont isolées d’hémocultures 

et sont donc planctoniques. Elles ont probablement subi des modifications phénotypiques 

ou de l’expression de leurs gènes lors de leur passage dans le sang et ne sont peut-être 

pas strictement identiques à celles présentes initialement dans le biofilm de la végétation. 

Ces bactéries issues d’hémocultures pourraient être plutôt avoir un système agr 

fonctionnel contrairement aux bactéries présentes à l’intérieures du biofilm de la 

végétation qui auraient tendance à avoir un système agr altéré, comme décrit dans l’étude 

de Yarwood et al (99). Il a également été montré que la négativité du système agr est 

généralement sélectionnée in vivo, ce qui explique que les infections chroniques soient 

souvent associées à une dysfonction du système agr (145).  

 

Afin de tirer les meilleures conclusions, il paraît pertinent de proposer un modèle de biofilm 

simulant une végétation cardiaque pour de se rapprocher au maximum de la réalité, 

comme cela a déjà été fait par Swchartz et al. Ce modèle de biofilm permettrait de 

comprendre l’évolution du biofilm au cours d’une infection et d’évaluer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques (146,147). 
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CONCLUSION 
 

L’impact de blaZ dans l’issue thérapeutique des endocardites à SAMS est à nouveau 

démontré. Cependant, il n’est pas suffisant à lui seul pour expliquer les échecs 

thérapeutiques rencontrés. Une proportion non négligeable de souches avec un effet 

inoculum pour l’oxacilline (39 %) a été mise en évidence parmi les souches de SAMS 

responsables d’endocardites infectieuses. Il s’agissait principalement de souches 

possédant le gène blaZ de type A et C tandis que l’effet inoculum pour la céfazoline était 

plutôt associé aux souches possédant une pénicillinase de type A. Certaines souches ont 

présenté à la fois un effet inoculum pour l’oxacilline et pour la céfazoline. 

 

La présence in vitro d’un inoculum est décrit pour la céfazoline et quelques études 

décrivent la possibilité d’un effet inoculum pour l’oxacilline. Toutefois, des 

questionnements subsistent encore quant à sa significativité en termes d’impact clinique.  

Dans notre étude, l’oxacilline a été associé à un risque accru de mortalité à un mois chez 

les patients atteints d’endocardites à SAMS infectés par une souche avec un effet 

inoculum pour l’oxacilline. A notre connaissance, aucune autre étude n’a montré 

d’association entre effet inoculum pour l’oxacilline et échecs de traitements dans les 

endocardites à S. aureus. D’autres études doivent être menées afin de déterminer si 

d’autres antibiotiques sont sujets à l’effet inoculum ou si l’efficacité antibiotique pourrait 

être restaurée par l’ajout d’un inhibiteur de ß-lactamases.  

En pratique, la mise au point d’une méthode fiable et efficace pour détecter l’effet inoculum 

en routine est essentielle pour être en capacité d’orienter rapidement le clinicien et le 

guider sur le choix de l’antibiothérapie optimale.  

 

Aucune des hypothèses discutées ne semble expliquer à elles seules l’importance de la 

mortalité constatée dans les endocardites infectieuses. Le mécanisme complet de l’effet 

inoculum n’est encore pas complètement élucidé mais il semblerait qu’il ne soit pas 

uniquement lié à blaZ et que plusieurs facteurs soient impliqués et interagissent de 

manière conjointe. La compréhension de l’effet inoculum nécessite des études 

approfondies pour déterminer l’ensemble des mécanismes sous-jacents et les implications 

cliniques qui en découlent.  
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Annexe :  
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Auteur : POLLANI Candice  

Toulouse, le 11 Octobre 2024 

 

 

STUDY OF THE OXACILLIN INOCULUM EFFECT OF METHICILLIN-SUCEPTIBLE 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS RESPONSIBLE OF INFECTIVE ENDOCARDITIS 

 

Infective endocarditis caused by methicillin-sensitive Staphylococcus aureus is a 

serious infection with a persistent mortality rate, despite clinical and therapeutic 

improvements. Following the reported treatment failures with cefazolin, studies have 

investigated the impact of the inoculum effect, which may explain these treatments 

failures. Our tri-centric retrospective study composed of patients treated with cefazolin 

or penicillin M from January 2016 to December 2021 revealed a significant proportion 

of strains with an oxacillin inoculum effect (35.09%). The oxacillin inoculum effect was 

associated with higher mortality in patients who were treated with penicillin M, similar 

to what we’ve already shown for cefazolin in the 1st part of our study. Several 

mechanisms are probably involved in this phenomenon and interact with each other 

(overproduction of penicillinases, biofilm, dormancy). Laboratory tests need to be 

adapted to routinely detect the inoculum effect, in order to guide clinicians towards the 

most appropriate antibiotic therapy for the patient.  
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ETUDE DE L’EFFET INOCULUM POUR L’OXACILLINE DE SOUCHES DE 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS SENSIBLES A LA METICILLINE RESPONSABLES 

D’ENDOCARDITES INFECTIEUSES 

 

Auteur : POLLANI Candice  

Toulouse, le 11 Octobre 2024 

 

RESUME en français 

L’endocardite infectieuse à Staphylococcus aureus sensible à la méticilline est une infection grave 

avec une mortalité inchangée malgré des améliorations cliniques et thérapeutiques. Suite à des 

échecs de traitement rapportés sous céfazoline, des études ont étudié l’impact de l’effet inoculum 

qui pourrait expliquer ces échecs de traitements. Notre étude rétrospective tri-centrique menée sur 

des patients traités par céfazoline ou par pénicilline M de Janvier 2016 à Décembre 2021 a permis 

de mettre en évidence une proportion non négligeable de souches avec effet inoculum pour 

l’oxacilline (35,09 %). L’effet inoculum pour l’oxacilline a été associée à une mortalité supérieure 

pour les patients traités par pénicilline M, de façon similaire à ce qui avait été montré pour la 

céfazoline dans la 1ère partie de notre étude. Plusieurs mécanismes sont probablement impliqués 

dans ce phénomène et interagissent entre eux (surproduction de pénicillinases, biofilm, dormance). 

Nos pratiques bactériologiques doivent s’adapter pour permettre de détecter l’effet inoculum en 

routine afin de guider le clinicien vers l’antibiothérapie la plus pertinente pour le patient.  

 

Titre et résumé en Anglais :  
Voir au recto de la dernière page de la thèse 

 

DISCIPLINE administrative : Pharmacie - BIOLOGIE MEDICALE  

 

MOTS-CLES : Effet inoculum, endocardite infectieuse, Staphylococcus aureus, oxacilline  
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