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Introduction

L'émergence de bactéries multirésistantes (BMR) a I’hopital, comme en ville, est un
réel probleme de santé publique. Il est du devoir des bactériologistes, non seulement de
savoir les diagnostiquer, mais aussi de savoir donner des réponses aux cliniciens quant a un
traitement alternatif.

Toute la problématique est relancée lorsque ces BMR mutent et deviennent
résistantes a ces traitements alternatifs. L'exemple le plus approprié est celui des SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méticilline). En effet, tres rapidement aprés la mise sur
le marché de la méticilline, des souches de I'espece Staphylococcus aureus ont émergé avec
I’acquisition d’une protéine liant les pénicilline (PLP) modifiée, la PLP2a, qui leur confére une
résistance contre toutes les béta-lactamines. Des antibiotiques a visée principale
antistaphylococcique ont par la suite été développés. C'est le cas des glycopeptides, par
exemple, qui ont pour but d’étre efficaces contre les SARM. Mais, de nouveau, des
résistances sont apparues et dans les années 90, les premieres souches Vancomycin-
Intermediate Staphylococcus aureus (VISA) ont été décrites. Cette facilité qu’ont les
bactéries a muter afin de résister aux antibiotiques pose différentes problématiques :
comment traiter ces bactéries hautement résistantes, comment endiguer la dissémination
de ces souches et comment surveiller I'émergence de ces résistances ?

Le linézolide est le premier et aujourd’hui encore le seul représentant de la famille
des oxazolidinones. C’'est une molécule totalement synthétique, qui a pour cible principale
les cocci a Gram positif tels que les staphylocoques, entérocoques et streptocoques. Son
activité antibactérienne est due a I'inhibition de la synthése protéique. Il a été commercialisé
aux Etats-Unis en 1999 et en France en 2002 sous le nom de Zyvoxid®. Cette molécule a pour
intérét de rester active sur les souches résistantes, c’est-a-dire les staphylocoques résistants
a la méticilline et aux glycopeptides, les entérocoques résistants a la vancomycine et les
pneumocoques de sensibilité diminuée aux pénicillines. Mais, comme tout antibiotique, il
n‘est pas exempt d’émergence de mécanismes de résistance. Et effectivement, quelques
mois aprés son autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis par la FDA (Food and Drugs

Administration) ont été rapportés les premiers cas de résistance au linézolide [1].
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Cette résistance s’acquiert par différents mécanismes : lorsque qu’apparaissent des
mutations dans le domaine V de ’ARN23S ou dans les protéines ribosomales L3 et/ou L4 ou
bien apres acquisition d’un géne de résistance : le géne cfr.

Une premiere étude Focus a été initiée en 2006 afin de connaitre |'état de la
sensibilité des cocci a Gram positif vis-a-vis du linézolide. A cette époque, aucune résistance
chez les bactéries a Gram positif n’a été observée a cette époque.

Sachant que cette résistance s’est développée assez rapidement aprés le début de
son utilisation, il est intéressant de connaitre I'épidémiologie de la résistance a cet
antibiotique plus de 10 ans aprés son autorisation de mise sur le marché (AMM) en France.
L’étude Focus-2 a donc été instaurée a cet effet en ciblant cette fois les germes retrouvés

dans les infections profondes.
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Il. Généralités

1. Rappels concernant les bactéries

a. Staphylococcus spp.

i. Taxonomie

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Staphylococcaceae. || comprend 6
groupes qui englobent plus de 40 espéces. Les especes les plus couramment isolées au

laboratoire sont :

- Staphylococcus aureus (S. aureus) qui est le plus pathogene. Cette forte
pathogénicité est due a I'expression de facteurs de virulence retrouvés uniquement
chez cette espece.

- Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) qui est considéré comme une bactérie
opportuniste.

Staphylococcus aureus est un commensal de la flore cutanéomuqueuse et est responsable
d’infections pyogenes et de syndromes secondaires a la synthése de toxines. Les
staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont des commensaux de la peau et sont plutot

responsables d’infections sur matériel étranger grace a leur production de biofilm.
ii.  Caractéristiques bactériologiques

Morphologie et structure
Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif disposés en amas ou en tétrade a I'examen

direct microscopique (Figure 1). Ce sont des bactéries immobiles, asporulées et acapsulées.

) HE 4
a% ghor WE ¥

| 5
* & ;% Figure 1 : Cocci a Gram positif en amas [2].
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Culture

lls cultivent sur milieux ordinaires en aérobiose et en anaérobiose et forment des colonies
rondes, lisses et bombées, de 2 a 3 mm de diameétre. S. aureus est producteur d’un pigment
jaune (Figure 2) et une béta-hémolyse est visible sur gélose au sang de mouton (Figure 3).

Les SCN forment des colonies blanches (Figure 2).

Staphylococcus aureus

Figure 3 : Béta hémolyse de Staphylococcus aureus sur gélose au sang [4].
Biochimie
Les staphylocoques sont catalase + et oxydase -. lls fermentent les sucres tels que le glucose,

le saccharose et le lactose. Certains critéres permettent de faire un diagnostic différentiel

entre les différentes espéces (Tableau 1).
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Tableau 1 Diagnostic différentiel de certains staphylocoques (Bactériologie médicale [5]).

Clumping factor Coagulase libre DNAse PYR
= Coagulase liée
S. aureus + + + -
S. epidermidis - - - -
S. haemolyticus - - - +
S. saprophyticus - - - variable
Autres SCN - - variable variable

iii.  Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus

Pénétration Multiplication

Peau
Lo ¥ ° muqueuse
Colonisation®
Hémolysines
Heucocidines '\
P ® ® Coagulase oL
0"‘3 Estérase :
*71 DNase AT
Hyaluronidase i
" . Lipase
Diffusion o

oagulase

Embols septiques = Fibrinolysine
&

Figure 4 : Physiopathologie de I'infection a Staphylococcus aureus [6].

Protéines de surface : colonisation

Les adhésines de surface ou MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing

Adhesive Matrix Molecules) sont des protéines qui reconnaissent, dans un premier temps,

les molécules de la matrice extracellulaire et permettent I'adhésion des bactéries aux

cellules hotes. Elles participeront, dans un second temps, a la colonisation des tissus.

- La protéine A se lie aux fragments Fc et Fab des immunoglobulines (Figure 5). En se

fixant au fragment Fc, elle bloque I'opsonisation dépendante des anticorps et en se

fixant au fragment Fab, elle provoque une activation polyclonale des lymphocytes B

puis leur apoptose (effet superantigene (SAg)) [7].
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Figure 5 : Mécanisme de virulence de la protéine A [7].

- Le clumping factor (CIfA et B), protéine de liaison au fibrinogéne, provoque

I’agrégation des bactéries en présence de plasma.

S, aureus

Fibrinogen
bridge

=
— = ﬂf?llb/llla
7 : L 3 e
Signal "MJ ction )
Platelet Platelet activation R

Figure 6 : Mécanisme d’action du clumping factor [8].

- La protéine de liaison au collagene de type |, Il et IV a un role dans les infections
ostéo-articulaires.

- La protéine de liaison a la fibronectine permet la liaison des bactéries aux caillots
plasmatiques mais également aux biomatériaux. Elle a donc un réle important dans

I'initiation des infections sur corps étrangers.

Protection contre la phagocytose

La capsule ainsi que la protéine A protégent la bactérie de la phagocytose (Figure 5). La
coagulase se lie a la prothrombine, formant le complexe staphylothrombinique. Ce complexe
active la polymérisation du fibrinogene en fibrine. Un thrombus est alors formé autour de la

bactérie ce qui la protege de la phagocytose.
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Extension de l'infection

Extension locale :

Les cytotoxines staphylococciques ciblent les membranes cellulaires dans lesquelles elles
forment des pores.

- L’hémolysine a a une action lytique sur les globules rouges, les lymphocytes T, les
plaguettes et les cellules endothéliales [9]. Cette action est en faveur de la
dissémination des bactéries et des emboles septiques (Figure 7).

- L’hémolysine P est produite a moindre taux que la précédente et elle est active
préférentiellement sur les monocytes.

L’'hémolysine 8 lyse de nombreuses cellules sanguines et a une activité détergente.

u-10xin pore, side view u-toxin pore, 10p view

Figure 7 : Structure des toxines formant des pores (hémolysine o (C, D et E) et PVL (A et B)) [9].

Les toxines synergohyménotropes sont représentées par la leucocidine de Panton-Valentine
(PVL) et I’'hémolysine y (Figure 7) [9]. Elles sont constituées de deux protéines ayant une
activité synergique qui conduit a la formation d’un pore actif a travers la membrane de la
cellule cible : une protéine S (pour Slow eluted) et une protéine F (pour Fast eluted). La
protéine S se fixe en premier a la membrane et la protéine F vient s’y lier, puis une
oligomérisation permet la formation d’un pore octamérique (Figure 8). Ces toxines ont pour

cible les polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les macrophages, elles ont une action
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dermonécrotique et leucotoxique. Les souches PVL+ sont retrouvées essentiellement dans

les infections des tissus mous et les pneumopathies nécrosantes.

3 Fixation séquentiele des
monomeéres LukSPV puis LukF-
PV au récepteur membranaire

Core protéique G}ij Stem

Oligomérisation
Ouverture d'un

~ canal
Calcique

Transduction intracellulaire du signal //

Sécrétion du contenu des granules &
(IL-6,IL-8, IL-12, LTB4, histamine)

Figure 8 : Mode d’action de la leucocidine de Panton-Valentine [9].
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Les génes lukS-PV et lukF-PV sont présents chez 2 % des souches de S. aureus [10], mais

cette proportion augmente considérablement chez les SARM d’origine communautaire

(SARM-Co). En effet, une étude frangaise a montré que les souches PVL+ représentent 1,3 %

des SARM de toutes origines, mais chez les SARM-Co, cette proportion est de 97 % pour les

clones ST80 [11].

Des protéines de clivage a type de lipase, hyaluronidase et protéase peuvent dégrader le

tissu conjonctif et favoriser I’extension bactérienne (Figure 9).

Hyaluronidase and collagenase

Hyaluronidase

Bacterium —

o)

~ | epthetia —— | ,
cells Collagenase 02
Collagen layer

Invasive bacteria Bacteria produce Bacteria invade deeper
reach epithelial hyaluronidase and tissues.
surface. collagenase.

(a) Extracellular enzymes

Figure 9 : Activité de la hyaluronidase et de la collagénase [12].
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Diffusion hématogéne (Figure 10) :

- La staphylokinase est une enzyme fibrinolytique (elle active le plasminogene en
plasmine) qui provoque I'émission de microemboles septiques ce qui aboutit a des
localisations secondaires du germe.

- La coagulase a un rble opposé a celui de la staphylokinase: elle provoque la

formation de caillot autour des bactéries.

Coagulase and kinase

Bacterium

\7 /Coagulase
5

(52 18). O
B O e
* 0% 0

Bacteria produce Clot forms. Bacteria later produce
coagulase. kinase, dissolving clot
and releasing bacteria.

Figure 10 : Activités de la coagulase et de la staphylokinase [12].

Les exfoliatines ou épidermolysines

Environ 5 % des souches de Staphylococcus aureus possedent les génes eta et/ou etb
codant respectivement pour I'épidermolysine A et I'épidermolysine B. Ce sont des toxines a
activité sérine-protéase. 4 sérotypes ont été observés : I'épidermolysine A a D (ETA a ETD).
Les ETA et ETB sont les deux toxines rencontrées principalement dans les infections
humaines. La premiére a un support bactériophagique et la seconde plasmidique. Leur cible
est une protéine de jonction (la desmogléine-1) du stratum granulosum des épithéliums
kératinisés qu’elles atteignent par diffusion a travers les capillaires du derme. Cette action a
pour conséquence une perte de I'adhérence, entre I'épithélium du stratum spinosum et du
stratum granulosum, a l'origine du décollement de peau (Figure 11) observé dans le
syndrome « de la peau ébouillantée » (SEE) et dans I'impétigo bulleux. La perte d’adhérence
facilite d’ailleurs l'invasion bactérienne. Ces toxines auraient également une activité
superantigénique [9,10]. L’épidermolysine A serait plus souvent rencontrée dans le

syndrome d’exfoliation généralisée et épidermolysine B dans I'impétigo bulleux [13].
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Figure 11 : Décollement cutané superficiel [14].

Les superantigénes (Figure 12)

Lymphocyte T4

cellule présentatrice
d'antigéne (CPA)

Figure 12 : Mode d’action d’un superantigene (SAg) [9].

Les SAg sont des molécules qui activent directement les lymphocytes T. Elles établissent une
interaction directe entre le complexe d’histocompatibilité de classe Il (CMH 1l) du
macrophage et le récepteur cellulaire du lymphocyte T (TCR). Cette interaction induit une
prolifération cellulaire importante des lymphocytes T CD4+ ainsi qu’une activation massive
et non spécifique du systeme immunitaire responsable d’une « tempéte cytokinique »

entrainant une vasodilatation majeure, jusqu’a I'état de choc [9,10].

- La toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) est portée par environ 80 % des

S. aureus.
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- Les entérotoxines (A a E et G a V) sont pourvues d’une activité émétique (ce n’est pas

le cas de la TSST-1). Elles sont thermostables et insensibles aux enzymes digestives

[9,10].

”Domain 2 Domain 1

TSST-1

Figure 13 : Toxine du choc toxique staphylococcique [15].

Figure 14 : Entérotoxine B [16].

iv.  Pouvoir pathogéne de Staphylococcus aureus

Infections suppuratives

S. aureus est une bactérie pyogéne par excellence. Il va donc par chimiotactisme provoquer
un afflux de leucocytes qui vont étre détruits par les enzymes staphylococciques énumérées
plus haut. Les tissus environnants vont aussi étre détruits, une réponse inflammatoire locale

et systémique est alors observée.

Superficielles :

Elles regroupent un large éventail d’infections cutanéo-muqueuses : folliculite, furoncle
(Figure 15), périonyxis, panaris (Figure 16), anthrax, cellulite (Figure 17), surinfection des

plaies, otite et sinusite.
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Ces infections peuvent engendrer une dissémination hématogeéne de la bactérie a I'origine

d’une extension locorégionale et aboutir a des localisations secondaires viscérales

profondes.

Figure 15 : Furoncle [17].

Figure 16 : Panaris [18].
\ p: ¥

Figure 17 : Cellulite [19].

Profondes :
Aprés dissémination systémique du germe, des septicémies, endocardites,

pneumopathies, ostéomyélites, méningites ou infections urinaires pourront étre observées.
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La gravité des septicémies est liée a I'apparition d’un choc septique staphylococcique mais

aussi a I'apparition de métastases septiques secondaires.

Figure 19 : Ostéomyélite du genou au niveau de la fleche [21].

Infections non suppuratives : toxémies staphylococciques

Ce type d’infections n’est retrouvé qu’avec S. aureus (seul producteur de toxines). Elles sont
dues a la diffusion systémique de certaines toxines a partir du foyer infectieux. Dans le cas
des intoxications alimentaires, les symptomes sont dus a l'ingestion de toxines déja

synthétisées par la bactérie dans I’aliment.

Impétigo bulleux (Figure 20)

C’est la forme mineure localisée du syndrome d’exfoliation. Les lésions ne sont visibles qu’au

lieu de production de I'exfoliatine B, elles contiennent la souche de Staphylococcus aureus
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[9]. Elles sont retrouvées au niveau des extrémités. Le point de départ de ce type d’infection

est souvent cutané ou par surinfection d’une plaie.

Figure 20 : Impétigo bulleux [22].

Syndrome d’exfoliation généralisée (ou Staphylococcal Scalded Skin Syndrom = SSSS)

Egalement connu sous le nom de syndrome «de la peau ébouillantée », ou encore
syndrome de Ritter von Rittershain chez le nouveau-né (Figure 21). Il se rencontre
principalement chez le nourrisson et le jeune enfant mais peut étre observé chez I'adulte
immunodéprimé ou l'insuffisant rénal. Ce syndrome est d(i a la libération par S. aureus
d’épidermolysine A et/ou B dans la circulation sanguine avec un point de départ ORL
(colonisation par S. aureus) ou d’un foyer infectieux. Il est caractérisé par une érythrodermie
bulleuse avec fievre. L'exfoliation touche surtout le visage et les plis. Les muqueuses ne sont
pas touchées (seules les couches kératinisées sont atteintes par les toxines). Le pathogene
n’est pas présent dans les Iésions bulleuses, mais aux sites de portage ou au niveau de
Iésions cutanées surinfectées. L’évolution est bénigne en cas de traitement précoce, mais il
existe des formes séveres évoluant vers un choc septique ou une staphylococcie pleuro-

pulmonaire, qui peuvent étre mortelles en cas de retard de prise en charge thérapeutique.

Figure 21 : Syndrome d’exfoliation généralisée [23].
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Syndrome de choc toxique staphylococcique (SCTS)

Il est provoqué par la diffusion systémique de la toxine TSST-1 et/ou de certaines
entérotoxines. Le diagnostic est posé par les criteres du Center for Disease Control (CDC)
(Tableau 2). Les symptdémes observés sont : une hyperthermie (supérieure a 39°C), une
hypotension artérielle et une érythrodermie scarlatiniforme (Figure 22) suivie d’une
desquamation intense une a deux semaines plus tard. Le point de départ peut étre une
infection suppurative chez |'enfant, une infection post-opératoire chez I’adulte ou
I"utilisation d’'un tampon hygiénique contaminé chez la femme en période menstruelle. Dans
les formes séveres, I’hypotension peut évoluer jusqu’a un choc avec défaillance

multiviscérale.

Figure 22 : Erythéme scarlatiniforme dans le syndrome de choc toxique staphylococcique [24].

Tableau 2 : Critéres diagnostiques de syndrome de choc toxique staphylococcique (CDC).

Critéres cliniques
Fiévre > 38,9 °C
Eruption : érythrodermie maculaire diffuse
Desquamation 1 a 2 semaines apres le début de ’éruption
Hypotension artérielle ou hypotension orthostatique
Défaillance d’au moins 3 organes parmi :
Gastro-intestinale : vomissements, diarrhées profuses au début de la maladie
Musculaires : myalgies séveres ou CPK>2N
Muqueuse : hyperhémie vaginale, pharyngée ou conjonctivale
Rénale : urémie ou créatininémie > 2 N ou culot urinaire avec pyurie stérile (> 5 leucocytes par champ a fort grossissement)
Hépatique : bilirubine totale ou transaminases > 2 N
Hématologiques : plaquettes < 100 000/mm>
Systéme nerveux central : désorientation ou altération de la conscience sans signe neurologique focalisé en |’absence de
fiévre et d’hypotension
Critéres de laboratoire
Cultures bactériennes négatives dans le sang et le LCR (les hémocultures peuvent étre positives a S. aureus)
Sérologies négatives pour la rougeole, la leptospirose et la fiévre pourprée des montagnes rocheuses
Classification des cas
Cas confirmé : 2 critéres biologiques et 5 critéres cliniques sauf la desquamation si le patient décéde avant son apparition
Cas probable : 2 critéres biologiques et 4/5 critéres cliniques
N : multiple de la valeur normale.
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Intoxications alimentaires

L'incubation est rapide : de 1 a 6h, avant apparition des signes cliniques. Ceux-ci associent :
douleurs abdominales, vomissements et diarrhées. L'apparition des signes cliniques est
rapide car ils sont dus a l'ingestion de toxines produites préalablement par S. aureus, donc
déja présentes dans I'aliment. L’évolution est favorable spontanément en 24 a 48h. Un SCTS

peut étre observé en cas d’intoxination massive.

v.  Facteurs de virulence et pouvoir pathogene des staphylocoques a

coagulase négative

Les SCN ont peu de facteurs de virulence, c’est essentiellement la synthése de biofilm
qui est a I'origine de leur pathogénie. En effet, il permet I'adhérence et la persistance sur des
corps étrangers et il protéege les bactéries contre les défenses immunitaires de I’h6te (en
particulier contre les neutrophiles et le systéme du complément) [25].

Les SCN sont des germes opportunistes et sont essentiellement impliqués dans les infections
nosocomiales. Celles-ci sont favorisées par I'immunodépression du patient, la présence de
matériels étrangers (cathéter, prothéses...) et la résistance aux antibiotiques. C’'est la souche
Staphylococcus epidermidis qui est majoritairement retrouvée dans ce type d’infections.

Les SCN peuvent étre a l'origine d’infections profondes et potentiellement graves comme
des septicémies, endocardites, pyélonéphrites, méningites et ostéomyélites. De facon
notable, Staphylococcus saprophyticus est fréqguemment retrouvé dans les infections
urinaires de la jeune femme car cette bactérie sécréte une hémagglutinine ayant un

tropisme pour les cellules uro-génitales [26].

vi.  Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques et les mécanismes de résistance sont les mémes chez S.
aureus et chez les SCN. En revanche, la fréguence des résistances est plus élevée chez les

SCN (en particulier S. epidermidis et S. haemolyticus) [27].

Phénotype sauvage [28]
Les staphylocoques sont sensibles aux B-lactamines, aux aminosides, aux macrolides,
lincosamides, streptogramines, aux glycopeptides, aux fluoroquinolones et aux cyclines. lls

sont aussi sensibles a la rifampicine, au cotrimoxazole, au linézolide et a la daptomycine. Les
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staphylocoques sont naturellement résistants a I'aztréonam, a l'acide nalidixique et a la

colistine (Figure 23).

Figure 23 : Antibiogramme d’un staphylocoque sauvage (photographie personnelle).

S. saprophyticus est résistant a la fosfomycine.

Phénotypes de résistance [27-30]

Résistance aux B-lactamines (Tableau 4)

- Résistance enzymatique par production d’une pénicillinase

P : Pénicilline G
MOX : Moxalactam
MH : Minocycline
SXT : Cotrimoxazole
K: Kanamicine
TOB : Tobramicine
CN : Gentamicine
RD : Rifampicine
TEC : Téicoplanine
VA : Vancomycine
OFX : Ofloxacine

FD : Acide fucidique
E : Erythromycine
MY : Lincosamide
PT : Pristinamycine
FOS : Fosfomycine

Cette enzyme hydrolyse le cycle lactame des pénicillines rendant les antibiotiques de cette

famille inactifs. Elle est synthétisée en présence de B-lactamines qui induisent directement

sa production. Ce mécanisme est rencontré chez 80 a 95 % des souches de staphylocoque et

il est plasmidique. Il est porté par le géne blaZ (Figure 24). Cette pénicillinase est détectable

par le test de la céfinase sur les souches sensibles a la pénicilline G. Il est idéalement réalisé

autour du disque de céfoxitine qui induit cette résistance.
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Figure 24 : Phénomeéne d’induction de la synthése de pénicillinase par les B-lactamines [31].

- Résistance par modification de la cible

C'est une résistance chromosomique codée par le géne mecA. La protéine de liaison aux
pénicillines est modifiée, c’est la PLP2a qui la remplace alors. L'affinité des B-lactamines pour
leur cible est diminuée, ce qui rend les staphylocoques insensibles a cette famille
d’antibiotiques : ce sont les SARM.
Cette résistance est détectable par diffusion: mise en évidence d’une diminution du
diamétre d’inhibition autour d’un disque de céfoxitine chargé a 30 pg. Les diametres
critiques sont établis par le comité de l'antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) (Tableau 3). Si le diametre est diminué, il faut rechercher soit
I'expression de la PLP2a (technique immunoenzymatique) apres induction par une PB-
lactamine, soit la présence du gene mecA (technique PCR). Au laboratoire, cette résistance
est mise en évidence par une diminution du diamétre autour de I'oxacilline et/ou du
moxalactam.

Depuis quelques années, une nouvelle PLP modifiée a été identifiée chez S. aureus :
la PLP2c, qui est codée par le géne mecC. La protéine est similaire a 63 % a la PLP2a et,
comme cette derniere, elle confére a la bactérie une résistance a toutes les béta-lactamines

[32]. Une souche rendue résistante a la céfoxitine mais sensible a I'oxacilline par le Vitek2®
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est évocatrice d’'un SARM ayant acquis le géne mecC. Il est cependant nécessaire de
confirmer par PCR la présence du gene [33]. Les SARM sont le plus souvent résistants a
d’autres classes d’antibiotiques ce qui n’est pas le cas pour les souches produisant une

PLP2c.

Tableau 3 : Diamétres critiques des staphylocoques pour I’oxacilline (CA-SFM [34]).

Diameétre critique (mm)
S2 R<

Céfoxitine 25 22

(S. aureus, S. lugdunensis,

S. saprophyticus)

Céfoxitine 26 24

(autres staphylocoques)

- Résistances de bas niveau (rares) :
BORSA (= Borderline Oxacillin Resistant Staphylococcus aureus)
La pénicillinase est hyperproduite, elle hydrolyse partiellement les pénicillines M (oxacilline
et méticilline). Les inhibiteurs de B-lactamases permettent une restauration de leur activité.
MODSA (= Modified Staphylococcus aureus)
Elle confere un bas niveau de résistance a la méticilline par la modification des PLP. L’affinité

de la pénicilline pour les PLP est diminuée.

Tableau 4 : Phénotypes de résistance aux B-lactamines des staphylocoques.

Pénicilline G
Pénicilline A Pénicillines +
Carboxypénicillines | inhibiteurs de B- Oxacilline Céphalosporines
Mécanisme de résistance Uréidopénicillines lactamase Méticilline Carbapénémes
Sauvage S S S S
Pénicillinase R S S S
Modification des PLP R R R S
BORSA R R/S R S
MODSA S S R S

Résistance aux aminosides (Tableau 5)

C’est une résistance enzymatique qui inactive les antibiotiques de cette famille. Les enzymes
hydrolysent de maniére différente les aminosides, ce qui se traduit par des phénotypes de
résistance spécifique en fonction des enzymes produites [30]. L'utilisation des aminosides se
fait en association a un inhibiteur de la synthése de la paroi (B-lactamines ou glycopeptides).

Cette association est bactéricide et synergique.
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Tableau 5 : Phénotypes de résistance aux aminosides des staphylocoques.

Phénotype Enzyme Amikacine | Tobramycine | Gentamicine | Nétilmicine
K Phosphotransférase (3')-11l = APH (3')-lll R S S S
KT Nucléotidyltransférase (4') = ANT (4') R R S S
KTG Acétyltransférase (6') - phosphotransférase (2") = AAC (6) - APH (2") R R R R

Résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramines (Tableau 6)

La résistance est souvent croisée entre les différents antibiotiques de ce groupe car ils ont le

méme site de fixation. C’est une résistance enzymatique plasmidique.

- Le phénotype MLSg est celui qui est le plus souvent rencontré et confére une

résistance par production d’une méthylase qui modifie la cible ribosomale. Quand la

résistance est dite inductible (Figure 25 en B), la méthylase n’est produite qu’en

présence d’'un macrolide inducteur (macrolide a 14 et 15 atomes de carbone) et

qguand elle est dite constitutive, elle est produite en permanence (Figure 25 en C).

- Lefflux par une pompe ATP-dépendante est le second phénotype de résistance

rencontré chez S. aureus (Figure 25 en D)

- Le phénotype L est une résistance par inactivation enzymatique.

- Pour le phénotype LSA, le mécanisme n’est pas completement élucidé. La résistance

serait due a la présence d’'une pompe a efflux.

Figure 25 : Phénotypes de résistance a
I’érythromycine et a la lincomycine [30].

A : Phénotype sauvage : sensible aux macrolides
B : Phénotype MLSg inductible : résistance a
I’érythromycine et aplatissement du diameétre
d’inhibition autour de la lincomycine.

C : Phénoype MLSg constitutive : résistance aux

macrolides.

D : Phénotype MSg par efflux : résistance a

I’érythromycine.
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Tableau 6 : Phénotypes de résistance aux macrolides, lincosamides, streptogramines.

. Mécanisme de .
Phénotype résistance Ery Spi L SA SB SA+SB

Sauvage S S S S S S
MLS; inductible Modification de la R S S S S S
MLS; constitutionnelle cible (erm) R R R S R S
MS, Efflux actif (msr) R S S S S S
L Inactivation (Inu) S S R S S S
SA+SB Inactivation (vat vgb) S S S R R R
LSA Efflux ? (vga) S S 1/R R S S

Résistances aux glycopeptides [27-30,35—-38]

Les cas de résistance aux glycopeptides restent extrémement rares. |l existe plusieurs

phénotypes. Ces résistances sont dues a une accumulation de mutations :

- la paroi des bactéries est épaissie, elles relarguent des débris de peptidoglycanes qui
consomment la vancomycine,
- une diminution de I'amidation du muropeptide augmentant aussi la consommation
de I'antibiotique.
Il y a une réorganisation complexe du métabolisme du peptidoglycane liée a des mutations
dans les génes gouvernant ce métabolisme. Ces mécanismes empéchent les glycopeptides

d’atteindre leur cible.

Les souches Glycopeptide Intermediate S. aureus (GISA) sont intermédiaires ou résistantes a
la téicoplanine et sont sensibles ou intermédiaires a la vancomycine.

Les souches hétéro-VISA (hetero-Vancomycine Intermediate S. aureus) sont quant a elles
décrites comme des SARM sensibles a la vancomycine mais avec des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) presque intermédiaires et avec des sous-populations
intermédiaires a la vancomycine. Ces souches seront intermédiaires a la téicoplanine, voire
résistantes. Ce phénotype n’est pas détectable par les techniques habituelles.

Un nouveau phénotype a été récemment décrit : le phénotype VRSA pour S. aureus résistant
a la vancomycine. Ce sont des souches de S. aqureus ayant acquis I'opéron VanA (opéron a
I'origine de la résistance aux glycopeptides des entérocoques). Elles seront alors résistantes
a la téicoplanine et a la vancomycine. Cette résistance n’a été rencontrée qu’aux Etats-Unis

pour le moment.
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Pour les SCN, la résistance a la vancomycine est rare, mais elle est plus fréquente pour la

téicoplanine.

Résistance aux autres classes d’antibiotiques

- Sulfaméthoxazole-Triméthoprime
La synergie obtenue par les deux molécules est maintenue s’il existe une résistance au
sulfaméthozaxole mais pas en cas de résistance au triméthoprime. Chacune des résistances

est due a une modification de la cible.

- Acide fusidique
Une mutation du géne fusA (codant pour un facteur d’élongation) ou une diminution de la

perméabilité entrainent la résistance des staphylocoques a I'acide fusidique.

- Rifampicine
Les différents niveaux de résistance a la rifampicine sont obtenus par mutations du gene

rpoB codant pour I’ARN polymérase de S. aureus.

- Linézolide
Les résistances a cet antibiotique seront vues ultérieurement dans le chapitre concernant le

linézolide.

- Daptomycine [36]
Le mécanisme de résistance a cet antibiotique n’a pas été encore totalement élucidé.
Plusieurs hypotheéses ont été évoquées : (i) 'augmentation des charges positives a la surface
de la membrane bactérienne provoquant la répulsion du complexe daptomycine-calcium, (ii)
la diminution du stress imposé sur la membrane lors d’'un changement d’environnement et
(iii) le changement des acides aminés des cardiolipines (lipides de la membrane
bactérienne). Il est a noter que le dernier mécanisme serait régulierement associé a une
augmentation des charges positives de la membrane. L'épaississement de la membrane
observé chez les souches GISA diminuerait le passage de |'antibiotique au travers de la

membrane.
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- Tétracycline
Deux mécanismes ont été identifiés: un mécanisme d’efflux actif de I'antibiotique par
I'acquisition de genes d’origine plasmidique tetK et tetL et une protection du ribosome

médiée par le géne tetM ou tetO [39].

vii.  Epidémiologie de la résistance a la méticilline

S. aureus est un pathogéne majeur de ’homme, sa prévalence de colonisation est
estimée a 1/3 de la population saine [23].
En 1961, la méticilline a été mise sur le marché et, 1 an plus tard, apparaissait déja la
résistance a cet antibiotique portée par la cassette SCCmec - un élément génétique mobile
chromosomique codant pour la synthese de la PLP2a et entrainant une résistance aux béta-
lactamines. C’'est |'apparition de Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline. Jusqu’en
1993, le SARM n’est retrouvé qu’en milieu hospitalier mais sa dissémination est mondiale et
5 clones sont les principaux représentants de cette résistance. De 1993 a 2000, émergent les

premiéres infections a SARM-Co. Ces clones sont indépendants des clones hospitaliers [40].

Dans le monde

Canada
ST8-1V, PVL+ (USA300)

ST1-IV, PVL+ (USA400)
Europe

USA ST80-1V, PVL+ (European)
ST398-V, PVL- (Pig-associated)

ST8-1V, PVL+ (USA300) p
ST1-IV, PVL+ (USA400) ST152-V, PVL+ (Balkan region) East £t

STS9-VII, PVL+ (Taiwan)
ST30-1V, PVL+ (SWP)

South America

ST30-1V, PVL+ (SWP) Oceania
ST1-1V, PVL- (WA-MRSA-1)

ST129-1V, PVL- (WA-MRSA-2)
ST93-1V, PVL+ (Queensland)
ST30-IV, PVL+ (SWP)

Figure 26 : Distribution mondiale des souches de SARM-Co [41].
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Aux Etats-Unis, le National Healthcare Safety Network (NHSN) publie tous les 2 ans
des statistiques concernant les résistances des bactéries responsables d’infections
nosocomiales (IN). 15,6 % d’entre elles sont dues a S. aureus. Les IN a SARM voient leur
pourcentage diminuer, mais cette étude ne donne pas d’informations sur les dispositions

mises en place afin de les faire reculer [42].

Tableau 7 : Prévalence des résistances a I’oxacilline chez S. aureus selon le type d’infection (NHSN [42])

Type d’infection / Années 2007/2008 | 2009/2010
Bactériémies sur cathéters intravasculaires 55,5% 54,6 %
Infections urinaires sur sonde 65,3 % 58,7 %
Pneumonies du ventilé 51,9% 48,4 %
Infections du site opératoire 48,0 % 43,7 %

A la fin des années 90 aux Etats-Unis, 4 enfants déceédent d’infection & SARM-Co. Les 4
souches présentent un profil identigue en PFGE mais sont différentes des souches
retrouvées dans les infections nosocomiales car elles restent sensibles aux antibiotiques
antistaphylococciques. C'est I'émergence du groupe clonal USA400 (ou Midwest2). Puis un
nouveau clone apparait en 2000 : le clone USA300. Depuis, environ 57 % des infections
cutanées communautaires sont dues a des SARM-Co, dont 97 % d’USA300 (Figure 26). Ce
clone aurait fait, entre 2000 et 2010, plus de morts que le VIH, la tuberculose et les hépatites
virales réunis [43]. Il devient difficile de différencier les infections a SARM-Co et les IN a
SARM aux Etats-Unis pour deux raisons : d’une part, le clone USA300 devient prédominant
dans les infections nosocomiales et d’autre part, sa sensibilité aux antibiotiques diminue
[43].

En Australie, le Australian Group on Antimicrobial Resistance (AGAR) surveille
annuellement la résistance de S. aureus aux antibiotiques.
S. aureus est a l'origine de 30,3 % des IN selon le VICNISS (Victorian Hospital-Acquired
Infection Surveillance System). Le SARM est quant a lui responsable de 18,2 % des IN [44].
En 2011, 70,5 % des infections cutanées et des tissus mous sont dues a S. agureus pour
seulement 6,5 % de bactériémies. Dans 30,3 % des infections a S. aureus, une résistance a la
méticilline est retrouvée. 11,7 % des infections a SARM sont étiquetées a SARM-Co. Deux
clones sont régulierement retrouvés : ST1-1V et ST93-IV (Figure 26).

Au Canada, I'’Agence de la santé publique recueille les données concernant les

infections a SARM. Depuis 2009, le taux d’incidence des infections a SARM a diminué, il est
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passé de 3,8 a 2,8 (pour 10 000 jours-patients). La méme tendance a été observée pour les
infections nosocomiales, elles sont passées de 2,6 a 1,7 [45]. Les infections cutanées et des
tissus mous sont aussi les plus souvent observées (environ 40 % des infections). La souche de
SARM hospitaliere la plus souvent retrouvée est la souche USA100/800 représentant environ
50 % des infections a SARM. En ce qui concerne les infections a SARM-Co, la souche USA300
est a I'origine d’environ 30 % des infections et la souche USA400 moins de 10 % [45]. La
proportion de souche USA300 augmente constamment depuis 2008 (Figure 26). Dans le
pays, des différences interrégionales sont observées : par exemple, dans la région ouest, les
SARM-Co ont remplacé les souches habituellement associées aux infections nosocomiales et

sont maintenant prédominants [45].
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Figure 27 : Souches de S. aureus prédominantes en Asie [46].

En Asie, les données sont assez compliquées a récupérer mais certaines études
internationales permettent de connaitre I'épidémiologie de S. aureus dans cette partie du
monde.

En 2011, la prévalence d’infections a SARM-Co oscille entre 2,5 % et 39 %. Le Vietnam, Les

Philippines, le Sri Lanka et Taiwan ont une prévalence supérieure a 30 % [47].
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La proportion d’'IN a SARM peut étre trés importante dans certains pays. Par exemple, en
Corée, au Vietnam, en Inde et au Sri Lanka elle dépasse les 70 % en 2004-2006 [46]. Des
études plus récentes montrent que ces proportions diminuent d’année en année. A Hong-
Kong, le pourcentage de S. aureus résistants a la méticilline est passé de 56,8 % en 2004-
2006 a 28 % en 2011 [46].
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Figure 28 : Clones SARM-Co prédominants en Asie [47].

Il existe encore peu d’études concernant les infections a SARM-Co, mais I’Asie n’est pas
épargnée. Les souches isolées dans les prélevements sont tres variables d’un pays a I'autre
(Figure 27 et Figure 28). Deux clones sont toutefois plus souvent mis en évidence : ST30 et
ST59 (Figure 28).

Le clone ST30 (appelé southwest Pacific clone) est une souche qui s’adapte et se propage
facilement [46]. C'est un pathogene retrouvé fréquemment en Australie (Figure 26). Il a une
forte prévalence a Singapour, a Hong-Kong, aux Philippines et au Japon. Cette souche n’est
pas seulement présente en Asie, des cas ont été rapportés aux Etats-Unis et en Europe [47].
Le clone ST59 (appelé USA1000) est prédominant a Taiwan, mais est retrouvé a Hong-Kong,
en Chine, au Vietnam et au Japon. Aux Etats-Unis, cette souche touche tout particulierement

les VIH positifs, les utilisateurs de drogue en intraveineuse et les SDF de San Francisco [46].
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En Corée du Sud, le clone ST72 est prédominant mais il est différent de ceux qui se
propagent en Asie et dans le monde. Il est moins résistant que les SARM nosocomiaux du

pays, mais plus résistant que les SARM-Co rencontrés dans les autres pays [47].

En Europe

Il existe une grande variabilité du pourcentage d’infections a SARM entre les pays d’Europe.
Il va de 0 % en Islande a 64,5 % en Roumanie (Figure 29). La moyenne européenne se trouve
a 18 % d’infections invasives a SARM [48].
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Figure 29 : Pourcentage d’infections invasives a SARM en Europe (données 2013) [49].

Depuis 2010, certains pays ont vu leur pourcentage d’infections a SARM augmenter
(Autriche, Estonie, Roumanie et Suéde) alors que d’autres ont réussi a commencer a
endiguer |'épidémie (Belgique, France, Allemagne, Hongrie, Irlande, Luxembourg, Portugal,
Lettonie, Royaume-Uni) [48]. Globalement, en Europe, le pourcentage d’infections invasives
a SARM a significativement diminué en passant de 22,2 % en 2010 a 18 % en 2013.

La distribution des SARM-Co n’est pas uniforme (Figure 29). Il y a, par exemple, une
prévalence de 55 % en Gréce, alors qu’elle n'est que de 2% au Royaume-Uni [48]. Les

souches ne sont pas les mémes non plus : le clone USA300 est prédominant en Espagne, il I'a
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été en Autriche mais c’est aujourd’hui le clone ST80 prédomine (les souches USA300 sont
trés probablement importées des Etats-Unis et de I’Amérique du Sud). Le clone ST80 est
retrouvé en plus forte proportion dans le reste de I'Europe. Au Pays-Bas, un nouveau clone a
émergé il y a quelques années : le clone ST398-V. Il colonisait en particulier les éleveurs de
porcs au moment de son identification, mais est maintenant a |'origine de plus de 20 % des
infections a SARM-Co. Les clones ST80 et ST398-V commencent a émerger dans le reste du

monde [41].

En France
En France, la prévalence des IN a S. aureus est de 0,7 %. L'ONERBA surveille les infections
causées par les BMR. Depuis 2001, le pourcentage de résistance a la méticilline chez S.

aureus ne cesse de diminuer (Figure 30) [50].
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Figure 30 : Evolution du pourcentage de résistance a la méticilline chez S. aureus [50].

Entre 2006 et 2012, la prévalence des IN a SARM est passée de 0,4 % a 0,2 % alors que celle
des IN a SASM reste stable dans le temps a 0,4 %. La diminution de la prévalence des IN a
SARM est essentiellement due a un lavage des mains plus rigoureux et a l'utilisation des
solutions hydroalcooliques par le personnel soignant. Les SARM vancomycine | ou R
représentent 1,5 % des IN ce qui correspond a une prévalence <0,1 %.

En milieu hospitalier, S. aureus est principalement retrouvé dans les infections du site
opératoire (31,5 %), dans les bactériémies (16 %) et dans les infections de la peau et des
tissus mous (15,5 %) [51]. Les SARM-Co isolés a I’'hdpital sont encore assez minoritaires et
ont une proportion de seulement 3,6 % des SARM (en 2006, elle était de 1,4 % [11]). Deux
clones ont été observés pour le moment : ST80 (European clone) et ST5 (Geraldine clone). Le
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clone ST5 représente 0,54 % des souches de S. aureus et 2,61 % des SARM, le clone ST80
représente quant a lui 0,26 % des souches de S. aureus et 1,25 % des SARM [11].

Mondialement, les stratégies communes mises en place afin de diminuer la dissémination de
souches résistantes associent: un lavage consciencieux des mains et des surfaces, une
meilleure utilisation des antibiotiques, un dépistage des patients a risque et des réseaux de

surveillance qui recensent les cas d’infections a BMR.

b. Enterococcus spp.

i. Taxonomie

IIs font partie de la famille des Enterococcaceae. Le genre Enterococcus a été créé en
1984, afin de le différencier du genre Streptococcus duquel il est trés proche
morphologiquement. Il rassemble les cocci a Gram positif formant des chainettes, pour la
plupart, groupant en D selon la classification de Lancefield [52] et capables d’étre cultivés
dans des conditions hostiles : 10°C et 40°C, en présence de NaCl a 6,5 % ou encore a pH=9,6.
Il existe une trentaine d’espéces dont 2 sont particulierement retrouvées dans les infections

humaines :

- Enterococcus faecalis (E. faecalis) a 85 %,

- Enterococcus faecium (E. faecium) a 10 %.

D’autres espéces sont retrouvées dans les pathologies humaines mais en moindre
proportion : E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum.

Les entérocoques sont des bactéries commensales de I'intestin de 'Homme et des animaux.
lls sont assez résistants, c’est pourquoi ils sont retrouvés dans le sol, I'eau et les aliments
contaminés par les feces. En milieu hospitalier, ils colonisent la peau et les surfaces.

lIs ont un faible pouvoir pathogene mais peuvent étre responsables de bactériémies,

d’infections urinaires, biliaires et intra-abdominales.
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ii.  Caractéristiques bactériologiques

Morphologie et structure
Les entérocoques sont des cocci a Gram positif disposés en courtes chainettes ou par paires.

Ce sont des bactéries ovoides, non sporulées et non capsulées (Figure 31). Elles sont

immobiles.

Figure 31 : Cocci a Gram positif en courte chainette [53].

Culture

Les entérocoques se cultivent sur milieu ordinaire (gélose au sang), ce sont des bactéries
aéro-anaérobies facultatives mais sont anaérobies préférentielles. Ils poussent sur milieu
hypersalé ce qui est un des critéres d’identification du genre Enterococcus. lls forment de
petites colonies opalescentes n’excédant pas 1,5 mm de diamétre. Ils ne produisent pas de
pigments. lls peuvent étre non hémolytiques (E. faecalis Figure 32), a-hémolytique (E.

faecium) ou B-hémolytique (E. faecalis).

Figure 32 : Culture d’Enterococcus faecalis (non hémolytique) sur gélose au sang [54].
Biochimie
Ils sont oxydase et catalase -, hydrolysent I’esculine et la L-pyrrolidonyl-3-naphtylamide (test

PYR +). Les deux espéces qui nous intéressent particulierement (E. faecalis et E. faecium)
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peuvent étre différenciées grace a certains caractéres biochimiques et

naturelles a des antibiotiques ci-dessous.

Tableau 8 : Caractéres d’E. faecalis et E. faecium (Bactériologie médicale[5]).

aux résistances

Furanes Sorbitol Ara Groupe D
E. faecalis S + - +
E. faecium R - + Variable

i
Target cell interaction

Enterococcus faecalis

Surface adhesion proteins
(e.g., AS, Esp, Ace)

]
Adherence

Figure 33 : Virulence d’E.faecalis [55].
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Il est a noter que la plupart des facteurs de virulence énoncés ci-dessous ne sont retrouvés

que chez E. faecalis.

Adhésines

Aggreqgation substance (AS)

L'’AS est une glycoprotéine codée

par un gene plasmidique (asal) régulé par des

phéromones sexuelles. Elle favorise le transfert conjugatif de plasmide via la formation

d’agrégats entre les cellules hotes et réceptrices.

Elle augmente I'hydrophobie de la membrane bactérienne ce qui ralentirait la fusion avec les

lysosomes [56]. Elle permet de multiplier par 8 'adhérence de la bactérie a la fibronectine,

par 4 a la thrombospondine et par 2 au collagéne [57]. Elle augmente ainsi I'internalisation

des entérocoques aux macrophages, cellules tubulaires rénales, entérocytes (Figure 34) et

cellules myocardiques [58]. Elle diminue la formation de dérivés réactifs de I'oxygene, ainsi

la cellule hote perd de sa bactéricidie [59]. Elle accélere la formation de biofilm et Ia
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colonisation des valves cardiaques. Dans le cas des endocardites, cette protéine augmente la

taille des végétations (Figure 35) [60].

: adhérence a la surface latérale de I’entérocyte [61].

Figure 35 : Colonisation par E.faecalis d’une valve cardiaque aprés 30 minutes (A), 2h (B) et 4h (C) d’incubation en
comparaison a une valve non infectée (D) [60].

Enterococcal surface protein (esp)

C'est une protéine de surface retrouvée chez E. faecalis. Elle permet la persistance et
I'adhérence de la bactérie dans la vessie [62]. Elle contribue a la formation du biofilm ce qui

permet la résistance aux contraintes environnementales, mais aussi a I'adhérence aux
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cellules du tractus urinaire [56]. Esp jouerait un rdéle dans la résistance aux antibiotiques
[63].

Endocarditis- and Biofilm-associated Pili (ebp)

La formation de pili est nécessaire a la production de biofilm causant des infections
endodontiques et urinaires [56].

Enterococcus faecalis antigen A (EfaA)

Il facilite I’adhésion de la bactérie au cours des endocardites.

Adhesion of collagen from E. faecalis (Ace)

C’est une protéine de liaison au collagene, elle fait partie de la famille des MSCRAMM vue
précédemment chez les staphylocoques. Elle joue un réle pathogene au cours des

endocardites [56].

Cytolysine et enzymes protéolytiques
La bactérie capte des nutriments via la destruction des tissus de I’'hote a I'aide de ces
enzymes [56].

Hémolysine (ou cytolysine)

C'est une toxine plasmidique sécrétée aux propriétés B-hémolytique chez 'homme et
bactéricide envers les autres bactéries a Gram positif [56]. Elle est souvent associée a la
sévérité des endocardites [64].

Gélatinase

C'est une métalloprotéase a zinc, extracellulaire, capable d’hydrolyser la gélatine, le
collagéne, I'hémoglobine, des polymeres de fibrine et d’autres protéines [65], ainsi elle
fournit a la bactérie des nutriments [56]. Elle est capable de dégrader I’AS anormale a la
surface des bactérie [66], mais participe également a la formation du biofilm [56]. Elle
contribue a la virulence de la bactérie dans les endocardites [67] et est retrouvée lors des
bactériémies, infections urinaires et dentaires dues a E. faecalis [65].

Hyaluronidase

Cette enzyme dégrade |'acide hyaluronique. Elle dépolymérise les mucopolysacchariques ce
qui détruit I'intégrité des tissus conjonctifs et facilite ainsi la dissémination de la bactérie et

de ses toxines dans I'organisme [56].
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Polysaccharides de la membrane bactérienne et capsule
La capsule est retrouvée chez E. faecalis et E. faecium et elle diminue |'efficacité des

anticorps contre ces bactéries [67].

iv.  Pouvoir pathogéne

L'entérocoque est souvent considéré comme un germe d’accompagnement ou de
contamination. Il peut cependant étre responsable d’infections urinaires basses et de
pyélonéphrites ainsi que de surinfections de plaies. Chez les sujets fragilisés (patients
neutropéniques), des bactériémies peuvent étre rencontrées. Il est le 3° agent étiologique
des endocardites et est a I'origine de 10 % des endocardites sur valve nativeetde 5% a7 %
des infections sur prothese valvulaire. La porte d’entrée est alors urinaire ou digestive. La
mortalité dans ces infections est assez élevée avec 20 % de déces.

Son pouvoir pathogene reste encore discuté et est néanmoins bien moins élevé dans les
suppurations intra-abdominales (péritonites, infections des voies biliaires) et pelviennes par
comparaison aux germes l'accompagnant classiqguement (entérobactéries et germes

anaérobies). Dans ce type d’infection, I’entérocoque est considéré comme un co-pathogene.
v.  Sensibilité aux antibiotiques [28,29,64,68]

Phénotype sauvage

B-lactamines

Les entérocoques sont sensibles a I'amoxicilline, la pipéracilline et aux carbapénéemes (sauf a
I’ertapéneme) et sont résistants a la ticarcilline et aux céphalosporines. Cette résistance est
due a la présence chez la bactérie d’'une PLPs ayant une affinité moindre pour les B-
lactamines. Les CMI des pénicillines et de I'imipénéme sont plus élevées chez E. faecalis que
chez les streptocoques et elles le sont encore plus chez E. faecium.

Chez les entérocoques, les R-lactamines ont en monothérapie une activité bactériostatique.
Aminosides

Les entérobactéries expriment naturellement une résistance de bas niveau aux aminosides,
mais la synergie avec les B-lactamines et les glycopeptides est conservée. Cette résistance
est le reflet d’'un transport actif peu efficace de ces antibiotiques a travers la membrane

cytoplasmique qui ne posséde pas de chaine respiratoire. E. faecium produit une
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acétyltranférase (AAC(6’)) qui hydrolyse la kanamycine, la tobramycine et la nétilmicine,
I’'amikacine est aussi touché mais plus faiblement. C’est une résistance de haut niveau : la
synergie est abolie avec ces antibiotiques. Elle reste possible avec la gentamicine.

Macrolides-Lincosamides-Streptogramines

E. faecium est naturellement sensible aux macrolides, lincosamides et a la pristinamycine
mais sont assez peu actifs alors qu’E. faecalis n’est sensible qu’a I'érythromycine et est
résistant aux lincosamides et a la pristinamycine (phénotype LSA).

Glycopeptides

Les entérocoques sont naturellement sensibles aux glycopeptides. lls sont bactéricides mais
lentement, I'association a un aminoside permet d’accélérer la vitesse de bactéricidie.

Autres antibiotiques

lIs sont sensibles au linézolide et a la daptomycine.

Les fluoroquinolones ont une activité médiocre. Les molécules plus récentes (lévofloxacine
et moxifloxacine) semblent avoir une meilleure activité, mais il n'y a pas d’indications a
utiliser cette famille d’antibiotiques dans les infections a entérocoques.

lIs sont naturellement résistants a la fosfomycine (résistance de bas niveau), au
chloramphénicol, aux quinolones de premiere génération et aux sulfamides. E. faecium est,

en outre, résistant aux furanes.

Phénotypes de résistance

Résistance aux R-lactamines

- Production d’une R-lactamase

Ce mécanisme est rare et récent, il n’a été décrit qu’aux Etats-Unis, en Amérique du Sud et
au Liban. Ces souches produisent une pénicillinase plasmidique, identique a celle produite
par le staphylocoque doré (codée par le géne blaZ). Une différence réside dans le fait qu’elle
est produite de maniére constitutive chez les entérocoques alors qu’elle est inductible chez
S. aureus [69]. La pénicillinase est assez difficile a identifier car la CMI de ces souches reste
basse. Cette résistance est associée a un haut niveau de résistance envers la gentamicine

[28].
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- Hyperproduction ou modification des PLP

Ces mécanismes sont rencontrés chez E. faecium principalement (il n’y a pas de résistance a
I’'ampicilline chez E. faecalis en France [70]). L'affinité des PLPs est naturellement basse pour
les pénicillines, mais des mutations supplémentaires sur le géne codant pour cette protéine
sont a l'origine d’une diminution encore plus importante de I'affinité de ces PLP pour les
pénicillines. Une hyperproduction des PLPs provoque un haut niveau de résistance qui est
croisée a l'ensemble des pénicillines [71]. Une modification des PLP4 a cependant été
observée chez E. faecalis, plus I'affinité des PLP est basse plus la CMI de ces souches est
élevée. Elle est, d’ailleurs, a I'origine de la résistance d’E. faecalis a I'imipénéme [72].

Résistance aux aminosides

Elle est due a la production d’enzymes inactivatrices par la bactérie, codées par un gene
plasmidique semblable a celui rencontré chez les staphylocoques. Ces enzymes conferent un
haut niveau de résistance aux aminosides (Tableau 9) et elles annulent la synergie
bactéricide avec les R-lactamines et les glycopeptides. Le phénotype KT est
exceptionnellement retrouvé chez les entérocoques.

Un autre mécanisme peut étre rencontré: la mutation chromosomique de la cible

ribosomale qui confére a la bactérie une résistance a la streptomycine.

Tableau 9 : Phénotypes de résistance aux aminosides.

Phénotype Mécanisme Streptomycine|Kanamycine|Amikacine| Tobramycine Gentamicine|Nétilmicine|
S Mutation de la cible ribosomale R S S S S S
K Phosphotranférase (3') = APH 3' S R R S S S
KT Nucléotidyltransférase (4') = ANT 4' S R S/R R R S
KG Acétyltransférase (6') - phosphotransférase (2") = AAC (6') - APH (2") R R S/R R R R

Il existe un troisieme mécanisme, extrémement rare : la modification du transporteur au
niveau de la membrane.

Résistance aux macrolides-lincosamides-streptogramines

La modification de la cible ribosomale par une méthylase produite par la bactérie confere
une résistance croisée a tous les macrolides, lincosamides et streptogramines (phénotype
MLSg). Cette méthylase greffe sur les adénines sur 'ARNr 23S des fonctions diméthyles.
L'ARN change alors de conformation et il en découle une réduction de I'affinité des

antibiotiques pour le ribosome. C’est le gene ermB qui code pour cette résistance.
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Le géne mefA codant pour des protéines d’efflux a aussi été retrouvé chez les entérocoques

résistants a I’érythromycine, il est responsable d’une résistance modérée [28,70,71].

Résistance aux glycopeptides

Cette résistance, inductible, est due a la production d’un précurseur du peptidoglycane

modifié, organisée sous forme d’'un opéron: VanA (Figure 36), codé par un transposon

(Tn1526). Au lieu d’avoir en position N-ter un motif D-Ala-D-Ala, il y aura un motif D-Ala-D-

Lac. Cette modification est a I'origine d’une diminution de I’affinité des glycopeptides pour le

peptidoglycane. Quand I'opéron VanA est exprimé, la vancomycine et le téicoplanine sont

inutilisables.

L-Ala-p-Glu-L-Lys-p-Ala-D-Ala Vancomycin
0-0—0-0-(5 sensitivity

5/

Vancomycin

!

Pyruvate

Activator

A
Sensor and regulator
activates vanHAX operon

Figure 36 : Opéron VanA [73]. Les protéines VanR et VanS sont responsables de la régulation. VanH est une lactate
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déshydrogénase, VanA une ligase et VanX une peptidase.

Il existe 5 phénotypes de résistance acquise : VanA, VanB, VanD, VanE et VanG (Tableau 10).

VanD et VanE sont extrémement rares. VanC est le mécanisme de résistance naturelle aux

glycopeptides d’E. gallinarum, E. flavescens et E. casseliflavus.

Tableau 10 : Phénotypes de résistance aux glycopeptides.

Phénotype VanA VanB VanD VanE

Précurseur D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser

CMI de la vancomycine (mg/l) 64 - >1024 4-1000 64 16

CMI du téicoplanine (mg/l) 16 - 512 0,5-1 4 0,5

Expression inductible inductible constitutive inductible
. plamidique +++ , : ;

Localisation chromosomique +++ chromosomique chromosomique

Transposon Tn1546
Transférable par conjugaison oui
Espéces d'entérocoques E.faecium, E.faecalis,
exprimant le phénotype E.avium ...

oul non non

E.faecium

(1 souche) E.faecalis (rare)

E.faecium, E.faecalis.
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Résistance aux autres antibiotiques

Certaines souches d’entérocoques sont résistantes aux cyclines, deux mécanismes sont
communément rencontrés. Le premier est codé par le géne tetl qui permet un mécanisme
d’efflux de la tétracycline hors de la bactérie. Le second est codé par tetM ou tetN qui
protegent le ribosome de I'inhibition provoquée par la tétracycline [69].

La résistance a la daptomycine peut étre observée chez les entérocoques. Le mécanisme
n’est pas encore totalement élucidé mais I’étude du génome de ces souches montre que des
délétions au niveau de 3 génes en sont a l'origine. Deux de ces génes codent pour des
enzymes du métabolisme des phospholipides et le dernier code pour une protéine de
membrane [74,75]. Les souches mutées ont des changements dans la structure de leur
enveloppe cellulaire et la perméabilité membranaire sera altérée.

La résistance au linézolide sera expliquée ultérieurement.

vi.  Epidémiologie de la résistance

Les entérocoques font partie de la flore intestinale de I'homme et d’autres mammiferes, ils
ne sont a priori que commensaux. Cependant certaines souches peuvent étre hautement
pathogenes. Depuis une vingtaine d’années, ce genre a été décrit comme causant des
infections nosocomiales.

Le clone CC17 chez E. faecium et les clones CC2 et CC9 chez E. faecalis sont connus pour étre
des agents d’IN. L'émergence de ces clones est parallele a 'augmentation de la résistance

des entérocoques aux glycopeptides [48].

Dans le monde

Aux Etats-Unis, les entérocoques sont a 'origine de 13,9 % des IN. L’étude de la NHSN a
montré que 82,6 % de ces souches d’E. faecium étaient résistantes a la vancomycine contre
seulement 9,5 % des souches d’E. faecalis [42]. Globalement, depuis 4 ans, la proportion
d’entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) est en augmentation constante [42]. Cette
augmentation s’explique par I'utilisation intensive de la vancomycine ayant pour effet une
forte pression de sélection sur ces souches, les rendant résistantes.

En Australie, I’AGAR surveille les résistances des entérocoques depuis 1995. En 2013, ce sont
les bactériémies qui ont été observées : 56,1 % étaient dues a E. faecalis dont 0,2 % étaient

résistants a la vancomycine. E. faecium était a I'origine de 38,5 % des bactériémies et plus de
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40 % exprimaient une résistance a la vancomycine [76]. Contrairement, aux souches

retrouvées en Europe, la résistance est codée par I'opéron VanB [76].

Au Canada, I’Agence de la santé publique du Canada annonce que 93 % des infections a ERV

sont nosocomiales. Méme si I'incidence de ces infections reste faible, elle est en constante

augmentation depuis 2008 [77]. Sur 382 souches résistantes a la vancomycine testées

seulement 4 étaient E. faecalis.
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Figure 37 : Taux d’incidence des infections a ERV au Canada [77].
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Figure 39 : Pourcentage de résistance a la vancomycine en 2013 dans les infections profondes a E. faecium [48].

En Europe, la résistance d’E. faecalis a la vancomycine est extrémement rare, mais il existe
environ 8,9 % d’E. faecium résistant a cet antibiotique en 2013 (contre 5,6 % en 2010) [48].
Ces pourcentages vont de 0 % (en Estonie, en Lituanie, a Malte et en Suede) jusqu’a 42,7 %
en Irlande. lls ont significativement augmenté au Danemark, en Allemagne, en Hongrie et au

Royaume-Uni depuis 3 ans [48].

En France
L’ONERBA (via le réseau REUSSIR) n’a recensé en 2010 aucune souche d’E. faecalis résistant

a la vancomycine et seulement 2 souches d’E. faecium sur 452 (soit 0,4 %) y sont résistantes.
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2. Linézolide

a. Famille et structure chimique [78-82]

Le linézolide est le premier et, pour le moment, seul représentant de la famille des
oxazolidinones a étre commercialisé et a avoir une autorisation de mise sur le marché
(AMM). Les oxazolidinones sont formées d’un cycle saturé a 5 liaisons (noyau 2-oxazénéca-
olidinyle) contenant un groupement N-aryl (en position 3 du cycle), un atome d’oxygene (en
position 1) et d’une fonction cétone (en position 2) (Figure 40).

Le linézolide est le (S)-N-[[3-(3-fluoro-4-morpholinylphényl)-2-oxo-oxazolodinyl|méthyl]
acétamide (Figure 41). C'est une molécule de bas poids moléculaire (Masse moléculaire =
337,35Da). Elle est amphiphile.

Le linézolide se présente sous la forme d’une poudre blanche cristallisée.

Figure 40 : Structure chimique du noyau oxazolidinone.

al

Figure 41 : Structure chimique du linézolide.
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b. Relation structure-activité

Sur la Figure 41 sont représentés les groupements essentiels a I'activité et |'efficacité
antibactérienne, ainsi qu’aux propriétés pharmacocinétiques.

L'amine tertiaire (en al) est un donneur d’électron qui permet une meilleure tolérance
(versus le DuP-721: précurseur de la famille). Il permet aussi d’augmenter l'activité
antibactérienne. C’'est aussi I'intérét de la fluoration en position 3 du cycle phényl (en c) et
de la substitution en C5 par I'acylamino-méthyle (en b3). Le groupement N-aryl (en bl) est
nécessaire a l'activité antibactérienne de la molécule. Le groupe morpholino (en a2)

augmente les propriétés pharmacocinétiques et la solubilité dans I'eau.

¢. Mécanisme d’action

Les oxazolidinones inhibent la synthése protéique bactérienne. lls ont pour cible le ribosome
et plus précisément le centre de la peptidyltransférase (PTC) du domaine V de I’ARN 23S. Il

se fixe a la sous-unité 50S et empéche son attachement a la sous-unité 30S.
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Figure 42 : Mécanisme d’action du linézolide [81].

S’en suit un défaut de formation du complexe ribosomale 70S, qui aboutit a une inhibition

de la synthese protéique. Son site de fixation est différent de celui du chloramphénicol et de
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la lincomycine mais en est assez proche pour que le linézolide entre en compétition avec ces
deux antibiotiques [83]. Le linézolide se fixe par liaison de Van der Walls sur les nucléotides
en position 2503, 2504, 2506 et 2451 et par liaison hydrogeéne avec I'uracile en position 2585
(Figure 43). Il bloque alors la formation d’'un complexe ternaire composé du N-

formylméthionyl-ARNt, le ribosome et '’ARNm. La traduction est alors bloquée en phase

d’initiation.
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Figure 43 : Points de fixation du linézolide (cercles bleus) sur la structure secondaire du PTC d’E.coli [84].

Le linézolide a aussi une activité antitoxinique, il diminue de facon dose-dépendante la
sécrétion des exotoxines staphylococciques. Il inhibe la synthese protéique des toxines. Son
utilisation permet une diminution de la sécrétion de PVL dans le poumon, une réduction des

Iésions pulmonaires est observée [85].
d. Activité antibactérienne

Son spectre d’action comprend principalement les cocci a Gram positif. Les valeurs critiques
proposées en France par le CA-SFM et I'European Comitee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) sont reportées dans le tableau ci-dessous. La charge des disques est de
10ug pour toutes les bactéries répertoriées dans le tableau, a I'exception des « autres

streptocoques » dont la charge est de 30ug [34].
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Tableau 11 : Concentrations et diameétres critiques pour le linézolide d’apres le CASFM et ’'EUCAST 2015 [34].

Espce bactérienne Concentration critique (mg/L) Diameétre critique (mm)
R S R

Staphylococcus spp. <4 >4 <19 >19
Enterococcus spp. <4 >4 <19 >19
S.pneumoniae <2 >4 <22 >19
Strepto:‘o:,ugzju(;groupe <2 >4 <19 >16
Autres streptocoques <2 >4 <28 >24
Corynebacterium spp. <2 >2 <25 >25

i.  Coccia Gram positif

Le linézolide a un effet bactériostatique contre les staphylocoques et les
entérocoques et il a un effet temps dépendant mais il est bactéricide contre les
streptocoques.

S. aureus et les staphylocoques a coagulase négative sont sensibles au linézolide
indépendamment de leur sensibilité a la méticilline. Le linézolide reste utilisable sur les
souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA et VISA) ainsi que sur les souches
résistantes a la vancomycine (VRSA) qui ont été isolées derniérement aux Etats-Unis.

Les souches d’entérocoques sont, elles aussi, sensibles au linézolide qu’elles soient
résistantes ou non a la vancomycine.

Il en est de méme pour les streptocoques : le linézolide a une bonne activité sur I'ensemble
des souches testées avec des CMI <4 mg/L que les souches soient ou non résistantes a
I’érythromycine [86].

Pour le pneumocoque, I'activité du linézolide est toujours excellente que les souches soient
sensibles, intermédiaires ou résistantes a la ceftriaxone, ou quel que soit leur phénotype de
résistance avec des CMI qui vont de < 0,06 a 2 mg/L. Ces CMI sont observées indifféremment
chez les souches résistantes a I'érythromycine, la tétracycline, la clindamycine ou le
chloramphénicol [78,87].

Les CMI observées de ces souches restent <4 mg/L ce qui reste bien en deca des
concentrations sanguines observées apreés l'administration per os du linézolide aux
posologies habituelles de 600 mg toutes les 12h (concentrations observées: 6,15 a 21,2
mg/L) [88]. Les CMI des différentes espéces en fonction de leurs phénotypes de résistance

sont répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 12).

61



ii.  Bacilles a Gram positif

Le linézolide a aussi prouvé son efficacité contre les bactéries a Gram positif comme
Bacillus species, Corynebacterium species, Lactobacillus species, Erysipelothrix rhusiopathiae,
Listeria species et Nocardia asteroides. Les CMI restent inférieur au breakpoint établi a 4
mg/L [87,89,90]. Il est d’ailleurs le seul antibiotique actif sur toutes les espéces de Nocardia

[83].

iii.  Anaérobies

Le linézolide est actif sur les bactéries anaérobies a Gram positif telles que les
Clostridium spp., Peptostreptococcus spp., Proprionibacterium spp., mais aussi sur les Gram
négatif comme Bacteroides fragilis, Fusobacterium spp. et Prevotella spp.[78,83,91]. L’étude
faite sur 265 bactéries anaérobies (toutes confondues) faite par Behra-Miellet et al. [91]
montre que la croissance de toutes les souches est inhibée par le linézolide avec des CMI < 8

mg/L.

iv.  Mycobactéries

Que ce soit pour les especes de mycobactéries non tuberculosiques a croissance
rapide ou a croissance lente, les souches sont considérées comme sensibles pour des CMI <8
mg/L et résistantes pour des CMI >32. Les différentes espéces de mycobactéries ont des CMI
<8, elles sont donc sensibles. En revanche, il a été montré que Mycoacterium avium complex
sont peu sensibles a la molécule [92]. Sur Mycobacterium tuberculosis, le linézolide est actif

et son activité a été démontrée, par ailleurs, sur des souches multirésistantes [83].

v.  Espéces résistantes

Le linézolide n’est pas actif sur les bactéries aérobies a Gram négatif telles que les
entérobactéries, Pseudomonas, Neisseria ou encore Haemophilus. Les entérobactéries sont
résistantes par un phénomeéne d’efflux membranaire, I'antibiotique est expulsé hors de la

bactérie par une pompe a efflux membranaire (AcrAB) associée a une porine (Tol/C) [93].
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Tableau 12 : Activité in vitro du linézolide (CMI en mg/L) vis-a-vis de diverses espéces de bactéries [83].

Espéce
Cocci a Gram positif
Staphylococcus aureus
Sensible a la méticilline
Résistant a la méticilline
Intermédiaire aux glycopeptides
Résistant a la vancomycine

Staphylocoque a coagulase négative
Sensible a la méticilline
Résistant a la méticilline
Intermédiaire aux glycopeptides

Enterococcus spp.

Sensible a la vancomycine
Résistant a la vancomycine

Enterococcus faecalis
Sensible a la vancomycine
Résistant a la vancomycine

Enterococcus faecium
Sensible a la vancomycine
Résistant a la vancomycine

Enterococcus avium

Enterococcus casseliflavus

Streptocoques béta-hémolytiques

Streptococcus agalactiae

Streptococcus pyogenes

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus anginosus

Streptococcus constellatus

Streptococcus intermedius

Bacilles a Gram positif

Bacillus spp.
Corynebacterium spp.
Erysipelothrix rhusiopathiae
Listeria spp.

Nocardia asteroides

Dispersion de CMI (mg/L)

0,12-4
1-4
0,5-4
0,5-4
1-2
0,06-4
<0,5-4
<0,5-4
1-2
0,06- >8
0,5-2
1-4
0,5-4
1-32
1-2
1-4
1-4
1-4
1-2
2-4
<0,06-2
0,25-2
0,12-2
<0,03-4
0,25-2
<0,12-1
<0,12-2

0,25-2
<0,06-4
<0,125

2
1-4

CM|50

NN NN

0,5-2

1-2

0,5-1

0,5
<0,5-2

0,25
NA

CMlgo

0,5-4
NA
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Espéce Dispersion de CMI (mg/L) CMlsq CMlgg

Anaérobies

Bacteriodes spp. 2-4 4
Prevotella spp. <0,06-8 2 4
Fusobacterium spp. <0,06-2 0,5 1
Fusobacterium varium 1-2 1 2
Clostridium spp. <0,06-8 2 4-8
Clostridium difficile 1-16 2 2-8
Propionibacterium spp. 0,25-1 0,5 0,5-1
Peptostreptococcus spp. 0,5-2 1 2
Aerococcus spp. <0,03-2 0,5 1
Mycobactéries
Mycobacterium abscessus 0,5-128 8 16
Mycobacterium avium complex <0,2-232 32 64
Mycobacterium chelonae 1-64 8 16
Mycobacterium fortuitum (groupe) 1-32 4 16
Mycobacterium kansasii 0,125-4 0,5-<2 1-<2
Mycobacterium marinum 1-2 2 2
Mycobacterium szulgai <0,2-4 <2 4
Mycobacterium tuberculosis <0,125-1 0,5 0,5-1
Bacilles a Gram négatif
Escherichia coli >8 NA NA
Eickenella corrodens 8-16 8 8
Haemophilus influenzae 2-32 16 16
Helicobacter pylori 4-64 8-16 8-32
Klebsiella pneumoniae >8 NA NA
Legionella spp. 1-8 2-4 4-8
Pasteurella multocida 1-2 2 2
Cocci a Gram négatif
Branhamella catarrhalis 4-8 8 8

e. Résistances acquises

Lors des études précliniques du linézolide, aucune souche résistante n’a été isolée.
Mais peu de temps apres sa mise sur le marché, les premiéres résistances a cet antibiotique
ont été observées. Cependant, cette résistance reste rare. Au fil des années, différents

mécanismes ont été mis en évidence.
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i Modification de la cible

Mutation du géne rri

Le PTC, situé dans le domaine V de I’ARNr 23s, est le site de fixation du linézolide. Cet ARN
est codé par le géne rrl et la mutation d’'un simple nucléotide peut provoquer une
diminution de la sensibilité a cet antibiotique.

En clinique, la mutation la plus fréqguemment retrouvée est la substitution G,s76T (selon la
numeérotation de Escherichia coli) (Figure 44). Elle est observée chez les staphylocoques et
les entérocoques. Plus rarement, une mutation d’'une thymine en adénine en position 2500

peut également étre retrouvée.
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Figure 44 : Mutations retrouvées sur le PTC provoquant la résistance aux oxazolidinones [94].

Les points de fixation du linézolide sont indiqués par les triangles. Les mutations provoquant la résistance au
linézolide sont entourées en jaune. (Sa = S.aureus ; Se = S.epidermidis ; Sh = S.haemolitycus ; Es = E.faecalis ; Em

= E.faecium).
La fréquence de mutation est trés faible (10° a 10™) [82] et differe selon les espéces
bactériennes. En effet, les bactéries possédent plusieurs alleles du géne rrl (6 pour E.

faecium, 4 pour E. faecalis et 5 a 6 chez S. aureus) et il faut compter des mutations sur
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plusieurs copies afin d’observer une résistance. L’accumulation de mutations provoque une
augmentation du niveau de résistance [83].

La résistance peut donc émerger suite a des mutations successives de copies du gene rrl/ ou
par recombinaison homologue consécutive a la mutation de copie. L’utilisation prolongée du
linézolide et/ou une administration répétée de cet antibiotique favorise I'émergence de
souches résistantes [95,96]. Mais des souches résistantes ont été trouvées chez des patients
n’ayant jamais recu de linézolide [97,98].

Ce mécanisme ne provoque pas de résistance croisée avec les macrolides, les tétracyclines
ou les aminosides (qui agissent eux aussi sur le ribosome), mais en fonction de la position de
la mutation, la résistance au linézolide peut étre croisée a une résistance aux phénicolés,

lincosamides et aux streptogramines (A ou B) [82,84].

Tableau 13 : Nucléotides impliqués dans la résistance au linézolide et une corésistance avec soit les phénicolés, les
lincosamides ou les streptogramines.

Nucléotide Phénicolés Lincosamides Streptogramines
2032 + + -
2062 + - +
2503 + + +
2504 + - -

La CMI des souches résistances s’étale entre 16 et 128 mg/L.

Méthylation de I’adénine en position 2503 de ’ARNr 23

Cette mutation est due a la présence du géne cfr (chloramphenicol flofenicol resistance).
C'est un gene plasmidique transférable [99]. Il code pour une méthyltransférase qui va
méthyler I'adénine en position 2503 [99]. Cette méthylation induit une résistance croisée et
de haut niveau aux phénicolés, aux lincosamides, aux oxazolidinones, aux pleuromutilines et
aux streptogramines A. Ce phénotype est appelé : PhAMPOPSA [84]. La CMI des mutants
oscille entre 4 et 256 mg/L. Ce géne a été sporadiquement détecté en Europe, en Amérique
et en Asie lors d’épidémies. Mais il reste relativement rare et souvent associé a d’autres
résistances [84].

Cette mutation a été retrouvée sur des souches de patients n’ayant jamais recu de

linézolide.
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ii.  Mutation du gene codant pour les protéines ribosomales L3 et L4

Les protéines ribosomales L3 et L4 sont codées, respectivement, par les genes rplC et
rpID. Ces protéines sont en contact trés étroit avec le PTC. Les mutations induisent des
modifications de conformation de ces protéines qui, a leur tour, provoquent des
changements de conformation de I’ARN 23S [84].

F

T77 S158 A157 G171
I \\ / /
) ) Linezolid
T | | {
R62 K68 S145  F127

Figure 45 : Positionnement du linézolide vis a vis des protéines ribosomales L3 et L4 [94].

Le gene rplC peut subir des substitutions, une délétion d’un ou de plusieurs acides aminés
[100]. Ces mutations entrainent une modification de la protéine ribosomale L3, la CMI du
linézolide est alors doublée voire quadruplée.

La substitution Lys68GIn de la protéine L4 va entrainer une modification de la répartition des
charges et un changement de conformation au niveau du PTC empéchant ainsi la fixation du
linézolide [84]. Il a été décrit une délétion de 6 paires de bases dans le gene rp/D
(uniguement chez le pneumocoque) responsable d’une résistance de bas niveau au
linézolide avec une CMI limite a 4 mg/L ainsi que de corésistances avec les macrolides et le

chloramphénicol.
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iii.  Quelques données épidémiologiques sur la résistance

Le programme Zyvox® Annual Appraisal of Potency and Spectrum (ZAAPS) a publié en
2012 un rapport sur les résistances des cocci a Gram positif au linézolide. Trente-trois pays
autres que les Etats-Unis participent a ce programme et envoient des souches pour qu’elles
soient travaillées et analysées. Depuis 2004, le pourcentage de souches résistantes a
augmenté, mais il reste encore tres faible (Figure 46)[101]. Sur 7972 souches, seulement 13
souches étaient résistantes (3 S. aureus, 6 S. epidermidis, 2 autres SCN, 1 E. faecalis et 1 E.
faecium), leurs CMlI varient entre 8 et 32 mg/L.
Le programme Linezolid Experience and Accurate Determination of Resistance (LEADER)
publie tous les ans les données concernant la résistance au linézolide aux Etats-Unis. En
2012, il retrouvait 99,83 % de sensibilité a cet antibiotique (Figure 46). En 2013, 7183
souches de bactéries Gram positif ont été envoyées au programme, seulement 11 d’entres
elles étaient résistantes au linézolide (2 S. aureus, 3 S. epidermidis, 5 E. faecium et 1 E.

faecalis) avec des CMI allant de 8 a 128 mg/L.
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Figure 46 : Pourcentage de sensibilité au linézolide de 2004 a 2012 (A : S. aureus ; B : SCN ; C : Entérocoques) [99].
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f. Paramétres pharmacocinétiques [82,88]

i.  Pharmacocinétique

Le linézolide existe sous 3 formes galéniques : des comprimés pelliculés dosés a 600

mg, des granulés pour suspension buvable dosés a 100 mg/5mL et une solution pour

perfusion dosée a 2 mg/mL. Ces trois formes contiennent essentiellement le (s)-linézolide

biologiquement actif et métabolisé en métabolismes inactifs.
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Absorption

Le linézolide est absorbé rapidement et compléetement aprés administration orale. Les
concentrations maximales (Cnax) Sont obtenues en 2h et la biodisponibilité orale absolue est
d’environ 100 %, donc compléete. La concentration a I'équilibre (Css) est de 15 a 20 mg/L

apres 2 prises de 600 mg par jour, I'équilibre est atteint lors du second jour d’administration.

Distribution

Le volume de distribution (Vd) est compris entre 40 et 50 L. Le taux de liaison aux protéines
plasmatiques est de 31 % et il est indépendant de la concentration. Cet antibiotique diffuse
dans les tissus pulmonaire, cutané, dans le systeme nerveux central et dans I'os.

L'aire sous la courbe (AUC) n’est pas modifiée chez les insuffisants rénaux et les insuffisants

hépatiques. Il n’est donc pas nécessaire d’ajuster la posologie dans ces populations.

Métabolisme
Il est métabolisé par oxydation non enzymatique du noyau morpholine en 2 composés
inactifs. 1l n’interfere pas avec le cytochrome P450, mais inhibe compétitivement la

monoamine-oxydase A.

Elimination
Le linézolide est principalement éliminé dans les urines (85 %) sous forme de deux
métabolites et sous forme inchangée (30 %). La demi-vie d’élimination du linézolide est de 5

a7h.
ii.  Pharmacodynamie

L’efficacité du linézolide est liée la durée pendant laquelle sa concentration plasmatique est
supérieure a la CMI du germe. L'effet post-antibiotique a été mesuré sur des modeles
animauy, il est de 3,6h pour S.aureus et de 3,9h pour S. pneumoniae. Il a été démontré que
sur les souches de SARM et d’ERV, I'effet post- antibiotique est considérablement diminué :
il passe a 1h.

Comme mentionné plus t6t, le linézolide est majoritairement bactériostatique contre les
germes sensibles. Mais il a montré une activité bactéricide in vitro sur Streptococcus

pneumoniae, Bacteroides fragilis et Clostridium perfringens. Comme cet antibiotique a une

70



activité temps-dépendante et une activité bactériostatique, il parait préférable d’utiliser une
association pour pouvoir stériliser le foyer infectieux ainsi que de limiter I'émergence de

mutants résistants.
g. Indications thérapeutiques

L’AMM a été donnée en 2002 en France et 2 ans plus tot aux Etats-Unis. La posologie est de
600 mg 2 fois par jour. En France, il n’est pas recommandé de |'utiliser chez les enfants et les
adolescents de moins de 18ans au vu du peu d’études faites a ce sujet. Il est cependant
utilisé aux Etats-Unis, chez les adolescents de plus de 12ans a la posologie de 600 mg 2 fois
par jour et chez les enfants de moins de 12ans, a la posologie de 10 mg/kg toutes les 8h.

Il est soumis a la prescription hospitaliere. Sa durée de traitement ne doit pas dépasser, dans
I'idéal, 28 jours. Au-dela de cette période, une incidence plus élevée d’anémies graves a été

observée ainsi que des acidoses lactiques et des neuropathies optiques.
i. Dans|’AMM

Pneumonies nosocomiales et communautaires

Ces pathologies doivent étre documentées ou suspectées a bactéries a Gram positif
sensibles. Comme le linézolide est inactif sur les bactéries a Gram négatif, il est nécessaire de
débuter un traitement contre ces bactéries si elles sont retrouvées de fagon concomitante.
Bien qu’une des indications du linézolide soit la pneumopathie communautaire, il n’est pas
le traitement de choix car sa supériorité par rapport aux céphalosporines de 3° génération
n’a pas été démontrée [81]. Il a cependant un meilleur taux de réussite chez les patients
bactériémiques.

Dans les pneumonies nosocomiales, le linézolide n’a pas démontré une activité supérieure
par rapport a la vancomycine, mais une activité supérieure pour le linézolide dans le cas
d’infection a SARM a été observée, sans doute di au fait qu’il se retrouve en grande

concentration dans le liquide bordant I’épithélium bronchique.
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Infections compliquées de la peau et des tissus mous

Encore une fois, l'infection doit étre documentée comme étant due a bactéries a Gram
positif sensibles. Son utilisation n’est pas recommandée si l'infection est due a une
association de bactéries a Gram positif et négatif.

Comparé a I'oxacilline, le linézolide a une efficacité équivalente dans ces indications, mais il
est plus efficace que la vancomycine. Pour les infections cutanées a aérobies et anaérobies
provoquées par des morsures d’animaux, I'activité du linézolide est comparable a celle des

macrolides.

ii. Hors AMM

Comme le linézolide diffuse aussi dans I'os, le muscle et le liquide céphalo-rachidien
(LCR), il est parfois utilisé hors AMM avec succes.
C'est le cas dans des endocardites, ou son efficacité a pu étre démontrée. Mais des échecs
ont été rapportés dans des endocardites sur valve native a SARM et E. faecalis, et sur valve
prothétique a SARM intermédiaire aux glycopeptides.
Dans le LCR, les concentrations en linézolide, aprés son administration a la posologie usuelle,
oscillaient entre 2 et 7 mg/L ; ce qui reste au-dessus des CMI des bactéries pouvant infecter
les méninges. Il a montré son efficacité dans différentes infections du systeme nerveux
central, en monothérapie ou en association.
La concentration osseuse du linézolide aprés administration a la posologie usuelle est
d’environ 8,6 mg/L ; soit 60 % de la concentration plasmatique. Plusieurs études ont montré
I’efficacité du linézolide en cas d’infections ostéoarticulaires superficielles ou profondes,
mais les effets secondaires de I'antibiotique ont provoqué l'arrét du traitement chez 19 %

des patients dans I'une de ces études.

h. Effets indésirables

Les effets indésirables imputables au linézolide les plus fréquemment (> 1 cas sur 100
et < 1 cas sur 10) rapportés et qui ont entrainé un arrét de traitement sont : des céphalées,
des diarrhées et des nausées. Des candidoses ont fréquemment été rapportées mais n’ont

pas conduit a I'arrét du traitement.
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Le linézolide est connu depuis son AMM pour induire une toxicité hématologique. Elles ont
été observées principalement lors d’une utilisation prolongée de cet antibiotique. Il est donc
recommandé de suivre la numération sanguine ainsi que le taux de plaquettes lors de
traitement dépassant les 10 jours. En cas d’atteinte de I'une des lignées, le traitement devra
étre arrété.

Une élévation des enzymes hépatiques a fréquemment été observée mais n’a pas conduit a
I'arrét du traitement.

Des cas d’acidose lactique ont été observés lors de |'utilisation du linézolide. La poursuite du

traitement devra étre décidée en fonction de la balance bénéfice/risque pour le patient.

i. Contre-indications

Le linézolide étant un inhibiteur réversible, non sélectif de la monoamine oxydase, il
ne doit pas étre utilisé en association a un antidépresseur de la classe des inhibiteurs de la

monoamine oxydase A ou B car il y existe des risques de poussée hypertensive [102].
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IIl. Emergence de résistance au linézolide

Depuis plusieurs décennies, trés peu de nouveaux antibiotiques ont été développés
et approuvés par les autorités compétentes (par exemple I’Agence Nationale de Sécurité du
Médicament et des produits de santé (ANSM) en France). Certaines molécules font partie de
classes d’antibiotiques existantes mais d’autres, comme le linézolide ou la daptomycine,
sont les premiers-nés de nouvelles familles d’antibiotiques. A I'ére des bactéries
multirésistantes, ces deux antibiotiques ont I'avantage non négligeable d’étre actifs sur les
souches de SARM, VRSA, ERV mais aussi sur les pneumocoques multirésistants [101,103].

Sa biodisponibilité par voie orale (proche de 100 %) facilite I’éventualité d’un relais per os

[88].

1. Staphylococcus spp.

a. Mutation de I’ARNr 23S et des protéines ribosomales L3 et L4.

Avant son autorisation de mise sur le marché, la résistance au linézolide chez les
staphylocoques a été mise en évidence in vitro et ce sont les mutations de I’ARN 23S qui en
sont a l'origine.

In vivo, le premier cas de résistance au linézolide a été observé chez un patient traité par la
molécule pendant plus de 28 jours. La souche de S. aureus résistante a été isolée dans le
liquide péritonéal et une étude de son génome a permis de mettre en évidence un premier
mécanisme de résistance : la mutation de I’ARN 23S. Ce mécanisme est le plus fréquemment
rencontré (Tableau 14). A 'origine de cette diminution de sensibilité : la substitution d’une
guanine par une thymine en position 2576 [1]. De nombreuses publications ont été rédigées

depuis 2001, un résumé non exhaustif en est fait ci-dessous.
Tout d’abord concernant les staphylocoques dorés ; bien qu’ils aient été les premiers

décrits comme résistants a l'antibiotique, la proportion de souches résistantes est bien

inférieure a celle de S. epidermidis : un cinquieme des souches décrites contre 2 tiers pour S.
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epidermidis. On remarque que chez S. aureus les mutations de I’ARNr 23S ne sont pas tres
nombreuses : seules les substitutions G2576T et T2500A ont été décrites.

Plus récemment, les mutations des protéines ribosomales L3 et L4 ont été associées a
I'augmentation de la CMI du linézolide. Ces mutations sont aussi rarement vues chez S.
aureus. Pour la protéine L3, une seule souche possédant une substitution d’une glycine par
une arginine en position 139 a été décrite. Pour la protéine L4, de nouveau une seule souche
renfermant deux substitutions a été isolée : le remplacement d’une glycine par une arginine
et d’'une thréonine par une proline en positions 69 et 70, respectivement.

On peut imaginer que la plupart des mutations accédant a une résistance au linézolide sont

pour le staphylocoque doré trop désavantageuses a sa survie [94].

Concernant les staphylocoques a coagulase négative et tout particulierement S.
epidermidis, on retrouve une plus grande variété de mutations.
La mutation identifiée le plus souvent reste la substitution G2576T, mais contrairement a ce
qgue l'on remarque chez S. aureus, une pléiade d’autres substitutions sont également
observées. Ces mutations sont répertoriées ci-dessous. Elles restent pour la plupart sur une
zone tres restreinte du gene, non loin, voire au niveau des points de fixation du linézolide a
I’ARN23S (Figure 43 et Figure 44). Il est étonnant de voir que la mutation la plus fréquente
(G2576T) est finalement 'une des plus éloignées des sites de liaison du linézolide (ci-

dessous).

Figure 47 : Position du linézolide dans le PTC [94].
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Ceci semble démontrer que le degré de résistance ne dépend pas de la distance entre le
linézolide et le ou les nucléotides mutés.

Les substitutions retrouvées dans la protéine ribosomale L3 sont toutes assez proches les
unes des autres. Elles concernent presque toutes les acides aminés 146 et 160, c’est cette
partie de la protéine qui est la plus proche du linézolide lorsque ce dernier est placé dans le
PTC (Figure 45). Les mémes remarques sont a faire pour les mutations de la protéine
ribosomale L4. On constate aussi que lorsque ces mutations sont retrouvées seules (sans
mutation de I’ARNr 23S ni acquisition du geéne cfr), les CMI ne sont jamais tres élevées
[97,104-107]. Les CMI sont effectivement plus hautes (allant au-dela de 256 mg/L) lorsque
sont associées des mutations de I’ARNr 23S a celles des protéines L3 et/ou L4 [106,108-111].
Autre fait notable, il n’a pour l'instant pas été décrit de résistances causées uniquement par
mutation de la protéine L4. Son implication dans la résistance au linézolide reste encore a
prouver. Certaines mutations des protéines L3 et L4 ont d’ailleurs été observées chez des
souches sensibles au linézolide. On peut donc assurer qu’elles n‘impliquent pas de
diminution de sensibilité. Il s’agit des substitutions des acides aminés Leu94 et Leu101 pour

la protéine L3 et Asp158 pour la protéine L4 [97,112,113].

L’émergence de mutation sur le géne codant I’ARNr 23S est clairement corrélé a I'utilisation
prolongée de linézolide (supérieure aux préconisations de 'AMM) [114], mais aussi a
I'augmentation de son utilisation au sein des services de soins [104]. Le role de I'antibiotique
dans le maintien et la sélection de souches mutantes est indéniable [115].

L’étude du génotype des souches résistantes par mutation de 'ARNr 23S a permis d’établir
une relation entre le nombre d’alleles mutés et le degré de résistance. Les souches n’ayant
gu’un allele muté restent sensibles au linézolide, alors qu’avec 2 alléles portant la
substitution G2576T la CMI est supérieure a 4 mg/L [95,111].

Cette résistance est réversible a I’arrét du traitement. Les mutations du géne rr/ ne sont pas
avantageuses a la survie de la bactérie et en I'absence de pression par I'antibiotique, la
sensibilité est restaurée [95]. Une diminution du nombre d’alléles mutés est observée, mais
I'un des alléles resterait muté, expliquant la rapidité du retour de la résistance lors d’une

nouvelle administration du linézolide [108,115,116].
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b. Acquisition du géene cfr

Le géne cfr est porté par un plasmide et il est transférable. Son acquisition permet un
gain de fonction pour la bactérie : il code une méthyltransférase qui va méthyler ’ARNr 23S
en position 2503. Cette mutation est observée chez un grand nombre d’espéces de
staphylocoque et induit chez ces derniers une résistance de haut niveau au linézolide. Ce
géne a été mis en évidence avant |'utilisation de cet antibiotique chez des souches de
staphylocoques d’origine animale car il provoque, entre autres, une résistance au florfénicol.
Il a été décrit pour la premiere fois chez des souches humaines en 2005 [117].

Le fait que ce géne soit porté sur un plasmide transférable est inquiétant car il est trés
probable qu’il puisse facilement se répandre au sein de I'espece. De plus, il ne provoque pas
un grand désavantage pour la survie de la bactérie, il peut donc facilement étre conservé et

disséminé.
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Tableau 14 : Récapitulatif des cas de staphylocoques résistants au linézolide décrits dans la littérature (page 1 sur 5).

Mécanisme de résistance
Mutation du

Annee Espece domaine V Mutation de L3 Mutation de L4

Brésil S.aqureus (1) G2576T
S.epidermidis (2) C2190T/G2603T

S.haemolyticus (1) G2603T

S.hominis (3) C2190T/G2603T

S.hominis (3) C2190T/G2603T




Tableau 14 : page 2 sur 5

Mécanisme de résistance

Pavs Année Espece Mutation du Gene
y P domaine V Mutation de L3 Mutation de L4 cfr Réf
2013  S.haemolyticus (1) Absence Gly152Asp Absence + [105]
Colombie 2005 S.aureus (1) Absence ? Absence + [117]
2007 S.aureus (1) Absence ? ? + [127]
Corée du
Sud 2011 S.aureus (4) G2576T ? ? ? [128]
Espagne 2011 S.aureus (1) G2576T Absence Absence - [98]
2012 S.aureus (1) G2576T Absence Gly69Ala/Thr70Pro - [129]
2009 S.aureus (1) ? ? ? + [130]
2008 S.aureus (12) Absence ? ? + [131]
2008 S.aureus (15) Absence ? ? + [132]
2011 S.epidermidis (1) ? ? ? ? [133]
220(?181- S.epidermidis (1) G2576T Gly157Asp Absence + [104]
2008- . -
2011 S.epidermidis (15) Absence Gly157Asp Absence - [104]
2008-
i idi ? ? -
2009 S.epidermidis (21) G2603T ; ; [134]
2008- . -
5011 S.epidermidis (22) G2576T Absence Absence - [104]
2008- . -
2011 S.epidermidis (4) Absence Gly157Asp Absence + [104]
2008- . -
2011 S.epidermidis (44) G2576T Absence Absence + [104]
2008- . -
2011 S.epidermidis (5) G2576T Gly157Asp Absence - [104]
2008-
1 idi ? ? -
2009 S.epidermidis (6) G2474T ? ? [134]
2013 S.epidermidis (9) Absence Absence Absence + [104]
2005-
i ? ? ?
2007 S.haemolyticus (15) G2576T ; ; ; [135]
2006  S.haemolyticus (4) G2576T ? ? ? [136]
France 2013 S.aureus (2) G2576T ? ? - [137]
2006- S.epidermidis (29) T2504A ? ? ? [138]
2012
2007- , . .
2010 S.epidermidis (9) G2534T Phel47Leu/Alal57Arg Lys68Arg - [139]
2007- ,
2010 S.pettenkoferi (9) G2576T Absence Absence - [139]
Gre -
rece zfgfo S.epidermidis (23)  T2504A/C2534T  Gly152Asp/Asp159Tyr Absence - [140]
2008- . -
2010 S.epidermidis (3) G2576T/C2534T Absence Absence - [140]
2008- . - G2576T/C2534T
. 1 - 1
5010 S.epidermidis (1) ou T2334C Absence Absence [140]
2008 S.epidermidis (1) T2504A ? Absence - [141]
Inde 2012 S.aqureus (12) ? ? ? ? [142]
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Tableau 14 : page 3 sur5

Année Espéce

S.epidermidis (8)
S.epidermidis (1)

Mutation du
domaine V

G2576T

Absence

Mécanisme de résistance

Mutation de L3

Mutation de L4




Tableau 14 : page 4 sur 5

Mécanisme de résistance

Mutation du Gene R&f
Pays Année Espéce domaine V Mutation de L3 Mutation de L4 cfr

Japon 2009 S.aureus (1) G2576T ? ? ? [149]
2006-
? ? ?
5008 S.aureus (11) G2576T ? ? ; [150]
2012- i G2576T/del
2014 S.capitis (5) 3018pb Alal42Thr Absence - [151]

Gly152Asp/Asp159Glu
/Ala160Pro

Portugal

2012 S.epidermidis (5) T2530A Absence - [116]

Turquie 220(;)171- S.aureus (1) ? ) ? ? [154]
e scapitis (2) ? ? ? > [154]
ol Scohnii(4) ? ? ? 2 [1s4]
b Shominis (1) ? ? ? 2 [1s4]
o Shyicus (1) ? ? ? > [154]
ol Skloosii (5) ? ? ? > [154]
2007 5 schleiferi (1) ? ? ? 2 [154]

2011




Tableau 14 : page 5 sur 5

Mécanisme de résistance

Mutation du Gene R&f
domaine V Mutation de L3 Mutation de L4 cfr

Pays Année Espéce
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2. Enterococcus spp.

a. Mutation de I’ARNr 23S et des protéines ribosomales L3 et L4.

Contrairement aux staphylocoques, les entérocoques ne comptent pas une grande
diversité de mutations (Tableau 15). En effet, seule la mutation G2576T a été décrite dans la
littérature, a I'exception de la mutation G2424T retrouvée en association a la mutation
G2576T [156]. Son implication dans la résistance au linézolide n’est donc pas nettement
établie.

Comme la responsabilité des mutations de 'ARNr 23S dans la résistance au linézolide est
clairement démontrée, elles sont quasi systématiquement recherchées lors d’émergence de
résistance chez les bactéries. Ce n’est pas le cas pour les mutations des protéines
ribosomales, on voit de ce fait gu’elles ne sont que trés rarement explorées.

La substitution d’'une thymine par une arginine en position 603 du gene codant pour la
protéine L3 a cependant été observée chez une dizaine de souches, majoritairement E.
faecalis. Seules 3 souches ont été décrites avec une mutation dans le géne codant pour la
protéine L4. Dans cette étude de Chen et al., aucune mutation, ou seulement des mutations
de protéines ribosomales, n‘ont été observées [110]. On peut donc imaginer que d’autres
mécanismes de résistance sont a I'origine de I'augmentation de la CMI du linézolide.

De méme que pour les staphylocoques, le nombre d’alléles mutés codant pour I’ARNr 23S
provogue une augmentation parallele de la CMI de la bactérie. Le retour a la sensibilité des

souches résistantes n’a pas été étudié mais il est probable que le mécanisme soit similaire.

b. Acquisition du géne cfr

Ce mécanisme de résistance est lui aussi rarement recherché et donc rarement
trouvé. Il n’a été décrit que 2 fois chez les entérocoques (une souche d’E. faecalis et une
souche d’E. faecium). Pour ces deux souches, c’est le seul mécanisme de résistance

rencontré, les CMI n’excédent pas 32 mg/L [157,158].
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Tableau 15 : Récapitulatif des cas d’entérocoques résistants au linézolide décrits dans la littérature (page 1 sur 2)

Mécanisme de résistance

Pays Année Espece Mutation du domaineV  Mutationde L3  Mutationde L4  Gene cfr Réf

Autriche 2001  E.faecalis (1) G2576T ? ? ? [164]
2001  E.faecium (1) G2576T ? ? ? [164]

Chine 2014  E.faecalis (1) Absence Absence Absence - [165]
2014  E.faecalis (1) G2424T/G2576T ? ? ? [156]
2012  E.faecalis (1) Absence C291T/T603A Absence - [110]
2014  E.faecalis (14) Absence Absence Absence - [123]
2012  E.faecalis (3) Absence T603A C348T - [110]
2012  E.faecalis (5) Absence T603A Absence - [110]
220(;[;?; E.faecalis (9) Absence Absence Absence - [166]
2014  E.faecium (1) Absence Absence Absence - [123]
2012  E.faecium(1) Absence A41C/T603A Absence - [110]

Danemark 220(;[12?; E.faecium (3) G2576T ? ? - [168]

2007-
. . ? ? ?
Grece 2008 E.faecalis (7) G2576T ? ? ? [172]
2007-
i ? ? ?
5008 E.faecium (15) G2576T ? ? ? [172]
2005  E.faecium (5) G2576T ? ? ? [173]

Iran 2006  E.faecium (1) ? ? ? ? [175]



Tableau 15 : page 2 sur 2

Mécanisme de résistance

Pays Année Espece Mutation du domaine V. Mutationde L3  Mutationde L4  Géne cfr Réf
Italie 2004  E.faecium (8) G2576T ? ? ? [178]
Japon 2011  E.faecalis (1) G2576T ? ? ? [179]

2011  E.faecalis (1) G2576T ? ? ? [179]
Norvege 2012  E.faecalis (1) G2576T ? ? - [180]
Pologne 2003  E.faecium (1) G2576T ? ? ? [181]
E‘;‘i'a“me' 2002 E.faecalis (3) G2576T ? ? ? [182]

2014  E.faecium (1) G2576T ? ? ? [183]
Thailande 2010  E.faecalis (1) Absence Absence Absence + [158]
USA 2003  E.faecalis (2) G2576T ? ? ? [184]

2008-

i ? ? ? ?
2009 E.faecalis (20) ? ? ? ? [185]
2001-
i ? ? ? ?

5002 E.faecium (2) ? ; ? ? [186]

2001  E.faecium (1) G2576T ? ? ? [187]

2002  E.faecalis (1) G2576T ? ? ? [188]

2002  E.faecium (2) G2576T ? ? ? [189]

2000  E.faecium (4) ? ? ? ? [190]

2001  E.faecium (7) G2576T ? ? ? [191]
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IV. Etude FOCUS 2 — Linézolide

1. Contexte et Objectifs

Le réseau des microbiologistes du Nord-Pas de Calais fédére les microbiologistes de
20 établissements de la région. Il effectue une surveillance épidémiologique bactériologique
au sein de la région a I'aide des données des laboratoires participants. Cette surveillance est
axée principalement sur les souches de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
productrices de béta-lactamase a spectre étendu. Il est aussi a I'origine d’'un grand nombre
de travaux collaboratifs sur la résistance des bactéries aux antibiotiques. L'étude de la
sensibilité des cocci a Gram positif au linézolide est un exemple de la surveillance effectuée

par ce réseau.

L’étude FOCUS menée en 2006 (du 1°" avril au 30 septembre) avait pour objectif
d’évaluer la sensibilité des souches consécutives de cocci a Gram positif (des genres
Staphylococcus, Enterococcus et Streptococcus) par la méthode de routine de chaque
laboratoires et cela quel que soit le type de préléevement. Si la méthode de routine n’était
pas la diffusion sur milieu gélosé, un disque de linézolide devait étre ajouté. En cas de
résistance, la souche était envoyée au centre coordinateur (CHRU de Lille) afin de vérifier la
CMI selon la technique de référence. Elle est mesurée a I'aide de bandelettes E-test sur un
inoculum de bactéries a la concentration de 0,5McFarland. A cette époque, les laboratoires
de 20 établissements hospitaliers des régions Nord-Pas de Calais (17) et Picardie (3) avaient
participé.

Au total, 7473 souches avaient pu étre incluses.

Méthode de diffusion Méthode Vitek Méthode de référence
Nombre de Nombre de % de souches Nombre de Nombre de % de CMI CMI
souches testées  souches | ou R louR souches testées  souches R souches R moy max

S. aureus 3457 0/8 0,2 1365 5 0,4 1,2 2
SCN 1395 0 0 594 5 0,8 1,1 2
S. pyogenes 90 4/0 4,4 nd 0,8 1
S. agalactiae 823 10/82 11,4 267 0 0 1 1
S. pneumoniae 413 12/0 2,9 93 0 0 1 1
E. faecalis 1152 0/28 2,4 421 0 0 1,5 2
E. faecium 143 0/1 0,7 55 0 0 1,5 2

Tableau 16 : Résultats de I’étude FOCUS de 2006.
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L’étude FOCUS avait permis de mettre en évidence les difficultés d’interprétation de
I'antibiogramme par la méthode de diffusion. En effet, 1,9 % et 0,3 % des souches avaient
été rendues intermédiaire () ou résistante (R), respectivement, par la méthode de diffusion
et par le Vitek2®, alors que selon la technique de référence aucune de ces souches n’était
réellement résistante au linézolide. Toutes les souches avaient en réalité une CMI < 2 mg/L
pour le linézolide (CMI critique donnée par le CA-SFM en 2006 [192]).

Cette difficulté d’interprétation avait d’ailleurs été relevée trés précocement lors du rendu
des résultats du controle de qualité. Cing souches avaient été fournies aux différents
laboratoires participant (S. aureus ATCC 29 213, E. faecalis ATCC 29212, S. pneumoniae ATCC
49619, E. faecium ATCC 6558 et E. faecalis ATCC 6559, ces deux derniéres étaient résistantes
au linézolide). Trois laboratoires avaient rendu S. pneumoniae | au linézolide et pour E.

faecalis, 2 avaient rendu | au linézolide.

La premiére version de I’étude FOCUS avait donc mis deux points en exergue :

- la subjectivité de la mesure du diameétre autour du disque de linézolide par la
méthode de diffusion responsable de variabilité inter-laboratoire,

- I'absence de résistance au linézolide aprés contréle par la technique de référence.

Huit ans apres cette premiere étude et une utilisation clinique croissante de la
molécule, il paraissait intéressant de connaitre I'évolution de I'activité du linézolide sur les
cocci a Gram positif, particulierement sur les souches appartenant aux genres
Staphylococcus (S. aureus et staphylocoques a coagulase négative) et Enterococcus (E.

faecalis et E. faecium).
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2. Matériel et méthodes

a. Centres participants

19 centres ont accepté de participer a I'étude :

- CHRU Amiens, - CHAM Montreuil,

- CHRU Lille, - CH Valenciennes,

- CH Armentiéres, - CH Douai,

- CH Arras, - CH Dunkerque,

- CH Béthune, - CHlens,

- CH Boulogne, - CH Hénin-Beaumont,

- CH Calais, - CH Roubaix,
- CH Cambrai, - CH St Omer,
- GHICL Lomme, - CH Tourcoing.

- CH Maubeuge,

b. Techniques utilisées et contréle de qualité

Une « Fiche de recueil : Données établissements » (Annexe 1) et une « Fiche de
recueil : Contréle de Qualité » (Annexe 2) ont été distribuées a chaque centre, afin d’estimer
leur activité (en nombre de lits et nombre de journées d’hospitalisation), la consommation
en antibiotiques (en particulier les glycopeptides et le linézolide) en 2013 et de connaitre la
technique de routine utilisée pour mesurer la sensibilité des bactéries ainsi que le référentiel

suivi au moment de I’étude.

Les souches S. aureus American Type Culture Collection (ATCC) 29 213 et E. faecalis ATCC
29212 ont été transmises a chaque laboratoire afin de réaliser un contréle de qualité en
début d’étude et de mesurer les CMI de ces deux souches par la méthode E-test®

(BioMérieux).

c. Souches isolées et sites d’isolement

Une méthodologie plus simple a été employée : seule la CMI du linézolide avait été
demandée pour toutes les souches retenues. Enfin, pour augmenter la pertinence et la
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représentativité de I'étude, seules les souches responsables d’infections profondes ont été

incluses, soient :

- les hémocultures (souches significatives, non contaminantes),
- les prélevements profonds (liquides de ponction, biopsies osseuses, pus profonds),

- les prélevements broncho-pulmonaires dans un contexte de pneumonies.

L’objectif était d’inclure 500 souches entre les mois de septembre et décembre 2014.
Pour éviter un effet-centre des plus gros établissements, une limite de 25 souches par
laboratoire, avec un maximum fixé a 40 souches au maximum. Idéalement, il était demandé

aux centres participant de ne pas dépasser :

10 SASM,

10 SARM,
- 15SCN,

- 5 Enterococcus.

Une derniere fiche : « Fiche de recueil : Souches bactériennes » (Annexe 3) a été distribuée,

qui a permis de recenser différentes données épidémiologiques :

- l'espéce bactérienne isolée,

- le service d’hospitalisation,

- le site d’isolement de la souche,

- la date d’entrée a I’hopital et dans le service ou avait été isolée la souche,

- la sensibilité aux antibiotiques.
d. Antibiotiques testés

Les laboratoires étaient tenus d’indiquer, pour les souches de staphylocoques, la sensibilité a
I’oxacilline, aux glycopeptides (vancomycine et téicoplanine) et au linézolide par la technique
de routine. Pour les entérocoques, les sensibilités a la pénicilline et au linézolide étaient
requises.

La CMI était systématiquement controlée par la méthode E-test® sur un inoculum de 0,5

McFarland soit 1 a 2 x 10 UFC/mL (conformément aux recommandations du CA-SFM 2013).
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3. Résultats

Au terme de 3 mois d’inclusion, 493 souches ont été adressées au laboratoire de

microbiologie du Centre Hospitalier Claude Bernard a Valenciennes.

a. Activité et consommation en antibiotiques des différents centres

hospitaliers

Le nombre de journées d’hospitalisation et le nombre de lits des établissements
participant a I"étude soulignent la représentativité de I'étude. Au total, les centres
hospitaliers avaient une activité de plus de 4 millions de journées d’hospitalisation avec un

nombre de lits allant de plus de 300 a 3 000.

Ces données ont été compilées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 17 : Activité globale des hopitaux participant a I'étude en 2013.

Court séjour Réanimation Total
Nombre de lits 10563 394 14 628
(min - max) (243 -2 432) (0-134) (303 -2 999)
Nombre de journées 2 660811 108 959 4204 287

d’hospitalisation

Concernant les consommations en antibiotiques, des écarts entre les établissements ont été
constatés. C'est pour les glycopeptides que la différence était la plus flagrante, avec une
dose définie journaliere pour 1000 journées d’hospitalisation (DDJ/1000JH) moyenne

pouvant étre 40 fois plus élevée d’un établissement a I'autre (Tableau 19).

Tableau 18 : Consommation globale en linézolide et glycopeptides (vancomycine + téicoplanine) des hopitaux participant
a I'étude.

Consommation en (min - max)
antibiotiques (DDJ/1000JH)
Linézolide 4,44 (1,2 - 16,08)
Glycopeptides 11,23 (1,45 - 43,62)

b. Techniques utilisées

Prés des trois quarts des laboratoires (14 sur 19) ont utilisé le Vitek2® (BioMérieux), 4
laboratoires la diffusion et enfin 1 seul laboratoire le systéme WalkAway® (Siemens) (Figure

48).
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Figure 48 : Méthodes de routine utilisées par les laboratoires participants.

Les 19 centres avaient pour référentiel le CA-SFM 2013 [193] dont les concentrations et
diameétres critiques sont indiqués ci-dessous (ces diametres n’ont pas été modifiés lors des

mises a jour des référentiels 2014 et 2015).

Tableau 19 : Concentrations et diameétres critiques du linézolide (pour une charge de 30ug) d’aprés le CA-SFM 2013 [193].

. L. Concentration critique (mg/L) Diameétre critique (mm)
Espece bactérienne
S< >R S< >R
Staphylococcus spp. 4 4 19 19
Enterococcus spp. 4 4 19 19

La résistance par induction est visible apres 48h a 37°C.
¢. Résultats du contréle de qualité

Afin de valider les résultats rendus, 2 souches ATCC ont été confiées aux laboratoires
participants. Pour la souche ATCC 29213 (S. aureus) sensible a I’oxacilline dont la CMI pour le
linézolide était de 2 mg/L, les CMI comprises entre 1 et 4 mg/L étaient acceptées. La souche
ATCC 29212 (E. faecalis) avait une CMI de 2 mg/L pour le linézolide, des CMI allantde 1 a 4

mg/L pouvaient étre acceptées.
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Figure 49 : Répartition des CMI obtenues par les laboratoires pour la souche S. aureus ATCC 29213.

E. faecalis ATCC 29212
(cible : 2 mg/L - limite : 1 a 4 mg/L)

10

O N B O

B N N N
1 1,5 2 3 4
CMI en mg/L

Figure 50 : Répartition des CMI obtenues par les laboratoires pour la souche E. faecalis ATCC 29212.

Les souches ATCC ont toutes été rendues sensibles au linézolide avec des CMI < 4mg/L
(Figure 49 et Figure 50). Ces CMI étaient donc conformes aux CMI attendues et permettaient

de valider la méthodologie et la participation de chaque laboratoire.
d. Origine des souches étudiées

Au cours des 3 mois d’étude, 493 souches ont été isolées de prélévements profonds :

- 132 SASM,

- 96 SARM,

- 164 SCN,

- 81E. faecalis,

- 20 E. faecium.
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Les sites de prélevement ont été répertoriés dans le Tableau 21. En moyenne, 44,8% des
souches ont été isolées sur hémocultures, 21,8% sur prélévements ostéo-articulaires... Ces
données démontrent la pertinence de I'étude, en ce sens que pres des trois quarts des

souches incluses ont été isolés de bactériémies et d’infections ostéo-articulaires.

Tableau 20 : Distribution des souches en fonction du milieu d’isolement.

S. aureus SCN E. faecalis E. faecium  Total/Moyenne

Nombre de souches 228 164 81 20 493
Hémoculture
B|o,p‘5|e osseuse gt ‘ 10,0 %
préléevement articulaire
Prélévement broncho-

vem 11,9%  1,8% 2,5 % 10,0 % 6,6 %
pulmonaire
Prélevement abdominal 3,1% 3,1% 11,1 % 25,0 % 10,6 %
Autres 19,4 % 13,4 % 12,3 % 20,0% 16,3 %

Les souches isolées provenaient des services les plus pourvoyeurs de prélevements
bactériologiques : services de médecine (avec 33,5% des souches), chirurgie (avec 37,7% des

souches) et soins intensifs (avec 15,2% des souches).

200
180
160 +—

140 +—

120 +—

100 +—

80 —

Nombre de souches

60 —

40 +— —

20 — —

0 T T T T T 1
Médecine Chirurgie usl Pédiatrie SSR-SLD  Autres

Figure 51 : Services d’isolement des souches.

e. Sensibilité des souches

Globalement, 98,8 % des souches étaient sensibles au linézolide. Aucune résistance n’a été
retrouvée chez S. aureus, que ces souches soient ou non méticillino-résistantes (méti-R). En

revanche, des CMI supérieures a 4 mg/L ont été retrouvées pour 7 SCN sur les 164 souches
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étudiées (soit 4,3 % de résistance). Toutes les 7 appartenaient a I'espece S. epidermidis.

Enfin, tous les entérocoques sans exception étaient sensibles au linézolide.

Tableau 21 : Pourcentage de sensibilité au linézolide.

Pourcentage de sensibilité

Globalement (493) 98,8 %
S. aureus (228) 100 %
Oxacilline S (131) 100 %
Oxacilline R (96) 100 %
SCN (164) 97,6 %
S. epidermidis (98) 92,9 %
E. faecalis (81) 100 %
E. faecium (20) 100 %

Le linézolide a démontré une bonne efficacité contre S. aureus avec des CMlso et CMlIgy de
1,5 et 3 mg/L (sans distinction entre les souches sensibles ou non a la méticilline). De plus, le
linézolide inhibait la croissance de toutes les souches de S. aureus a une concentration < 3
mg/L, a I'exception de 6 souches pour lesquelles la CMI était de 4 mg/L.

Vis a vis des SCN, il était tout aussi actif voire plus, avec des CMImoyenne, CMlIsg €t CMlgg,
respectivement, de 1,1 mg/L, 0,75 mg/L et 2 mg/L. La majorité de ces souches (95 %) étaient
inhibées par des concentrations relativement basses de linézolide (< 3 mg/L). Cependant, les
seules souches résistantes au linézolide faisaient partie des SCN et étaient au nombre de 7.
Six souches arboraient une CMI supérieure ou égale a 256 mg/L et une de 16 mg/L. Il est
étonnant de constater que toutes ces souches faisaient partie de I'espéce S. epidermidis
alors qu’au sein de cette espece, les CMImo, et CMIgg étaient plus basses que pour I'ensemble
des staphylocoques.

Pour les entérocoques, les CMI étaient globalement plus élevées, la plus faible étant de 1
mg/L. E. faecalis avait une CMlnyo, et CMIsq légerement plus élevée que E. faecium, elles
étaient respectivement de 2,6 et 3 mg/L pour E. faecalis et 2,3 et 2 mg/L pour E. faecium. La

CMlg était par ailleurs identique pour les deux espéces et s’élevait a 4 mg/L.
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Tableau 22 Répartition des CMlI selon les espéces.

Nombre d’isolats inhibés par une CMI de (mg/L) : CMI (mg/L)
<0,19 10,25 0,38 0,5 0,75 1 1,5 2 3 4 16 2256 CMlnoy  CMlisg  CMlgg

S. aureus (228) 0 0 5 18 22 54 46 50 27 6 1,6 1,5 3

Oxacilline S (131) 0 0 2 11 14 28 24 37 13 2 1,5 1,5 3

Oxacilline R (96) 0 0 3 7 8 25 22 13 14 4 1,6 1,5 3
SCN (164) 2 6 6 33 36 42 13 12 1 1,1 0,75 2

S. epidermidis (98) 2 5 3 26 26 16 9 1 1 1 0,75 1,5
E. faecalis (81) 0 0 0 0 0 5 7 23 32 14 0 0 2,6 3 4
E. faecium (20) 0 0 0 0 0 2 0 13 2 3 0 0 2,3 2 4

4. Discussion

L’objectif de cette seconde édition de I’étude Focus-2 était d’évaluer la sensibilité des cocci a
Gram positif vis-a-vis du linézolide aprés une dizaine d’années d’utilisation.

C'est un antibiotique trés important dans la prise en charge d’infections a cocci a Gram
positif multirésistants. Mais tres rapidement aprés son AMM, des résistances au linézolide
ont été rapportées. La premiére a été observée aux Etats-Unis en 2001 [1], elle concernait
une souche appartenant a I'espéce S. aureus résistante a la méticilline. De nombreuses
publications ont suivi et bien qu’elle reste rare, 'émergence de souches résistantes a été
observée dans le monde entier. La molécule garde cependant une excellente activité contre
les staphylocoques et les entérocoques avec plus de 98 % de sensibilité pour ces espéces
[99].

Le linézolide a été mis sur le marché en France en ao(t 2001 et depuis, son utilisation n’a fait
gu’augmenter comme |'a montré le Réseau d’Alerte, d’Investigation et de Surveillance des
Infections Nosocomiales (RAISIN) avec son rapport national annuel sur la consommation en

antibiotique des établissements de santé (Figure 52).
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Figure 52 : Evolution de la consommation des antibiotiques a visée antistaphylococcique entre 2008 et 2013
(Surveillance de la consommation des antibiotiques ; Réseau ATB-Raisin [194]).

a. Sensibilité au linézolide

La résistance au linézolide a été évaluée avant son inscription au livret des
médicaments. 213 S. agureus ont été analysés et chacun d’eux était sensible au linézolide,
gue ces souches soient ou non résistantes a la méticilline [195].

Il a, depuis son AMM, été largement utilisé et des résistances ont émergé au fil des années.
Les premiers cas francais ont été publiés en 2012, la résistance avait concerné initialement
des souches appartenant aux espéces S. epidermidis et S. pettenkoferi [139]. Depuis, cette
résistance a sporadiquement été décrite en France [137-139].

Dans cette étude, le but a été d’évaluer la résistance des souches ciblées par le spectre du
linézolide, en particulier les staphylocoques et les entérocoques, au cours d’infections
profondes. Plus des trois quarts des souches ont été isolées lors d’infections invasives
(Tableau 20).

En comparant les CMI obtenues pendant I'étude et celles des programmes de surveillance
de la résistance au linézolide (ZAAPS et LEADER), il a été remarqué que les CMlso et CMlgg
étaient presque identiques dans les 2 programmes de surveillance. La seule différence se
retrouvait pour la CMlgg de E. faecalis qui était de 2 mg/L pour le programme LEADER et de 1
mg/L pour le programme ZAAPS. En revanche, lors de I'étude Focus, les CMI observées
étaient systématiquement supérieures a celles des programmes LEADER et ZAAPS. Cette
différence pourrait s’expliquer par le nombre de souches testées. Les deux programmes
comptabilisaient chacun environ 10000 souches de S. aureus, 2 500 souches de

staphylocoques a coagulase négative et 2 500 souches d’entérocoques (soit 15 a 45 fois plus
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de souches selon les espéces) [99]. C'est pour les entérocoques que cette hausse était la plus
marquée. Les CMIsg et CMlgo des souches d’E. faecalis étaient respectivement 3 et 2 fois plus
élevée dans notre étude. Pour E. faecium, les CMlso et CMlgg étaient 2 fois plus hautes pour

I’étude Focus (Tableau 23).

Tableau 23 : Comparaison des CMIs, et CMlIgg selon les études.

LEADER ZAAPS FOCUS
CMlsq CMlgg CMlsq CMlgo CMlsq CMlgg
S. aureus 1 2 1 2 1,5 3
SASM 1 2 1 2 1,5 3
SARM 1 2 1 2 1,5 3
SCN 0,5 1 0,5 1 0,75 2
E. faecalis 1 2 1 2
E.faecium 1 1 1 2

b. Souches résistantes

i Site d’isolement

Concernant les souches résistantes au linézolide, elles étaient toutes a I'origine d’une
infection invasive (Tableau 20) : 5 souches provenaient d’hémocultures, 1 d’un liquide de
lavage broncho-alvéolaire et une derniere d’'une biopsie osseuse. Dans la littérature, une
forte proportion de souches résistantes a été étudiée lors d’infections invasives. Prés des 2
tiers des souches de staphylocoques recueillies ont été isolées d’"hémocultures et la quasi
totalité des prélevements étaient issus d’infections profondes. Par contre, le recueil
d’entérocoques résistants a été fait en grande partie suite a des dépistages rectaux a la

recherche d’ERV.

ii. Espece résistante observée

Aprées 10 ans d’utilisation, il est important de rappeler que la résistance au linézolide reste
extrémement rare, mais aussi qu’elle n’a été observée au cours de I'étude que chez S.
epidermidis. Sur prés de 500 souches, seulement 7 étaient résistantes au linézolide soit 1,4 %
des souches et elles appartenaient donc toutes a I'espéce S. epidermidis.

Apres la lecture d’articles publiés depuis une dizaine d’années, il est difficile de ne pas
remarquer la prédominance de S. epidermidis lorsque I'on parle de résistance au linézolide.
Sur les quelque 650 souches répertoriées de staphylocoques résistants, prés de 60 %

appartenaient a cette espece (Tableau 14). S. epidermidis est connu pour étre capable
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d’accumuler un grand nombre de phénotypes de résistance mais aussi d’acquérir des genes
de résistance [113], ce qui pose un gros probléme car les SCN peuvent disséminer aisément,
étre a l'origine d’infections nosocomiales et provoquer des épidémies. S. epidermidis peut
facilement devenir un réservoir de la résistance au linézolide (entre autres), et comme il est
souvent étiqueté comme contaminant, il n’est pas surveillé [196]. Et faisant partie de la flore
commensale cutanée et colonisant I'environnement, sa dissémination est presque inévitable
[133]. En milieu hospitalier, sa transmission est facilement imaginable de patient a patient
ou de personnel soignant a patient [96,133,134].

En effet, bon nombre de publications mentionnent des épidémies hospitaliéres provoquées
par des souches clonales appartenant a I'espéce S. epidermidis. Certains clones reviennent
particulierement souvent lors de ces épidémies, ce sont les clones ST2, ST5, ST22 et ST23
[113,115,116,119,134]. Les clones ST2, ST3 et ST22 font partie de la lignée clonale CC5, qui
est la plus répandue dans le monde, cette lignée présente une facilité d’adaptation élevée
dans des environnements variés [119]. Le clone ST2 est connu pour avoir une grande
diversité génétique, avoir acquis de nombreux genes mec, renfermer un fort taux de
recombinaison par mutation et étre producteur de biofilm [116]. Les clones ST2 et ST23 sont

les plus répandus a travers le monde [112,197].

iii. Emergence de résistance et traitement par linézolide

Six des souches résistantes avaient une CMI trés élevée puisqu’elle était supérieure ou égale
a 256 mg/L. Elles ont été observées toutes les 6 chez des patients traités par le linézolide au
cours d’'une hospitalisation précédente (cas pour un patient) ou de I'hospitalisation actuelle
(au moment de I'étude).

La corrélation entre émergence de souches résistantes chez des patients ayant recu du
linézolide a régulierement été décrite dans les publications [96,104,108,116,133,134]. En
effet, dans I’étude Focus-2, 86 % des patients présentant une souche résistante ont été ou
étaient traités par le linézolide. Les auteurs soulignent différents facteurs de risques qui
pourraient provoquer une diminution de sensibilité au linézolide. Tout d’abord, le fait d’avoir
recu, lors d’une hospitalisation précédente cet antibiotique [96,108,115,116,133,134]. Ces
patients seraient alors colonisés par une souche a la sensibilité diminuée et une nouvelle

administration augmenterait la pression de sélection sur ces souches permettant I'apparition
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ou la persistance de résistance [96]. L’émergence de souches résistantes chez les patients
n’ayant jamais recu de linézolide prendrait plus de temps que chez les patients traités lors
d’une hospitalisation précédente [96,198]. On peut imaginer que c’est le cas pour notre
souche n°6. Le patient était probablement colonisé par une souche résistante au linézolide
depuis une hospitalisation en réanimation, un an auparavant, hospitalisation au cours de
laguelle il avait recu cet antibiotique.

Dans |"étude Focus-2, parmi les souches résistantes, la CMI la plus basse a été retrouvée
chez un patient n’ayant, a priori, jamais recu de linézolide (Tableau 24). Une étude du
phénotype de résistance permettrait de poser des hypothéses sur I'acquisition de cette
résistance. Pour la mutation la plus fréquemment rencontrée (G,s76T), Hong et al. et
Kosowska-Shick et al. expliquent gu’un mécanisme de recombinaisons homologues pourrait
s’effectuer entre des souches sauvages et des souches résistantes aboutissant a une
émergence de résistance ou autre possibilité, S. epidermidis pourrait générer lui méme la
mutation Gys76T sur un allele et par recombinaison homologue la transmettre aux autres
alleles [108,155]. Il a été démontré que I'augmentation du nombre d’alléles mutés engendre
parallélement une augmentation de la CMI du linézolide [95].

Les 7 souches de S. epidermidis ont été envoyées au CNR des staphylocoques pour une
étude phénotypique de leur résistance, nous n’avons a ce jour pas recu les résultats. Mais,
on peut déja supposer que les souches ayant des CMI =256 mg/L sont porteuses de
mutations de I'ARN23S (telles que la mutation Gys76T) associées a un ou plusieurs autres

mécanismes de résistances (détaillés en e. Résistances acquises) [104].

Tableau 24 CMI et traitement par linézolide

Service Patient traité
Souche d’hospitalisation Espece Site d’isolement  CMI linézolide par
linézolide ?
1 usl S. epidermidis Hémoculture >= 256 Oui
2 Médecine S. epidermidis Hémoculture >= 256 Oui
3 usli S. epidermidis Hémoculture 16 Non
4 Médecine S. epidermidis Hémoculture >= 256 Oui
5 usl S. epidermidis LBA >=256 Oui
6 Médecine S. epidermidis Hémoculture >= 256 Oui (en 2013)
7 Chirurgie S. epidermidis Biopsie osseuse >=256 Oui
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iv.  Emergence de résistance et consommation en linézolide

3 des souches résistantes proviennent d’unité de soins intensifs (USI), ce type de service est
connu pour consommer les antibiotiques en plus grande quantité [199]. 1 souche est issue
d’un service de chirurgie orthopédique, qui utilise (bien que cette indication ne fasse pas
partie de 'AMM) le linézolide dans le traitement des infections ostéoarticulaires
documentées a bactéries a Gram positif en raison de son excellente diffusion osseuse.

Nous n’avons pas eu connaissance de la consommation individuelle des services de chaque
établissement de santé, mais on peut imaginer qu’elles suivent les moyennes nationales. Il a
d’ailleurs été suggéré qu’avec une DDJ/100 patients-jour supérieure a 13-15 la pression de
sélection est assez élevée pour favoriser I'émergence de résistance [96,104,146,155].
Malheureusement, au cours de I'étude Focus-2, les consommations ont été demandées en
DDJ pour 1000 journées d’hospitalisation. Il n’est donc pas possible de comparer nos
données avec celles de la littérature.

Il est par ailleurs intéressant de remarquer que les souches résistantes ont été retrouvées
dans les hopitaux qui consomment le plus le linézolide. L’augmentation des prescriptions de
linézolide a de nombreuses fois été en rapport avec une émergence de souches résistantes

[96,139].

Tableau 25 : Nombre de souches résistantes et consommation en linézolide (en DDJ/1000JH).

a Nombre de souches Consommation
Hopital , . . s
résistantes au linézolide en linézolide
2 1 2,63
4 1 7,23
13 3 16,08
16 1 2,87
19 1 1,2

Les entérocoques et les autres especes de staphylocoques sont toutes sensibles au
linézolide. La résistance au linézolide chez les entérocoques n’a pour le moment pas été
observée en France [200], mais plusieurs pays limitrophes ont déja publié a ce sujet
[160,171,178]. Nos résultats sont en accord avec les données disponibles, les études
prospectives ou rétrospectives de la résistance des staphylocoques au linézolide identifiant

trés peu de souches de I'espece S. aureus [106,108,146].
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c. Consommation

Les consommations moyennes de linézolide et de glycopeptides retrouvées dans |'étude
FOCUS-2 étaient bien supérieures aux moyennes nationales. En effet, la consommation en
linézolide était de 4,44 DDJ/1000JH pour 1,78 DDJ/1000JH nationalement soit une
consommation 2,5 fois plus élevée et pour les glycopeptides, elle était de 11,23 DDJ/1000JH
pour une moyenne nationale de 6,55 DDJ/1000JH soit une consommation 1,7 fois plus
importante. Au sein méme de I'étude, de grands écarts ont été observés entre les différents
établissements participants. Les doses définies journalieres minimum et maximum pour
1000 journées d’hospitalisation oscillaient entre 1,2 et 16,08 pour le linézolide et entre 1,45
et 43,62 pour les glycopeptides.

Ces disparités peuvent étre expliquées par le type d’établissement renseignant ses
consommations. Par exemple, le rapport national sur la surveillance de la consommation en
antibiotiques a montré que les CHU avaient un usage supérieur a la moyenne nationale

(Tableau 26) [194].
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Tableau 26 : Consommation d’antibiotiques en DDJ/1000JH et par type d’établissement (Surveillance de la
consommation des antibiotiques ; Réseau ATB-Raisin [194]).

. Nb de DDJ/1 000 JH (médiane)
Famille d*antibiotiques
CHU CH MCO CLCC HIA ESSR LOC ESLD PSY Ensemble
Pénicillines 303,7 2379 1959 1866 3291 722 1021 473 339 142,0
Pénicillines A sans inhibiteur 98,8 62,1 50,7 35,0 810 265 342 137 12,6 39,5
Amoxicilline-ac.clavulanique 1376 1494 1153 975 1385 386 594 415 15 849
Ticarcilline-ac.clavulanique 0,7 0,0 0,0 0,6 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pipéracilline tazobactam 16,7 2,2 22 21,5 346 0.0 0.0 0.0 0,0 0.6
Pénicillines M 19,8 7,6 57 14,1 434 1.5 21 0,0 0,3 3,6
Céphalosporines (et aztréonam) 62,8 441 91,5 64,3 773 8,2 133 7.0 1,2 29,0
C3G 53,6 384 223 452 67,9 7.6 131 7.0 1,0 17,7
C3G orales 2,0 32 1,9 0,7 0,5 20 3,7 09 04 2,1
C3G injectables sans activité sur 359 29,9 16,9 37.0 59,8 32 8,1 49 02 11,8
P. aeruginosa
Céfotaxime 74 1.4 1.1 1,0 6,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
Ceftriaxone 253 26,3 134 30,2 471 3.0 8,1 49 0,2 10,2
C3G injectables actives sur P. 10,7 16 1,0 43 7.5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,6
aeruginosa®
Carbapénémes 13,6 2,2 1.8 1,7 16,1 03 0,0 0,0 0,0 09
Quinolones 478 46,5 55,4 84,1 63,2 28,0 26,6 6,3 45 373
Fluoroquinolones 478 464 54,7 84,1 632 278 26,6 6,3 44 37,0
Ciprofioxacine 204 8,9 13,0 33,7 27,7 7.2 6,3 29 0,6 8,1
Lévofloxacine 8,0 8,8 38 10,9 15,1 32 26 0,2 0,0 40
Ofloxacine 13,9 18,9 20,9 225 15,1 8,2 8.8 1,3 1,6 12,2
Macrolides, Lincosamides,
Streptogramines 26,7 20,9 133 12,8 259 102 r3 S 44 13,2
Autres antibiotiques® 4 171 236 499 439 6.3 6.5 21 0,5 125
Glycopeptides 3,2 52 20,3 124 0.3 0,1 0,0 0,0 2,0
Linézolide 0,2 0,0 25 6,8 0.0 0,0 0.0 0,0 0,0

Cette étude n’avait inclus que des CH et des CHU et la consommation en linézolide et

glycopeptides des CHU semblait, en effet, plus élevée que dans les centres hospitaliers.

D’autre part, la présence ou non des services de réanimation médicale, maladies
infectieuses ou hématologie qui sont de plus gros consommateurs de glycopeptides et
linézolide qu’un service de gynécologie-obstétrique ou de chirurgie générale pourrait

expliquer les disparités entre les établissements (Tableau 27) [194].
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Tableau 27 : Consommation d’antibiotique en DDJ/1000JH par famille et par secteur (Surveillance de la consommation
des antibiotiques ; Réseau ATB-Raisin [194]).

Maladies Gynécologie- Court

Médecine Hématologie infectieuses Chirurgie Réanimation Obstétrique Pédiatrie séjour” SSR  SLD Psychiatrie
Antibiotiques N=560 N=25 N=13 N=447 N=178 N=296 N=205 N=669 N=758 N=304 N=211
Pénicillines M 19,6 233 162,3 171 78,7 09 89 18,1 4,0 0,8 07
Amoxicilline 98,3 72,2 4469 60,8 1878 188,2 99,9 994 375 14,7 16,8
Amoxicilline ac clavulanique 2209 94,1 336,3 189,9 2323 64,9 65,4 189,1 58,1 33,2 276
Pénicillines anti- P. aeruginosa® 11,4 1429 313 11,0 1154 04 6,3 12,9 1.1 0,1 0,0
Pipéracilline tazobactam 10,5 139,3 28,4 9,9 99,5 04 56 11,5 1,0 0,1 0,0
C1G + C2G 22 06 55 719 70 85 33 22,2 05 06 0.2
C3G Ofales" ) 46 26 35 33 08 10,0 28 46 36 14 0,7
S:S glir::::taacb!es sans activité sur P. 51,8 933 124,1 34,1 156,3 741 446 452 82 6,0 06
Céfotaxime 56 343 351 57 66,2 23 224 79 0,5 0,1 0,0
Ceftriaxone 46,2 59,0 89,0 28,4 90,1 48 221 373 78 59 0,5
C3G actives sur P. aeruginosa® 6,3 53,6 17,9 4,0 55,4 0,2 51 64 12 0,2 0,0
Carbapénémes 6,5 63,5 293 53 80,1 03 56 76 1.7 03 0,0
Aminosides 11,9 64,4 41,2 26,7 111,6 40 14,2 18,1 13 04 0,0
Fluoroquinolones 75,8 TR 67,8 98 8,1 65,6 34,0 78 52
Glycopeptides 8,7 10,9 0,2 10,4 99 22 0,3 0,0
Linézolide 1.8 1.1 0,0 05 21 04 0,1 0,0
Daptomycine 1,0 6 2,0 0,0 0,1 1,3 0,3 0,0 0,0
Macrolides + kétolides 16,8 11,9 344 57 55 147 14,2 41 1.9 21
Streptogramines 12,6 10,0 19,0 7.0 46 13 0,7 9.1 6,9 35 25
Imidazolés 223 222 28,5 384 59,0 8,0 104 257 44 20 09
Rifampicine 82 5.1 65,0 133 210 0.1 6.2 9.1 105 09 0.3
Tous les ATB 607,6 10094 17503 = 5948 _15101 3247 3276 586,8 202,2 80,0 63.8

Dans notre fiche de recueil (Annexe 1), le détail des services du centre hospitalier n’était pas
demandé, mais la plupart des hopitaux participants était dotés de services de réanimation
(seul 1 hopital sur les 19 n’avait pas de lits de réanimation).

La prescription élevée de ces deux antibiotiques (par rapport aux moyennes nationales)
pourrait aussi étre expliquée par le fait que la région du Nord-Pas de Calais est connue pour

étre une grande consommatrice d’antibiotiques [194].

d. Techniques de routine

Entre 2006 et 2014, les habitudes de laboratoire ont évolué. Si la méthode de
diffusion était majoritaire en 2006 avec plus de la moitié des laboratoires I'utilisant, elle a
été progressivement supplantée par la méthode Vitek2 avec 74 % d’utilisation en 2014.
D’autres méthodes de routine ont été employées mais elles restent relativement rares (1
laboratoire sur 19 en 2014).

La facilité d’utilisation et d’interprétation grace aux automates permettrait d’expliquer ce

changement de mode de fonctionnement.
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Figure 53 Evolution de la technique de routine utilisée entre 2006 et 2014.

Bien que ce ne fit pas le but de cette étude, il est important de noter que les difficultés
d’interprétation de la sensibilité des souches ont été effacées, ou presque. En effet lors de
I’étude Focus-1, une discordance entre les méthodes de routine et la méthode de référence
avait été soulignée : 1,9 % et 0,3 % des souches étudiées par la méthode de diffusion et par
la méthode Vitek2, respectivement, avaient été rendues a tort résistantes ou intermédiaires.
Alors que la mesure de la CMI par la méthode de référence avait permis d’affirmer la
sensibilité au linézolide de toutes ces souches. Au cours de |'étude Focus-2, aucune
discordance n’a été mise en évidence entre la méthode de routine et la méthode de
référence, 2 souches (1 staphylocoque doré et 1 entérocoque) ont cependant été rendues
intermédiaires au linézolide avec pour chacune une CMI a 3 mg/L alors que cette réponse
n’est pas possible quand les régles du CA-SFM sont suivies (Tableau 19). Cette erreur ne
serait pas due a une difficulté technique de lecture mais plutdt a une mauvaise connaissance

des recommandations.
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V. Conclusion et perspectives

Le linézolide a été le premier antibiotique d’une nouvelle famille de molécules : les
oxazolidinones. Son spectre d’action contre les cocci a Gram positif et plus particulierement
les entérocoques et staphylocoques multirésistants, sa facilité d’utilisation (pas d’ajustement
de posologie en cas d’insuffisance rénale ou hépatique) et sa forme orale ont rendu cette
molécule tres séduisante.

Mais comme pour tous les antibiotiques, une émergence de résistance était a craindre. En
effet, quelques mois aprés sa commercialisation, les premiers cas d’infections a
staphylocoques résistants ont été rapportés. Plusieurs mécanismes ont été repérés et leur
apparition au sein des bactéries commence a étre expliquée. L'utilisation prolongée (au dela
des 28 jours recommandés par '’AMM) est la premiére cause d’émergence de résistance.
Bien qu’elle reste rare, elle n’en est pas moins inquiétante car elle touche principalement
des bactéries dont le pouvoir infectieux n’est pas totalement démontré et qui ne sont donc
gue tres peu surveillées. Ces bactéries font partie de la flore cutanée (staphylocoques) et de
la flore digestive (entérocoque) saprophyte et sont résistantes sur les surfaces, ce qui rend
leur dissémination par le personnel soignant et/ou par les patients trés facile. Le fait de
retrouver des souches résistantes chez des patients n’ayant jamais recu de linézolide en
atteste [98,187,189].

Afin de ne pas rendre cet antibiotique inutilisable, une surveillance de I'émergence des
résistances au sein des cocci a Gram positif devrait étre mise en place ainsi que des moyens
d’isolement au méme titre que les bactéries multirésistantes que sont les entérobactéries
productrices de béta-lactamase a spectre étendu ou les S. aureus résistants a la méticilline.
Enfin, la reléve du linézolide semble assurée, puisqu’'une nouvelle oxazolidinone, le
tédizolide, a récemment obtenu l'autorisation de la FDA pour étre commercialisé. Cet
antibiotique a I'avantage non négligeable d’étre actif non seulement sur les SARM mais aussi
sur les SARM résistants a la daptomycine, a la vancomycine ou au linézolide. Les mémes
constatations ont été faites pour les ERV résistants a la daptomycine ou au linézolide, avec
cependant des CMI plus élevées (atteignant les 4mg/L). Néanmoins, ces souches restaient

sensible a la nouvelle molécule [201].
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VI. Annexes

Annexe 1 : Fiche de recueil - caractéristiques de I’établissement.

Etude « FOCUS 2-LNZ »

Période d’étude : 15 septembre 2014 — 15 décembre 2014
Fiche de recueil : Données établissement

Centre :

Données d’activité 2013:

Nombre de lits :
Nombre total de lits (hors EHPAD) :
Nombre de lits de court séjour :
Nombre de lits de réanimation :
Nombre de journées d’hospitalisation compléte (> 24h) :
Total :
Cout séjour :

Réanimation :

Données consommation d’antibiotique (année 2013, données exprimées en DDJ a recueillir auprés
de la pharmacie de votre établissement :

Consommation de linezolide 2013 : DDJ/1000 JH

Consommation de glycopeptides (vancomycine + teicoplanine) 2013 : DDJ/1000 JH
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Annexe 2 : Fiche de recueil - contrdle de qualité.

Etude « FOCUS 2-LNZ »

Période d’étude : 15 septembre 2014 — 15 décembre 2014
Fiche de recueil : Contréole de Qualité (Fiche 2)

Les souches de contréle de qualité sont a tester en début d’étude avec votre technique de routine
habituelle et en CMI E-Test

Les résultats sont a transmettre a Christian Cattoen dés que le CQ a été réalisé

Centre :

Résultats :

Technique /souche S.aureus ATCC 29213 E.faecalis ATCC 29212
Quelle est votre technique de

routine habituelle ? :
Travaillez-vous selon les
recommandations 2013 ou
2014 du CA-SFM ? :

Résultat technique de routine :
- Si diffusion : diameétre

- Si automate : CMI

CMI E-test (mg/ml)

107



Annexe 3 : Fiche de recueil - souches bactériennes.

Etude « FOCUS 2-LNZ »

Période d’étude : 15 septembre 2014 — 15 décembre 2014

Fiche de recueil 3 : Souches bactériennes (remplir une fiche par souche)
Centre :

Numéro de dossier :

Numeéro interne au laboratoire :

Numéro de fiche (a incrémenter au fil des isolements) :

Espéce bactérienne

O Staphylococcus aureus

O Staphylocoque coagulase négative (uniguement hémocultures hors contaminants, biopsies
osseuses, liquides articulaires, hors contaminants)

O Espeéce :
O Enterococcus faecalis
O Enterococcus faecium

Service d’hospitalisation

O Médecine O Chirurgie O usl O Pédiatrie O SSR-SLD O Autre (préciser) :

Site ou la bactérie a été isolée

O Hémoculture O Prélevement broncho-pulmonaire 0 Biopsie osseuse
O Liquide de ponction (préciser) : O Autre prélévement profond (préciser) :

Date du préléevement : (j/m/) :

Hospitalisation :

Date d’entrée du patient a I'hopital :

Date d’entrée dans le service :

Le patient a-t-il recu du linezolide durant son hospitalisation (O/N/NSP:

Sensibilité aux antibiotiques : (S/1/R) :

Staphylocoque: Oxacilline : Vancomycine : Teicoplanine :
Linezolide : Technique de routine : CMI E-test (mg/ml) :
Enterocoque: Amoxicilline : Linezolide : Technique de routine : CMI E-test :

Transmettre les fiches remplies et conserver les souches non sensibles au linezolide : CH Valenciennes
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Résumé :

Le linézolide est le premier né d’'une nouvelle famille d’antibiotique. Il est actif sur les
cocci a Gram positif et particulierement sur les souches de S.aureus résistant a la
méticilline (SARM) et E.faecalis résistant a la vancomycine (ERV). L’émergence de
résistance reste rare et elle est le plus souvent associée a des infections invasives, a
la présence de matériels étrangers (cathéters artériels par exemple) et a l'utilisation
prolongée de I'antibiotique.

L’étude Focus-2 intervient aprés plus de 10ans d’utilisation du linézolide en France et
elle a eu pour but de faire un état de la sensibilité des staphylocoques et des
entérocoques retrouvés lors d’infections invasives.

Sur 493 souches, seules 7 étaient résistantes au linézolide et elles appartenaient
toutes a I'espéce S.epidermidis. 6 souches ont été isolées chez des patients ayant
recu du linézolide et pour ces 6 souches, les CMI étaient 2256mg/L. La septiéme
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la CMI était égale a 16mg/L.

Membres du jury :

Président : Madame le Professeur Anne GOFFARD

Assesseurs : Madame le Professeur Anne DECOSTER
Monsieur le Docteur Pierre PATOZ

Directeur : Monsieur le Docteur Christian CATTOEN

124



