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ANTIBIOGRAMME :
GENERALITES

.+ POURQUOI?

orédire la sensibilité d’un germe a un ou
olusieurs  antibiotiques dans un  but
EPIDEMIOLOGIQUE ou THERAPEUTIQUE

« COMMENT?
* tests In vitro : diffusion, automates

* Interpretation des phénotypes de résistance
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ANTIBIOGRAMME : DIALOGUE
BIOLOGISTE - CLINICIEN

« AIDE A L'ANTIBIOTHERAPIE :
complexité du fait :
- du peu de molecules en développement
- de I’évolution importante des résistances
« INFORMATIONS EPIDEMIOLOGIQUES

mellleure connaissance de |’environnement
local pour une antibiothérapie probabiliste

optimisee 3



DETERMINATION DE LA
SENSIBILITE

 La SENSIBILITE n’est pas une valeur
guantifiable

e La valeur mesurable, de réference est la
CMI



DEFINITION DE LA
RESISTANCE

« CATEGORIES THERAPEUTIQUES S, I, R

« CONCENTRATIONS CRITIQUES : définies
grace a des donnees bacteriologiques,
pharmacologiques et cliniques.



RESISTANCE NATURELLE

« = Caractéristique propre a une ESPECE
bactérienne

« = Résistance de toutes les souches de cette
espece

« = Deéfinit le phénotype SAUVAGE ou
SENSIBLE de I’espece



RESISTANCE ACQUISE

e = Caracteristique de certaines SOUCHES au
sein d’une espece bactérienne

« = Resulte d’une modification génétique :
* mutation
* plasmide
= Definit des phénotypes « RESISTANTS »




LE CHOIX DES MOLECULES

- MARQUEUR :

= molecule qui, au sein d’un groupe
d’antibiotiques est le plus regulierement touchée

« EQUIVALENCE :

= ATB teste permettant d’étendre le résultat a
d’autres moleéecules




Résistances croiseées

 Elles s’expriment au sein d’une méme
classe d’antibiotiques

e Elles sont dues au méme mécanisme de
résistance

— Notion d’equivalence des antibiotiques
— Notion de phénotypes impossibles




Résistances croisees

» Elles s’expriment au sein d’une méeme
classe d’antibiotiques

e Elles sont dues au méme MEME
mecanisme de résistance

. notion d’equivalence des
antibiotiques

: notion de phénotypes
Impossibles



Résistances assoclees

« Co-existence d’au moins 2 resistances
qui, le plus souvent, touchent deux
classes d’antibiotiques.

e Ce sont deux mecanismes de resistance
gui sont en cause

== phenotypes possibles mais
rares
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VALIDATION DES
RESULTATS

F'epOoSe Sur .

« 1. la COHERENCE entre antibiogramme et
Identification du germe

« 2. la DETECTION des pheéenotypes de
résistance impossibles

e 3. la détection de L’ABSENCE d’une résistance
associlee

¢ 4. la RECHERCHE de résistances
insuffisamment exprimées. :



SYSTEME EXPERT

« RECHERCHE DE RESULTATS ANORMAUX

*verifier la coherence antibiogramme/identifi- cation
du germe

*detecter les phéenotypes de resistance impossibles
*détecter I’absence d’une résistance associee

« RECHERCHE DE RESISTANCES INSUFEFI-
SAMMENT EXPRIMEES ET CORRECTION DES
RESULTATS

ex : Klebsiella avec BLSE, correction C3G-R




LECTURE INTERPRETATIVE

Phéenotype observe in vitro

Biologiste

. Rendu des résultats
Systeme expert

Connaissance des
mecanismes de réesistance




Reésistances Bactéeriennes

» Mutations : Spontanées
Rares
Stables
Spécifigues
Independantes

» Plasmides Transfert
Réplication

~




Support genétique de la
résistance

« Chromosomique:

— mutation d’un gene de regulation ou d’un
gene de structure

— insertion de sequences

» Extra-chromosomique : plasmides,
transposons
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Mécanismes d'action

Inhibiteurs de la synthese de la paroi bactérienne
Inhibiteurs du fonctionnement des membranes
Inhibiteurs de la synthese des proteines

Inhibiteurs de la synthese ou des fonctions des acides nucléiques



Sélection de mutants resistants pour un antibiotique donné

Inoculum bactérien e Dbactéries sensibles

i {gyveigrlonfectleux mutants résistants

- biotope

- autres...

CMIs <
S1 concentration [ C ] en présence des bactéries :
[ C]>CMls
[C]>CMlIs
>

[C]ECMIS <<> @
S

Mutants résistants
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N-acétyl-Glucosamine

Ac. N-acétylMuramique

N-acétyl-Glucosamine

Ac. N. ac.-Muramique

Tétrapeptide —

D-Glu

D-Ala

L-R1

D-Glu |—

L-R3

D-Ala

Ac. N-acétylMuramique

N-acétyl-Glucosamine

Ac. N-acétyl-Muramique

N. ac.-Glucosamine

Figure 1 : Structure générale du peptidoglycane




UTP N-Acétyl-glucosamine-P

Y

NAcGlc
l <« Phosphoenol-pyruvate

NacMur _ _ | |
| —— Fixation des acides aminés

‘ NacMur ‘

|
[-Ala
D-Glu
L-Lys
D-Ala
D-Ala




NacMur | NacGlc | NacMur | NacGlc | NacMur r-
[-Ala
D-Glu
L-Lys Gly (5) D-ala
D-Ala L-Lys
D-Ala D-Glu
L-Ala
NacMur | NacGlc | NacMur | NacGIg [-===r=s=sses=-
|
L-Ala
D-Glu | D-ala
L'L%S 1 6ly 5 L-Lys Gly (5)
D-Ala D-Glu
D-Ala [L-Ala
|
NacMur | NacGlc | NacMur | NacGlc | NacMur




Les B -lactamines

o Différentes familles :
» Les penicillines
» Les cephalosporines
» Les pénemes

» Les monobactames 7/
®
o Une méme structure ‘
. . C
o Un méme mécanisme 7



L_es B -lactamines

o Meécanisme :

» fixation sur les PLP:

transglycosylases

transpeptidases

» Inhibition des fonctions de ces PLP
» arrét de la synthese du peptidoglycane

» lyse secondaire de la bacterie



espace périplasmique

Principe d'action

sans Inhibiteur

B Lase

\4

B Lase

B Lase

\4

— e s | | eessss | sesss |

PLP PLP

Pas d'action

avec Inhibiteur

PLP PLP

Action



RESISTANCE NATURELLE

Pénicillines A Klebsiella, Citrobacter koseri

Ceéfalotine Enterobacter, Citrobacter, Serratia,
Pseudomonas, Providencia, P. vulgaris, M.
morganii

Imipéneme S. maltophilia, B. cepacia

Aminosides  Streptocoques, Entérocoques, anaérobies,

Providencia*
Colistine Proteus, Serratia

Glycopeptides Bactéries Gram -, Pediococcus, Leuconostoc,
Erysipelothrix, Nocardia, certains Lactobacillus,
E. gallinarum, E. flavescens, E. casseliflavus
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= OO =

| es mécanismes de résistance

Imperméabilité

Sécrétion d’enzymes inactivatrices
Modification de la cible
Phénomenes d’efflux actif



ENTEROBACTERIES

Groupe O Salmonella spp, P. mirabilis




BETA-LACTAMINES et

ENTEROBACTERIES
Antibiotique | Pase |Pase haut BL. SE| Case |HyperCase
niveau
Penicillines
amino /R R R R R
carboxi /R R R S R
uréido /R /R R S R
Céphalo.
C1G S S/1 R R R
C2G S S R |S/I/R R
C3G S S IIR | S R
IBL S S/ |S/I/IR| R R
Imipéneme S S ) S S

IBL : Inhibiteur de Béta-Lactamase
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Escherichia coli et
béta-lactamines

Amoxicilline

AMX + Clav.

Ticarcilline
Pipéracilline
Cefalotine
Cefotaxime
Ceftazidime
Imipéneme

Sensi
Sensi
Sensi
Sensi
Sensi
Sensi
Sensi
Sensi

Groupe 1 : Sauvage

0le
0le
0le
0le
nle
0le
0le

nle

18



Klebsiella pneumoniae et béta-

lactamines

Amoxicilline Résistant
AMX + Clav. Sensible
Ticarcilline Résistant
Pipéracilline Intermeédiaire
Cefalotine Sensible
Cefotaxime Sensible
Ceftazidime Sensible
Imipéneme Sensible

Groupe 2: Pase naturelle w0



Enterobacter cloacae et béta-

lactamines
Amoxicilline Résistant
AMX + Clav. Résistant
Ticarcilline Sensible
Pipéracilline Sensible
Cefalotine Résistant
Cefotaxime Sensible
Ceftazidime Sensible
Imipéneme Sensible
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Groupe 3 : Case naturelle




Yersinia enterocolitica et
béta-lactamines

Amoxicilline Résistant
AMX + Clav. Resistant
Ticarcilline Resistant
Pipéracilline Resistant
Cefalotine Resistant
Cefotaxime Sensible
Ceftazidime Sensible
Céfépime Sensible
Imipéneme Sensible

Groupe 4: Pase + Case
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TRI

Antibiotique TEM surproduit TRI
AMmox R R
AMX /Ac Clav R R
Ticar R R
TIC + Ac Clav R R
Pipéracilline /R R
Céfalotine I/R S
Céfamandole I/R S




Test du bouchon de champagne
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IR b énoty pe CTX

L selerichio coli produaisant une BSE TEM-3).

EENEEEE phénotype CAZa

(I sohrericlhia coli produisant aune BSE TEM-12).
ceftazidime
cafotaxime amoxicilline-acide clavulanigue ceftriaxomne
aztreonam

Frevreselracriiazm



AN L REak ADN

DE CEPHALOSPORINASE i - |
i BAS NIVEAU Promotenr  Chpéron
Le gine codant b symihese ’ _ #‘ Q
de céphalosporinase est réprime. L ! 2
Hépfu!is«:'ulr
SYNTHESE
DECEPHALOSPORINASE
AHAUTNIVEAU Gine fonctionnel— céphalosporinase

& Paruninducteur

Em:iuncur!

Reéversible en|'absence d'inducteur m'

e fonctionnel — céphalosporinase
i haut pavead

\\Réginn 00N TeConmue
par |z répresseur

# Par mutant [ 10-7) déréprimé stable




Escherichia coli et
béta-lactamines

Amoxicilline Reésistant
AMX + Clav. Résistant
Ticarcilline Reésistant
Pipéracilline Intermédiaire
Cefalotine Sensible
Cefotaxime Sensible -
Ceftazidime Sensible
Céfépime Sensible
Imipéneme Sensible
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Klebsiella pneumoniae
et beta-lactamines

Amoxicilline Reésistant

AMX + Clav. Intermediaire
Ticarcilline Resistant
Pipéracilline Resistant
Cefalotine Resistant .
Cefotaxime Intermediaire
Ceftazidime Intermediaire
Céféepime Intermédiaire

Imipéeneme Sensible
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Serratia marcescens
et béeta-lactamines

Amoxicilline Reésistant

AMX + Clav. Intermediaire
Ticarcilline Reésistant
Pipéracilline Reésistant
Cefalotine Resistant

HCase

Cefotaxime Resistant
Ceftazidime Reésistant
Céfepime Sensible

Imipéneme Sensible
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Enterobacter aerogenes et béta-

lactamines

Amoxicilline Reésistant

AMX + Clav. Résistant

Ticarcilline Resistant

., - , - BLSE +

Pipéracilline Resistant . nermeabilité
Cefalotine Resistant

Cefotaxime Intermeédiaire
Ceftazidime Intermediaire
Céfepime Intermédiaire

Imipéneme Reésistant
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Haemophilus
et béeta-lactamines

Deux mecanismes possibles de resistance :

v _Présence d "une pénicillinase plasmidigue dans 30
a 35% des souches d "H. influenzae

. Modification des PLP dans < 1% des cas

ampicilline 2 pg diametre <20 mm
ou a défaut

cefalotine 30 ng diametre < 17 mm
36



Haemophilus influenzae

1 2 3
Amoxicilline S R R 1: sauvage
AMX+ Clav. > > R 2: Pase
Cefalotine S S R
: 3: PLP
Cefotaxime S S S
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Staphylocogues
et béta-lactamines

* Production d une pénicillinase plasmidique:
Péni G, Peni A, carboxi, uréido

 Modification de la cible, PLP 2a

— Reésistance homogene ou héterogene

— MH hypersalé oua 30° C
« Border line : BORSA (- de 5%o)
« MODSA : rare
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Staphylococcus aureus

1 2 3
Péni, AMX S R R
AMC S S R
OXA S S R

1: Sensible 2: Pase 3: mecA

39



MECANISMES DE
RESISTANCE - PNEUMO

« Résistance :
chromosomique
non transferable
non liée a la production d’une béta- lactamase
« parait etroitement liee a I’usage de béta- lactamines

» altérations séquentielles et cumulatives des PBP 1 et
surtout PBP 2
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MECANISMES DE
RESISTANCE - PNEUMO

 Possibilité d’un phénomene de transformation
e Travaux In vitro sur des souches “tolérantes”

« Comportement anormal  vis-a-vis de
I’ensemble des béta-lactamines
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S. pneumoniae . Détection des
souches de sensibilite diminueée a la
penicilline G

« TEST PRESOMPTIF:
Diffusion en gélose avec les disques oxacilline :
OXA5 pug diametre <25 mm
OXA1lpug diametre <19 mm
« TEST DE CONFIRMATION : CMI A PENI G
SENSIBLE CMI <0,06 mg/l

INTERMEDIAIRE 0,06 mg/l < CMI <1 mg/l
RESISTANTE CMI > 1 mg/l
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Neisseria

1. Neisseria meningitidis :

Pas de pénicillinase en France

Modification des PLP: CMI systématique
Toujours sensible aux C3G

2. Neisseria gonorrhoeae :

Présence de penicillinase : 15-20 %
Modification des PLP
Toujours sensible aux C3G

Pas d'utilisation des fluoroquinolones sans documentation car
environ ¥z souches sont resistantes



Phénotypes de résistance de P. aeruginosa aux béta-lactamines

Abtique PS Pase Hypercase BLSE Pénemases  Efflux D2

OXA PER OprM OprJ OprN

ticarcilline S R R S S

ticar-AC S

=
wn

pipéracilline S

piper-tazo S

ceftazidime S
céfépime S
cefpirome S

R
R
S
S
R
R
R
R
aztreonam S S
R

w ® " * " = A X

S S
S S
S S
S S
S S
R S
R S
S S
S R

w X ® A " =N LN X

R

S

R

S

cefopérazone S R
S

S

S

S
imipéneme S S
4

S
S
S
S
S
S
S
S
S
R
4

Fréquence




L_es glycopeptides : mécanisme d'action

o Inhibition de la synthese de la paroi bactérienne :

» fixation sur des précurseurs de la paroi

» liaison au dipeptide D alanyl-D alanine (modéle clé - serrure)
» encombrement stérigque important

» action des transglycosylases et transpeptidases inhibee
» arrét de I'élongation de la paroi

» INhibition de la croissance bactérienne



2 L-Ala —» 2 D-Ala
j D-Ala-D-Ala ligase
D-Ala-D-Ala

+ MUR-3AA-

MUH-SAA-I D-Ala-D-Ala

I I
4
Précurseur du Peptidoglycane (PG)
normalement intégré dans le PG

D-Ala-D-Ala

Glycopeptide

Le glycopeptide empéche cette intégration
ACTION




Pyruvate

@ T

D-Lac

D-Ala-DLac ligase
\
D-Ala-D-Ala D-Ala-D-Lac
¥ MUR-3AA
MUR-3AA-| D-Ala-D-Lac |
2 D-Ala = 2 !

Néo-précurseur du PG, également intégré dans le PG

MUR-3AA-D-Ala-D-Ala | MUR-3AA- D-Ala-D-Lac

l Glycopeptide

MUR-3AA-D-Ala+D-Ala Le glycopeptide ne reconnait pas le motif

RESISTANCE




GLYCOPEPTIDES -
ENTEROCOQUES

Résistance acquise

Résistance naturelle

Geénotype van A van B van C van C
Phénotype van A van B van C van C
CMI vanco 64 - 1000 4 - 1000 2 - 32
CMI teico 16-512 05-1 05-1

Expression inductible  inductible
Support plasmidique transposon

Especes E. faecium E. faecium
E. faecalis E. faecalis
E. avium
E. durans

constitutive constitutive
chromosome chromosome

E.gallina- E.casseli-
rum flavus
E.flavescens

d’apres R. Leclercq
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Enterococcus

1 2 3 4
Vanco ) R R R
Telco S R S S
1: E. faecalis 1 : sauvage
2: E. faecium 2 Van A
3: E. faecium 3:Van B
4 :Van C 63

4: E. gallinarum



_a fosfomycine

o seul representant de sa classe

0 mécanisme d ’action :

= inhibition de la synthese de la paroi bactérienne
» apres pénetration dans le cytoplasme
» llaison dans le cytoplasme a la pyruvyl-transférase
» la formation du précurseur pentapeptidigue est inhibée

» par consequent : arrét de la synthese du peptydoglycane



Mécanismes d ’action et de résistance de la fosfomycine

CYTOPLASME UTP \/ N-acétyl-glucosamine-P

UDP— NAcGlc
Pyruvyl-Transferase | ——— Phosphoenol Pyruvate

UDP— NAcMur
[ 1 Fixation des ac. aminés
(=)

UDP—{ NAcMur |
L-fl"l.la
FOSFOMYCINE D-Glu_|
D-Ala
D-Ala




Résistance aux aminosides

Penéetration : membrane externe
« P.aeruginosa
, Pénétration membrane cytoplasmique
« Résistance naturelle
« Resistance acquise : P. aeruginosa, S. aureus
Mutation cible ribosomale : rare
*Enzymes d'inactivation :

Phosphotransféerases : APH
Nucleotidyltransferases : ANT

Acétvltransférases : AAC



RESISTANCE NATURELLE
AUX AMINOSIDES

« 1. Defaut de pénétration par absence de
systeme actif du transport membranaire

* anaérobies

* résistance a bas niveau des
streptocoques

« 2. Synthese naturelle  d’enzymes
Inactivatrices : Providencia stuartii
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AMINOSIDES -
ENTEROBACTERIES

Entérobactéeries naturellement sensibles sauf
Providencia

4 meécanismes de résistance :

* mutation des porines entravant la diffusion
passive a travers la membrane externe

* mutation affectant le transport actif
* diminution de I’affinité
* secréetion d’enzymes inactivatrices
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RESISTANCE AUX

AMINOSIDES ACQUISE PAR
INACTIVATION

* Enzymes d'origine plasmidique
« 3 CLASSES D'ENZYMES
* acetylation d’un groupement amine : AAC

* phosphorylation d’un groupement hydroxyle :
APH
* adénylylation d’un groupement hydroxylé : ANT

« PHENOTYPES DE RESISTANCE
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Aminosides et entérobactéries




AMINOSIDES ET
STAPHYLOCOQUES

GENTA-R =AMINOSIDES - R



STREPTOCOQUES et
AMINOSIDES

~ BAS NIVEAU DE RESISTANCE

dd a un transport actif inefficace a
travers la membrane

*HAUT NIVEAU DE RESISTANCE
- rarement une mutation
- acquisition d’enzymes inactivatrices
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AMINOSIDES et
STREPTOCOQUES

Haut niveau de resistance entraine la perte de

synergie avec les :
béta-lactamines
glycopeptides

Tests avec des concentrations de 500 ou 1000
mg/I
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Fluoroquinolones : mode
d'action

1. Pénéetration intracellulaire
2. Concentration intrabactérienne

3. Formation d'un complexe d'inhibition ADN
— ADN gyrase — FQ

4. Bactéricidie : arrét de la réplication et de la
synthese de I'ARN



Fluoroquinolones : resistance

1. Modification de la cible : chromosomique

GyrA ou ParC
2 mutations = Rsce a haut niveau

2. Diminution de la concentration intracellulaire
Impermeabilitée
Efflux actif +++

3. Protection de la topoisomérase par une protéine « gnr »
plasmidique
FQ : CMI x 16-32
Augmentation de la MPC x 10 !!!
4. Aminoside acétyltransférase AAC 6" :
RS bas ﬁ'iveau a NOR et CIP mais MPC x 10 !!

D s affl | i _ ]
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QUINOLONES ET
NTEROBACTERIES

NAL PEFOFX CIP Meécanismes probables

AUV A0V U0 AU—O]

A0 0 0—0ounwm

phéenotype normal
Imper. modif. porine

affin. ADN gyrase
assoc. de mecanismes
K«
{4

D0 =N WD U!;mWm
= 0D u;m;mwm

K
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QUINOLONES ET
STAPHYLOCOQUES

« Résistance naturelle des staphylocoques
aux quinolones de lere genéeration.

« Equivalence entre toutes les moléecules de
fluoroquinolones

e 1=TOUTES 71



QUINOLONES ET
PNEUMOCOQUES

« Naturellement résistants aux :
— guinolones de lere géneration

» Peu sensibles aux fluorogquinolones
— comme Péflo, Oflo et Cipro

« Sensibles aux quinolones de
generation:
— levoflo, moxiflo

3eme
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