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INTRODUCTION

Les bactéries a Gram positif occupent depuis le début des années 90 le devant de la scéne
infectiologique en raison du développement inquiétant de leur résistance aux antibiotiques
anciens et récents (Levy 1998). Les staphylocoques sont responsables d’infections
communautaires et hospitaliéres séveres difficiles a traiter en raison de la multirésistance de
ces bactéries (B-lactamines, aminosides, fluoroquinolones, macrolides...).

Les glycopeptides restent encore le traitement de référence des infections a S. aureus
résistant a la méticilline. Si ces molécules ont été largement employées, elles demeurent
malgré tout de « mauvais antistaphylococciques »: Propriétés pharmacodynamiques
médiocres, vitesse de bactéricidie lente, diffusion intracellulaire faible, voie parentérale
stricte (nécessité le plus souvent d’une voie centrale), dosages sanguins répétés
indispensables... (Fantin 2002). De plus, I’émergence de souches de sensibilité diminuée aux
glycopeptides (Hiramatsu et coll 1997a) et la description récente d’une souche de S. aureus
résistante a la vancomycine (Chang et coll 2003) n’ont fait que renforcer le besoin de
nouvelles molécules antistaphylococciques insensibles a ces mécanismes de résistance. Si la
recherche est toujours en cours pour découvrir de nouveaux antimicrobiens, I’arsenal
thérapeutique comprend maintenant deux nouvelles molécules ayant démontré leur
efficacité sur S. aureus. Il s’agit du linézolide (Zyvoxid®) et de I’association quinupristine-
dalfopristine (Synercid®). Méme si ces antibiotiques ont obtenu leur AMM, leur récente
utilisation fait que de nombreux aspects de leur activité antibactérienne restent encore

méconnus : mode d’administration optimum, développement de la résistance, activité en



association avec d’autres molécules... L’expérience clinique va fournir une base solide
d’étude de I’activité de ces antibiotiques mais pour des raisons éthiques évidentes, seule la
recherche expérimentale pourra étre en mesure d’appréhender les différents aspects de
I’activité antibactérienne de ces molécules. Les avantages d’un modele animal expérimental
discriminant, en plus de reproduire le plus fidélement possible les caractéristiques de
I’infection chez I’homme, est de pouvoir obtenir des données permettant une comparaison
statistique entre différents régimes thérapeutiques testés (Fantin et coll 1992). De plus, la
simulation des pharmacocinétiques humaines chez I’animal des molécules étudiées a permis

de pouvoir extrapoler beaucoup plus facilement les résultats obtenus a I’lnomme.

Notre travail était donc essentiellement orienté sur I’étude de ces deux nouvelles molécules
et plus particulierement sur I’activité du linézolide en cherchant & définir et a étudier le mode
optimal d’administration, I’activité antibactérienne in vitro et in vivo sur différentes souches
de S. aureus et I’activité des associations incluant le linézolide in vitro et in vivo. Dans une
premiere partie, nous détaillerons les différents themes relatifs au contexte de I’arrivée de ces
nouvelles molécules antibactériennes (émergence de la multirésistance et nouvelles
stratégies antibiotiques) ainsi que I’intérét des études expérimentales dans la détermination
de I’activité antibactérienne. Enfin, nous présenterons et discuterons dans une deuxiéme

partie les résultats de nos travaux.
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RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES: EMERGENCE DE LA

MULTIRESISTANCE.

|. INTRODUCTION.

L’arrivée des antibiotiques a considérablement bouleversé notre attitude vis-a-vis des
infections d’origine bactérienne. Alors que I’optimisme était de mise au début de I’ére de
I’antibiothérapie, nous sommes passés d’un état d’inquiétude et de mise en garde a une
véritable crise. Si la surconsommation des antibiotiques peut expliquer en partie I’émergence
de la résistance bactérienne (Figure 1), ce probléeme est un phénoméne complexe, dynamique
et multi-factoriel.

Aujourd’hui, un certain nombre de bactéries sont devenues résistantes a tout I’arsenal
thérapeutique disponible. Si I’augmentation de la résistance a d’abord touché les bactéries a
Gram négatif, elle concerne essentiellement les bactéries a Gram positif depuis une dizaine
d’années (Levy 1998). Il n’est donc pas étonnant que I’industrie pharmaceutique ait
concentré essentiellement ses recherches sur la résistance de ce type de bactéries. Les germes
principalement incriminés sont les staphylocoques (Staphylococcus aureus et staphylocoques
a coagulase négative (Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus haemolyticus)), les
entérocoques (Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium), les pneumocoques, les
streptocoques... La multirésistance est aujourd’hui un probleme reconnu de santé publique et
a conduit a toute une série de mesures visant a réduire la consommation et a une meilleure

utilisation des antibiotiques, & améliorer le contrdle de I’infection bactérienne ainsi qu’a
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favoriser le développement de nouvelles molécules. Cependant, la résistance bactérienne
étant indissociable de I’utilisation des antibactériens, la sortie de cette crise ne pourra
certainement se faire qu’en ralentissant le développement de la résistance tout en continuant

a développer des nouvelles molécules insensibles a ces mécanismes de résistance.

Figure 1. Affichage publicitaire pour sensibiliser le public au probleme

de la résistance bactérienne.

I1. coCCI A GRAM POSITIF MULTIRESISTANTS AUX ANTIBIOTIQUES
Depuis le début des années 1990, on a assisté a I’émergence et a une augmentation de la
résistance chez les cocci a Gram positif (Levy 1998). Ainsi la résistance a la méticilline
continue a augmenter chez S. aureus, les entérocoques ne cessent de développer leur
résistance a la pénicilline, la gentamicine, la streptomycine et a la vancomycine. Plus d’une
souche sur quatre de Streptococcus pneumoniae apparait résistante a la pénicilline et ce
germe tend également vers la multirésistance (notamment aux céphalosporines et

macrolides) (Thornsberry 1996).

I11. MULTIRESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES CHEZ LES ENTEROCOQUES.
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Les entérocoques possédent des résistances naturelles multiples dont les aminosides (a bas
niveau), les céphalosporines (a haut niveau), la clindamycine, les fluoroguinolones (a bas
niveau) s’ajoutant a des résistances acquises aux pénicillines, glycopeptides et aminosides
(Rice 2001). Pour réussir a contourner cette multirésistance, des associations d’antibiotiques
sont fréquemment utilisées pour pouvoir récupérer I’activité bactéricide initiale. Les options
thérapeutiques devant une infection a VRE apparaissent donc extrémement limitées. Devant
cette impasse, le linézolide et la quinupristine-dalfopristine représente une alternative
intéressante et efficace pour le traitement de ce type d’infection (Leclercq 2002a, Kauffman
2003). En France, la résistance a la vancomycine chez les entérocoques reste encore
anecdotique comparée aux taux observés dans d’autres pays, notamment aux USA. Une
étude récente relate des taux de 0 a 1.7% de VRE en Europe a I’exception du Royaume-Uni
(10.4%) et de I’Italie (19.6%) avec une incidence globale de 2.9% (8 pays européens étudiés)
(Goossens et coll 2003). Aux Etats-Unis, plus de 25% des souches d’entérocoques isolées
des unités de soins intensifs sont des VRE (National Nosocomial Infections Surveillance

1999, Prystowsky et coll 2001).

IV. STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTANT A LA METICILLINE
IV.1. PRESENTATION RAPIDE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Staphylococcus aureus est un membre de la famille des Micrococcaceae. Il s’agit d’un cocci
a Gram positif se présentant sous forme de grappes a I’examen microscopique. Son
génome est constitué d’un chromosome circulaire d’environ 2,8 Mb avec la présence de
plasmides et de transposons. Les genes de virulence ou de résistance aux antibiotiques
peuvent étre localisés au niveau du chromosome ou sur des €léments extra-chromosomiques.

La structure de cette bactérie est représentée sur la Figure 2.
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Figure 2. Structure de Staphylococcus aureus (Lowy 1998). La partie A représente la surface cellulaire et les protéines
secrétées. La synthese de beaucoup de ces protéines est dépendante de la croissance bactérienne et peut étre contrélée par des
génes régulateurs (exemple géne agr). Les parties B et C montrent des coupes de la membrane cellulaire. La plupart des
protéines de surface possédent une organisation structurale proche de celle du « clumping factor », incluant des segments

répétes d’acides aminés (C).
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IV.2. MULTIRESISTANCE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

IV.2.1. INTRODUCTION.
Le phénomeéne de multirésistance chez Staphylococcus aureus pose un probleme
thérapeutique majeur. En effet, cette bactérie apparait résistante a la quasi-totalité des
agents antimicrobiens disponibles a I’hdpital. Si la vancomycine restait I’unique alternative
aux traitements des infections a SARM il y a encore quelques années, I’apparition de
souches de SARM de sensibilité diminuée aux glycopeptides a remis en cause cette
situation précaire (Hiramatsu et coll 1997a).
Le staphylocoque doré est naturellement sensible a la plupart des antibiotiques a
I’exception des antibiotiques ayant un spectre comprenant exclusivement les bactéries a
Gram négatif. Ce germe a démontré une facilité importante d’adaptation au développement
de la résistance, ce qui explique la place prépondérante qu’il occupe dans un grand nombre
d’infections (infections de la peau et des tissus mous, bactériémies, infections ostéo-
articulaires, ostéomyélites, endocardites, pneumonies,...). Cette bactérie est devenue
multirésistante par I’acquisition successive de genes de résistance portés par des plasmides

et des transposons.

IV.2.2. RESISTANCE A LA METICILLINE (SARM).
1VV.2.2.1. INTRODUCTION.
La résistance a la méticilline (ou oxacilline) est apparue en 1961 un an aprés I’introduction
de cet antibiotique sur le marché. Cette resistance a constamment varié au cours du temps
(Figure 3) mais chez certaines catégories de malades, le SARM est devenu la premiére
bactérie responsable d’infections nosocomiales (Brun-Buisson 1998). En effet, en 2001,
Staphylococcus aureus représentait en France environ 20% des germes identifiés, faisant

partie d’un trio de téte comprenant également Escherichia coli (22.6%) et Pseudomonas
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aeruginosa (11%) (L’infection nosocomiale sous surveillance 2001). Des différences
énormes sont observées d’un pays a l’autre de I’Union Européenne : Alors que dans
certains pays, on dépasse allegrement la barre des 50% de souches résistantes a la
méticilline, des niveaux extrémement faibles sont observés en Suéde et au Danemark
(Figure 4) (European Antimicrobial Resistance Surveillance System 2000). En France, le
pourcentage de S. aureus résistants a la méticilline est d’environ 30% (Lepelletier et coll
2001). 1l est important de noter que depuis le milieu des années 90, de nouveaux clones
sont apparus et sont caractérisés par leur sensibilité a la gentamicine et par leur résistance
hétérogene a la méticilline (Aubry-Damon et coll 1997). Si la résistance a la méticilline
inclut une résistance a I’ensemble des B-lactamines, elle est le plus souvent également

accompagnée d’une résistance aux aminosides, aux fluoroquinolones et aux macrolides.

IVV.2.2.2. SYNTHESE DU PEPTIDOGLYCANE.
Le peptidoglycane est un hétéropolymére composé de chaines glucidiques reliées les unes
aux autres par des chainons peptidiques. La chaine polysaccharidique est formée de
chainons N-acétyl-glucosamine-acide-N-acétylmuramique. Les chaines peptidiques
formées au minimum de quatre amino-acides sont toujours fixées sur I'acide muramique.
La synthése du peptidoglycane fait intervenir 3 étapes majeures :
(i) Une étape cytoplasmique de synthese du précurseur UDP-acide-N-
acétylmuramique-(MurNAc)-pentapeptide.
(i) Une étape de translocation des précurseurs a travers la membrane
cytoplasmique.
(ili)  Une étape de polymérisation du peptidoglycane a partir de ces précurseurs

lipidiques.
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Figure 3. Evolution de la résistance a I’oxacilline chez Staphylococcus aureus a I’hopital
Henri-Mondor de 1969 a 1996 (d’aprés Aubry-Damon et coll 1997).
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D'autres enzymes sont aussi nécessaires pour une synthése harmonieuse de la paroi :
hydrolases permettant de couper les chaines glucidiques du peptidoglycane (r6le essentiel

lors de la division), D,D carboxypeptidases coupant le dipeptide D-Alanine -D-Alanine...

1V.2.2.3. PROTEINES DE LIAISON AUX PENICILLINES.

Les B-lactamines se fixent sur des protéines membranaires, les Protéines de Liaison aux
Penicillines (PLP). Ces proteines sont des enzymes catalysant les liaisons entre chaines
peptidiques dans la paroi ou assurant le remaniement de ces chainons. Les PLP essentielles
sont capables de réactions de transpeptidation et des transglycosylation. Certaines PLP sont
des D,D-endopeptidases. Il existe chez les bactéries une grande diversité des PLP. Les R3-
lactamines jouent le role d'un substrat formant une liaison stable avec la PLP et blogquant
son action. L'effet bactéricide ne semble pas di uniquement aux PLP : c'est plus I'équilibre
entre synthese et lyse naturelle (sous I'action d'autres enzymes telles des hydrolases), qui

en est la cause.

IV.2.2.4. SUPPORT ET MECANISME DE LA RESISTANCE A LA

METICILLINE.
Le support génétique de cette résistance est un fragment d’ADN additionnel de 30-40 kb,
le gene mecA. Ce gene code pour une PLP additionnelle, la PLP2a (ou PLP2’), qui possede
une faible affinité pour la méticilline et qui est a la base de la résistance a la méticilline
(Archer et coll 1994). Le phénomene de régulation est complexe et met en jeu de
nombreux genes et des systemes régulateurs agissant au niveau de la transcription donc de
I’expression de PLP2a : mecl code pour un répresseur de mecA, mais I’expression de la
résistance a la méticilline nécessite que ce géne soit inactivé par mutation ou délétion

(Hiramatsu et coll 1999). La production de PLP2a est sous le double contréle des éléments
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régulateurs mecRI-mecl- et blaRI-blal (pénicillinase) (Berger-Bachi 1999). Il existe
également des genes accessoires impliqués dans la résistance de haut niveau a la
méticilline et contribuant a la complexité du systeme.
Ce systeme de régulation complexe et cette importante variabilité genétique sont a
I’origine de I’expression variable de la résistance a la méticilline de S. aureus et celle-ci
n’est pas corrélée avec la quantité de PLP2a produite. En effet, cette résistance peut étre
homogéne ou hétérogene et de différents niveaux. La plupart des bactéries présentent un
bas niveau de résistance mais une petite sous-population exprime un haut niveau de
résistance. Cette derniére est dépendante de la souche et peut varier de 10% & 10° a
I’intérieur de la population (Pierre 1988). En conséquence, les souches de SARM ont été
classées en 4 classes principales décrites par Tomasz (Figure 5) (Tomasz et coll 1991) :

- Resistance hétérogeéne de trés bas niveau (classe I).

- Resistance hétérogéne de bas niveau a la méticilline (classe I1).

- Resistance hétérogéne de haut niveau a la méticilline (classe Il1).

- Résistance homogene a la méticilline (classe 1V).
Cette caractérisation permet de différencier les différentes souches de SARM et de mieux
connaitre I’épidémiologie de S. aureus. De plus, il apparait que le niveau de résistance a la
meticilline peut avoir un impact sur I’activité de certains antibactériens et sur le résultat de

certaines associations d’antibiotiques (Drugeon et coll 1994).

IV.2.3. EMERGENCE DE LA RESISTANCE AUX GLYCOPEPTIDES.
1V.2.3.1. INTRODUCTION.
Si les cliniciens sont régulierement confrontés au probleme de la résistance a la méticilline,
la description au Japon en 1997 d’une souche de Staphylococcus aureus de sensibilité

diminuée aux glycopeptides (Hiramatsu et coll 1997a) a remis en cause I’utilisation quasi-
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Figure 5. Analyse des populations selon la classe d’expression de la résistance a la

méticilline (Drugeon et coll 1994).
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exclusive des glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) dans les infections a SARM
(« which has been the drug of last resort to treat MRSA» (Khurshid 2000)). 1l faut noter
que les premiers signalements de souches de S. aureus présentant une sensibilité diminuéee
a la teicoplanine datent plutot du début des années 90, mais ces souches conservaient leur
sensibilité a la vancomycine (Kaatz et coll 1990, Mainardi et coll 1995). Si I’impact
clinique des souches présentant une sensibilité diminuée est encore mal connu, la
description récente d’une souche de S. aureus résistant a la vancomycine démontre qu’il
faudra composer prochainement avec la résistance aux glycopeptides (Sievert 2002, Chang

et coll 2003).

IV.2.3.2. EMERGENCE DE SOUCHES DE SENSIBILITE DIMINUEE AUX

GLYCOPEPTIDES.
La premiére souche décrite de sensibilité diminuée a la vancomycine avait une CMI de 8
mg/L, ce qui la classait dans la catégorie de sensibilité intermédiaire (VISA : vancomycin-
intermediate Staphylococcus aureus). Depuis, plusieurs souches (toutes résistantes a la
méticilline) ont été décrites en Europe, en Asie et aux Etats-Unis (Smith et coll 1999,
Rotun et coll 1999, Fridkin 2001). Ces souches sont le plus souvent isolées dans des
contextes particuliers d’infection séveére sur des terrains difficiles auxquels vient s’ajouter
une antibiothérapie de longue durée par un glycopeptide (plusieurs semaines a plusieurs
mois...) (Leclercq 2002b). Si les infections dues & ces souches VISA restent pour le
moment des cas rares, le phénoméne d’hétéro-résistance chez S. aureus (hVISA) semble

étre plus largement décrit dans la littérature (paragraphe 1V.2.3.4).

IV.2.3.3. VRSA : EMERGENCE DE LA RESISTANCE A LA VANCOMYCINE.
La résistance a la vancomycine est définie par une CMI supérieure ou égale a 32 mg/L

(NCCLS). La premiére souche clinique de Staphylococcus aureus démontrant cette
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résistance (VRSA) a éte isolée en juin 2002 aux Etats-Unis (Chang et coll 2003). Le gene
vanA (responsable de la résistance a la vancomycine chez les entérocoques) a été mis en
évidence chez cette souche hautement résistante présentant une CMI a la vancomycine de
1024 mg/L. 1l semble qu’il y ait eu un transfert conjugatif du géne vanA entre un
entérocoque résistant a la vancomycine (VRE) co-présent au site de I’infection et la souche
de SARM incriminée. Néanmoins, cette souche restait cependant sensible au
chloramphénicol, linézolide, quinupristine/dalfopristine, tétracyclines et a I’association
triméthoprime/sulfaméthoxazole (Tableau I). Cette explication semble étre commune avec

la seconde souche isolée de VRSA (Centers for Disease Control and Prevention 2002).

IVV.2.3.4. HETERO-RESISTANCE.

Une troisieme classe de S. aureus peut-étre a I’origine de confusion (Tableau Il, Figure 6).
Il s’agit des souches exhibant une hétéro-résistance a la vancomycine (hVISA). Ces
souches, bien que sensibles a la vancomycine, présentent des sous-populations de cellules
filles (avec des fréquences de 10°° & 10®) résistantes & la vancomycine avec des CMI de 2 &
8 fois plus élevées que I’isolat clinique original alors que la souche mere possede des CMI
de 1 &4 mg/L (Hiramatsu et coll 1997b, Chesneau et coll 2000). En revanche, ces souches
sont le plus souvent intermédiaires ou résistantes a la teicoplanine. Cette hétéro-résistance
de S. aureus semble étre I’état qui précede le développement de la résistante intermédiaire
a la vancomycine, notamment sous la pression continue exercée par cet antibiotique. La
signification clinique et le role dans les échecs thérapeutiques de ces souches restent
encore pour le moment mal connues. Cependant, aucune technique a I’heure actuelle ne
fait I’unanimité pour la mise en évidence de ces souches hétéro-VISA.

Différentes méthodes ont été utilisées pour identifier ces souches :
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Tableau 1. CMI aux principaux antibiotiques de la souche de S. aureus résistante a la

vancomycine. Cette souche était de plus résistante a la clindamycine, I’érythromycine, la

gentamicine, la Iévofloxacine, I’oxacilline, la rifampicine et a la teicoplanine (d’apres

Chang et coll 2003).

ANTIBIOTIQUE CMI (mg/L) INTERPRETATION
Chloramphénicol 8 SENSIBLE
Gatifloxacine 4 INTERMEDIAIRE
Linézolide 2 SENSIBLE
Minocycline 0.25 SENSIBLE
Quinupristine-dalfopristine <1 SENSIBLE
Tétracycline 2 SENSIBLE
Triméthoprime-

2 SENSIBLE
sulfaméthoxazole
Vancomycine 1024 RESISTANT

Tableau Il. Classement des souches de Staphylococcus aureus suivant leur sensibilité a la

vancomycine.

Souches Abréviation CMI Vancomycine (mg/L) Référence(s)
souche «
sous—population Hiramatsu et al.
Hetero-resistant VISA  Hetero-VISA parente »
4-32 (1997). Lancet
1-4
Vancomycin- VISA 8- 16 Smith et al.
intermediate S. aureus (1999). NEIM
Vancomycin-resistant VRSA s 3 Chang et al.

S. aureus

(2003). NEIM
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Figure 6. Analyse de population permettant de différencier les souches sensibles (VSSA),
présentant une hétéro-résistance (hVISA), une résistance intermédiaire (VISA) ou une
résistance homogene (VRSA) a la vancomycine. Les souches VRSA exhibent une
résistance homogene a la vancomycine avec une population croissant a toutes les
concentrations testées. Les souches VISA montrent une résistance intermédiaire avec
100% de la population poussant a 4 mg/L et une partie importante de celle-ci poussant a 8
mg/L. Les souches hVISA présentent une résistance hétérogene avec des sous-populations
présentant différents niveaux a la vancomycine et une faible population capable de croitre

a une concentration de 8 mg/L (d’apres Lui et coll 2003).
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L’analyse de population (Figure 6) permet de mettre en évidence les différentes
categories de résistance a la vancomycine. A partir d’une solution bactérienne a
10® CFU/mL, différentes dilutions sont étalées sur des géloses BHI (Brain Heart
Infusion) contenant des concentrations croissantes de vancomycine. Le nombre
de colonies survivantes est compté aprés 48 heures d’incubation pour chaque
concentration de vancomycine. Cependant, cette méthode demande beaucoup
de travail et n’a pas montré de supériorité par rapport aux autres méthodes.
L’identification peut s’effectuer par la croissance pendant 24 heures sur un
milieu contenant de la vancomycine (généralement 4-6 mg/L). En France, le
CASFM recommande I’utilisation d’une gélose MH additionnée de 5 mg/L de
teicoplanine (Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie 2002). La sensibilité diminuée est suspectée par la présence d’au
moins une colonie aprés ensemencement d’un dép6t de 10 pL d’une suspension
de 6.108 UFC/mL (MacFarland 2), aprés incubation & 35-37°C et lecture & 24 et
48 heures. L’utilisation d’une gélose BHI additionnée de 6 mg/L de
teicoplanine et ensemencée par dép6t de 10 pL d’une suspension & 108 UFC/mL
(MacFarland 0.5) ne permettrait pas d’obtenir de résultats reproductibles d’un
lot a l'autre (Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie 2002).

Enfin, d’autres méthodes existent mais sont pour la plupart des variations autour

des techniques citées précédemment.
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Cette catégorie de SARM (hVISA) semble étre finalement plus présente en France que les
souches dites VISA. Ces souches peuvent disséminer de facon épidémique et la fréquence
peut varier de 0.6% a 25% suivant les régions (Reverdy et coll 2001, Pina et coll 2000).
Une telle différence pourrait éventuellement s’expliquer par I’absence de consensus a
I”’heure actuelle sur la détection de ce type de souches.
Deux problémes majeurs sont posés par I’hétéro-résistance des souches de SARM:
(i) Ce phénomene pourrait étre associé a des échecs thérapeutiques.
Wong et coll. (Wong et coll 2000) ont décrit quatre cas de septicémies causées par S.
aureus présentant une hétéro-résistance a la vancomycine avec des CMI de 8 mg/L
pour la vancomycine et de 24 mg/L pour la teicoplanine. Pour au moins deux de ces
cas, la mortalité pouvait étre imputée au phénomene d’hétéro-résistance.
(i) Ces souches pourraient constituer un réservoir pouvant conduire a I’obtention
de souches VISA :
Hiramatsu et coll. (Hiramatsu et coll 1997b) ont étudié deux souches qui présentent le
méme profil en électrophorese a champ pulsé : Mu3 and Mu50 (souche de sensibilité
diminuée a la vancomycine). Lorsque Mu3 est cultivé dans un milieu sans antibiotique,
cette souche produit des sous-populations de cellules présentant des degrés différents
de résistance a la vancomycine, ce qui est caractéristique d’une souche de résistance
hétérogene. En présence de vancomycine, Mu3 produit des cellules avec une résistance
proportionnelle a la concentration utilisée. Autrement dit, si Mu3 est cultivé dans un
milieu contenant 8 mg/L de vancomycine, la CMI de cette souche va étre de 8 mg/L, ce
qui est équivalent a la CMI de Mub50. Cette résistance a la vancomycine est

sélectionnée & une fréquence de 10°. En conséquence, il semble que I’hétéro-résistance

26



puisse constituer une étape préliminaire qui autorise le passage vers la résistance sous
la pression exercée par la vancomycine.
IV.2.3.5. MECANISME DE LA RESISTANCE AUX GLYCOPEPTIDES.

Les dissacharides pentapeptides, précurseurs du peptidoglycane, sont normalement
incorporés dans le peptidoglycane en cours d’élaboration sous I’action des PLP. Les
glycopeptides se fixent sur le d-Ala-d-Ala terminal du pentapeptide et cette fixation va
perturber deux étapes cruciales de la synthése du peptidoglycane.
Les entérocoques sensibles a la vancomycine synthétisent des précurseurs de la paroi se
terminant par la séquence d-Ala-d-Ala, qui vont se lier a la vancomycine avec une haute
affinité. Lorsqu’ils sont résistants, ils vont générer des précurseurs présentant différentes
terminaisons (d-Ala-d-Lac ou d-Ala-d-Ser) possédant une faible affinité pour la
vancomycine (Figure 7). Plusieurs genes de résistance ont été mis en évidence comme les
génes vanA, vanB, vanD, vanE, vanF et vanG. Cependant, aucun de ces genes n’avait
jamais été retrouvé dans des isolats cliniques de S. aureus (Wooodford 2001). Néanmoins,
il avait été démontré in vitro que le transfert conjugatif du gene vanA était possible de
Enterococcus faecalis vers Staphylococcus aureus (Noble et coll 1992).
Le mécanisme de résistance de S. aureus aux glycopeptides est encore imparfaitement
connu. Des anomalies morphologiques ont été mises en évidence chez une souche
résistante incubée en présence de vancomycine (Figure 8). Celle-ci, observée en
microscopie électronique a transmission, montre la formation d’agrégats multicellulaires
avec la présence de grande quantité de matériel a la surface (Sieradzki et coll 1999). De
méme, la microscopie électronique a montré que la paroi subissait un épaississement chez
les souches résistantes. Cette observation semble démontrer une relation étroite entre

I’épaisseur de la paroi (biosynthése et taux de renouvellement du peptidoglycane
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augmentes) et le degré de résistance a la vancomycine. Cependant, cette théorie semble
étre remise en question par des observations contradictoires (Bergogne-Bérézin 2003).

Si plusieurs cas d’emergence de souches VISA ont été décrits dans différents pays du
monde, les infections documentées a S. aureus de sensibilité diminuée restent (pour le
moment) relativement rares. La description de souches VRSA se limite pour I’instant a

deux cas.

28



Vancomycin-Susceptible Enterococci

Vancomycin-susceptible enterococci
make cell-wall precursors that have
high affinity for vancomycin.

Vancomycin

Inhibition of cell-
wall synthesis

X—=>

Tripeptide containing intermediates
in cell-wall synthesis

Vancomycin-Resistant Enterococci

Vancomycin-resistant enterococci, in the presence
of vancomyein, make cell-wall precursors that

have low affinity for vancomycin. Vancomycin

Cell-wall
synthesis

Figure 7. Mécanisme de résistance a la vancomycine chez I’entérocoque. Ala : alanine ;
X : lactate pour les types de résistance vanA, vanB and vanD et sérine pour les types vanC
et vankE (d’apres Murray 2000).
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Figure 8. Anomalies morphologiques d’une souche de SARM résistante & la vancomycine.
L’image du haut représente la souche incubée dans un bouillon trypticase-soja sans

antibiotique. Celle du bas montre la méme bactérie incubée dans un bouillon trypticase-
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soja contenant 8 pug/mL de vancomycine. La barre représente 1 um (Sieradzki et coll
1999).

NOUVELLES STRATEGIES ANTIBIOTIQUES

l. INTRODUCTION

Paroi bactérienne et synthése des macromolécules (ADN, ARN ou protéines) sont les
principales cibles des antibiotiques (Figure 9). Les bactéries ont su s’adapter a I’activité
antibactérienne de ces molécules par mutation ou par acquisition de nouveaux genes
exogenes (via des €léments génétiques mobiles : plasmides, transposons...). Cette défense
s’est organisée autour d’enzymes, d’altération de la perméabilité membranaire, de pompes
d’efflux ou encore par modifications des cibles antibactériennes. Aujourd’hui, de nouvelles
molécules arrivent sur le marché ou sont encore en phase d’essais et devraient étre
disponibles prochainement. Ces innovations concernent principalement les bactéries
multirésistantes a Gram positif. Deux approches ont été utilisées :

- La premiere a été de rechercher de nouveaux antibiotiques agissant sur de
nouvelles cibles afin d’éviter toute résistance croisée avec d’autres classes
d’antibactériens.

- Laseconde a consisté en la modification chimique de molécules déja existantes

afin d’augmenter I’activité et/ou le spectre antibactérien.
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Il. NOUVELLES MOLECULES.

[1.1. OXAZOLIDINONES.
Les oxazolidinones sont une nouvelle classe a part entiére d’antibactériens de synthése.
Leur découverte date de la fin des années 80 par la firme du Pont de Nemours, mais les
premiers composés étudiés possédant des caractéristiques antibactériennes intéressantes
(DuP 105 et Dup 721) ont vu leur développement interrompu en raison de problémes de
toxicité (Slee et coll 1987). La recherche a été relancée sur cette nouvelle classe
d’antibactériens par Pharmacia Upjohn au début des années 1990 et a abouti au
développement de deux analogues de synthése non toxiques, U-100592 (épérézolide) et U-
100766 (linézolide) (Ford et coll 1997). Sur la base de données pharmacocinétiques (deux
versus trois injections quotidiennes nécessaires), seule la molécule U-100766 a dépassé les
essais de phase I.
Le linézolide est le chef de file d’une nouvelle famille d’antibiotiques, la premiére depuis
30 ans et est maintenant disponible sur le marché. Les oxazolidinones sont des inhibiteurs
de la synthése protéique. Son spectre d’action comprend essentiellement les bactéries a
Gram positif. Les propriétés du linézolide seront décrites plus loin (paragraphe Ill, page

40).

I1.2. SYNERCID (QUINUPRISTINE-DALFOPRISTINE).
Le Synercid (solution injectable) résulte de I’association de deux composés semi-
synthétiques, la quinupristine et la dalfopristine (Figure 10). La dalfopristine,
streptogramine A, est un peptolide cyclique polyinsaturé ; la quinupristine, streptogramine
B, est un hexadepsipeptide cyclique. Prises séparément, ces molécules sont
bactériostatiques mais agissent de facon synergique lorsqu’elles sont utilisées en
association avec un ratio de 30:70 (activité bactéricide). Les streptogramines inhibent la

traduction protéique en agissant sur le centre peptidyl-transférase de la sous-unité 50S
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ribosomale. Les streptogramines A inhibent la phase d’élongation en empéchant la liaison
des amino-acyl-ARNTt et peptidyl-ARNTt respectivement aux sites A et P du centre peptidyl-
transférase, alors que les streptogramines B inhibent la formation du lien peptidique et
induisent le détachement du peptide incomplet du ribosome (Cocito et coll 1997).

Comme le linézolide, le Synercid est essentiellement actif sur les bactéries a Gram positif
comprenant les souches de SARM, les entérocoques résistants a la vancomycine ainsi que
les pneumocoques résistants a la pénicilline. En revanche, il est inactif sur Enterococcus

faecalis.

I1.3. KETOLIDES
La télithromycine est un nouvel antibiotique de la famille des kétolides, sous-classe des
macrolides, et est le premier kétolide a étre disponible sur le marché. La structure chimique
de la telithromycine comporte un macrocycle lactone a 14 liaisons comme les autres
macrolides mais elle se différencie par I’existence de substituants différents, notamment
une fonction cétone d’ou le terme de kétolides (Figure 11). Les kétolides démontrent une
bonne activité sur les bactéries aérobies a Gram positif, sur certains aérobies a Gram
négatif et plus particulierement sur Streptococcus pneumoniae, notamment les souches

résistantes aux macrolides (mefA et ermB) (Zhanel et coll 2002).
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Figure 10. Structure chimique de la quinupristine (gauche) et de la dalfopristine (droite).
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Figure 11. Structure chimique comparée des composes telithromycine et érythromycine.
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[1.4. GLYCOPEPTIDES ET LIPOPEPTIDES.
[1.4.1. DAPTOMYCINE.
Cette molécule est un nouveau lipopeptide cyclique (en cours d’investigation) actif sur de
nombreux germes multirésistants (Gram positif), comme les entérocoques résistants a la
vancomycine, les SARM (y compris les souches intermédiaires aux glycopeptides) et les
pneumocoques résistants a la pénicilline (Figure 12). Dans une récente étude in vitro,
Richter et al. ont étudié I’activité de la daptomycine sur un grand nombre de souches de S.
aureus et d’entérocoques (Richter et coll 2003). Toutes les souches de staphylocoques,
qu’elles soient sensibles ou résistantes a la méticilline, et 96.5% des entérocoques étaient
considérés sensibles a la daptomycine avec une activité comparable au linézolide et a la

quinupristine-dalfopristine.

11.4.2. ORITAVANCINE ET DALBAVANCINE.
Ces molécules sont des glycopeptides semi-synthétiques démontrant in vitro une activité
supérieure a celle de la vancomycine et de la teicoplanine. Dans une étude in vitro
concernant 300 souches de S. aureus, I’oritavancine était active sur I’ensemble des
souches, y compris les souches multirésistantes avec des CMI de 1 a 4 mg/L (Critchley et
coll 2002). Dans un modeéle expérimental d’endocardite chez le lapin, la dalbavancine
administrée pendant 4 jours apparaissait aussi efficace in vivo que la vancomycine et la
teicoplanine sur une souche de S. aureus sensible aux glycopeptides et plus active que la
teicoplanine sur une souche intermédiaire a la vancomycine (CMI=6 mg/L) et a la

teicoplanine (CMI=16 mg/L) (Lefort et coll 2002).

11.4.3. RAMOPLANINE.
Il s’agit d’un glycolipodepsipeptide produit par la fermentation de Actinoplanes spp. La

ramoplanine bloque la biosynthése de la paroi bactérienne en interférant avec la production
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du peptidoglycane. Elle inhibe la conversion de I’intermédiaire lipidique I a I’intermediaire
lipidique I1, une étape qui précede les réactions de transglycosylation et de transpeptidation
(Reynolds et coll 1990). Ce mécanisme d’action est distinct des autres glycopeptides et la
ramoplanine n’interagit pas avec la séquence D-Ala-D-Ala. Cette molécule est bactéricide
in vitro sur Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis résistants a la vancomycine
(Collins et coll 1993). La ramoplanine est administrée par voie orale et ne subit pas de
diffusion systémique. Elle pourrait jouer un réle dans la prophylaxie orale des infections a

entérocoques résistants a la vancomycine (Montecalvo 2003).

I1.5. EVERNINOMICINES.
L’evernimicine, produite par Micromonospora carbonacea, est un composé
oligosaccharidique (Figure 13) qui interagit avec la grande sous-unité du ribosome
bactérien (inhibant ainsi la synthése protéique). Ce produit est bactéricide contre les
pneumocoques mais apparait bactériostatique contre les staphylocoques et les
entérocoques. Il posséde une longue demi-vie (8-18 heures) et une forte liaison aux

protéines.

I1.6. GLYCYLCYCLINES.
La tigecycline (GAR-936) est un dérivé semi-synthétique de la minocycline actif sur de
nombreuses especes bactériennes dont les SARM, sans résistance croisée avec la
tétracycline et la minocycline. Cette molécule semblerait montrer in vitro une activité
comparable ou supérieure (vis-a-vis de SARM) a celle du linézolide, de la vancomycine,

de la minocycline et de la quinupristine-dalfopristine (Kuwahara-Arai et coll 2002).
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Figure 12. Structure chimique de la daptomycine (lipopeptide).

Figure 13. Structure chimique de I’evernimicine.
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[1.7. CEPHALOSPORINES.
Une nouvelle céphalosporine, LB11058, apparait étre active in vitro sur des souches de
SARM. La CMI est de I’ordre de 2 mg/L et LB11058 semble plus rapidement bacteéricide
que la vancomycine avec une réduction de I’inoculum bacterien de 3 log;o UFC/mL apres
24 heures (Cho et coll 2002). Un certain nombre de céphalosporines sont actuellement a
I’étude, développées par différentes compagnies pharmaceutiques : BMS247243, PGE-

9882816 et PGE9739390, RWJ-333441...

11.7. CARBAPENEMES.
L’imipénéme et le méropénéme sont deux carbapénémes couramment utilises en milieu
hospitalier et possedant une activité bactéricide importante sur de nombreuses especes
bactériennes... Cependant, le SARM échappe a I’activité de ces molécules. Récemment, de
nouveaux carbapénemes actifs sur le SARM sont a I’étude. En raison d’une forte affinité
pour la PLP2a, CP5609, un nouveau carbapénéme, est actif sur le SARM mais aussi sur
Streptococcus pneumoniae résistant a la pénicilline. Testé in vitro et in vivo sur des
souches de SARM, CP5609 est apparu au moins aussi efficace que la vancomycine avec

des CMI de 2 mg/L (Kurazono et coll 2002, Nagura et coll 2002).
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I1l. LINEZOLIDE : PREMIER REPRESENTANT D’UNE NOUVELLE CLASSE

D’ANTIBIOTIQUE.

I11.1. INTRODUCTION

Les oxazolidinones sont une nouvelle classe d’antibiotiques de synthése présentant une
alternative intéressante dans le traitement des bactéries multirésistantes a Gram positif
(Figure 14). Le linézolide est le premier composé issu de cette famille a étre
commercialise.

La formule chimique du linézolide, (S)-N-[[3-[3-fluoro-4-(4-morpholinyl)phenyl]-2-0xo0-5-
oxazolodinyl]methyl]-acétamide est Ci6H20FN3O4 (Figure 15). La structure chimique des
oxazolidinones autorise une importante quantité de modifications chimiques possibles qui
pourraient augmenter le spectre antibactérien, I’activité ou encore les caractéristiques
d’administration (Figure 16). Ces recherches « structure-activité » sont actuellement en
cours et plusieurs nouvelles sous-classes ont déja été identifiées, ce qui devrait permettre la

commercialisation de nouvelles molécules dans un avenir proche (Gadwood et coll 2000).

111.2. MECANISME D’ACTION ET RESISTANCE
Le linézolide est un inhibiteur de la synthése protéique mais agit par un mécanisme
d’action original, ce qui explique I’absence de résistance croisée avec d’autres classes
d’antibiotiques, et notamment ceux agissant également sur la synthése des protéines
(chloramphénicol, macrolides, lincosamides, streptogramines, tétracyclines et aminosides).
(Kaatz et coll 1996, Rybak et coll 1998). Un travail de Fines et al. a étudié I’activité in
vitro du linézolide sur des bactéries présentant des genes conférant la résistance aux
inhibiteurs de la synthéese protéique. Il en ressort que I’activité du linézolide n’est altérée ni

par les enzymes LinA, LinA’, LinB, Vgb, Vat, SatA, ANT(4’) (4”°)-1, AAC(6°)-APH(2’"),
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Figure 14. Structure des oxazolidinones.

Figure 15. Structure du linézolide.
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Figure 16. Relations structure-activité conduisant au développement de nouvelles
molécules (d’apres Livermore 2003).
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APHA-3 et Cat, ni par la présence d’un mécanisme d’efflux (MsrA, MefE, MefA, MreA,
Vga, TetK et TelL), ni par la modification ou la protection de la cible cellulaire de
I’antibiotique (méthylases ribosomales, TetM et TetO) (Fines et coll 2000, Rodriguez-
Avial et coll 2003).

Le linézolide agit sur la synthése protéique en bloquant a un stade tres précoce la
traduction au niveau de la phase d’initiation (Figure 17 A et B). Il n’a aucun effet sur les
phases de réplication et de transcription (Eustice et coll 1988). Le linézolide se lie au
niveau du domaine V de I’ARN 23S de la sous-unité ribosomale 50S a un site de liaison
proche de ceux du chloramphénicol et de la lincomycine. Cette liaison empéche donc la
formation du complexe d’initiation, qui comprend le N-formylmethionyl-ARNt, I’ARNm,
les facteurs d’initiation IF2 et IF3 et les sous-unités ribosomales (Figure 18) (Aoki et coll
2002, Shinabarger et coll 1997, Swaney et coll 1998). C’est d’ailleurs I’ARNr 23S qui
constitue la base moléculaire de la résistance au linézolide. A ce niveau, la mutation d’une
guanine en uracile a la position 2576 (principalement) confére la résistance au linézolide
(Figure 19) (Prystowsky et coll 2001, Xiong et coll 2000). Cette résistance est difficile a
mettre en évidence in vitro avec des fréquences d’apparition de I’ordre de 10° & 10™* chez
Staphylococcus aureus en utilisant des concentrations de 2 a 8 fois la CMI (Zurenko et coll
1996). Bien que le développement d’une résistance in vitro au linézolide semble difficile,
plusieurs cas d’apparition de résistance in vivo ont été décrits principalement chez des
souches d’Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis (Gonzales et coll 2001, Boo et
coll 2003) mais également chez deux souches de Staphylococcus aureus résistants a la
meticilline (SARM) (Tsiodras et coll 2001, Wilson et coll 2003). Méme si la résistance
demeure rare pour I’instant (Mutnick et coll 2003), I’ensemble de ces données incite a la

prudence lors de I’utilisation clinique du linézolide en monothérapie afin de ne pas
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favoriser I’apparition de la résistance au linézolide d’une part mais aussi a une nouvelle

classe d’antibactériens.
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I11.3. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

Les oxazolidinones démontrent une bonne activité in vitro contre la plupart des Cocci a
Gram positif pathogenes pour I’homme (Zurenko et coll 1996, Rybak et coll 1998). Le
Tableau Il résume les bactéries les plus communément sensibles au linézolide. Celui-ci
démontre une bonne activité sur Staphylococcus aureus, sensible ou résistant a la
méticilline, sur les entérocoques (résistants ou non a la vancomycine), sur Streptococcus
pneumoniae et autres streptocoques, mais également sur des germes moins fréquents
comme Bacillus spp, Corynebacterium spp, Listeria monocytogenes... Bien que le
linézolide pénétre au travers de la cellule des bactéries a Gram négatif, il est inactif sur ces
germes en raison de son élimination rapide de la cellule via les pompes d’efflux
transmembranaires.

Le linézolide est un inhibiteur de la synthése protéique et comme la plupart des
antibiotiques appartenant a cette classe, son activité antibactérienne est considérée comme
« bactériostatique » aux concentrations atteignables en clinique avec une diminution de
I’inoculum bactérien de 1 a 2 logig UFC/mL/24h (Zurenko et coll 1996, Rybak et coll
1998). Cet antibiotique est considéré comme temps-dépendant ; L’activité antibactérienne

n’augmente plus en fonction de la concentration passée un certain seuil (Figure 20).
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Tableau I11. CMI du linezolide aux bactéries a Gram positif (D’apres Zabransky 2002).

Organisme CMI (ug/mL)
Staphylococcus aureus 2-4
Staphylococcus aureus (sensible a la méticilline) 2-4
Staphylococcus aureus (résistant & la méticilline) 2-4
Staphylococcus epidermidis (sensible a la méticilline) 2-4
Staphylococcus epidermidis (résistant & la méticilline) 2-4
Staphylococcus haemolyticus (sensible & la méticilline) 1
Staphylococcus haemolyticus (résistant & la méticilline) 1
Streptococcus pneumoniae 1-2
Streptococcus pneumoniae (sensible a la pénicilline) 1-2
Streptococcus pneumoniae (intermédiaire/résistant a la pénicilline) 1-2
Streptococcus pneumoniae (résistant a I’érythromycine) 1-2
Streptococcus pyogenes 1-2
Enterococcus faecalis 2-4
Enterococcus faecium 2-4
Clostridium spp. <2
Clostridium difficile 1-2
Clostridium perfringens 1-4
Peptostreptococcus spp. 0.25-2
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Figure 20. Activité in vitro du linézolide sur une souche de Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline. (®) Témoin, (1) Linézolide a 1 fois la CMI, (A) Linézolide a 4

fois la CMI, (<) Linézolide a 8 fois la CMI. Données personnelles.
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I11.4. DONNEES PHARMACOCINETIQUES

Les principales caractéristiques pharmacocinétiques du linézolide sont résumées dans les
Tableaux IV (A et B). Possédant une demi-vie de quatre a cing heures, la posologie
actuellement recommandée en clinique est de 600 mg deux fois par jour pour le traitement
des infections séveres. Avec ce dosage (IV), la concentration sériqgue maximale (a I’état
d’équilibre) est de I’ordre de 15 pg/mL (pic atteint en 30 minutes environ) (Zyvoxid®
(linézolide) : Résumé des Caractéristiques Produit (RCP)). La biodisponibilité de cette
nouvelle molécule est de 100% chez I’homme (Gee et coll 2001). Ceci sous-entend que les
concentrations sériques atteintes sont quasi-équivalentes que le linézolide soit administré
par voie 1.V. ou orale (Figure 21). Ainsi, aucun ajustement de dose n’est nécessaire pour
passer d’un traitement par voie 1.V. a un traitement per 0s, ce qui pourrait contribuer a
réduire la durée d’hospitalisation des patients traités par cette molécule (Li et coll 2003).
Le linézolide posséde une diffusion tissulaire importante : dans le liquide de revétement
épithélial pulmonaire, le ratio (par rapport a la concentration plasmatique) est supérieur a
quatre, quatre heures apres la derniére administration de linézolide (Conte et coll 2002). De
méme, 104% de la concentration plasmatique est retrouvée dans le liquide inflammatoire
chez le volontaire sain 3 heures apres la derniére administration (Gee et coll 2001). Enfin,
environ 70% de la concentration plasmatique en linézolide est retrouvée dans le LCR non
inflammatoire.

Le taux de fixation aux protéines est relativement faible (30%). L’élimination se fait par
voie urinaire sous forme inchangée pour environ 90% de la dose. La présence d’une
insuffisance rénale légere a modérée ne nécessite pas d’ajustement posologique. La
métabolisation du linézolide intervient essentiellement par oxydation. Deux métabolites
inactifs sont produits apres oxydation du noyau morpholine: I’acide amino-étho-

oxyacétique et I’hydroxyéthyle de glycine. De plus, aucune métabolisation du linézolide

51



par le cytochrome P450 n’a été démontrée (Slatter et coll 2001, Zyvoxid® (linézolide) :

Résumé des Caractéristiques Produit (RCP)).
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Tableau IVA. Parameétres pharmacocinétiques chez le volontaire sain apres administration per os ou 1.V. d’une dose unique ou de doses

multiples (a I’état d’équilibre) de linézolide. (Zyvoxid® (linézolide) : Résumé des Caractéristiques Produit (RCP)).

LINEZOLIDE — comprime de

LINEZOLIDE — perfusion L.V.

PARAMETRES 600 mg x 2/j de 600 mg x 2/j
dose unique doses multiples dose unique doses multiples
Cmax (mg/L) 12.7+3.9 21.2+5.8 129+16 151+25
Cmin (mg/L) - 6.1+29 - 3.7+t24
Tmax (h) 1.3+0.7 1.0+0.6 05+0.1 0.5+0.03
AUC (pg.h/mL) 91.4 +39.3 138.0+42.1 80.2 + 33.3 89.7+31.0
Ty (h) 43+1.7 54+2.1 5-7 57

Cmax : concentration plasmatique maximale.

Cmin : concentration plasmatique minimale.

Tmax : temps pour atteindre la concentration plasmatique maximale.
AUC : aire sous la courbe.

Ti/2 - demi-vie d’élimination.
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Tableau 1VB. Caractéristiques pharmacocinétiques du linézolide (d’apres Zyvoxid®

(linézolide) : Résumé des Caractéristiques Produit (RCP)).

Caractéristique Valeur
Biodisponibilité orale (%) 100
Liaison plasmatique aux protéines (%) 31
Volume de distribution (L) 40-50
Clairance
Totale (mL/min) 100 - 200
Rénale (mL/min) 30-50
Non rénale (mL/min) 70 - 150
26 -
24 | _ T
—e— Orale

Concentration (mg/L)

Temps (h)

Figure 21. Concentrations sériques de linézolide a I’état d’équilibre aprés administrations
répétées per os ou 1.V. de 600 mg x 2/j chez le volontaire sain (n=16) (d’apres Zyvoxid®
(linézolide) : Résumé des Caractéristiques Produit (RCP).
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I11.5. INDICATIONS ET UTILISATION CLINIQUE DU LINEZOLIDE

[11.5.1. INDICATIONS.
Les indications du linézolide chez I’adulte sont (pour le moment) peu nombreuses. Les
données étant encore insuffisantes chez les patients de moins de 18 ans, un traitement par
linézolide n’est pas recommandé. Un traitement par linézolide est indiqué lors des infections
bactériennes suivantes documentées ou suspectées a bactéries a Gram positif :

e Pneumonies nosocomiales.

e Infections compliquées de la peau et des tissus mous.
En général, le linézolide est relativement bien toléré (Bouza et coll 2001). Cependant, des
cas de thrombocytopénies (Attassi et coll 2002, Waldrep et coll 2002) et de
myélosuppression (Green et coll 2001) ont été rapportés chez des patients traités par
linézolide. Dans tous les cas, les différents parametres hématologiques sont revenus a la
normale aprés arrét du traitement. Cette toxicité semble corrélée a la durée du traitement (au-
dela de 10-14 jours de traitement). Néanmoins, une numération sanguine complete est
recommandée (1 fois par semaine) chez les patients traités par linézolide, a fortiori pour les

traitements d’une durée supérieure a 14 jours.

111.5.2. EXPERIENCE CLINIQUE.
111.5.2.1. DANS LE CADRE DE L’AMM.
Différents essais cliniques ont été menés pour étudier I’efficacité du linézolide dans les
pneumopathies nosocomiales et dans les infections compliquées de la peau et des tissus
mous.
Pour la premiere indication, une étude multicentrique randomisée contrélée en double
aveugle a étudié I’efficacité du linézolide en comparaison avec la vancomycine dans des

pneumopathies nosocomiales acquises aprés 48 heures d’hospitalisation (Rubinstein et coll
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2001). L’aztréonam était associé en cas de suspicion de la présence d’un bacille Gram
négatif. Dans cette étude, le taux d’éradication bactérienne par germe et les effets
indésirables ont été comparables entre les deux traitements.

Une étude multicentrique internationale (randomisée en double aveugle) a étudié I’efficacité
et la tolérance du linézolide en comparaison avec I’oxacilline/dicloxacilline dans le
traitement des infections compliquées de la peau et des tissus mous (Stevens et coll 2000).
Comme dans I’étude précédente, I’aztréonam était associé en cas de suspicion de la présence
d’un bacille Gram négatif. Les résultats obtenus montrent un taux de guérison clinique par
germe chez les patients bactériologiqguement évaluables et une tolérance comparable entre

les deux bras thérapeutiques.

111.5.2.2. HORS-AMM.

Etant donné les limites de I’AMM, de nombreux cas dans la littérature relatent I’utilisation
du linézolide dans des indications hors AMM. Ces utilisations se font le plus souvent dans
un contexte particulier ou le choix thérapeutique est extrémement restreint : multirésistance
de la bactérie responsable de I’infection, allergies a d’autres familles d’antibiotiques, échecs
thérapeutiques...

Le linézolide a été utilisé plusieurs fois pour le traitement d’endocardites infectieuses a
SARM ou a entérocoques. Si des échecs ont été rapportés (Ruiz et coll 2002, Tsiodras et coll
2001, Zimmer et coll 2003), plusieurs études rapportent le succes thérapeutique obtenu par le
linézolide : Babcock et al. (Babcock et coll 2001) exposent le cas d’une endocardite a VRE
traitée sans succes par du chloramphénicol et par I’association quinupristine-dalfopristine,
mais ayant répondu favorablement a un traitement par linézolide (per o0s). De méme,
Andrade-Baiocchi et al. (Andrade-Baiocchi et coll 2003) ont été confrontés a une

endocardite a S. aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides, qui ne répondait pas a de
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fortes doses de vancomycine. Une réponse clinique favorable a été obtenue lors du début de
I’utilisation du linézolide. Enfin pour les cas d’échecs thérapeutiques ou le germe incriminé
restait sensible au linézolide, il semble que des concentrations plasmatiques faibles puissent
étre responsables de la non-réponse au traitement par le linézolide. En effet, Sperber et al.
rapportent le cas d’un patient traité pour une infection & SARM et ne répondant pas au
traitement par linézolide (Sperber et coll 2003). Seule une augmentation de la posologie (900
mg 1V toutes les 12 heures) a permis d’éradiquer le germe. La mesure des taux plasmatiques
avant I’augmentation de la dose a permis de mettre en évidence une concentration
plasmatique extrémement faible en linézolide (Tableau V), ce qui explique I’échec observé

avec la posologie classique (600 mg IV toutes les 12 heures).

CONCENTRATIONS PLASMATIQUES (mg/L)

600 mg (per 0s) 600 mg IV 900 mg IV
PIC 1.73 3.15 9.14
VALLEE 0.10 Trace 1.8

Tableau V. Faibles concentrations plasmatiques observées chez un patient traité par

linézolide toutes les 12 heures (d’aprés Sperber et coll 2003).

Le linézolide a aussi éte utilise dans le traitement des infections ostéo-articulaires a8 SARM et
VRE. Melzer et al. (Melzer et coll 2000) rapportent le succes d’un traitement par linézolide
apres échec d’autres antibiothérapies dans le cas d’un patient présentant une ostéomyélite et

une septicémie persistante a SARM et a VRE. De méme, une autre étude (Till et coll 2002)
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démontre I’efficacité du linézolide dans le traitement d’une infection de prothése de hanche

associée a une ostéomyélite due a Enterococcus faecium résistant a la vancomycine.
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APPORT DES ETUDES EXPERIMENTALES SUR L’ACTIVITE
ANTIBACTERIENNE DE NOUVELLES MOLECULES : CORRELATION IN

VITRO — IN VIVO.

l. INTRODUCTION

Une substance antibiotique obéit a la définition suivante :

«Toute substance chimique produite par des micro-organismes ayant le pouvoir
d'inhiber et méme de détruire les bactéries et autres micro-organismes en solution

diluée ».

De par sa définition, un antibiotique va avoir pour réle principal de détruire et ceci, le
plus rapidement possible, les bactéries présentes au site de I’infection. La caractérisation
de son activité antibactérienne est donc un élément déterminant indispensable au bon
usage de cette molécule. Deux aspects sont développés dans I’étude de I’activité d’un

antibiotique :

- Les tests d’étude in vitro classiques utilisés en bactériologie vont principalement
définir I’activité antibactérienne suivant des valeurs critiques qui identifient le
spectre d’activité (antibiogramme) (Figure 22), les valeurs de Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) et de Concentration Minimale Bactéricide (CMB)...
Ces données, bien qu’indispensables, restent malgré tout limitées et ne permettent
pas de prédire efficacement I’efficacité de I’antibiotique in vivo. En effet, ces
valeurs et la simple catégorisation en  sensible, intermédiaire ou résistant ne
permettent pas de prédire I’activité in vivo avec toute la complexité de
I’interaction hote-bactérie. Pour pallier cette détermination statique de I’activité

antibactérienne, une autre méthode (in vitro) intéressante est la technique des
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vitesses de bactéricidie. Celle-ci présente I’avantage de pouvoir étudier
I’évolution d’un inoculum bactérien au cours du temps et en fonction de
différentes concentrations de I’antibiotique. Cependant, I’étude in vitro de
I’activité d’un antibiotique avec ces différentes techniques reste limitée et ne
constitue qu’une étape, indispensable mais insuffisante. En effet, le passage de
I’in vitro a I’in vivo se révele obligatoire pour valider une hypothése ou continuer

a explorer I’activité antibactérienne sur la base des données obtenues in vitro.

Figure 22. Antibiogramme d’une souche de Staphylococcus aureus
résistant & I’oxacilline.

Le modéle animal est bien souvent indispensable pour valider des résultats
préliminaires in vitro. Les limites des techniques in vitro sont évidentes et, méme
si on tend a vouloir reproduire de plus en plus in vitro des conditions
expérimentales comparables a I’évolution des concentrations in vivo (notamment

pour des raisons éthiques), I’expérimentation animale reste encore nécessaire,
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notamment dans les modeles ou on cherche a reproduire une situation

physiopathologique.

I1. TECHNIQUES D’ETUDE DE L’ ACTIVITE ANTIBACTERIENNE IN VITRO
I1.1. L’ANTIBIOGRAMME
Le but de I’antibiogramme est de « prédire » I’efficacité clinique d’un antibiotique en
classant la bactérie en sensible, intermédiaire ou résistante. Cependant, la corrélation entre la
présence d’un mécanisme de résistance et le résultat clinique est extrémement difficile a
évaluer. En conséquence, un mécanisme de résistance doit étre reconnu a la lecture de
I’antibiogramme et I’interprétation reste indispensable. Cependant, cette technique simple

reste limitée et peut ne pas détecter la présence d’un mécanisme de résistance particulier.

[1.2. CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE (CMI)
Ce parameétre reproductible est largement utilisé et constitue la base de la détermination de
I’activité antibactérienne d’une molécule. La CMI correspond a la plus faible concentration
d’antibiotiques (exprimée en mg/L) pour laquelle il n’y a pas de croissance visible de la
souche bactérienne étudiée (en conditions de culture standardisées) (Amsterdam 1996).
Celle-ci peut-étre déterminée en milieu liquide (bouillon de Mueller-Hinton) ou en milieu

solide (gélose).

11.3. CINETIQUES DE BACTERICIDIE
Le principe est simple : un inoculum bactérien est mis en contact avec une concentration
d’antibiotique donnée et un dénombrement bactérien est réalisé aprés différents temps de
contact. Cette méthode permet d’approcher la dynamique de I’effet bactéricide en
déterminant a différents temps la bactéricidie pour des concentrations d’antibiotique

différentes (le plus souvent des valeurs multiples de la CMI).
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I1l. ASSOCIATIONS D’ ANTIBIOTIQUES.
I11.1. INDICATIONS.
Les associations d’antibiotiques sont généralement utilisées en situation probabiliste dans le
but d’élargir le spectre antibactérien (cas d’urgence ou traitement d’une infection mixte), de
prévenir I’apparition de mutants-résistants ou encore d’obtenir une synergie. Dans ce dernier
cas, il s’agit alors d’obtenir un effet plus intense grace a I’association de deux antibiotiques
pouvant renforcer mutuellement leur action et donner un effet supérieur a celui d’une dose
majorée de chacun d’eux. C’est le but recherché dans les endocardites bactériennes ou les
succes sont significativement plus nombreux et les rechutes plus rares apres traitement par
une association (notamment au cours des endocardites a entérocoques, streptocoques et

staphylocoques) (Soussy 1990).

[11.2. INDIFFERENCE, SYNERGIE ET ANTAGONISME.
[11.2.1. DEFINITIONS.

Briévement, l'interaction de deux antibiotiques peut produire quatre effets principaux :

INDIFFERENCE : l'activité d'un antibiotique n'a aucune influence sur l'activité de

l'autre.

- ADDITION : l'effet de I'association est égal a la somme des effets produits par
chacun des antibiotiques pris isolément.

- SYNERGIE : I'effet de I'association est supérieur a la somme des effets produits par
chacun des antibiotiques pris isolément.

- ANTAGONISME : l'effet de l'association est inférieur a la somme des effets

produits par chacun des antibiotiques pris isolément.
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On peut également rajouter & cette liste la notion de DOMINANCE ou I’un des deux
antibiotiques impose sa vitesse de bactéricidie a I’autre (Goessens et coll 1984, Drugeon et

coll 1987).

[11.2.2. SYNERGIES OU ANTAGONISMES DEJA DECRITS ENTRE MOLECULES
OU CLASSES D’ANTIBIOTIQUES.
111.2.2.1. ASSOCIATIONS DEMONTRANT UNE SYNERGIE.

Les mécanismes expliquant la synergie entre deux antibiotiques ne sont pas toujours bien
connus. De nombreuses études ont été réalisées afin de mettre a jour une synergie entre de
tres nombreuses molécules provenant de familles différentes. Parmi les antibiotiques utilisés
en clinique, certains sont déja des associations présentant un caractére synergique :
I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole, quinupristine-dalfopristine (association d’une
streptogramine A et B)... Un certain nombre d’associations entre certaines classes définies
sont le plus souvent synergiques. C’est le cas des [-lactamines + aminosides, des
glycopeptides + aminosides, des B-lactamines + B-lactamines, des B-lactamines + inhibiteurs
de B -lactamases, B-lactamines + fluoroquinolones... Toutes ces associations n’opérent pas
par le méme mécanisme mais I’utilisation d’un agent agissant sur la paroi est souvent

retrouvé (aminosides + B-lactamines ou glycopeptides) (Le et coll 2003).

111.2.2.1. ASSOCIATIONS DEMONTRANT UN ANTAGONISME.
De méme que précédemment, certaines associations sont réputées antagonistes. C’est le cas
des PB-lactamines + chloramphénicol ou tétracyclines, rifampicine + chloramphénicol,
macrolides + chloramphénicol, aminosides + chloramphénicol ou tétracyclines...
Schématiquement, on peut donc dégager quelques regles ou I’association est le plus souvent

antagoniste :
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- Association d’une B-lactamine et d’un antibiotique bactériostatique.

- Association d’inhibiteurs protéiques agissant au niveau de la sous-unité

ribosomale 50S.

- Association d’un aminoside et d’un agent bactériostatique.

- Association entre elles de certaines pB-lactamines.

111.2.3. MECANISME D’ACTION.

On peut considérer qu’il existe quatre mécanismes reconnus de la synergie entre deux

antibiotiques (Eliopoulos et coll 1996) :

1.

2.

L’inhibition d’une méme voie biochimique (triméthoprime-sulfaméthoxazole).
L’inhibition d’une (ou plusieurs) enzyme(s) bactérienne(s) par une molécule
permettant & I’autre antibiotique d’étre actif (acide clavulanique et B-lactamines).
L’association d’agents agissant sur la paroi bacterienne.

L utilisation d’antibiotiques agissant sur la paroi afin de favoriser la pénétration d’un

autre antibiotique (B-lactamines + aminosides).

Néanmoins, certaines associations synergiques ne rentrent pas dans ce cadre et le mécanisme

d’action reste encore imparfaitement connu.

IV. LIMITES DES TECHNIQUES D’ETUDE IN VITRO

Ces études font appel a des techniques simples. Les résultats obtenus sont reproductibles et

permettent de caractériser [I’activité antibactérienne d’un antibiotiqgue. Ces données

fondamentales vont permettre au clinicien d’orienter son choix thérapeutique. Cependant, il

apparait évident que le succés d’un traitement antibiotique ne peut dépendre de quelques

valeurs déterminées in vitro. En effet, I’action antimicrobienne va dépendre largement des

mécanismes de défense de I’hbte, des relations pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
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(non prises en compte (ou peu) dans les études in vitro), de la sévérité du contexte clinique,
du site de I’infection, ou encore de I’état de la bactérie au sein du site infectieux (phase de
croissance, phase stationnaire, statut métabolique particulier...). De méme, la CMI ne fournit
des informations que sur une seule concentration de I’antibiotique et « en point final » (24
heures). Ce paramétre ne renseigne ni sur I’effet de concentrations d’antibiotiques qui
varient au cours du temps, ni sur d’éventuels effets microbiologiques qui peuvent persister
aprés I’exposition a la molécule (effet post-antibiotique). En conséquence, méme si les
données in vitro fournissent des informations importantes, le modele animal va fournir le

lien entre les études in vitro et les premiers résultats cliniques.

V. L’EXPERIMENTATION ANIMALE : DU IN VITRO A LIN VIVO.
V.1. ETHIQUE.
Les modéles animaux constituent un outil précieux pour pouvoir répondre a des hypotheses
invérifiables en clinique en raison de la multiplicité des variables mises en jeu et de
problémes éthiques, notamment lors du traitement d’infections sévéres ou la survie du
patient est menacée. Dans le domaine de la thérapeutique, les interrogations sont nombreuses
et I’expérimentation animale reste souvent la seule alternative pour pouvoir répondre a ces
questions. Les données in vitro, bien qu’indispensables, restent trop éloignées de I’homme
pour pouvoir étre suffisantes. Néanmoins, une expérimentation animale ne peut étre menée
sans une réflexion préalable intense ayant abordé des questions simples :
- Est-il possible d’éviter le recours a I’expérimentation animale par I’utilisation
d’une méthode substitutive ?
- Comment définir au mieux le protocole expérimental afin d’optimiser les
conditions d’utilisation des animaux ?

- Comment réduire au minimum nécessaire le nombre d’animaux utilisés ?
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Il existe de plus en plus de «comités d’éthique », dont le rdle est de vérifier que le
compromis, défini par les « 3R » (Remplacer, Réduire, Raffiner (Russell et Burth, 1959)) et

les bonnes pratiques, sont effectivement respectés.

V.2.DEL’INVITRO A L’IN VIVO.
Un certain nombre d’études ne peuvent étre réalisées in vitro. En effet, les résultats
d’expérimentation animale vont pouvoir fournir des données intéressantes sur des aspects de
I’activité antibactérienne non mis en évidence in vitro. Par exemple :

e Etudes de toxicité.

e Pré-requis pour I’étude de nouvelles indications ou pour le développement

d’essais cliniques.

e Etudes pharmacocinétiques.

e Etudes pharmacodynamiques.
Le développement d’une nouvelle molécule est un bon exemple de la chronologie et de la
nécessité de ces différentes études. Une substance chimique destinée a devenir un
antibiotique va devoir franchir des étapes successives avant d’obtenir son AMM, ce qui peut
représenter une période de 10 a 15 ans. Indispensable a I’évaluation d’un nouvel
antibiotique, les données microbiologiques (in vitro) vont permettre de juger de la pertinence
des indications revendiquées en fonction de I’activité antibacterienne de la molécule (CMI,
spectre d’activité antibactérien, sélection de mutants-résistants in vitro...). La seconde étape,
obligatoire sur I’animal, va étre déterminante car elle va conditionner le développement chez
I’homme. Elle a deux buts principaux :

e Préciser le profil et les propriétés pharmacodynamiques du nouveau

produit.

e Déterminer la toxicité aigué et chronique.
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Enfin, si les résultats sont probants, le développement pourra avoir lieu également en
plusieurs étapes (phase I, I1, 11l et IV (post-AMM)).

Ainsi, ces modeéles animaux vont constituer un apport important dans I’évaluation de la
toxicité et des aspects pharmacodynamiques de I’antibiotique. Deux types de modéles
animaux existent :

e Modeles non discriminants : utilisés essentiellement dans la phase de pré-
sélection, ces modeles vont permettre de déterminer I’activité in vivo par
voie systémique et par voie orale.

e Modeéles discriminants - Ces modeles vont servir de pré-requis pour les
études cliniques et vont tendre a reproduire une infection spécifique :
méningite, pneumopathie, endocardite, pyélonéphrite ou ostéomyélite
expérimentales.

Ces modeles ont également pour r6le de confirmer I’intérét de la molécule en cours

d’évaluation. En effet, dans le cas contraire, le développement serait immédiatement arrété.

V.3. ETUDES PHARMACOCINETIQUES ET PHARMACODYNAMIQUES — OPTIMISATION DE
L’EFFICACITE THERAPEUTIQUE.
V.3.1. ASPECTS PHARMACOCINETIQUES ET PHARMACODYNAMIQUES :
CONCENTRATION- ET TEMPS-DEPENDANCE.
Les aminosides, les fluoroquinolones et les kétolides démontrent une activité antibactérienne
concentration-dépendante alors que des concentrations plus élevées n’augmentent pas
I’activité des B-lactamines, des macrolides ou des oxazolidinones (Andes et coll 1998, Craig
1997, Craig 2001, Craig 1996). La bactericidie de ces dernieres molécules est augmentée par

un temps d’exposition plus long a I’antibiotique, ce qui les classe dans la catégorie des
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antibiotiques temps-dépendant (ou non concentration-dépendant). Trois comportements
différents d’un antibiotique ont été observés (Andes et coll 2002) :

- Le premier est caractérisé par une activité concentration-dépendante et par des
effets microbiologiques prolongés. Des concentrations plus élevées augmentent
I’intensité de la bactéricidie. L optimisation de ce type de molécules passe par
I’administration de fortes doses et I’intervalle entre chaque dose peut étre allongé
en raison d’un effet post-antibiotique important. C’est le cas des aminosides, des
fluoroquinolones, des kétolides et de la daptomycine.

- Le second est caractérisé par une activité temps-dépendante et un effet post-
antibiotique faible a modéré. Des concentrations plus élevées n’augmentent pas
I’activité antibactérienne et I’optimisation s’effectue par le prolongement de la
durée d’exposition a I’antibiotique. En conséquence, le temps passé au-dessus de
la CMI (T>CMI) est le parametre PK-PD le mieux corrélé a I’efficacité
thérapeutique. C’est le cas des B-lactamines et des macrolides notamment.

- Enfin, la derniére classe comprend les molécules présentant un caractére temps-
dépendant mais avec un effet post-antibiotiqgue important. Méme si des
concentrations plus élevées n’augmentent pas la bactéricidie, elles sont
responsables de [I’inhibition prolongée de la recroissance bactérienne. Le
paramétre AUC/CMI est alors le plus prédictif de I’efficacité du traitement. C’est

le cas de I’azithromycine, des tétracyclines et de la clindamycine.

V.3.2. OPTIMISATION DE L’EFFICACITE THERAPEUTIQUE : CAS DU LINEZOLIDE.
Le linézolide, comme toute nouvelle molécule et bien qu’ayant obtenu son AMM, est au tout

début de son histoire clinique. De nombreux aspects de son activité antibactérienne restent
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encore a étudier. En effet, méme si I’obtention de I’AMM est une démarche longue et
délicate, celle-ci ne permet pas de répondre a toutes les questions. Le linézolide a regu son
AMM pour une administration en perfusion discontinue au rythme de deux injections de 600
mg par jour. Cependant, au regard des caractéristiques pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de cette molécule, on peut se demander si le rythme d’administration
ou le mode d’administration du linézolide est optimal pour son efficacité antibactérienne. Le
but des études animales va donc étre de pouvoir répondre a toutes ces questions en étudiant
les relations pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Les donnees in vitro concernant le
linézolide mettent en évidence son activité bactériostatique (ou lentement bactéricide) et le
caractére temps-dépendant de son activité (Zurenko et coll 1996, Rybak et coll 1998). Pour
d’autres molécules temps-dépendantes, des travaux ont été réalisés visant a étudier I’impact
de la perfusion continue par rapport a la perfusion discontinue classique. En effet, pour ce
type de molécules, le temps passé au-dessus de la CMI (T>CMI) semble étre le paramétre le
plus prédictif de I’efficacité in vivo (Carbon 1990). Le mode d’administration des (-
lactamines (molécules temps-dépendantes) a été particulierement étudié. Des études in vitro
et in vivo ont montré que pour une dose identique, la perfusion continue de ceftazidime
augmente le T>CMI par rapport a la perfusion discontinue (David et coll 1989, Nicolau et
coll 1996, Robaux et coll 2001). L’activite maximale en perfusion continue est observee
pour des concentrations sériques a I’état d’équilibre correspondant a un multiple de la CMI.
Pour la ceftazidime, il est maintenant reconnu que I’activité maximale est atteinte avec des
concentrations sériques de I’ordre de 4 a 8 fois la CMI (Cappelletty et coll 1995, Xiong et
coll 1995).

Pour les glycopeptides, la dynamique de bactéricidie apparait plutot temps-dépendante. Dans
un modeéle de péritonite expérimentale a staphylocoques et pneumocoques, Knudsen et al.

montrent que le paramétre T>CMI est prédictif de I’efficacité de ces molécules (Knudsen et
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coll 1997, Knudsen et coll 2000). De méme, Peetermans et al. arrivent a la méme
conclusion (pertinence du T>CMI) dans un modele d’infection a staphylocoques chez la
souris neutropénique (Peetermans et coll 1990).

Dans ce contexte, la perfusion continue pour I’administration du linézolide s’avére étre une
alternative pouvant eéventuellement renforcer son activité antibactérienne en améliorant les
aspects PK-PD. Dans un premier temps, seule I’expérimentation animale peut permettre de
répondre a cette question. En effet, dans le cadre des études sur les infections séveéres, les
essais cliniques sont extrémement difficiles a mettre en place et doivent reposer sur des

données expérimentales reproductibles et validées.

V.3.3. MODE OPTIMAL D’ADMINISTRATION DU LINEZOLIDE : PERFUSION CONTINUE OU

PERFUSION DISCONTINUE ?
L’augmentation des concentrations sériques (Cmax €t Cmin) de linézolide au cours du temps
suggere un phénomene d’accumulation important apres I’injection de la premiére dose de la
molécule (Jacqueline et coll 2002). Cette accumulation a été observée quel que soit le mode
d’administration. Il ne s’agit pas d’un artefact ou d’un probleme expérimental d, par
exemple, & une mauvaise simulation de la pharmacocinétique chez I’animal. Ce phénomeéne
a été également observé dans d’autres modeles expérimentaux (Dailey et coll 2001, Oramas-
Shirey et coll 2001) et en clinique (Gopal et coll 2001, Gee et coll 2001). De nombreuses
études animales ont montré que I’efficacité des B-lactamines et des macrolides n’était pas
corrélée avec le parametre AUC/CMI (comme pour les aminosides et les fluoroquinolones)
(Hyatt et coll 1995), mais par le pourcentage de temps ou les concentrations sériques restent
au-dessus de la CMI. Dans un modele d’infection chez la souris neutropénique (Andes et
coll 1998b), Andes et al. ont démontré une corrélation entre I’activité antibactérienne et le

maintien des concentrations sériques en linézolide au-dessus de la CMI pour environ 40% du
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temps entre deux injections. Il est évident que les paramétres requis pour obtenir une

efficacité dans le modéle d’endocardite sont beaucoup plus contraignants. Notre étude

montre clairement la supériorité de la perfusion continue en maintenant des concentrations

sériques au-dessus de la CMI pour la totalité de I’intervalle entre deux perfusions, et ceci dés

le premier jour de traitement. En effet, la perfusion continue permet d’obtenir une activité

bactéricide dans le modele d’endocardite 8 SARM alors que la perfusion discontinue et les

tests in vitro ne prédisent qu’une activité bactériostatique du linézolide.

V.3.4. PERFUSION CONTINUE : QUELLES LIMITES ?

Méme si la perfusion continue a montré sa supériorité dans notre modeéle, certains aspects

risquent de freiner ce type d’administration pour le linézolide.

(i)

(i)

Tout d’abord, cette molécule est administrable par voie I.V. ou per os et sans
ajustement de la posologie. Ce switch possible d’une voie d’administration a
I’autre présente un énorme avantage pour la molécule en permettant de réduire la
durée d’hospitalisation (Siegel 2003, Willke et coll 2002). La perfusion continue
pourrait donc constituer un frein & ce relais possible per os, mais pourrait
néanmoins étre utilisée, non pas systématiquement, mais dans le cas d’une
infection sévere particulierement difficile & traiter et nécessitant une activité
optimale du linézolide. Néanmoins, une fois la phase initiale (la plus critique)
passée, il semble possible d’imaginer un relais oral en fractionnant les doses ou
par I’utilisation d’une forme a libération prolongée (visant a reproduire une sorte
de « perfusion continue » par voie orale).

L’AMM pour cette molécule a été délivrée pour une administration de 600 mg

toutes les douze heures. L’administration du linézolide en perfusion continue
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constituerait une nouvelle indication et nécessiterait donc la modification de
I’AMM.
(iii)  En perfusion continue, le phénoméne d’accumulation a pour conséquence
I’obtention de concentrations sériques a I’état d’équilibre de I’ordre de 30 mg/L
aprés 5 jours de traitement, ce qui représente environ une concentration de 30 a
50% plus élevé que la Cnax Obtenu en perfusion discontinue. Des cas de
thrombocytopénies (Attassi et coll 2002, Waldrep et coll 2002) et de
myélosuppression (Green et coll 2001) ont été rapportés chez des patients traites
par linézolide. Méme si cette toxicité semble corrélée a la durée du traitement
(au-dela de 10-14 jours de traitement), il n’est pas exclu que des concentrations
sériques élevées puissent avoir un impact sur la toxicité hématologique du
linézolide.
Des études pharmacocinétiques et toxicologiques sont donc souhaitables pour éviter tout
risque d’augmentation de la toxicité hématologique du linézolide. La perfusion continue
pourrait se révéler étre un moyen trés efficace d’augmenter I’activité antibactérienne du
linézolide, molécule temps-dépendante, dans des infections séveres ou I’intensité de la

bactéricidie constitue probablement un facteur pronostic important.
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SYNTHESE

Le linézolide et la quinupristine-dalfopristine sont des nouveaux antibiotiques possédant une
activité sur la plupart des bactéries a Gram positif posant de nombreux problémes
thérapeutiques. Ayant obtenu leurs AMM, ces molécules sont au tout début de leur
utilisation clinique. Bien que de nombreuses études aient étudie I’efficacité de ces agents,
autant in vitro que lors d’essais cliniques, les informations sur ces antibiotiques restent
fragmentaires et le clinicien est souvent confronté a des données restreintes. En effet,
beaucoup de travaux ont été publiés sur I’activité in vitro du linézolide et de la quinupristine-
dalfopristine, mais en se contentant le plus souvent de mesures de CMI et peu d’autres
méthodes d’évaluation de leurs activités in vitro ont été utilisées (vitesses de bactéricidie...).
De plus, I’étude de I’activité du linézolide en association avec d’autres molécules
antibactériennes que ce soit in vitro ou in vivo fait cruellement défaut. Enfin, I’aspect
pharmacocinétique et pharmacodynamique de I’activité du linézolide est relativement peu
développé avec un manque d’information sur le mode optimal d’administration ou sur les
parametres pharmacodynamiques influengant son activité antibactérienne.

Ainsi, la recherche expérimentale in vitro et in vivo (modeles animaux) permettrait donc de
répondre efficacement aux divers aspects méconnus de I’activité de ces nouvelles molécules
antibactériennes et de tester des hypothéses permettant de compléter utilement les données in

vitro et cliniques déja existantes.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX

L’émergence et la progression des bactéries multirésistantes a Gram-positif, notamment aux
glycopeptides, constituent un phénomeéne préoccupant. Face a ce probléme, la recherche
pharmaceutique s’est investie dans la maitrise des infections a cocci a Gram-positif en
développant de nouvelles molécules. Le linézolide et la quinupristine-dalfopristine sont
actuellement disponibles sur le marché francais. Leur spectre d’action comprend
essentiellement les cocci a Gram-positif et notamment deux bactéries souvent impliquées
dans la survenue d’infections nosocomiales, les staphylocoques et les entérocoques. Bien
qu’ayant obtenu I’AMM, les indications cliniques de ces molécules restent limitées et la
tentation est grande pour le clinicien d’étendre I’utilisation de ces antibiotiques a des
situations cliniques difficiles ou la survie du patient est compromise, mais en dehors des
indications initiales du produit (hors-AMM).

La recherche animale expérimentale s’avére précieuse pour étudier I’activité de I’agent
antibactérien dans des conditions aussi proches que possible de la situation clinique. Ces
études permettent de répondre & de nombreuses questions soulevées par le début de
I’utilisation du produit en clinique, les études déja réalisées pour I’obtention de I’AMM
restant souvent limitées.

Dans le premier travail, I’objectif a été d’évaluer I’activité in vivo du linézolide dans un
modeéle d’endocardite expérimentale a S. aureus résistant a la méticilline. Les résultats
obtenus ont été comparés a la molécule de référence pour le traitement des infections a
SARM, la vancomycine. Le linézolide a été administré en perfusion discontinue
biquotidienne en simulant la pharmacocinétique humaine afin de se rapprocher des

conditions cliniques. Le but de cette premiére partie était donc d’étudier I’activité in vivo du
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linézolide sur trois souches de SARM dans un modéle d’infection sévere. Face a I’activité
homogéne mais somme toute modérée du linézolide en perfusion discontinue ainsi qu’aux
caractéristiques PK/PD de la molécule, I’administration en perfusion continue a débit
constant a ensuite été évaluée sur ces trois méme souches afin de voir si le mode
d’administration pouvait avoir un impact sur I’activité in vivo du linézolide en modifiant les
parameétres PK/PD.

Suite au premier travail, il semblait souhaitable d’associer au linézolide une autre molécule
afin d’augmenter la vitesse de la bactéricidie in vivo et afin d’éviter I’apparition de mutants-
résistants au linézolide et donc de protéger I’avenir de cette molécule (et d’une nouvelle
famille d’antibiotiques). L’objectif a donc été de tester I’activité du linézolide en association
avec trois molécules possédant des mécanismes d’action différents, en utilisant la méthode
des vitesses de bactéricidie. Les antibiotiques retenus étaient la gentamicine, la vancomycine
et la rifampicine.

La troisieme étude a eu pour but de tester I’activité in vitro et in vivo de la quinupristine-
dalfopristine en cherchant a évaluer I’impact de la présence ou de I’absence du géne de
résistance ermA sur I’activité in vivo de la quinupristine-dalfopristine, seule ou en
association avec la gentamicine.

Enfin, il n’y a pas toujours de corrélation démontrée entre la synergie ou I’antagonisme mis
en évidence in vitro, et le résultat in vivo de I’association de deux antibiotiques. Dans le
passé, des exemples tristement célebres sont venus rappeler la nécessité d’études
expérimentales préalables a la validation de [I’utilisation de certains antibiotiques en
association (Lepper et coll 1951). Face a I’antagonisme observé in vitro lors de I’association
linézolide plus gentamicine, le but de cette étude a donc €été de confirmer ou d’infirmer cet
antagonisme en étudiant I’activité in vivo de [I’association et en simulant la

pharmacocinétique humaine des deux molécules chez I’animal.
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Etude de I’Activité In Vitro et In Vivo du Linézolide dans le
Modéle d’Endocardite Expérimentale du Lapin sur Trois

Souches de Staphylococcus aureus Résistants a la Méticilline.

Publication : Jacqueline et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2002, 46(12):3706-11.



77

1. PRESENTATION DU TRAVAIL.

Ce travail était centré sur la détermination de I’activité in vivo du linézolide sur des souches

de SARM.

Si quelques études in vivo avaient déja été réalisées (essentiellement études pré-

AMM), aucune n’avait été effectuée sur un modele d’infection sévére discriminant.

L’existence d’une activité bactériostatique ou bactéricide in vitro ne se traduit pas toujours

par une efficacité in vivo. Ainsi cette étude devait pouvoir répondre a un certain nombre de

questions :

L’activité in vitro du linézolide est considérée comme bactériostatique sur les
souches de SARM. Pour notre travail, nous avons sélectionné trois souches
présentant des niveaux différents d’expression phénotypique de la résistance a la
méticilline (classe I, 11l et 1V). L activité bactériostatique du linézolide était-elle
confirmée (in vitro) sur ces souches et était-elle indifférente du niveau de
résistance a la méticilline ?

Bien qu’actif in vitro sur S. aureus, le linézolide posséde-t-il une activité
antibactérienne in vivo dans un modeéle d’infection sévére particulierement
exigeant pour la molécule? Cette activité a-t-elle une signification
thérapeutique ?

Cette activité était-elle homogene sur les trois souches de SARM étudiées ?
Comment se comportait le linézolide par rapport a la molécule de référence pour
le traitement des infections séveres a SARM ?

Le mode d’administration choisi était-il le plus adapté aux caractéristiques de

I’antibiotique ?



78

2. CHOIX DU MODELE.
Le modeéle d’endocardite expérimentale du lapin est un modéle d’infection sévere,
reproductible, discriminant et permettant une utilisation aisée de la voie intraveineuse pour
I’administration des antibiotiques. Il est particulierement adapté a I’étude des aspects
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques et a I’optimisation de I’efficacité thérapeutique.
L utilisation de ce modele était donc pertinente pour évaluer I’activité in vivo du linézolide
dans un modele d’infection sévére a SARM permettant une extrapolation des résultats a
I’homme dans des situations d’infections séveres, la simulation chez I’animal de la

pharmacocinétique humaine de la molécule renforcant encore la pertinence du modéle.

3. CHOIX DES SOUCHES BACTERIENNES.
Le spectre d’activité du linézolide comprend essentiellement les cocci a Gram positif. Parmi
les especes concernées, les staphylocoques et les entérocoques occupent une place
prépondérante a I’hopital de par leur multirésistance et leur incidence dans les infections
nosocomiales. De par la complexité du traitement des infections a8 SARM a I’hépital (multi-
résistance et apparition de la résistance aux glycopeptides), I’évaluation de I’activité in vivo
du linézolide a été réalisée sur des souches de SARM. La résistance a la méticilline peut-étre
de différents niveaux et étre hétérogéne ou homogeéne. Ces différences peuvent influencer la
réponse a certains traitements antibiotiques (Drugeon et coll 1994). En conséquence, nous
avons sélectionné trois souches de SARM présentant des niveaux différents d’expression
phénotypique de la résistance a la méticilline afin de déterminer si celles-ci pouvaient avoir

une influence sur I’activité in vitro et in vivo du linézolide.
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4. CHOIX DE LA MOLECULE COMPARATIVE
Les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) sont restés pendant longtemps les seules
molécules uniformément actives contre les souches de SARM. Bien que des souches de
sensibilité diminuée soient apparues, les glycopeptides (et plus particulierement la
vancomycine) restent le traitement de référence des infections sévéres a SARM. Dans ce

contexte, le choix de la molécule comparative était évident et s’est porté sur la vancomycine.

5. MODE D’ ADMINISTRATION DES ANTIBIOTIQUES.
La voie 1V a été utilisée, aussi bien pour le linézolide que pour la vancomycine. La voie IV
est bien entendue indispensable pour la simulation des pharmacocinétiques humaines chez
I’animal, permettant I’ajustement en temps réel des concentrations sériques, grace a

I’asservissement des seringues électriques, dont la vitesse est programmée par informatique.

6. MISE AU POINT DE LA SIMULATION DE LA PHARMACOCINETIQUE HUMAINE DU

LINEZOLIDE CHEZ L’ANIMAL.

Afin de déterminer les parametres pharmacocinétiques spontanés du linézolide chez le lapin,
les animaux ont tout d’abord recu une injection unique de 10 mg/kg (correspondant a une
dose de 600 mg chez I’homme). La molécule a été administrée par voie IV via la veine
marginale externe de I’oreille. Des prélevements sanguins ont été préleveés a différents temps
(0, 2, 5, 10, 15 et 30 minutes et 1, 2, 4, 6 et 8 heures apres le début de la perfusion) via un
cathéter situé au niveau de I’artére de I’oreille controlatérale. Apres centrifugation a 3000g
pendant 10 minutes, le sérum a éte recueilli et congelé immédiatement a —80°C pour dosages
ultérieurs. Cette premiere étape a permis de mettre en évidence la demi-vie (Typ)
extrémement courte du linézolide chez le lapin et donc de confirmer la nécessité de la

simulation de la pharmacocinétiqgue humaine de la molécule pour pouvoir extrapoler a



80

I’homme les résultats obtenus (Figure 23). En effet, il apparait que la demi-vie spontanée
chez le lapin est de I’ordre de 30 minutes alors qu’elle est de plusieurs heures chez I’lhomme.
En comparant les résultats obtenus avec les données pharmacocinétiques humaines, il a
ensuite été possible d’établir un modéle de simulation monocompartimental générant chez
I’animal un profil de concentrations plasmatiques similaire & celui observé chez I’hnomme
aprés une administration de 600 mg de linézolide toutes les 12 heures. Les animaux
recevaient donc via la veine marginale de I’oreille une perfusion a débit variable, controlée a
tout moment par I’ordinateur selon les paramétres précédemment modélisés (Bugnon et coll
1998). Pour effectuer cette simulation, il a été necessaire d’infuser aux animaux une dose
totale de 70 mg/kg/12h afin de mimer la pharmacocinétique humaine aprés administration
d’une dose de 10 mg/kg. Cette dose plus importante correspond donc a un rapport des
clairances de I’ordre de 7 entre le lapin et I’homme. Afin de valider cette simulation, les
concentrations en linézolide ont été déterminées chez 5 lapins apres simulation lors de la
premiére injection et au bout de 5 jours de traitement. Les résultats obtenus (Figure 24) se
sont avérés conformes aux objectifs humains qui étaient visés et montrent un effet
d’accumulation sérique important du linézolide entre la premiére injection et au dernier jour
de traitement. 1l est important de noter que cette accumulation a été également observée dans
un travail de Dailey et al. (Dailey et coll 2001) dans le méme modéle mais également lors de
I’utilisation clinique du linézolide (Gopal Rao et coll 2001, Gee et coll 2001).

Ce phénoméne d’accumulation a également été observé dans notre étude lors de
I’administration du linézolide en perfusion continue aux deux posologies étudiées (70 et 140
mg/kg chez I’animal) (Figure 25).

La réussite de la simulation de la pharmacocinétique humaine du linézolide chez I’animal
nous a permis de contourner le biais expérimental infligé par les différences inter-espéces

dans la disposition du médicament, et ainsi d’envisager I’optimisation des schémas
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posologiques, avec des résultats plus facilement extrapolables au traitement des infections

séveres chez I’lhomme.

7. PRINCIPAUX RESULTATS.
Bien que démontrant une activité significative sur les trois souches de SARM étudiées, le
linézolide en perfusion discontinue n’a montré qu’une activité modérée au bout d’un
traitement de 5 jours (<3logig UFC/g végétation). Sur la base des caractéristiques PK-PD de
la molécule (principalement temps-dépendante), la perfusion continue a été étudiée dans le
but d’obtenir un temps passé au-dessus de la CMI de I’ordre de 100%. Bien que non
bactéricide in vitro, le linézolide administré en perfusion continue a démontré une activité
bactéricide dans ce modele expérimental sur les trois souches de SARM (>4log;o UFC/g
vegeétation) et significativement supérieure a I’administration en perfusion discontinue (2 fois
par jour). L’utilisation de doses plus importantes de linézolide (x2) en perfusion continue a
permis d’obtenir une activité bactéricide apres seulement 3 jours de traitement et une
meilleure efficacité au bout de 5 jours pour deux des trois souches testées. Enfin, aucun
mutant résistant au linézolide n’a pu étre mis en évidence dans les végétations aprées 3 et 5

jours de traitement quelle que soit la dose utilisée.
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Figure 23. Cinétique spontanée du linézolide chez le lapin apres injection 1V d’une dose de
10 mg/kg.
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Figure 24. Cinétiques comparées du linézolide chez le lapin avec ou sans simulation. (e) :
cinétique spontaneée aprés injection d’une dose de 10 mg/kg; Simulation de la
pharmacocinétique humaine (10 mg/kg) : (e) injection unique (®) administrations répétées
(cinétiques réalisées au 5°™ jour de traitement).
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Figure 25. Concentrations sériques de linézolide (mg/L) a I’état d’équilibre chez le lapin

apres administration continue a débit constant des posologies quotidiennes de 20 mg/kg et 40
mg/kg.
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ABSTRACT
Linezolid is the first drug issued from oxazolidinones, a novel class of antimicrobial agents
with potent activity on Gram-positive pathogens. A rabbit endocarditis model was used to
compare the in vivo activity of different linezolid regimens mimicking intermittent dosing of
10 mg/kg every 12 h for 5 days or continuous (constant-rate) infusion of a daily dose of 20
mg/kg (for 5 days) or 40 mg/kg (for 3 and 5 days) versus intermittent dosing and continuous
infusion of vancomycin (for 5 days). The in vivo activities of these regimens were tested on
three strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. A human-like pharmacokinetic
simulation was used for linezolid in order to improve the extrapolation of the results to
human therapy. All linezolid regimens reduced S. aureus significantly in aortic valve
vegetations as compared to control groups. Linezolid intermittent dosing had an in vivo
bacteriostatic effect. Switching from intermittent dosing to continuous infusion (at the same
dose) led to in vivo bactericidal activity, with a decrease of at least 3 log;0CFU/g of
vegetation as compared to controls. After 5 days of treatment, continuous infusion of
linezolid (corresponding to a daily dose of 40 mg/kg in humans) seemed to be at least as
effective as vancomycin on the three strains. No resistant variant was isolated from
vegetations during any of the treatments. These data suggest that continuous infusion of
linezolid could be an appropriate alternative to glycopeptides for treatment of severe

methicillin-resistant S. aureus infections.
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INTRODUCTION

The increasing number of infections caused by resistant gram-positive bacteria has led to a
search for new antimicrobial agents. Oxazolidinones, a novel class of synthetic
antimicrobials, have shown potent activity on Gram-positive pathogens such as vancomycin-
resistant enterococci, Streptococcus pneumoniae, coagulase-negative staphylococci and S.
aureus (30). Linezolid, the first drug issued from this class, is active against Gram-positive
bacteria and displays non-bactericidal, time-dependent activity in vitro on staphylococci (15,
23). Oxazolidinones are bacterial protein synthesis inhibitors and act at a very early stage by
preventing the formation of the initiation complex (2, 24, 25). This mechanism of action is
specific to this class, and no cross-resistance with other antimicrobial agents has been
observed. Linezolid has been approved by the Food and Drug Administration and is
indicated for the treatment of adult patients with Gram-positive infections (31). It can be
administered intravenously or orally, and no dose adjustment is necessary when switching
from intravenous to oral administration in man.

An experimental endocarditis model allows the PK/PD aspects of therapeutic efficacy to be
studied, and human pharmacokinetic simulation improves analysis of in vivo activity and the
extrapolation of results to human therapy (5). The present study used a rabbit endocarditis
model to compare the in vivo activity of intermittent dosing vs continuous infusion of
linezolid and vancomycin against three strains of S. aureus exhibiting different levels of
methicillin resistance.

This work was presented in part at the 40" Interscience Conference on Antimicrobial Agents
and Chemotherapy held in Toronto, Canada, from September 17 to 20, 2000, and at the 41°
Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy held in Chicago, IL,

from December 16 to 19, 2001.
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MATERIALS AND METHODS
Microorganisms
Three methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains were studied according to the type of
phenotypic expression in methicillin resistance (26). Two were clinical strains (SA-1 and
SA-2) isolated from blood cultures, and the other (SA-3) was the S. aureus Col reference
strain.
Antibiotics
Linezolid and vancomycin were supplied respectively by Pharmacia Upjohn (Kalamazoo,
MI) and Lilly Company (Saint-Cloud, France).
Medium
Mueller-Hinton (MH) broth (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette, France),
supplemented with calcium (25 mg/L) and magnesium (12.5 mg/L), was used for
susceptibility tests and killing-curve experiments. Colony counts were determined using
trypticase soy agar (TSA) plates (Difco) and MH plates (Difco) for time-kill experiments
and population analysis, respectively.
In vitro studies
Determination of phenotypic classes in methicillin resistance
The determination of phenotypic classes was based on an agar disk diffusion method, as
previously described (10). Briefly, four antibiotic disks (methicillin 2.5, 15, 100 pg and
oxacillin 30 pg) and three incubation temperatures (30, 35 and 40°C) were used to allow for
temperature-related variations of phenotypic expression. To confirm this determination,
population analysis was performed from overnight cultures of MRSA strains grown in MH
broth. Serial dilutions were plated for three different inocula (10°-10°-10° CFU/mL), using a

spiral plater (Spiral System®, Saint-Nom-La-Breteche, France) on MH agar plates
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containing methicillin concentrations ranging from 0.125 to 1024 pg/mL. Bacterial counts
were performed after 48-h incubation at 37°C.

In vitro susceptibilities to antibiotics

The MICs of linezolid and vancomycin for the three strains were determined in cation-
supplemented MH broth by the microdilution technique (1). Overnight MH broth cultures
were used to prepare inocula of 10° CFU/mL. Microdilution MICs of oxacillin were
performed in cation-supplemented MH broth containing 2% NaCl inoculated with 5.10°
CFU/mL (16). Results were recorded 24h after incubation at 37°C. The MIC was defined as
the lowest concentration of an antimicrobial agent preventing turbidity after 24-h incubation.
Time-kill curves were performed in glass flasks containing MH broth (19), using an
inoculum of 5.10° CFU/mL in the presence of linezolid or vancomycin at various
concentrations (1, 4 and 8 times the MIC). One flask of inoculated cation-adjusted MH broth
with no antibiotic served as the control. Surviving bacteria were counted after 0, 6, 24 and 48
h of incubation at 37°C by subculture of 50-pL serial dilutions of samples on TSA plates
using a spiral plater. A bactericidal effect was defined as a >3-log;o CFU/mL decrease
compared to the initial inoculum after 24-h incubation.

Pharmacokinetic studies

A first step consisted in investigating the parameters allowing simulation of the human
serum Kinetics of linezolid. Blood samples (0, 2, 5, 10, 15 and 30 minand 1, 2, 4, 6 and 8 h
after an 1V bolus) were taken from three healthy rabbits after administration of a linezolid
bolus of 10 mg/kg in order to determine spontaneous drug kinetics. These data were
processed and compared with those of human pharmacokinetics. A computer-controlled
system was then used to obtain human kinetic profiles for linezolid in rabbits (5). Simulation
was intended to provide pharmacokinetic parameters close to those observed in healthy

volunteers after a single 600 mg bolus (c. 10 mg/kg): mean half-life (T12) (4.4+2.4 h), peak
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concentration (Cpax) (12.9+1.6 mg/L) and area under the curve (AUC) (80.2+33.3 mg.h/L)
(31). A total dose of 70 mg/kg needed to be infused into the rabbit over a 12-h period in
order to simulate human serum kinetics after a 10 mg/kg dose. The infusion was delivered by
a computer-controlled pump that allowed flow to be adjusted to a profile mathematically
defined in time. To validate the simulation, serum concentrations of linezolid were
determined in 5 rabbits after a single infusion and on the last day of treatment. In the second
part of the study, the animals received linezolid as a continuous (constant-rate) 1V infusion.
The total daily dose used was that required to simulate the human kinetics of 10 mg/kg bid,
i.e. 140 mg/kg/24 h.

Vancomycin was administered as a constant-rate 1V infusion (100 mg/kg/24h) to obtain a
serum steady-state concentration of around 20-25 mg/L in animals. The same dose was
administered to animals intramuscularly (IM) twice a day (50 mg/kg bid) for intermittent
dosing. Samples were collected at various steady-state time points for each antibiotic
treatment. Serum assays were performed to determine peak and trough levels of vancomycin.
Endocarditis model

The animals used were female New Zealand white rabbits (weight: 2.0 to 2.5 kg) housed in
individual cages with free access to food and water. The experimental endocarditis model
was performed as previously described (11,21). To achieve valve injury, a polyethylene
catheter was introduced into the left ventricle under general anesthesia (intramuscular
ketamine 25 mg/kg). The catheter was left in place throughout the experimentation. After
24-h catheterization, each animal was inoculated intravenously with one mL of a bacterial
solution (adjusted to 108 CFU/mL) of SA-1, SA-2 or SA-3 strains. Animals were randomly
assigned to no treatment (controls), vancomycin intermittent dosing (50 mg/kg IM bid),
vancomycin continuous infusion (100 mg/kg/day), or a linezolid regimen mimicking the

following human doses: intermittent dosing (10 mg/kg/12 h for 5 days), or continuous
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infusion (20 mg/kg/24 h for 5 days, or 40 mg/kg/24 h for 3 and 5 days). Treatment was
started 24 h after inoculation, and antibiotics were administered to animals via the marginal
ear vein. Animals were sacrificed using an intravenous bolus of thiopental at the beginning
of the treatment period (controls) or at the end of the 3- or 5-day -regimen. Aortic valve
vegetations were excised, placed immediately on ice, and then weighed, homogenized in 0.5
mL of saline buffer and plated on TSA plates using a spiral system. Dilutions at 10, 107
and 10™ were performed to eliminate potential carry-over effects (mainly for groups treated
by continuous infusion). Viable counts after 24-h incubation at 37°C were expressed as the
mean = standard deviation (SD) logi CFU per gram of vegetation. The lower detection limit
for this method is one CFU per 50 pL of undiluted vegetation homogenate. To determine
whether linezolid regimens could induce the selection of in vivo resistant variants, undiluted
vegetation homogenates were spread on agar plates containing linezolid at concentrations
corresponding to 2- and 4-fold the MIC. Bacterial counts were performed after 48-h
incubation at 37°C.

Antibiotic concentrations in serum

Blood samples were obtained from animals through a catheter positioned in the median
artery of the ear contralateral to antibiotic infusion. Serum was frozen at -80°C until assay.
The linezolid assay was done by high-performance liquid chromatography (lower detection
limit: 0.1 mg/L, coefficient of variation<10%) using a method adapted from that of Peng et
al. (20). Vancomycin concentrations were determined by immunoenzymatic assay (lower
detection limit: 2.5 mg/l, coefficient of variation: 4.1 to 6.9%).

Statistics

Statistical analysis was performed with StatView® software (Abacus Concepts, Berkeley,

CA). For each strain studied, analysis of variance was used to compare the effects between
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the different groups, followed by a Scheffe’s test to compare treated groups two by two. A

p<0.05 was considered significant.

RESULTS
Susceptibility tests
The oxacillin MICs were 16, 128 and >1024 mg/L for SA-1, SA-2 and SA-3, respectively.
The MICs for the three strains were 2 and 1 mg/L for linezolid and vancomycin,
respectively. According to the determination of phenotypic classes in methicillin resistance
(26), SA-1 and SA-2 exhibited heterogeneous low-level and high-level resistance
respectively, and SA-3 exhibited homogeneous resistance.
Time-kill curves
Linezolid showed only modest time-dependent activity on the three strains. At 8 times the
MIC, the decrease of the initial inoculum was close to 1 log after 24 h (Fig. 1a, 1c, le).
Vancomycin displayed bactericidal activity (a 2 to 3-log decrease after 24h) on all strains
(Fig. 1b, 1d, 1f).
Pharmacokinetic studies
The serum linezolid levels simulating a 10 mg/kg human dose are shown in Figure 2.
Corresponding mean Cpax (Mg/L), AUC (mg.h/L) and Ty, (h) were 11.9+1.1, 76.3+5.9 and
2.7+0.1, respectively, at the first dose and 21.5+1.3, 152.1+9.2, and 3.4+0.7 at day 5.
Vancomycin peak and trough levels (mg/L) for intermittent dosing were 38.8+6.2 and
12.3£2.9, respectively. The serum concentrations obtained with linezolid and vancomycin
for continuous regimens on different days are shown in Table 1.
Experimental endocarditis
In vivo results are shown in Table 2. For all strains, the linezolid intermittent regimen (ID)

failed to exhibit a bactericidal effect versus controls, despite 5 days of treatment.
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Nevertheless, linezolid treatment reduced bacterial counts in vegetations significantly for
SA-1, SA-2 and SA-3. Continuous infusion of linezolid appeared to be more efficient, with a
>3 logip CFU/g decrease of vegetations after five days for all regimens. Both vancomycin
regimens (ID/CIV) displayed bactericidal activity on SA-2 and SA-3, but surprisingly not on
SA-1, for which no decrease was observed despite 5 days of therapy. None of the regimens
studied after 48-h incubation at 37°C showed S. aureus colonies on agar plates containing

linezolid at 2 and 4 times the MIC.

DISCUSSION

The experimental S. aureus endocarditis model has been used extensively to test the in vivo
activity of new drugs or new regimens. It is particularly suitable for PK/PD analysis and the
optimization of therapeutic efficacy. Computer-controlled simulation of human Kinetic
profiles of linezolid in rabbits was used in the present study to improve analysis of the in
vivo activity of this drug and the extrapolation of results to human therapy (5). Owing to the
very short spontaneous half-life of the drug in rabbits (30 min, unpublished data), simulation
was required to reach valid conclusions relative to human applications. A twice-daily 600-
mg dose of linezolid is currently recommended in clinical practice for patients with
infections due to MRSA (31). To our knowledge, no published experimental study has used
the 1V form of linezolid. Bioavailability is 100% with IV administration in rabbits, but only
about 30% with the oral form (18).

The first part of this study evaluated the therapeutic efficacy of recommended intermittent
dosing (ID) of linezolid for 5 days. Bacterial counts in aortic valve vegetations from rabbits
treated with linezolid were significantly reduced for all strains, but the drug failed to exhibit
bactericidal activity despite 5 days of treatment. Two previous studies investigated the
efficacy of oral (p.o.) linezolid at different doses in an endocarditis model involving two S.

aureus strains, one susceptible (18) and the other resistant (8) to methicillin. Linezolid (p.o.,
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three times a day) displayed in vivo bactericidal activity for 50 and 75 mg/kg doses tid, but
only the high-dose regimen (75 mg/kg tid) was as efficient as vancomycin in terms of
surviving bacteria in vegetations. The total daily dose used (50x3=150 mg/kg and 75x3=225
mg/kg) was close to that in our study (70x2=140 mg/kg and 140x2=280 mg/kg), but drug
distribution differed. It is likely that the oral route tid gave a kinetic profile close to that of
continuous delivery. This may account (at least in part) for the good results observed, which
were similar to ours with the continuous infusion regimen.

Analysis of the PK/PD aspects of this study probably explains the difference in the in vivo
activity between the regimens used. In fact, trough levels of linezolid were under the MIC on
the first day of dosing (ID) and close to twice the MIC on day five. Moreover, serum
concentrations fell under 8 mg/l (i.e. 4 times the MIC) as early as the 3" hour on day 1 and
after the 8" hour on day 5. Thus, serum concentration was less than 4 times the MIC for
about 75% of the time on day 1 and 33% on day 5. The accumulation of the drug between
day 1 and day 5 has already been described by Dailey et al. (8) and in clinical use of
linezolid in two patients with pancreatic abscess (13). For time-dependent antibiotics, the
period above the MIC (T>MIC) is usually considered as a critical parameter for assessment
of therapeutic efficacy (7). In particular, continuous infusion of B-lactams has been studied.
In vivo and in vitro studies have shown that continuous infusion of ceftazidime improves the
T>MIC for the same daily dose, as compared to intermittent dosing (9, 17, 22). The maximal
activity of continuous infusion was obtained for a serum steady-state concentration equal to
a multiple of the MIC. For example, the activity of ceftazidime is now considered as optimal
for a value 4-8 times the MIC (6, 29). Continuous infusion of linezolid was performed to
investigate possible improvement of the in vivo effect and to obtain valid comparison with
vancomycin. With the same total daily dose as that used for the ID regimen, the serum

steady-state concentration increased from 10.4+1.6 mg/L on day one to 32.5+8.8 mg/L on
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day five, confirming the accumulation previously described with the ID regimen. Thus,
continuous infusion provided a T>MIC = 100% and a ratio between serum steady-state
concentration and MIC of 5 to 16 over 5 days of treatment. Although linezolid was non-
bactericidal in vitro, continuous infusion showed bactericidal activity in vivo. The
endocarditis model is considered to require bactericidal drugs to achieve efficacy in vivo.
However, other host factors (known or unknown) could be involved in the successful
treatment of severe infections such as endocarditis and might intensify the in vivo activity of
linezolid (4). Further studies are needed to identify and evaluate the possible impact of these
factors as well as the penetration of linezolid within aortic vegetations. Moreover, an in vitro
experiment (C.G. Gemmell, and C.W. Ford, 39" Intersci. Conf. Antimicrob. Agents
Chemother., abstr. 1537, 1999) has shown that linezolid inhibits the expression of S. aureus
virulence factors such as a-hemolysin, 3-hemolysin and coagulase. This reduction of
bacterial virulence factor expression could increase the in vivo activity of linezolid.

To evaluate the effect of higher doses of linezolid, continuous infusion was performed in
which the total dose was doubled for 3 and 5 days. Serum steady-state concentrations were
increased, with ratios of 13.5, 25 and 32 for day 1, 3 and 5 respectively. The results indicate
that this higher dose was beneficial, with a significant bactericidal effect as early as 3 days of
treatment and an increase of bactericidal intensity on day 5.

No linezolid-resistant variants were isolated from vegetations during linezolid treatments.
The administration route (intermittent dosing or continuous infusion) and the dosage used
(20 or 40 mg/kg daily dose) did not appear to induce developmental resistance in surviving
bacteria at the end of therapy. However, the treatment period (3 and 5 days) was probably
too short to detect possible resistance induction, despite a steady-state serum concentration
close to 25 times the MIC in the continuous infusion group. Zurenko et al. (30) reported a

low spontaneous mutation frequency in vitro (<8.10™) in S. aureus at 2, 4 and 8 times the
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MIC of linezolid; and rapid development of resistance was not observed. The length of
therapy seems to be a more important factor for resistance development than the dose used.
According to clinical reports, linezolid resistance develops mainly in enterococcus species
(12), with only one observation concerning an S. aureus strain (27). Patients were treated for
at least three weeks before linezolid resistance was reported. Despite the low level of
mutation frequency in vitro and the absence of resistance development in our study,
combination therapy should be investigated as a means of limiting the emergence of
resistance in the clinical use of linezolid.

Recent studies have reported hematologic toxicity associated with linezolid therapy.
Thrombocytopenia (3, 28) and myelosuppression (14) have been described and correlated
with the length of treatment (>10-14 days). The manufacturer recommends that platelet
counts be monitored in patients who have preexisting thrombocytopenia, those who are at
increased risk of bleeding or are receiving other concomitant medications that may decrease
platelet count, and those who have been receiving linezolid therapy for >2 weeks. These
adverse events are reversible and hematologic parameters returned to normal after
discontinuing linezolid therapy. To our knowledge, no data is available on the impact of high
linezolid serum levels on drug toxicity. Although an enhancement of hematologic effects
could be suspected with increased linezolid levels, studies are needed to specify the role of
either the dose or the length of treatment on the hematologic toxicity of linezolid.
Furthermore, human pharmacokinetic studies on the continuous infusion of linezolid could
be of interest in order to compare the serum levels obtained in our model and in human and
to specify the impact of this administration mode on the accumulation of linezolid in the
serum over the course of therapy.

In our study, no benefit was observed with continuous infusion of vancomycin, as compared

to intermittent dosing, against the three MRSA strains. The in vitro characteristics of the
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three MRSA strains studied are similar (MIC, time-kill curves, etc.), which makes it difficult
to explain the lack of in vivo activity of vancomycin on SA-1. Further studies are in progress

to investigate the failure of vancomycin therapy against this strain.

CONCLUSION

Continuous infusion of linezolid produced bactericidal activity in vivo after 5 days of
treatment, whereas in vitro tests had predicted only a bacteriostatic effect. Linezolid activity
seems to depend mainly on (i) the time above the MIC and (ii) the ratio of serum steady-state
concentration to the MIC.

These data suggest that the in vivo activity of linezolid could be improved by continuous
infusion. Further studies are needed to investigate the potential clinical benefit of continuous
infusion. This administration mode could be an appropriate alternative to glycopeptides for
treatment of severe MRSA infections. Combination therapy should also be investigated as a
means of increasing the early in vivo activity of linezolid and protecting the future of a

promising new drug.
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Figure 1. Killing curves of linezolid (a, ¢ and e) and vancomycin (b, d, and f) against SA-1,

SA-2 and SA-3. @, control; I, 1XMIC; A, 4xMIC; <, 8xMIC.
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Figure 2. Serum concentrations of linezolid (mg/L) simulating a 10 mg/kg human dose: after

the first dose (o) and at day 5 (). Error bars represent standard deviations.
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Table 1. Mean (standard deviation) serum concentrations (mg/L) after continuous infusion

of linezolid or vancomycin.

Continuous infusion regimens

Day Linezolid CIV2omgikg" Linezolid CIVaomgig’ Vancomycin CIV
Day 1 (mg/L) 10.4 (1.6) 27.1 (13.6) nd
Day 2 (mg/L) 19.4 (6.8) 47.1 (18.8) 22.3(4.2)
Day 3 (mg/L) 22.8 (4.2) 49.7 (18.3) nd
Day 5 (mg/L) 32.5(8.8) 64.6 (6.3) 25.1 (3.7)
nd, not done.

# Human simulated (daily) dose

® Twice the recommended human dose
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Table 2. Bacterial titers in vegetations (mean + SD). ID: intermittent dosing simulating a

human 10 mg/kg bid dose of linezolid or vancomycin IM 50 mg/kg bid; CIV: continuous

(constant-rate) infusion simulating a human 20 or 40 mg/kg daily dose of linezolid or a

human 30 mg/kg daily dose of vancomycin.

Mean + SD log;o CFU/g of vegetations (number of animals)

Regimen Strain SA-1 Strain SA-2 Strain SA-3
Controls 8.8+ 0.8 (14) 9.0 +0.3 (8) 9.1+0.7 (9)
Linezolid I1D-5 days 6.7 1.3 (9)° 7.3+0.7 (9)° 6.4+ 1.0 (8)°
Vancomycin ID-5 days 8.8+ 0.6 (5) 2.9+0.8 (5)™ 3.6+1.2(5)"
Linezolid CIV0-5 days 2.5+0.2 (5)> 48+1.8 (6)™ 45+1.7 (6)°
Linezolid CIV40-3 days 46+2.1(5)° 4.4+15 (6)™ 5.8 +2.4 (6)*

Linezolid CIV4-5 days

Vancomycin CIV3p-5 days

3.7+11(5)™

8.5+ 0.6 (5)

25+0.3(5)™

2.8+0.9 (5)™

2.7+05 (5™

40409 (5)°

# p<0.05 versus controls.
® p<0.001 versus controls.

¢ p<0.005 versus linezolid ID-5 days.



ARTICLE ||

Etude de I’Activité In Vitro du Linézolide Seul ou en
Association avec la Gentamicine, la Vancomycine ou la
Rifampicine sur des Souches de Staphylococcus aureus

Résistants a la Méticilline.

Publication : Jacqueline et al., J. Antimicrob. Chemother., 2003, 51(4) : 857-64.

105



1. PRESENTATION DU TRAVAIL.

Une activité bactéricide (intense) étant recherchée dans le traitement des infections séveres,
I’utilisation du linézolide en monothérapie dans ce type d’infection reste problématique et
une association est alors a priori souhaitable. Nos résultats obtenus in vivo avec la
perfusion discontinue de linézolide ont montré certes une activité antibactérienne
significative, mais néanmoins assez modeste (~ 2 logip CFU/g Vég.). Dans ce contexte,
une association semble étre indispensable pour espérer pouvoir stériliser le foyer infectieux
apres 5 jours de traitement dans ce modele. Le choix de la molécule a associer avec le
linézolide restait a déefinir. Ce travail avait donc pour but d’étudier in vitro par la méthode
des vitesses de bactéricidie I’activité antibactérienne du linézolide en association avec trois

antibiotiques présentant des mécanismes d’action différents.

2. CHOIX DES ANTIBIOTIQUES TESTES EN ASSOCIATION AVEC LE LINEZOLIDE.

Les oxazolidinones sont des inhibiteurs de la synthése protéique (Livermore 2003). Le
linézolide partage donc son mécanisme d’action avec de nombreuses molécules telles que
le chloramphénicol, la clindamycine, les macrolides, les tétracyclines... Ces antibiotiques
autorisent le début de la traduction de ’ARNmM mais inhibent la phase d’élongation
peptidique (Livermore 2003). Le linézolide se différencie de ces derniers en agissant a un
stade tres précoce du cycle ribosomal ce qui lui confere une absence de résistance croisee
avec les autres inhibiteurs de la synthése protéique.

Lors de I'utilisation du linézolide pour le traitement des infections séveres a SARM, c'est
probablement en se basant sur I'antibiogramme que les prescripteurs décideront d'utiliser
une association. Parmi les antibiotiques les plus réguliérement actifs in vitro figurent les
aminosides, et notamment la gentamicine. Il est donc probable que I'association linézolide

et gentamicine sera une association privilégiée par les cliniciens. Linézolide et gentamicine
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sont tous deux des inhibiteurs de la synthése protéique. Cependant, contrairement au
linézolide qui montre une activité bactériostatique, les aminosides sont les seuls inhibiteurs
protéiques qui exhibent une activité fortement bactericide en provoquant la synthese de
protéines défectueuses conduisant a la désorganisation de la membrane et a la lyse
cellulaire (Stratton 1996). L’association du linézolide et d’un aminoside pourrait donc se
révéler intéressante dans la perspective d’augmenter la phase de bactéricidie précoce de
I’association et donc de renforcer I’activité du linézolide seul, temps-dépendante.
D'autres associations méritaient également d'étre étudiées comme l'association du
linézolide avec la vancomycine et la rifampicine. Ces antibiotiques possédent des
mécanismes d’action différents et sont régulierement actifs sur les souches de SARM :
- Lavancomycine est un glycopeptide tricyclique de poids moléculaire élevé, qui,
en se fixant étroitement par cing liaisons hydrogénes a la terminaison D-alanyl-
D-alanine, inhibe la transpeptidation, altére la synthése de la paroi bactérienne
et modifie la perméabilité de la membrane cytoplasmique.
- La rifampicine agit sur la transcription en inhibant I’ARN polymérase
bactérienne ADN-dépendante, en se fixant sur I'une des cing sous-unités de
I'enzyme : la sous-unité f3.
Le choix des partenaires en association avec le linézolide s’est donc porté sur trois
molécules régulierement actives sur les souches de SARM et présentant trois mécanismes

d’action différents (synthéese protéeique, paroi et transcription).

3. CHOIX DE LA TECHNIQUE D’ETUDE DE L’ACTIVITE IN VITRO DES ASSOCIATIONS
INCLUANT LE LINEZOLIDE.

Différentes méthodes permettent d’étudier I’activité d’une association d’antibiotiques,

mais essentiellement deux techniques sont couramment utilisées dans la littérature.
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3.a. METHODE DE L’ECHIQUIER ET CALCUL D’UN FIC INDEX.
La méthode de I’échiquier est une technique trés couramment utilisée dans I’évaluation des
associations d’antibiotiques, certainement en raison de sa simplicité et de I’utilisation
possible de microplaques rendant possible un grand nombre de combinaisons. Des
dilutions successives des deux antibiotiques sont associees deux a deux en utilisant soit des
tubes en verre ou le plus souvent des microplaques. La méthode du calcul du FIC index
(synergie : FIC<0.5 et antagonisme : FIC>2.0) (Soussy 1990) présente cependant plusieurs
limites : manque de reproductibilit¢ (Rand et coll 1993), évaluation des résultats de
I’association en un unique point, limitation des informations a des concentrations
inhibitrices, pas de renseignement sur I’effet bactéricide de I’association (Eliopoulos et coll

1996).

3.b. METHODE DES VITESSES DE BACTERICIDIE.

Contrairement a la technique de I’échiquier, les vitesses de bactéricidie mesurent I’activité
bactéricide de I’association testée. Cette méthode fournit une « image » dynamique des
interactions entre les deux antibiotiques au cours du temps (classiqguement 0, 3, 6 et 24
heures d’incubation) en opposition a I’échiquier, qui n’est généralement lu qu’une fois
aprés 18 a 24 heures d’incubation (Eliopoulos et coll 1996). Cependant, cette technique
s’avere étre tres consommatrice de temps et limite donc le nombre possible de
combinaisons testées. Les concentrations étudiées doivent donc étre méticuleusement
choisies et doivent correspondre a des concentrations atteignables en clinique au site de
I’infection. Enfin, il faut s’affranchir du phénomeéne de carry-over pouvant aboutir a une
surestimation de I’activité antibactérienne.

La méthode des vitesses de bactéricidie permet donc d’évaluer au cours du temps I’activité

bactéricide de I’antibiotique seul et en association. Pour cette raison, cette technique est
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probablement plus représentative de la situation clinique ou une antibiothérapie bactéricide
est largement souhaitable. Cette derniere méthode a donc été privilégiée pour I’étude des
interactions régissant le linézolide en association avec la gentamicine, la vancomycine et la

rifampicine.

4. RESULTATS IN VITRO DES ASSOCIATIONS INCLUANT LE LINEZOLIDE.
La bactéricidie engendrée par la gentamicine in vitro sur les souches de S. aureus étudiées
est rapide et intense (>3logip UFC/mL en 6 heures). L’addition de linézolide a pour
conséquence de diminuer I’activité de I’aminoside essentiellement sur la phase de
bactéricidie précoce. En effet, des concentrations croissantes de linézolide (de 1 a 8 fois la
CMI) inhibent totalement I’action de la gentamicine. De plus, il ne s’agit pas d’un effet
« molécule » mais plutét d’une fagcon prévisible d’un effet « classe ». L’antagonisme
observeé in vitro avec la gentamicine touche aussi bien la nétilmicine que la tobramycine ou
I’amikacine (données personnelles). De méme que pour la gentamicine, I’association
linézolide + vancomycine apparait également antagoniste in vitro en diminuant la
bactéricidie d’un facteur 100 a 1000 (par rapport a I’activité de la vancomycine seule), a
I’exception de la souche hGISA. Enfin, le linézolide associée a la rifampicine semble étre
I’association la plus intéressante in vitro en permettant I’inhibition de la sélection des

mutants-résistants a la rifampicine.
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ABSTRACT
The in vitro activity of linezolid, the first drug issued from the novel class of
oxazolidinones, was studied alone and in combination with three antibiotics acting on
different cellular targets. Oxazolidinones are bacterial protein synthesis inhibitors that act
at a very early stage by preventing the formation of the initiation complex. Combinations
of linezolid with gentamicin, vancomycin or rifampin were evaluated against four
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains, using killing-curves in
conjunction with scanning electron microscopy experiments. Time-kill curves were
performed over 24 h using an inoculum of 5.10°-10" cfu/ml. Linezolid was studied at
concentrations of one, four and eight times the MIC, with partner drugs at eight times the
MIC. Addition of linezolid resulted in a decrease of antibacterial activity for gentamicin
and vancomycin, and linezolid was antagonistic to the early bactericidal activity of
gentamicin. Linezolid, in combination with rifampin, showed an additive interaction for
susceptible strains and inhibited rifampin-resistant variants. Linezolid plus rifampin

appeared to be the most active combination against MRSA strains in time-kill experiments.
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INTRODUCTION

The large number of infections caused by Gram-positive bacteria resistant to many
commonly used antibiotics constitutes a major challenge for clinicians and microbiologists.
Staphylococcus aureus remains a major nosocomial pathogen in human infections, and the
recent appearance of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains with
reduced susceptibility to glycopeptides' has emphasized the need for new active drugs.
Oxazolidinones are a novel class of synthetic antimicrobials with potent activity on Gram-
positive pathogens such as Enterococci (including vancomycin-resistant strains),
Streptococcus pneumoniae, coagulase-negative Staphylococci and S. aureus, including
methicillin-resistant strains.? Linezolid, the first drug issued from this class, is active
against Gram-positive bacteria and displays nonbactericidal, time-dependent activity in
vitro on Staphylococci.** Oxazolidinones are bacterial protein synthesis inhibitors and act
at a very early stage by preventing the formation of the initiation complex.>” This
mechanism of action is specific to this class, and no cross-resistance with other
antimicrobial agents has been observed. Linezolid has been approved by U.S. and
European agencies and is indicated for the treatment of infections in adult patients caused
by Gram-positive pathogens.®

Few reports have discussed the in vitro activity of combinations including linezolid.**°
Studies are needed to assess the activity of combinations including linezolid against
multiresistant Gram-positive bacteria. The present work investigated the in vitro activity of
linezolid alone and in combination with gentamicin, vancomycin or rifampin in order to
determine the most active therapy against MRSA strains. In addition, scanning electron
microscopy was performed to compare bacterial morphological alterations due to the

different combinations. (This work was presented in part at the 42" Interscience
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Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy, San Diego, Cal., 27 to 30

September 2002).

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains
The four MRSA strains studied were all isolated from blood cultures. One was a
heterogeneous glycopeptide-intermediate strain (hGISA).
Antibiotics
Linezolid (Pharmacia Upjohn, Kalamazoo, Mich.), vancomycin (Lilly, Saint Cloud,
France), gentamicin (Schering Plough, Herouville Saint Clair, France), and rifampin and
teicoplanin (Aventis, Paris, France) were all provided by the manufacturers.
Medium
Mueller-Hinton broth (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette, France)
supplemented with calcium (25 mg/liter) and magnesium (12.5 mg/liter) was used for
susceptibility tests and Killing-curve experiments. Colony counts were determined with
Mueller-Hinton (MH) plates (Difco) for time-Kkill experiments.
Susceptibility testing
MICs for the four strains were determined in cation-supplemented MH broth using the
microdilution technique.**** Overnight MH broth cultures were used to prepare inocula of
10° cfu/ml. The MIC was defined as the lowest concentration of an antimicrobial agent that
prevented turbidity after 24 h of incubation.
Time-kill curves
Killing experiments were performed to evaluate the antibacterial activity of combinations
of antibiotics including linezolid against four MRSA strains. Linezolid was studied at one,
four and eight times the MIC in combination with partner drugs at concentrations of eight

times the MIC. Time-kill curves were performed in glass flasks containing MH broth,
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using an inoculum of 5.10°%-10" cfu/ml in the presence of a single antibiotic or an
association of antibiotics.”®> A flask of inoculated cation-adjusted MH broth with no
antibiotic served as control. Tests were performed in triplicate. Surviving bacteria were
counted after 0, 3, 6 and 24 h of incubation at 37°C by subculturing 50-pL serial dilutions
(10, 10 and 10™ in order to eliminate potential carryover effect) of samples (in 0.9%
sodium chloride) on MH plates using a spiral plater (Spiral System, Interscience, Saint-
Nom-La-Breteche, France). A bactericidal effect was defined as a >3-logio cfu/ml decrease
compared to the initial inoculum after 24 h of incubation. Synergism was defined as a
decrease of >2-log;o cfu/ml between the combination and the most active single agent.
Antagonism was defined as an increase in the colony count of >2-log;o cfu/ml with the
combination compared to the count obtained with the most active single agent.*

Scanning electron microscopy

Bacteria (overnight bacterial culture diluted to obtain 10" cfu/mL) were cultured for 24 h in
MH broth containing linezolid alone (at eight times the MIC) or in combination with
gentamicin, vancomycin or rifampin (at eight times the MIC). Then, MH broth was
centrifuged (3,000 g, 15 min, 4°C) before the pellets were mounted on membrane filters
(Anodisc, Whatman® International Ltd, Maidstone, England). After one hour, the filters
were gently washed three times for 10 min in phosphate-buffered saline (PBS). Bacteria
were fixed with 0.25% glutaraldehyde for 30 min before being washed several times in
PBS. The cells were dehydrated through a graded ethanol series, and alcohol-freon
substitution was performed. Before examination under a scanning electron microscope
(JEOL 6400F), specimens were coated with 100 A of a gold-palladium mix in an ion

sputter (JEOL JFC 1100).
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RESULTS
Susceptibility tests
The MICs for S. aureus strains are summarized in Table 1. All strains were susceptible to
linezolid. The hGISA strain showed increased MICs for vancomycin and teicoplanin. The
other strains were susceptible to glycopeptides.
Time-kill Curves
The time-kill curves of linezolid plus gentamicin against the four strains are shown in
Figure 1. Gentamicin alone was the most effective drug against the three gentamicin-
susceptible strains, with bactericidal activity (>3-log;o cfu/ml decrease) as early as 6 h. For
the gentamicin-resistant hGISA strain, only a 1-log;o cfu/ml decrease was observed at 6 h,
followed by regrowth. For all strains, linezolid, when added to gentamicin, was
dominant,™ imposing its slowly antibacterial effect and inhibiting the early bactericidal
activity of gentamicin, particularly over the first 6 h. During this interval, inhibition of the
bactericidal activity of gentamicin was dependent on the linezolid concentration. Though
decreased in intensity, gentamicin killing occurred at 24 h. Thus, the addition of linezolid
to gentamicin was antagonistic, except with the hGISA strain for which linezolid inhibited
bacterial regrowth at 24 h.
Vancomycin, a time-dependent antibiotic, exhibited antibacterial activity (a 2.3 to 3.5 logio
cfu/ml decrease) within 24 h against NA8, BCB8 and P9 strains (Figure 2). As with
gentamicin, addition of linezolid decreased the killing rate 100- to 1,000-fold (except for
the hGISA strain) compared to that obtained by vancomycin alone. Vancomycin activity
was decreased on the hGISA strain (only a 1-logio cfu/ml decrease in 24 h). Linezolid
alone (at eight times the MIC) seemed to be more effective on the hGISA strain compared

to the results obtained with linezolid alone on NA8, BCBS8 and P9 strains. For these three
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strains, the decrease in the initial inoculum was less than or equal to 1 log;o cfu/mL after
24 hours while it was close to 2 logi on the hGISA strain.

Regrowth of rifampin-resistant mutants occurred for all strains incubated with rifampin
alone at eight times the MIC (Figure 3). The addition of linezolid prevented the selection
of resistant mutants at 24 h, and a slight synergy was observed at 24 h on P9 strain.
Scanning electron microscopy

MRSA strains with linezolid alone or combined with gentamicin, vancomycin or rifampin
were photographed by electron microscopy to compare morphological alterations (Figure
4). For each combination, the most representative photograph was chosen, even if normally
appearing organisms were also observed. Linezolid alone (at eight times the MIC)
exhibited moderate alterations on all strains studied. No cell destruction was observed, but
only abnormal forms (Figure 4b). However, gentamicin (at eight times the MIC) had a
profound effect on the morphological structure of bacteria, and bacterial lysis was
observed for most of the cells (Figure 4c). The combination of both agents showed
abnormal forms without separation of the central septum, and no bacterial lysis was
observed (Figure 4d).

Vancomycin had an effect on the morphological structure of the cell, probably because of
alteration of the cell wall, and inhibited cell division (Figure 4e). These effects did not
seem to occur with the combination (Figure 4f), and the bacterial cells observed were
similar to those with linezolid alone.

For rifampin alone or in combination with linezolid (Figures 4g and 4h), two types of cells
were observed after 24 h of incubation: some showing only minor morphological
alterations, and others that had undergone bacterial lysis. Thus, no differences were

apparent between rifampin alone and in combination with linezolid.
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DISCUSSION

Linezolid, a new drug with potent activity on Gram-positive pathogens such as MRSA,
displays nonbactericidal, time-dependent activity in vitro on Staphylococci.>* In clinical
settings, linezolid may be combined with other antimicrobial agents in order to increase the
bactericidal activity of therapy, prevent the emergence of drug-resistant subpopulations
and provide complementary spectrum.*® Zurenko et al., in in vitro studies, found a low
spontaneous mutation frequency (<8.10™) in S. aureus at two, four and eight times the
MIC of linezolid, without rapid development of resistance. Clinical reports indicate that
linezolid resistance is observed mainly in Enterococcus species.*” Only one report has
concerned an S. aureus strain,"® and in all cases patients were treated for at least three
weeks before linezolid resistance occurred. Thus, the study of combinations including
linezolid would seem particularly important to ensure the future effectiveness of this novel
class of oxazolidinones.

In the present study, time-kill experiments were used to assess the potent activity of
combinations. This technique, which measures bactericidal activity, appears to be more
relevant than the checkerboard technique for clinical situations in which bactericidal
therapy is desirable.® Moreover, killing-curves provide a dynamic picture of antimicrobial
action and interaction over time, as opposed to the checkerboard, which is usually applied
only once (after 24 h of incubation).’® A starting inoculum of 5.10° to 10’ cfu/ml was
chosen as representative of those observed in severe clinical infections. The companion
agents were tested at 8-fold the MIC in all cases although gentamicin and rifampin
concentrations (for the hGISA strain) were not clinically achievable levels. However,
rifampin concentration was deliberately limited to 64 mg/L and these concentrations were

tested in order to obtain a valid comparison between the different strains.
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Linezolid and gentamicin are both ribosome-targeted compounds, but do not act at the
same point in the ribosome cycle. Linezolid inhibits bacterial protein synthesis through a
mechanism of action different from that of other antimicrobial agents. This drug binds to a
site on the bacterial 23S ribosomal RNA of the 50S subunit and prevents the formation of a
functional 70S initiation complex. In the same way, gentamicin disrupts normal protein
synthesis by irreversible binding to the ribosome. In time-kill curves, the combination
appears to be antagonistic, mainly for the early bactericidal activity of gentamicin.
Linezolid is active upstream from other ribosome-targeted antibiotics (such as gentamicin)
at a very early stage in the bacterial translation process. The formation of an initiation
complex seems to be crucial for the bactericidal activity of aminoglycosides.”’ By
preventing the formation of a functional 70S initiation complex, linezolid could block the
critical site of gentamicin action and inhibit its in vitro bactericidal activity. Another
possibility is that linezolid inhibits the active transport mechanisms required for energy-
dependent uptake of aminoglycosides in bacterial cells, as previously described for
tetracycline and chloramphenicol.?* Despite antagonism was observed in the first six hours,
the combination seemed to suppress the emergence of gentamicin-resistant organisms as
observed on the hGISA strain (Figure 1d). This effect appeared to be similar to those
observed when clindamycin is combined with aminoglycosides.?? Utilizing the time-kill
curves technique, Zinner et al. have demonstrated an antagonism (on the early killing
effect) for amikacin and gentamicin in combination with clindamycin,? despite this
combination has been shown to be synergistic using the checkerboard technique against
certain Enterobacteriaceae and P. aeruginosa strains.?* However, the clinical significance
of these observations remains to be established. These data supports the need of in vivo
investigations to validate the interaction observed in vitro between linezolid and

aminoglycoside.
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Vancomycin is a cell-wall synthesis inhibitor, which means that bacteria must be in growth
phase to be subject to its bactericidal activity.® Linezolid is a bacteriostatic agent, and its
action on the ribosome inhibits bacterial growth. Consequently, the bactericidal activity of
vancomycin could be partially inhibited by linezolid in a concentration-dependent manner
such as that described above for gentamicin. Of particular interest was our finding of
enhanced killing with linezolid on the hGISA strain. This enhanced effect has been

reported on another GISA strain in an in vitro pharmacodynamic model.*

Nonetheless,
further study would be beneficial in order to confirm these results on more GISA strains.

High-level resistant mutant selection limits the use of rifampin as a single drug. Moreover,
regrowth of rifampin-resistant subpopulations always occurred in our study when this
antibiotic was used alone. For all strains, linezolid combined with rifampin inhibited the
regrowth of rifampin-resistant mutants. Moreover, an improvement of the antibacterial
activity was observed with the combination compared to the most active single agent (i.e
linezolid). It was particularly important on the P9 strain with an increase close to 2 l0gio
cfu/ml compared to linezolid alone. Linezolid targets the formation of the initiation
complex composed of 30S and 50S ribosome units, mMRNA and N-formylmethionyl-tRNA.
Rifampin, by binding to DNA-directed RNA polymerase, prevents elongation of the RNA
chain and stops bacterial growth.?® When the two drugs are combined, rifampin normally
acts before linezolid in the ribosome cycle and might prevent linezolid action.
Consequently, the antibacterial activity observed in time-kill curves during the first 6 h was
probably the result of rifampin alone. Due to the appearance of in vitro resistant variants,
the antibacterial activity of the combination over the 6- to 24-h period is probably due to

the action of linezolid alone. Linezolid takes over from rifampin on RNA polymerase-

muted bacteria by acting later in the ribosome cycle.
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Jones et al. have investigated the activity of a new oxazolidinone, AZD2563, alone and in
combination with gentamicin or vancomycin against staphylococci.?’ Linezolid was used
as a control. As in our study, no enhanced activity was observed with the addition of
gentamicin or vancomycin to the oxazolidinones (AZD2563 and linezolid). No antagonism
was noted in this study, probably because lower concentrations were used (a quarter MIC
versus eight times the MIC in our work). This study seemed to be well correlated with our
observations.

Parallel electron microscopy (qualitative) experiments were performed to confirm the
interactions observed with time-killing curves. The combination of gentamicin and
linezolid appeared to be clearly antagonistic, with a lack of bacterial lysis (compared to
gentamicin alone). The effect on bacteria treated by linezolid plus vancomycin seemed to
be similar to that with linezolid alone, which tends to confirm that linezolid partially
inhibits the antibacterial activity of vancomycin (Figures 4e and 4f). No difference in
morphological alteration was observed in electron microscopy when bacteria were treated
by rifampin alone or in combination with linezolid. Thus, electron microscopy
observations seemed to be well correlated with the interactions observed in time-kill
experiments.

In summary, linezolid plus rifampin seemed to be the most active combination against
MRSA strains in time-kill experiments. In clinical practice, antagonism is the most
disadvantageous interaction possible with an antimicrobial combination. However, in vivo

antagonism has rarely been documented in the literature,?®

as compared to the large
number of reports of in vitro antagonism. For example, rifampin plus pefloxacin is usually
antagonistic in vitro,?® but this interaction is not observed in vivo.*® Nevertheless, a recent

study has reported that the combination of linezolid and vancomycin was less effective

than vancomycin alone in an experimental endocarditis model due to MRSA.*! These data
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seem to confirm the interactions observed in our study. Consequently, in vivo studies are
needed to validate the in vitro observations reported here with time-kill experiments.
Finally, the good activity of linezolid on the hGISA strain suggests that this antibiotic
would be a reasonable therapeutic choice for patients with limited possibilities of

benefiting from other treatment.
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Table 1. Minimal inhibitory concentrations (mg/liter) of study drugs for methicillin-

resistant Staphylococcus aureus strains.

Minimal inhibitory concentration (mg/liter)

Antibiotic
Linezolid
Vancomycin
Teicoplanin
Gentamicin

Rifampin

NAS

0.5

0.5

0.008

BCB8

2

1

0.5

0.25

0.008

P9

2

1

0.5

0.125

0.015

hGISA

12

32

>32
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Logio CFU/mL
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Figure 1. Antibacterial activity of linezolid (LNZ) alone and in combination with
gentamicin (GEN) against NA8 (a), BCB8 (b), P9 (c) and hGISA (d) strains. Control (open
circles), LNZ at eight times the MIC (solid circles), GEN at eight times the MIC (open
triangles), LNZ (one time the MIC) and GEN (eight times the MIC) (solid triangles), LNZ
(four times the MIC) and GEN (eight times the MIC) (open diamonds), LNZ (eight times

the MIC) and GEN (eight times the MIC) (solid diamonds). Error bars represent standard

deviations.
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Figure 2. Antibacterial activity of linezolid (LNZ) alone and in combination with

vancomycin (VAN) against NA8 (a), BCB8 (b), P9 (c) and hGISA (d) strains. Control

(open circles), LNZ at eight times the MIC (solid circles), VAN at eight times the MIC

(open triangles), LNZ (one time the MIC) and VAN (eight times the MIC) (solid triangles),

LNZ (four times the MIC) and VAN (eight times the MIC) (open diamonds), LNZ (eight

times the MIC) and VAN (eight times the MIC) (solid diamonds). Error bars represent

standard deviations.
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Figure 3. Antibacterial activity of linezolid (LNZ) alone and in combination with rifampin
(RIF) against NA8 (a), BCB8 (b), P9 (c) and hGISA (d) strains. Control (open circles),
LNZ at eight times the MIC (solid circles), RIF at eight times the MIC (open triangles),
LNZ (one time the MIC) and RIF (eight times the MIC) (solid triangles), LNZ (four times
the MIC) and RIF (eight times the MIC) (open diamonds), LNZ (eight times the MIC) and

RIF (eight times the MIC) (solid diamonds). Error bars represent standard deviations.
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Figure 4. Scanning electron micrographs of BCB8 strain exposed to linezolid (LNZ) alone
and in combination with gentamicin (GEN), vancomycin (VAN) and rifampin (RIF) at
eight times the MIC. (a) Control, (b) LNZ, (c) GEN, (d) LNZ and GEN, (e) VAN, (f) LNZ

and VAN, (g) RIF, (h) LNZ and RIF.
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1. PRESENTATION DU TRAVAIL.

Chez S. aureus, le principal mécanisme de résistance aux streptogramines B consiste en la
modification de cible par diméthylation du résidu adénine A2058 de I’ARNr 23S, catalysée
par les enzymes du groupe Erm (erythromycin resistance methylase). Ces enzymes sont
codées chez S. aureus par les genes ermA, ermB et/ou ermC. Cette résistance est croisée
entre macrolides, lincomycines et streptogramines B (MLSg). L’expression de la résistance
peut étre inductible ou constitutive (Roberts et coll 1999).

La quinupristine-dalfopristine apparait bactéricide sur les souches de S. aureus sensibles
aux streptogramines A et B aussi bien in vitro que dans des modéles expérimentaux
d’endocardite aortique (Fantin et coll 1995, Entenza et coll 1995). En revanche, le
phénotype MLSg (constitutif) fait perdre a la molécule son activité bactéricide dans ces
mémes modeles.

Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthése protéique et provoquent des erreurs de
traduction et un arrét prématuré de I’élongation (Mingeot-leclercq et coll 1999). Les
données in vitro sur I’association quinupristine-dalfopristine et gentamicine sur S. aureus
sont peu importantes et contradictoires (Fass 1991, Kang and coll 1997). En conséquence,
les objectifs de ce travail étaient les suivants :

(i) Evaluer, in vitro et in vivo, I’interaction entre la quinupristine-dalfopristine et la
gentamicine sur deux souches de SARM de sensibilit¢ connue aux
streptogramines et aux aminosides.

(i) Comeparer les antibiotiques, seuls ou en association, en termes de bactéricidie et
de sélection de mutants-résistants.

(iii)  Comparer les différents régimes thérapeutiques par rapport a la molécule de

référence des infections a SARM, la vancomycine.
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2. RESULTATS.

Dans cette étude, les résultats obtenus in vivo avec la quinupristine-dalfopristine montrent
une efficacité chez les animaux infectés par la souche exprimant le géne ermA (-3.5 logio
UFC/g de végétation). Ces résultats different de ceux obtenus par Fantin et al. (Fantin et
coll 1995) ou la quinupristine-dalfopristine était partiellement ou totalement inefficace sur
des souches de SARM MLSg (résistance constitutive). Plusieurs facteurs peuvent étre
avances pour expliquer ces différences d’activité in vivo sur différentes souches de SARM
MLSg:
(i) Le mécanisme de résistance a la quinupristine (nature du géne erm, association
éventuelle a un géne msr ou vgb...).
(i) Les facteurs de virulence.
(iii)  Intervention de facteurs de I’hdte qui pourraient étre impliqués dans la
physiopathologie de I’endocardite infectieuse et dans la réponse au traitement
(Dhawan et coll 1999).
Si la différence essentielle entre les deux souches étudiées est la présence ou I’absence du
gene ermA, il est évident que d’autres génes different entre les deux souches (genes de
virulence par exemple). Ces variations genétiques possibles rendent difficile la corrélation
directe entre la présence ou I’absence du gene ermA et les résultats obtenus in vivo. La
solution idéale consisterait en I’utilisation de souches isogéniques ne différant que par
I’existence ou non du géne de résistance.
L’ association quinuspristine-dalfopristine + gentamicine n’apparait pas plus bactéricide
que la quinuspristine-dalfopristine seule dans ce modéle d’endocardite du lapin, quel que
soit la durée de traitement (24 ou 96 h). Cependant, la forte bactéricidie induite in vivo par
chacun de ces antibiotiques rend difficile la mise en éevidence de la supériorité de

I’association par rapport a chacune des monothérapies.
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L’un des buts de I’utilisation d’une association d’antibiotiques est de diminuer le risque de
sélection de souches resistantes en cours de traitement. En effet, une mutation de la région
de regulation du géne erm peut provoquer son inactivation et étre responsable de
I’apparition d’un clone constitutivement résistant aux MLSg et de I’échec de
I’antibiothérapie (Leclercq et coll 1991). Dans notre étude, I’incubation des homogénats de
végeétation sur des géloses contenant de la quinupristine-dalfopristine n’a permis d’isoler
aucune souche de Staphylococcus aureus. Cependant, le modéle d’endocardite du lapin est
probabalement peu adapté a la détection in vivo de mutants-résistants (inoculum bactérien,

durée de traitement...).
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ABSTRACT
The combination of quinupristin-dalfopristin (Q-D) and gentamicin was tested against two
strains of gentamicin- and dalfopristin-susceptible methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA). One strain was susceptible to macrolides, lincosamides and streptogramin
B type antibiotics (MLSg), and the other was constitutively resistant to these antibiotics by
virtue of the ermA gene. The checkerboard method and time-kill curves showed that the
combination of Q-D and gentamicin was indifferent. A rabbit endocarditis model simulated
the pharmacokinetics achieved in humans receiving intravenous injections of Q-D (7.5
mg/kg t.i.d.) and gentamicin (3 mg/kg once-daily). For the MLSg-susceptible strain, a four-
day regimen reduced mean bacterial titers (MBT) in vegetations from 8.5 + 0.8 log CFU/g
(control group), to 4.1 + 2.6 (gentamicin), 3.0 + 0.9 (Q-D), and 2.6 + 0.5 (Q-D plus
gentamicin). For the MLSg constitutively resistant strain, a four-day regimen reduced
MBT in vegetations from 8.7 + 0.9 log CFU/g (control group), to 50 + 2.2
(gentamicin), 5.2 + 2.2 (Q-D), and 5.1 + 2.4 (Q-D plus gentamicin). The differences
between control and treatment groups were significant for both strains (p<0.0001),
although there was no significant difference between treatment groups. No resistant variant
was isolated from vegetations, and no significant difference in MBT was observed in
vegetations of treatment groups after one-day regimens. This experimental study found no
additive benefit in combining Q-D and gentamicin against dalfopristin- and gentamicin-

susceptible MRSA.
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INTRODUCTION

Infections caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are usually
treated by glycopeptides, especially vancomycin (23). The emergence of glycopeptide-
intermediate MRSA in Japan, Europe and North America constitutes a risk of clinical
failure of glycopeptide therapy, and studies of experimental infections in animals have
confirmed this apparent risk (4,8). Thus, it would seem essential to evaluate new
antistaphylococcal drugs and regimens.

Quinupristin and dalfopristin are water-soluble injectable streptogramin B (Sg) and A (Sa)
antibiotics respectively, whose combination in a 30 :70 ratio (w:w) acts synergistically on
gram-positive bacteria (5,14). Streptogramins inhibit protein synthesis by binding to the
ribosomal 50S subunit, and resistance concerns mainly the Sg type (9, 20). The most
frequent mechanism of quinupristin resistance encountered in recent years is target
modification by methylation of an adenine residue in 23S rRNA, encoded in S. aureus by
ermA, ermB or ermC genes. Constitutively expressed erm genes confer in vitro cross-
resistance on macrolides, lincosamides and Sg. Some strains harbor inducible erm genes,
whose expression is triggered only by 14- and 15-membered macrolides (18). The msrA
gene is believed to encode for an efflux system, and vgb and vgbB genes for a hydrolase
that inactivates streptogramin B type antibiotics (22). Recently, mutations in the L22
ribosomal protein have been associated with resistance to quinupristin in S. aureus (B.
Malbruny , A. Canu, B. Bozdogan, V. Zarrouk, B. Fantin and R. Leclercq, Abstr. 40"
Intersci. Conf. Antimicrob. Agents Chemother., abstr. 1928, 2000). Constitutive resistance
to quinupristin has led to a relative loss of the bactericidal effect of quinupristin-
dalfopristin in S. aureus rat and rabbit experimental endocarditis models (13, 15).

Previous experimental studies showed a potential benefit in combining Q-D with other

antibiotics such as p-lactams and rifampin against MRSA (26, 28). Gentamicin, like other
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aminoglycosides, is considered to exert its antibacterial effect via inhibition of protein
synthesis after binding to the 30S ribosomal subunit (21). It is usually recommended in
association in the first days of treatment of serious Staphylococcus aureus infections.
However, the combination of gentamicin and Q-D was only studied in vitro, exhibiting
conflicting results including possible antagonism (16, 17).

This study tested the combination of quinupristin-dalfopristin with gentamicin both in vitro
and in vivo on dalfopristin- and gentamicin- susceptible S. aureus strains with varying

susceptibilities to quinupristin.

Materials and methods

Microorganisms

Two strains of gentamicin-susceptible MRSA were used. Strain NA8 was a kind gift from
Roland Bismuth, Paris, France, and strain BCB8 was isolated from a blood culture. Strain
NAS8 is susceptible to macrolides, lincosamides and streptogramins (MLSg-S phenotype),
whereas strain BCB8 is constitutively resistant to macrolides, lincosamides and
streptogramin type B (MLSg-CR phenotype). Both strains were resistant to kanamycin and
tobramycin, suggesting the production of an ANT(4’) modifying enzyme.

Antibiotics and media

Gentamicin and quinupristin-dalfopristin were provided respectively by Schering-Plough
(Hérouville-Saint-Clair, France), and Aventis (Paris, France). Unless otherwise stated,
bacteria were grown overnight at 37°C either in cation-supplemented Mueller-Hinton broth
(Sanofi Diagnostic Pasteur, Marne-la-Coquette, France) or on Mueller-Hinton agar (Difco,
Becton-Dickinson France SA, Le Pont de Claix, France).

Search for quinupristin resistance determinants

Quinupristin resistance determinants were searched for by polymerase chain reaction

(PCR). Genomic DNA was extracted from culture using the QIAGEN DNeasy tissue Kit®.
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The sequence of primers for ermA, ermB, ermC and msrA/B is shown in table 1. The 50-pl
reaction mixture for PCR contained 10 ng of total bacterial DNA, 20 pmol (each)
oligodeoxynucleotide, 200 uM dNTPs, 2 mM MgCI2, 1X PCR buffer, and 1 U Tag DNA
polymerase (Eurobio). PCR experiments were carried out in a Perkin-Elmer 4600 thermal
cycler with a denaturation step (94°C, 5 min), followed by 35 amplification cycles (30 sec
of denaturation at 94 °C, 45 sec of annealing at 47 °C and 1 min of elongation at 72°C) and
a final elongation step (72°C for 10 min). PCR products were separated by electrophoresis
through 2% agarose gel under a 100 V gradient.

In vitro susceptibilities to antibiotics

MICs for quinupristin, dalfopristin, quinupristin-dalfopristin and gentamicin were
determined by the agar dilution method (1).

Checkerboard method

Interactions between quinupristin-dalfopristin and gentamicin were assessed using the
checkerboard method in 96-well microtiter plates (Nalge Nunc International, Denmark),
using an inoculum of 10° CFU/mL. Plates were incubated for 18 h at 37°C. Fractional
inhibitory concentration (FIC) indices were interpreted as follows: < 0.5 for synergy, > 4
for antagonism, >0.5 and < 4 for indifference (1).

Time-kill curves

Time-kill curves were plotted using an inoculum of 5.10° CFU/mL, in glass tubes
containing Mueller-Hinton broth and gentamicin and/or quinupristin-dalfopristin at
concentrations equal to their MICs. Control tubes contained no antibiotics. After 0, 2, 6
and 24 h of incubation at 37°C, viable counts were determined by subculturing 50-pL
serial dilutions of samples on agar plates using a spiral plater (Spiral Systeme®, Saint-
Nom-la-Bretéche, France). Colonies were counted after 48-h incubation at 37°C.

Antibiotic carry-over was ruled out after the plating of a 100 CFU/mL suspension in the
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presence or absence of antibiotics. The lower limit of detection for the spiral plater was 2
logio CFU/mL. Synergy was defined as a > 2-logio decrease in CFU/mL between the
combination (Q-D and gentamicin) and its most active constituent after 24 h. Antagonism
was defined as a > 2-log;o CFU/mL increase in CFU/mL between the combination and its
most active constituent. The interaction was otherwise qualified as indifferent.
Experimental staphylococcal endocarditis

New Zealand white rabbits (weight: 2.0 to 2.7 kg) were used in an aortic endocarditis
model, as previously described (12). A polyethylene catheter was inserted into the left
ventricle via the carotid artery and left in place throughout the experiment. One milliliter of
an overnight bacterial culture (diluted in saline serum 9 g/L to obtain 10° CFU/mL) was
inoculated into the ear vein 48 h after catheterization.

Twenty-four hours after inoculation, the animals were randomly assigned to Q-D,
gentamicin, Q-D and gentamicin, or no treatment (control group). Antibiotics were
administered for 1 or 4 days in order to obtain serum concentrations close to those
observed in humans after 1-h intravenous (V) perfusions of 7.5 mg/kg of Q-D t.i.d. and 3
mg/kg once-a-day of gentamicin. For this purpose, Q-D was administered by intramuscular
injection of 30 mg/kg t.i.d. (14, 15). The total daily dose of gentamicin (16.6 mg/kg) was
infused IV at changing flow rates controlled by a computer dedicated to human
pharmacokinetic simulations (6,7).

Rabbits were sacrificed by IV injection of thiopental 24 h after inoculation in the control
group and at the end of the last day of treatment in the other groups. Vegetations were
excised, immediately placed on ice, weighed, homogenized in 0.5 mL of saline, and plated
on Mueller-Hinton agar after serial dilutions. Viable counts after 48-h incubation at 37°C

were expressed as means + standard deviations (SD) of log;o CFU per gram of vegetation.
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The lower limit of detection for this method is one CFU per 100 pl of undiluted vegetation
homogenate.

In order to detect in vivo selection of resistant variants during treatment, undiluted
vegetation homogenates were also plated on agar containing gentamicin or Q-D at a
concentration corresponding to 16 times the MIC.

Determination of antibiotic concentrations in serum and pharmacokinetic analysis
Antibiotic concentrations in serum were determined in three healthy rabbits. Samples were
drawn (i) 30 min (peak) and 23.5 h (trough) after the start of the first injection for
gentamicin, and (ii) 15, 30, 45, 60, 120, 240 and 360 min after the first injection for
quinupristin and dalfopristin. For streptogramin assays, one-milliliter blood samples were
immediately placed in tubes containing 0.25 mL of 0.25 N hydrochloric acid, then gently
stirred and centrifuged (10 min at 1,500 x g). The upper phase was immediately stored at —
80°C. Gentamicin concentrations were assessed by immunoenzymatic assays (EMIT®,
Behring). The lower limit of detection for gentamicin was 0.3 mg/L.

Quinupristin, dalfopristin and Q-D concentrations were determined by a microbiological
assay based on the bactericidal synergy between quinupristin and dalfopristin. The
bactericidal activities of pH-neutralized serum samples against Micrococcus luteus DRUG
320 were assessed and compared with a standard curve constructed in rabbit serum.
Dalfopristin was added to sera at a final bacteriostatic concentration of 2 mg/L for
determination of quinupristin activity; and quinupristin was added at a final bacteriostatic
concentration of 2 mg/L for determination of dalfopristin activity. No antibiotic was added
for determination of Q-D activity. After 4-h incubation at 37°C, surviving bacteria were
counted by plating 3 pL of diluted samples on Mueller-Hinton agar containing activated

charcoal (10 g/L) to prevent the antibiotic carry-over. Lower limits of detection were 0.09
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mg/L for quinupristin, 0.06 mg/L for dalfopristin, and 0.23 mg/L for Q-D. The coefficient
of variation of the assay was 16%.

Pharmacokinetic data were analyzed by regression to determine the terminal slope and beta
half-lives. Areas under the curve (AUC) of serum concentrations were determined by
the trapezoidal method, with extrapolation from the last point toward infinity.

Statistics

Statistical analysis was performed using StatView® software (Abacus Concepts). Mean
bacterial titers in vegetations were globally compared by analysis of variance (ANOVA).
A Scheffe’s test was used to compare mean titers two by two. P < 0.05 was considered

significant.

RESULTS
Susceptibility tests
MICs are shown in Table 2. Although strains NA8 and BCB8 showed quite different
susceptibilites to quinupristin, their MICs for Q-D were similar. Both strains revealed
susceptibility to dalfopristin and gentamicin.
Search for quinupristin resistance determinants
PCR identified the ermA gene in strain BCB8. No other genes encoding resistance to
quinupristin were detected in the two strains.
Checkerboard
FIC indices of the combination of quinupristin-dalfopristin and gentamicin for strains NA8
and BCB8 were respectively 1.0 and 1.2. Therefore, the combination between the tested

antibiotics was interpreted as indifferent on both strains.
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Time-kill curves

Time-kill curves for strains NA8 and BCB8 are shown in figures 1 and 2. At a
concentration of 0.5 mg/L, Q-D proved more bactericidal against quinupristin-susceptible
S. aureus NAS8: the initial inoculum was reduced by 3.0 log CFU/mL for NA8 and 1.8 log
CFU/mL for BCB8 after 24-h incubation. No antagonism or synergism was observed
between Q-D and gentamicin.

Serum antibiotic levels

Gentamicin peak and trough mean serum concentrations were respectively 15.8 + 1.2 mg/L
and 1.2 + 0.1 mg/L. The pharmacokinetics of quinupristin, dalfopristin and quinupristin-
dafopristin are shown in table 3.

Experimental endocarditis

Activities of 4-day regimens are reported in table 4. For both strains, gentamicin,
quinupristin-dalfopristin and the combination of both drugs provided significant
bactericidal effects. There was no significant difference in either strain between the mean
bacterial titers in vegetations induced by these 3 regimens. Although quinupristin-
dalfopristin seemed somewhat less effective against quinupristin-resistant BCB8 than
against quinupristin-susceptible NA8, this regimen reduced the mean bacterial titer by 3.5
log CFU/g of vegetation for the quinupristin-resistant strain.

No increase in bactericidal effect was apparent for the combination of gentamicin and
quinupristin-dalfopristin versus either antibiotic alone. However, to determine whether
bactericidal activity was accelerated by the combination, the treatment groups were
compared at the end of the first day of therapy (table 5). The results showed that
gentamicin, quinupristin-dalfopristin and the combination of both drugs reduced mean

bacterial titers significantly in vegetations, except for gentamicin against S. aureus BCB8.
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Incubation of vegetations in agar plates containing gentamicin or quinupristin-dalfopristin
(depending on the regimen administered to the animal before sacrifice) yielded no S.

aureus colony.

DISCUSSION
It has been reported that MLSg-CR and MLSg-S S. aureus strains, in the absence of
resistance to dalfopristin, showed indistinguishable quinupristin-dalfopristin MICs, despite
a lack of in vitro bactericidal activity against certain MLSg-CR strains (15, 19). Moreover,
in experimental (rabbit and rat) endocarditis studies, Q-D exerted constant bactericidal
activity against MLSg-S S. aureus strains (13, 15, 26). In vivo efficacy of Q-D against
MLSg-CR strains is more difficult to interprete. The lack of bactericidal activity of Q-D in
rat endocarditis studies may be due to lower doses than those recommanded for treatment
of severe infections in humans, and was restored by increasing the total daily dose of
dalfopristin in order to maintain a dalfopristin serum concentration of 2 mg/L for 12 h a
day (13). With the same rabbit endocarditis model that we subsequently used, Fantin et al.
observed variable results on the same MLSg-CR strain, with a maximal reduction in
vegetation bacterial titers of 2.9 log UFC/g (15, 28, J. Pavie, V. Zarrouk, A. Lefort, L.
Garry, R. Leclercq, C. Carbon and B. Fantin, Abstr. 40™ Intersci. Conf. Antimicrob.
Agents Chemother, abstr. 1006, 2000). In our model, Q-D proved bactericidal on the
MLSgE-CR S. aureus strain by the end of the first day of treatment, showing a mean
reduction of the bacterial titer in vegetations of 3.4 log CFU/g. These data seem therefore
to question the presumed global lack of efficacy of Q-D on MLSg-CR S. aureus in severe
infections. Many differences between study strains could explain the diversity of in vivo

responses to Q-D. Inter-strain differences in susceptibility of S. aureus to platelet factors,

145



as Thrombin-induced Platelet Microbicidal Protein-1, could explain variability in in vivo
efficacy of Q-D, as previously reported with oxacillin and vancomycin (10,11).

According to international guidelines, gentamicin was administered in our study by
simulating a human IV regimen of a once-daily dose of 3 mg/kg/day (23). A previous
study showed that this regimen was bactericidal against S. aureus NA8 after 48 h (3). Our
data indicate that the in vivo activity of gentamicin administered as a once-daily dose was
bactericidal against NA8 at the end of the first day of treatment, but required 4 days of
treatment to be effective on BCB8. Sande and Courtney showed that gentamicin, in a
three-daily-dose regimen yielding mean peak concentrations of 5.0 mg/L, had no
bactericidal activity in a rabbit experimental staphylococcal endocarditis model after 3 and
5 days of treatment (24). Nevertheless we can not exclude the possibility of the synergy
between Q-D and a multiple regimen of gentamicin.

The combination of quinupristin-dalfopristin and gentamicin proved no more beneficial
than quinupristin-dalfopristin or gentamicin alone on S. aureus in this study, either in terms
of in vitro and in vivo bactericidal activity or in vivo selection of a resistant variant. This
lack of benefit may have been due to the high potency of the monotherapies, each of which
reduced mean bacterial titers in vegetations by > 3.5 log CFU/g after a four-day regimen
and selected no resistant variant. However, we have possibly under-estimated the selection
of such variant clones, by using high antibiotic concentrations in solid media (i.e., 16-fold
the MIC). Furthermore we did not search variant clones showing resistance or increased
resistance specifically to quinupristin or to dalfopristin. Such resistant variants were not
selected in previous experimental endocarditis studies using S. aureus strains susceptible to
dalfopristin, but have been isolated when one dalfopristin-resistant strain was used (15,
27). Moreover, the combination of another antibiotic with Q-D might help prevent the

emergence of constitutive resistant mutants during treatment of infections caused by MLSg
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inducible resistant (MLSg-IR) S. aureus strains. This situation has been a matter of concern
for Q-D as for other non-erm-inducing MLS antibiotics, by analogy with clindamycin
which is thought to select MLSg-CR mutants from MLSg-inducible strains (18). Because
of the low in vitro frequency of mutation from MLSg-inducible resistance to constitutive
resistance (~ 107 — 10 ), this hypothesis needs to be tested using experimental models
yielding larger inocula than the rabbit endocarditis model (18).

Serum concentrations of streptogramins were determined with a new bioassay based on the
measure of the bactericidal activity of the serum, but not on its bacteriostatic activity as
performed in previous microbiological methods (13). These new assays use one unique test
strain without streptogramin-resistance mechanism, which prevents the instability of
formerly used strains (13). In order to measure the concentration of one compound, the
other one was added at a high concentration, allowing to control the synergy between
quinupristin and dalfopristin. Conversely, for the global assay of Q-D, concentrations of
separate compounds in test sera were not controlled, whereas control sera had a fixed
30:70 (w:w) Q/D ratio. Although the bacteriostatic activity of Q-D against Staphylococcus
aureus - as assessed by MIC - is similar for a Q/D ratio ranging from 90:10 to 10:90, no
data about the influence of the Q/D ratio on its in vitro bactericidal activity has been
published (5). In our work, the sum of separate compounds exceeded the global assay
when the Q/D ratio was inferior to 0.6 (data not shown). The global Q-D assay should
therefore be considered as a functional one. Even if its result is expressed as a mass
concentration, it almost represents the amount of Q-D in a 30 :70 (w : w) ratio which has
the same bactericidal activity as the test serum.

In conclusion, our experiments showed no additive benefit from the combination of
quinupristin-dalfopristin and gentamicin against dalfopristin- and gentamicin-susceptible

S. aureus, whether susceptible or resistant to quinupristin. Contrary to previous studies,
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quinupristin-dalfopristin showed in vivo bactericidal activity against the quinupristin-
resistant strain. Further investigations are needed to determine the role of quinupristin-
dalfopristin, with regard to vancomycin, in the management of methicillin-resistant

Staphylococcus aureus infections.
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Table 1. Sequences of primers for genes encoding resistance to quinupristin.

Gene Primers Predicted Positive control strain
(ref. 25) length (ref. 2)
ErmA 5’-TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA-3’ 645 bp S. aureus HM1051
5-CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT-3’
ErmB 5’-GAAAAGGTACTCAACCAAATA-3’ 639 bp S. pneumoniae HM28
5’-AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC-3’
ErmC 5’-TCAAAACATAATATAGATAAA-3’ 642 bp S. aureus HM1054R
5’-GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT-3’
msrA/B  |5’-CAAATGGTGTAGGTAAGACAACT-3’ 399 bp S.epidermidis HM1053

S’-ATCATGTGATGTAAACAAAAT-3’
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Table 2. Agar dilution minimal inhibitory concentrations (MIC) of quinupristin,

dalfopristin, quinupristin-dalfopristin and gentamicin for S. aureus strains NA8 and BCBS.

MIC (mg/L)
Oxacillin - Quinupristin  Dalfopristin - Quinupristin-dalfopristin ~ Gentamicin
S. aureus NA8 64 1 1 0.50 0.25
S. aureus BCB8 16 128 2 0.50 0.25
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Table 3. Pharmacokinetic serum parameters of quinupristin, dalfopristin and quinupristin-
dalfopristin in 3 healthy rabbits after a single intramuscular injection of quinupristin-
dalfopristin (30 mg/kg): mean values + SD of peak concentrations (Crax ), areas under the
curve (AUC), and B elimination half-lives. Peak concentrations were observed 15 min

after injection for dalfopristin, and 30 min after injection for quinupristin and quinupristin-

dalfopristin.

Drug Crnax (Mg.I™) AUC (h.mg.I'Y) P Half-life (h)
Quinupristin 1.5+04 40+23 15+15
Dalfopristin 6.9+0.5 6.8+ 3.3 0.7+0.3
Quinupristin-dalfopristin 54+18 6.0+2.6 0.6+£0.3
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Table 4. Activity of 4-day regimens. Mean bacterial titers in vegetations + SD of

untreated (control) and treated rabbits.

Regimen Logig CFU/g of vegetation (No. of animals) with strain:
S. aureus NA8 S. aureus BCB8
Controls 85+0.8(9) 8.7+£0.9(13)
Gentamicin 41+26 (8)° 50+22 (8)°
Quinupristin-dalfopristin (Q-D) 3.0+09 (6)° 5.2+22 (7)°
Gentamicin + Q-D 26+05 (6)° 5.1+2.4 (12)°

% p < 0.0001 versus controls, Scheffe’s test after ANOVA
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Table 5. Activity of 1-day regimens. Mean bacterial titers in vegetations + SD of

untreated (control) and treated rabbits.

Regimen Logig CFU/g of vegetation (No. of animals) with strain:
S. aureus NA8 S. aureus BCB8
Controls 8.5+0.8(9) 8.7+£0.9 (13)
Gentamicin 42+13(6)°? 7.2+2.0(5)
Quinupristin-dalfopristin (Q-D) 40+1.1(8)° 53+1.7(7)°"
Gentamicin + Q-D 3.8+0.4(4)*° 55+2.8(8)°

% :p < 0.001; ® :p<0.01 versus controls, Scheffe’s test after ANOVA
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FIGURE . Time kill curves for S. aureus NA8 and S. aureus BCB8. Results are shown for
the following groups : controls (diamonds), gentamicin at 0,25 mg/L (squares),
quinupristin-dalfopristin at 0,5 mg/L (triangles), and gentamicin at 0,25 mg/L in

combination with quinupristin-dalfopristin at 0,5 mg/L (circles). Strain NA8 (solid lines),

strain BCB8 (dashed lines).
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ARTICLE IV

Etude de I’Activité In Vivo de I’Association Linézolide plus
Gentamicine sur Staphylococcus aureus Résistants a la
Meéticilline : I’ Antagonisme Observé In Vitro n’est pas Corréle

avec un Antagonisme In Vivo.

Publication : Article soumis a Int. J. Antimicrob. Agents ; Jacqueline et al.
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1. PRESENTATION DU TRAVAIL

L’étude in vitro des associations incluant le linézolide a permis de mettre en évidence un
antagonisme d’une part avec la gentamicine (essentiellement sur la phase de bactéricidie
précoce de I’aminoside) ainsi qu’avec la vancomycine (Jacqueline et coll 2003). Une étude
(Chiang et coll 2003), utilisant le modele d’endocardite expérimentale du lapin, a démontré
la corrélation entre cet antagonisme in vitro et I’efficacité moindre de I’association
linézolide-vancomycine in vivo sur une souche clinique de S. aureus de résistance
homogene a la méticilline (Tableau VI). En effet, ce travail montre que I’activité du
linézolide en association avec la vancomycine est moins importante que I’activité de la
vancomycine seule. De méme, une étude récente (Dailey et coll 2003), utilisant le méme
modéle expérimental, s’est intéressée a I’association linézolide—rifampicine sur une souche
de S. aureus sensible a la méticilline. Il apparait que la rifampicine, méme si elle ne produit
pas d’effet synergique in vivo dans cette association, n’antagonise pas I’activité du
linézolide (Tableau VII) comme précédemment déemontré avec d’autres antibiotiques
comme la lévofloxacine (Chambers et coll 1999) et la vancomycine (Tofte et coll 1981,
Watanakunakorn et coll 1981).
Les interactions décrites in vitro (synergie, antagonisme ou indifférence) ne sont pas
toujours vérifiées in vivo, que ce soit dans les modéles animaux expérimentaux ou en
pratique clinique. De nombreux parametres complémentaires sont mis en jeu in vivo qui
different des conditions simplistes du tube a essai ou la bactérie est directement en contact
avec I’antibiotique dans des conditions optimales :

- Pharmacocinétiqgues des deux antibiotigues de [I’association (mode

d’administration, paramétres pharmacocinétiques,...)

- Facteurs de I’hote.
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- Site infectieux (pénétration, diffusion,...)
A I’hopital, le clinicien va étre confronté au choix de la molécule a associer avec le
linézolide. Les aminosides, de par leur bactéricidie intense et rapide, pourraient étre
souvent privilégiés comme partenaire du linézolide dans les infections séveres a SARM.
Confronté aux résultats in vitro (antagonisme), le modeéle expérimental s’avere donc

indispensable pour confirmer ou infirmer les interactions observées.

2. RESULTATS.

L’étude a éteé réalisée sur deux souches de SARM sensibles a la gentamicine. Les deux
antibiotiques ont été administrés en perfusion discontinue en simulant chez I’animal la
pharmacocinétique humaine du linézolide (simulation correspondant a I’administration 1V
de 10 mg/kg/12h) et de la gentamicine (3 mg/kg/24h).

A la fin du traitement d’une durée de trois jours, I’association linézolide-gentamicine s’est
révélée extrémement efficace sur les deux souches étudiées en montrant une activité
bactéricide avec une diminution d’au moins 4 logio UFC/g de végétation. Pour les deux
souches, I’association apparait plus efficace que la gentamicine seule (mais différence
significative pour la souche NA8 seulement) et permet de stériliser totalement les
végétations. L’antagonisme observé in vitro a I’aide des vitesses de bactéricidie n’est donc

pas corrélé in vivo dans le modéle d’endocardite expérimentale.
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Tableau V1. Activité du linézolide seul ou en association avec la vancomycine dans un

modéle d’endocardite expérimentale & S. aureus (d’apres Chiang et coll 2003).

Traitement logyo UFC/g végétation + Déviation standard (nb d’animaux)
Témoins 10.2+ 0.7 (8)
Linézolide 7.8+ 1.0(8)
Vancomycine 3.3+3.0(8)
Linézolide + Vancomycine 6.6 £1.0(8)

Tableau VII. Activité du linézolide seul ou en association avec la rifampicine dans un

modele d’endocardite expérimentale a S. aureus (d’apres Dailey et coll 2003).

Traitement log;o UFC/g végétation + Déviation standard (nb d’animaux)
Témoins 8.7+0.7 (6)
Linézolide
25 mg/kg 8.1+1.0(4)
50 mg/kg 48120 (7)
Rifampicine 4.0+2.3(8)
Linézolide + Rifampicine

3.4+1.7(7)
25 mg/kg
50 mg/kg 3.4+15(7)
75 mgfkg 35112 (8)
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2. OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE.

Les résultats obtenus in vivo dans ce travail s’opposent aux observations réalisées in vitro.
Les interactions entre les deux antibiotiques vont étre beaucoup plus complexes et
soumises a variation permanente dans notre modéle. Ainsi, la pharmacocinétique, la vitesse
de pénétration et la localisation respective des deux molécules au sein de la végétation
aortique peuvent influencer le résultat de I’association.

In vitro, nous avons comparé I’activité de cette association en pré-incubant pendant 90
minutes (en bouillon MH) une souche de SARM (BCB8) avec le linézolide ou la
gentamicine et en ajoutant ensuite le second partenaire de I’association. Au bout de 24
heures d’incubation totale, les bactéries survivantes sont centrifugées et fixées sur des
filtres avant examen au MEB. Les photographies obtenues sont colligées sur la Figure 26.
Cette technique ne permet pas d’exprimer, par exemple, le pourcentage de bactéries d’un
certain type morphologique par rapport a un phénotype normal. En revanche, la MEB
permet d’observer les altérations morphologiques des bactéries exposées a différents
antibiotiques ou a une association. Les photos A, B et C correspondent a une pré-
incubation (90 minutes) avec le linézolide. On remarque rapidement I’absence de lyse
bactérienne : aucune bactérie n’a été detruite par I’association linézolide plus gentamicine
dans ces conditions expérimentales. De plus, les bactéries présentent une morphologie tres
proche des résultats obtenus lorque I’on expose BCB8 au linézolide seul (photo 2). En pré-
incubant BCB8 avec la gentamicine, on observe majoritairement une lyse bactérienne
intense : la plupart des bactéries sont totalement détruites, méme si quelques bactéries
présentent des formes non lysées (photo F), mais de fagon minoritaire. Cette lyse est

observée également lorsque BCB8 est mis en contact avec la gentamicine seule (photo 3).

163



Méme s’il faut rester prudent avec ce type d’observations, ces résultats semblent montrer
que I’ordre dans lequel le linézolide et la gentamicine sont mis en contact avec la bactérie
lors de I’association peut influencer I’altération morphologique de la bactérie. Autrement
dit, la séquence de contact (linézolide puis gentamicine ou gentamicine puis linézolide)
entre la bacterie et les deux molécules semble avoir un impact sur le résultat final de
I’association. Néanmoins, le temps de pré-incubation est ici assez long et probablement
largement surestimé par rapport a la situation in vivo. Il serait intéressant de réduire ce
temps afin de déterminer si un délai trés court peut également influencer I’activité

antibactérienne de I’association.
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Figure 26. Photographies en MEB de la souche BCB8 pré-exposée au linézolide (A, B et
C) ou a la gentamicine (D, E et F) pendant 90 minutes suivie de I’incorporation du second
antibiotique partenaire (incubation totale de 24 heures a 37°C). 1: Souche BCB8 non
exposée a un antibiotique (témoin); 2: Souche BCB8 exposée au linézolide seul ; 3:

Souche BCB8 exposée a la gentamicine uniquement.
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CONCLUSIONS - PERSPECTIVES

Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés a caractériser et a optimiser I’activité
antibactérienne de deux nouvelles molécules antistaphylococciques en nous intéressant
plus particulierement au linézolide. Nous avons suivi deux voies principales :

1. Caractérisation et optimisation de I’activité du linézolide in vitro et in vivo.

2. Activité de différentes associations incluant le linézolide et la quinupristine-

dalfopristine in vitro et in vivo.

Le fil conducteur de ce travail est la corrélation des données préalablement acquises in
vitro a I’aide du modele d’endocardite expérimentale du lapin. Ainsi, nous avons pu mettre
en évidence la supériorité de I’administration en perfusion continue par rapport a la
perfusion discontinue, mode d’administration actuellement retenu pour le linézolide (2 fois
par jour). De plus, la simulation chez I’animal de la pharmacocinétique humaine de cette
nouvelle molécule nous a permis de nous affranchir en partie des problemes
d’extrapolation des résultats a la clinique humaine. Dans le contexte d’infections séveres a
SARM, les associations d’antibiotiques se révelent le plus souvent indispensables. Nous
avons dans un premier temps exploré I’activité antibactérienne de différentes molécules en
combinaison avec le linézolide ou la quinupristine-dalfopristine a I’aide de différentes
méthodes d’études in vitro. Celles-ci nous ont permis de statuer sur les interactions
régissant ces associations d’antibiotiques et par la suite de déterminer quelle association
méritait d’étre étudier in vivo dans le modele animal expérimental. L’association
quinupristine-dalfopristine + gentamicine apparait indifférente in vitro et cette absence
d’interaction est confirmée in vivo ou I’addition de gentamicine n’améliore pas I’activité in
vivo de la quinupristine-dalfopristine, que ce soit en terme d’activité antibactérienne ou de

sélection de mutants-résistants. En utilisant la technique des vitesses de bactéricidie, un
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antagonisme est observe lorsqu’on associe le linézolide avec la vancomycine et la

gentamicine, principalement sur la phase de bactéricidie précoce de I’aminoside. Toujours

in vitro, I’association linézolide-rifampicine apparaissait comme la bithérapie la plus active

sur les quatre souches de SARM étudiées.

Enfin, I’intérét de la corrélation in vitro / in vivo est particulierement souligné par

I’interaction linézolide-gentamicine. En effet, cette association a démontré son efficacité in

vivo sur deux souches de SARM alors qu’elle était apparue antagoniste in vitro.

A partir de I’ensemble de ces données, plusieurs pistes mériteraient d’étre explorées :

Si les caractéristiques PK-PD du linézolide peuvent en partie expliquer la
supériorité de I’administration en perfusion continue, des études restent
nécessaires afin de mieux appréhender les parametres responsables de cette
activité accrue. En effet, si le parametre T>CMI semble particulierement
prédictif de I’efficacité du linézolide, il reste encore a définir le ratio
[concentration/CMI] optimum et on peut se demander si une administration
fractionnée en trois fois par jour au lieu de deux pourrait égaler I’efficacité de la
perfusion continue, qui simule en fait un fractionnement a I’infini.

Il existe de nombreuses techniques d’étude in vitro en milieu liquide et en
milieu gélosé permettant de juger la valeur d’une association d’antibiotiques.
Les résultats peuvent étre difficiles a interpréter et des discordances sont notées
d’une technique a I’autre. La détermination in vitro de I’interaction entre deux
molécules antibactériennes reste encore difficile a corréler avec les reésultats
dans les modéles animaux expérimentaux ou en clinique, comme démontré pour

I’association linézolide + gentamicine. En conséquence, il serait intéressant
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d’étudier les raisons impliquées dans ces différences de résultats afin
d’améliorer la prédictivité des tests.

Un antibiotique est considéré comme bactéricide quand il est capable de
diminuer I’inoculum bactérien de 3 logio UFC en 24 heures. De ce point de vue,
I’activité du linézolide est considéree comme bactériostatique in vitro.
Néanmoins, le linézolide administré en perfusion continue (& débit constant)
exhibe une activité « bactéricide » in vivo sur les trois souches de SARM
testées. Si cette amélioration de I’efficacité antibactérienne peut étre en partie
expliquée par I’augmentation du paramétre T>MIC, d’autres facteurs
mériteraient d’étre étudiés :

e Des co-facteurs de I’héte (connus ou inconnus) impliqués dans la
bactéricidie pourraient jouer un rdle dans le succés du traitement des
infections séveres (endocardites). Les t-PMP (Thrombin-induced
Platelet Microbicidal Protein) et HNP (Human Neutrophil Defensin)
sont des peptides cationiques antibactériens possédant une activité in
vitro sur de nombreux pathogenes comme Staphylococcus aureus
(Xiong et coll 1999). L’étude de ces facteurs de I’héte et de leurs
influences pourraient étre une voie intéressante de travail dans le but de
mieux comprendre I’interaction entre I’antibiotique, la bactérie et I’hote.

e Invitro, le linézolide semble capable d’inhiber I’expression de certains
facteurs de virulence de S. aureus comme I’a-hémolysine, 8-hémolysine
et la coagulase, impliquées dans le processus infectieux (Gemmell et
coll 2002). L’inhibition in vivo de ces facteurs de virulence pourrait étre
étudiée dans le but de déterminer I’impact de cette inhibition sur

I’activité antibactérienne du linézolide.
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La derniere étude en cours, non encore soumise a publication, s’est intéressee a
I’activité du linézolide en association avec I’imipéneme sur des souches de
SARM. In vitro, cette association apparait synergique mais semble requerir de
faibles concentrations d’imipéneme (de I’ordre de 1/16 a 1/128xCMI) et des
concentrations proches de la CMI pour le linézolide. Afin de confirmer la
synergie in vivo, nous avons testé cette association en administrant le linézolide
en perfusion discontinue (simulation de 10 mg/kg/12h) et I’imipénéme en
perfusion continue, a débit constant, afin d’atteindre une concentration serique a
I’état d’équilibre d’environ CMI/32 (imipénéme) pour chacune des deux
souches de SARM étudiées. Apres 5 jours de traitement, I’administration en
association du linézolide et de I’imipénéme apparait synergique sur les deux
souches de SARM et semble confirmer les observations réalisées in vitro. Ce
travail ouvre de nombreuses perspectives :

e Apres avoir confirmé in vivo les résultats obtenus in vitro, il est
nécessaire de vérifier si la synergie est conservée en utilisant d’une part,
une administration en perfusion discontinue du carbapéneme (mode
d’administration usuel) et d’autre part, en administrant les posologies
d’imipénéme recommandées en pratique clinique pour le traitement des
infections séveres.

e D’un point de vue plus fondamental, la recherche du mécanisme
d’action implique dans la synergie entre les deux antibiotiques reste une
perspective attractive et necessaire afin de mieux comprendre les
interactions entre les deux molécules.

Enfin, I’utilisation d’autres modeles animaux expérimentaux (comme le modele

de pneumonie expérimentale) pourrait apporter une meilleure compréhension de
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I’activité in vivo des nouvelles molécules antibactériennes en ciblant d’autres
physiopathologies et en utilisant les particularitées PK/PD de ces molécules,
comme par exemple I’excellente diffusion du linézolide dans le tissu

pulmonaire (Conte et coll 2002).
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TITRE: EVALUATION EXPERIMENTALE DES NOUVEAUX ANTISTAPHYLOCOCCIQUES :
CORRELATION IN VITRO — IN VIVO

RESUME :

Les bactéries a Gram positif sont au cceur des préoccupations actuelles en raison de leur multirésistance aux
antibiotiques. La fréquence encore élevée des souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline
(SARM) a I’hopital, I’émergence de souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides et la récente
apparition de souches résistantes a la vancomycine (CMI >32mg/L) n’ont fait que renforcer le besoin de
nouvelles molécules antistaphylococciques insensibles a ces mécanismes de résistance. Deux molécules
récentes, le linézolide et la quinupristine-dalfopristine, sont actuellement disponibles sur le marché. A I’aide
du modeéle d’endocardite expérimentale du lapin, nous avons montré que I’administration en perfusion
continue (a débit constant) du linézolide était supérieure au mode d’administration recommandé pour cette
molécule (administration 1V de 600 mg 2 fois par jour) sur trois souches de SARM. La quinupristine-
dalfopristine a démontré une activité bactéricide sur deux souches de SARM (ermA- and ermA+) dans ce
méme modeéle ; L’addition de gentamicine n’a pas permis d’augmenter I’efficacité antibactérienne, que ce
soit en terme de réduction de la charge bactérienne dans la végétation ou de prévention de la sélection de
mutants-résistants. L’étude in vitro des associations incluant le linézolide a permis de mettre en évidence un
antagonisme avec la vancomycine et la gentamicine, essentiellement sur la phase de bactéricidie précoce de
I’laminoside. Une indifférence a été observée avec le linézolide en association avec la rifampicine. Face a
I’antagonisme observé in vitro pour la gentamicine, cette association a été étudiée in vivo sur deux souches de
SARM sensibles a cet antibiotique. Contrairement aux résultats in vitro, I’association linézolide +
gentamicine a démontré une activité bactéricide (>4 log;o UFC/g végétation) sur ces souches et apparait
capable de stériliser les végétations aortiques apreés trois jours de traitement.

TITLE: EXPERIMENTAL ASSESSMENT OF NEW ANTI-STAPHYLOCOCCAL AGENTS:
INVITRO - IN VIVO CORRELATION

ABSTRACT:

Gram-positive bacteria resistant to almost all of the available antibacterials have been identified. The
incidence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) remains very high in hospitals. Moreover,
the emergence of MRSA strains with reduced susceptibility to glycopeptides and the recent appearance of
vancomycin resistant strains (MIC >32mg/L) have emphasized the need for new active drugs. Two new anti-
staphylococcal agents, linezolid and quinupristin-dalfopristin, are now available. Using the rabbit
endocarditis experimental model, we showed that linezolid continuous infusion (at a constant rate) exhibit a
bactericidal activity on three MRSA strains whereas intermittent dosing (twice a day) did not. Quinupristin-
dalfopristin showed a bactericidal activity on two MRSA strains (ermA- and ermA+) in the same
experimental model. Antibacterial activity in aortic vegetations and prevention of resistant variants were not
increased by the addition of gentamicin. In vitro studies of combinations including linezolid showed an
antagonism with vancomycin and gentamicin, mainly on the early bactericidal activity of the
aminoglycoside. Linezolid, in combination with rifampin, exhibited an additive interaction. In reason of in
vitro antagonism, we compared the in vivo activity of linezolid alone and in combination with gentamicin
against two gentamicin-susceptible MRSA strains. In contrast to in vitro observations, linezolid + gentamicin
appeared highly efficacious with a decrease of at least 4 log,, CFU/g of vegetation. Moreover, the
combination was able to sterilize the aortic vegetations after a 3-day treatment.

DISCIPLINE : Sciences de la Vie et de la Santé.
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