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] Résistances de bas niveau
= Définition
=" Impact clinique

] Résistance hétérogene (ou hétérorésistance)

= Définition et méthodes de détection
= Mécanismes et impact cliniques

* Meécanismes de résistance stables
e Meécanismes de résistance instables

J A mi-chemin entre résistance de bas niveau et
hétérorésistance
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] Résistances de bas niveau

= Définition



Résistance de bas niveau : Définition

[ Identification d’un géne ou d’une protéine connu(e)
comme étant habituellement responsable d’une
résistance a un ou plusieurs antibiotiques

ET

(1 Absence de phénotype associé :

= Apparente sensibilité aux antibiotiques censés étre
la cible de la résistance

= Absence de détection d’une activité hydrolytique
(ex: B-lactamase)
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Résistance aux quinolones
Mécanisme de résistance

(b) Reduced membrane permeability

(b2) ALTERED OUTER MEMBRANE ORGANIZATION

_aer” LPS MODIFICATIONS
e B e \_Ie
(a) Target-site gene mutations \ AALAGLALELILLAARANBESAN
DNA GYRASE “.‘
Genomic DNA TOPCISOMERASE IV

(d) Plasmid-mediated
resistance
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(c) MDR efflux pump overexpression

(b1) REDUCED PORIN EXPRESSION

Correia et al., Journal of Medical Microbiology 2017;66:551-559



Résistance aux quinolones
G ;e .
Résistance chromosomique

= Chez les entérobactéries, les résistances chromosomiques sont
souvent multiples =» résistance de haut niveau.

= Augmentation graduelle du niveau de résistance en fonction du
nombre de mutations dans gyrA, gyrB, parC et parE

1 mutation dans GyrA + 1 dans ParC 2 mutations dans GyrA + 1 dans ParC



Résistance aux quinolones
I‘P V 4 [ ] [ ]
v Qnr : Résistance de bas niveau

=>» Les protéines Qnr sont responsables de :
- Résistance a I'acide nalidixique (T MICs x2-8)
- Sensibilité diminuée aux fluoroquinolones (T MICs x4-128)
E. coliBM13 E. coli Tc gnrA1+

D’ aprés Soussy, in L’ Antibiogramme 2006



Résistance aux quinolones
b Résistance plasmidique AAC-(6’)-lb-cr

AAC(6” )-Ib avec 2 susbtitutions (Trp102Arg, Asp179Tyr) =» AAC(6’)-1b-cr

Résistance de bas niveau pour NAL NOR LEV cIp
les fluoroquinolones possédant *
un groupement piperazinyl non
substitué (Norfloxacine et
Ciprofloxacine)

atrain Clprotloxacin . N-acetyl ciprofl oxacin Enrofioxacin Morfloxacin Petloxacin Levotioxacin Gemitioxacin

DH10E pEADZ4 (.02 x2-4 0.08 0.02 0.1596 x4 0.08 0.08 0.005
DHI10B 2.04-0.08 0.08 0.02 0.625 0.08 0.08 0.005

pBADZ4-aac(6’ M bcr

00
Chemical structure mw ”‘E' ww
I’r« H3I3 |, j:@ ﬁ

Robicsek et al., Nat Med 2006




Résistance aux quinolones
Impact clinique des résistances plasmidiques de
bas niveau

1 Qnr et AAC-(6’)-1b-cr
augmentation de |la concentration o

O Ecoli j53
@ E coli JS3 pBCSK-aac{6)lb-<r
8 £ coli J53 pBCSK-gnrAl

prévenant le risque d’apparition i

de mutant d’un facteur 10 =

Risque accru de sélection de .

mutants possédant une a0 R

résistance de haut niveau T ooy 5, !

d 3 modeles expérimentaux de souris (souches Qnr +):

= Pneumonie: Difference de survie (100% vs. 53.3%)
= UTI: Diminution de l'activité bactéricide de la ciprofloxacine (similiaire a un
mutant GyrA)

Robicsek et al., Lancet Infect Dis 2006; 6:329-340
Rodriguez-Martinez et al., Clin Microbiol Infect 2008; 14:691-697
Allou et al., Antimicrob Agents Chemother 2009; 53:4292-4297
Jakobsen et al., J Antimicrob Chemother 2012; 67:2438-2444



Les carbapénémases de type OXA-48

Résistance de bas niveau (sensibilité) aux carbapénémes

Les CMI parfois trés basses pour les carbapénemes (0,38 mg/L pour
I'ertapénéme et 0,25 mg /L pour I'imipéneéme, dans le cas présent)

Gauthier L et al. Feuillet de Biologie n°33, 2016



% de sensibilité aux carbapénéemes des EPC en France

OXA-48 NDM VIM KPC
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E. coli

37,9% 50,0% 5 60,0%
31,9% 37,3% 9 44,4% 29 - 27,6% 552%
32,4% 49,5% 56 250%
55,6% 64,4% 8 37,5%

K. pneumoniae
E. cloacae

C. freundii

Enterobacterales 1163 21,1% 35,4% 46,9% 86 32,6% 35,1% 59,5%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%  90% | 100%

La majorité des souches productrices d’OXA-48 et quelques VIM
apparaissent sensibles a I'imipénéme et au méropénéme



Niveaux de résistance aux carbapénémes pour les
souches productrices d’OXA-48

CMI ertapénéme CMI imipéneme CMI méropéneme
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Les carbapénémases de type OXA-48

GPIP Impact clinique de cette résistance de bas niveau
modeéle murin d’infection péritonéale

Broad-Spectrum [B-Lactam Antibiotics for Treating Experimental
Peritonitis in Mice Due to Klebsiella pneumoniae Producing the
i AAC

Carbapenemase OXA-48
Journals ASM.org

Olivier Mimoz,® Nicolas Grégoire,® Laurent Poirel,” Manuella Marliat,® William Couet,® and Patrice Nordmann®

MIC % of dead mice after receiving a dose (mg/kqg) of:
o1 [ 1+ [ 10 [ 20 [ 40 [ 60 [ 80 [ 100

—
oo R O | [55] »
— o B
oo R ] [ o
il e e
tazobactam

50-70 % de létalité avec un traitement par carbapéneme malgré
I’'apparente sensibilité de la souche (CMI imipénéme = 0,50 mg/L)




Les carbapénémases de type OXA-48

GPI‘P [ ] [ ] Y 4 ] )
Impact clinique de cette résistance de bas niveau
. Total Carbapenem Group Non-Carbapenem Group
Author Country Design s Outcome number of
type subjects n Failure n Failure
Rate (%) Rate (%)
UTI, BJI,
Internal cohort (2025)  France  Retrospective AL, RTI, Day 3.0 43 7 57.1 36 36.1
SSTI, mortality
CRBSI
Clinical success
Moeck (2024) USA Prospective uTl (alive, 6 2 50.0 3 0.0
symptom
resolution)
UTI, RTI, Dav 30
Corbella (2022) Spain  Retrospective SSI, CRBSI, ay = 137 44 70.4 73 50.6
Al mortality
BSI,
. CRBSI, IAI, Day 28
Balkan (2014) Turkey Retrospective RTL CNS, mortality 36 5 40.0 31 51.6
UTI
Navarro-San Francisco BSI, UTI,
(20"12) ! Spain  Prospective  CRBSI, Mortality 30 4 75.0 26 69.0
SSTI, 1Al
Mimoz (2012) France Prospective IAl Mortality 240 96 88.5 48 39.6
Cuzon (2010) France Retrospective CEQSI Mortality 7 1 100.0 6 60.0

Submitted



Les carbapénémases de type OXA-48
CPIP .. , . :
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

Summary of Studies Comparing Clinical Efficacy of Carbapenems and
Alternative Therapies Against OXA-48-Producing Enterobacterales

1 12 clinical studies

817 patients

L Mostly retrospective cohorts

1 median age 59 — 71 years

O predominantly male (55 — 70%)

 often critically ill (ICU admission 20 - 100%)

1 Mostly K. pneumoniae but also E. coli and E. cloacae

O Bloodstream infections +++



Les carbapénéemases de type OXA-48
GPIP H H V 4 ) °
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

Summary of Studies Comparing Clinical Efficacy of Carbapenems and
Alternative Therapies Against OXA-48-Producing Enterobacterales

O 159 patients treated with carbapenem monotherapy
d 91.8% displaying meropenem MIC < 0.5 mg/L Susceptible at
d 6.3% displaying meropenem 0.5 mg/L < MIC <2 mg/L | standard dosage

MIC Classes
B CMI = 0.5 mg/L
B 0.5 < CMIl =2 mg/L
Bl 2 < CMI = 8 mg/L
B CMI = 8 mag/L

Active Non-Carbapenem Alternatives

Carbapenem Monotherapy

0 20 20 60 80 100
Dortet L et al. in revision Percentage of Patients (%)



Les carbapénémases de type OXA-48

GPIP

Impact clinique de cette résistance de bas niveau

Comparative 30-day mortality according to treatment class
in OXA-48-producing Enterobacterales infections

100

80

30-day mortality (%)

20

60

40t

p<0.001

p<0.001
[ 1

p=0.0018

Carbapenems (n=177) New antibiotics (n=497) Colistin-based (n=115) Other agents (n=63)

New antibiotics included new molecules active on OXA-PE like ceftazidime-avibactam (n=483), cefepime-taniborbactam (n=4) and cefiderocol (n=10).
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Les carbapénémases de type OXA-48
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

Meta-analysis on 6 studies were both arms available (63 patients)

Carbapenem Group Non-Cg::la‘genem

Total
number of
subjects Failure Failure
- Rate (%) - Rate (%)
43 7 57.1 36 36.1
6 2 50.0 3 0.0
137 44 70.4 73 50.6
36 5 40.0 31 51.6
30 4 75.0 26 69.0
7 1 100.0 6 60.0
Carbapenem alone therapy is
associated with a significantly
higher risk of clinical failure

compared to alternative treatments
(OR: 1.98; 95% CI: 1.06-3.70)

Dortet L et al. in revision

Risk of clinical failure

1
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Alternative therapies

Carbapenem monotherapy
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Les carbapénémases de type OXA-48
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

Bubble plots of therapeutic failure including (A) or excluding (B) preclinical study of Mimoz et al.

A

Internal cohort [
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Favors active non-carbapenem alternatives
Clinical Failure

2

5

Favors carbapenem
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Favors active non-carbapenem alternatives Favors carbapenem

Clinical Failure

Risque d’échec clinique x 2 malgré une apparente sensibilité aux carbapénemes

= Conséquences en microbiologie: Interprétation par les microbiologistes
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Les carbapéneémases de type OXA-48
Impact pour le microbiologiste

EPC sensibles aux carbapénéemes: carbapénémes ou autres?
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1 Ne jamais rendre sensible aux
carbapénémes a posologie standard pour
une souche productrice de carbapénéemase

O Préférer les alternatives thérapeutiques
disponibles en fonction du mécanisme de
résistance

1 Si l'utilisation d’'un carbapénéme est
souhaitée: « Forte posologie » + autre

( )

EUROPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

>¢ EUCAST

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Some isolates that produce carbapenemase
are categorised as susceptible with the
current breakpoints and should be reported
as tested, i.e. the presence or absence of a
carbapenemase does not in itself influence
the categorisation of susceptibility.

Carbapenemase detection and
characterisation are recommended for public
health and infection control purposes.

\ antibiotique actif

J




Les carbapéneémases de type OXA-48

GPIP

Impact pour le microbiologiste

EPC sensibles aux carbapénemes: carbapénémes ou autres?

carbapénémes a posologie standard pour
une souche productrice de carbapénémase

O Préférer les alternatives thérapeutiques
disponibles en fonction du mécanisme de
résistance

 Si l'utilisation d’un carbapénéme est
souhaitée: « Forte posologie » + autre
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E Toutes les C3G / C4G
ne se valent pas

Société Francaise de
Microbiologie

O Hydrolyse significative : Céfotaxime (CTX)
Ceftriaxone
Interprétation R Ceftolozane

O Absence d’hydrolyse : Ceftazidime (CAZ)
Cefépime (FEP)
Interprétation S Aztréonam (ATM)




Les carbapénemases
GPIP .. , , . .
Impact clinique d’une résistance de bas niveau

Effect of Resistance Mechanisms on the Inoculum Effect of
] Carbapenem in Klebsiella pneumoniae Isolates with Borderline
L AAJ(: Carbapenem Resistance

Amos Adler, Ma'ayan Ben-Dalak, Ina Chmelnitsky, Yehuda Carmeli
August 2015 Volume 59 Number 8 National Center for Infection Control, Ministry of Health, Tel Aviv, Israel; Section of Epidermiology, Tel-Aviv Sourasky Medical Center, Tel Aviv, Israel

Evaluation sur 32 K. pneumoniae (9 CTX-M, 9 KPC, 12 OXA-48, 2
VIM) possédant des CMI borderline aux carbapénémes de :

= Effet inoculum (CMI meropenem avec un inoculum a 10° ou
106 vs standard 10%)

= CMB/CMI Imipénéme et méropénéme
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Les carbapénemases

MIC (pg/ml) of®

Amino acid sequence of:

BOX-PCR Inoculum Imipenem MIC/ Meropenem MIC/
Strain B-Lactamase gene(s) type Imi Mero Ert OmpK35 OmpK36 OmpK37 effect MBC (pg/mlf*  MBC (pg/ml)*
IH9 blacry p » A 05 0.5 4 I NS I Negative ~ 0.25/0.5 2/2
3154 blacry pyis B 025 2 =32 1 T I Negative  0.5/0.5 2/4
8562  blacry s C 025 2 16 I I T Positive 0.5/1 2/2
8486  blacr s D 1 2 8 I I I Negative  0.5/2 2/4
CTX' M 4893 blacry py1a B 025 0.5 8 NS I I Negative  0.5/1 171
7524 blacrxpis E 05 1 8 T I I Positive 0.5/1 171
4703 blacry s F 025 0.5 8 T I I Positive 0.25/0.5 0.5/0.5
4667  blacrx s PMlacrxg: G 025 1 2 I I I Negative  0.5/1 171
5466  blacy s H 2 0.5 6 T I I Negative  0.5/1 0.5/2
TO0I0  Dlagpc » ST258 2 2 8 I I I Positive 8/8 8/8
3728 blagpe 4 ] 2 4 4 I I I Positive 8/8 32/32
3581  blagpe s ] 4 2 4 I I I Positive 8/8 32/32
10001 blagpe s ST258 05 025 2 I I NS Positive ~ 4/16 8/8
K PC 10009  blagpe 5 ST258 05 1 8 I I I Positive 8/8 1/2
10014 blagpe s I 1 1 8 I I I Positive ~ 4/8 1/=16
5643  blagpc s K 4 2 8 I I I Positive 2/8 8/16
7212 blagpe., I 2 4 =32 1 I I Positive 16/16 =64/NAY
4234 blagpe; L 4 1 8 I T I Positive ~ 4/8 16/32
8367  blagyaas X | 2 16 I I I Negative  2/4 272
Y1308  blagy, 4a M 1 1 6 T I I Positive 2/2 1/8
Y1379  blagy s s N 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 2/2
Y1554  blagys 4s 0 1 0.5 4 I I I Positive 2/4 0.5/2
Y1800 blagy s g N 1 0.5 4 I I T Positive ~ 4/8 2/2
OXA_48 Y1966  blagy s s P 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 0.5/0.5
Y1967  blagys as 0O 05 2 6 T I I Positive 142 212
Y2015  blagy s Q 1 0.5 4 I I I Positive 1/1 0.5/2
Y2065  blagys as M 05 0.5 6 T I I Positive 0.5/2 1/2
Y2153 blagy s R 1 1 16 I I I Positive 1/1 212
Y2183 blagy, us S 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 171
Y2185  blagys 4s T 05 1 8 I I I Paositive 0.5/1 212
Y2181  blayy, 4 U 2 1 4 I I I Positive 8/8 =32/NA7
V I M Y2279 blaypy, v 4 1 4 I I I Positive ~ 4/8 =32/NA?
Y2091  blaypy W 1 2 16 I I I Positive 16/16 =32/NAY




GPIP

Les carbapénemases
? Effet inoculum

MIC (pg/ml) of®

Amino acid sequence of:

BOX-PCR Inoculum Imipenem MIC/ Meropenem MIC/
Strain B-Lactamase gene(s) type Imi Mero Ert OmpK35 OmpK36 OmpK37 effect MBC (pg/mlf*  MBC (pg/ml)*
IH9 blacry p » A 05 0.5 4 I NS I Negative ~ 0.25/0.5 2/2
3154 blacry pyis B 025 2 =32 1 T I Negative  0.5/0.5 2/4
8562  blacry s C 025 2 16 I I T Positive 0.5/1 2/2
8486  blacr s D 1 2 8 I I I Negative  0.5/2 2/4
CTX' M 4893 blacry py1a B 025 0.5 8 NS I I Negative  0.5/1 171
7524 blacrxpis E 05 1 8 T I I Positive 0.5/1 171
4703 blacry s F 025 0.5 8 T I I Positive 0.25/0.5 0.5/0.5
4667  blacrx s PMlacrxg: G 025 1 2 I I I Negative  0.5/1 171
5466  blacy s H 2 0.5 6 T I I Negative  0.5/1 0.5/2
TO0I0  Dlagpc » ST258 2 2 8 I I I Positive 8/8 8/8
3728 blagpe 4 ] 2 4 4 I I I Positive 8/8 32/32
3581  blagpe s ] 4 2 4 I I I Positive 8/8 32/32
10001 blagpe s ST258 05 025 2 I I NS Positive  4/16 8/8
K PC 10009  blagpe 5 ST258 05 1 8 I I I Positive 8/8 1/2
10014 blagpe s I 1 1 8 I I I Positive ~ 4/8 1/=16
5643  blagpc s K 4 2 8 I I I Positive 2/8 8/16
7212 blagpe., I 2 4 =32 1 I I Positive 16/16 =64/NAY
4234 blagpe; L 4 1 8 I T I Positive = 4/8 16/32
8367  blagyaas X | 2 16 I I I Negative  2/4 272
Y1308  blagy, 4a M 1 1 6 T I I Positive 2/2 1/8
Y1379  blagy s s N 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 2/2
Y1554  blagys 4s 0 1 0.5 4 I I I Positive 2/4 0.5/2
Y1800 blagy s g N 1 0.5 4 I I T Positive ~ 4/8 2/2
OXA_48 Y1966  blagy s s P 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 0.5/0.5
Y1967  blagys as 0O 05 2 6 T I I Positive 142 212
Y2015  blagy s Q 1 0.5 4 I I I Positive 1/1 0.5/2
Y2065  blagys as M 05 0.5 6 T I I Positive 0.5/2 1/2
Y2153 blagy s R 1 1 16 I I I Positive 1/1 212
Y2183 blagy, us S 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 171
Y2185  blagys 4s T 05 1 8 I I I Positive 0.5/1 212
Y2181  blayy, 4 U 2 1 4 I I I Positive 8/8 =32/NA7
V I M Y2279 blaypy, v 4 1 4 I I I Positive ~ 4/8 =32/NA?
Y2091  blaypy W 1 2 16 I I I Positive 16/16 =32/NAY




# Effet inoculum et 4 CMB/CMI

Les carbapénemases

MIC (pg/ml) of®

Amino acid sequence of:

BOX-PCR Inoculum Imipenem MIC/ Meropenem MIC/
Strain  B-Lactamase gene(s) type Imi Mero Ert OmpK35 OmpK36 OmpK37 effect MBC (pg/mlf*  MBC (pg/ml)* |_|
IH9 blacry p » A 05 0.5 4 I NS I Negative ~ 0.25/0.5 2/2
3154 blacry pyis B 025 2 =32 1 T I Negative  0.5/0.5 2/4 ™M B/CM 124
8562  blacry s C 025 2 16 I I T Positive 0.5/1 2/2
8486  blacr s D 1 2 8 I I I Negative  0.5/2 2/4
CTX' M 4893 blacry py1a B 025 0.5 8 NS I I Negative  0.5/1 171
7524 blacrxpis E 05 1 8 T I I Positive 0.5/1 171
4703 blacry s F 025 0.5 8 T I I Positive 0.25/0.5 0.5/0.5
4667  blacrx s PMlacrxg: G 025 1 2 I I I Negative  0.5/1 1/1
5466  blacy s H 2 0.5 6 T I I Negative  0.5/1 0.5/2
TO0I0  Dlagpc » ST258 2 2 8 I I I Positive 8/8 8/8
3728 blagpe 4 ] 2 4 4 I I I Positive 8/8 32/32
3581  blagpe s ] 4 2 4 I I I Positive 8/8 32/32
10001 blagpe s ST258 05 025 2 I I NS Positive | 4/16 8/8
K PC 10009  blagpe 5 ST258 05 1 8 I I I Positive 8/8 1/2
10014 blagpe s I 1 1 8 I I I Positive ~ 4/8 1/=16
5643  blagpc s K 4 2 8 I I I Positive 2/8 8/16
7212 blagpe., I 2 4 =32 1 I I Positive 16/16 =64/NAY
4234 blagpe; L 4 1 8 I T I Positive = 4/8 16/32
8367  blagyaas X | 2 16 I I I Negative  2/4 272
Y1308  blagy, 4a M 1 1 6 T I I Positive 2/2 1/8
Y1379  blagy s s N 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 2/2
Y1554  blagys 4s 0 1 0.5 4 I I I Positive 2/4 0.5/2
Y1800 blagy s g N 1 0.5 4 I I T Positive ~ 4/8 2/2
OXA_48 Y1966  blagy s s P 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 0.5/0.5
Y1967  blagys as 0O 05 2 6 T I I Positive 142 2/2
Y2015  blagy s Q 1 0.5 4 I I I Positive 1/1 0.5/2
Y2065  blagys as M 05 0.5 6 T I I Positive 0.5/2 1/2
Y2153 blagy s R 1 1 16 I I I Positive 1/1 212
Y2183 blagy, us S 1 0.5 4 I I I Positive 2/2 171
Y2185  blagys 4s T 05 1 8 I I I Positive 0.5/1 212
Y2181  blayy, 4 U 2 1 4 I I I Positive 8/8 =32/NA7
V I M Y2279 blaypy, v 4 1 4 I I I Positive ~ 4/8 =32/NA?
Y2091  blaypy W 1 2 16 I I I Positive 16/16 =32/NAY
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] Résistance hétérogene (ou hétérorésistance)

= Définition et méthodes de détection



Hétérorésistance
1P s pe ey
o Définition

Au sein d’'une population bactérienne isogénique,
plusieurs  sous-populations présentent une
sensibilité différente a un antibiotique

Antimicrobial Heteroresistance: an Emerging Field in Need of Clarity

ACMR

Journas. ASM.org Omar M. El-Halfawy,®® Miguel A. Valvano™* JEI"IU-EII":;" 2015 Volume 28 Number 1

Homogeneous | Heterogeneous

A :
T 1 1 1
Antibiotic concentrations at 2-fold increments




Hétérorésistance
Méthodes de détection

 Diffusion en milieu solide : E-test ou disque

= Méthode de screening a confirmer par Population
Analysis Profiling (PAP)
Présence de colonies dans la zone d’inhibition

d CMI en milieu liquide (microdilution)

CMI non reproductibles
Présence de saut (« skip well »)

J Population Analysis Profiling (PAP)

= Quantification de la culture bactérienne avec

différentes concentrations d’antibiotique Non applicable

en routine
- Comptage des CFU

- Concentrations croissantes d’ATB (2x)




Hétérorésistance
cPIY PAP = méthode de référence

Hétérorésistance = La concentration d’antibiotique
inhibant completement de la croissance bactérienne est
> 8 fois a la plus petite concentration non inhibitrice

1,00E+08 ——KP1
1,00E+07 - —=—KP2

_ 1,00E+06 1 \\ KP3

£ qo0er05{ \ —%— KP4

L 1,00E404 - —s— KPS

2 1,00E+03 - —+—KP6

= 1,00E402 | —5— ATCC13883
1,00E+01 - | —— ATCC27853
1,00E+00 . E R —— it —— KP208

0 02505 1 4 8 16 32 64 198 256 512

Conc (ug/ml)
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N

Antibiogramme
(2 jours)

Step |
Preliminary detection of heteroresistance
Parallel to routine antibiotic sensitivity testing

~@-

~ Homogeneous ‘
pgpulation

Plusieurs jours
(ou semaines)

Stepll
Cing " - "
@. 8-fold
~ Homogeneous s  Intermediate
‘ Bopusatiall J ~ Heteroresistance | I eterogeneity, :”
Unlikely if positive for heteroresistancein Step . |
- Completely Susceptible Classical Heteroresistance Entirely Resistant
(Fig. 1D) (Fig. 1E) (Fig. 1F)
Antibiotic therapy may sel &hmical communication of
‘Monitor the least responsive resistant subpopulatiol ce is the major concefii.g
~ subpopulations tor just dose or use anoth “Monitor protection ot less
development of antibiotic to which the resistant bacteria
resistance to the anﬂblotle egﬂne population is sensitive. in mixed infection.
v
g
=
o
h
=
E]
w
==

Antibiotic concentrations at 2-fold increments




PLAN

] Résistance hétérogene (ou hétérorésistance)

= Mécanismes et impact cliniques

* Meécanismes de résistance stables
e Meécanismes de résistance instables



Controverse sur les mécanismes a considérés
comme responsables d’hétérorésistance

J Les mécanismes de résistance stables

. — n

[ Les mécanismes de résistance instables

. == .




Controverse sur les mécanismes a considérer
comme responsables d’hétérorésistance

J Les mécanismes de résistance stables

. — n

[ Les mécanismes de résistance instables

. == .

Mutants +++

Hétérorésistance
7?7

Hétérorésistance
+++




PLAN

GPIP

] Résistance hétérogene (ou hétérorésistance)

= Mécanismes et impact cliniques

* Meécanismes de résistance stables



« Hétérorésistance» stable
IP Y 4 ’ ° ' 4 °
c¥ Ex 1: dérépression de la céphalosporinase

(d Mutation ponctuelle ampD chez les entérobactéries du group Il
(fréquence 1043 10°) =» « hétérorésistance » aux B-lactamines

Enterobacter cloacae complexe



« Hétérorésistance» stable
IP Y 4 ’ ° ' 4 °
c¥ Ex 1: dérépression de la céphalosporinase
Impact clinique

International Journal of Antimicrobial Agents 62 (2023) 106809

Contents lists available at ScienceDirect

Antimicrobial
Agents

International Journal of Antimicrobial Agents

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijantimicag

Effectiveness of third-generation cephalosporins or piperacillin A
compared with cefepime or carbapenems for severe infections caused | @&
by wild-type AmpC B-lactamase-producing Enterobacterales:

A multi-centre retrospective propensity-weighted study

Alexis Maillard ®* Tristan Delory®, Juliette Bernier¢, Antoine Villa¢ Khalil Chaibi¢,

Lélia Escaut®, Adrien Contejean’, Beatrice Bercot?, Jérome Robert™ Fatma El Alaoui/,
Jacques Tankovick, Héléne Poupet!, Gaélle Cuzon™, Matthieu Lafaurie”, Laure Surgers°?,
Adrien Joseph¢, Olivier Paccoud? Jean-Michel Molina”, Alexandre Bleibtreu?, for the
Treatment of AmpC-producing Enterobacterales Study Group'



1266 unique patients with a positive
respiratory or blood culture for AmpC-
producing bacteria

\ 4

\4

No available clinical records: n=291
Definitive therapy not matching
inclusion criteria: n=269

706 patients met inclusion criteria

Y

575 unique patients included in the analysis
- 273 with BSI
- 302 with non bacteriemic pneumonia

Empiric treatment > 48h differing from
group allocation: n=100

Death within the 48h after the first
positive culture: n=31

Definitive antibiotic therapy

3GC:n=120

Piperacillin  tazobactam: n = 184

Cefepime/carbapeneme: n = 271

Cefotaxime : n =84
Ceftriaxone : n=24
Ceftazidime : n=12

Piperacilline : n = 67
Piperacilline-tazobactam : n = 117

Cefepime : n =229
Carbapenemes : n =42

49 with BSI
71 with pneumonia

81 with BSI
103 with pneumonia

143 with BSI
128 with pneumonia

Reference group




« Hétérorésistance» stable
IP Vé ’ . Vé .
c¥ Ex 1: dérépression de la céphalosporinase
Impact clinique : Préférer le céfepime ou le méropéneme

With bloodstream Due to wild-type Empiric therapy
infection ! AmpC-producing S—
575 patients or pneumonia Enterobacteriaceae & Any antibiotic @ <48h
scc groue Ppercin roup
Definitive antibiotic o 2 o
monotherapy o Ce g Y Cefepime °2) Piperacillin
> 5 days 120 [7Z| Ccefotaxime T 271 = Carbapenen 184 £l +tazobactam
=T Ceftazidime - E
In-hospital
morta‘:ity 15.8% 14.8% 20.7%
at day 30 aHR=0.9 (0.6 to 1.3) aHR=1.2 (0.9t0 1.7)

AmpC-related

treatment failure 19.2%
at day 30 @6.8 (3.7 to 12.4) €R= 3.1(1.7 t@

3CG and Piperacillin increased the risk of AmpC related treatment failure, without change in 30-day

10.3%

mortality




« Hétérorésistance» stable
IP Y 4 ’ ° ' 4 °
c¥ Ex 1: dérépression de la céphalosporinase
« High vs low mutator »

Species-specific mutation rates for ampC derepression in

Journal of \ essior
Antimicrobial Enterobacterales with chromosomally encoded inducible
Chemotherapy AmpC p-lactamase
J Antimicrob Chemother 2018; 73: 1530-1536 . . B
Rebekka Kohlmann*, Tobias Bdhr and Soren G. Gatermann
1x1076
2.7<10%  21x10%  33x10%  47x107%| | 62x1071° 58x1010  24x1071°  20x10°  51x107!
A
A A A
1x1077 A et
A A A4
A Aiaa A
A A Aia A A Ak A _._‘_A . " -
A AAAA A A
Ay badha | ‘AAAA‘:: AL R
g 1x108 fas,auh  fafatald 444k L,
46 A Ak an A 2 A A AA A L)
_5 A A, AA a 4
g i s e
= -9 A A AA
S 1x10 'y A A& ALA A X
A N A
A A A
5 B A‘ . AAA A i
1x10°10 - ki e ahidata a4 iaa
WA alaa A ‘A‘:A:‘:A‘ ata,
A
N . B . . A‘A‘A A,
High risk mutation Low risk mutation
A
1x10°11 :
i E. aerogenes C. freundii H. alvei P. rettgeri P. stuartii S. marcescens  S. liquefaciens M. morganii
complex N complex - _ _ _ _ -
(n=40) (n=26) (n=41) (n=25) (n=17) (n=12) (n=41) (n=10) (n=25)




« Hétérorésistance» stable
IP Y 4 ’ ° ' 4 °
c¥ Ex 1: dérépression de la céphalosporinase
Impact clinique

Pas de différence entre high et low mutator

Mutation rate of AmpC-beta-lactamase-producing Enterobacterales and treatment in clinical practice: A word of caution.

Maillard et al., 2024 | Clinical Infectious Diseases

[
8’5‘ 575 patients d@ 539% Pneumonia Definitive therapy | 120 3™ Generation Cephalosporins
184 Piperacillin + Tazobactam
Wild type AmpC producing o §7% Bacteriemia [@ .
Y Enterobacterales 271 Reference therapy: Cefepime or a Carbapenem

All-cause mortality at day 30 Treatment failure due to AmpC overproduction at day 30
In vitro mutation

rate for An.1pC [ According to definitive therapy ] [ According to definitive therapy ]
derepression Overall Overall
3 Gen. Cefepime Piperacillin £ 34 Gen. Cefepime Piperacillin £
Cephalo. Carbapenem tazobactam Cephalo. Carbapenem tazobactam
E. cloacae, K. aerogenes, @ S @ o @ 0% 22% P 4% P 12%
C. Freundii, H.alvei g8 p>0.05 p>0.05
I 403 p>0.05
. LOWM 21% <> 18% <«» 24% 15% <> 1% <> 6%
. marcescens, M.
morganii, Others ’ o s s
172

QQ Multivariate No significant difference in mortality Significant increase in AmpC related treatment failure

£ model High vs. Low mutation rate aHR = 0.7 (95%Cl 0.5 to 1.1) High vs. Low mutation rate aHR = 2.1 (95%Cl 1.1 to 4.2)



« Hétérorésistance» stable
GPIP Ex 2 : mutation ponctuelle de la céphalosporinase
Impact clinique sur les nouvelles molécules

* Enfant de 3 ans
 Atrésie des voies biliaires
* Deux transplantations hépatiques successives

* Pneumonie acquise sou ventilation a P. ° ° °
aeruginosa XDR sensible a: Tiv PV
_ ®

MEM

(] ®
- Ceftolozane-tazobactam (C/T): ++++ caz ap
- Ceftazidime-avibactam (CAZ-AVI) : +/-
- Colistine (COL): ++ (CMI =1 mg/L) T:,

CAZ-AVI

* Traitement par colistine IV + aérosol ° O ® (

CN




« Hétérorésistance» stable
GPIP Ex 2 : mutation ponctuelle de la céphalosporinase
Impact clinique sur les nouvelles molécules

* 53 souchesclinique de P. aeruginosa sur 2,5 années

* Acquisition d’une résistance au C/T sous traitement (3 souches)

400mgx3/]j 500 mgx3/j 500mgx3/j
2015 1@ o 2016 2017
Jul . Aug Sep Oct Nov Dec Jan . Feb Mar Apr . May . Jun . Jul . Aug . Sep . Oct . Nov . Dec lan .
Lx I l T A o] Loz [ [
LAS 0 ‘0 || % [0 ¢ ns oz x|l ®
! <:3> = 6 Y12 23@ 26 27
7 :@-' g1 @6 @21 2a%
0@ @2
@
10
® Hémoculture A\ Bile @ Plaie M LBA * Dépistage / selles




Resistance
C/T et
CAZ-AVI




Resistance
C/T et
CAZ-AVI

Restauration
« partielle »
sensibilité :

Piperacilline +
tazobactam
ET
Carbapénémes




Un seul et unique clone

25 26 23 20 27 12 24 14 1 5 6 22 3 13 4 & 95 2 10 16 M 18 7 AT 24 15 13

z
I

1
0000000000000 %000 X0

Number of SNPs

—m—

20 50 100

Al



Une unique mutation de ’'AmpC (G183D)

GPIP

MIC (mg/L)

*

= Les 3 souches
résistantes a C/T et CAZ-
AVI| possedent [a méme
mutation dans I'AmpC
naturelle : G183D

Wi

0000000000000 0000

Trois événements
indépendants =
Pression de sélection
sur un inoculum
bactérien non maitrisé

i
1t
|

?
=

BEIE = B 2 EEREEEEEREEEEREEEEE * Hlaia

Blood




« Hétérorésistance» stable
I‘P . ’ e e Vé
c¥ Ex 3 : imperméabilité

d Mutants d'imperméabilité (porines) = « hétérorésistance » aux
aux carbapénemes

European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases (2018) 37:185-186
httpsy//doi.org/10.1007/510096-017-3138-x

LETTER TO THE EDITOR * CMIinitiaIe= 1 mg/L X4 ???

@CrossMark . CMImax PAP =4 mg/l_ définition
Carbapenem-heteroresistance among isolates of the Enterobacter * Fréquence mutation=1,25.102%3
cloacae complex: is it a real concern? 70.107

A.E.B.da Silva'? - A. F. Martins %3 . C. S. Nodari ' - C. M. Magagnin ' « A. L. Barth"**




« Hétérorésistance» stable (mutants d'imperméabilité)
GPIF Impact clinique

Risque de sélectionner sous
traitement la population
bactérienne la plus résistante
(= le mutant)

CONTROLE de la

SOURCE +++

Apres
Avant 21 jours .ours
de traitement
imipénéme

icrobial Agents 35 (2010) 265-268

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Antimicrobial Agents

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ijantimicag

Short communication

In vivo selection of imipenem-resistant Klebsiella pneumoniae producing
extended-spectrum [3-lactamase CTX-M-15 and plasmid-encoded DHA-1
cephalosporinase®

Gaelle Cuzon?, Thierry Naas®*, Michele Guibert®, Patrice Nordmann?




Hétérorésistance au mécillinam
GPIP . .
Impact clinique nul

Amdinocillin (Mecillinam) Resistance Mutations in Clinical Isolates
AAC and Laboratory-Selected Mutants of Escherichia coli

suirnaks ASM A
Jourmnaks ASM o

Elisabeth Thulin,® Martin Sundqvist,” Dan I. Andersson® March 2015 Volume 59 Number 3

U Forte fréquence de mutants : 1083 2.10°

O Génes impliqués dans :

* Chaine respi., ribosome, tRNA synthetase, métabo. phosphate = Fitness NN N =» Peu impact clinique
* Voie de synthése de la Cystéine (ex: cysB) =2 Résistance stable

Contents lists available at ScienceDirect

EBioMedicine

journal homepage: www.ebiomedicine.com

Research Paper

Reversion of High-level Mecillinam Resistance to Susceptibility in
Escherichia coli During Growth in Urine

Elisabeth Thulin 2, Mans Thulin ®, Dan I. Andersson *




Hétérorésistance au mécillinam
Impact pour le microbiologiste

Exemples de zones d’inhibition pour les Enterobacterales et la fosfomycine.
a-c) Ignorer les colonies dans la zone d’inhibition et lire le diamétre au niveau de la bordure externe.
d) Absence de zone d’inhibition.

Exemples de zones d’inhibition pour les Enterobacterales et la témocilline et le mécillinam.
a-c) Ignorer les colonies dans la zone d'inhibition et lire le diamétre au niveau de la bordure externe.
d) Absence de zone d’inhibition.



PLAN

GPIP

] Résistance hétérogene (ou hétérorésistance)

= Mécanismes et impact cliniques

e Meécanismes de résistance instables



« Vraie » Hétérorésistance instable
GPIP Exemple 1 : K. pneumoniae KPC

(] Toutes les souches de K. pneumoniae KPC +
possedent un phénotype d’hétérorésistance
aux B-lactamines

 Surtout visible pour les carbapénémes



« Vraie » Hétérorésistance instable
GPIP Exemple 1 : K. pneumoniae KPC

1 Toutes les souche de K. pneumoniae KPC +
possedent un phénotype d’hétérorésistance
aux B-lactamines

 Surtout visible pour les carbapénémes

1 Encore plus visible avec un inoculum augmenté

107 CFU/ml




« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 1 : K. pneumoniae KPC

(1 Phénotype reproductible
1 Souches strictement isogéniques (pas de mutation additionnelle)

J Phénotype encore inexpliqué




« Vraie » Hétérorésistance instable
GPIP Exemple 2 : Serratia marcescens et colisitine

Journal of
J Antimicrob Chemother 2018; 73: 1862-1871 AntlmlcrOblal
doi:10.1093/jac/dky134 Advance Access publication 26 April 2018 Chemotherapy

Efflux pump inhibitor CCCP to rescue colistin susceptibility in mcr-1
plasmid-mediated colistin-resistant strains and
Gram-negative bacteria

Sophie A. Baron and Jean-Marc Rolain*

Effet particulierement prononcer sur les souches

S. marcescens 1036 E asburiae LH74 , . , . .
b hétérorésistantes (Serratia, Enterobacter)

(a)
1400 - B Intrinsic
1200 4 ‘ EE Heteroresistance
bl 2 1000 @ P B3R mer-1
£ BOG-‘ Unknown
% b Other mutation
= 600-p
2 oo
200
0 o | H :' — b firsid
S T T I R VI R S SR
s S T Gt
o N N O
R S . SRR AR L N SN
Sl By
EFF T EF
5 Q,é' © Q& '\Ge‘ ,)40 & o
& W@ o F
f\&) ) ‘{‘-' R



« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 2 : Serratia marcescens et colistine
Impact clinique

Personne ne se poserait la question de traiter
une infection a Serratia avec de la colistine




PLAN

GPIP

J A mi-chemin entre résistance de bas niveau et
hétérorésistance



1» Atlantibacter hermannii VIM-1

« Résistance » de « trés » bas niveau

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L

Carba NP test négatif

D. Girlich, R.A. Bonnin, L. Dortet, T. Naas.



P Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii

Transformants du Enterobacter cloacae

plasmide naturel
incA/C blay,\,., positif




1» Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii

{a_© © @
1 copie du plasmide
1 copie blay,4

v

Enterobacter cloacae

Transformants du
plasmide naturel
incA/C blay,\,., positif

P e ¢

( %) (¢) ©

3 copies du plasmide
3 copies blay.1

3 copies du plasmide
3 copies blay.1
+

Imperméabilité




1» Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii Atlantibacter hermannii

repeated
cultures with
growing
concentrations
of imipenem
from 0.5 mg/L
to 10 mg/L

Imipenem = 1.5 mg/L
Ertapenem 0.5 mg/L
Meropenem = 0.75 mg/L

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L




1» Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii Atlantibacter hermannii

repeated
cultures with
growing
concentrations
of imipenem
from 0.5 mg/L
to 10 mg/L

1 copie du plasmide
1 copie blay.1

Qv)

Imipenem = 1.5 mg/L
Ertapenem 0.5 mg/L
Meropenem = 0.75 mg/L

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L




Atlantibacter hermannii VIM-1

GPIP
Atlantibacter hermannii Atlantibacter hermannii
repeated
cultures with
growing _
concentrations | Hétéroresistance
of imipenem f
from 0.5 mg/L y o o

to 10 mg/L

S 05 copie du plasmide
d TN

©  © R

Phénotype
instable

1 copie du plasmide
1 copie blay.1

Imipenem = 1.5 mg/L
Ertapenem 0.5 mg/L
Meropenem = 0.75 mg/L

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L




CONCLUSIONS GENERALES

GPIP

] Résistance de bas niveau et hétérorésistance ne sont
pas des mythes

[ Probléme de définition de I’hétérorésistance

] Probleme d’identification en routine par les
microbiologistes

J Mécanisme de I’hétérorésistance « vraie » non élucidé

J Impact clinique et diagnostic :

= Rde bas niveau : AAA Risque de sélection de souches plus
résistantes par des mécanismes additionnels

= R de bas niveau : Risque de mauvaise détection

= Hétérorésistance « vraie » ?7??



CONCLUSIONS POUR LES CLINICIENS

GPIP

1 Echec de traitement ne signifie pas forcément
« hétérorésistance »

1 Controle de la source de I'infection essentiel pour éviter
la sélection de mutants stables pré-existants

1 Utilisation des bons antibiotiques, aux bonnes doses sur
un temps adapté (pas trop long : généralement ¢a ne
sert qu’a sélection des mutants)
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