Liste des abréviations :

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

SNC : Staphylocoques a coagulase négative

S. aureus : Staphylococcus aureus

SARM : Staphylocoque Résistant a la Méticilline

E. faecalis : Enterococcus faecalis

E. faecium : Enterococcus faecium

VRE : Entérocoque Résistant a la Vancomycine

CASFM : Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

EUCAST : The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
NEQAS : National External Quality Assessment

CNR : Centre National de Référence

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

S : Sensible

R : Résistant

I : sensibilité Intermédiaire

AC : Agrément Catégorique

AE : Agrément Essentiel

EM : Ecart Majeur

ETM : Ecart Trés Majeur

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ARN : Acide Ribonucléique

ARNr : ARN Ribosomal

Cfr : Chloramphenicol-Florfenicol Resistance

OptrA : Oxazolidinone and Phénicol Transferable Resistance A
PCR : Polymerase Chain Reaction

McF : McFarland

UFC : Unité Formant Colonie
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Introduction :

Le linézolide est un antibiotique appartenant a la famille des oxazolidinones.

Les oxazolidinones sont des molécules synthétiques étudiées dans un premier temps pour leur
potentiel pouvoir antidépresseurs comme inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAO), puis
en 1978 pour leur activité fongicide en pathologie végétale et enfin comme antibiotique vis-a-
vis de certains pathogeénes humains a la fin des années 1980. Les produits de cette famille
n’ont cependant ét¢ développés pour commercialisation que dans les années 1990. Deux
produits avaient ¢té initialement sélectionnés pour développement : 1’éperzolide et le
linézolide, mais seul ce dernier a été retenu, notamment du fait de ses propriétés
pharmacocinétiques.

Le linézolide fut mis sur le marché en 2000 aux Etats-Unis avant d’étre commercialisé dans

plusieurs pays européens, dont la France en 2002.

Au cours de ces derniéres années, 1’accumulation des mécanismes de résistances chez les
bactéries et notamment chez les Staphylocoques (staphylocoques résistants a la méticilline :
SARM) et les Entérocoques (Entérocoques résistants a la vancomycine : VRE) a
considérablement réduit les possibilités thérapeutiques. Le développement d’antibiotiques
anti-Gram positif résolument nouveau comme le linézolide a été accueilli avec espoir par la
communauté scientifique et médicale.

En effet, de part ces propriétés antibactériennes sur les germes gram positifs, le linézolide est

utilisé (selon 'AMM) dans :

- Les pneumonies nosocomiales et communautaires lorsqu’elles sont documentées ou

suspectées a bactéries a Gram positif sensibles.

- Les infections compliquées de la peau et des tissus mous, uniquement lorsque
I’infection a ¢ét¢ documentée microbiologiquement a bactérie a Gram positif

sensible.

Par ailleurs, aux Etats-Unis, le linézolide est également indiqué dans le traitement des

infections a Entérocoques résistants a la vancomycine, y compris en cas de bactériémie.



Comme pour tout antibiotiques, le linézolide n'échappe pas a 1'émergence de résistances
bactériennes et plus spécifiquement chez les Staphylocoques et les Entérocoques. Les récents
rapports émis par les CNR des Staphylocoques et des Entérocoques nous mettent en garde
contre 1’augmentation significative du taux de résistance au linézolide en France au cours de
ces dernicres années. Compte tenu de la nature critique des infections traitées avec le
linézolide, il est impératif que les méthodes de laboratoire détectent avec précision ces

résistances. En routine, elles sont mises en évidences par différentes techniques :

- La méthode de diffusion en milieu solide (disques et E-test)
- La méthode de dilution en milieu liquide

- Labiologie moléculaire

Toutes ces techniques présentes des performances différentes quant a la mise en évidence de
résistances bactériennes.

En regle générale, un antibiogramme est réalisé afin d’apprécier la sensibilité de la bactérie
¢tudiée vis-a-vis d’un panel d’antibiotiques prédéfini. Cet antibiogramme peut étre fait par
diffusion en milieu solide en utilisant des disques imprégnés d’antibiotiques a concentration
donnée, ou par détermination d’une CMI approchée par la méthode de dilution en milieu
liquide. Dans certaines circonstances définies par les recommandations internationales, telle
qu’une détection de résistance sur I’antibiogramme, ou sur demande du clinicien, il peut étre
demandé au laboratoire de déterminer la CMI vraie du germe pour un antibiotique. Cette CMI
peut étre déterminée par diffusion en milieu solide (bandelette E-test) ou par microdilution en

milieu liquide.

Plusieurs études ont montré la difficulté qu’ont les laboratoires a déterminer de fagon précise
le profil de sensibilit¢ des souches d’Entérocoques et de Staphylocoques vis-a-vis du
linézolide en utilisant les techniques actuellement disponibles sur le marché comme la
diffusion en milieu gélosé (méthode des disques), la méthode E-test par gradient de diffusion
et les différentes techniques de détermination de la CMI en milieu liquide tel que la

technologie Vitek 2 de Biomérieux [1-4].



L'objectif de cette thése consiste & comparer les performances des différentes techniques
utilisées en routine pour déterminer la CMI du linézolide chez des souches de Staphylocoques
et d'Entérocoques.

Pour cela, nous avons réalisé¢ une comparaison de méthode entre une technique en cours de
développement par le laboratoire biocentric/bruker * basée sur le principe de microdilution en
milieu liquide (technique UMIC) versus deux techniques de diffusion en milieu gélosé
utilisées en pratique : diffusion en disques et CMI E-test®. La méthode de référence (dilution
en milieu liquide) a été utilisée comme « gold standard ».

Les souches identifiées résistantes au linézolide au cours de cette é¢tude ont été soumises a un

séquencage afin de déterminer les supports génétiques de leur résistance.



Partie I : Revue de la littérature :

I. Le linézolide :

1.1 Généralités :

®

Le linézolide est un antibiotique synthétique, le premier repré’ta pé de la famille

des oxazolidinones, dont le mécanisme d’action est I’inhibiti syntheése protéique
bactérienne par inhibition de la formation du complexe d’initi
Le linézolide est actif in vitro et in vivo sur les St les Streptocoques, les
Entérocoques, les Corynébactéries et certaines bactéri bies (Peptostreptococcus,
Clostridium et Fusobacterium).
Les premiers résultats thérapeutiques ont été tres u ts, aboutissants a la mise sur le
marché du produit en France en 2002.
Le linézolide est indiqué dans le traitement de pathies et des infections compliquées
de la peau et des tissus mous lorsqu’elles ntées ou suspectées a bactéries a Gram
positif. '

Du point de vue pharmacocinétiquWide a une excellente biodisponibilité permettant

un relais rapide par voie orale.

Dans un contexte ou les résista

&

aux traitements classiques chez les Entérocoques,

Pneumocoques et Staphyloco essent d’augmenter, le linézolide peut étre considéré

comme une alternative thérapeu pour traiter les infections a cocci @ Gram positif.

g
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1.2 Pharmacocinétique :

Le linézolide existe sous trois formes galéniques : une solution pour usage intraveineux, une
suspension pour usage oral ainsi que des comprimés pour voie orale.
Les principales caractéristiques pharmacocinétiques du linézolide sont rapportées dans le

Tableau 1.

Absorption :

Le linézolide est rapidement et largement absorbé aprés administration orale. Les
concentrations plasmatiques maximales sont atteintes environ 1 a 2 heures apres

'administration et la biodisponibilité absolue est d'environ 100%][5].

Distribution :

Trente et un pour cent du linézolide est 1i¢ aux protéines plasmatiques. Le volume de
distribution est de 40 a 50 L (volontaires adultes en bonne santé). Il est 1égérement inférieur
chez les femmes que chez les hommes[6].

Distribué aux tissus bien perfusés, de fortes concentrations tissulaires ont été mises en
¢vidence, notamment dans les poumons[7], pouvant parfois €tre supérieures a celles observées
dans le plasma (tableau 2).

Les concentrations maximales sont rapidement atteintes apreés une administration orale ou
intraveineuse. Un repas riche en lipides retarde 1’obtention du pic, sans en modifier 1’aire sous
la courbe (ASC)[8]. L’absorption n’est pas modifiée lorsque le linézolide est administré par

sonde naso-gastrique chez les patients en nutrition entérale.



Elimination :

Au niveau hépatique, le linézolide est éliminé par oxydation non enzymatique en deux
métabolites inactifs. Il n’y a pas d’interaction avec les cytochromes P450. En revanche, il
inhibe de maniére compétitive la mono-amine-oxydase A[9]. Sa demi-vie d’élimination est de
5 heures. Bien que son élimination soit principalement urinaire (90%), il n’y a pas de
modification des parameétres pharmacocinétiques chez les patients ayant une insuffisance
rénale : il n’est donc pas nécessaire d’adapter les doses chez ces patients[10].

En cas de dialyse, I’administration de linézolide doit se faire en fin de séance[10]. De méme,
aucune adaptation posologique n’est nécessaire en cas d’insuffisance hépatocellulaire[11].

Le paramétre pharmacocinétique le mieux corrélé a son efficacité est le temps pendant lequel
sa concentration est supérieure a la CMI, témoignant du caractére temps-dépendant de son
activité antibactérienne[ 12, 13].

In vitro, le linézolide a un effet post-antibiotique variant de 1,8 a 4,0 heures en fonction de
I’espéce bactérienne en cause[14, 15]. Vis-a-vis de souches résistantes comme les SARM et

les VRE, I’effet post- antibiotique observé in vitro est plus faible (d’environ 1 heure)[16].

Tableau 1 : Principales caractéristiques pharmacocinétiques du linézolide :

600 mg x 2/j, p.o. 600 mg x 2/j, i.v.
Crax (Ma/l) 21,2 15,1
Crin (mgfl) 6,2 3,7
T (h) 1 0,5
ASC (mg/l) 138 89,7
Ty (h) 54 48

Tableau 2 : Concentrations tissulaires du linézolide :

cmax {mg”}
Plasma Tissu
Poumon (BPCO post-tabagique) 13,4 Epithélium bronchique: 25,1
Macrophage alvéolaire: 8,1
Poumon (pneumonie sous VM) 17,7 Epithélium bronchique: 14,4
Tissus mous 19,5 12,9
Pose de prothése articulaire 14,3 Muscle: 12
0s:6,3
Pose de prothése articulaire 23 Muscle: 18,5
0s:8,5
Liquide synovial : 20,1
LCR 18,6 10,8



Associations antibactériennes :

Devant I’activité temps-dépendante et bactériostatique du linézolide, une association apparait
indispensable pour pouvoir stériliser un foyer infectieux et aura essentiellement pour but
d’augmenter son activité tout en limitant le risque d’émergence de mutants résistants en cours
de traitement. Cependant, son association a d’autres antibiotiques est mal connue en clinique.
De nombreuses études in vitro ont été publiées sur ce sujet mais peu d’études in vivo sont

rapportées.

La synergie a été observée in vitro avec 1’amoxicilline, 1’érythromycine, les tétracyclines[17],
la quinupristine-dalfopritistine[ 18], 'imipénéme avec des concentrations sub-inhibitrices[19]
et ’ertapéneme[20]. Dans un modele expérimental d’endocardite chez le lapin, cette synergie

a été confirmée pour I’imipénéme[ 19] et I’ertapénéme[20].

L’association serait indifférente in vitro avec ’acide fusidique[21], la fosfomycine[22] et la
gentamicine[23]. Cependant, dans le modele expérimental d’endocardite chez le lapin,
I’activité du linézolide associé¢ a la gentamicine a montré une activité bactéricide sur les

souches de SARM [89].

Enfin, son association a la vancomycine ou la ciprofloxacine serait antagoniste[21, 23].
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1.3 Mécanisme d'action :

Figure 1 : Linézolide : relation structure-activitée :
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Les études sur les oxazolidinones montrent que ces molécules agissent en inhibant la synthese
des protéines bactériennes. Cette action se fait a un stade précoce de la traduction protéique,
des la phase d’initiation [24-26](figure 2). Le linézolide se lie au domaine V de I’ARNr 23S
de la sous-unité ribosomale 50S [27], a un site de liaison proche de ceux du chloramphénicol
et de la lincomycine. La liaison du linézolide au site P au sein de ’ARNr 23S empéche la
fixation du N-formylméthionyl-ARNt (FMET-ARNt). Cette liaison empéche ainsi la
formation du complexe d’initiation, qui comprend le N-formylméthionyl-ARNt, I’ARNm, les

facteurs d’initiation IF2 et IF3 et les sous-unités ribosomales [28, 29].
I n’a a ce jour pas été montré de résistances croisées avec les autres antibiotiques inhibiteurs

de la synthése protéique bactérienne tel que les macrolides, lincosamides, streptogramines, et

la tétracycline [30].
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En plus de I’activité antibactérienne intrinseque de la molécule, le linézolide semble étre
capable de moduler I’expression de certains facteurs de virulence des cocci a Gram positif. En
effet, I’efficacité clinique des antibiotiques n’est pas seulement déterminée par ’activité
bactériostatique/bactéricide ou par la pharmacocinétique de la molécule, mais aussi par
I’action sur I’expression de certains facteurs de virulence. Classiquement, les antibactériens
agissant sur la synthése protéique peuvent, de fait, moduler positivement ou négativement la
synthese et I’expression de ces facteurs. Le linézolide est notamment capable de diminuer
I’expression de la coagulase et des hémolysines de Staphylococcus aureus (SA), d’inhiber la
streptolysine O et la DNase de Streptococcus pyogenes et d’augmenter la sensibilité a la
phagocytose a des concentrations subinhibitrices [31]. Une autre étude uniquement centrée
sur S. aureus a mesuré¢ I'influence de concentrations subinhibitrices de linézolide sur la
sécrétion des exotoxines [32]. Il apparait que cet antibiotique réduit de fagon concentration-
dépendante la sécrétion de facteurs de virulence spécifiques, incluant I’entérotoxine
staphylococcique A et B, les autolysines, la protéine A, ainsi que 1’a et la f-hémolysine. 11
ressort de ces études que I’expression des facteurs de virulence chez ces pathogénes est tres
sensible a I’inhibition de la synthése protéique par le linézolide, ce qui peut représenter un

avantage certain dans le traitement des infections a cocci a Gram positif.

Figure 2 : Mécanisme d’action du linézolide (D ‘aprés N. Bourgeois-Nicolaos et al. Ann Biol

Clin [Paris] :
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1.4 Spectre d'activité et indications :

Spectre d’activité :

Son spectre d’action comprend principalement les bactéries a Gram positif.

Les valeurs de concentrations et de diamétres critiques proposées en France par le CASFM

pour les Staphylocoques, Entérocoques et Streptocoques sont reportées dans le tableau 3.

Le linézolide a une activité comparable a celle de la vancomycine sur les souches de S. aureus
et de Staphylocoques a coagulase négative (SCN)[33], quelle que soit leur sensibilité a la
méticilline[34-37]. Cependant, il reste actif in vitro sur les souches de Staphylocoques de
sensibilit¢ diminuée aux glycopeptides et sur les souches de S. aureus résistantes a la

vancomycine isolées récemment aux Etats-Unis (CMI de 1 & 2 mg/L) [33, 38].

Le linézolide a une activité intéressante vis-a-vis des Entérocoques. Les CMI a 1’égard des
souches d’Enterococcus faecalis et d’Enterococcus faecium sensibles ou résistantes a la

vancomycine sont identiques et varient de 2 a 4 mg/L selon les études[33].

Il est tres actif sur les différentes especes de Streptocoques sensibles ou résistantes a la
pénicilline[39, 40] avec des CMI comprises entre 0,5 et 1 mg/L. A 1’égard des Streptocoques
résistants aux macrolides, le linézolide reste actif, qu’il s’agisse d’une résistance par un

mécanisme d’efflux actif (geéne mefA) ou par une modification de la cible (gene erm)[41].

Les micro-organismes anaérobies font partie du spectre du linézolide comme les Clostridium,
les Peptostreptococcus spp, Propionibaterium spp, Bifidobacterium, mais aussi des micro-
organismes a Gram négatif comme Prevotella, Fusobacterium. Pour Bacteroides fragilis, les

CMI du linézolide sont autour de 4 mg/L.
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Bien que I’utilisation du linézolide soit plutdt orientée vers le traitement des infections a cocci
a Gram positif classiques tels que S. aureus, E. faecalis, E. faecium et Streptococcus
pneumoniae, des études ont été réalisées sur I’activité de cette molécule sur des germes isolés
moins fréquemment a I’hopital mais posant un réel probléme thérapeutique. C’est le cas de
bactéries a Gram positif telles que Bacillus[42], Corynebacterium[42, 43], Listeria[43],
Actinomyces[44] et Nocardia sp. ou de bactéries a Gram négatif comme Legionella sp[45].
Le linézolide apparait comme le seul antibiotique actif contre toutes les especes de
Nocardia[46].

Son activité est en revanche faible et/ou inconstante contre les bactéries responsables
d’infections  respiratoires, telles que Haemophilus influenzae[47], Mycoplasma

pneumoniae[48] ou Legionella pneumophila[45].

Enfin, le linézolide est inactif contre la grande majorité des bactéries a Gram négatif.

Tableau 3. Concentrations et diameétres critiques pour le linézolide d’aprés le CA-SFM 2019

Concentrations Diamétres critiques
Espéce critiques (mg/L) (mm)
S R S R
Staphylococcus spp 4 4 21% 21%*
Enterococcus spp 4 4 19%* 19%*
Streptococcus spp 2 4 19 16
S.pneumoniae 2 4 22 19

*Examiner la bordure de la zone d’inhibition a la lumicre. A noter que certaines souches
résistantes au linézolide sont difficiles a détecter et qu’une incubation prolongée a 48 heures
peut étre nécessaire.
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Indications :

Le linézolide a été mis sur le marché en 2002 en France. Ses indications selon ’AMM sont :

-« Les pneumonies nosocomiales et communautaires lorsqu’elles sont documentées ou
suspectées a bactéries a Gram positif sensibles, un traitement spécifique des germes a
Gram négatif devant étre instauré de fagon concomitante si un germe a Gram négatif

est documenté ou suspecté ».

- «Les infections compliquées de la peau et des tissus mous, uniquement lorsque
I’infection a été documentée microbiologiquement a bactérie a Gram positif sensible.
En cas d’infection bactérienne a Gram positif associée a une infection a Gram négatif
documentée ou suspectée, le linézolide ne doit étre utilis€ qu’en 1’absence
d’alternative thérapeutique. Dans de telles circonstances, un traitement couvrant les

germes a Gram négatif doit étre initié¢ de fagon concomitante ».

Le linézolide est également efficace dans d’autres situations pour lesquelles il n’a cependant
pas d’AMM en France. Les infections a bactéries a Gram positif multirésistantes en font
partie. Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration (FAD) a approuvé le linézolide dans

le traitement des infections a VRE[49], y compris en cas de bactériémie.

Plusieurs modeles expérimentaux chez I’animal ont montré une efficacité du linézolide dans
le traitement des endocardites a Staphylocoque[50-52]. Chez I’homme, I’utilisation du
linézolide dans le traitement des endocardites 8 SARM, a staphylocoques dorés intermédiaires
aux glycopeptides (GISA) et a VRE a été rapportée dans des séries de cas[53], avec un taux
de succes compris entre 64 et 79 %. Son utilisation a également été proposée en relais oral de
la vancomycine dans cette indication. Néanmoins ces données sont a pondérer car un certain
nombre d’échecs ont également été rapportés, notamment pour le traitement d’endocardites a
VRE ou d’endocardites a GISA sur valves prothétiques[54]. Des essais prospectifs
randomisés sont donc nécessaires avant de valider ['utilisation du linézolide dans cette

indication.
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Quelques publications rapportent une efficacité¢ du linézolide dans le traitement d’infections
nosocomiales du systéme nerveux central (méningites, ventriculites) & VRE ou a SARM.
Associé a la ceftriaxone, le linézolide a montré son efficacité dans quelques cas de méningite
a pneumocoques de sensibilit¢ diminuée a la pénicilline et a été proposé comme une

alternative a la vancomycine ou a la rifampicine dans cette indication.

Le linézolide semble particuliérement intéressant dans le traitement des infections
ostéoarticulaires du fait de son spectre antibactérien, de son excellente biodisponibilité par
voie orale, de sa diffusion satisfaisante dans les compartiments tissulaires en cause, et de sa

capacité a inhiber la synthése de slime par les Staphylocoques.

Le linézolide démontre également une bonne activité in vitro sur Mycobacterium tuberculosis,
y compris sur les souches résistantes a I’isoniazide et a la rifampicine[55, 56] [57]. Les
souches de M. tuberculosis sont inhibées par une concentration de linézolide de 1 mg/l. Les
CMI du linézolide sont de 1’ordre de 0,5 mg/l vis-a-vis des souches de M. tuberculosis, mais
peuvent s’élever au-dela de 1 mg/l vis-a-vis des souches résistantes aux antituberculeux de

premicere ligne.
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1.5 Mécanismes de résistance bactérienne :

La résistance naturelle des bacilles a gram négatif est liée a un mécanisme d’efflux[58].

Pour les bactéries a Gram positif, plusieurs mécanismes peuvent médier la résistance au

linézolide tel que des mécanismes mutationnels ou par I’acquisition de génes de résistances.

Plusieurs mutations a différentes positions dans le domaine V du geéne de I’ARN ribosomal

23s ont été décrites :

Le mécanisme le plus fréquemment rencontré chez E. faecium et chez les SCN est
basé sur la conversion G-T en position 2576 du géne codant I’ARN ribosomal 23s
(G2576T)[59-63]. D’autres mutations sont également retrouvées comme par exemple
T2500A, C2192T, G2447T, A2503G, T2504C, G2505A, G2766T ou C2461T. Pour
les bactéries d’intérét médical, il existe plusieurs copies du géne codant I’ARN
ribosomal (ARNTr) 23s (4 chez E. faecalis, 6 chez E. faecium, 5 a 6 chez S. aureus), et
le niveau de résistance au linézolide s’accroit en fonction du nombre de copies du
gene codant ’ARNr 23s portant des mutations[64-66]. Le développement d'une
résistance cliniquement significative nécessite la mutation de plus d'un allcle
[67]. Ceci explique probablement la faible fréquence de résistance au linézolide. Cette
résistance peut émerger par mutations successives des copies ou par recombinaison
homologue consécutive a la mutation d’une copie[64]. Les CMI du linézolide vis-a-vis
des mutants résistants s’échelonnent de 8 a 128 mg/l. Ce mécanisme n’entraine pas de
résistance croisée a d’autres familles d’antibiotiques, notamment ceux agissant sur la
synthése peptidique (macrolides, lincosamides, streptogramines, chloramphénicol,

cyclines, aminosides).

D’autres mutations des geénes codants pour les protéines ribosomales sont aujourd’hui
décrites notamment chez les Entérocoques ne présentant pas de mutation G2576T. Il
s’agit des mutations rplC (protéine L3), rplD (protéine L4) et rplV (protéine L22)[68,
69].
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La mutation des sites de liaison du linézolide est le mécanisme de résistance le plus

courant. Cependant, les mécanismes de résistance acquis ont maintenant été décrits.

Notamment par I’intermédiaire de supports de transmissions tel que les plasmides ou les

transposons.

Un exemple de résistance non mutationnelle est l'acquisition du géne
cfr (chloramphenicol-florfenicol resistance), véhiculé par un plasmide codant pour une
protéine qui catalyse la méthylation post-transcriptionnelle de 1'atome C-8 d'un résidu
clé (A2503) dans I’ ARNr 23S[70, 71]. Cfr est un élément génétique trés mobile qui
facilite la propagation inter especes, et a cejour, cfra ¢été identifié chez les
Staphylocoques (a la fois S. aureus et SCN), les Entérocoques, les Streptocoques, et
d’autres pathogenes Gram-positif. Le résultat de la méthylation par le produit du
gene cfr est un phénotype de multirésistance vis-a-vis d’au moins cinq classes
d’antibiotiques dont le linézolide, le chloramphénicol, les lincosamides et les
streptogramines [72, 73]. Il est & noter que la présence du geéne cfr chez les
Entérocoques n’est pas systématiquement responsable d’une élévation notable de la

CMI du linézolide[74, 75].

Le plasmide OptrA (Oxazolidinone and phénicol transferable resistance A), détecté
pour la premiére fois chez une souche d’Enterococcus faecalis d’origine humaine[76]
puis chez Enterococcus faecium et les Staphylocoques, code pour une ATP-Binding
cassette (ABC)-F[77, 78]. Ce transporteur transmembranaire est responsable de
I’¢limination du linézolide hors du cytoplasme de la bactérie porteuse du gene de
résistance. Il s’agit du mécanisme de résistance au linézolide le plus fréquemment
retrouvé chez E. faecalis[62, 63, 79]. 1l est beaucoup moins présent chez E. faecium et

chez les Staphylocoques.

Plus récemment un autre membre de la famille des ABC-F, PoxtA, a été découvert
chez des SA et Entérocoques isolés a partir de prélévements cliniques[80]. Cependant,
la prévalence de PoxtA dans la population d’Entérocoques et de Staphylocoques est

encore en cours d’étude.
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I1. Détection au laboratoire de la résistance au linézolide chez les

Entérocoques et Staphylocoques :

Compte tenu de la nature critique des infections traitées avec le linézolide, il est impératif que

les méthodes de laboratoire détectent avec précision la résistance.

L’antibiogramme est la méthode la plus largement utilisée pour déterminer la sensibilité d’une
espece bactérienne a un panel d’antibiotiques. L’antibiogramme de référence se fait en milieu
gélosé Mueller-Hinton. La lecture des diamétres d’inhibition permet de définir 3 catégories
cliniques :
- Sensible (S) : Le diamétre d’inhibition mesuré est supérieur ou égal au diamétre
critique supérieur D.
- Résistant (R) : Le diamétre d’inhibition mesuré est inférieur strict au diameétre
critique inférieur d.
- Intermédiaire (I) : Le diamétre mesuré est inférieur au diameétre critique supérieur

D et supérieur ou égal au diameétre critique inférieur d.

Le CASFM publie chaque année, en collaboration avec ’EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), des recommandations pour I’interprétation des profils
de sensibilités des principales espéces bactériennes rencontrées en bactériologie clinique. Les
diametres et concentrations critiques d’une majorité de ces especes figurent dans ces
recommandations. Lorsqu’il n’existe pas de diamétres ou concentrations critiques pour une

espece, il faut alors se référer aux concentrations critiques PK/PD.

Le CASFM définit également les listes standard et complémentaire des antibiotiques a tester
pour 1’é¢tude des Staphylocoques (tableau 4) et Entérocoques (tableau 5) dans ses

recommandations annuelles.

D’apres ces recommandations, le linézolide appartient au panel standard de 1’antibiogramme
des Staphylocoques et Entérocoques. Il est donc test¢ en premiére intention sur tout
antibiogramme réalisé sur ces souches bactériennes, soit par diffusion en milieu gélosé
(Gélose Mueller-Hinton (MH)), soit par dilution en milieu liquide (Bouillon Mueller-Hinton

(MH) ajusté en cations divalents ou par méthode automatisée vitek).
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Tableau 4 : Liste standard et complémentaire des antibiotiques a tester pour Staphyvlococcus

Spp -
Céfoxitine’ Pénicilline G
Gentamicine Oxacilline
Erythromycine Ceftaroline
Clindamycine Vancomycine
Quinupristine-dalfopristine Teicoplanine
Norfloxacine! Kanamycine
Fluoroquinolone Tobramycine
Linézolide Netilmicine
Acide fusidique Triméthoprime

Cotrimoxazole

Chloramphénicol

Rifampicine Tétracycline
Minocycline
("Lecture interprétative) Eravacycline
Tigécycline

Tedizolide

Nitrofurantoine
Daptomycine
Mupirocine
Fosfomycine

Tableau 5 : Liste standard et complémentaire des antibiotiques a tester pour Enterococcus

Spp -
Liste standard Liste complémentaire
Ampicilline Imipeénéme
Gentamicine Streptomycine
Wancomycine Erythromycine
Teicoplanine Quinupristine-dalfopristine

Nitrofurantoine

Norfloxacine’
Fluoroguinolone
Triméthoprime
Cotrimoxazole
Eravacyline
Tigécycline
Linézolide
Fosfomycine
Daptomycine
Chloramphénicol
Rifampicine

1 Lecture interprétative

Les diametres critiques ainsi que les concentrations critiques définies par le CASFM chez les
Entérocoques et Staphylocoques pour le linézolide sont indiqués dans le tableau 3 reporté ci-

dessous :

Tableau 3. Concentrations et diamétres critiques pour le linézolide d’apres le CA-SFM 2019

Concentrations Diameétres critiques
Espece critiques (mg/L) (mm)
S R S R
Staphylococcus spp 4 4 21%* 21%*
Enterococcus spp 4 4 19%* 19%*

*A noter que certaines souches résistantes au linézolide sont difficiles a détecter. En effet, la

résistance inductible peut nécessiter une incubation prolongée a 48 heures pour étre détectée.
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Partie 2 : Etude :

La détermination de la CMI des souches d’Entérocoques et de Staphylocoques vis-a-vis du
linézolide peut étre nécessaire pour confirmer ou infirmer une éventuelle résistance dépistée
sur I’antibiogramme. Afin de permettre aux laboratoires de microbiologie clinique de
répondre a ce besoin, le kit UMIC a été développé, proposant un systéme de microdilution en

milieu liquide prét a I’emploi et ne nécessitant que du matériel courant pour fonctionner.

Ce test a été évalué comparativement a la méthode de référence en accord avec la norme

ISO 20776 et les recommandations des systemes expert EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) et CLSI (clinical and laboratory standards institute). Un
nombre représentatif de souches a été utilisé, comprenant différentes espéces résistantes au

linézolide par différents mécanismes.

I. Matériel et méthodes :

1.1 Matériel :

L’¢étude a été réalisée sur une collection de 143 souches bactériennes issues de prélévements
infectieux divers recueillies au centre hospitalier du pays d’Aix au cours de la période 2015-
2018, 10 souches d’Entérocoques résistants au linézolide nous ayant été transmis par le CNR
des Entérocoques et 10 souches de Staphylocoques résistants transmis parle CNR des
Staphylocoques. Soit un total de 163 isolats bactériens. Parmi ces souches, nous retrouvons 53
Staphylococcus non aureus, 55 Staphylococcus aureus et 55 Entérocoques (8 Enterococcus

faecium et 47 Enterococcus faecalis).

Les souches ont été conservées au congélateur a -80°C, puis dessouchées sur gélose columbia

et incubées entre 18h et 24h a 37°C avant manipulation.

L’identification de toutes les souches a été faite par spectrométrie de masse MALDI TOF a
I’aide d’un spectrometre de la société Brucker®. Cette manipulation a été validée grace a
deux témoins : le BTS (contrdle fourni par Brucker®) et une souche d’Escherichia coli CIP
7624. L’identification est considérée comme correcte lorsque les 2 premiers scores donnent

une identification identique avec une valeur > 2.
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Afin de valider les différentes techniques, nous avons utilisé 3 souches contrdles :

Staphylococcus aureus ATCC 29213 sensible au linézolide
Enterococcus faecalis ATCC 103214 également sensible au linézolide
Enterococcus faecium NEQAS 4920 résistante au linézolide servant de témoin

positif.

1.2 Méthodes :

La sensibilité au linézolide a ¢été étudiée pour chaque souche a l'aide de 4 techniques

différentes.

La détermination de la CMI est la méthode de référence pour déterminer la sensibilité d’une

espece bactérienne a un antibiotique. Elle se définit comme la plus faible concentration

d’antibiotique nécessaire a ’inhibition de toute croissance bactérienne visible in vitro. C’est

une valeur quantitative, exprimée en mg/L, qui peut étre interprétée de maniére qualitative,

définissant ainsi trois catégories cliniques :

Sensible (S) : la CMI est inférieure ou égale a la concentration critique basse ¢ qui
correspond aux concentrations sériques attendues avec des posologies usuelles. La

probabilité de succes thérapeutique est forte.

Résistant (R) : la CMI est strictement supérieur a la concentration critique haute C.

La probabilité d’échec thérapeutique est forte.

Intermédiaire (I) : la CMI est strictement supérieure a la concentration critique
basse ¢ mais inférieure ou égale a la concentration critique haute C. La probabilité
de succes thérapeutique n’est forte qu’en cas d’utilisation de fortes doses ou

lorsque I’antibiotique se concentre au site d’infection.
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1.2.a Diffusion en milieu gélosé (méthode des disques) :

La méthode de diffusion est 1'une des plus vieilles approches de détermination de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques et demeure 1’'une des méthodes les plus utilisées en

routine (Figure 3).

Dans un premier temps, il faut ensemencer les géloses MH selon les recommandations en
vigueurs a 1’aide d’un écouvillon (CASFM / EUCAST Ed. 2019) avec un inoculum bactérien
de 0,5 McFarland (McF). Ensuite, on dépose les disques (mast® discsTM AST) imprégnés
d'une concentration de 10ug en linézolide sur les géloses. L'antibiotique présent dans le
disque diffuse dans la gélose et inhibe la croissance bactérienne. Aprés une incubation de 24h
a 37°C, on peut lire les diameétres des zones d’inhibitions. Le diameétre d'inhibition autour du

disque est d'autant plus grand que la bactérie ensemencée est sensible a l'antibiotique testé.

Les tests ont été effectués et interprétés conformément aux normes CLSI. Le diamétre des
zones d’inhibition a été interprété a I’ceil nu en utilisant la lumiére transmise.
La détermination de la sensibilité ou de la résistance des souches étudiées a été réalisée en se

référant aux recommandations du CASFM 2019 V2.0[81].

Figure 3 : méthodes de diffusion en milieu gélosé : E-test et disques :

Diameétre
d’inhibition
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1.2.b : Mesure de la CMI par un test en gradient de diffusion (bandelette Etest®) :

Un test de diffusion par gradient utilisant Etest® (bioMérieux) sur gélose Mueller-Hinton a

été réalisé et interprété selon les recommandations du fabricant.

Le principe de I’E-test® est basé¢ sur la combinaison de deux concepts : dilution et diffusion.
Le systeme E-test® consiste en une bande en plastique non poreuse calibrée par un gradient

de concentration de linézolide (0,016 a 256 pg/ml).

L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de colonies obtenues a partir d’une
culture pure de 20 a 24 heures dans de 1’eau physiologique. La suspension a été calibrée a 0,5
McFarland puis ensemencée sur des géloses MH ronde BD a I’aide d’un écouvillon selon les
recommandations en vigueurs (CASFM / EUCAST Ed. 2019). Les bandelettes E-test®
Biomérieux® utilisées sont ensuite déposées sur les géloses ensemencées (Figure 4).

La lecture se fait aprés 24h puis 48h d’incubation a 35°C. La CMI (en mg/L) se lit
directement sur [’échelle graduée de la bandelette a 90% d'inhibition selon les
recommandations du fournisseur. Il faut donc lire sur I'échelle graduée a mi-distance entre
I’ellipse correspondant a 100% d'inhibition et celle correspondant a 80% d'inhibition (Figure

4).

Figure 4 : Lecture E-test 8 90% d’inhibition :

80%
d’inhibition

100%

90%

d’inhibition

d’inhibition
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I.2.c : Méthode de microdilution en milieu liquide type UMIC :

La sociét¢ BIOCENTRIC® développe une galerie (marquée CE) permettant la mesure des
CMI du linézolide par la méthode de référence en milieu liquide selon la norme ISO 20776.
Ces galeries sont notamment déja utilisées en routine pour la mesure des CMI de la
vancomycine, teicoplanine, daptomycine pour les bactéries a gram positif ou de la
pipéracilline/tazobactam, colymicine pour les germes a gram négatif. UMIC est un test
manuel de détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide basé sur la
réhydratation des antibiotiques contenus en concentration croissante dans les puits d’une
barrette, par 1’ajout d’une suspension standardisée de la souche bactérienne a tester. Apres
incubation, le résultat est Iu et interprété visuellement. Cette galerie de 12 cupules comporte
un témoin de pousse, et des concentrations en antibiotique de 0 ; 0,06 ; 0,125; 0,25;0,5; 1 ;

2;4;8;16;32¢et 64 mg/L.

Principe du test : Utiliser des colonies fraichement isolées a partir d’une culture de 18-24
heures. Homogénéiser les colonies dans la solution saline jusqu’a [’obtention d’une
suspension d’une turbidité équivalente a 0,5 McFarland (correspondant a environ 1 a

2 x 10* UFC/mL).

Pour les bactéries a Gram positif, réaliser une dilution au 1/100 dans un bouillon Mueller-
Hinton II ajusté en cations. Soit 20 pL de solution a 0,5 McF dans 1980 uLL de MH liquide.
Dans les 15 minutes suivant la préparation de I’inoculum, inoculer chaque puits de la barrette
UMIC avec la dilution préparée, a raison de 100 pL par puits.

Apres inoculation, placer la (les) barrette(s) dans une boite en atmosphere humide (UMIC
Box) et incuber dans 1’étuve a 35 + 1°C pendant 24h et 48h pour le linézolide.

La lecture des résultats est a effectuer dans I'heure suivant la sortie de I’incubateur.

Lire visuellement la barrette a 24 et a 48h :
o Trouble = croissance (positif).
o Limpide = absence de croissance (négatif).
o Le puits de contrdle de croissance (GC) doit étre positif. Dans le cas contraire, le test

doit étre répété.
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La CMI est la plus petite concentration d’antibiotique donnant lieu a une inhibition de la
croissance de la souche bactérienne. Il s’agit de la premiére concentration d’antibiotique pour

laquelle un résultat négatif est observé (absence de croissance bactérienne) (figures 5 et 6).

La CMI obtenue doit étre interprétée selon les critéres d’interprétation de la version en

vigueur de ’EUCAST.

Notes (guide de lecture EUCAST) :

- Sauts de puits : puits ne présentant pas de croissance entouré de puits présentant une
croissance. De nombreux phénomenes peuvent en expliquer 1’origine : par exemple,
une contamination, une homogénéisation insuffisante de la suspension ou une souche
hétérorésistante. Un saut unique peut étre ignoré : la CMI est la plus haute
concentration au-dela de laquelle aucune croissance n’est détectée. Dans le cas de

plusieurs puits sautés sur une méme barrette, le test doit étre répété.

- Contamination : croissance dans un puits entouré de puits ne présentant aucune
croissance. Une telle contamination dans un unique puits peut étre ignorée.
Néanmoins, si de nombreux puits sont suspectés de contamination, le test doit étre

répéteé.

Figure 5 : Détermination des CMI par dilution en milieu liquide :

Témo 0,25

2 4 8 16
T pg /ml
CMhI
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Figure 6 : Microdilution en milieu liquide : exemple de barettes UMIC :
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1.2.d : Microdilution en milieu liquide : Méthode de référence :

La méthode de microdilution en milieu liquide 96 puits a été effectuée selon les méthodes
standard du CLSI[82].
Il s’agit d’'une technique non automatisée et qui nécessite la préparation au préalable des

gammes d’antibiotiques et des inocula.
a. Préparation des gammes de concentration d’antibiotiques :

Nous sommes partis d'une solution de linézolide a 2mg/mL. Afin d'obtenir une gamme de
concentration de 0 a 64mg/L (0; 0,06; 0,125;0.25;0.5;1;2;4;8; 16; 32; 64 mg/L),

nous avons procédé de la fagon suivante :

Préparation d’une solution de linézolide de concentration C1 = 128 pg/mL : soit

128uL de solution de linézolide 2mg/mL dans 1872 uL de bouillon MH.

- Dépdt de 100uL de cette solution dans les puits n°12 de la plaque.

- Dilution en cascade au %2 a I’aide de 50uL bouillon MH jusqu’aux puits n°2
(Tableau 6). Soit un volume de 100uL par cupules.

- Déposer uniquement du bouillon MH dans les puits n°1.

- Chaque concentration seront diluées au 2 par 1’ajout de 50uL de suspension

bactérienne afin d’obtenir les concentrations finales souhaitées (Tableau 7).

Tableau 6 : Gamme de concentrations d’antibiotique pour la réalisation des CMI par

microdilution en milieu liquide (ug/ml) :

C1 C2 C3 C4 G5 Co6 C7 C8 9 C10 Cll1 | CI12

128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 | 0

Tableau 7 : Gamme de concentrations finales d’antibiotique pour la réalisation des CMI par

microdilution en milieu liquide (ug/ml) :

cr Cc2 c3 ¥ Cs’ Ce’ cr C®’ co cioc | C1rr | C1z

64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 10,125 [0.06 |0
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b.  Préparation des inocula bactériens :

Selon le CASFM, une solution bactérienne a 0,5 McFarland correspond a une concentration

bactérienne de 1 a 2.108 UFC/ml[83]. La technique devant étre réalisée sur un inoculum final

de 5.105 UFC/ml[84], il a fallu réaliser une dilution selon les étapes suivantes :

- A partir des colonies présentes sur les géloses ayant servi au dessouchage, réalisation

d’une suspension bactérienne 0,5 McFarland dans 1 ml de sérum physiologique (NaCl

0.9%).

- Dilution au 1/100eéme soit 20uL de suspension bactérienne dans 1980uL de bouillon

MH.

c.  Déroulé de la manipulation :

La détermination des CMI par microdilution en milieu liquide s’est déroulée selon les étapes

suivantes :

Préparation des plans de plaque et annotation des plaques.

Préparation des suspensions bactériennes dans le sérum physiologique.

Dilution des suspensions bactériennes dans le bouillon MHF afin d’obtenir les inocula
finaux.

Préparation des gammes de concentrations de linézolide.

Disposition de 100ul de solution d’antibiotique dans les puits n°12 selon le plan de
plaque préétabli.

Disposition de 50uLL de bouillon MH dans tous les autres puits de la plaque.

Dilution en cascade de la solution de linézolide dans le bouillon MH.

Disposition de 50ul des inocula finaux dans chaque puits selon le plan de plaque.

Cette étape permet de diluer au 1/2 les antibiotiques et ainsi d’obtenir la gamme de
concentration finale désirée.

Disposition des plaques dans une étuve a 37°C avec atmosphere sans CO2 dans un
bac contenant des éponges imbibées d’eau pour éviter tout phénomene de dessiccation.
Incubation des plaques 24h puis 48h.

Lecture manuelle des résultats. La CMI correspond au premier puits pour lequel

aucune pousse bactérienne n’est visible (Figure 7).

29



Figure 7 : Microdilution en milieu liquide 96 puits : méthode de référence :

Absence de
croissance

bactérienne

CMI
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I.2.e : Comparaison de méthode :

Dans un premier temps, les différentes méthodes de détermination de la CMI des
Entérocoques et des Staphylocoques vis-a-vis du linézolide ont été évaluées comparativement
a la méthode de référence en accord avec la norme ISO 20776 et les recommandations des
systemes expert EUCAST et CLSIL

Les résultats seront catégorisés sensibles (S) ou résistants (R) selon la derniére version en

vigueur du CASFM 2019 V2.0 (Tableau 3 repporté ci-dessous).

Genre bactérien Concentrations critiques Charge du disque Diamétres critiques”
(ng/mL) (va) (mm)
Ss R> Sz R<
Staphylococcus spp.B 4 4 10 21 21
Enterococcus sp.B 4 4 10 194 19

*Examiner la bordure de la zone d'inhibition & la lumiére.
BA noter que certaines souches résistantes au linézolide sont difficiles & détecter et qu'une incubation prolongée & 48 heures
peut &étre nécessaire.

Les résultats obtenus pour chaque techniques sont comparés aux résultats obtenus avec la
méthode de référence (ISO 20776-2 : 2007) et les critéres d’acceptation calculés comme

indiqué dans le tableau 8 ci-dessous.

Tableau 8 : Critéres d’acceptation selon la norme en ISO 20776-2 : 2007 :

Critére de validation CMI obtenues / référence Souches Seuil
Agrément Catégorique (AC)  Méme catégorie clinique (S. L. R)  Toutes =90%
Agrement Essentie]l (AE) %] dilution log: Toutes > 90%
Ecart Trés Majeur (ETM) Sauliende R Résistantes < 3%’
Ecart Majeur (EM) R au lieu de S Sensibles = 3%
Ecart Mineur (EMi) R ou S au lieu de I, ou I'inverse Toutes
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» L’agrément catégorique (AC) est obtenu quand les valeurs de CMI classent la souche

dans la méme catégorie clinique (S ou R) que la méthode de référence.

AC =Y (résultats concordants entre les techniques)/nombre total de souches testées

» L’agrément essentiel (AE) est obtenu quand les valeurs sont identiques ou différentes

d’une dilution par rapport a la méthode de référence.

AE = (nombre de souches avec un écart de cmi < deux dilutions entre les deux méthodes) /

nombre total de souches testées.

» Un écart majeur (EM) correspond a un résultat classant la souche résistante quand elle est

sensible par la méthode de référence (faux résistant).

» Un écart trés majeur (ETM) correspond a une souche catégorisée sensible alors qu’elle

est trouvée résistante par la méthode de référence (faux sensible).

Si I’ensemble des critéres d’acceptation sont satisfaits, la méthode testée est considérée

comme performante comparativement a la méthode de référence.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a comparer les résultats obtenus par
lecture aprés 24h et 48h d’incubation pour une méme méthode afin d’étudier I’impact du

temps d’incubation sur les performances des tests utilisés.

Concernant 1’analyse statistique des résultats, pour comparer les valeurs de CMI obtenues a
un temps donné (24 ou 48h) par deux méthodes différentes, ou lorsque nous devions comparer
les résultats de CMI obtenues par une méme méthode a 24 et a 48h, nous avons opté pour
I’utilisation du test de corrélation de Pearson. Ce test permet d’évaluer la puissance de la
relation entre deux séries de valeurs discontinues (CMI) non indépendantes (méme inocula
bactériens).

Le coefficient de corrélation r peut avoir une valeur comprise entre -1 et +1. Plus la valeur
absolue du coefficient est importante, plus la relation linéaire entre les variables est forte. Une
valeur absolue de 1 indique une relation linéaire parfaite. Une corrélation proche de 0 indique

I'absence de relation linéaire entre les variables.
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Pour déterminer si la corrélation entre les techniques est significative, nous utiliserons un

seuil de signification a = 0,05 auquel nous comparerons notre valeur-p.

- Valeur de p < a: la corrélation est statistiquement significative.

- Valeur de p > a : la corrélation n'est pas statistiquement significative.

Concernant la comparaison des résultats obtenus a 24 et a 48h par la méthode des disques, du
fait que les deux échantillons soient non indépendants et que les variables soient quantitatives,
réparties de fagon continue, nous avons opté pour 1’utilisation du test des séries appariées de

Student.

Enfin, nous avons également réalisé pour la méthode UMIC des tests de répétabilité et de
reproductibilité.

Pour cela, nous avons sélectionné 10 souches dont 4 avaient été déterminées résistantes au
linézolide par les différentes méthodes testées et 6 sensibles parmi lesquelles les souches
contrdles de S. aureus ATCC 29213 et d’E. faecalis CIP 20912.

Chaque souche a été testée en tripliqua par la méthode UMIC dans les mémes conditions
(méme jour, méme matériel et méme opérateur). Les résultats ont été relevés apres 24 heures
et 48 heures d’incubation a 37°C en atmosphere sans CO2.

Trois séries de tests ont été réalisées selon ce méme protocole a des jours différents.
Parallelement, pour la reproductibilité, les 10 souches ont également été testées par le
laboratoire biocentric (développeur de la méthode UMIC) et le CNR des Entérocoques.

Le critére retenu pour validation de I’essai correspond a + ou — une dilution du mode pour

95% des résultats obtenus.
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I.2.f : Recherche des supports de la résistance par Biologie moléculaire :

Une fois les résultats obtenus, 28 souches caractérisées résistantes au linézolide ont été
sélectionnées afin de rechercher les supports de cette résistance par des techniques de biologie
moléculaire.

Pour se faire, nous avons sélectionné toutes les souches pour lesquelles la CMI déterminée a
48h par méthode de référence ¢tait strictement supérieure a 4mg/L. Cette valeur
correspondant au cut-off défini par le CASFM pour caractériser une souche d’Entérocoque ou

de Staphylocoque résistante au linézolide.

Ainsi nous avons sélectionné 28 souches résistantes : 6 Enterococcus faecium, 6 Enterococcus

faecalis, 13 staphylococcus non aureus, et 3 souches de staphylococcus aureus (tableau 9).

Tableau 9 : Souches sélectionnées pour étude des supports génétiques de la résistance :

Espéce CMI a 48h par la
méthode de référence
(mg/L)
E. faecium 18-805 8
E. faecium 18-816 8
E. faecium 18-815 8
E. faecium 18-835 16
E. faecium 18-840 16
E. faecium 18-821 32
E. faecalis 20171902 8
E. faecalis 18-750 16
E. faecalis 18-709 16
E. faecalis 18-720 16
E. faecalis 18-684 32
E. faecalis 20162494 > 64
S. epidermidis 20181833 > 64
S. epidermidis 20150203 > 64
S. epidermidis 20162863 64
S. epidermidis 20162864 64
S. epidermidis 20150800 64
S. epidermidis 20161200 > 64
S. epidermidis 20160200 > 64
S. epidermidis 20180315 > 64
S. epidermidis 20190029 > 64
S. hominis 20170930 8
S. hominis 20130010 64
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S. capitis 20181789 16
S. capitis 20131315 64
S. aureus 20141036 32
S. aureus 20170827 16
S. aureus 20182303 8

Nous avons cherché dans la littérature les séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour
réaliser une amplification (PCR) puis un séquencage des différents génes ou plasmides a
l'origine de la résistance au linézolide chez les Staphylocoques et les Entérocoques [85]

(Tableau 10).

Tableau 10 : primers utilisés pour la PCR et le séquencage :

Gene Primer Séquence oligolucléotidique 5 — 3’

23s rDNA G2576T[86] 23s TGGGCACTGTCTCAACGA

rplC [85] plC ATGACCAAAGGAATCTTAGGG
rplC2 ACCCTGATTTAGTTCCGTCTA

rplD [85] rplD GCCGAATGTAGCATTATTCAA
rplD2 TCGCTTACCTCCTTAATG

rplV [85] plV CAACACGAAGTCCGATTGGA

Cfr [87] cfr TGTATGTTTTGACTTTCGGCACCGG

OptrA [88] OptrA TCAACCTTGAAAGGGGACAG

1) Préparation des souches :

A partir des souches congelées a -80°C, on effectue un repiquage sur gélose Columbia.
Apres 24h d’incubation, les colonies sont chargées dans des tubes coniques contenant de 1’eau

dépourvue de RNase.

2) Extraction :

Dans un premier temps, nous avons réalis¢ un meélange contenant 200uLl. de suspension
bactérienne préalablement préparée avec 290uL de Buffer G2 et 10 pL de protéinase K
permettant la digestion de la paroi bactérienne.

Ce mélange est alors vortéxé puis chauffé¢ pendant 3h a 56°C.

Apres incubation, ’extraction des acides nucléiques est réalisée sur ’automate QIAGEN®

EZ1.
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3) Amplification par PCR (polymérase chain réaction) :

a) Principe de la PCR :

La PCR permet I’amplification sélective, in vitro, de séquences d’acides nucléiques.

Deux courtes séquences d’ADN (primer) sont utilisées comme des amorces pour une enzyme
de réplication : I’ADN polymérase.

Les deux amorces sont choisies pour étre complémentaires d’une courte séquence de chaque
brin d’ADN. Elles sont positionnées de part et d’autre de la région d’intérét afin que le produit
d’extension par I’ADN polymérase de I’un des brins puisse servir de matrice pour 1’autre et
inversement.

Cette synthése a lieu simultanément sur chacun des deux brins d’ADN, le produit
d’amplification correspond donc a un segment d’ADN double brin dont les extrémités 5’ et 3’
sont constituées par les amorces. Ces produits d’amplification néosynthétisés vont a leurs
tours, apreés dénaturation par la chaleur, devenir des matrices et fixer des amorces qui seront
¢tendues par I’ADN polymérase, générant ainsi de nouvelles molécules.

Une réaction en chaine s’établit par la répétition des cycles de dénaturation, hybridation et

extension se traduisant par une accumulation exponentielle du fragment d’ADN cible.

Les réactifs nécessaires pour réaliser une PCR sont : I’ADN a amplifier (matrice), les deux
amorces encadrant la région a amplifier, les quatre désoxynucléotides triphosphates dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) en large exces et I’ADN polymérase thermostable (Taq

polymérase).
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La PCR est la répétition de trois étapes thermiques réalisées successivement dans un méme
tube (figure 8) :

- Dénaturation : séparation des deux brins d’ADN. Ouverture des deux brins d’ADN
complémentaires par rupture des liaisons entre les bases complémentaires : C-G,

A-T, a haute température.

- Hybridation : En se placant dans des conditions de renaturation de I’ADN par une
diminution de la température, les amorces oligonucléotidiques viennent s’hybrider

sur leurs séquences complémentaires.

- Extension : A partir de ’amorce, les désoxynucléotides présents en exces dans le
milieu sont ajoutés successivement par la Taq polymérase au brin d’ADN en
extension. Le brin néosynthétisé s’allonge dans le sens 5’- > 3°. Cette extension est
réalisée de fagon simultanée sur les deux brins d’ADN, a la fin du premier cycle, la
quantité d’ADN a doublé. En partant de deux brins initiaux, on obtient 2" aprés n

cycles.

Figure 8 : Schéma des différentes étapes de la PCR :
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Les geénes et plasmides impliqués dans la résistance au linézolide étants de plusieurs types,

nous avons réalisé plusieurs PCR adaptées selon les données de la littérature [88] (Tableau

11).

Tableau 11 : différents cycles utilisés en fonction des cibles a amplifier (Température et

durée) :
Dénaturation Hybridation Extension
Mutation de ’ARNr 23s 15 min 30 sec 10 min
rplD 94°C 52°C 72°C
rplC / rplD 15 min 30 sec 10 min
cfr 94°C 45°C 72°C
rplVv 15 min 30 sec 10 min
OptrA 94°C 58°C 72°C

Le mix de PCR est le méme pour les différentes PCR, seules les amorces utilisées changent.

Préparation du mix :

10 puL de Hot start mix QIAgen® (Taq polymérase et ANTP)
1 uL de primer 1 a 10 pm/ pLb

1 uL de primer 2 a 10 pm/ pL

- SuL d’eau

- 3 puL d’extrait d’ADN (matrice)

b) Electrophorese en gel d’agarose :

Cette étape permet de mettre en évidence ’ADN par I’intermédiaire du BET (Bromure
d’éthidium) ; agent intercalant, de fluorescence orangée sous lumiere UV. L’apparition d’une
bande confirme que ’ADN a été bien amplifié. L’utilisation d’une échelle de masse et de
poids permet de contrdler la taille du fragment amplifié (Figure 9).

L’¢lectrophorese en gel d’agarose a permis de mettre en évidence les supports plasmidiques
responsables de la résistance au linézolide (géne cfr, plasmide OptrA). Pour les genes
chromosomiques une étape supplémentaire de séquencage est nécessaire pour rechercher les

mutations.
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Figure 9 : Exemple d’électrophorése en gel d’agarose :

c¢) Purification du produit PCR :

A la fin de la réaction de PCR, les produits d’amplification se retrouvent mélangés a la
polymérase, aux excés de primer et de dNTP non utilisés pendant la réaction. Ces produits
doivent étre éliminés pour effectuer la réaction de séquence. Nous avons réalisé cette

purification a I’aide du kit InnuPREP PCR pure kit (analitik jenna).
4) Réaction de séquengage :

Le séquengage a ¢té réalisé sur I’ensemble des souches afin de mettre en évidence les
mutations génétiques impliquées dans la résistance au linézolide (mutations de I’ARNr 23s,

mutations rplC, rplD et rplV).
a) Principe de la réaction de séquencage :

Le séquengage est une PCR asymétrique avec une seule amorce et en plusieurs cycles.

Le milieu réactionnel est composé de dANTP (désoxynucléotides) normaux, de ddNTP
(didésoxynucléotides) marqués par des fluorochromes, d’une enzyme d’amplification et du
produit de PCR purifié.

Contrairement aux dNTP possédant un groupement OH en 3’, les ddNTP ne présentent qu’un
H ce qui ne permet pas a la polymérase de former une liaison phosphodiester entre un 3> OH
et un 5’P. Lorsqu’un ddNTP est incorporé au cours de I’élongation, celle-ci s’arréte. A la fin
de la réaction, le mélange est constitué¢ de fragments de tailles différentes marqués a leur
extrémité par un fluorochrome. Chaque base de nature différente (A, T, C et G) est couplée a

un fluorochrome émettant un signal de longueur d’onde spécifique.
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b) Purification de la réaction de séquence :

Le substrat obtenu a la fin de la réaction de séquence est purifi¢ par chromatographie pour

piéger les ddNTP libres, en exces. En effet ces ddNTP libres non incorporés lors de la

réaction pourraient parasiter les signaux de fluorescence spécifiques.

c) Electrophorese de séquencage :

Les différents fragments de tailles différentes

précédemment synthétisés sont alors séparés par

¢lectrophorése capillaire. Cette technique permet de séparer les brins d’ADN selon leur taille

a I’aide d’un gardian électrique. Plus le brin est petit, plus la migration est rapide. Chaque

fragment, a la fin de la migration, émet un signal de longueur d’onde spécifique a la nature de

la derniere base incorporée. L’enregistrement et 1’analyse spectrale de la fluorescence

spécifique du dANTP permettra alors d’assigner la base correspondante et de déterminer la

séquence nucléotidique du brin matrice (Figure 10).

Figure 10 : Principe général du séquencage par la méthode de Sanger :
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I1. Résultats :

II.1 : Souches controles :

Afin de valider chaque série de manipulations, nous avons utilis¢ 2 souches

controles sensibles :

e Staphylococcus aureus ATCC 29213 sensible au linézolide

e FEnterococcus faecalis CIP 103214 ¢galement sensible au linézolide

Ces deux souches ont été passées parallelement aux souches testées afin de valider les
résultats des souches sensibles de chaque série.
Les résultats attendus par les recommandations internationales (EUCAST/CASFM) sont

présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Cibles et limites acceptables des CMI et diamétres critiques pour les souches

ATCC selon les recommandations internationales :

CMI (mg/L) Diamétres (mm)
Cible Limites acceptables Cible Limites acceptables
S. aureus ATCC
29913 2 1-4 24 21-27
E. faecalis CIP
103214 2 1-4 22 19-25

La souche d’Enterococcus faecium 4920 résistante au linézolide issue de '"EEQ NEQUAS de

septembre 2018 a été utilisée comme témoin positif pour valider les souches résistantes

obtenues a chaque série.
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II.1.a : S.aureus ATCC 29213 :

Les résultats des diamétres d’inhibition mesurés par la méthode de diffusion en disques sont

reportés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Diamétres d’inhibition mesurés a 24 et 48h pour la souche de S. aureus ATTC

29213 .

Diameétres (mm) a 24h

Diamétres (mm) a 48h

Valeurs attendues

21-27

21-27

S. aureus ATCC 29213

S. aureus ATCC 29213

S. aureus ATCC 29213

S. aureus ATCC 29213

100% des diameétres obtenus pour les souches de S. aureus ATCC 29213 sont inclus dans les

valeurs acceptables définies par ’"EUCAST.

Les résultats des CMI obtenus par les différentes méthodes testées sont reportés dans le

tableau 14.

Tableau 14 : CMI mesurées a 24 et 48h pour la souche de S. aureus ATCC 29213 :

CMI (mg/L) a 24h

CMI (mg/L) a 48h

Valeurs
attendues

1-4

S. aureus ATCC 29213

Microdilution en
milieu liquide

UMIC

E-test

S. aureus ATCC 29213

Microdilution en
milieu liquide

UMIC

E-test

S. aureus ATCC 29213

Microdilution en
milieu liquide

UMIC

E-test

S. aureus ATCC 29213

Microdilution en
milieu liquide

UMIC

E-test
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Conclusion : 100% des CMI obtenues pour les souches de S. aureus ATCC 29213 par les
différentes méthodes testées sont inclues dans les valeurs acceptables définies par ’EUCAST.
Nous notons cependant que les valeurs retrouvées en E-test se situent principalement dans les
limites basses. Les résultats permettent ainsi de valider les données obtenues pour les souches

de Staphylocoques testées par la suite et sensibles au linézolide.
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IL.1.b: E. faecalis CIP 103214:

Les résultats des diametres d’inhibition et des CMI mesurés sont reportés dans les tableaux 15

et 16.

Tableau 15 : Diamétres d’inhibition mesurés a 24 et 48h pour la souche de d’E. faecalis CIP

103214 :

Diamétres (mm) a 24h

Diamétres (mm) a 48h

Valeurs attendues

19-25

19-25

E. faecalis CIP 103214

E. faecalis CIP 103214

E. faecalis CIP 103214

E. faecalis CIP 103214

100% des diameétres obtenus pour les souches d’E. faecalis CIP 103214 sont inclus dans les

valeurs acceptables définies par ’EUCAST.

Tableau 16 : CMI mesurées a 24 et 48h pour la souche d’E. faecalis CIP 103214 :

CMI (mg/L) 2 24h | CMI (mg/L) a 48h

Valeurs attendues

1-4

Microdilution en

E. faecalis CIP milieu liquide
103214 UMIC
E-test
Microdilution en
E. faecalis CIP milieu liquide
103214 UMIC
E-test
Microdilution en
E. faecalis CIP milieu liquide
103214 UMIC
E-test
Microdilution en
E. faecalis CIP milieu liquide
103214 UMIC
E-test

Conclusion : 100% des

CMI obtenues pour les souches d’E. faecalis CIP 103214 par les

différentes méthodes testées sont inclues dans les valeurs acceptables définies par "EUCAST.

Les résultats permettent ainsi de valider les données obtenues pour les souches

d’Entérocoques testées par la suite et sensibles au linézolide.
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IL.1.c: E. faecium NEQUAS 4920:

Les résultats des diameétres d’inhibition et des CMI mesurés sont reportés dans les tableaux 17

et 18.

Tableau 17 : Diamétres d’inhibition mesurés a 24 et 48h pour la souche d’E. faecium

NEQUAS 4920 :

Diamétres (mm) a 24h

Diamétres (mm) a 48h

Valeurs attendues

<19

<19

E. faecium NEQUAS 4920

E. faecium NEQUAS 4920

E. faecium NEQUAS 4920

E. faecium NEQUAS 4920

100% des diameétres obtenus pour les souches d’E. faecium NEQUAS 4920 sont concordantes

avec les valeurs attendues pour cette souche.

Tableau 18 : CMI mesurées a 24 et 48h pour la souche d’E. faecium NEQUAS 4920 :

CMI (mg/L) a 24h CMI (mg/L) a 48h
Valeurs attendues >4
Microdilution en
E. faecium NEQUAS | milieu liquide
4920 UMIC
E-test
Microdilution en
E. faecium NEQUAS | milieu liquide
4920 UMIC
E-test
Microdilution en
E. faecium NEQUAS | milieu liquide
4920 UMIC
E-test
Microdilution en
E. faecium NEQUAS | milieu liquide
4920 UMIC
E-test

Conclusion : 100% des CMI obtenues pour les souches d’E. faecium NEQUAS 4920 par les

différentes méthodes testées sont concordantes avec les valeurs attendues pour cette souche.

Ces résultats permettent ainsi de valider les données obtenues pour les souches testées et

résistantes au linézolide.
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I1.2 : Etude de 55 souches d’ Entérocoques :

I1.2.a : Diffusion en milieu gélosé (méthode des disques) :

Lecture a 24h :

Parmi les 55 souches d’Entérocoques €tudiées, 11 ont été catégorisées résistantes apres 24h
d’incubation. Soit 20% de I’effectif total.
Les diamétres d’inhibition varient de 6 a 14 mm pour les souches catégorisées résistantes et

de 19 a 27 mm pour les souches catégorisées sensibles (figure 11).

Figure 11 : Répartition des diameétres d’inhibition a 24h dans la population d’Entérocoques :
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Nous avons comparé¢ les résultats ci-dessus avec les valeurs obtenues par la méthode de
référence de microdilution en milieu liquide a 24h (Tableau 19).

Par cette méthode, 9 souches, soit 16,4% sont déterminées résistantes au linézolide.

Tableau 19 : Disques vs référence : Classification des souches d’Entérocoques a 24h :

Référence
Entérocoques 24h
S R
. S 44 0
Disques
R 2 9
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Lecture a 48h :

Apres 48h d’incubation, 13 souches (23,6%) ont un diamétre inférieur au diamétre critique de
19mm. Les valeurs se répartissent de 6 a 13 mm pour les souches catégorisées résistantes et

de 19 a 26 mm pour les souches catégorisées sensibles.

La répartition des diametres mesurés a 48h est représentée dans la figure 12.

Figure 12 : Répartition des diamétres d’inhibition a 48h dans la population d’Entérocoques :
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La détermination de la CMI par méthode de référence met également en évidence 13 souches

résistantes au linézolide a 48h (tableau 20).

Tableau 20 : Disques vs référence : Classification des souches d’Entérocoques a 48h :

Référence
Enterocoques 48h
S R
. 42 0
Disques
0 13

Apres 48h d’incubation la méthode de diffusion en disque donne des résultats similaires a

ceux de la méthode de référence (p< 0,005).
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Par la méthode des disques, 2 souches (3,6%) initialement catégorisées sensibles a 24h ont vu
leur diametre d’inhibition se réduire significativement (respectivement de 20 a 13 mm et de
19 a 12 mm) pour étre finalement caractérisées résistantes apres 48h d’incubation. Soit 15,4%
des souches résistantes sont récupérées aprés une prolongation d’incubation de 24h
supplémentaire.

Il existe une différence significative entre les diamétres observés a 24h et a 48h (p< 0,005).

Par la méthode de référence, 4 souches résistantes auraient été classées sensibles au linézolide
si une seule lecture avait été réalisée a 24h. La lecture a 48h permet de récupérer 30,7% des
souches résistantes au linézolide.

Pour les Enterocoques la méthode des disques semble supérieure a la méthode de référence a
24h. Cependant, une incubation de 48h reste nécessaire pour ces deux techniques afin de

dépister toutes les souches résistantes.
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I1.2.b : Mesure de la CMI par un test en gradient de diffusion (E-test) :

Aprés 24h d’incubation :

Selon la méthode de référence, 9 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 46 souches S dont les CMI varient de 1 a 4 mg/L.

Selon les E-test, 10 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 & >64 mg/L. 45
souches S dont les CMI varient de 1 a 4 mg/L (Figures 13 ; 14 et tableau 21).

Figure 13 : E-test vs référence : répartition des CMI 4 24h dans la population

d’Entérocoques :
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Figure 14 : E-test vs référence : répartition des CMI 4 24h dans la population

d’Entérocoques :
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Tableau 21 : E-test vs référence : Classification des souches d’Entérocoques a 24h :

Référence
Entérocoques 24h
S R
45 0
E-test
R 1 9

1 souche est classée résistante par méthode E-test et sensible par la méthode de référence. A
24h cette souche est catégorisée R avec la méthode des disques mais sensible par la méthode

UMIC.

Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,81) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode E-test par rapport a celles obtenues par la méthode de

référence a 24h (Figure 15).

Figure 15 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 24h chez les Entérocoques par la

méthode E-test par rapport a la méthode de référence :
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Aprés 48h d’incubation :

Selon la méthode de référence, 13 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 42 souches S dont les CMI varient de 2 a 4 mg/L.

Selon les E-test, 13 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64 mg/L. 42
souches S dont les CMI varient de 2 a 4 mg/L.

Les souches catégorisées R a 24h le sont aussi a 48h. Pour le E-test : 3 souches S a 24h sont
retrouvées R aprés 48h d’incubation. La souche initialement identifié¢e comme résistante
uniquement par E-test se retrouve catégorisée R par 1’ensemble des techniques aprés 48h

d’incubation (Figures 16 et 17). L’accord de catégorie est de 100 %.

Figure 16 : E-test vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population

d’Entérocoques :
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Figure 17 : E-test vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population

d’Entérocoques :
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Aucun écart supérieur a deux dilutions n’est observé. L’accord essentiel est de 100,0%.
La lecture des E-test a 48h ne met pas en évidence de souches faussement résistantes ou

faussement sensibles. L’écart majeur et I’écart trés majeur sont donc de 0,0% (Tableau 22).

Tableau 22 : E-test vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h chez les

Entérocoques :

Résultats calculés Résultats attendus
AC 100 % >90%
AE 100 % >90%
EM 0% <3%
ETM 0% <3%

Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,86) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode E-test par rapport a celles obtenues par la méthode de

référence a 48h (Figure 18).
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Figure 18 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 48h chez les Entérocoques par la

méthode E-test par rapport a la méthode de référence :
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La méthode E-test donne des résultats acceptables comparée a la méthode de référence sur la
population de 55 Entérocoques. La sensibilité ainsi que la spécificité du E-test sont exellentes

apres 48h d’incubation.

Néanmoins, une incubation prolongée a 48h est nécessaire pour identifier 1’ensemble des
souches résistantes. En effet, 3 souches résistantes n’ont pas €té correctement catégorisées
apres seulement 24h d’incubation, soit une erreur de catégorisation concernant 23,1% des

souches d’Entérocoques résistantes.

Il semblerait également que la méthode E-test soit légerement plus perforamante que la
méthode de référence pour une incubation courte de 24h. En effet, le E-test a permis de mettre
en évidence 10 souches résistantes sur 13 apres seulement 24h d’incubation contre seulement
9 pour la méthode de référence. Cependant, les performances des deux méthodes semblent

étre similaires si la lecture se fait aprés 48h d’incubation.
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IL.2.c : Méthode de microdilution en milieu liquide type UMIC :

A24h:

Selon la méthode de référence, 9 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 46 souches S dont les CMI varient de 1 a 4 mg/L.

Avec le test UMIC, les mémes souches sont également catégorisées R avec des CMI allant de

8 a >64 mg/L. 46 souches S dont les CMI varient de 1 a 4 mg/L (Figures 19 et 20).

Figure 19 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population

d’Entérocoques :
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Figure 20 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population

d’Entérocoques :
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Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,86) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode UMIC par rapport a celles obtenues par la méthode de

référence a 24h (Figure 21).

Figure 21 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 24h chez les Entérocoques par la

méthode UMIC par rapport a la méthode de référence :
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Lecture a 48h :

Selon la méthode de référence, 13 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 42 souches S dont les CMI varient de 2 a 4 mg/L.

Avec UMIC, les 13 mémes souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64 mg/L.

Les 42 souches S d’apres la méthode de référence le sont aussi avec le kit UMIC avec des

CMI allant de 1 a 4 mg/L (Figures 22 et 23).

Figure 22 : UMIC vs référence :
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A 48h, 89,1% des mesures sont identiques entre les deux méthodes testées.
Aucune valeur de CMI mesurée par la méthode UMIC ne présente un écart supérieur a deux
dilutions par rapport a la méthode de référence. A noter également 1’absence de faux résistant

et de faux sensible.

Ainsi, ’AC et I’AE sont de 100,0% ; I’EM et ’ETM sont de 0,0% (Tableau 23).

Tableau 23 : UMIC vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h chez les

Entérocoques :

Résultats calculés Résultats attendus
AC % >90%
AE % >90%
EM % <3%
ETM % <3%

Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,96) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode UMIC par rapport a celles obtenues par la méthode de
référence a 48h (Figure 24).

Figure 24 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 48h chez les Entérocoques par la

méthode UMIC par rapport a la méthode de référence :

70

60

50

40 |
30 "
.

10
N 2
0 ..

0 10 20 30 40 50 60 70

57



Le kit UMIC linézolide montre de bons résultats sur un effectif de 55 souches d’Entérocoques
a 48h. Sa sensibilité est excellente car il permet de détecter toutes les souches résistantes. Il en
va de méme pour sa spécificité. En effet, toutes les souches sensibles au linézolide ont été

catégorisées comme tel par la méthode UMIC.

Une incubation prolongée permet de recatégoriser résistantes 4 souches initialement classées
sensibles a 24h. 30,8% des souches d’Entérocoques résistantes au linézolide ne sont mises en
¢vidence que si la lecture est effectuée au bout de 48h d’incubation. Il existe une différence
significative (p = 0,324) entre les résultats obtenus a 24h et a 48h d’incubation.

Ainsi, le kit UMIC présente d’excellents résultats mais une incubation prolongée a 48h est

nécessaire pour cette technique.
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I1.3 Etude de 55 Staphylococcus aureus :

I1.3.a : Diffusion en milieu gélosé (méthode des disques) :

Lecture a 24h :

Avec la méthode des disques, parmi les 55 souches de staphylococcus aureus étudiées, 2 ont
¢été catégorisées résistantes apres 24h d’incubation. Soit 3,6% de ’effectif total.

Les diamétres d’inhibition mesurés pour ces souches sont de 10mm et 20mm (pour un
diametre critique D=21 mm). Pour les autres souches, les diameétres sont compris entre 21 et

28mm (Figure 25).

Figure 25 : Répartition des diamétres d’inhibition a 24h dans la population de S. aureus :
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Les résultats obtenus ont été comparés avec la méthode de référence.

Cette derniére met en évidence deux souches résistantes dont les CMI respectives sont de 8 et
l16mg/L.

Chaque méthode met en évidence 2 souches R mais seule une souche est catégorisée R par les
deux méthodes. Une souche est catégorisée S par les disques (diamétre = 24mm) mais R par
la méthode de référence (CMI = 8mg/L). Une souche est retrouvée R par la méthode des
disques (d = 20mm) mais S par la méthode de référence (CMI = 2mg/L).

Les résultats sont reportés dans les tableaux 24 et 25.
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Tableau 24 : Valeurs des diameétres d’inhibition et de CMI chez les trois souches de S. aureus

discordantes a 24h :

Diamétre d’inhibition (mm) CMI (mg/L)
S. aureus 20170827 8
S. aureus 20141036 10 16
S. aureus 20152722 20

Tableau 25 : Disques vs référence : Classification des souches de S. aureus a 24h :

S. aureus 24h Référence
S R
52 1
Disques

Lecture a 48h :

Par la méthode de référence, 3 souches ont été catégorisées résistantes avec des CMI de 8, 16

et 32mg/L. 52 souches ont été catégorisées sensibles avec les CMI inférieures ou égales a

4mg/L (Tableau 26).

Apres 48h d’incubation, 7 souches (12,7%) ont un diamétre d’inhibition inférieur au diametre
critique de 21mm. Les valeurs sont respectivement de 6, 10, 19 et 20mm. Pour les souches

catégorisées sensibles, le diametre varie de 21 a 26mm (Figure 26).

Les 3 souches résistantes en méthode de référence le sont aussi en disque.

4 souches présentent une fausse résistance avec la méthode des disques.

Pour les 2 souches catégorisées faussement sensibles a 24h, le diamétre d’inhibition passe
respectivement de 24 a 19 mm et de 24 a 10mm a 48h.

La souche catégorisée résistante uniquement en disque a 24h présente quant a elle un diameétre
de 21mm a 48h et est donc catégorisée sensible. Cette souche est déterminée faussement

résistante a 24h puisqu’elle a une CMI en méthode de référence de 4 mg/L.
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Figure 26 : Répartition des diamétres d’inhibition a 48h dans la population de S. aureus :
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Tableau 26 : Disques vs référence : Classification des souches de S. aureus a4 48h :

Référence
S. aureus 48h
S R
S 48 0
Disques
R 4 3

Ainsi, comme le montre le tableau 26, 4 souches de S. aureus sont retrouvées faussement
résistantes au linézolide aprés une incubation prolongée de 48h. Cela correspond a une
spécificité de 92,3%. La sensibilité de la méthode des disques a 48h est de 100% puisque tous
les S. aureus résistants ont été¢ correctement mis en évidence. En se rapportant aux résultats
précédents, la sensibilité réelle de la méthode des disques a 24h n’est que de 33%.

Nous observons donc sur les S. aureus qu’une incubation de 48h permet de récupérer 66% des
souches résistantes au linézolide pour la méthode des disques contre 33% pour la méthode de

référence mais que cette incubation prolongée augmente le taux de faux résistants.
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24h

I1.3.b : Mesure de la CMI par un test en gradient de diffusion (E-test) :

Apres 24h d’incubation :

Que ce soit avec la méthode de référence ou avec le E-test, 53 souches sont catégorisées S
avec des CMI variants de 0,5 a 2mg/L pour le E-test et de 1 a 4 mg/L pour la méthode de
référence.

1 souche est catégorisée sensible par la méthode E-test (CMI= 4mg/L) mais résistante par la
méthode de référence (CMI = 8mg/L).

Enfin, 1 souche est déterminée résistante au linézolide par les deux méthodes testées avec des

CMI de 32mg/L pour le E-test et 16mg/L pour la méthode de référence (Figures 27 et 28).

Figure 27 : E-test vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de S. aureus :
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Figure 28 : E-test vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de S. aureus :
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Nous observons que le E-test a tendance a sous-estimer la valeur de la CMI des S. aureus par

rapport a la méthode de référence dés 24h d’incubation.
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Lecture a 48h :

Avec la méthode de référence et le E-test, respectivement 52 et 53 souches sont catégorisées S
avec des CMI variants de 0,5 a 2mg/L pour le E-test et de 2 a4 4 mg/L pour la méthode de
référence.

1 souche est catégorisée sensible par la méthode E-test (CMI= 4mg/L) mais résistante par la
méthode de référence (CMI = 8mg/L).

Enfin, 2 souches sont déterminées résistantes au linézolide par les deux méthodes testées avec
des CMI de 16 et 64mg/L pour le E-test contre 16 et 32mg/L pour la méthode de référence
(Figures 29 et 30).

Figure 29 : E-test vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de S. aureus :

50
40 -
30 -
20 -
10 - H Référence

M E-test

D_ T S T —_—— ]

0,25- 2 4 8 16 32 =64

Nombre de souches

CMI linézolide (mg/L)

Figure 30 : E-test vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de S. aureus :

48h 0,5 1 2 4 8 16 32 64 >64
0.5 1 1
1 24 18
2 2 6
4 1
8
16 1
32
64 1
>64
63

Rapport- gratuit.com @

LE NUMERD 1 MONDIAL DU MEMOIRES



La souche mal catégorisée par le E-test a 24h est toujours déterminée sensible au lieu de
résistante a 48h. Aucune autre erreur de catégoristion n’est remarquée. I’AC est toujours de

98,2%.

20 souches présentaient un écart de CMI supérieur a deux dilutions par rapport a la méthode
de référence. L’ AE calculé est de 58,2% avec seulement 5,5% de valeurs identiques.

Nous observons que le E-test a tendance a sous-estimer la valeur de la CMI des S. aureus par
rapport a la méthode de référence.

L’EM est de 0,0% car le E-test n’a pas caractérisé de souche faussement résistante.

Une des 3 souches résistantes est catégorisée faussement sensible par la méthode E-test.
L’ETM est donc de 33,3%.

La sensibilité de I’E-test a 48h par rapport a la méthode de référence est de 66,7% puisqu’une
des 3 souches résistantes n’a pas été¢ déterctée par le E-test contre 33,3% a 24 heures. Sa

spéificité est quant a elle de 100% (Tableau 27). Une incubation de 48h est donc obligatoire.

Tableau 27 : E-test vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h chez les S.

aureus .

Résultats calculés Résultats attendus
AC % >90%
AE 58,2 % >90%
EM % <3%
ETM 33.3% <3%
Sensibilité 66,7 %
Spécificité 100 %
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I1.3.c : Méthode de microdilution en milieu liquide type UMIC :

Lecture a 24h :

Selon la méthode de référence, 53 souches sont catégorisées S avec des CMI allant de 1 a 4

mg/L. Deux souches résitantes sont identifiées avec des CMI de 8 et 16mg/L.
Il en va de méme pour les résultats obtenus avec le kit UMIC. Les CMI observées variants de
1 2 4 mg/L pour les souches sensibles et de 16 a 64mg/L pour les résistantes (Figures 31 et

32).

Figure 31 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de S. aureus :
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Figure 32 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de S. aureus :
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Lecture a 48h :

Selon la méthode de référence, 52 souches sont catégorisées S avec des CMI allant de 1 a 4

mg/L. Trois souches résitantes sont identifiées avec des CMI de 8, 16 et 32mg/L.
Il en va de méme pour les résultats obtenus avec le kit UMIC. Les CMI observées varient de 1
a 4 mg/L pour les souches sensibles et respectivement de 8, 16 et 32mg/L pour les résistantes

(Figures 33 et 34).

Figure 33 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de S. aureus :
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Figure 34 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de S. aureus :
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Toutes les souches ayant été correctement catégorisées par la technique UMIC a 48h, I’AC est
de 100%.

Aucun écart de CMI supérieur a deux dilutions par rapport a la méthode de référence n’a été
observé. L’AE calculé est donc de 100% avec 87,3% de valeurs identiques entre les deux
méthodes.

L’EM est de 0,0% car I’'UMIC n’a pas caractérisé de souche faussement résistante.

De la méme maniere, L’ETM est de 0,0% puisqu’aucun faux sensible n’a été mis en évidence

(Tableau 28).
La sensibilité¢ de I’'UMIC a 48h par rapport a la méthode de référence est de 100% puisque
toutes les souches résistantes sont correctement détectées, contre 66,7% a 24 heures. Sa

spéificité est également de 100%. Une incubation de 48h est donc obligatoire.

Tableau 28 : UMIC vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h chez les S.

aureus .

Résultats calculés Résultats attendus
AC % >90%
AE % >90%
EM % <3%
ETM % <3%
Sensibilité 100 %
Spécificité 100 %

Les résultats observés a 48h montrent que le kit UMIC est performant pour mettre en
évidence les souches de SA résistantes au linézolide. Il permet également de déterminer avec

une bonne précision leur CML

67



I1.4 Etudes de 53 Staphylococcus non aureus :

I1.4.a : Diffusion en milieu gélosé (méthode des disques) :

Lecture a 24h :

Parmi les 53 souches étudiées, 14 ont été catégorisées résistantes aprés 24h d’incubation par
la méthode des disques. Soit 26,4% de I’effectif total. Les diamétres d’inhibition pour ces
souches sont de 6mm pour 11 d’entre elles, 14mm et 20mm pour les dernicres.

Pour les 39 souches catégorisées S, les diametres s’étendent de 22 a 33mm.

La répartition des diameétres d’inhibition mesurés a 24h est représentée sur la figure 35.

Figure 35 : Répartition des diameétres d’inhibition a 24h dans la population de SCN :
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Par la méthode de référence, 13 souches ont été déterminées résistantes au linézolide (Tableau

29).

Tableau 29 : Disques vs référence : Classification des souches de SCN a 24h :

Référence
SCN 24h
S R
39 0
Disques
R 13

68



Lecture a 48h :

Aprées une incubation prolongée a 48h, aucune nouvelle souche n’est retrouvée résistante avec
la méthode des disques. Nous avons donc toujours 14 souches résistantes. Soit 26,4% de
I’effectif total. Les diameétres d’inhibition pour ces souches sont de 6mm pour 12 d’entre elles
et de 15 et 17mm pour les deux autres.

Pour les 39 souches catégorisées S, les diamétres s’étendent de 22 a 32mm.

La répartition des diametres d’inhibition mesurés a 48h est représentée sur la figure 36.

Figure 36 : Répartition des diamétres d’inhibition a 48h dans la population de SCN :
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La répartition des diametres d’inhibition ne semble pas changer significativement apres 24h

d’incubation supplémentaire (p< 0,05).

A 48h, la méthode de référence met en évidence une souche résistante de plus qu’a 24h. Cette
souche correspond a celle retrouvée résistante uniquement par la méthode des disques a 24h

(Tableau 30).
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Tableau 30 : Disques vs référence : Classification des souches de SCN a 48h :

Référence
SCN 48h
S R
S 39 0
Disques
R 0 14

A 48h, les résultats sont comparables a ceux obtenus apres seulement 24h d’incubation. La
sensibilité et la spécificité de la méthode des disques sont de 100% pour la population de SCN
¢tudiée. Toutes les souches résistantes sont bien détectées et toutes les souches sensibles sont

bien catégorisées S dés 24h d’incubation.
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I1.4.b : Mesure de la CMI par un test en gradient de diffusion (E-test) :

Aprés 24h d’incubation :

Selon la méthode de référence, 13 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 40 souches S dont les CMI varient de 0,5 a 2 mg/L.
Avec les E-test, 12 des 14 souches résistantes sont également catégorisées R avec des CMI
allant de 16 a >64 mg/L. 41 souches S dont les CMI varient de 0,5 a 4 mg/L. (Figures 37 et

38).

Figure 37 : E-test vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de SCN :
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Figure 38 : E-test vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de SCN :

24h 0,5 1 2 4 8 16 32 64 =64
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Apres 24h d’incubation, la méthode de diffusion en milieu gélosé donne des résultats de CMI
significativement comparables a ceux obtenus par la méthode de microdilution en milieu
liquide sur la population de SNC étudiée (coefficient de corrélation r = 0,81 ; p< 0,05)(Figure
39).

Figure 39 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 24h chez les SCN par la méthode

E-test par rapport a la méthode de référence :
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Lecture a 48h :

Pour la méthode de référence, une souche suplémentaire est trouvée R. Soit un total de 14
résistantes. Ces souches R présentent des CMI de 64 mg/L pour la grande majorité (12/14) et
de 8 et 16mg/L pour les deux restantes. Pour les 39 souches S les CMI varient de 1 a 4 mg/L.

Avec les E-test, les 14 mémes souches sont également catégorisées R avec des CMI égales a

64 mg/L pour 11 d’entres elles et de 8 et 32mg/L pour les 3 autres. Pour les 39 souches S les
CMI varient de 0,5 a 2 mg/L (Figures 40 et 41).
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48H

Figure 40 : E-test vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de SCN :
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Figure 41 : E-test vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de SCN :

L’AC est de 100%.

Cependant, 9 souches présentent un écart de CMI supérieur a deux dilutions comparativement
a la méthode de microdilution en milieu liquide. L’AE est de 77,4% avec seulement 17% de
valeurs identiques.

Il semblerait qu’a 48h les E-tests ont tendance a légérement sous estimer la CMI des SCN
sensibles.

Aucun faux sensible et aucun faux résistant n’ont été rettrouvés. L’EM et ’ETM sont de 0,0%

La sensibilité et la spécificité du E-test sont de 100% dans notre étude (Tableau 31).
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Tableau 31 : E-test vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h chez les SCN -

Résultats calculés Résultats attendus
AC % >90%
AE 77,4 % >90%
EM % <3%
ETM % <3%
Sensibilité 100 %
Spécificité 100 %

Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,956) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode E-test par rapport a celles obtenues par la méthode de

référence a 48h (Figure 42).

Figure 42 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 48h chez les SCN par la méthode

E-test par rapport a la méthode de référence :
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Du fait d’un AE inférieur a 90%, la méthode E-test ne semble pas étre adaptée pour une
lecture a 48h chez les SCN. En effet, cette méthode a tendance a minimiser les CMI en
comparaison a la méthode de référence. Ainsi, il existe un risque de non négligeable d’obtenir
une valeur de CMI inférieure a au moins deux dilutions par rapport a la méthode de référence.

Cela pouvant avoir un impact au niveau de la prise en charge du patient traité.
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I1.4.c : Méthode d¢ microdilution len milieu liquide type UMIC :

Aprés 24h d’incubation :

Selon la méthode de référence, 13 souches sont catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 40 souches S dont les CMI varient de 0,5 & 2 mg/L.

Avec les UMIC, 14 souches sont également catégorisées R avec des CMI allant de 8 a >64

mg/L. 39 souches S dont les CMI varient de 0,5 a 2 mg/L (Figures 43 et 44).

Figure 43 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de SCN :
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Figure 44 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h dans la population de SCN :
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Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,97) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode UMIC par rapport a celles obtenues par la méthode de
référence a 24h (Figure 45).

Figure 45 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 24h chez les SCN par la méthode

UMIC par rapport a la méthode de référence :
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Aprés 24h d’incubation, le kit UMIC donne des résultats de CMI significativement
comparables a ceux obtenus par la méthode de microdilution en milieu liquide sur la

population de SCN ¢étudiée.

Lecture a 48h :

Pour la méthode de référence, une souche suplémentaire est trouvée R. Soit un total de 14
résistantes. Ces souches R présentent des CMI de 64 mg/L pour la grande majorité (12/14) et
de 8 et 16mg/L pour les deux restantes. Pour les 39 souches S les CMI varient de 1 a 4 mg/L.

Avec les UMIC, les 14 mémes souches sont également catégorisées R avec des CMI égales a

64 mg/L pour 12 d’entres elles et de 8mg/L pour les 2 autres. Pour les 39 souches S les CMI
varient de 1 a 4 mg/L (Figures 46 et 47).
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Figure 46 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de SCN :
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Figure 47 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 48h dans la population de SCN :

48h 0,5 1 2 4 8 16 32 64 =B4

La souche initialement identifiée résistante uniquement en méthode UMIC est bien retrouvée
résistante par la méthode de référence a 48 heures. L’AC est donc de 100%.

Auncun écart de CMI supérieur a deux dilutions comparativement a la méthode de
microdilution en milieu liquide n’a été retrouvé. L’AE est de 100% avec 71,7% de valeurs

identiques.
Aucun faux sensible et aucun faux résistant n’ont été rettrouvés. L’EM et ’ETM sont de 0,0%

La sensibilité et la spécificité de la méthode UMIC sont de 100% aussi bien a 24h qu’a 48h
dans notre étude (Tableau 32).
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Tableau 32 : UMIC vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h chez les

SCN -
Résultats calculés Résultats attendus

AC % >90%
AE % >90%
EM % <3%
ETM % <3%

Sensibilité 100 %

Spécificité 100 %

Il existe une corrélation positive (coeffifient de correlation r =0,999) significative (p <0,05)
entre les CMI obtenues par méthode UMIC par rapport a celles obtenues par la méthode de
référence a 48h (Figure 48).

Figure 48 : Graphique de comparaison des CMI obtenues a 48h chez les SCN par la méthode

UMIC par rapport a la méthode de référence :
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La méthode de détermination de la CMI du linézolide du kit UMIC donne des résultats
significativement comparables a ceux retrouvés par la méthode de référence. Et cela aussi

bien aprés 24h que 48h d’incubation.
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11.5 : Evaluation du test UMIC :

IL.5.a : Répétabilité :

Les résultats des tests de répétabilité réalisés au laboratoire du CH d’Aix en provence sont

présentés dans les tableaux 33 et 34.

Tableau 33 : Résultats des tests de répétabilité aprés 24 heures d’incubation :

souches Série 1 (mg/L) | Série 2 (mg/L) | Série 3 (mg/L)

S. aureus ATCC 2 2 ) 2 2 2 2 2 2

E. faecalis ATCC 2 2 2 2 2 2 2 2 2

E. faecalis 18-720 8 8 8 8 8 8 8 8 8

E. faecalis 18-840 8 8 8 8 8 8 8 8 8

E. faecalis 18-684 | 30 | 32 [ 32 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16

S. epidermidis 32 132132 (32]32(32]32|32]|32
20162862
S. epidermidis 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20162525
E. faecium 1|1 |t 1t|1]1]1]1]1
20151973
S. aureus 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20161770
S. aureus 20212122122 |2]|2
20161141

79



Tableau 34 : Résultats des tests de répétabilité apres 48 heures d’incubation :

souches Série 1 (mg/L) | Série 2 (mg/L) | Série 3 (mg/L)

S. aureus ATCC 4 4 4 4 4 4 2 2 2

E. faecalis ATCC 2 2 ) 2 2 2 2 2 2

E. faecalis 18-720 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16

E. faecalis 18-840 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16

E. faecalis 18-684 | 3> | 32 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16

S. epidermidis 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 32 | 64 | 64
20162862
S. epidermidis 2 2 2 2 2 2 2 2 2
20162525
E. faecium 2 2 2 2 2 2 2 2 2
20151973
S. aureus 2 2 2 2 2 2 2 2 2
20161770
S. aureus 2 2 2 2 2 2 2 2 2
20161141

Selon les criteres retenus, la répétabilité¢ de la méthode UMIC est de 100% aussi bien a 24

qu’a 48 heures d’incubation.
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IL.5.b : Reproductibilité :

Les résultats des tests de reproductibilité effectués dans 3 laboratoires différents sont

représentés dans les tableaux 35 et 36.

Tableau 35 : Résultats des tests de reproductibilité apres 24 heures d’incubation :

Lecture: 24h Labo 1 Labo 2 Labo 3
Souche: Série 1 Série 2 Série 3 Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 112| 3
SAUATCC29213) 2 | 2| 2|2 |2]|2|2|2|22|2|2Q2|[2] 2 ]4 4 412 2 23 2)2] 2
EFAATCC 29212 2 212121 2|12)2|2|202|2|2})2)]2 2 2 2 202 2 2 2 2 2
20161770 SA2 1 |1|1j1|1|1)1|1|1)2|2|22|2| 21}2 2 211 1 1) 2§)2] 2
18-720 8 |[8|8|8|8|8|8|8|8J8|8|8J8|8| 8 J16| 16 |16J8 8 3] 8] 8] 8
20161141 SA3 2 (2122|222 |2|202|2(20Q2|2| 2 )2 2 211 1 1§ 2Q)2] 2
20162525 SE3 1 |1|1j1|1|1)1|1|1fj1|1|1}2|[2] 2 )1 1 111 1 1J1Q31]05
20162862 SE4 32 |32|32]32]|32|32]32|32(32]32(32(32]32|64| 64 |32| 32 |32]64 64 64] 32 |32] 32
20151973 EFI3 1 1111|141 |1(101|1({1¢11]1 1 1 1 111 1 1 212 2
18-684 32 |32|32)16|16|16)16| 16| 16)16|16|16)16]|16| 16 §J16| 16 |16)16 16 16] 16 J16] 16
18-840 8 |[8|8]8|8|8|8|8|8J8|8|8)]8|8| 81|38 8 8|8 8 8] 8]8] 8
L‘::::;:fh Valeur modale | Valeur minimale | Valeur maximale +/- 1 dilution n= Reproductibilité
SAU ATCC 29213 2 1 4 24 24 100,0
EFA ATCC 29212 2 2 | 4 24 24 100,0
20161770 SA2 .| 0,5 2 24 24 100,0
18-720 8 4 16 24 24 100,0
20161141 SA3 2 1 4 24 24 100,0
20162525 SE3 1 0,5 2 24 24 100,0
20162862 SE4 32 16 64 24 24 100,0
20151973 EFI3 . | 0,5 2 24 24 100,0
18-684 16 8 32 24 24 100,0
18-840 8 4 16 24 24 100,0
Totaux 240 240 100,00

81




Tableau 36 : Résultats des tests de reproductibilité aprés 48 heures d’incubation :

Selon les criteres retenus, la reproductibilité de la méthode UMIC est de 100% aussi bien a 24

qu’a 48 heures d’incubation.

Nous pouvons néanmoins constater que les résultats

obtenus a 48 heures

sont

significativement supérieurs a ceux obtenus aprés 24 heures d’incubation. Cependant, les

différences remarquées sont inférieures a deux dilutions d’écart et n’impactent pas la

catégorisation des souches testées.
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Lecture: 48h Labo 1: CH Aix Labo 2: Biocentric Labo 3 CNR
Souche: Série 1 Série 2 Série 3 Série 1 Série 2 Série 3 Seérie 4 112])] 3
SAUATCC 29213 4 | 4 4| 4| 4)12|2|204|a|4a)j4|4]| 4 4 404 4 4] 4)4)] 4
EFAATCC 29212 2 2 21212122 202|2|2})2]2 2 |2 2 20102 2 230 2Q)2)| 2
20161770 SA2 2 2 212|212 (2|204|a|a)2]2 2 14 4 412 2 2| 2()2] 2
18-720 16 |16|16|16|16|16]|16| 16|16 16| 16| 16Q16|16| 16 16| 16 |16]16 16 16] 16 16| 16
20161141 SA3 2 212|122 (2]2|2|]202|]2]|2)4]|4 2 |4 2 212 2 214 )2] 2
20162525 SE3 2 2| 212|12|2)12]|2]|2Q02|2|2)J2]|2 2 |2 2 2012 2 2)21Q)2] 2
20162862 SE4 64 |64|64|64|64|64]|32|64|64)64|64|64]64|64| 64 | 64| 128 |64]64 64 64]128) 64| 32
20151973 EFI3 2 212|122 (2)2|2|22|2|2]2|2 | cont] 2 2 2012 2 23 2Q)2| 4
18-684 32 |32|16|16|16|16|16| 16| 16)32|32|32132|16| 16 |32| 16 |32]16 16 16] 16 | 32| 32
18-840 16 |16|16|16|16|16]|16| 16| 16]16| 16| 16416|16| 16 J16| 16 |16]J16 16 16] 16 | 16| 16
L‘;tu": ash Valeur modale | Valeur minimale | Valeur maximale +/- 1 dilution n= Reproductibilite
ouche:
SAU ATCC 29213 4 2 8 24 24 100,0
EFA ATCC 29212 2 1 4 24 24 100,0
20161770 SA2 2 1 4 24 24 100,0
18-720 16 8 32 24 24 100,0
20161141 SA3 2 i 4 24 24 100,0
20162525 SE3 2 1 4 24 24 100,0
20162862 SE4 64 32 128 24 24 100,0
20151973 EFI3 2 1 4 23 23 100,0
18-684 16 8 32 24 24 100,0
18-840 16 8 32 24 24 100,0
Totaux 239 239 100,00




II.5.c : Performance du kit UMIC linézolide sur les 163 souches testées :

A24h:

Sur I’ensemble des souches testées dans notre étude, la méthode de référence a identifiée 24

souches résistantes au linézolide avec des CMI variant de 8 a > 64 mg/L.

Le kit UMIC a quant a lui catégorisé 25 souches résistantes au linézolide avec des CMI

supérieures a 8 mg/L (figures 49 et 50).

Figure 49 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h sur toutes les souches testées :
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Figure 50 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 24h sur toutes les souches testées :

24h
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1 souche de Staphylococcus capitis est catégorisée R par la technique UMIC (CMI = 8 mg/L)
et S par la méthode de référence (CMI = 1 mg/L). L’ AC est donc de 99,4% et I’EM de 0,7%.

5 souches présentaient un écart de CMI supérieur a deux dilutions par rapport a la méthode de

référence. Ainsi, I’AE est de 96,9% avec 74,8% des valeures identiques entre les deux

méthodes.

Nous n’observons aucune souche classée faussement sensible au linézolide, ’ETM = 0,0%

(tableau 37).

Tableau 37 : UMIC vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 24h sur toutes les

souches testées :

Résultats calculés Résultats attendus
AC % >90%
AE % >90%
EM % <3%
ETM % <3%
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A48h :

30 souches sont catégorisées R et 133 souches sont donc classées S au linézolide par les deux
méthodes testées.

La répartition des CMI est représentée dans les figures 51 et 52.

Figure 51 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 48h sur toutes les souches testées :
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Figure 52 : UMIC vs référence : répartition des CMI a 48h sur toutes les souches testées :

48h 0.5 1 2 4 ] 16 32 B4 »64

Toutes les souches sont correctement catégorisées par la méthode UMIC en regard de la

méthode de référence. Ainsi, I’AC = 100%, ’EM et I’ETM sont de 0,0%.

De méme, aucun écart de CMI supérieur a deux dilutions entre les méthodes n’a été retrouvé.

L’AE est donc de 100% (Tableau 38).
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Tableau 38 : UMIC vs référence : Conformité a la norme EN ISO 20776 a 48h sur toutes les

souches testées

Résultats calculés Résultats attendus
AC % >90%
AE % >90%
EM % <3%
ETM % <3%

A 48h, la méthode UMIC donne des résultats significativement comparables a ceux obtenus

par la méthode de référence sur I’ensemble des souches testées.

Comparons maintenant les résultats obtenus a 24h par la méthode UMIC a ceux obtenus a 48h
par la méthode de référence.

A 24h, la méthode UMIC a donc permi d’identifier 25 des 30 souches résistantes au linézolide
soit 9 Entérocoques sur 13R, 2 . aureus sur 3R et I’ensemble des SCN R (14/14). En effet, la
souche de S. capitis catégorisée résistante uniquement par la technique UMIC a 24h a été

retouvée également résistante par la méthode de référence a 48h.

Pour les Entérocoques, I’AC a 24h est de 92,7%, ’ETM = 30,7% et I’EM de 0,0%.
Pour les S. aureus, ’AC a 24h est de 98,2 %, ’ETM = 33,3 % et I’EM de 0,0 %.
Pour les SCN, I’AC a 24h est de 100 %, ’ETM = 0,0% et I’EM de 0,0%.

Ces résultats montrent que la méthode UMIC ne permet pas de réduire la durée d’incubation
pour les Entérocoques et les S. aureus. En effet, pour mettre en évidence 1’ensemble des
résistances chez ces bactéries, une lecture a 48h est nécessaire. Concernant les S. aureus, les
résultats obtenus sont a pondérer par le faible nombre de souches résistantes testées dans notre
étude.

Cependant, il est intéressant de noter que contrairement aux méthodes des disques et aux E-
test, une lecture a 24h est suffisante pour mettre en évidence les souches de SCN résistantes

au linézolide par la méthode UMIC.
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I1.6 : Recherche des supports de la résistance par biologie moléculaire :

Parmi les 28 souches séquencées, un mécanisme impliqué dans la résistance au linézolide
(mutation génétique ou acquisition d’un support génétique transposable) a été mis en évidence

chez 26 d’entre elles.

La mutation du domaine V du geéne de I’ARN ribosomal 23s est la plus fréquemment
rencontrée puisqu’elle a été décrite chez 14 souches (50%). Il s’agissait des mutations
G2576T pour 12 souches (42,9%), T2319C pour 3 souches (10,7%) et T25404A pour la
derniere (3,6%). La présence simultanée des deux mutations G2576T et T2319C a été
retrouvée chez deux souches de SNC (7,14%).

Une mutation de type rplC ou rplD a été retrouvée chez 4 souches (14,3%) de Staphylocoques
avec une addition de deux mutations chez deux d’entre elles. La mutation rplV a quant a elle
¢été mise en évidence chez 6 des 28 souches séquencées (21,4%), toujours associée a un autre
mécanisme de résistance (mutation du domaine V du géne de ’ARN ribosomal 23s ou

rplC/rplD).

En ce qui concerne les supports génétiques transposables, la présence du gene cfr a été
retrouvé chez 6 isolats (21,4%), jamais associ¢ a un autre mécanisme de résistance.

La présence du plasmide optrA a quant a elle été retrouvée chez 5 souches (17,9%), la aussi
de facon isolée.

L’¢élément transposable poxtA recherché par 1’équide du CNR des Entérocoques sur les
souches nous ayant été transmises a été retrouvé chez une souche d’Enterococcus faecium.
Deux souches d’Enterocoques séquencées n’ont présentées aucun des différents mécanismes

impliqués dans la résistance au linézolide présentés ci-dessus.

Les résultats sont présentés dans le tableau 39.
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Tableau 39 : Résultats du séquencage de 28 souches résistantes au linézolide étudiées :

Mutation du

Espece domaine V de | rplC/rplD rplV Cfr optrA
I’ARN
ribosomal 23s
E. faecium 18-805 Absence Absence Absence Présence Absence
E. faecium 18-816 Absence Absence Absence Absence Absence
E. faecium 18-815 Absence Absence Absence Présence Absence
E. faecium 18-835 Absence Absence Absence Présence Absence
E. faecium 18-840 Absence Absence Absence Présence Absence
E. faecium 18-821 Absence Absence Absence Présence Absence
E. faecalis 20171902 Absence Absence Absence Absence Absence
E. faecalis 18-750 Absence Absence Absence Absence Présence
E. faecalis 18-709 Absence Absence Absence Absence Présence
E. faecalis 18-720 Absence Absence Absence Absence Présence
E. faecalis 18-684 Absence Absence Absence Absence Présence
E. faecalis 20162494 Absence Absence Absence Présence Absence
S. epidermidis G2576T L101V, Présence Absence Absence
20181833 M156T
S. epidermidis T2319C Absence Présence Absence Absence
20150203 G2576T
S. epidermidis G2576T Absence Présence Absence Absence
20162863
S. epidermidis G2576T Absence Présence Absence Absence
20162864
S. epidermidis G2576T Absence Présence Absence Absence
20150800
S. epidermidis G2576T QI36H Présence Absence Absence
20161200
S. epidermidis G2576T Absence Absence Présence Absence
20160200
S. epidermidis T25404A Absence Absence Absence Absence
20180315
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S. epidermidis G2576T L101V, Absence Présence Absence

20190029 M156T

S. hominis Absence Absence Absence Présence Absence

20170930

S. hominis G2576T Absence Absence Absence Absence

20130010

S. capitis 20181789 T2319C Absence Absence Présence Absence

S. capitis 20131315 T2319C Absence Absence Absence Absence

G2576T

S. aureus 20141036 G2576T Absence Absence Absence Absence

S. aureus 20170827 G2576T Absence Absence Absence Absence

S. aureus 20182303 Absence QI136H, Absence Absence Absence
G137S

Nous nous sommes intéressés a la répartition de ces mécanismes de résistance au sein des

trois populations bactériennes étudiées.

Dans notre population de 13 SCN, nous retrouvons une des mutation de I’ARN ribisomal 23s
chez 12 spécimens (92,3%). La mutation G2576T est la plus fréquement retrouvée (10
souches), la mutation T2319C est retrouvée deux fois en association avec la mutation G2576T
et une fois de facon isolée. Enfin, la mutation T25404A est retrouvée seule chez une souche
de Staphylococcus epidermidis.

Les mutations rplC et rplD sont présentes chez 3 spécimens (23,1%), systématiquement
associées a la mutation G2576T. Parmis ces 3 souches, deux présentaient également la
mutation rplV.

Cette derniere a ¢été retrouvée chez 6 souches (46,2%), la aussi en association permanente
avec la mutation G2576T.

Le géne cfr a été mis en évidence chez 3 souches (23,1%). Deux fois en association avec les
mutations G2576T et T2319C et une fois seule.

Enfin, le plasmide optrA n’a pas été retrouvé parmi nos 13 souches de SNC.

Les résultats précédent sont représentés sur la figure 53.
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Figure 53 : Distribution des mécanismes de résistance au linézolide chez les SCN :

Cér optrA

rplVv 23rDNA

rplC/rplD

Sur les 3 souches de Staphylococcus aureus séquencées, 2 présentaient la mutation G2576T
de facon isolée et une exprimait deux mutations de type rplC/rplD (Q136H et G137S) (figure
54).

Figure 54 : Distribution des mécanismes de résistance au linézolide chez les SA :

rplC/rplD

23rDNA
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Parmi les 6 E. faecium étudiés, 5 étaient porteurs du géne cfi et 1 ne présentait aucun des
supports génétiques de résistance étudiés (figure 55). Chez les 6 E. faecalis, le plasmide optrA
a ¢té détecté 4 fois et le gene cfr 1 fois. Pour la dernicre souche, nous n’avons mis en évidence

aucun support génétique responsable de la résistance au linézolide (figure 56).

Figure 55 : Distribution des mécanismes de résistance au linézolide chez E. faecium :

Figure 56 : Distribution des mécanismes de résistance au linézolide chez E. faecalis :

91



I1.7 : Epidémiologie de la résistance au linézolide en France:

En France, le réseau REUSIR est un réseau de surveillance épidémiologique comprenant 27
établissements répartis dans 16 régions. Le CH d’Aix-en-Provence coordonnant ce réseau,

nous avons pu exploiter ces données épidémiologiques.

Sur I’année 2018, 2959 E. faecalis, 592 E. faecium, 4693 S. aureus et 3332 SCN ont été testés

quant a leur sensibilité vis-a-vis du linézolide.

Les données recueillies par les différents laboratoires montrent que 0,27% des E. faecalis et
1,86% des E. faecium étaient résistants au LNZ. Le LNZ était également inactif sur 0,33% des
SARM, 0,02% des SASM et 3,2% des 3332 SCN ¢étudiés (Tableau 40).

Parmi les 106 souches de SCN résistantes au linézolide, nous retrouvons 104 S. epidermidis, 1
S. saprophyticus, et 1 S. haemolyticus.

Ainsi, la proportion de résistance au linézolide est de 5,38% chez les S. epidermidis, 0,32%
chez les S. saprophyticus, 0,30% chez les S. haemolyticus et 0,0% chez les autres SCN
(Tableau 41).

Tableau 40 : Proportion de résistance au linézolide chez les Entérocoques et les

staphylocoques (REUSIR 2018) :

E. faecalis | E. faecium | SARM SASM SCN

Nombre de
2959 592 604 4089 3332
souches testées
Nombre de
souches 8 11 2 1 106
résistantes

% de résistance 0,27 % 1,86 % 0,33 % 0,02 % 3.2%
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Tableau 41 : Proportion de résistance au linézolide parmi les SCN :

S. epidermidis | S. saprophyticus | S. haemolyticus Autres SCN
Nombre de
1933 308 337 754

souches testées

Nombre de

souches 104 1 1 0

résistantes

% de résistance 5,38 % 0,32 % 0,30 % 0,00 %

Ces données mettent en évidence que la résistance au linézolide en France est retrouvée

principalement chez les Entérocoques et les S. epidermidis.
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I11. Discussion :

L'augmentation de la résistance aux antibiotiques chez les agents pathogenes a Gram positif
devient une préoccupation majeure. La vancomycine et la teicoplanine sont traditionnellement
considérées comme les antibiotiques les plus efficaces pour le traitement des infections a
Gram positif. L'émergence de résistances aux glycopeptides est donc particulierement
alarmante. Les problémes thérapeutiques induits par les VRE ont été initialement reconnus
dans les années 1980. Dans un rapport publié par le CDC (centers for disease control and
prevention) de 1989 a 1993[89], nous pouvons constater que l'incidence des infections
nosocomiales dues aux VRE n’a cessé d’augmenter au fil des ans et d’autant plus dans les
unités de soins intensifs. La prévalence croissante du SARM, des Staphylocoques de
sensibilité¢ intermédiaire (GISA) ou résistants (VRSA) aux glycopeptides est également
devenue un défi thérapeutique majeur et est associée a une augmentation des colits et des

durées d’hospitalisations.

D'autres antibiotiques tels que les aminosides, les tétracyclines, les fluoroquinolones et les
lincosamides ont une certaine activité sur les souches de SARM mais ne sont pas
suffisamment efficaces pour une utilisation clinique dans toutes les infections. Il est donc
essentiel d’¢largir les options thérapeutiques pour les patients souffrant d’infections

compliquées dues a ces agents pathogenes.

Ainsi, le linézolide est devenu 1’un des derniers recours pour traiter les VRE, les SARM, les

Staphylococcus aureus résistants aux glycopeptides et d'autres bactéries a Gram positif.

L’histoire des programmes de surveillance du linézolide a commencé plusieurs années avant
le lancement du produit avec une série d’études sur la sensibilité in vitro , notamment les
études internationales Zyvox® Annuan Appraisal of Potency and spectrum (ZAAPS) ou le
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program [90]. Par la suite, La surveillance de la
résistance au linézolide a été réalisée périodiquement par plusieurs programmes d’étude de la
résistance tels que ZAAPS ou LEADER (The linezolid experience and accurate

determination of resistance).
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Dans le rapport du programme ZAAPS de 2014, 1’¢tude de la sensibilité¢ du linézolide a été
réalisée par la méthode de référence de microdilution en milieu liquide sur 7541 espéces de
bactéries gram positif réparties sur 33 pays, a I’exception des Etats unis, de janvier a
décembre 2014[91]. Dans cette étude, tous les Staphylococcus aureus étudiés (3560 souches)
présentaient une CMI < 2 mg/L vis-a-vis du linézolide, quelle que soit la résistance a la
méticilline. Un résultat similaire a été observé chez les SCN, pour lesquels la grande majorité
des isolats (99,4%) avaient une CMI inférieure ou égale a 2 mg/L. Six SCN sur 956
présentaient des valeurs de CMI ¢élevées > a 4mg/L. Ces isolats contenaient des mutations de
I'"ARNr 23S et/ou de la protéine ribosomale L3. Pour les Entérocoques, 99,8 % des souches

étaient sensibles au linézolide avec un CMI < a 4 mg/L.

De fagcon concomitante, le programme de surveillance LEADER surveille 1’activité¢ du
linézolide, le spectre et les taux de résistance aux Etats-Unis depuis 2004. Sur la période de
2011 a 2015 le programme LEADER a étudi¢ le profil de sensibilit¢ de 6741 souches de
bactéries gram positif recueillies dans 60 sites aux Etats unis[62].

Le linézolide a montré une activité puissante lors des tests contre Staphylococcus aureus,
inhibant 99,9% des 3 031 isolats avec une CMI < 2 mg/L. De maniére similaire, le linézolide
a montré une couverture contre 99,2% des SCN, et 99,7% des Entérocoques. Le taux global
de résistance au linézolide est resté modeste <1% de 2011 a 2015. Ainsi, les données
provenant des différents programmes de surveillance mondiaux suggerent que plus de 99%
des Staphylocoques (y compris les SARM) et des Entérocoques (y compris les VRE) sont

sensibles au linézolide.

En France en 2018, le réseau REUSIR, dont fait partie le CH d’Aix-en-Provence, a recueilli
les données épidémiologies de 27 établissements répartis dans 16 régions concernant la
sensibilité des différentes especes bactériennes au linézolide.

Sur cette période, 99,73% des 2959 E. faecalis et 98,14% des 592 E. faecium étaient sensibles
au LNZ. Le LNZ ¢tait également actif sur 99,67% des SARM, 99,98% des SASM
(respectivement 604 et 4089 souches) et 96,8% des 3332 SCN étudiés. Parmi les 106 souches
de SCN résistantes au linézolide, 98,1% étaient des S. epidermidis.

Nous observons que la résistance au linézolide en France est principalement retrouvée chez E.

faecium (1,86% de résistance) et S. epidermidis (5,38% de résistance).
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Les supports génétiques de la résistance :

Les Staphylocoques, en particulier les SCN présentent plusieurs mécanismes associés de
résistance au linézolide. Dans I’étude réalisée par le programme LEADER, sur 32 souches de
SCN résistantes, 31 présentaient une mutation au niveau des protéines L3/L4, 23 une mutation
de ’ARN ribosomal 23s et 7 étaient porteuses du gene cfr.

Des tendances annuelles accrues pour la présence du gene c¢fr parmi les isolats
de Staphylococcus aureus n'ont pas été¢ observées, mais 64,3% (9/14) des isolats présentant
une sensibilité diminuée (CMI > 4 pg / ml) au linézolide portaient ce geéne transférable. 7
portaient une mutation de I’ARNr 23s et 4 une mutation de type L3.

Dans cette méme ¢tude LEADER, le géne optrA a été décelé chez la moitié (2/4) des
Enterococcus faecalis résistants. Il s’agit en effet du mécanisme de résistance au linézolide le
plus courant chez E. faecalis comme le montre ¢galement d’autres études [63, 79]. Les isolats

d’Enterococcus faecium non sensibles au linézolide présentaient quant a eux principalement

des altérations du géne de 'ARNr 23S (G2576T) (16/16).

En France, le rapport d’activité 2017 du CNR des Staphylocoques[92] donne des résultats
similaires. Sur 64 souches de SCN résistantes, 19 possédaient le géne cfrr dont 16 avec une
mutation G2576T associée. Parmi les 45 souches sans le géne cfr, 38 présentaient la mutation
G2576T, 3 la mutation T2504A, 1 la mutation M156T et 1 présentait a la fois la mutation
G2576T et T2504A. Deux souches ne présentaient ni géne cfr ni mutations de I’ARNr 23S.
Sur 3 souches de S. aureus résistantes, 2 présentaient une mutation de I’ARN 23s. Pour la
troisieme, ni le géne c¢f ni une mutation de I’ARN 23s n’ont été retrouvés.

Ces données confirment que la mutation majeure retrouvée en France est la mutation G2576T,
a la fois chez S. aureus et chez les SCN. Elles montrent aussi une augmentation de la

proportion de souches cfr positives (3 détectées en 2015, 8 en 2016, 19 en 2017).

Le rapport d’activité 2018 du CNR des Entérocoques [93] confirme les alertes émises en 2017
quant a une diffusion inquiétante des souches d’Entérocoques résistants au linézolide (ERL)
en France. En effet, au cours de cette année 2018, le CNR a identifi¢ 160 souches résistantes
soit une augmentation de +374% par rapport a 1’année 2017 alors que le nombre de souches
recues par le centre n’a parallelement augmenté que de 50% sur cette période. A noter
¢galement que cette augmentation est récente puisque seulement 9 souches d’ERL avaient été
décrites entre 2010 et 2016. Sur les 160 souches résistantes, nous retrouvons 23 E. faecalis,

dont 83% sont porteurs du plasmide OptrA et 137 E. faecium majoritairement porteurs de
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mutations dans ’ARNr 23S et dont nombre d’entre elles étaient clonalement reliées du fait de
phénoménes épidémiques.

Ces résultats issus de CNR illustrent 1’existence d’une augmentation significative du taux de
résistance au linézolide en France chez les Entérocoques et les SCN au cours de ces derniéres

annees[92, 93].

Comme cela est décrit dans la littérature, nous avons observé dans notre étude que les
mécanismes de résistance au LNZ n’étaient pas répartis dans les mémes proportions dans les
trois populations bactériennes étudiées.

Chez les SCN, c’est les mutations de I’ARN ribisomal 23s qui sont majoritaires, retrouvées
chez 92,3% des spécimens résitants. La mutation G2576T étant la plus fréquente. Les
mutations rplC et rplD sont présentent chez 23,1% des souches résistantes, systématiquement
associ¢ a la mutation G2576T. La mutation rplV a été retrouvée chez 46,2% des souches, la
aussi en association permanente avec la mutation G2576T. Le géne cfr a quant a lui été€ mis en
évidence chez 23,1% des souches. Enfin, le plasmide optrA n’a pas été retrouvé parmi nos 13
souches de SNC résistantes au LNZ. Les proportions retrouvées sont en accord avec les

données issues de la littérature.

Sur les 3 souches de Staphylococcus aureus séquencées, 2 présentaient la mutation G2576T

de facon isolée et une exprimait deux mutations de type rplC/rplD (Q136H et G137S).

Enfin, chez les Entérocoques, nous nous attendions a observer une majorit¢ de mutations de
I’ARN ribosomal 23s pour E. faecium et de plasmide optrA pour E. faecalis comme cela est
décrit dans la littérature[59-61] et par le CNR des Entérocoques[93]. Cependant, dans notre
¢tude, aucune mutation du géne codant I’ARN ribosomal 23s n’a été mis en évidence chez E.
faecium. Sur les 6 souches séquencées, 5 €taient porteuses du géne cfr et 1 ne présentait aucun
des supports génétiques de résistance étudiés. Cela s’explique par le fait que I’ensemble des
E. faecium étudiés nous ont été transmis par le CNR des Entérocoques. Ce dernier nous ayant
envoy¢ uniquement des souches retrouvées dans des foyers épidémiques en France et
présentant ainsi un élément génétique transposable (le gene cfr).

Chez les 6 E. faecalis, les données sont cohérentes avec celles de la littérature puisque le
plasmide optrA était présent de facon majoritaire. Il a été détecté 4 fois (66,7%) et le gene cfr
1 fois (16,7%). Pour la derniére souche, nous n’avons mis en évidence aucun support
génétique responsable de la résistance au linézolide. A noter également 1’absence de mutation

de ’ARNTr 23s chez E. faecalis.
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Mise en évidence de cette résistance :

Plusieurs études ont montré la difficulté qu’ont les laboratoires a déterminer de fagon précise
le profil de sensibilit¢ des souches d’Entérocoques et de Staphylocoques vis-a-vis du
linézolide en utilisant les techniques actuellement disponibles sur le marché¢ comme la
diffusion en milieu gélosé (méthode des disques), la méthode E-test® par gradient de
diffusion, les différentes techniques de détermination de la CMI en milieu liquide tel que la
technologie Vitek 2 de Biomérieux [1-3]. En effet, il a été rapporté un nombre non
négligeable de souches détectées faussement résistantes au linézolide ainsi qu’une forte

discordance de résultats selon les techniques utilisées.

Dans ces études comparatives, il est notamment relevé le fait que la lecture manuelle est
difficile avec les techniques de diffusion en milieu gélosé en disque ou en E-test® apres 24h
d’incubation. Ces difficultés sont dues a la présence d’une zone d’inhibition floue dont
I’interprétation dépend de nombreuses variables tel que les conditions de lecture (lumicre
transmise vs lumicre réfléchie), la subjectivité du lecteur, ’espéce étudiée, le niveau de

résistance du germe...

Il est précis¢ dans le CASFM et dans ’EUCAST qu’une incubation prolongée a 48h est
nécessaire pour mettre en évidence certaines souches de Staphylocoques ou d’Entérocoques
résistantes au linézolide, notamment du fait de cette difficulté de lecture des tests de détection

apres seulement 24h d’incubation.

Méthode des disques :

Dans notre étude, la méthode de diffusion en disque sur milieu gélosé a montré des résultats
satisfaisant dans la population de SCN puisque la totalit¢ des souches ont été correctement
catégorisées apres seulement 24h d’incubation. L’incubation de 48h ne semble donc pas étre
nécessaire pour cette population bactérienne. Cela est dii au fait que la répartition des
diametres d’inhibition est bien distincte selon que la souche est sensible ou résistante au
linézolide. En effet, les souches résistantes au linézolide présentent un diametre d’inhibition
tres faible comme nous pouvons le voir sur la figure n°35 ou 11 des 14 souches résistantes
présentent un diametre d’inhibition de 6 mm, ne posant pas de probléme quant a
I’interprétation de la lecture. La répartition des diameétres d’inhibition dans la population de
SCN sensibles est représentée dans le graphique issu des études de distribution phénotypiques
de PEUCAST (figure 57).
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Nous pouvons constater que les diamétres d’inhibition de ces souches sont sensiblement
supérieurs au diametre critique définie par le CASFM. Ainsi, malgré la difficulté de lecture en
milieu gélosée, la lecture a 24h reste performante et laisse peu de place aux erreurs

d’interprétation.

Figure 57 : Distribution des diameétres d’inhibition dans la population de SNC sensibles au
LNZ (EUCAST) :
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Dans la population de Staphylococcus aureus, nos résultats montrent qu’une incubation de 48
heures, comme le préconise le CASFM, est nécessaire pour mettre en évidence I’ensemble des
souches résistantes au linézolide. En effet, notre étude montre qu’une incubation de 24 heures
diminue fortement la sensibilité de la méthode des disques puisque les deux tiers des souches
résistantes ne sont pas détectées. Il est néanmoins difficile de conclure au vu du faible nombre
de souches résistantes. Nous avons également mis en évidence que cette technique entraine un
nombre important de faux résistants, d’autant plus élevé que ’incubation est prolongée. En
effet, la spécificité¢ de la méthode est de 92,3% apres 48heures d’incubation. Il est a noter que
la lecture des diameétres d’inhibition dans la population de Staphylococcus aureus ne nous a
pas posé¢ de problémes. En effet, la bordure était relativement nette et ne laissait pas de place
réelle a Dinterprétation. Le risque de catégoriser une souche faussement résistante au
linézolide est li¢ au fait que la répartition des diamétres d’inhibition dans la population
sensible de Staphylococcus aureus chevauche le diamétre critique défini par le CASFM
(21mm) comme nous pouvons le constater sur la figure 58 issues des données de ’EUCAST.
Ainsi, une souche retrouvée résistante a 24 ou 48 heures d’incubation par la méthode des

disques doit étre contrdlée par une autre méthode.
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Figure 58 : Distribution des diameétres d’inhibition dans la population de S. aureus sensibles

au LNZ (EUCAST) :
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En ce qui concerne les Entérocoques, nous avons constaté que parmi les 13 souches
résistantes, deux n’ont pas été mises en évidence apres 24h d’incubation. Une seconde lecture
a 48h a cependant permis de recatégoriser correctement ces souches. Ainsi, 15,4% des
Entérocoques résistants au linézolide sont détectés uniquement si I’incubation est prolongée a
48h. Nous pouvons en conclure que les recommandations du CASFM sont pertinentes
concernant la nécessité de prolonger 1’incubation a 48h pour mettre en évidence certaines
souches d’Entérocoques résistantes au linézolide. Nous pouvons expliquer cela en nous
reportant aux supports de la résistance au linézolide mis en évidence dans la population
d’Entérocoques de notre étude. En effet, celle-ci est médiée de facon majoritaire par
I’acquisition du géne cfr contrairement a ce qui est rapporté dans la littérature [59-61].
Cependant, la contribution du gene cfr dans ’élévation de la CMI du linézolide chez les
Entérocoques est encore sujette a débat dans la communauté scientifique. En effet,
I’expression de ce géne n’entrainerait pas systématiquement une résistance au linézolide [74,
75]. Ainsi, il est possible qu’une faible expression du géne cfr rende difficile ’interprétation
de la lecture visuelle des diamétres d’inhibition. De plus, les données de ’EUCAST montrent
que les diametres d’inhibition observés chez les Entérocoques sensibles au linézolide sont
relativement proches du diametre critique défini par le CASFM (figures 59 et 60), ce qui peut
avoir pour effet d’augmenter le risque de catégoriser faussement résistante une souche

d’Entérocoque sensible.
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Figure 59 : Distribution des diameétres d’inhibition dans la population d’E. faecalis sensibles

au LNZ (EUCAST) :
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Figure 60 : Distribution des diameétres d’inhibition dans la population d’E. faecium sensibles

au LNZ (EUCAST) :
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Méthode E-test :

Pour la méthode E-test, 12 des 14 souches de SCN résistantes, soit 85,7% d’entre elles, ont
correctement été identifiées a 24 heures d’incubation. Cependant, il est nécessaire de suivre
les recommandations internationales et de poursuivre 1’incubation a 48 heures pour mettre en
¢vidence I’ensemble des souches résistantes. Comme nous pouvons le voir dans le graphique
de distribution des CMI des SCN sensibles au linézolide issues des données de ’EUCAST
(Figure 61), la grande majorité¢ de ces derniers présentent une CMI de 1mg/l voir 2mg/L. De
plus, les CMI observées dans la population de SCN résistants sont élevées (32 a 64mg/L),
bien au-dessus des CMI critiques définies par les recommandations internationales. Ainsi,
comme c’est le cas pour la méthode des disques, le risque de mal catégoriser une souche
sensible ou résistante est faible et ce malgré la difficult¢ de lecture en milieu gélosé.
Cependant, a 48h, 9 souches présentaient un écart de CMI supérieur & deux dilutions
comparativement a la méthode de microdilution en milieu liquide. L’AE entre les deux
méthodes est de 86,8% avec 32,1% de valeurs identiques.

Il semblerait qu’a 48h les E-test® ont tendance a légérement sous estimer la CMI des SCN.
Du fait d’un AE inférieur a 90%, et malgré une sensibilité¢ et une spécificité¢ de 100%, la
méthode E-test® ne semble pas étre adaptée pour une lecture a 48h chez SCN. En effet, cette
méthode a tendance & minimiser les CMI en comparaison a la méthode de référence. Ainsi, il
existe un risque non négligeable d’obtenir une valeur de CMI inférieure a au moins deux
dilutions par rapport a la méthode de référence. Cela pouvant avoir un impact au niveau de la

prise en charge du patient traité.

Figure 61 : Distribution des CMI du linézolide dans la population de SCN sensibles au
LNZ (EUCAST) :
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Pour les Staphylococcus aureus, nous constatons que la méthode E-test® ne donne pas de
résultats satisfaisant aussi bien apres 24 que 48 heures d’incubation. En effet, seulement un
tiers des souches résistantes sont détectées a 24 heures et deux tiers a 48 heures. Ainsi, la
sensibilité¢ de la méthode est seulement de 66,7% malgré une incubation prolongée. Cela peut
étre expliqué par la tendance significative des E-test® a sous-estimer la CMI du LNZ chez les
SA par rapport a la méthode de référence. En effet, ’AE a 24 heures n’est que de 70,9% et
cette tendance s’est exacerbée a 48heures ou I’AE a chuté a 58,2%. Ainsi, presque la moitié¢
des CMI mesurées a 48 heures présentaient une valeur inférieure a la CMI de référence avec
un écart au moins €gal a deux dilutions. De plus, notre étude montre que chez nos trois
souches résistantes, le mécanisme impliqué de facon majoritaire est la mutation G en T en
position 2576 du géne codant I’ARN ribosomal 23s. La résistance étant dépendante du
nombre d’alléles mutés, il est possible que les souches présentant un faible taux de mutation
présentent un phénotype de résistance intermédiaire rendant difficile I'interprétation de la
lecture visuelle des CMI.

Somme toute, notre étude suggere que les bandelettes E-test® ne sont pas performantes quant
a la détection des SA résistants au LNZ. Ces résultats sont néanmoins a pondérer par le faible

nombre de souches résistantes étudiées dans notre cohorte de Staphylococcus aureus.

Pour les Entérocoques, parmi les 13 souches résistantes, 3 ne sont pas correctement
catégorisées apres 24 heures d’incubation soit une erreur de catégorisation concernant 23%
des souches résistantes étudiées. Ces 3 souches faussement sensibles sont cependant
correctement catégorisées si I’incubation est prolongée a 48 heures. Les souches présentant
une CMI élevée sont correctement identifiées résistantes apreés 24h d’incubation mais les
souches ayant une CMI proche de la CMI critique ne sont récupérées qu’en prolongeant

I’incubation a 48h comme le préconise le CASFM.
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Méthode UMIC :

Le kit UMIC est une technique reproductible. En effet, les tests réalisés dans 3 laboratoires
différents (Aix en Provence, Biocentric et le CNR des Entérocoques) ont montré une

reproductibilité de la méthode de 100% a 24 et a 48 heures, quel que soit le germe étudié.

Dans la population de 53 SCN ¢étudiés, les 14 souches résistantes au linézolide ont
correctement €té mises en évidence par la technique UMIC apres seulement 24h d’incubation.
Les CMI de ces souches étaient comprises entre 8 et 64mg/L, avec une majorité de valeurs a
64mg/L (11/14), bien au-dela de la CMI critique définie par le CASFM. La technique UMIC
semble donc performante pour détecter les souches de SCN résistantes au linézolide et ce
apres seulement 24h d’incubation. Une seconde lecture a 48h comme le préconise le CASFM

ne semble pas nécessaire lors de I’utilisation de la technique UMIC.

En ce qui concerne les Staphylococcus aureus, seulement deux souches résistantes sur trois
sont correctement identifiées si la lecture se fait a 24 heures. Or, a 48 heures, la totalité de ces
souches sont mises en évidence par la technique UMIC qui présente donc une sensibilité de
100%. Aucun faux positif n’est observe, la spécificité est également de 100%. De plus, nous
constatons qu’a 48 heures, 87,3% des valeurs obtenues sont identiques a celles retrouvées par
la méthode de référence et qu’aucun écart supérieur a deux dilutions n’est observé. Ainsi, la
méthode UMIC semble fiable, robuste et donne des valeurs de CMI proches de celles
obtenues par la méthode de référence mais nécessite que ’incubation soit prolongée a 48

heures pour mettre en évidence 1’ensemble des souches de SA résistantes au linézolide.

Pour les Entérocoques, toutes les souches sont correctement catégorisées apres 48h
d’incubation avec le kit UMIC. De plus, les CMI obtenues sont trés proches des CMI
mesurées par la méthode de référence car aucun écart supérieur a deux dilutions n’a été
observé, et que 89,1% des valeurs obtenues par les deux méthodes étaient identiques.
Cependant, a 24h, 4 souches résistantes ne sont pas détectées. Ainsi, une seconde lecture a
48h est nécessaire pour que cette technique puisse détecter 1’ensemble des souches

d’Entérocoques résistantes au linézolide.
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Nos résultats illustrent la difficulté d’interpréter la sensibilité des Staphylocoques vis-a-vis du
linézolide par les méthodes de diffusion en milieu gélosé (disques et E-test®). Il en va de
méme pour la méthode des disques pour les Entérocoques. Les causes sont multiples et
proviennent souvent d’une difficulté de lecture. Le E-test exige par exemple qu'une inhibition
de 90% soit prise en compte lors de la détermination de la CMI, tandis que la diffusion sur
disque nécessite 1'utilisation de la lumiére transmise. Dans les deux cas, il existe une certaine
subjectivité lors de la lecture, ce qui peut conduire & une mauvaise corrélation de test. La

microdilution en bouillon pose également certains problémes d’interprétation.

En outre, le probléme peut étre exacerbé et une interprétation catégorique peut s'avérer
difficile lorsque la distribution de CMI des souches sauvages plane ou se rapproche de celle
du point de rupture sensible / résistant, comme c'est le cas pour le linézolide dans la
population de S. aureus et d’Entérocoques. De plus, en 1’absence d’une catégorie
intermédiaire, il est possible que I’erreur permise pour toute méthode de test de sensibilité
(c’est-a-dire une dilution multipliée par 2) ait contribué a I’absence de concordance dans la
catégorie observée dans certains cas lors de notre étude. Enfin, 1’absence de zones
d’incertitude techniques (ZIT) dans les rapports de ’EUCAST et du CLSI nous laisse penser
que ce phénomeéne ne s’arrangera pas et qu’avec ’apparition des résistances a faible niveau
(géne cfr, mutations mono alleliques de I’ARNr 23s) la détection de la résistance au linézolide

restera un probléme complexe pour les laboratoires dans les années a venir.

La méthode UMIC a montré des performances satisfaisantes, et ce, dans les trois populations
bactériennes étudiées. Notre étude montre que le kit UMIC présente des performances
similaires a la méthode de référence pour le rendu des CMI du linézolide chez les
Staphylocoques et Entérocoques. Cependant, la méthode de référence ne permet pas la
détection de I’ensemble des souches résistantes a 24h et une incubation supplémentaire de 24h
permet de palier au probléme. De ce fait, nous avons comparé les résultats obtenus a 24h par

la méthode UMIC a ceux obtenus a 48h par la méthode de référence.

Concernant les Entérocoques et les S. aureus, les résultats montrent qu’une incubation de 24h
n’est pas suffisante pour détecter I’ensemble des résistances au linézolide. Ainsi, comme le
préconise les recommandations internationales (EUCAST), une seconde lecture a 48h doit

étre effectuée.
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Il en va différemment pour les SCN ou une seule lecture a 24h permet d’obtenir les mémes
résultats qu’avec une seconde lecture par la méthode de référence. Ainsi, pour les SCN, une
incubation prolongée a 48h ne semble pas nécessaire. Cela représente un avantage certain
pour le patient puisque cette technique permettrait de gagner 24h sur le rendu de résultats et

donc la prise en charge des patients présentant une infection a SCN traité par du linézolide.
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IV. Conclusion :

Ce travail a fait I’objet de deux posters présentés lors de la Réunion Interdisciplinaire de

Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI) 2019.

Notre étude a permis de confirmer I’existence d’une réelle variabilité des résultats obtenus par
les différentes techniques utilisées pour déterminer la sensibilité¢ des Staphylocoques et des

Entérocoques au linézolide comme cela avait été avancé dans de précédents travaux.

Nous montrons également que les performances de ces méthodes sont dépendantes du germe

étudié et de la durée d’incubation avant lecture.

La méthode de diffusion en disque en milieu gélosé semble performante sur la population de
SCN, et ce, aprés seulement 24 heures d’incubation. Cependant, une seconde lecture est
nécessaire a 48 heures pour mettre en évidence 1’ensemble des souches résistantes de S.

aureus et d’Entérocoques.

Le E-test® est quant a lui efficace uniquement a 48 heures chez les Entérocoques et les SCN
mais sous-estime de facon significative les CMI chez ces derniers. Il semblerait que cette
technique ne soit pas adaptée pour les S. aureus, bien que 1’étude d’une cohorte plus

importante de souches résistantes soit requise pour confirmer nos résultats.

Il est important de souligner la difficulté de lecture des résultats obtenus par ces deux
techniques de diffusion en milieu gélosé. L’interprétation doit Etre ainsi réalisée par un

opérateur expérimenté et rompu a cet exercice.

La méthode UMIC a montrée des performances intéressantes en termes de répétabilité et de
reproductibilité. Elle semble conforme pour une utilisation en routine dans les trois
populations bactériennes étudiées d’aprés la norme en ISO 20776. Pour les Entérocoques et
les S. aureus, une incubation de 48 heures est nécessaire contrairement aux SCN ou une

simple lecture a 24 heure parait suffisante.
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Les laboratoires|doivent étre conscients que, dans I’ensemble, la résistance au linézolide est

une constatation peu commune et que des tests de confirmation doivent étre effectués
lorsqu’une résistance au linézolide est identifiée. Cependant, 1’augmentation croissante de
I’utilisation du linézolide s’est accompagnée de [’émergence de souches résistantes
notamment chez les SCN et les Entérocoques. Elles sont de moins en moins rares et
probablement sous-diagnostiquées du fait de résistances de bas niveau mal détectées. Chez les
Entérocoques, D’acquisition du gene c¢fr entraine également une résistance au
chloramphénicol. Il est donc important d’étre d’autant plus vigilent sur le rendu du résultat
pour le linézolide lorsqu’une souche d’Entérocoque est retrouvée résistante au

chloramphénicol.

De facon plus inquiétante, nous observons aussi une augmentation du nombre de souches
porteuses des geénes OptrA et cfr. Ces résistances plasmidiques a fort potentiel de transmission
et de dissémination (responsables de plusieurs endémo-€épidémies intra- et inter-hospitalieres)
incitent donc a renforcer la surveillance du niveau de sensibilité au linézolide et plus

généralement aux molécules de la famille des oxazolidinones.
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