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NR   Non Renseigné 
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1. Introduction 

Les staphylocoques sont des germes connus depuis la fin du XIXème siècle avec la 

découverte de Staphylococcus aureus et dont les études, notamment sur les nombreux 

staphylocoques à coagulase négative (SCN), n’ont cessé de croître de façon exponentielle 

jusqu’à ce jour (plus de 15 000 références pour « coagulase negative staphylococci » dans 

la base de données bibliographique PubMed) 
1
. 

Les facteurs de virulence responsables de la pathogénicité chez l’homme de 

certains de ces SCN sont aujourd’hui connus, le principal étant la production de biofilm, 

qui est par exemple très impliquée dans la pathogénicité de Staphylococcus lugdunensis. 

Pour d’autres SCN le pouvoir pathogène s’exprime avec un tropisme particulier pour un ou 

plusieurs sites anatomiques tel que le tractus génito-urinaire pour Staphylococcus 

saprophyticus 
1
. Les staphylocoques peuvent en outre poser des problèmes de résistance 

aux antibiotiques dont certains mécanismes, tels que la résistance à la méticilline, ont été 

fréquemment rapportés et peuvent mettre les cliniciens et microbiologistes face à des 

difficultés thérapeutiques ou épidémiologiques 
2
. La diversité des SCN, tant en terme de 

virulence que de résistance, se rapporte souvent à leur espèce et justifie donc une 

identification la plus fiable et rapide possible, ce qui a longtemps constitué un réel défi 

technique.  

Parmi les SCN,  Staphylococcus saccharolyticus est un germe peu étudié avec de 

très rares études dans la littérature. Il n’est pas considéré comme appartenant à un groupe 

virulent ou ayant un tropisme particulier générant des infections spécifiques. Seuls 

quelques rares cases reports indiquent des cas d’infections à S. saccharolyticus mais ces 

cas n’ont pas entrainé d’études de la bactérie ni de son pouvoir pathogène. Le présent 

travail, dont le point de départ a été un cas clinique du service de cardiologie de notre 

établissement, s’intéresse spécifiquement à S. saccharolyticus, et tente d’aborder plusieurs 

aspects de cette espèce méconnue : les difficultés de son identification, sa pathogénicité et 

sa virulence, et sa résistance aux antibiotiques. 

 La première partie de notre introduction rappellera les principales caractéristiques 

des staphylocoques à coagulase négative : leurs techniques d’identification, leur virulence 

principalement liée à la production de biofilm, et leur résistance aux antibiotiques, 

notamment aux bêta-lactamines. La seconde partie de cette introduction s’intéressera 

spécifiquement à S. saccharolyticus : son écologie, ses caractéristiques bactériologiques, sa 

taxonomie et les cas cliniques publiés à ce jour. 
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2. S. saccharolyticus et les staphylocoques à coagulase négative 

2.1.  Classification des staphylocoques 

Les SCN sont des cocci à Gram positif se différenciant de S. aureus qui possède, 

outre la fabrication d’un pigment doré, la propriété de coaguler le plasma 
3
. La figure ci-

dessous montre qu'il existe actuellement 47 espèces et 23 sous-espèces de staphylocoques, 

découvertes en majorité ces 20 dernières années grâce aux nouvelles méthodes 

d’identification, et ayant des implications variables en terme de pathogénicité chez 

l’homme. S. epidermidis reste à ce jour le SCN le plus fréquemment isolé en médecine 

humaine 
1
. 

 

 

Figure 1 : représentation graphique des découvertes de staphylocoques au cours du temps (nombre cumulé 

représenté graphiquement en bleu), de la fin du XIXème siècle à nos jours. Les noms figurant en rouge concernent 

les staphylocoques à coagulase positive, ceux figurant en bleu concernent les SCN. Sur les histogrammes, sont 

aussi représentées les espèces ayant été retirées ou transférées (violet), reclassifiées car appartenant avant à un 

autre genre (vert), validées avec certitude au rang d’espèce (rouge). D’après Becker et al. 2014 
1
. 
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La classification des staphylocoques, séparés en deux grands groupes puis sous-

groupes, est basée de nos jours sur leurs propriétés pathogènes : S. aureus, coagulase 

positive et considéré comme pathogène, et les SCN dont seulement certains sont 

considérés pathogène. Dans ce groupe, S. saprophyticus est par exemple remarquable par 

son tropisme pour le tractus génito-urinaire 
1
. Environ 7% des femmes sont colonisées par 

ce germe qui représente le deuxième pathogène le plus fréquemment impliqué dans les 

infections du tractus urinaire chez la femme jeune en âge de procréer 
4,5

. Ce pouvoir 

infectieux est favorisé par la localisation préférentielle de la colonisation de S. 

saprophyticus, dépendante de l’âge et des saisons, qui se situe dans le tractus génito-

urinaire et le rectum 
6
.  Autre SCN reconnu comme étant virulent et découvert plus 

récemment, S. lugdunensis dispose d’un profil de virulence important responsable entre 

autres d’endocardites infectieuses, avec une mortalité de 38,8% à 78%, ou d’infections sur 

matériel implanté très sévères 
1
. 

 

 

Figure 2 : Classification clinique et épidémiologique des staphylocoques en fonction du résultat de la coagulase et 

du pouvoir pathogène. D’après Becker et al. 2014 
1
. 

 

 La barrière cutanéo-muqueuse, plus vaste organe du corps humain, constitue le 

principal réservoir de SCN. Ce site anatomique, colonisé par de nombreux genres 

bactériens, forme un habitat hétérogène pour ces bactéries du fait de la présence de 

muqueuses, de glandes, de follicules pileux ou de niches écologiques qui diffèrent en 

fonction de la localisation telles que les fosses nasales ou les plis axillaires 
7
. 
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2.2. Le biofilm 

La pathogénicité de la plupart des SCN repose principalement sur la synthèse d’un 

polysaccharide bactérien appelé biofilm, expliquant que les infections les plus 

fréquemment rencontrées, détaillées dans les paragraphes suivants, soient des infections 

chroniques et des infections de bio-matériel. 

2.2.1. Biochimie et organisation structurale du biofilm 

Déjà étudié quelques années auparavant dans la colonisation des canalisations ou 

des coques de bateaux, le biofilm a été décrit dans les années 1980 et 1990 lors de la prise 

de conscience de sa forte implication en pathologie humaine. Il fut défini comme une 

communauté de bactéries adhérant à une surface inerte ou vivante et ancrée dans une 

matrice d'exo-polysaccharide 
8,9

. Il existe à ce jour de nombreuses espèces bactériennes 

possédant la capacité de produire du biofilm dans leur arsenal de facteurs de virulence. Les 

plus souvent incriminés sont les staphylocoques (S. aureus et S. epidermidis) ainsi que 

Pseudomonas aeruginosa 
9
. 

 

Le mécanisme désormais bien connu de développement de ce biofilm est scindé en 

quatre grandes étapes représentées schématiquement dans la figure ci-dessous 
1,9,10

 : 

1 - une phase d'attachement des bactéries planctoniques sur la surface du matériel ou la 

paroi du tissu cible. 

2 - une phase d'accumulation des bactéries en plusieurs couches donnant naissance à des 

microcolonies. 

3 – une phase de maturation des bactéries formant ainsi la structure du biofilm. 

4 - une dernière phase de détachement et dispersion sous forme d'embols ou de bactéries 

planctoniques responsables de la dissémination métastatique de l'infection.  
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Figure 3: Cycle de développement et échanges métaboliques d'un biofilm bactérien. D’après Lebeaux et al. 2012
10

. 

La phase d'adhésion des bactéries planctoniques sur le matériel implanté ou le tissu 

biologique est conditionnée par de nombreuses interactions physico-chimiques. Elles 

regroupent les forces de polarité, de Van der Waal's ou d'interactions hydrophobes et sont 

médiées par divers acteurs chimiques telles que les protéines d'association de surface, dont 

les autolysines Atl font partie 
1,11

. Ces dernières sont les plus répandues chez les 

staphylocoques et ont été décrites en premier lieu chez S. epidermidis (AtlE) et S. aureus 

(Atl), et plus récemment chez plusieurs autres espèces de SCN : S. caprae (AtlC), S. 

saprophyticus (Aas), S. lugdunensis (AtlL) ou encore S. warneri (AtlWM). La fonction 

enzymatique de ces autolysines permet l'adhérence initiale des bactéries sur la surface cible 

via une liaison au peptidoglycane et faisant intervenir les acides teichoïques 
1
. La protéine 

Bap (Biofilm-Associated Protein), découverte chez S. aureus lors d'études sur les 

mammites bovines, est aussi un partenaire majeur dans cette phase d'adhérence. Comme 

pour Atl, des études ont démontré par la suite la présence de protéines homologues (Bap-

Homologous Protein) chez d'autres staphylocoques 
1,11

. D'autres protéines interagissant par 

reconnaissance de molécules de l'hôte et ayant un rôle dans cette première phase de 

formation du biofilm ont été regroupées dans la famille des MSCRAMMs (Microbial 

Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), avec par exemple la 

protéine Fbe (Fibrinogen binding protein) chez S. epidermidis, très proche du Clumping 

factor de S. aureus 
1
. Les molécules servant de récepteurs bactériens chez l'hôte et 

facilitant l'adhérence des bactéries sur le matériel médical implanté sont : le fibrinogène, la 

fibronectine, le collagène, la vitronectine, la thrombospondine, la laminine ou encore le 

facteur von Willebrand 
1,11,12

. Enfin, cette première phase d'adhésion est dépendante d’un 

second messager appelé di-guanosine monophosphate cyclique (di-GMPc), une petite 
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molécule diffusible dont la concentration intracellulaire est régulée par des signaux 

environnementaux et qui permet de moduler l’expression de gènes impliqués dans la 

formation du biofilm 
10

. 

 

Les étapes d'accumulation et de maturation font elles aussi intervenir de nombreux 

acteurs moléculaires afin de multiplier et d’accumuler les bactéries sur plusieurs strates au 

niveau du tissu ou matériel cible en favorisant l’adhésion intercellulaire 
11

. La protéine Atl, 

indispensable pour initier la phase d’adhérence décrite précédemment, est aussi nécessaire 

pour la prolifération et l’adhésion intercellulaire 
1
. La médiation de ces processus est régie 

par l’expression d’opérons, dont icaABCD est l’un des plus connus et étudiés à ce jour 

comme le montre la figure ci-dessous. Son expression régule notamment la synthèse des 

adhésines PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesine), composantes de la matrice 

extracellulaire et ayant un rôle majeur dans l’accumulation du biofilm chez les 

staphylocoques 
11,13,14

. En effet, l’étude de bactéries dépourvues du locus ica a montré leur 

perte de capacité à former du biofilm ou à produire des PIA 
15

. Cependant, quelques études 

ont aussi démontré chez S. aureus et S. epidermidis une formation de biofilm indépendante 

de la présence du locus ica 
16

. 

 

 

Figure 4 : comparaison des opérons ica présents chez S. caprae, S. epidermidis et S. aureus à l’opéron ica de S. 

lugdunensis. D’après Frank et al. 2007 
13

. 
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La structure du biofilm semble aussi pouvoir être modulée par la résistance à la 

méticilline, comme le suggèrent des travaux récents sur S. aureus. Les souches sensibles à 

la méticilline utiliseraient les voies classiques de formation du biofilm en recrutant 

l’opéron ica et les PIA, tandis que les souches résistantes à la méticilline développeraient 

un biofilm indépendamment d’ica et des PIA mais en recrutant des protéines de surface 

telles que la fibronectin binding protein ainsi que des médiateurs comme Atl ou l’ADN 

extracellulaire. Les structures des deux biofilms formés sont alors différentes sur le plan 

moléculaire et microscopique 
16

. 

Les voies de communication entre bactéries ont été initialement décrites chez le 

bacille Gram négatif via la production d’acyl-homosérine lactones (HSL) sous le nom de 

quorum sensing. Ce mode de régulation est basé sur une production croissante d’HSL par 

les bactéries en fonction de l’accumulation de ces dernières. Il permet alors, lorsqu’un 

certain seuil de production d’HSL est atteint, de déclencher l’activation de gènes cibles 

responsables de la formation du biofilm 
8
. Chez S. aureus, le système de quorum sensing 

est porté par le locus agr (accessory gene regulator) 
14

 et les molécules sécrétées ne sont 

pas des HSL mais de petits peptides qui induisent la réponse phénotypique collective 

lorsque le seuil de concentration est atteint 
10,14

. 

 

La formation du biofilm donne naissance à une structure tridimensionnelle 

compacte de bactéries enchâssées dans une matrice extracellulaire 
10

 comme en témoignent 

les photos suivantes 
13

 obtenues en microscopie électronique. 

 

 

 

Au cours du cycle de développement du biofilm (Fig. 3), l'agglomérat conduit à 

l’apparition d’un gradient d’oxygène et de nutriments depuis la surface du biofilm jusqu’en 

son cœur où l’environnement devient anaérobie, avec accumulation de déchets et 

raréfaction des nutriments. Cependant, il existe un réseau de canaux aqueux permettant la 

Figure 5 : Biofilm de S. lugdunensis observé par microscopie électronique (à gauche x 1.800, à droite x 13.000) et 

se développant sur une surface siliconée. D’après Frank et al. 2007 
13

. 
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circulation de l’oxygène et des nutriments jusqu’aux bactéries enfouies et l’évacuation des 

déchets qu’elles produisent. Ces constatations suggèrent que l’état métabolique des 

bactéries au sein du biofilm varie en fonction de leur localisation 
8,10

. 

 

Enfin, la dernière étape de ce processus concerne la dispersion du biofilm. Ce 

phénomène peut se dérouler selon deux modes distincts, (Fig. 3): les bactéries peuvent être 

libérées par fragments sous forme d’embols passifs, mais peuvent aussi se dissocier du 

biofilm sous une forme planctonique isolée 
10

. Ces bactéries seront donc libérées dans la 

circulation sanguine, favorisant la dissémination métastatique de l’infection du fait de leur 

disponibilité pour former un biofilm dans un autre site 
1
. La désintégration du biofilm est 

engendrée par deux grands mécanismes utilisant, pour le premier, une activité enzymatique 

extracellulaire, et pour le second, les molécules de phénol-soluble modulins (PSMs) 
1
. 

2.2.2. Biofilm et infections de bio-matériel 

Grace au progrès médical et du fait du vieillissement de la population, le recours 

aux dispositifs médicaux a considérablement augmenté ces dernières années. Par exemple, 

le nombre d’implants et prothèses utilisés chaque année aux Etats-Unis est de l’ordre de 5 

millions, générant autant de risques d’infection et contribuant fortement à l’augmentation 

des infections nosocomiales 
10,11

. Ce nombre ne va cesser de s’accroitre ces prochaines 

années, ainsi le nombre d'interventions pour prothèses de hanches et genoux aux Etats-

Unis d'ici 2030 devrait excéder 3,5 millions 
17

. Outre le problème de santé publique, ces 

infections ont un impact économique direct très important. En effet, le coût imputable aux 

seules bactériémies sur infection de cathéters centraux est estimé aux Etats-Unis entre 296 

millions et 2,3 milliards de dollars US 
11

. 

Les germes incriminés sont très variés mais les staphylocoques demeurent les 

pathogènes les plus représentés dans ce type d’infections, et tout particulièrement S. 

epidermidis, majoritairement retrouvé dans ces situations, suivi de S. aureus. Cette 

épidémiologie est valable pour les dispositifs cardiaques implantables, comme en témoigne 

la répartition des germes responsables de ces infections présentée ci-dessous 
1,18

.  
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Figure 6 : fréquence des germes incriminés dans les endocardites infectieuses sur dispositif cardiaque implantable. 

D'après Sohail et al. 2007 
18

. 

 

De fait, les infections liées aux dispositifs médicaux implantés représentent la 

première cause d’infection à SCN 
1
. L’un des premier cas, décrit au début des années 1980, 

fut celui d’une infection de stimulateur cardiaque à S. aureus chez un patient ayant fait 

plusieurs épisodes successifs de bactériémies. Le retrait du dispositif et son étude par 

microscopie électronique permit alors de révéler la présence d’un biofilm bactérien 
19

. Le 

biofilm se développe préférentiellement sur des tissus morts ou des surfaces inertes tels 

que les dispositifs médicaux, mais peut aussi se greffer sur du tissu vivant comme dans le 

cas des endocardites 
9
. Comme l'indique la figure ci-dessous 

10
, deux types d’infections 

engendrées par le biofilm sont donc distinguables : les infections liées au matériel avec un 

développement sur une surface inerte (prothèses, sondes urinaires, cathéters…) et les 

infections chroniques de tissus vivants (endocardites infectieuses, pneumopathies du 

patient atteint de mucoviscidose…). 

 



27 

 

 

Figure 7 : Principales infections liées au matériel et associées au biofilm. D’après Lebeaux et al. 2012 
10

. 

 

La formation d'un biofilm en surface d'un dispositif médical est consécutive à une 

simple contamination initiale mais peut conduire à une bactériémie secondaire 
10

. Par 

conséquent, en France, environ 45% des bactériémies nosocomiales sont imputables à une 

porte d’entrée liée à un dispositif invasif, et 20% directement liées aux seuls cathéters et 

chambres implantables 
20

. Les endocardites sur dispositifs cardiaques implantables 

représentent une part importante des infections sur bio-matériels, avec une incidence 

annuelle de 55 et 65/100 000, intermédiaire entre celle de l'endocardite sur valve native 

(30/100 000/an) et celle de l'endocardite sur valve prothétique (300/100 000/an) 
21,22

. 

Plusieurs types d'infections sur dispositif cardiaque implantable sont observés : l'infection 

non compliquée de la loge du boitier sans signes généraux (hémocultures négatives), 

l'infection compliquée de la loge du boitier se traduisant cliniquement par des signes 

généraux (avec hémocultures positives), l'infection sur sonde avec signes cliniques 

généraux mais sans atteinte de la loge du boitier, et enfin l'endocardite vraie avec atteinte 

valvulaire détectée par l'échocardiographie chez un patient avec un dispositif implanté 
23

. 

Dans toutes ces circonstances le matériel retiré génère des cultures bactériennes positives. 

Cependant, une récente étude décrit un phénomène de colonisation de matériel implanté 

sans aucun signe clinique d'infection. Cette simple colonisation, objectivée sur les 
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dispositifs retirés pour remplacement de boitier ou révision de sondes, concernerait environ 

un tiers des patients. Elle peut naturellement engendrer une infection (7,5% des cas) avec 

le même germe que celui de la colonisation 
24

. 

 

 Les bactéries présentes au sein du biofilm présentent une tolérance particulière aux 

agressions extérieures telles que les antibiotiques, les agents physiques (ultraviolets) ou 

chimiques (acides, métaux lourds…) notamment dans le milieu industriel. En effet, les 

nombreuses modifications génétiques et physiologiques des bactéries en biofilm réduisent 

l'impact des agents extérieurs. A ces modifications s’ajoute la diffusion réduite des 

antibiotiques par défaut de pénétration de la matrice extracellulaire et le ralentissement 

métabolique limitant l’action des antibiotiques actifs en phase de croissance. En outre, l’un 

des mécanismes les plus importants serait la présence de bactéries persistantes (persister 

cells), échappant au système immunitaire et aux antibiotiques. A l’arrêt de 

l’antibiothérapie, ces bactéries dormantes peuvent constituer un nouveau biofilm, causant 

une récidive clinique. Tous ces mécanismes rendent donc ces bactéries différentes de leurs 

congénères présentes sous forme planctonique, mais cet état a été décrit comme transitoire 

et réversible, laissant la possibilité au pathogène de revenir à son état initial 
9,10

. 

 

Face à l’accroissement de l’utilisation de matériels médicaux et donc du 

développement de biofilm chez les patients concernés, différents moyens de lutte ont été 

proposés. Outre les mesures d’hygiène préventives et le retrait du matériel, de nombreuses 

mesures basées sur l’utilisation des antibiotiques ont été développées 
1,10,11

. Ces 

antibiothérapies peuvent être administrées par voir systémique classique, par voie locale 

sous forme de verrous de manière préventive ou curative, ou encore par imprégnation 

directe du dispositif médical 
10,25

. Les techniques d’imprégnation concernent 

principalement les cathéters centraux et les implants orthopédiques 
10

, et peuvent utiliser 

des antibiotiques, des agents désinfectants ou antiseptiques, ou encore des ions 

métalliques
11

. Certains implants cardiaques peuvent aussi être insérés dans une enveloppe 

antibactérienne 
25

, comme le montre la Figure 8. Cette approche est principalement 

efficace pour les dispositifs de courte durée ou pour la prévention per-opératoire ou post-

opératoire précoce 
10

, du fait d’un relargage de l’anti-infectieux limité à quelques jours. 
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Figure 8: Stimulateur ou défibrillateur cardiaque implantable inséré dans une enveloppe antibactérienne bio-

absorbable. D’après A. Bouzeman, 2016 
25

. 

 

Différentes études rétrospectives et prospectives ont démontré l'efficacité de ces 

enveloppes, qui peuvent être bio-absorbables. Chez les patients porteurs de tels dispositifs 

les taux d'infections varient de 0% à 0,5% pour des durées de suivi de 2 mois à 2 ans, 

contre 3% dans les groupes contrôles 
25

. Enfin, les caractéristiques physico-chimiques des 

matériaux entrant dans la composition du dispositif semblent impacter directement la 

formation du biofilm, et leur choix permet donc de réduire le risque infectieux. Ainsi, des 

travaux menés sur différentes valves cardiaques en carbone pyrolytique ont démontré que 

la rugosité et l'énergie libre de surface (somme des forces de dispersion et forces polaires) 

des prothèses influençaient la phase d'adhésion dans la formation du biofilm, dans un 

modèle de bioréacteur in vitro, pour S. epidermidis et P. aeruginosa, mais pas pour  S. 

aureus 
26

. 

2.3. Autres facteurs de virulence 

La virulence par production de toxine, bien que majoritairement décrite chez S. 

aureus, peut être également observée chez certains SCN qui produisent des toxines 

cytolytiques appelées PSMs (Phénol-Soluble Modulins) induisant le détachement et la 

dissémination du biofilm. En revanche, les toxines exfoliatives ou superantigéniques ne 

semblent exister que chez S. aureus et n’ont jamais été décrites chez les SCN 
1
. Ces 

derniers possèdent néanmoins de nombreux autres facteurs de virulence pouvant majorer 

leur pathogénicité, tels que l’internalisation et la persistance dans les cellules hôtes, les 

interférences avec le système immunitaire du sujet infecté, la faculté de régulation lors de 

processus pathogènes ou la capacité de sécrétions de lantibiotiques (antibiotic-like ou 

lanthionine-containing antibiotic peptides) 
1
. L'internalisation dans les cellules hôtes est un 

mécanisme bien connu chez S. aureus et utilisé par certains SCN tel que S. epidermidis 

afin d’échapper aux défenses immunitaires mises en place par l’organisme infecté ou aux 
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éventuels traitements antibiotiques administrés. Cette internalisation s’opère dans les 

phagocytes dits « non professionnels » des cellules hôtes via la présence d’adhésines ou 

autolysines Atl et AtlE, ainsi que par la protéine Hsc70 (heat shock cognate protein 70). 

Chez les mutants atl/atlE ou hsc70 inactivés l’internalisation du pathogène est fortement 

altérée et le rend donc accessible pour sa destruction dans le milieu extracellulaire 
1,27

. De 

même que l’internalisation, la persistance intracellulaire a été décrite plus largement chez 

S. aureus mais ce mécanisme existe aussi chez de nombreux bacilles à Gram négatif ou 

cocci à Gram positif tels que S. epidermidis. Ce mécanisme concerne quelques bactéries du 

foyer infectieux capables de modifier leurs fonctions métaboliques afin de survivre en état 

de latence ou de persistance dans le milieu intracellulaire pour échapper aux défenses de 

l’hôte ou aux antibiothérapies 
1
. Ces bactéries survivantes sont appelées Small Colony 

Variant (SCV). D’autres mécanismes permettent aux SCN d’interférer avec le système 

immunitaire de l’hôte. Ainsi, les acides teichoïques ou le peptidoglycane, composants 

majeurs de la paroi bactérienne, peuvent stimuler la production de molécules pro-

inflammatoires (TNF-alpha, IL-1 et IL-6) par les monocytes 
1,28

. La production 

extracellulaire de certaines enzymes, telles que des lipases ou protéases, permet également 

aux SCN d’échapper au système immunitaire et d’envahir les tissus de l’hôte par 

inactivation ou destruction de certaines protéines de défense 
1
. Enfin, les lantibiotiques, 

appartenant à la classe des peptides cationiques antimicrobiens (CAMPs), sont des 

molécules synthétisées par certains SCN et ayant une action contre les bactéries à Gram 

positif, déséquilibrant la flore locale au profit des SCN. Parmi ces molécules, l’epidermine 

sécrétée par S. epidermidis ou la gallidermine sécrétée par S. gallinarum présentent un 

potentiel intérêt thérapeutique 
1,29

. 

2.4. Méthodes d’identification des staphylocoques à coagulase négative 

2.4.1. Galeries d’identification biochimique 

Les infections à SCN sont très fréquentes, notamment en milieu hospitalier. La 

virulence, l’antibio-résistance et l’épidémiologie variant selon les espèces, le laboratoire 

doit pouvoir réaliser quand cela est nécessaire une identification fiable au rang d’espèce. 

Avant l’essor des techniques de biologie moléculaire ou de spectrométrie de masse, 

l’identification était basée sur un ensemble de caractères biochimiques, associés aux 

caractères culturaux et au profil de sensibilité aux antibiotiques, propres à chaque espèce. 

Le premier arbre décisionnel d’identification fut proposé au milieu des années 1970 par 
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Kloos et Schleifer et resta pendant de nombreuses années la méthode de référence. Il 

permettait une identification relativement bonne des SCN, de l’ordre de 80 à 90%, mais 

relevait de techniques très lourdes à mettre en œuvre (réalisation de 13 tests unitaires 

comprenant la coagulase, l’hémolyse, la réduction du nitrate, la fermentation de certains 

sucres…) 
6
. 

 

Les galeries d’identification biochimique commerciales, permettant d’identifier les 

SCN par un panel de tests biochimiques standardisés, ont supplanté la technique de 

référence de Kloos et Schleifer. Différents kits ont été commercialisés, tels que les galeries#

API® Staph, ID32® Staph et Rapidec® Staph (BioMérieux®) ou des techniques semi-

automatisées telles que le système Vitek® (BioMérieux®), le Pos ID Panel® (Siemens 

Healthcare Diagnostics®), le kit BBL Crystal Rapid Gram-Positive ID® (BD Diagnostic 

Systems®) ou le système Phoenix® (BD Diagnostic Systems®)
1
. En plus des tests 

purement biochimiques, des mesures de sensibilité à certains composants antibiotiques, 

tels que la bacitracine, l'optochine ou la novobiocine, sont parfois utilisés afin d'optimiser 

l'identification 
30,31

. Ces différentes techniques permettent une bonne identification des 

espèces de SCN d’importance clinique significative, atteignant 95% pour S. epidermidis ou 

S. haemolyticus et 100% pour S. saprophyticus. Cependant, d’autres espèces de moindre 

impact clinique demeurent mal identifiées avec des scores compris entre 61 et 82% selon 

les kits 
30,32,33,34

. Des techniques d’identification artisanales utilisant un nombre restreint de 

caractères et permettant l’obtention de résultats très rapides, en 4 heures, ont été 

proposées
35

. Leur performance, avec un taux d’identification de 97,5% et 100%, était 

supérieure à celle de la galerie API® Staph, mais elles n’ont jamais été 

commercialisées
35,36,37

. 

 

L’espèce S. saccharolyticus est particulière au sein du genre car il s’agit du seul 

staphylocoque anaérobie strict. D’une façon générale, l’identification des bactéries 

anaérobies relève de galeries biochimiques spécifiques telles que la galerie API® 20A 

(BioMérieux®) ou le système RapID® ANA (Innovative Diagnostic Systems®), qui 

incluent S. saccharolyticus dans leurs bases de données. Cependant, les études 

d’évaluation de ces techniques incluent principalement les espèces Bacteroides, 

Fusobacterium, Peptostreptococcus, Clostridium, et non des staphylocoques. Leurs 

performances se situent, selon les kits, entre 50 et 74% de bonnes identifications 
38

. 
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2.4.2. Biologie moléculaire 

2.4.2.1. L'ADNr 16S 

L’arrivée de la biologie moléculaire et notamment les techniques de PCR et de 

séquençage dans les années 80 ont considérablement contribué à l’évolution de la 

taxonomie bactérienne. D’une façon générale, le séquençage d’un fragment de gène 

conduit à l’élaboration d’un arbre appelé dendrogramme et génère des grappes génétiques 

d'espèces bactériennes appelées clusters : au sein d’un cluster les nœuds séparant les 

espèces comportent une valeur appelée bootstrap, représentant la probabilité qu'un nœud 

soit correct au sein du dendrogramme et que la séparation taxonomique entre espèces soit 

fiable. On considère généralement que deux espèces sont bien séparées lorsque cette valeur 

est supérieure à 95%. La PCR 16S, parfois appelée « PCR universelle », amplifie un 

fragment d’ADN codant pour l’ARN 16S ribosomal, afin de le purifier et de le séquencer. 

Ce gène a été l’un des premiers utilisés pour l’identification bactérienne du fait de la rareté 

de ses mutations, offrant une séquence spécifique pour de nombreuses espèces. Les bases 

de données génomiques se sont donc largement enrichies de ces séquences pour toutes les 

espèces de staphylocoques connues et ont permis d’établir une taxonomie basée sur les 

relations phylogénétiques entre les différentes espèces. L’arbre phylogénétique obtenu 

grâce à cette méthode permet de distinguer 12 clusters, donnant des résultats très proches 

de ceux fournis par les techniques d’hybridation ADN-ADN 
39

. Cependant le pouvoir 

discriminant de cette technique s’est révélé rapidement trop faible pour une identification 

optimale des SCN en routine en raison d’une forte homologie entre certaines espèces 

(environ 98%) 
40

. Ainsi, cette technique peut engendrer plus de 15% d’erreurs 

d’identification 
41

. 

2.4.2.2. Autres gènes d'intérêt 

Le séquençage d’autres gènes présents chez tous les staphylocoques, et souvent 

relativement bien conservés, a permis d’enrichir l’arsenal d’identification 

moléculaire
1,40,41,42,43,44,45,46

. Ces gènes sont les suivants : 

- gap (codant pour la glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase)  

- sodA (codant pour la manganese-dependent superoxide dismutase) 

- rpoB (codant pour la sous-unité béta de l’ARN polymérase) 

- tuf (codant pour le facteur d’élongation TU) 
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- hsp60 (codant pour la protéine de choc thermique de 60 kDa) 

- dnaJ ou hsp40 (codant pour la protéine de choc thermique de 40 kDa) 

 

 Le séquençage de ces différents gènes permet une discrimination des espèces de 

staphylocoques supérieure à celle de l’ADNr 16S, en raison notamment d’une homologie 

plus faible entre les espèces. Par exemple, le séquençage de 85% du gène sodA ne révèle 

que 81.5% d’homologie entre les espèces, tandis que l’ADNr 16S atteint 98% 

d’homologie. Cette méthode offre donc une identification fiable pour de nombreuses 

souches non-identifiées ou mal identifiées par les méthodes basées sur les caractères 

biochimiques en galerie 
42

. Le séquençage partiel du gène rpoB, qui révèle des homologies 

de l’ordre de 86%, s’avère également plus discriminant que celui de l’ADNr 16S. L’arbre 

phylogénétique obtenu fait apparaitre 9 clusters ayant plus de 85% d’homologie entre eux, 

mais seulement 5 groupes avec des valeurs de bootstrap supérieures à 70% 
43

. Le gène tuf 

permet également d'obtenir de très bons résultats, avec seulement 2% d’erreurs ou d’échecs 

d’identification 
41,44

. Cette méthode est d’ailleurs beaucoup plus performante que la 

spectrométrie de masse (MALDI-TOF) évoquée plus loin, qui génère parfois plus de 20% 

d’erreurs. Le séquençage du gène tuf assure donc une meilleure discrimination entre les 

différentes espèces de SCN, permettant par exemple la séparation des espèces capitis et 

caprae, impossible avec l'ADNr 16S. De même, les espèces warneri et pasteuri, sont 

discriminées par le séquençage des gènes tuf  ou rpoB, et non par l'ADNr 16S. Parmi les 

autres gènes d’intérêt pour l’identification des staphylocoques, le gène gap est l’un des 

moins conservés avec des homologies de séquences entre les différentes espèces variant de 

24% à 96%. Par conséquent, son séquençage est un des plus discriminants pour 

l’identification des SCN. La séparation des espèces capitis et caprae est alors très 

supérieure à celles que permettent l’ADNr 16S ou le gène rpoB 
44,46

. 

 

 Les staphylocoques hébergent deux gènes de protéines de choc thermique, 

conservés mais porteurs de séquences hypervariables présentant un intérêt pour 

l’identification moléculaire. Le gène  hsp60, dont l’homologie entre espèces est de l’ordre 

de 82%, révèle une phylogénie proche de celle de l’ADNr 16S mais beaucoup plus 

discriminante, avec 6 groupes d’espèces phylogénétiquement proches, séparé en 2 clusters, 

celui de l’espèce sciuri, et celui des espèces aureus, epidermidis, haemolyticus, 

saprophyticus et intermedius 
45

. Un autre gène codant pour une protéine de choc 

thermique, dnaJ, est l’un des plus discriminants pour l’identification des staphylocoques, 
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avec en moyenne 78% d’homologies entre les différentes espèces. Son pouvoir 

discriminant est donc non seulement supérieur à celui de l’ADNr 16S, mais également à 

celui de rpoB, de hsp60 ou encore de sodA, tant pour la différenciation entre espèces qu’au 

niveau des sous-espèces. En effet, son séquençage engendre 8 groupes (S. sciuri, S. 

simulans, S. saprophyticus, S. hyicus-intermedius, S.haemolyticus, S. epidermidis, S. 

aureus et S. lugdunensis), et son intérêt réside principalement dans des variations de 

séquences intra-espèces très faibles, inférieures à 1% pour des espèces majeures telles 

qu’aureus et epidermidis 
40

. 

2.4.3. Spectrométrie de masse 

Cette méthode, appelée MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation 

Time-of-Flight mass spectrometry), consiste en la fragmentation des bactéries en un panel 

protéique ionisé, sous l’impulsion d’un laser. L’identification est possible via l’obtention 

d’un profil unique pour chaque espèce, issu de l’analyse des rapports « masse sur charge » 

(m/z) des ions produits. Ces rapports sont eux-mêmes déduits du temps mis par les ions 

(temps de vol) pour parcourir une distance définie. Le MALDI-TOF s’est beaucoup 

développé ces dernières années et a supplanté les techniques d’identification par galeries 

biochimiques. En termes d’identification des staphylocoques, ses performances les plus 

récemment décrites vont de 97,2% à 100% selon les études et avec des panels incluant les 

espèces les plus couramment retrouvées en clinique 
47,48,49,50

. Bien que certains travaux 

rapportent de moins bons résultats et plus de 20% d’erreurs pour des espèces relativement 

rares 
44,51

, les espèces les plus isolées en clinique (S. aureus, S. epidermidis, S. 

haemolyticus, S. hominis) sont identifiées à 99.6% 
47,50

. La comparaison du MALDI-TOF 

avec le séquençage du gène tuf, le plus discriminant pour l’identification des SCN, montre 

des résultats équivalents pour les espèces les plus fréquemment isolées, mais avec une 

vitesse supérieure et un coût de réalisation nettement moindre 
48,49

. Lorsque le panel 

d’espèces s’élargit, le séquençage tuf est supérieur, du fait de la perte de performance du 

MALDI-TOF sur certains SCN 
44

. En revanche, la comparaison avec d’autres techniques 

d’identification montre la grande supériorité du MALDI-TOF sur les méthodes 

phénotypiques (Vitek® et galeries biochimiques), et même sur l’ADNr 16S 
49

. Comme 

pour les autres techniques d’identification, la base de données est importante. Mais en 

spectrométrie de masse, le cut-off (ou seuil d’identification) est aussi un élément majeur. 

Les fournisseurs recommandent d’utiliser un cut-off à 2 pour considérer l’identification 

comme acceptable au rang d’espèce, et un cut-off compris entre 1,7 et 2 pour affirmer une 
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identification au rang de genre. Cependant, il a été montré que ce cut-off peut être ramené à 

1,7 pour identifier de façon fiable les staphylocoques au rang d’espèce 
47,52

. Outre les 

performances remarquables  de cette technique, d’autres arguments majeurs ont favorisé 

son développement, notamment son coût (quelques centimes pour chaque souche), sa 

rapidité (quelques minutes pour une série de plusieurs souches) et sa facilité d’exécution, 

accessible à un technicien de laboratoire non spécialisé 
47,48,53

. 

2.5. Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques des SCN 

Les principales résistances décrites chez les staphylocoques concernent les β-

lactamines avec deux grands mécanismes. La résistance à la pénicilline par acquisition 

d’une β-lactamase, décrite pour la première fois en 1944, portée par le gène blaZ et médiée 

par un plasmide entre les différents staphylocoques. Cette enzyme hydrolyse le cycle β-

lactame de toutes les pénicillines 
1
. Comme l’illustre la figure suivante, son émergence 

chez l’espèce aureus a été consécutive à la pression de sélection exercée par la pénicilline 

découverte au début des années 1940 
54

. Désormais, moins de 10% des souches de S. 

epidermidis et S. heamolyticus, SCN les plus isolés en clinique, sont sensibles à la 

pénicilline G. Selon les séries, ce taux de résistance peut atteindre 98% 
1
. 

 

 

Figure 9 : Courbe d’évolution de la résistance aux béta-lactamines chez S. aureus et représentant les introductions 

sur le marché de différents antibiotiques majeurs ainsi que les grands mécanismes de résistance. Les quatre 

flèches représentent les vagues de résistance successives apparues au fil des années.    MRSA = SAMR, VISA = S. 

aureus intermédiaire à la vancomycine, VRSA = S. aureus résistant à la vancomycine, CA-MRSA = SARM acquis 

en communauté. D’après Chambers et al. 2009 
54

. 

 

La résistance à la méticilline est le second mécanisme de résistance d’importance 

majeure chez les staphylocoques. Ce mécanisme a été largement décrit chez S. aureus et a 
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entrainé une surveillance de ces souches dites « SARM » par les instances d’hygiène 

hospitalière et de veille sanitaire afin de réduire la prévalence de cette « BMR » (Bactérie 

Multi-Résistante) 
2
. Ce mécanisme caractéristique entraine une résistance à toutes les béta-

lactamines, comprenant donc les pénicillines, les céphalosporines (à l’exception du 

ceftobiprole et de la ceftaroline) et les carbapénèmes 
1
. Le mécanisme moléculaire est 

l’acquisition d’une Protéine Liant la Pénicilline (PLP) supplémentaire, désignée sous le 

nom de PLP2a, et codée par un gène (mecA) appartenant à un opéron localisé sur un grand 

fragment d’ADN, une cassette appelée SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome 

mec). Cette cassette est un élément génétique mobile comprenant des recombinases, 

appelées Ccr, insérant et excisant ce motif dans le génome. Il existe actuellement 4 « mec 

complex » et 6 « ccr complex » formant la classification des SCCmec qui s’étend à ce jour 

du type I au type XI représentés ci-dessous 
1,55

. 

 

 

Figure 9 : Organisation des SCCmec conférant la résistance à la méticilline chez les staphylocoques. D’après 

Becker et al. 2014 
1
. 

 

La prévalence des infections à SARM a largement chuté au cours de ces dernières 

années du fait des politiques d’hygiène et de bonne prescription des antibiotiques. Ainsi, en 

France, la densité d’incidence des infections à SARM est de l’ordre de 0,3 pour 1000 

journées d’hospitalisation soit deux fois moins qu’il y a 10 ans, et les SARM représentent 



37 

 

moins de 20% des souches de S. aureus 
2
. Les mécanismes de résistance aux bêta-

lactamines chez les SCN sont les mêmes que ceux de S. aureus, mais leur prévalence est 

très supérieure, avec notamment 73,2 à 90,9% de résistance à la méticilline 
1
. 

2.6.  Staphylococcus saccharolyticus, une espèce encore méconnue 

A ce jour, seules quelques anciennes études révèlent des données sur S. 

saccharolyticus et datent, pour la plupart, des années 1970 ou du début des années 1980.  

2.6.1. Ecologie de S. saccharolyticus 

La flore cutanée est composée de nombreux germes dont une majorité de 

staphylocoques à coagulase négative, notamment Staphylococcus epidermidis qui 

représente jusqu’à 90% de la flore aérobie de la peau 
56

. Concernant la flore anaérobie, S. 

saccharolyticus pourrait être présent chez 20 à 24% de la population suivant le site de 

prélèvement cutané 
57

. Chez l’homme, S. saccharolyticus coloniserait préférentiellement le 

front et les bras 
1
. L’espèce n’est pas strictement humaine et observée par exemple dans la 

flore cutanée des gorilles 
1
. 

2.6.2. Aspects microscopiques et macroscopiques 

S. saccharolyticus est un cocci immobile d’environ 0,8 µm, ne formant pas de 

spores et se disposant en paires, en tétrades, en grappes ou de façon isolée. Les colonies 

obtenues sur milieu gélosé sont circulaires, de 0,5 à 1 mm, blanches à grises, opaques et 

convexes 
1,57,58,59

. 

2.6.3. Profil biochimique 

Lors de sa découverte par Foubert et Douglas en 1948, S. saccharolyticus a été 

décrit comme une bactérie anaérobie stricte 
58

. Des études plus contemporaines démontrent 

en effet que sa croissance se fait préférentiellement en anaérobiose à une température 

optimale comprise entre 30 et 37°C. Cependant, en fonction de la composition du milieu, il 

est possible d’observer un développement à la fois en anaérobiose et en aérobiose 
59

. Sur 

gélose au sang le taux de croissance atteint 100% dans des conditions d’anaérobiose stricte 

en 48h contre 0% en condition aérobie durant ce même temps d’incubation, et jusqu’à  

40% seulement en aérobiose après 7 jours d’incubation 
57

. L’ajout d’hème dans le milieu 

gélosé favoriserait la croissance dans des conditions d’aérobiose sans l’inhiber en 

anaérobiose pour autant 
59

. En milieu TSY (Trypticase Soy, Yeast extract, Tween 80), sur 
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178 souches de S. saccharolyticus incubées pendant 4 à 7 jours à 37°C, 5% poussent 

seulement en anaérobiose, 76% poussent mieux en anaérobiose qu’en aérobiose, 12% ont 

une croissance équivalente dans les deux conditions et 7% ont une croissance sensiblement 

meilleure en aérobiose 
57

. 

Les caractères biochimiques de S. saccharolyticus, issus de trois études, sont 

recensés dans le tableau ci-dessous : 

 

Tableau 1 : Profil du métabolisme biochimique de S. saccharolyticus selon les travaux de Foubert et Douglas, 

Westblom et al. et Evans et al 
58,60,57

. 

 Etudes 

Tests / Caractères 

biochimiques 

Foubert et Douglas, 

1948 
Westblom et al., 1990 Evans et al., 1977 

Indole - - NR 

Uréase NR - NR 

Glucose + + + 

Mannitol - - NR 

Lactose - - NR 

Saccharose + - NR 

Galactose - NR NR 

Maltose - - - 

Salicine - - NR 

Xylose NR - NR 

Arabinose - - NR 

Esculine NR - NR 

Glycérol + + + 

Cellobiose NR - NR 

Mannose + + NR 

Fructose + NR + 

Raffinose - - NR 

Sorbitol NR - NR 

Rhamnose NR - NR 

Tréhalose NR + NR 

Catalase NR + + 

Coagulase NR - - 

 

Les concordances relevées par ces trois études concernent le glucose, le glycérol, le 

mannose et le fructose 
57,58,60

. Il existe une discordance entre les études sur la fermentation 

du saccharose 
58,60

 et une incertitude sur le métabolisme du tréhalose 
60

. La présence d’une 
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catalase et l’absence de coagulase, caractère majeur des SCN, est confirmée 
57,60

. Le 

glucose, principal sucre fermenté, est métabolisé sous la forme de CO2, d’éthanol, d’acide 

acétique et d’acide formique 
58,60

. Il ressort de ces travaux des résultats contradictoires sur 

la présence 
58

 ou l’absence 
57

 de traces d’acide lactique dans les métabolites de 

fermentation du glucose. D’autres caractères biochimiques ont été détaillés lors de la 

description initiale de ce germe : il n’entraine pas de protéolyse de l’albumine d’œuf, de la 

gélatine, du sérum de bœuf ou de la caséine, il n’est pas producteur d’H2S mais peut 

réduire les nitrates en nitrites par la présence d’une nitrate réductase 
58

. 

2.6.4. Relations taxonomiques et études génomiques 

Lors de sa découverte en 1948, le germe a été classé dans la famille des 

Micrococcacae, le genre Micrococcus et l’espèce grigoroffi. Cependant, sa fermentation 

particulière de certains sucres, dont le glucose, l’ont fait rapidement individualiser dans 

une espèce à part, Micrococcus saccharolyticus 
58

. Puis son caractère anaérobie strict a fait 

évoluer sa taxonomie du genre Micrococcus vers le genre Peptococcus, ce dernier 

distinguant au sein de la famille depuis le début du XXème siècle des cocci à Gram positif 

anaérobies immobiles et non sporulés. Par la suite néanmoins, la taxonomie de P. 

saccharolyticus restera floue et controversée car ses propriétés se distinguent sensiblement 

de celles d’autres bactéries du genre Peptococcus, lequel rejoindra finalement une nouvelle 

famille de cocci anaérobies, les Peptococcace. Les travaux de Schleifer en 1973 sur la 

composition de la paroi bactérienne apportèrent un nouvel éclairage taxonomique. 

L’analyse de cette composition, présentée dans le tableau suivant, confirma d’une part des 

différences majeures avec les autres Peptococcus et d’autre part une grande similitude, 

qualitative et quantitative, avec la paroi de Staphylococcus epidermidis, estimée à 80% 

d’homologie en séquence d’acides aminés. Il apparaît dès lors que P. saccharolyticus serait 

un staphylocoque ayant perdu ses facultés à croitre en atmosphère aérobie 
61

. 
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Tableau 2 : Composition de la membrane et du peptidoglycane, type de cytochrome et composition en GC de 

l’ADN de certains staphylocoques et peptocoques dont P. saccharolyticus. D’après Kilpper et al. 1981 
59

. 

 

 

Ce n’est qu’au début des années 1980 avec l’avènement des études génomiques que 

le genre a été revu officiellement de Peptococcus à Staphylococcus, désignant ainsi le 

germe sous le nom de Staphylococcus saccharolyticus. Le tableau ci-dessous démontre en 

effet que l’hybridation ADN-ADN entre P. saccharolyticus et certaines espèces de SCN 

révèle une forte homologie de séquence avec le genre Staphylococcus. A l’inverse, les 

homologies de séquences ADN avec le genre Peptococcus demeurent très faibles, toujours 

inférieures à 10% 
61

. 
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Tableau 3 : pourcentage d’homologie entre différentes espèces de staphylocoques et de streptocoques dont P. 

saccharolyticus, basé sur une technique d’hybridation de l’ADN. D’après Kilpper et al. 1980 
61

.!

 

 

 L’avènement de la biologie moléculaire et le séquençage de différents gènes ont 

contribué de façons diverses à confirmer l’appartenance de S. saccharolyticus au genre 

Staphylococcus et à préciser sa place au sein du genre, sans pour autant qu’aucun d’entre 

eux ne puisse établir à lui seul une certitude diagnostique. Le premier gène ayant contribué 

à la classification phylogénétique des staphylocoques est celui codant pour l’ARN 

ribosomique 16S. Son séquençage a permis d’obtenir des clusters très proches de ceux 

générés par les études antérieures d’hybridation ADN-ADN et d’établir un premier 

dendrogramme illustrant les relations phylogénétiques entre l’espèce saccharolyticus et les 

principales espèces de staphylocoques isolées chez l'homme 
62

. Cependant, au sein de ce 

cluster, S. saccharolyticus se distingue de S. epidermidis mais pas des espèces capitis ni 

caprae 
39

. 
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Figure 10 : dendrogramme de la relation taxonomique entre P. saccharolyticus et d’autres espèces de 

staphylocoques basé sur l’étude de l'ADNr 16S. D’après Ludwig et al. 1981 
62

. 

 

Le séquençage 16S permet en outre de distinguer S. saccharolyticus des espèces 

lugdunensis, haemolyticus, hominis, pasteuri et warneri, ce qui n'était pas possible avec 

l'hybridation ADN-ADN.  

 

Les dendrogrammes générés par le séquençage d’autres gènes d’intérêt sont 

présentés en annexe du document. Parmi eux, le séquençage du gène sodA ne distingue que 

faiblement l’espèce saccharolyticus des autres SCN, les valeurs de bootstraps des nœuds le 

séparant de S. epidermidis n’étant que de 83%, et plus faible encore vis à vis des espèces 

capitis et caprae 
42

. Dans le cas du gène rpoB, un cluster semble se dessiner autour de S. 

saccharolyticus mais inclurait aussi S. epidermidis et S. lugdunensis, ces 3 espèces 

apparaissant peu différentiables. En revanche, l’analyse de rpoB permet, contrairement au 

séquençage 16S, une bonne séparation de S. saccharolyticus vis-à-vis des espèces caprae 

et capitis du fait d’une homologie de séquence de seulement 84,5% à 89% 
43

. Parmi les 

autres gènes d’intérêt, le gène dnaJ permet une relativement bonne identification de S. 

saccharolyticus inclus dans le groupe S. epidermidis, avec les espèces capitis, caprae, 

epidermidis, pasteuri, warneri. Le dendrogramme établi à partir du gène hsp60 montre 

également une très bonne séparation des espèces saccharolyticus et epidermidis (bootstrap 

à 95%) et de S. muscae (bootstrap à 100%), mais ne sépare pas S. saccharolyticus du 

groupe capitis/caprae 
45

. Pour le gène gap, bien que S. saccharolyticus apparaisse proche 

des espèces epidermidis, capitis et caprae, les valeurs de bootstrap séparant les différentes 

espèces sont supérieures à 95% et permettent donc théoriquement une très bonne 

identification de l'espèce saccharolyticus 
44

. Enfin, bien qu'étant l'un des gènes les plus 

discriminants pour l'identification des SCN, le gène tuf se révèle un peu moins 

discriminant pour S. saccharolyticus, tout en restant meilleur que le séquençage 16S 
44

. 
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2.6.5. Cas cliniques 

Il n’existe actuellement que cinq cas cliniques publiés évoquant une infection 

imputable à S. saccharolyticus. Ces infections concernent divers sites anatomiques puisque 

sont rapportées les pathologies suivantes : une pneumopathie, une spondylodiscite, deux 

endocardites et une infection de la moelle osseuse. 

 

Le cas de pneumopathie à S. saccharolyticus a été décrit chez un jeune chinois de 

21 ans présentant une toux associée à une hémoptysie. L’imagerie pulmonaire mit en 

évidence de multiples lésions et foyers dont la biopsie se positiva en culture à S. 

saccharolyticus. Le patient succomba à cette infection du fait d’une antibiothérapie 

inadaptée à l’antibiogramme. Devant une résistance à la pénicilline G associée à une 

résistance à l’imipénème, une souche résistante à la méticilline peut être suspectée 
63

. 

 

Le cas de spondylodiscite a été décrit chez un homme de 48 ans souffrant de 

douleurs dorsales depuis 2 mois avec une altération de l’état général. La biopsie de disque 

intervertébral s’est révélée positive à S. saccharolyticus après 5 jours de culture en 

anaérobiose. L’identification a été effectuée par galerie d’identification biochimique et 

séquençage 16S. Après traitement antibiotique adapté, l’infection a régressé et le patient a 

recouvré son état de santé antérieur 
64

. 

 

Une femme de 57 ans ayant subi une implantation de valve mitrale prothétique 

quelques années auparavant a développé une endocardite révélée à l’échocardiographie 

trans-oesophagienne. Les prélèvements d’hémocultures aérobies et de valve ont donné des 

résultats positifs à S. saccharolyticus après identification par galerie d’identification 

biochimique. L’antibiogramme mit en évidence une résistance à la méticilline et la patiente 

décéda quelques semaines plus tard d’une défaillance cardiaque post-greffe valvulaire 
65

. 

 

Un autre cas d’endocardite a été décrit en 1990 chez un homme de 61 ans 

présentant une altération de l’état général. L’échographie cardiaque montra une végétation 

au niveau de sa valve native. Les hémocultures anaérobies mirent toutes en évidence un S. 

saccharolyticus dont l’identification fut obtenue par galerie d’identification biochimique. 

Après une antibiothérapie de 6 semaines le suivi du patient était favorable 
60

. 
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Plus récemment, une jeune femme chinoise de 26 ans s'est présentée à l’hôpital 

avec un tableau de fièvre, adénopathie et convulsions suivies de coma, associés à une 

pancytopénie. Le myélogramme ne révéla pas d’anomalie hématologique cancéreuse mais 

la culture anaérobie (ainsi que les hémocultures anaérobies) était positive. La galerie 

d’identification biochimique et le séquençage du gène gap identifièrent S. saccharolyticus. 

Malgré une antibiothérapie adaptée la gravité de l’infection entraîna le décès de la 

patiente
66

. 

Le tableau suivant précise les données recueillies pour ces différents cas cliniques.
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Tableau 4 : Description de l’ensemble des cases reports impliquant S. saccharolyticus. 

Auteurs Godreuil et al. 
64

 Krishnan et al. 
65

 Liu et al. 
66

 Westblom et al. 
60

 Wu et al. 
63

 

Pays, année France, 2002 USA, 1996 Chine, 2015 USA, 1990 Chine, 2009 

Pathologie 
Spondylodiscite Endocardite sur valve 

prothétique 

Infection de moelle osseuse Endocardite sur valve 

native 

Pneumonie 

Informations 

patient 

Homme, 58 ans Femme, 57 ans 

Implantation valve mitrale 

prothétique il y a quelques 

années 

Femme, 26 ans, sans 

antécédents médicaux 

Homme, 61 ans, fièvre 

récurrente depuis 6 mois 

Homme, 21 ans, sans 

antécédents médicaux 

Explorations 

cliniques 

- Douleurs dorsales depuis 2 

mois (Corticoïdes), fièvre, 

perte de poids, examens 

neurologique, cardiaque et 

pulmonaire normaux, 

hygiène dentaire déplorable 

- IRM moelle épinière révèle 

spondylodiscite 

- Fièvre, souffle 

systolique, hépatomégalie. 

- ETO révèle une masse 

avec végétations au niveau 

de la prothèse valvulaire. 

- Fièvre, adénopathies 

cervicales, puis convulsions et 

perte de conscience, puis choc 

septique avec CIVD et coma 

- Echographie abdominale : 

ascite (négative en culture) 

- Imageries cérébrales et 

cervicales normales, mais 

imagerie pulmonaire 

anormale. 

- Fièvre, perte de poids, 

souffle cardiaque 

- Echographie cardiaque 

révèle végétations sur la 

valve mitrale 

- Pas d’intervention ni 

infection dentaire récente 

- Lésions cutanées 

(probable point d’entrée) 

- Toux avec hémoptysie 

depuis 34 jours, dyspnée 

depuis 8 jours, apyrétique. 

- Scanner et radiographie 

révèlent multiples lésions et 

foyers pulmonaires 

s’aggravant avec le temps 

- VIH négatif 

- Auscultation cardiaque 

normale 

Explorations 

biologiques 

- CRP et VS élevées, 

hyperleucocytose à 

polynucléaires neutrophiles, 

urines, hémocultures, VIH, 

VHC et Brucella négatives 

Anémie, hyperleucocytose - Pancytopénie, CRP et VS 

élevées, VIH négatif, Ac 

antinucléaire, anti double brin 

et cardiolipide négatifs. 

- Recherche de BK négative 

- Myélogramme normal 

- Anémie, 

thrombocytose, VS 

élevée 

- Hyperleucocytose à 

polynucléaires neutrophiles, 

anémie légère 

- Absence de BK 
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Prélèvements 
Biopsie disque intervertébral Hémocultures + Valve 

mitrale prothétique 

Moelle osseuse + 

hémocultures 

Hémocultures après arrêt 

ciprofloxacine 

Biopsie pulmonaire sur foyer 

de nécrose 

Cultures 

- Examen direct du 

prélèvement négatif 

- Culture pure à S. 

saccharolyticus après 5 jours 

d’incubation en anaérobie. 

- Culture aérobie négative 

après 7 jours d’incubation. 

- Culture BK négative. 

- Hémocultures à S. 

saccharolyticus en 24h 

dans tous les flacons 

anaérobies. Aérobies 

négatives. 

- Valve mitrale thrombosée 

(anneau inflammé et 

nécrosé) donnant S. 

saccharolyticus (culture 

anaérobie). 

- Hémocultures post-

intervention chirurgicale 

négatives 

- Cultures anaérobies du sang 

et de la moelle osseuse : cocci 

Gram positif (colonies 

blanches non hémolytiques sur 

gélose sang en anaérobiose) : 

S. saccharolyticus 

- Cultures aérobies négatives 

- Hémocultures 

anaérobies positives 

après 10 jours :  

S. saccharolyticus  

- Biopsie positive à S. 

saccharolyticus (résultat rendu 

après le décès du patient) 

Atmosphère d’incubation non 

renseignée. 

Méthodes 

identifications 

- Biochimie : Api® 20 A 

- Biologie moléculaire : 

séquençage 16S 

(identification au genre 

Staphylococcus, 99% 

homologie) et rpoB (98,3% 

homologie avec S. 

saccharolyticus CIP 

103275T, 88,9 % avec S. 

caprae) 

- Biochimie : Rapid® 

ANA II et An-Ident® 

- Biochimie : Api® 20 A 

(code : 20005046) 

- Biologie moléculaire : 

séquençage gap (99% 

d’homologie  avec S. 

saccharolyticus) 

- Biochimie : galerie 

d’identification non 

spécifiée (vérifié par 2 

laboratoires 

indépendants) 

Non renseigné 
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Antibiogramme 

Diffusion milieu gélosé : 

S : vancomycine, 

teicoplanine, érythromycine, 

pristinamycine, rifampicine, 

tetracycline 

CMI (E-test en mg/L) : 

S : ofloxacine (<0.19), 

clindamycine (<0,064) 

R : métronidazole (>256) 

Recherche de bétalactamase 

négative, PCR mecA 

négative 

Diffusion en milieu gélosé 

et CMI (mg/L) par 

microdilution en milieu 

liquide. 

S : vancomycine (2), 

clindamycine (<0.5), 

chloramphénicol (8) 

R : oxacilline (>32) et 

donc toutes les Béta-

lactamines, 

métronidazole (>16), 

tétracycline (>16) 

Méthode non renseignée 

CMI (mg/L) : 

S : vancomycine (1.5), 

levofloxacine (0.094), 

pénicilline (0.002), 

clindamycine (0.023) 

R : métronidazole (256) 

CMI (mg/L) par dilution 

en milieu liquide : 

S : pénicilline (0.015), 

ampicilline (0.015), 

oxacilline (0.015), 

céfalotine (0.015), 

vancomycine (0.015), 

Imipénème (0.015), 

gentamicine (0.48), 

ciprofloxacine (0.12), 

clindamycine (0.012) 

R : métronidazole (250) 

Méthode non renseignée 

S : lévofloxacine, 

moxifloxacine 

R : métronidazole, pénicilline, 

imipénème 

Traitements 

Céfotaxime IV 2g, 4fois/j + 

Fosfomycine IV 4g, 3 fois/j 

pendant 2 jours. 

Relais : Ofloxacine PO 

200mg, 3 fois/j + 

Clindamycine 600 mg, 4 

fois/j pendant 12 semaines 

Changement de valve au 

bloc opératoire 

Pénicilline IV 6.4 millions 

U/4h + Vancomycine 0.8g, 2 

fois/j 

Puis Imipénème 1g/12h + 

Vancomycine 500 mg/6h 

Traitement empirique par 

ciprofloxacine avant 

investigations. 

Puis nafcilline 2g/4h + 

gentamicine 90 mg/8h 

pendant 6 semaines 

- Azithromycine 0.5 g pendant 

6 jours en probabiliste avant 

imagerie 

- Tinidazole IV 0.4g, 2 fois/j + 

pénicilline 4 millions U/6h 

- Aggravation clinique donc : 

Imipénème IV 0.25g/6h + 

tinidazole 0.4g, 2 fois/j 

Guérison / 

Décès 

A 3 mois post-traitement : 

disparition images 

anormales à l’IRM et CRP 

indétectable. Suivi à 1 an 

favorable. 

Décès par défaillance 

cardiaque à J32 de 

l’hospitalisation. 

Décès par choc septique après 

quelques jours 

d’hospitalisation. 

Suivi à 6 mois post-

traitement favorable 

Décès à J20 d’hospitalisation 
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En outre, il a été rapporté un épisode très particulier de possibles bactériémies à S. 

saccharolyticus dans un centre hospitalier allemand affectant une vingtaine de patients. La 

première patiente était hospitalisée pour hyperthermie dans un contexte de chimiothérapie 

sur cancer métastatique. Ses hémocultures se sont positivées à S. saccharolyticus. Aucune 

antibiothérapie n’a été instaurée et le syndrome inflammatoire et fébrile s’est normalisé 

après quelques jours. Dans les 6 mois suivants, 16 prélèvements d’hémocultures sont sortis 

positifs au même germe pour différents patients (une origine clonale a été mise en 

évidence par étude génétique pour 15 souches sur 16). Tous les patients souffraient d’un 

syndrome inflammatoire biologique et d’une hyperthermie au moment du prélèvement. 

Ces patients, sans aucun lien entre eux et hospitalisés pour des raisons diverses, ont été 

perdus de vue du fait de transferts dans d’autres hôpitaux. Aucune cause n’a été retrouvée 

à cet épisode, qui, un an après, n’était toujours pas résolu car de nouvelles hémocultures se 

positivaient avec ce germe chez des patients nouvellement hospitalisés. Les causes autres 

que cliniques et nosocomiales explorées mais écartées après investigation sont la 

contamination intra-laboratoire et la contamination des fioles par le fournisseur. 

Le profil d’antibiogramme du S. saccharolyticus retrouvé dans ce centre hospitalier 

donnait une sensibilité aux molécules suivantes : pénicilline (donc a priori « méti-S »), 

érythromycine, nétilmicine, clindamycine, lévofloxacine, vancomycine 
67

. 
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2.6.6. Objectifs de ce travail 

L‘isolement d’un S. saccharolyticus dans les différents prélèvements d’un 

défibrillateur en menace d’extériorisation chez un patient de notre CHU nous a conduit à 

différentes interrogations sur cette bactérie méconnue. Quelles sont ses caractéristiques ? 

Appartient-elle aux SCN considérés comme pathogènes, surtout dans le cas de patients 

porteurs de matériel implanté ? Quels facteurs de virulence serait-elle capable de 

produire ? Est-elle correctement identifiée par les différentes techniques utilisées dans les 

laboratoires de microbiologie ? Peut-elle être résistante aux bêta-lactamines ? L’objectif de 

ce travail a été d’étudier cet isolat, et quelques autres du laboratoire, afin de tenter de 

répondre à ces questions. Les travaux ont concerné différentes souches de patients 

hospitalisés au CHU de Rouen et une souche de référence de l’institut Pasteur, toutes 

identifiées en première intention comme S. saccharolyticus. Le premier objectif était de 

comparer les différentes méthodes d’identification bactérienne. Dans un second temps, 

notre travail s’est concentré sur la recherche de facteurs de virulence et notamment sur 

l’éventuelle capacité de S. saccharolyticus à produire du biofilm. Enfin, une étude des 

profils de sensibilité aux antibiotiques a été réalisée afin d’évaluer la présence de 

mécanismes de résistance chez S. saccharolyticus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

3. Matériels et méthodes 

3.1. Recrutement des patients/prélèvements 

3.1.1. Cas index : Monsieur M.L. 

Monsieur M.L. présente comme antécédent une dystrophie musculaire d’Emery-

Dreifuss, diagnostiquée à l’âge de 13 ans et observée chez plusieurs membres de sa famille 

(forme récessive liée à l’X). Cette pathologie se caractérise par une triade de signes 

cliniques : une atrophie musculaire de progression lente associée à une rétractation 

tendineuse et une cardiopathie. Cette dernière se manifeste souvent après l’âge de 20 ans 

par des troubles de la conduction, des troubles rythmiques ainsi qu’une cardiomyopathie 

dilatée. A l’âge de 24 ans, Monsieur M.L. est hospitalisé en urgence pour une perte de 

connaissance d’allure syncopale avec morsure de langue évoquant un épisode épileptique. 

Au cours de l’hospitalisation, l'exploration du faisceau de His révèle une dysfonction 

sinusale sévère avec bloc nodal de 1
er 

degré motivant l’implantation d’un pacemaker. Le 

boitier de pacemaker est changé par la suite à deux reprises, en 2003 et 2007. 

 En mai 2013, devant la dysfonction de la sonde ventriculaire droite et en raison des 

risques de troubles du rythme dans le cadre de cette myopathie, le pacemaker est retiré puis 

remplacé par un défibrillateur automatique implantable pré-pectoral droit avec sonde de 

défibrillation ventriculaire droite. Les anciennes sondes non fonctionnelles sont laissées en 

place après avoir été capuchonnées. 

 En septembre 2014, Monsieur M.L. consulte en urgence son cardiologue car depuis 

une quinzaine de jours il décrit une gêne au niveau de la loge de son défibrillateur. Il décrit 

en outre un épisode de frisson sans avoir constaté de réel syndrome fébrile. Le bilan 

biologique est normal et il est notamment noté l'absence de syndrome 

infectieux (procalcitonine négative et absence d’hyperleucocytose). L’examen clinique 

révèle une menace avérée d’extériorisation du boitier de défibrillateur nécessitant 

l’ablation totale du matériel implanté afin d’éviter toute aggravation septique. La loge du 

défibrillateur n’était pas cliniquement purulente lors de l’intervention. Après ablation du 

matériel, une antibiothérapie probabiliste par vancomycine 2 g IV en continu et 

gentamicine 320 mg IV toutes les 24 h est instaurée. 
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Figure 11 : photographies thoraciques de face (à gauche) et de profil (à droite) de Monsieur M.L. lors de l’épisode 

de menace d’extériorisation du boitier de défibrillateur. 

 

Tous les prélèvements de matériels réalisés durant l’opération sont envoyés au 

laboratoire de bactériologie du CHU de Rouen, qui objective les résultats suivants : 

- Défibrillateur : S. saccharolyticus + 2 autres SCN 

- Capuchon de sonde : S. saccharolyticus 

- Tissu de loge : S. saccharolyticus 

- Sonde de défibrillateur de l'oreillette droite : S. saccharolyticus 

- Sonde du ventricule droit : S. saccharolyticus 

 

L'antibiogramme montre que l'isolat de S. saccharolyticus est sensible à la 

méticilline et un relai par Orbénine® (Cloxacilline) IV 3 g, 4 fois par jour est mis en place. 

Afin de permettre la dé-perfusion et le retour à domicile, un relai est rapidement envisagé 

par teicoplanine, (dose de charge de 400 mg x 2 pendant 3 jours, puis 400 mg par jour en 

dose d’entretien), après vérification des CMIs de cet antibiotique, et pour une durée totale 

d’antibiothérapie de 6 semaines. 

L’ETO réalisée à une semaine de l’ablation ne montre pas d’argument en faveur 

d’une endocardite infectieuse. Devant l’absence de signes généraux (patient apyrétique au 

cours de l’hospitalisation et prélèvements d’hémocultures négatifs), la réunion de 
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Concertation Pluridisciplinaire (RCP) sur les endocardites conclut à une probable infection 

locale à S. saccharolyticus sans endocardite avérée. Cependant, le patient a été traité 

comme tel en raison de la présence du même germe dans deux sites anatomiques distincts 

et non communiquants (sonde / loge). Une ré-implantation controlatérale d’un nouveau 

dispositif (sonde et boitier) est réalisée 2 semaines plus tard. Le suivi à 3 mois montre une 

évolution favorable au niveau local sans syndrome inflammatoire biologique. 

3.1.2. Autres patients 

Quatre autres isolats de S. saccharolyticus ont été inclus à notre étude et 

provenaient des cultures anaérobies de liquides pleuraux. Les patients porteurs de ces 

souches ne présentaient pas de contexte infectieux, ils provenaient de services différents, 

avec des antécédents et pathologies diverses. L'un d'eux a dû être exclu du fait d’une erreur 

d’identification initiale du germe révélée lors de l’étude. Il s’agissait d’un germe 

appartenant au genre Corynebacterium et non d’un S. saccharolyticus (isolé d’un cathéter 

sous clavier). 

 

1) Monsieur J-F.L. (n°2988) est un homme de 65 ans hospitalisé en chirurgie 

thoracique pour un carcinome épidermoïde du lobe pulmonaire inférieur gauche au stade 

IV multi-métastatique associé à une pleurésie purulente à Streptococcus pneumoniae. 

 

2) Monsieur S.L. (n°4582) est un homme âgé de 67 ans hospitalisé en pneumologie 

pour un carcinome bronchique à petites cellules multi-métastatique associé à une pleurésie 

carcinomateuse, non purulente et sans polynucléaires neutrophiles. Le patient est 

apyrétique, sans signes infectieux généraux. 

 

3) Madame V.M. (n°0138) est une patiente de 44 ans, consultant aux urgences 

chirurgicales pour cancer du sein gauche inflammatoire T4 avec épanchement pleural 

gauche. Elle est apyrétique à son entrée et il n’y a pas d’argument pour une pleurésie 

infectieuse. 

 

4) Madame L.B (n°0680) est une femme hospitalisée en gastro-entérologie. 

L’identification erronée du germe en première intention (Corynebacterium spp) a fait 

exclure la souche de l’étude. 
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5) Une souche de référence de S. saccharolyticus provenant de la Collection de 

l’Institut Pasteur (CIP) : S. saccharolyticus CIP 103275T, a été ajoutée comme témoin à 

nos isolats cliniques. Il existe une autre souche de référence de l’American Type Culture 

Collection, S. saccharolyticus ATCC® 14953™, non utilisée ici. 

3.2. Identification 

3.2.1. Caractères culturaux, macroscopiques et microscopiques 

Afin de mettre en évidence les caractères culturaux ainsi que les morphologies 

macroscopiques et microscopiques du germe étudié, toutes les souches ont été 

ensemencées sur des géloses dites « anaérobies » composées de TSAB (Tryptone Soja au 

sang de mouton) ou sur des géloses au sang incubées en anaérobiose et en aérobiose, à 

37°C. Les géloses ont été examinées toutes les 24h durant 5 jours. 

3.2.2. Galeries d’identification biochimique et autres caractères biochimiques 

Les galeries utilisées ont été la galerie Api® 20A et la galerie Api® Staph 

(Biomérieux®), recommandées respectivement pour les germes anaérobies et pour les 

staphylocoques. Après incubation pendant 48h sur gélose au sang en anaérobiose pour 

chaque échantillon, quelques colonies isolées ont été prélevées et émulsifiées dans une 

ampoule d’Api® Medium, afin d’obtenir respectivement 3 McF ou 0,5 McF. La galerie a 

été inoculée avec cette solution préparée extemporanément. Il convient d’éviter la 

formation de bulles qui introduiraient de l’oxygène dans les cupules. Les galeries ont été 

incubées en enceinte anaérobie pendant 24 à 48h à 37°C. 

La détection de la présence d’une catalase chez S. saccharolyticus a été faite par le 

test standard de dégradation du peroxyde d’hydrogène après introduction d’une colonie 

isolée dans une goutte d’H2O2. Le test a été réalisé pour toutes les souches. 

3.2.3. Spectrométrie de masse 

La technique d’identification par spectrométrie de masse utilisée est le MALDI-

TOF de Bruker®. Un dépôt d’1 µL de contrôle interne ou BTS (Bacterial Test Standard) a 

été effectué sur la cible, recouvert après séchage et dans les 10 minutes par 1 µL de 

matrice. Les dépôts des échantillons bactériens ont été effectués à partir d’une colonie 

pure, et recouverts par 1 µL de matrice dans les 30 minutes. La plaque a été analysée par 

l’automate dans les 4 heures suivant le dépôt de la matrice. 
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3.2.4. Biologie moléculaire 

3.2.4.1. Choix des gènes et des amorces 

Quelques gènes candidats ont été sélectionnés afin d'identifier les souches de S. 

saccharolyticus. L'analyse de l'ADNr 16S, technique historique et largement répandue 

dans les laboratoires, notamment dans le notre, a été réalisée en premier lieu sur toutes les 

souches. D’autres gènes utilisés en routine dans certains laboratoires pour l’identification 

des SCN et plus discriminants que le 16S ont été partiellement séquencés : tuf  (deux 

couples différents d’amorces sont testés pour ce gène), rpoB, sodA et gap. 

Les séquences des couples d’amorces utilisées pour chaque gène sont présentées 

dans le tableau ci-dessous. 

 

Tableau 5 : séquences d’amorces et références utilisées pour les gènes tuf, rpoB, sodA, gap et pour l’ADNr 16S. 

Cibles Séquences des amorces Références 

16S 
16 S1 : GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

16 S5 : GTGGACTACCAGGGTATCTAATCC 

Amorcier laboratoire 

(CHU Rouen) 

tuf 
tuf1-F : GCCAGTTGAGGACGTATTCT 

tuf1-R : CCATTTCAGTACCTTCTGGTAA 

Hwang et al. 

JCM 2011 
41

 

tuf 
tuf2-F : TTATCACGTAACGTTGGTG 

tuf2-R : CATTTCWGTACCTTCTGG 

Bergeron et al. 

EJCMID 2011 
44

 

rpoB 
rpoB-F : CAATTCATGGACCAAGC 

rpoB-R : GCIACITGITCCATACCTGT 

Mellmann et al. 

EID 2006 
68

 

sodA 
sodA-F : CCITAYICITAYGAYGCIYTIGARCC 

sodA-R : ARRTARTAIGCRTGYTCCCAIACRTC 

Poyart et al. 

JCM 2001 
42

 

gap 
gap-F : ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA 

gap-R : GACATTTCGTTATCATACCAAGCTG 

Yugueros et al. 

JCM 2001 
69

 

 

3.2.4.2. Extraction et amplification par PCR 

Quelques colonies isolées obtenues après culture de 48h  à 37°C en anaérobiose ont 

été mises en suspension dans 200 µL d’InstaGene™ Matrix (Bio-Rad®), puis incubées 

successivement à 56°C pendant 30 min et 100°C pendant 10 min. Les extraits, issus du 

surnageant des tubes après centrifugation, ont été conservés à 4°C avant amplification par 

PCR. Le pré-mix utilisé contenait pour chaque tube : 2.2 µL d’eau distillée, 7.5 µL de 
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GoTaq® green Master mix (Promega®) et les amorces reverse et forward à 7,5 nM 

(volume final de 10 µL). Afin d’obtenir le mix final de 15 µL, 5 µL d’extrait de souche 

dilués au 1/10 ont été ajoutés au pré-mix. Un témoin négatif a été réalisé en ajoutant 5 µL 

d’eau distillée au lieu des 5 µL d’extrait de souche. Le schéma utilisé pour la réaction 

d’amplification a été le même pour toutes les PCRs. L’amplification a été effectuée dans 

un thermocycleur Veriti (Applied Biosystems®) selon le schéma suivant :  

- 5 minutes à 95°C 

- 10 cycles en touch down avec perte d’un degré par cycle de 65 à 55°C : 

o 30 secondes à 95°C 

o 1 minute à 65°C 

o 1 minute 30 secondes à 72°C 

- 20 cycles identiques : 

o 30 secondes à 95°C 

o 1 minute à 55°C 

o 1 minute 30 secondes à 72°C 

- 5 minutes à 72°C 

- Arrêt de l’amplification et conservation à 4°C 

 

Une migration électrophorétique des produits de PCR a été réalisée sur gel 

d’agarose à 2% durant 45 minutes à 130 V après dépôt de 10 µL d’amplicon. Une lecture 

du gel par lampe UV après 45 minutes de migration a permit la révélation des bandes 

d’ADN amplifié, visibles grâce à un agent intercalant de l’ADN fluorescent (GelRed™ 

Biotium®). La même manipulation a été réalisée en faisant migrer seulement 1µL de 

chaque amplicon dans le gel de migration afin de garder 14 µL d’amplicon pour le 

séquençage. 

3.2.4.3. Réaction de séquence et séquençage 

Une purification des amplicons a été effectuée par ajustement du volume précédent 

à 50 µL avec de l’eau, puis ajout de 100 µL de tampon Buffer NT. Ce mélange a été lavé 

par centrifugation sur colonne avant deux autres lavages par 700µL chacun de tampon 

Buffer NT3. Les amplicons purifiés ont été récupérés après élution par 30 µL de tampon 

Buffer NE et conservés à 4°C avant séquençage. Le mix de séquençage contenait pour 

chaque réaction : 4 µL de DTCS Quick, 10.7 µL d’eau, 2 µL d’amplicons, 3 µL d’eau et les 

amorces forward ou reverse à 7,5 nM pour un volume final de 20 µL. Le programme 
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utilisé sur le thermocycleur Applied Biosystems Veriti™ (Thermo-Fisher®) était le 

suivant : 

- 2 minutes à 95°C 

- 60 cycles identiques : 

o 10 secondes à 96°C 

o 10 secondes à 50°C 

o 4 minutes à 60°C 

- Arrêt de l’amplification et conservation à 4°C 

 

L’analyse en séquenceur automatique des produits de réactions de séquence a 

requis une étape préalable de purification, enchainant trois lavages successifs, avec 60 µL 

d’éthanol à 95% (centrifugation à 4°C pendant 10 minutes et à 3500 RCF), puis deux fois 

avec 200 µL d’éthanol à 70% (centrifugation à 4°C pendant 3 minutes et à 3500 RCF). 

Après séchage, 40 µL de SLS (Sample Loading Solution) ont été ajoutés dans chaque puits, 

ainsi qu’une goutte d’huile 15 à 30 minutes après le SLS. Le séquençage a utilisé un 

programme "500.550 pb 15 secondes" sur le séquenceur GenomeLab™ GeXP (Beckman 

Coulter®). Après extraction informatique des données de séquences, une comparaison aux 

bases de données a été effectuée. La base de données BIBI a été utilisée pour l’ADNr 16S, 

tuf et rpoB. Le gène gap n’étant pas recensé dans cette base de données, la plateforme 

BLAST du NCBI (National Center for Biotechnology Information) a été utilisée pour ce 

dernier. 

3.3. Synthèse de biofilm 

3.3.1. Tests de croissance en milieux liquides 

Afin d’optimiser la production in vitro d’un éventuel biofilm par S. saccharolyticus 

dans un milieu liquide, il a été nécessaire de tester sa croissance dans différents milieux 

liquides. La synthèse de biofilm par d’autres SCN tels que S. lugdunensis a été 

précédemment étudiée 
70

. Nous avons utilisé comme témoin dans notre expérience une 

souche de S. lugdunensis productrice de biofilm 
70

. La croissance de cette souche témoin 

requiert un milieu liquide de type Trypticase-Soja (TS) enrichi en glucose à 1%. Ce milieu 

a donc été testé ainsi que deux autres : le bouillon Brain-Heart infusion (BHI ou bouillon 

Cœur-Cervelle) et le bouillon Schaedler® (Bio-Rad®). Tous les isolats cliniques et la 

souche témoin CIP ont été testés. Les durées d’incubation à 37°C en atmosphère anaérobie 
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de chaque échantillon ont été variables en fonction du milieu utilisé et ont été interrompues 

lorsque la croissance était jugée bien visible à l’œil nu. Puis, le protocole dédié à la 

formation de biofilm en aérobiose par S. lugdunensis a été appliqué à la souche témoin de 

S. lugdunensis et à deux souches de S. saccharolyticus (la souche CIP et l’isolat du patient 

index). 

3.3.2. Synthèse de biofilm en bouillon TS glucosé à 1% 

Le protocole de formation in vitro et en anaérobiose de biofilm chez S. 

saccharolyticus en plaque de polystyrène à 6 puits stériles à fond plat (Falcon®) était le 

suivant : 

J-2 : Préparation d’une solution auto-clavée de glucose à 50%, repiquage des 

souches, puis préparation d’un bouillon TS glucosé à 1%. 

J0 : Inoculation de plusieurs colonies (2 ou 3) bien isolées dans 5 mL de bouillon 

TS glucosé à 1%. 

J6 : Ajustement de la turbidité à 1 McF dans une ampoule contenant 2 mL de 

solution TS glucosé à 1%. Dilution au 1/50 dans un nouveau bouillon TS glucosé à 1% 

(14,7 mL de TS glucosé à 1% + 300 µL de bouillon ajusté à 1 McF). Distribution de 3 mL 

dans 3 des 6 puits et réalisation d’un témoin négatif avec 3 mL de bouillon TS glucosé à 

1% dans l’un des 3 puits restants. Incubation pendant 4 jours en atmosphère anaérobie à 

37°C. 

J10 : Elimination du liquide de chaque puits par aspiration. Double rinçage à l’eau 

distillée. Séchage à l’air libre. Distribution de 2 mL par puits de safranine 0,1% et maintien 

à température ambiante pendant 1 minute. Elimination de l’excédent de colorant puis 

rinçage à l’eau distillée deux fois successivement. Séchage à l’air libre. Solubilisation de la 

safranine par ajout de 2 mL par puits d’acide acétique glacial à 30%. Mesure de 

l’absorbance en cuve par spectrophotométrie à 495 nm. 

3.3.3. Synthèse de biofilm en bouillon Schaedler® 

Le protocole était identique au précédent mais avec du bouillon Schaedler® à la 

place du bouillon TS glucosé à 1%. Du fait de la croissance plus rapide du S. 

saccharolyticus dans le bouillon Schaedler®, les durées d’incubation en anaérobiose à 

chaque étape ont été réduites à 48h : 

J-2 : repiquage des souches 

J0 : inoculation en bouillon Schaedler® 
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J2 : mise en plaque 6 puits 

J4 : révélation du biofilm et mesure de l’absorbance 

3.4. Antibiogrammes 

Les antibiogrammes ont été réalisés par la méthode de diffusion en milieu gélosé. A 

partir d’une culture pure de S. saccharolyticus à 48h, une suspension de 1 McF a été 

préparée en milieu NaCl 0,85% et ensemencée par écouvillonnage sur des géloses BBA 

(Brucella Blood Agar) incubées, après dépôt des disques d’antibiotiques, pendant 48h à 

37°C en anaérobiose. Les antibiotiques testés étaient ceux de l’antibiogramme des 

staphylocoques selon les recommandations de la société européenne de microbiologie 

(CASFM-EUCAST) version 2013. Un disque de métronidazole a cependant été ajouté en 

raison du caractère anaérobie de S. saccharolyticus. Enfin, la recherche d’une pénicillinase 

a été effectuée par un test dit de « céfinase » consistant à déposer une colonie bactérienne 

sur un disque imprégné de nitrocéfine. 
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4. Résultats 

4.1. Identification 

4.1.1. Caractères culturaux, macroscopiques et microscopiques 

Les souches de S. saccharolyticus ont cultivé en 48h en anaérobiose à 37°C sur 

gélose TSAB ou gélose au sang. Aucune croissance n’a été observée en aérobiose à 37°C. 

Les colonies obtenues étaient fines, cultivant en tapis, circulaires, transparentes puis 

blanches en 48h et devenant blanches-grises en 5 jours. La photographie ci-dessous a été 

prise à 72h. 

 

 

Figure 12 : aspect macroscopique des colonies de la souche de S. saccharolyticus du patient index sur gélose TSAB 

après 72h en anaérobiose à 37°C. 

 

En microscopie, S. saccharolyticus est un cocci à Gram positif se disposant en 

amas, par paires, isolément ou en tétrades comme le montre la photographie suivante, prise 

au grossissement x1000 pour la souche de notre patient index. 
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Figure 13 : aspect microscopique de la souche de S. saccharolyticus du patient index au grossissement x1000. 

Disposition des cocci à Gram positif, 1 : en amas, 2 : par paires, 3 : isolé, 4 : en tétrades.  

 

4.1.2. Galeries d’identification biochimique et autres caractères biochimiques 

Le tableau suivant présente les résultats obtenus avec les galeries biochimiques 

API® 20A pour l’ensemble des souches après incubation en anaérobiose pendant 48h : 

 

Tableau 6 : résultats de l’identification des souches patients et CIP de S. saccharolyticus par galerie API® 20A. Le 

pourcentage d’identification estime la proximité relative du profil observé aux différents taxons de la base de 

données. La typicité exprime le caractère typique de la souche à l’intérieur d’un taxon. Sa valeur qui varie de 0 à 1 

reflète le nombre de caractère biochimique à l’encontre. 

N° souche 
Code Api® 

20A 

Qualité 

identification 
Nom du germe % identification Typicité 

2988 40005046 Très bonne S. saccharolyticus 99,8 1,00 

4582 00005046 Excellente S. saccharolyticus 99,9 0,87 

3579 00005046 Excellente S. saccharolyticus 99,9 0,87 

0138 00005046 Excellente S. saccharolyticus 99,9 0,87 

CIP 40005046 Très bonne S. saccharolyticus 99,8 1,00 

 

1 

2 

4 

3 
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Toutes les souches ont été parfaitement identifiées comme appartenant à l’espèce S. 

saccharolyticus. Le pourcentage d’identification était de 99,8 à 99,9% avec une typicité 

comprise entre 0,87 et 1,00. Deux profils biochimiques se dégageaient de ces tests et 

différaient par le métabolisme du glucose (métabolisé pour les souches 2988 et CIP et non 

pour les trois autres souches). 

Pour une identification à 99,8% et une typicité maximale à 1,00 le profil type d’un 

S. saccharolyticus obtenu sur une galerie API® 20 A est détaillé ci-dessous : 

 

Tableau 7 : profil nécessaire pour l’identification la plus fiable d’un S. saccharolyticus par galerie API® 20A. 

Tests / Caractères Résultats Tests / Caractères Résultats 

Indole - Glycérol + 

Urée - Cellobiose - 

Glucose + Mannose + 

Mannitol - Mélézitose - 

Lactose - Raffinose - 

Saccharose - Sorbitol - 

Maltose - Rhamnose - 

Salicine - Tréhalose - 

Xylose - Catalase + 

Arabinose - Spores - 

Gélatine - Gram + 

Esculine - Cocci + 

 

 

 

Figure 14 : photographie de la galerie API® 20A obtenue pour la souche CIP de S. saccharolyticus. 

 

 Les caractères biochimiques de S. saccharolyticus selon la base de données de 

Biomérieux® sont donc : le métabolisme du glucose, du glycérol et du mannose ainsi que 

la faculté de métaboliser le peroxyde d’hydrogène par une catalase. 
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Les résultats de la galerie API® Staph incubée en atmosphère anaérobie pendant 24 

à 48h sont rapportés dans le tableau suivant : 

 

 

Tableau 8 : résultats de l’identification des souches patients et CIP de S. saccharolyticus par galerie API® Staph. 

N° souche 
Code Api® 

Staph 

Qualité 

identification 
Nom du germe % identification Typicité 

2988 6102101 Bonne S. capitis 95,9 1,00 

4582 6102140 Bonne au genre 
S. capitis 

S. schleiferi 

68 

30,4 

0,42 

0,55 

3579 6102100 Bonne S. capitis 97,6 0,88 

0138 6102140 Bonne au genre 
S. capitis 

S. schleiferi 

68 

30,4 

0,42 

0,55 

CIP 6102142 Code inexistant - - - 

 

 

La galerie Api® Staph ne contient pas l’espèce saccharolyticus dans sa base de 

données et n’a donc pu que rapprocher le profil des isolats testés de ceux d’espèces 

proches. Ainsi, les souches 2988 et 3579 (patient index) ont été « identifiées » comme 

appartenant à l’espèce capitis, avec un niveau de confiance qui peut être qualifié de 

satisfaisant pour ce système. Les deux autres isolats cliniques n’ont pu être identifiés qu’au 

rang de genre et non au rang d’espèce. Cependant leurs caractères étaient très proches de 

ceux des souches 2988 et 3579, suggérant qu’ils se rapprochent plutôt de l’espèce capitis 

(68% d’identification et typicité de 0,42) et un peu moins de l’espèce schleiferi 

(identification à seulement 30,4% et typicité à 0,55). La souche CIP possédait des 

caractères proches mais son profil ne permettait pas d’identification car il ne correspondait 

à aucun profil de la base de données. 
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A titre d’exemple, le profil biochimique obtenu pour la souche de notre patient 

index est donné ci-dessous: 

 

Tableau 9 : profil des caractères biochimiques obtenus sur galerie API® Staph pour la souche de S. 

saccharolyticus du patient index. 

Tests / Caractères Résultats Tests / Caractères Résultats 

Témoin négatif - Nitrate + 

Glucose + β-naphtyl phosphate - 

Fructose + Sodium pyruvate + 

Mannose + Raffinose - 

Maltose - Xylose - 

Lactose - Saccharose - 

Tréhalose - Méthyl-glucopyranoside - 

Mannitol - N-acétyl-glucosamine - 

Xylitol - Arginine - 

Mélibiose - Urée - 

 

 

Figure 15 : photographie de la galerie API® Staph pour la souche de S. saccharolyticus du patient index. 

 

Cette galerie a mis en évidence le métabolisme du fructose, du mannose, la 

réduction du nitrate en nitrite et la production d’acétyl-méthyl-carbinol (par le test au 

sodium pyruvate) par la souche du patient index. Le métabolisme du glucose est moins 

franc mais était bien présent pour cette souche. 

 

La synthèse de l’ensemble des tests biochimiques réalisés confirme donc le 

métabolisme par nos 5 souches des composés suivants : le glucose, le fructose, le mannose 

et le glycérol. Parmi les autres caractères il convient de retenir la présence d’une catalase, 

d’une nitrate réductase et la production d’acétyl-méthyl-carbinol. D’autres caractères 

présents de façon inconstante selon les souches peuvent être retenus : l’acidification du N-

acétyl-glucosamine ainsi que la présence d’une arginine dihydrolase et d’une uréase.  
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4.1.3. Spectrométrie de masse 

Le tableau ci-dessous reprend les résultats obtenus par spectrométrie de masse : 

Tableau 10 : résultats de l’identification des souches patients et CIP par spectrométrie de masse de type MALDI-

TOF. Un score supérieur à 2 avec une catégorisation en A correspond à une bonne identification de la souche au 

rang d’espèce. 

N° souche 
Nombre d’occurrence à 

S. saccharolyticus 
Nom du germe Score le plus élevé 

2988 5/10 S. saccharolyticus A 2,359 

4582 3/10 S. saccharolyticus A 2,185 

3579 3/10 S. saccharolyticus A 2,260 

0138 3/10 S. saccharolyticus A 2,407 

CIP 5/10 S. saccharolyticus A 2, 407 

 

Toutes les souches ont été identifiées comme appartenant à l’espèce S. 

saccharolyticus. La qualité de ces identifications était optimale selon les recommandations 

du fournisseur, avec des scores supérieurs à 2 (de 2,185 à 2,407) et une catégorisation en A 

pour chaque germe. Le nombre d’occurrences à S. saccharolyticus donné par l’automate 

varie de 3 à 5 sur 10 selon les isolats, sachant que la base de données de Bruker® contient 

cinq souches différentes de S. saccharolyticus. 

4.1.4. Biologie moléculaire 

L’amplification de fragments des gènes rpoB, tuf 1 et gap a généré dans tous les cas 

un fragment d’ADN unique, et n’a révélé aucun contamination pour le témoin négatif. Les 

conditions de PCR choisies étaient donc optimales pour envisager le séquençage de ces 3 

gènes. En revanche, les mêmes conditions n’ont permis aucune amplification des 

fragments des gènes tuf 2 et sodA, et l’étude de ces gènes n’a donc pas été poursuivie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : photographies des gels de migration révélant les bandes de fragments d’ADN amplifiés pour chaque 

gène (tuf 1, rpoB, sodA, tuf 2, gap) et pour chaque souche. Puits n°1 : 4582   n°2 : 3579   n°3 : 0138   n°4 : 2988   

n°5 : CIP 103275T   (-) : témoin négatif   (+) : marqueur de poids moléculaire. 
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La comparaison des séquences obtenues aux bases des données a permis d’obtenir 

les résultats suivants : 

Tableau 11 : Résultats de l’identification des souches patients et CIP par biologie moléculaire via l’étude de 

l’ADNr 16S et des gènes tuf, rpoB et gap. 

 
Gènes 

16 S tuf rpoB gap 

N
° 

so
u

c
h

e
 

4582 
Groupe saccharolyticus 

/ capitis / caprae 
S. saccharolyticus S. saccharolyticus S. saccharolyticus 

3579 
Groupe saccharolyticus 

/ capitis / caprae 
S. saccharolyticus S. saccharolyticus S. saccharolyticus 

138 
Groupe saccharolyticus 

/ capitis / caprae 
S. saccharolyticus S. saccharolyticus S. saccharolyticus 

2988 +/-  S. saccharolyticus S. saccharolyticus S. saccharolyticus S. saccharolyticus 

CIP S. saccharolyticus Aucun résultat S. saccharolyticus S. saccharolyticus 

 

Pour les gènes tuf, rpoB et gap, le nœud de S. saccharolyticus visible sur les 

dendrogrammes était bien dissociable de celui des espèces capitis et caprae contrairement 

aux données du séquençage 16S, et confirmait l’identification de chaque souche. Le 

séquençage du gène tuf n'a pas permis d'identification pour la souche CIP. 

 

Figure 17 : dendrogramme issu du séquençage 16S de la souche de S. saccharolyticus du patient index 3579. 
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Figure 18 : dendrogramme issu du séquençage du gène tuf de la souche de S. saccharolyticus 4582. 

 

4.2. Synthèse de biofilm 

4.2.1. Tests de croissance en milieux liquides 

Pour le milieu TS glucosé à 1%, l’incubation en atmosphère anaérobie a été 

interrompue au 6
ème

 jour. Une croissance bactérienne était observée dans tous les tubes, 

cependant celle-ci était très faible contrairement à celle de la souche témoin de S. 

lugdunensis. La croissance en milieu BHI était satisfaisante au 4
ème

 jour, mais seulement 

dans la moitié des tubes. Pour le milieu Schaedler®, 48 heures étaient suffisantes pour 

observer une croissance franche dans tous les tubes ensemencés.  
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4.2.2. Synthèse de biofilm en bouillon TS glucosé à 1% 

Après déduction de la valeur du blanc obtenue pour le témoin négatif, les résultats 

d’absorbance à 495 nm relevés pour les 3 souches testées étaient les suivants : 

 

Tableau 12 : valeurs d’absorbance (DO) mesurées à 495 nm pour le test de synthèse de biofilm réalisé en triplicate 

sur les souches CIP, patient index et témoin positif en bouillon TS glucosé à 1%. 

Nom du germe DO mesurées à 495 nm (triplicate) 

S. lugdunensis (témoin positif) 3,820 4,100 2,760 

S. saccharolyticus (CIP) 1,190 1,050 1,270 

S. saccharolyticus (3579) 0,167 0,224 0,252 

 

L’absorbance mesurée est directement proportionnelle à la quantité de biofilm 

produite et peut être schématisée par un histogramme : 

 

!

!"#

$

$"#

%

%"#

&

&"#

'

'"#

()*+,-.,/0/121*

345672/*8712429:
()*1;<<=;>7+?42<,1*

3@AB*$!&%C#D:
()*1;<<=;>7+?42<,1*

3$'!E*&#CE:

D
O

 (
4

9
5

 n
m

)

B,241*$

B,241*%

B,241*&

 

Figure 19 : histogrammes reflétant l’importance du biofilm produit par les souches CIP, patient index et témoin 

positif en bouillon TS glucosé à 1%. 

 

Les deux souches de S saccharolyticus testées étaient donc capables de produire un 

biofilm. Un biofilm d’importance notable était produit par la souche CIP tandis que celui 

fabriqué par la souche patient était 4 à 5 fois moins important. Les résultats des 

manipulations en triplicate étaient reproductibles avec des valeurs relativement stables. 
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4.2.3. Synthèse de biofilm en bouillon Schaedler® 

Dans ce milieu les résultats des absorbances étaient les suivants : 

 

Tableau 13 : valeurs d’absorbance (DO) mesurées à 495 nm pour le test de production de biofilm réalisé en 

triplicate sur les souches CIP, patient index et témoin positif en bouillon Schaedler®. 

Nom du germe DO mesurées à 495 nm (triplicate) 

S. lugdunensis (témoin positif) 7,070 6,740 6,730 

S. saccharolyticus (CIP) 0,880 0,960 0,810 

S. saccharolyticus (3579) 2,450 2,250 2,220 

 

 

Figure 20 : histogrammes reflétant l’importance du biofilm produit par les souches CIP, patient index et témoin 

positif en bouillon Schaedler®. 

 

 Comme en milieu TS glucosé à 1%, la souche CIP et la souche clinique testées en 

milieu Schaedler® étaient capables de produire du biofilm, en quantité importante 

notamment pour la souche clinique dont la production était deux fois plus importante que 

celle de la souche CIP. 
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4.2.4. Synthèse des résultats 

 

La synthèse des résultats précédents sur un graphique commun permet de mieux 

apprécier les variations du biofilm selon les souches et les milieux. 

 

 

Figure 21 : histogrammes reflétant la production de biofilm selon les souches et les bouillons utilisés. 

 

Tandis que pour la souche CIP la production de biofilm était équivalente dans les 

deux milieux, elle différait significativement pour la souche de notre patient index, avec 

une majoration d’un facteur 10 en milieu Schaedler®. 
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4.3. Antibiogrammes 

Le tableau ci-dessous détaille la sensibilité aux différentes molécules antibiotiques 

testées habituellement au laboratoire pour les staphylocoques. Ce panel intègre en outre le 

métronidazole, habituellement testé pour les germes anaérobies.  

Tableau 14 : profils de sensibilité aux antibiotiques pour l’ensemble des souches de S. saccharolyticus de l’étude. 

Molécules 3579 4582 0138 2988 CIP 

Pénicilline G S S S S S 

Pénicillinase (par test de 

céfinase) 
Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif 

Méticilline S S S S S 

Tobramycine S S S S S 

Amikacine S S S S S 

Gentamicine S S S S S 

Erythromycine S S S S S 

Lincomycine S S S S S 

Pristinamycine S S S S S 

Cotrimoxazole R R R R R 

Furanes S S S S S 

Rifampicine S S S S S 

Acide fusidique S S S S S 

Métronidazole R R R R R 

Ofloxacine S S S S S 

Fosfomycine S S S S S 

Doxycycline S S S S S 

Minocycline S S S S S 

Linézolide S S S S S 

Vancomycine S S S S S 

Teicoplanine S (0,25 mg/L) NR NR NR NR 

 

Pour les molécules testées, les souches présentaient toutes le même profil de 

sensibilité. Il n’y avait pas de résistance à la pénicilline (absence de pénicillinase) ni aux 

autres bêta-lactamines (pas de résistance à la méticilline). Les autres familles antibiotiques 

actives étaient : les aminosides, les macrolides, les nitrofurantoïnes, la rifampicine, l’acide 

fusidique, les fluoroquinolones, la fosfomycine, les tétracyclines, les oxazolidinones et les 

glycopeptides. Seules deux résistances ont été observées, au métronidazole (Flagyl®) et au 

cotrimoxazole (Bactrim®). 
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5. Discussion 

Les infections à staphylocoques à coagulase négative sont une préoccupation 

quotidienne en milieu hospitalier et constituent un défi diagnostique permanent pour les 

laboratoires de bactériologie. Certaines espèces sont plus rarement isolées, et donc assez 

méconnues, du fait de leur exigence de croissance. C’est le cas de l’espèce S. 

saccharolyticus, à laquelle nous nous sommes intéressés dans ce travail, et qui cultive 

principalement en atmosphère anaérobie. Cette espèce peu connue et très atypique par son 

caractère anaérobie a rarement été rapportée comme pathogène dans la littérature. Elle peut 

vraisemblablement appartenir à la flore bactérienne cutanée, et tandis que certaines espèces 

de SCN colonisent préférentiellement le cuir chevelu (S. capitis), la moitié supérieure (S. 

epidermidis) ou inférieure (S. lugdunensis et S. saprophyticus) du corps 
1
, elle semble 

plutôt siéger au niveau thoracique. En effet, nous l’avons isolée ici dans une infection 

locale de défibrillateur cardiaque, et comme contaminant de plusieurs ponctions pleurales, 

alors que nous ne l’avons jamais isolée de cultures anaérobies d’origine céphalique, uro-

digestive ou génitale. 

 

Les cinq cas cliniques publiés à ce jour ont été rapportés chez des patients aux 

profils variés (âge, sexe, antécédents médicaux), fébriles dans 3/5 des cas et présentant 

tous un syndrome inflammatoire biologique évocateur d’une infection invasive. Le 

tropisme était également varié, affectant poumon, disque intervertébral, valves cardiaques 

(native et prothétique), ou responsable de bactériémie d’étiologie inconnue, et d’évolution 

fatale dans trois cas sur cinq. Le cas clinique que nous rapportons ici, une extériorisation 

d’un défibrillateur cardiaque, est moins aigu que les cas publiés. En effet, en dehors d’un 

épisode de frisson noté à l’anamnèse, il n’a pas été observé de fièvre ni de syndrome 

inflammatoire biologique chez notre patient, l’extraction du défibrillateur n’a pas ramené 

de pus et l’échographie trans-oesophagienne était négative. Aucun des critères 

d’endocardites, mis à jour en 2015 
23

, n’était présent chez notre patient. Le diagnostic 

retenu était donc celui d’une infection locale de la loge du défibrillateur, cliniquement 

avérée et confirmée au laboratoire par de multiples cultures positives émanant des 

différentes sondes du dispositif. Les cinq isolements que nous avons obtenus en cultivant 

des prélèvements distincts constituent un argument majeur d’infection locale. Les SCN 

sont des contaminants fréquents des prélèvements bactériologiques, et une étude de 1990 

sur les infections de prothèses articulaires a démontré que le nombre minimal de 
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prélèvements à réaliser au bloc opératoire pour diagnostiquer une infection et éliminer une 

contamination était de cinq, dont au moins trois devaient être positifs avec la même 

souche
71

. L’application de ces critères à notre cas clinique renforce donc la certitude d’une 

infection locale et exclut une contamination ou une extériorisation strictement mécanique 

du bio-matériel. Malgré l’absence de tout critère d’endocardite, le traitement de principe de 

l’infection locale d’un dispositif cardiaque implantable après retrait de ce dernier peut être 

celui d’une endocardite, avec minimum 4 à 6 semaines de traitement en raison du risque 

majeur encouru 
23

. En complément de l’isolat de notre patient et afin de pouvoir travailler 

sur plusieurs isolats cliniques de S. saccharolyticus, nous avons collecté quelques souches 

supplémentaires issues des cultures anaérobies de ponctions pleurales, a priori considérées 

comme des contaminants cutanés car obtenues en dehors de tout contexte infectieux.  

 

Les isolats de S. saccharolyticus que nous avons collectés provenaient tous de 

cultures de prélèvements cliniques en atmosphère anaérobie, et ce caractère très atypique 

pour un staphylocoque peut faire suspecter d’emblée cette espèce inhabituelle. Les souches 

ont ultérieurement été sub-cultivées sur des géloses au sang ou des géloses pour germes 

anaérobies, pendant cinq jours à 37°C dans des conditions d’atmosphère aérobie ou 

anaérobie. Les résultats obtenus, 100% de cultures positives en anaérobiose et 0% en 

aérobiose, confirment bien le caractère anaérobie strict de cette espèce, déjà rapporté dans 

les précédents cas cliniques publiés 
63,64,65,66

. Dans tous ces cas comme dans les notres, 

l’espèce cultivait exclusivement en anaérobiose, alors qu’Evans, dans une étude de 1977, 

rapportait que 19% de 178 souches étaient aéro-tolérantes, voire aérobies strictes 
57

. Les 

souches de cette étude ancienne n’étaient identifiées à l’époque que par leurs caractères 

biochimiques, et il serait très intéressant aujourd’hui de confirmer ou non leur 

appartenance à l’espèce saccharolyticus par les techniques spectrométriques et 

moléculaires, afin de déterminer si certains représentants de cette espèce peuvent 

réellement être aérobies. En tout état de cause, le fait que S. saccharolyticus soit la seule 

espèce de son genre à être anaérobie explique sa faible prévalence d’isolement en 

comparaison des autres SCN. En effet, les prélèvements ne sont pas tous ensemencés en 

atmosphère anaérobie, et ceux qui le sont ne séjournent généralement pas plus de cinq 

jours à l’étuve, ce qui peut être insuffisant à la croissance de S. saccharolyticus. Les 

cathéters en sont un parfait exemple car majoritairement positifs à SCN mais non 

ensemencés en anaérobiose et donc jamais positifs à S. saccharolyticus. A l’inverse, la 

prévalence de liquides pleuraux parmi nos prélèvements positifs à S. saccharolyticus est 



73 

 

probablement liée au fait que ces liquides sont ensemencés à la fois en aérobiose et en 

anaérobiose. Des études recherchant la présence de bactéries anaérobies dans des 

dispositifs à risque, tels que les cathéters ou canules d’assistance circulatoire, permettraient 

de mieux connaître leur prévalence de colonisation par S. saccharolyticus. Cependant, il 

est probable que la prévalence de cette espèce dans la colonisation de matériel endo-

vasculaire soit faible, puisque nous ne l’avons jamais isolée lors de bactériémies ou 

d’endocardites. 

 

Tandis que la catalase et la coagulase, deux caractères majeurs utilisés 

conventionnellement pour identifier les staphylocoques, présentent des résultats constants 

pour nos souches comme pour celles de la littérature 
58,60

, les données du métabolisme 

glucidique sont plus aléatoires. La fermentation du glycérol et du mannose est constante 

pour nos souches et celles de la littérature 
57,58,60

, mais celle du glucose n’a été observée 

que pour trois de nos cinq isolats à l’aide de la galerie Api® 20A. Cependant, il est 

possible que la durée d’incubation préconisée de 48 heures de cette galerie soit insuffisante 

et que certains isolats n’aient pas le temps de croître suffisamment pour faire virer 

l’indicateur coloré du glucose. Cet écueil n’a cependant pas réduit l’efficacité de cette 

galerie, dédiée aux bactéries anaérobies, et qui a parfaitement identifié nos isolats. Dans la 

galerie Api® Staph incubée en anaérobiose, tous nos isolats ont fermenté le glucose. Mais 

cette galerie destinée à l’identification des staphylocoques s’est avérée au final beaucoup 

moins performante que la galerie Api® 20A. S. saccharolyticus tient son nom de la 

fermentation du saccharose, rapportée par la description historique de Foubert et Douglas 

en 1948. Cependant, ce caractère ne s’est confirmé ni dans les études ultérieures 
60

, ni dans 

la notre, et était donc peu adapté pour nommer l’espèce. 

 

Comme pour toute méthode d'identification, les performances des tests 

biochimiques reposent en partie sur l'exhaustivité de leur base de données. Lorsqu’une 

espèce est absente de la base d’un test celui-ci ne peut évidemment l’identifier et il lui 

attribue alors a priori le nom de l’espèce la plus proche. Par exemple, avant leur mise à 

jour, des systèmes tels que les cartes Vitek GPI (Biomérieux®) ou le Staf-System 18-R 

(Liofilchem®) ne permettaient pas l'identification de S. lugdunensis, et rendaient pour ce 

germe près de 80% d'identifications erronées et de 21% à 100% d'identifications 

impossibles 
30,31

. De même, la base de la galerie Api® Staph ne contient pas l’espèce 

saccharolyticus, il est donc normal de ne pas l’identifier avec cette technique. Néanmoins, 
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pour deux de nos souches, la galerie a répondu S. capitis avec un bon niveau de confiance, 

montrant qu’une lecture non critique peut conduire à un faux diagnostic d’espèce. 

Contrairement à la galerie Api® Staph, la galerie Api® 20A nous a répondu 100% de 

bonnes identifications, une performance comparable à celle des galeries spécifiques des 

staphylocoques pour les espèces de haute prévalence clinique, telle que S. epidermidis 

30,32,33,34
. La galerie Api® 20A et d’autres galeries de type anaérobie ont donc un intérêt 

particulier pour l’identification de ce staphylocoque atypique. Les données restent 

cependant limitées dans ce domaine, puisque les évaluations des systèmes n’ont jamais 

intégré en grand nombre d’isolats de S. saccharolyticus aux populations testées. 

 

Les résultats obtenus par séquençage de l’ADNr 16S pour l’ensemble de nos 

souches s’accordent aux données de la littérature 
39

, et confirment l’inaptitude de ce gène à 

identifier l’espèce saccharolyticus, du fait de la proximité des autres espèces du cluster, S. 

capitis et S. caprae. Des travaux récents décrivant des infections de prothèses à S. caprae 

et S. capitis sont fondés sur un séquençage 16S : à la lueur de nos résultats, il semble licite 

en l’occurrence de s’interroger sur une éventuelle sous-estimation de l’espèce S. 

saccharolyticus dans une telle étude 
72

. De même, pour le diagnostic des infections 

bactériennes décapitées par un traitement, et donc en l’absence de toute culture, notre 

laboratoire utilise essentiellement le séquençage 16S. Nos résultats suggèrent donc qu’en 

cas d’identification d’une espèce de ce cluster il serait prudent de compléter le diagnostic 

en séquençant en complément un gène plus discriminant. Contrairement à ce que nous 

pouvions craindre pour les gènes rpoB 
43

 et tuf 
44

, qui semblaient mal dissocier l’espèce 

saccharolyticus de certains autres SCN, de très bonnes identifications ont été obtenues. 

Comme dans les travaux de Bergeron et al. 
44

, l’identification par le gène gap s’est 

également avérée excellente. Ces techniques moléculaires, à condition que les gènes 

d’intérêt soient judicieusement choisis, peuvent donc être considérées comme des 

méthodes de référence. Cependant, leur intégration à la routine d’un laboratoire de 

bactériologie est généralement peu envisageable, les protocoles nécessaires à la réalisation 

des PCRs et séquençages restant artisanaux, complexes à mettre en œuvre, et d’un coût 

supérieur à celui des autres techniques.  

 

L’identification par MALDI-TOF des souches de ce travail a donné 100% 

d’identifications valides au rang d’espèce, aussi bien avec un score supérieur à 1,7 

préconisé par Han 
52

 que supérieur à 2 selon les recommandations du fournisseur. Les 
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performances de cette technique semblent donc optimales et correspondent à celles décrites 

dans la littérature pour les principaux SCN 
47,48,49,50

. Cependant, il n’existe à l’heure 

actuelle aucun travail ayant évalué cette méthode et incluant S. saccharolyticus. L’étude 

d’un plus grand nombre de souches permettrait de confirmer l’excellente performance du 

MALDI-TOF pour l’identification de cette espèce et d’enrichir la base de données.  En 

effet, bien que l’identification soit possible pour une espèce dont la base recense moins de 

cinq représentants 
47

, la probabilité de bonne identification d’une espèce augmente avec 

son nombre de représentants (10 souches au maximum). Par exemple, la base de données 

Bruker® contient 10 souches de S. epidermidis, la meilleure identification étant alors 

d’obtenir les 10 occurrences possibles à S. epidermidis. Le nombre d’occurrences à S. 

saccharolyticus donné par l’automate dans notre travail variait de 3 à 5 selon les isolats. 

Sachant que la base de données de Bruker® ne contient que cinq souches différentes de S. 

saccharolyticus (communication personnelle du fournisseur), cela constitue le nombre 

maximal d’occurrences possibles pour cette espèce. Les souches 2988 et CIP ont ainsi été 

les mieux identifiées, générant des profils similaires aux 5 souches de la base de données. 

Il est important de noter que les souches de référence ATCC® et CIP ne figurent pas parmi 

les 5 souches de la base Bruker®, constituée de souches issues de collections allemandes. 

Aucune information n’est disponible quant aux techniques utilisées pour identifier ces S. 

saccharolyticus avant de les inclure dans ces collections. En conclusion, la spectrométrie 

de masse est donc la meilleure technique d’identification de S. saccharolyticus, du fait de 

ses bonnes performances, de sa rapidité, de son faible coût et de son accessibilité à un 

technicien non spécialisé, contrairement à la biologie moléculaire 
47,48

. En l’absence de 

spectrométrie de masse, la combinaison de techniques complémentaires basées sur des 

principes distincts est probablement la meilleure alternative. 

 

 Les travaux publiés à ce jour sur l’espèce S. saccharolyticus se sont focalisés sur 

son identification et sur les cas cliniques observés. Notre étude est la première à mettre en 

évidence la capacité de cette espèce à produire un biofilm bactérien. Le milieu BHI, peu 

adapté à la croissance de S. saccharolyticus, a été logiquement écarté du protocole. En 

effet, la présence d’oxygène dans ce milieu fabriqué au laboratoire et non régénéré (non 

bouilli) créé une atmosphère aérobie inadaptée à S. saccharolyticus. En revanche, la 

croissance et la production de biofilm en milieu TS et en milieu Schaedler® nous ont 

permis de comparer les comportements de la souche CIP et de l’isolat de notre patient 

index. La souche de S. lugdunensis productrice de biofilm a été utilisée comme témoin 
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positif et les protocoles précédemment publiés pour cette souche par notre laboratoire 
70

 

nous ont permis d’optimiser et de valider notre expérience. La croissance de l’espèce S. 

lugdunensis étant beaucoup plus rapide que celle de S. saccharolyticus, y compris en 

bouillon Schaedler® théoriquement dédié aux anaérobies, il n’est pas surprenant que sa 

production de biofilm mesurée à 48h soit au moins trois fois supérieure. Par ailleurs, il 

semble que la nature du milieu ait une incidence sur la production de biofilm de certains 

isolats, puisqu’en effet la production de biofilm par l’isolat de notre patient index était dix 

fois supérieure en milieu Schaedler® qu’en milieu TS. Cet « effet milieu » semble 

« souche dépendant » et n’était pas observé pour la souche CIP dans les mêmes conditions. 

Dans ce travail, nous n’avons pas exploré chez nos isolats l’existence de gènes de 

virulence candidats, tels que le locus ica impliqué dans la synthèse du biofilm chez 

d’autres SCN. Une telle recherche nécessite d’utiliser des amorces d’amplification dont la 

séquence se fonde à la fois sur les gènes connus et publiés pour des espèces voisines et sur 

le génome de l’espèce étudiée. A ce jour le séquençage complet du génome de S. 

saccharolyticus n’est pas disponible, et la recherche de gènes de virulence serait un travail 

d’envergure.  

 

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques de nos isolats de S. saccharolyticus a 

révélé une complète similitude dans leur phénotype, très sensibles, comme dans la plupart 

des cas cliniques publiés 
60,64,66

. Les bêta-lactamines, la pénicilline G et la méticilline sont 

apparues constamment actives. Selon la méta-analyse de Becker et al. de 2014, il est très 

rare que les SCN soient sensibles à la Pénicilline G. Le taux de résistance avoisinant en 

moyenne 90 à 95%  toutes espèces confondues 
1
, le fait de ne trouver de pénicillinase chez 

aucun de nos isolats est assez remarquable et peut être typique de l’espèce. S. 

saccharolyticus semble donc peu enclin à intégrer le plasmide de la pénicillinase et 

résisterait relativement à la pression de sélection des pénicillines, qui est déterminante dans 

l’acquisition de cette résistance 
54

. Les cas cliniques de la littérature ne mettent a priori pas 

non plus en évidence de S. saccharolyticus porteurs de pénicillinase isolée, confortant cette 

hypothèse 
60,64,66

. De même, aucune de nos souches n’était résistante à la méticilline. La 

résistance à la méticilline affectant habituellement plus de 70% des SCN, toutes espèces 

confondues 
1
, l’hypothèse d’une faible susceptibilité à la pression de sélection peut 

également être évoquée. Cependant, cette résistance rare est possible et a été observée dans 

deux cas cliniques 
63,65

. En plus de l’intérêt curatif que représente la sensibilité de l’espèce 

S. saccharolyticus aux bêta-lactamines, un intérêt supplémentaire est celui de sa sensibilité 
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croisée aux protocoles d’antibioprophylaxie chirurgicale habituellement prescrits en 

chirurgie thoracique et cardiaque. Cette sensibilité à la cefazoline prévient donc a priori la 

colonisation des dispositifs cardiaques implantables ou matériels d’assistance circulatoire 

par cette espèce possiblement productrice de biofilm. Enfin, nos souches étaient également 

sensibles aux autres familles d’antibiotiques (aminosides, fluoroquinolones, macrolides…), 

à l’exception toutefois du cotrimoxazole et du métronidazole. La résistance au 

cotrimoxazole est une résistance naturelle commune chez les bactéries anaérobies 
73

, elle 

concorde donc bien avec le caractère anaérobie strict de S. saccharolyticus. Le 

métronidazole est un antibiotique anti-anaérobie habituellement non testé sur les 

staphylocoques : nous avons choisi de l’ajouter à nos antibiogrammes en raison du 

caractère anaérobie de S. saccharolyticus, mais avons trouvé une résistance constante à 

cette molécule, comme dans tous les cas cliniques publiés 
60,64,65,66,63

. Le métronidazole est 

pourtant habituellement actif sur les cocci à Gram positif anaérobies (Finegoldia, 

Parvimonas, Peptostreptococcus, Peptoniphilus et Anaerococcus), à l’exception de rares 

(3%) Finegoldia 
74,75

. S. saccharolyticus serait donc l'un des seuls représentants des cocci à 

Gram positif anaérobies stricts constamment résistants au métronidazole. 
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6. Conclusion 

Staphylococcus saccharolyticus est une espèce très méconnue à ce jour, rarement 

isolée, et considérée alors comme contaminante ou peu pathogène. Son métabolisme 

anaérobie strict est unique au sein du genre Staphylococcus. Les cas cliniques avérés 

restent exceptionnels et nous rapportons ici une infection locale de défibrillateur cardiaque 

conduisant à une menace d’extériorisation. En outre, l’isolement de S. saccharolyticus 

comme contaminant de liquides pleuraux suggère une colonisation cutanée thoracique, et 

sa capacité à produire du biofilm expose au risque de colonisation et d’infection des 

dispositifs cardiaques implantables et des matériels d’assistance circulatoire. La sensibilité 

habituelle aux antibiotiques de S. saccharolyticus le rend accessible aux antibiothérapies 

prophylactiques ou curatives habituellement utilisées contre les Gram positifs. 

La biologie moléculaire est l’outil de référence taxonomique confirmant 

l’identification de nos isolats. Le séquençage de l’ADNr 16S, le plus répandu dans les 

laboratoires, n’est pour autant pas le plus discriminant et son interprétation doit être 

critique et éventuellement complétée par celui d’autres gènes. Cependant, la biologie 

moléculaire est lourde et peu adaptée à la routine, tandis que les galeries biochimiques, 

notamment de type anaérobie, et la spectrométrie de masse, se sont avérées fiables, 

performantes et adaptées à la routine pour l’identification de  S. saccharolyticus. 

Contrairement à celle de nombreuses bactéries aérobies, telles que S. lugdunensis 

ou P. aeruginosa, la virulence des bactéries anaérobies et notamment leur production de 

biofilm est très méconnue. Il pourrait donc être judicieux de rechercher ce staphylocoque 

anaérobie à culture lente lors d’infections impliquant potentiellement un biofilm. 
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8. Annexes 

Dendrogrammes des gènes utilisés en biologie moléculaire au laboratoire pour 

l’identification des germes du genre Staphylococcus. 

 

 

 

 

 

 

ADNr 16S (D’après Takahashi et al. 1999 
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rpoB (D’après Drancourt et al. 2002 
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dnaJ (D’après Shah et al. 2007 
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sodA (D’après Poyart et al. 2001 
42

) 

 

 



89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

hsp60 (D’après Kwok et al. 2003 
45

) 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gap (D’après Bergeron et al. 2011 
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Staphylococcus saccharolyticus : à propos d’un cas d’infection de dispositif cardiaque 

implantable, enjeux de l’identification et pathogénicité d’un germe méconnu. 

Th. D. Pharm., Rouen, 2016, 93 p. 

_______________________________________________________________________________ 

RESUME 

 Les staphylocoques, majoritairement à coagulase négative, regroupent actuellement 47 

espèces ayant des implications cliniques variées. Staphylococcus saccharolyticus, seule espèce 

anaérobie stricte et encore méconnue, a été retrouvée sur différents prélèvements d’un défibrillateur 

en menace d'extériorisation chez un patient de notre établissement. Une étude des principales 

méthodes d’identification, des capacités à produire du biofilm et de la résistance aux antibiotiques a 

été réalisée pour cette souche et quatre autres isolats de S. saccharolyticus. 

 La biologie moléculaire est l’outil d’identification de référence, à condition de séquencer 

des gènes judicieusement choisis. Cependant le séquençage est peu adapté à la routine tandis que 

les galeries biochimiques anaérobies et la spectrométrie de masse sont fiables et performantes, peu 

couteuses et rapides. 

 S. saccharolyticus est capable de produire du biofilm en anaérobiose, ce qui en fait l’un des 

rares germes anaérobies possédant ce facteur de virulence et à risque de coloniser et infecter le bio-

matériel. 

 Le profil de sensibilité aux antibiotiques démontre peu de résistance à la méticilline et à la 

pénicilline, ainsi qu’une résistance systématique au métronidazole, traduisant un profil assez 

exceptionnel pour un staphylocoque à coagulase négative ou un cocci anaérobie. 
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