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Un peu d’histoire... U AL A
1962 : ACIde Nalidixique chloroquine 7- chloroquinoline acide nalidixique
o Par Georges Lesher
o Molécule organique artificielle (BGN)
d A partlr d’Une préparatlon de Ch|OrOCIU|ne Elargissement du spectre

Années 80 : Fluoroquinolones

Systémiques Urinaires

1985 : Pefloxacine 1985 : Norfloxacine

1986 : Ofloxacine 1986 : Enoxacine i S Sa—
1987 : Ciprofloxacine 1987 : Lomefloxacine e AR

Années 90 : FQ anti-pneumococciques / lévofloxacine® Activité accrue
sur pneumocoques (PSDP) mais sans amélioration des performances vis-
a-vis des BGN

Plus de 10 000 dérivés synthétisés: mais peu de rescapés



Spectre antimicrobien: Large

Gram —

Gram + :
o Staphylocoques

o Streptocoques naturellement R sauf FQ anti-
pneumococciques

Intracellulaires +++



Trou !l

Entérocogues

Anaeérobies (sauf Moxifloxacine)

Listeria



‘ Activité antibactérienne des Fluoroquinolones

atypiques

liere Génération
A. nalidixique @ _ _ - _ - -
2eme Génération

Norfloxacine ++ +++ + + -

+ +
Péfloxacine ++ + ++4++ + =
Ofloxacine +++ ++ +++ ++ +
CipfOf'OXﬂCine +++ @ +++ ++ +
3eme Génération
Lévofloxacine +4++ +++ +4++ +
Moxifloxacine +4++ ++ +4++ @




‘ Quelques CMI

FQ PEF OFL CIP LEV MOX

E. coli Q 0.12 0.01 0.06 D
P.aeruginosa 8 4 2 4
4

B. fragilis 8 2 1
SASM 0.5 05 05 0.12 0.06
SARM 32 32 32 8 1

E. faecalis 8 4 4 2 0.5

S. pneumoniae 4 2 2




Pharmacocinétique

Bonne biodisponibilité orale (>85%, sauf cipro: 50-60)

Diffusion tres bonne :
o Partout (0os, poumon, tissus mous...),
o Accumulation dans phagocytes & Bactéries intra-cellulaires

Elimination: Hepatique et/ou rénale :
o Ofloxacine, Levofloxacine : rénale ++

o Peéfloxacine : héepatique

o Autres FQ : hépatique et renale

Effet post antibiotique (EPA) prolongé



Fluoroquinolones: Bactéricides

Bactéricidie rapide, C° dependante
CMB=1a2xCMl

Vitesse de bactéricidie

o FQ < Aminosides

o FQ > B-lactamines et glycopeptides

o Moins rapide pour Cocci a Gram + que BGN

Cipro & Oflo > pour BGN et Peflo > pour S. aureus



Pharmacocinétique / Pharmacodynamie

Efficacité thérapeutique et issue clinique favorable o
sont corrélées : Cmax/ CMI (QI) et/ou AUC/CMI Proprietes PK/PD

Plus ces parametres sont élevés, plus I'éradication ] S
bactérienne est intense S - /\
% a cM

Effet therapeutique maximal siQl>8a 12

(Posologie doit permettre d’obtenir des pics de «—
C° plasmatique > 8-12 x CMI e

ritration (U mi

Conce




‘ Pharmacocinétique / Pharmacodynamie

Rapport AUC24h/CMI differe selon la bactérie

S. pneumoniae 30-40
S. aureus 60
Entérobactéries 80-100

P. aeruginosa 100




DEMONSTRATION DU ROLE DU RAPPORT AUIC,, :
FLUOROQUINOLONE EN CLINIQUE CHEZ
L’HOMME (Pneumopathie nosocomiale)

Guérison clinigue et bactériologique:
— AUIC entre 125 et 250
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Forrestet al., AAC, 1993 : 1073 - 1081



‘ Mécanisme d’action

Inhibithon of
infabition of OMA or RNA symihasis prolen synthesis

m@%oas’ —~

Quinolones

‘” i. Bactarial cell
Innibltian of
I'L““--. Inhibition of call wall synthesis
folate synthesis
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membrans potential Sulfamides
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Membrana

cytaplasmigue
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‘ Passage transpariétal

Passage transparietal des quinolones

4 -quim‘:lmmﬁ/\ B G N
M
Moie auto-indidtd

1- Voie des porines:
FQ hydrophiles de faible PM : Norflo et cipro

< 2-\Voie auto-induite:
“\ gggg)p.m holipide FQ hydrophobes : Oflo, Peflo et Iévo

lipoprofeine

—— A -'-_-'__'['_r Pl Chelatlon du Mg?* & Désorganisation structure
_ ]—Mj 1' space périplas & Diffusion a travers la couche lipidique
W' | h 1 »ﬁﬁg{w ﬁ de la merr\brane externe

) U siis e/ NJ Coccil Gram +

Diffusion passive a travers peptidoglycane
LPS : lipopolysaccharide ; NorA : protéine d'efflux




Cible intracellulaire: Topotsomérases

GyrB (ADN gyrase) ou ParE (topoisomérase [V)

= Topoisomerase |l
ou ADN-gyrase

= Topoiosmerase IV

= Fonction : réguler la topologie
de 'ADN pour en permettre la ratmae
replication

Les cibles des quinolones ; les topoisomérases de type Il bactériennes




Enzymes cibles des fluoroquinolones

Topoiosmérase 1V (1990)
* 40% de similitude avec gyrase
» Empécher le désenchevétrement s

des ADN fils en fin de réplication T‘Dpl‘:’ 'VI | % a
Intermoleculaire
°2 ParC et 2 I?arE Désenchevétrement Denouement
» Codées: 2 genes parC et parE .
Coupure
Surenroulement
Relachement négatif
ADN gyrase

Intramoléculaire

Topoisomeérase |l ou ADN-gyrase (1976)
» Surenroulement de ’'ADN
«2GyrAet2GyrB
» Codées : 2 genes gyrA et gyrB




‘ Cible prétérentielle

Topcisomerase ||

(gyrase)

Topoisomerase IV

DNA

Freferential targels

gyrA  gy'B
| Gram-negatives
@ Gram-positives
parC  parE

E. coli S. aureus S. pneumoniae
Gyr Topo Gyr Topo Gyr Topo
Cipro X X X
Sparflo X X X X
Levoflo X X

Dépend de I'espece et de la FQ




Cas particuliers

Chez certaines bactéries/
o M. tuberculosis

o M. leprae

o T. pallidum

o H. pylori

Pas de topoisomerase IV
ADN gyrase = Seule cible des quinolones



Pharmacophore des fluoroquinolones

e

R,

LIAISON A L’ADN

Ry

DOMAINE D'AUTO-ASSEMBLAGE ———»

Sous-unités catalytiques de 'enzyme
(GyTA ou ParC)

Fluoroguinolones
AU~ ASERTEIRE S

Sous-unités de "enzyme liant PATP
[GyiE ou ParE}

Formation d’un complexe ADN-topoisomérase-quinolones




Formation d’un complexe ADN-gyrase-quinolones

o Absence de fermeture de I’ADN
% Blocage de la réplication
% Coupures des 2 brins d’ADN

Quinolones

% Signal induisant le systeme SOS: 4%

Replicaticn
Fark

Michael A. et al,

& Effet b aCtér i C i d e i nten S e Nature Reviews Microbiology 8, 423-435 (June 2010)




& Effet bactériostatique paradoxal a fortes doses

A doses élevees FQ inhibent synthese ARNm bactérien
par inhibition de ’ARN-polymérase

< Inhibition de la synthese protéique



Rancon de large utilisation des FQ

Emergence et diffusion de souches R

IR aux FQ
+

R croisées: effets collatéraux]




Mécanismes de résistance acquise aux FQ

Imparmaahilita

Inactivation das cibles

Les resistances chromosomigues sont les plus frécentes
W Los rasistances plasmidigues sont les plus récentes




Mécanismes de résistance chromosomique

Imperméahilite

Plus anciens et plus fréquents
Qeph

Modification des cibles

Topoisomarase [V .
b\‘_ AACIE)-Ib-cr _/I

Imactivation des cibles

Les resistances chromosomiques sont las plus frecentes

W Les résistances plasmidiques sont les plus récentes

Plusieurs mutations doivent s’additionner

% R de haut niveau % Effet clinique




1- Résistance par modification de la cible

. . , . 80 83 87 90
PrInCIpaI mecanisme Gyrase: His - Gly - Asp - Ser -Ala - Val - Tyr - Asp -Thr - Ile - Val
Asp Gly||Leu Asn
Trp Gly
Tyr
84 87

Mutations sélectionnées en
présence de quinolones avec une 77 80 f
Topo IV: His - Gly - Asp - Ser -Ala - Cys -Lyr - Glu -Ala -Met -Val

A -8
frequence 10 ap| Az Gly
Ile Lys
Mutations % plus souvent sur e o . 1Y)
gyrA ou parC, plus rarement sur gy |Lu x Ilirﬁ\
gyrB ou parE ""“"U+ xg?_.,,;:s W,
e
N
&)
»)

Région spécifigue QRDR: site
actif de I'enzyme
QRDR : région détermunant 18" késistance quinolone



Chez bactéries GN:

grA = Site privilégié des mutants de 1'*f niveau

Mutation ponctuelle ]
dans le gene d‘une cible

Serine-83 in gyrA4

(Thr) (Stop) (S
A A X

(Ala)

GTCG%‘%

(Pro) (Trp) (Leuw) (S
C G T ?Q

Chez E. coli:

Chez Salmonella:

mutations isolées au niveau de ParC
(Ling et al. AAC 2003)

» Mutations les plus fréquentes: 83 (Ser83Leu) et 87 (Asp87His) de GyrA

% HNR a NA et BNR aux FQ

e Mutations au niveau du codon 81 (exceptionnelle)
& Phénotype atypique : S a NA et R aux FQ (cattoir v, JAC 2006)
» Dans mutations en dehors de QRDR: rapportées




Chez les bactéries Gram positif:

Tableau Il - Cibles préférentielles des
fluoroquinolones chez S. aureus, S. pneumoniae.

Cible préférentielle :

site privilégié des mutations observées

Quinolones chez les mutants de 1* niveau

S. aureus S. pneumoniae

Acide nalidixique GyrA Non déterminé
Péfloxacine ParC ParC
Norfloxacine ParC ParC
Ciprofloxacine ParC ParC
Lévofloxacine ParC ParC
Sparfloxacine ParC GyrA
Moxifloxacine ParC GyrA
Gatifloxacine ParC GyrA
Garénoxacine GyrA GyrA

Le site privilégié des mutations observées chez les mutants de 1'® niveau est
variable en fonction de la cible préférentielle de FQ




Notion de « palier » ou « marche d’escalier »

1iere mutation & BNR

CMI mutation 3
4-8x

II:IEIr"IgilllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

CMI mutation 2

CMI mutation 1

CMI souche sauvage

Evolution progressive des résistances se fait par mutations successives

Chaque marche représente une mutation spontanée qui multiplie par 4 a 8 x CMI




Chez BGN, une seule mutation dans la QRDR de gyrA suffit pour entrainer une

résistance de haut niveau a 'acide nalidixique

128 = A
A+C+Et
B4 A+C+Ef
32 —
16 — A+C+Ef A+C
8 — A+C
PR e R
R R A N Ey Lo e R LR A S
= . A ] ase
© 0,5 — I
02 — A
01 - S
0.05 - S
002
001 S
nalid ofic cipro cipro
E. coli P @ruginosa

Figure 1, Effet des mutations sur la sensibilité aux quinolones des bac-
téries & Gram négatif.

En grisé, zone intermédiaire pour les fluoroquinolones ; nalid = acide
nalidixique ; oflo = ofloxacine ; cipro = ciprofloxacine ; S = souche sauvage ;
A = mutation gyrA {sous-unité de I'ADN gyrase) : C = mutation parC
(sous-unité de la topo-isomérase [V) ; Ef = mutation d'efflux.

En revanche, la R a I'ofloxacine
peut nécessiter 2 mutations

alors gu’il en faudra 3 pour la
ciprofloxacine



Chez les CGP

128 — C+A+Ef

CMI mg/L
[3%]
1

WO

005 —
0,02 4
001

oflo sparflo
& aureus

Figure 2. Effet des mutations sur la sensibilité aux quinolones des bac-
téries & Gram positif,

En grisé, zone intermédiaire ; oflo = ofloxacine ; sparflo = sparfloxacine ;
lévotlo = lévofloxacine ; moxifio = moxifloxacine ; S = souche sauvage ;
A = mutation gyrA (sous-unité de I"’ADN gyrase) ; C = mutation parC
{(sous-unité de la topo-isomérase V) ; Ef = mutation d’efflux.

Streptocogues une seule mutation entraine souvent une résistance clinique




2- Résistance par défaut d’accumulation

1- Diminution de permeabilité:
Mutation & Porines / OmpF (modification
guantitative et/ou qualitative)

2- Efflux actif
o Mutations dans la région regulatrice
%, Hyperactivité de ces systémes

marR mexR

fcb

arQ &
[
[

marE

% Bas niveau de R |

e
[ [

& R croisées a plusieurs molécules

ard
b —p
II ]
[ |




Meécanismes de résistance plasmidiques

Plus récents
Chez bacilles a Gram negatif

Bas niveau de R & Facilite la sélection des mutants
R par FQ et augmente |'effet des mutations

Transférable horizontalement entre bactéries



‘ Mécanismes de résistance plasmidiques

Impermaahilita

Modification des cibles

Inactivation des cibles

Les resistances chromosomigues sont les plus frécentes
Wi Los rasistances plasmidiques sont les plus racentas

Protection de la cible
Modification enzymatique des FQ

Pompes a efflux




1- Protection de la cible (1998)

gnrAl (quinolone resistance) : K. pneumoniae isolée en 1998
aux USA

Depuis, nombreux autres genes gnr decrits :

o qnrA, gnrB, gnrS, gnrC et gnrD (chacun plusieurs alleles
dont la description est consignée sur le site www.lahey.org)

Protéines OQnr

o Appartiennent a la famille des protéines a motifs
pentapeptidiques répetés (PRP), protéines constituées de
séries de repéetition en tandem de 5 AA

& Protégent les topoisomérases de I'action des Q



CMI., de souches cliniques hébergeant gnr.A
/ leur transconjugants

MICsa (mg/L)
clinical IENSCON jugants

Anti biotic 150 lates in E. coli 153 E. coli ]53
Ciprofloxacin 16 (235 0.01
Levolloxacin LY. 05 001
 Maoxiul loxacin 12 S AR
Malidixic acid >2%6 16 1
Sparfloxacin 32 L (.01

Qnr ¥ HNR a NA et BNR aux FQ
% Transconjugants restent S aux FQ d’aprés les critéres officiels des comités experts
malgré des CMI multipliées parfois par 30




‘ Support génétique: Plasmides transtérables

intll blaPSE-1 aadA? cmildl catB? gackdeltal sull  orf513 grAl gacEdeltal sl oof513 dhfr  indi

1-kb

phiG2532
intll aadA? gacEdeltal sull o513 sapA-like qnrB2 gacEdeltal sull  orf513 dfralg
I—llv—h
1-kh Salmonella plasmid
yidah-like IR qnrsl IR
T -~
1-kb
pMGI06

gnr + d’autres marqueurs de R / BLSE : intégrons de type sull(orf513 / orfl.:
codant recombinases % Mobilisation +++



http://www.google.tn/url?sa=i&rct=j&q=int%C3%A9gron+sul1+qnr&source=images&cd=&cad=rja&docid=1bbCo_F9-McfrM&tbnid=8PjqblKE1LudqM:&ved=&url=http%3A%2F%2Fwww.sciencedirect.com%2Fscience%2Farticle%2Fpii%2FS1473309906705990&ei=8Q1rUem-C8OqhQfZzoHoBg&psig=AFQjCNGDqbLmA8yOOcETgPNyWEYwKIO8Ag&ust=1366056817808804

‘ Origine des gnr
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FIG 1 Phylogenetic tree of Qnr from gammaproteobacteria.

gnr auraient eté mobilisés a partir de genes

gnr chromosomiques présents chez des
bactéries de I'environnement hydrique/

Vibrionaceae et Shewanella algae

Genes gnr chromosomiques
En 2008, chez S. maltophilia : smqgnr
En 2010, chez S. marcescens: smagnr




%0 Baciius balaviensis
‘j_|: Baciius cellulosiyticus
1

Bacillus anthracis
& l

52l Bacilus thuringiensis

Sporosarcing newyorkensis
Oeeanobacilug iNayensis

5 | Bacillus cereus

[— Staphylococcus equarum

el Staphylococcus saprophyticus

Entergcoccus hirae

42

[Banﬂus sp.
o L | yamibacilies sphaericus
. i

BE

Ornithinibaciius scapharcas

L e
Pelosinus fermentans

Paenibacifus sp.

Clostndium carboxidhvarans

B

52 W

Plusieurs genes qnr-like chromosomiques:
McbhG et MfpA (20% identité) ont été décrits chez
certaines bactéries a Gram positif /E. faecalis
ou chez les mycobactéries
(M. smegmatis: , M. tuberculosis)

Clostridium perfringens

Closirigium botulinum

Clostrdivm cedliiovorans

85 r Listéra ivanowr
|‘_{Lr's!nﬂa sealiger
2 1 Listenia innooua

Listena walshiman
o7 | Listaria marthii
Listeria monocytogenas

S

Pourraient étre impliqués dans la résistance
intrinseque de bas niveau aux FQ chez ces
especes

Enterococcus faecalis

ad

Enferococcus faecium
|: Entarococcus casselifavus
L Enterococcus galinansm

FIG 2 Phylogenetic tree of Qnr from Gram-positive bacteria, derived as de-
scribed for Fig. 1. Qnr from the organisms shown in bold was used to initiate

the search.




Epidémiologie

QNR & Décrit chez > 300 espéces

o Entéerobactéries +++

o A. baumannii, Pseudomonas sp

o Jamais chez P. aeruginosa !

Diffusion mondiale +++

Prevalence de 0,2 a 94% (Cattoir, Curr Med Chem,2009)

Association fréquente aux B-lactamases (BLSE, Amp C, KPC, VIM ...)

En Tunisie



Prevalence of plasmid-mediated
quinolone resistance determinants in
Enterobacteriaceae from Tunisia

S. Dahmen'?, L. Poirel', W. Mansour?, O. Bouallégue® and

P. Nnrdmann'

) Service De Bactériologie-Virologie, INSERM U9 14 ‘Emerging Resistance
to Antibiotics, Hipital de Bicétre, Assistonce Publigue/Hapitoux de Paris,

Faailté de Médecine et Université Paris-Sud, France and 2) Unité des

Infections a Bacteries Multiresistantes aux Antibiotiques, UR/29/04, Labo-

ratoire de Microbiologie, CHU Sohloul Sousse, Tunisia

281 entérobacteries R a NA (Septembre 2005 et Déecembre 2010)

%, 45 (16%) hébergeaient gnr
o 12 gnrA6
o 11 gnrBl
a /qgnrSl

Clinical Microbiology and Infection, VYelume 16 Number 7, July 2010
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First characterisation in Tunisia of plasmid mediated
AmpC beta-lactamase DHA-1 coexpressed TEM-24 and
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strain
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Hopital Charles Nicolle de Tunts

Entre 2006-2009: 300 E. coli uropathogenes
o 5 gnr (1.61%): 1 qnrS1, 1 gnrA6 et 3 gnr B1

2010:

o 40 E. coli BLSE & 3 gnr B1

o 40 E. cloacae BLSE & 19 gnr (1 gnr S1, 16 gnrB1, 1 gnrB4 et 1 gnrB13)
o 40 K. pneumoniae BLSE & 8 gnr (1 gnrs1, 7 gnrB1)



‘ 2- Moditication enzymatique de la cible (2000)

= aac(6')-1b-cr = variant du classique gene aac(6')-Ib :
2 mutations (Trp102 Arg et Aspl179Tyr)

AAC(6)-Ib avec 2 susbtitutions : AAC(6')-Ib-cr :

BAVERQLZ. 1 memmm e e o= T INDEVTLELNTERD LAML TR SHIVEWRCCERARD 41
BAD?38E1.1 . -MINIEDSVTLELNTEHDLAML YENI NE SST VEWWCCEERSD 41

ARPITTI4. 1 mrmmmmssms s s e e e e = A TTHDLAMLYEWNLHE SHI VEWNCCERARD 19
ARC46342.1 MLESEERFNTELCI TEYEI VININDSVTLE LNTEEDLAMLYEWLNE SHIVEWWCCEERRD 60
ARCIIESD. 1 sesssssssssssssssssssssennnsnnensenns s HLTENLHESHIVEWHCCERRED 23
AAC{§"}-Th-ox  ----MERAETHLOITEYEIVIHSHNDSVTLELMTEHDLAWL YEWLHE SHIVEWKCCEERRD 56
ARNTTTN. 1 sessssssssssssssansnsnnennssss«HTIHDLAMLTENLNE SHIVEWHCCERRRD 29
ARLS3141.1 --MSIJRFTELGE TEY EIV TN INDSVTLE LNTERDLAML Y EWLNE SHI VEWWGCEERRD 56
AlRBEA == MEIJHFORKLCE TEY EIVTHNANDEVTLE LNTERDLAML YEWLNE SHI VEWWCCERARD S0
e A
ARVESDQ1Z. 1 TLRDV B Y L LA EEVT Y IRMLNCER ICY RO S TVALCSCOOWRERETD RCVECIDD 101
BATI3881.1 LA OB Y LS LA EEVTIY IAMANGER IC YOS TVALSSCOOWNEREETDPCVRCIDD 101
ARFITTIE. 1 TLRDV B VLP LA BEVT Ty TARMLNGER IG T AY ALGICDOWWEEETDEGVEGIDD @9
ANCAE342.1 TLADVIBC YL IVLAJEEVTY IAMLNCERICY AQS TVALSSCOOWNEEETDRCVRCIDD 130
ARCIIEED. 1 TLRDV RS VLN LAl BT TY TRMLNGRER IO Y A S TVAL2ES EETOECVECIDS 81
ALC{§~}-Ib-oxr  TLADVIEQYLPSWLAJESVITY IAMLNCGERIGYAQSYVALGSS) ETDEGVRCIDY 116
ARNTTTLN. 1 TRV YLV LAO EEVT DY IRMLNZEE DG RO S TVAL 2SS EETDRCVECIDG b
AALS53141.1 TLADVOEC Y LI SVLADEEVTIY IAMLNCERICY AQS TVALSSCDOWWEEETDRCVRCIDY 118
AJRDNEE ThiDn QB T LA B VTR TAMANGER TG Y A S TVALSICDOWWEREETDECVEGIDD 118
et ddtErdtt ittt sddiaaRedidRrd SetdRedededd AneddeEsdabbew
ARVE5301Z. 1 SLANAEBJLGICLGTELVRALVELLFEDPEVTEL QTDFEPSNLEATRCYEEASFERQGTVT 161
BADTIAEL. 1 SLARABQLIKILOTELVRALVELLFEDDEVTEI CTOREPANLEA TRCYERACFERCATVT 161
AAF27724.1 SLANAEJLOKI LOTELYVRALVELLFEDDEVTEI CTDFEPENLELIRCYEEASFERQCTVT 149
ARCAGI43. 1 LLARA B LNl LCTELVRALVELLFSDPEVTEI CTOFEPANLEAIRCYEFACFERQATYT 100
ARCIIEER. 1 SLARAEQLE G LGTELVRALVELLFEDPEN TEICTOFEPENLEAIR CYEFASFERQGTVT 142
AL {6 ") -Ib-ox LIAsREgLS ] TR L VRALVELLEENDPENTEI CTOFESPANLE A IRCYRFACFERCATNT 176
ARNTTVLR. L LLARA S LS Lo TRLYVRALVELLFEDPEVTRICTDFERENIFAIR CYEFAGFERQCOTVT 149
ARLS3141.1 LLANAE)LON LOTELVRALVELLFRDPEVTEI CTORFEPENLEATRCYBEACFERQCIVT 174
AJRDEE LLARA B L SR L TELVRALVELLFEDPE T EICTO FEDANLRL IR CYEFACSFERQCTVT 178
T e e
AAVESQ12.1 TPOCOAVYMUCTEQAFERTRSDA 184
EAD?IREL. 1 TFOCPAVIMO TR GAFERTRIDA 184
AMFITTZE.1 TVDCDAVIMVOTEQAFERTREDA 172
ANCAEI4D. 1 TPOCPAVIMVOTRCAFERTREDA 241
ARC23SS2. 1 PRSP AT TV TEGAFERTESDA 185 :
AAC(§")-Tb-or wrnomRoarerTReon 198 [Robicsek et al., Nat Med 2006
AANTTT1R. 1 ROOOA T TMCTREQAFERTESDA 172
AATLS}141.1 TFOCOAVIMVTRAFERTESVA 201
AZB3IES TPOCPAVIMVOTRQAFERTRREFR 201

F FERGEREFERAR R G #




2- Modification enzymatique de la cible (20006)

Enzyme AAC(6’)-1b-cr :
& Inactiver les aminosides et les FQ par acétylation

o FQ les plus touchées = les plus hydrophiles: ciprofloxacine et norfloxacine,
alors que la levofloxacine n’est pas touchée

o Aminosides touchés: tobramycine , amikacine, kanamycine
Bas niveau de résistance: CMI x 2-4

Prévalence de 0,4 a 34% : 14% des entérobactéries CAZ R



En Tunisie

= Detection of Unrelated Escherichia Coli Strains Harboring Genes of CTX-
M-15, OXA-1, and AAC(6')-Ib-Cr Enzymes in a Tunisian Hospital and
Characterization of Their Integrons and Virulence Factors.

Jouini, A et al. Journal of Chemotherapy. 2010;(5):318-23

18 E. coli: Hopital militaire de Tunis, en 2007



http://www.ingentaconnect.com/content/maney/joc;jsessionid=11aggmbq39h6d.victoria

Hopital Charles Nicolle de Tunis

Entre 2006-2009: 300 E. coli uropathogenes

Q
a0 68 aac(6’)-1b-cr (60 blacry. .15 4 blagyy.as €t 2 blagy, )

2010:
o 40 E. coli BLSE % et 17 aac(6)-Ib-cr

o 40 E. cloacae BLSE %
et 1 aac(6’)-1b-cr

o 40 K. pneumoniae BLSE &
et 3 aac(6’)-1b-cr



3~ Pompes 4 efflux plasmidiques (2007)
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H O rl g I n e : ACtI n O myCéteS Salmonella enterica serovar Typhimurium SmvA

3- Pompes a efflux plasmidiques (2007)

Streptomyces cinnamonensis

“Streptomyces pristinaespiralis" Ptr

Serratia marcescens SmfY

Polaromonas sp.
QepA

Nocardia
farcinica

Streptomyces
coellcolor

Streptomyces SgcB

l

MonT TecmA Streptomyces glavcescens

Streptomyces coelicolor
Mmr {plasmid)

Bacillus
mrB  subtilis

EmrB
Escherichia coli

——-—_________-—-
EmrY

Escherichia coli

globisporus —
Sta oCoccUs
Sfmﬂﬁmrces e s aureus
clavuligerus [ :
plasmid)
Streptomyces UE0063 b
cinnamoneus LirA R oliatiiing
Mycobacterium CmcT stearothermophiiis
smegmatis g Amycolatopsis (plasmid)
Staphylococcus LmrA lactamdurans
aureus  Streptomyces
{plasmid) lincolnensis

& R aux FQ hydrophiles : norfloxacin et ciprofloxacin
& Augmentation des CMI 10 - 23 x
Prévalence faible <1 %, non rapportee en Tunisie




3- Pompes a efflux plasmidiques (2007)

OgxAB de la famille des RND (Resistance Nodulation Cell Division)

Codee par ogxA & ogxB

& R aux quinoxalines croisée a de nombreux agents incluant
cotrimoxazole, chloramphénicol et FQ

Initialement, souches E. coli d’origine porcine (Danemark et Suede)



3- Pompes a efflux plasmidiques (2007)

En 2009, Corée du Sud, 1¢'¢ souches humaines:

o E. coli (n=1), E. cloacae (n=3) et K. pneumoniae (n=100)
o Plasmide conjugatif (pOLA52) chez E. coli et E. cloacae
0 Support chromosomigue chez K pneumoniae

v K. pneumoniae réservoir !!!

2012, Chine (5,2% d’E. coli humaines)

En Tunisie (2010): sur 40 K. pneumoniae BLSE: 26 % ogxAB



V le mécanisme de R plasmidique & BNR
Mais facilite la sélection de HNR aux FQ

A& E colils3
® £ coli )53 pBCSK-aacis’)lb-cr
B F coli 153 pBCSK-gnrAT

Surviving fraction
X
=]
w
|

1X10-6
1:10-7 H
1X10-3
1x10-2
1X10-10 .
[ [ | I
0 1 2 3 4
Ciprofloxacin (wg/mL)

FIG. 2. MPC assay. About 10" organisms and appropriate dilu-
tions were applied onto Mueller-Hinton agar plates containing the
indicated concentrations of ciprofloxacin. Surviving colonies were
counted after incubation for 72 h at 37°C. The lowest concentration of
ciprofloxacin at which no mutant colonies were seen was 0.2 pg/ml for
J53 and 3.2 pg/ml for J53 pBC SK-aac(6')Ib-cr or 153 pBC SK-gnrAl.
(Reprinted from reference 163 with permission from Elsevier.)

La plus faible [Cip]° pour laquelle: pas
de sélection de mutants R est:

0,2 ug/ml pour E. coli J53
3,2 ug/ml pour E. coli + gnrAl
3,2 pg/ml pour E. coli +AAC-(6’)-1b-cr




Le plus souvent, association de plusieurs mécanismes de R
(chacun étant acquis independamment)

% R clinique

Sélection de mutants résistants +++

Transmission de souches résistantes

Transmission de gene de résistance chez certaines bacteries

- Par transformation et recombinaison homologue (streptocogues)
- Par transfert de genes plasmidiques (entérobactéries)



1- Sélection de mutants résistants

Toute prise antérieure de FQ

S
Risque individuel plus élevé d’étre infecte
par des bactéries résistantes aux FQ




Exposition aux FQ et sélection de mutants résistants

E. coli: sensibilité et exposition aux ATB
Présence ou non d’une antibiothérapie dans les 6 mois

B-lactamine Quinolone
oul non oul non

Amoxicilline 41 64 54 60
Co-Amoxiclav 41 67 59 62
Ac nalidixigue 84 87 63 91

Ciprofloxacine 94 94 /8 97

ONERBA - JNI - Nice juin 2005




Impact de la prescription de FQ

Emergence de R aux FQ

o Au sein du foyer infectieux

o Sur les flores commensales +++



Impact de la prescription des FQ sur les flores commensales +++
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Dans la FIOI'C Fécale: E EO/Z' R Dans la Flore Pharyngée . SNG R

Phénomeéne survient au hasard & Ne peut étre prévenue par I'optimisation du mode
d’administration des FQ

Les souches commensales peuvent soit:

Devenir pathogenes par translocation

Transférer leurs mécanismes de résistance a des souches pathogenes

Participer a la dissémination interindividuelle de la résistance




‘ Schéma de sélection de mutants résistants

Foyer infectieux

ALB e bactérie sensible
[C] locale o bactérie resistante
| a I'antibiotique

Facteurs favorisants

Population bactérienne
normale

Population bactérienne
devenue résistante

Evénement possible mais rare

Fonction du nombre de bactéries presentes (taux de mutation)




Sélection de mutants résistants sous traitement par FQ

RoOle de souche bactérienne: son niveau de
résistance naturelle

ROle de la posologie



Activité initiale des FQ sur la souche bactérienne +++

Quinolone A CMI mutation 3
256 mg/|

CMI mutation 3
32 mg/l

CMI mutation 2

CMI mutation 2
I 4 mg/l

CMI mutation 1
2 mg/

| Cl h "'::T 1 ma/l
20UC Esawage [ | IIIIIIIIIIICE‘rrT]l.thH:].n.r. EEEEEEEEEEER g
0.5 mg/l 0,5 mg/l Quinolone B

CMI souche sauvage|
0,125 mg/l

O intérét de détecter le bas niveau de résistance :
risque de sélection de mutant résistant




Roéle de la posologie dans sélection mutants R aux FQ

Aoureal of Antinncrobial Chemotherapy (2007} 6, 7925 -511
dhoi: 10, 1093 an/ dkm263

Advance Access publication 16 July 2007

Dose-related selection of fluoroquinolone-resistant Escherichia coli

Sama K. Olofsson'*, Linda L. Marcusson®, Ann Stromback!, Diarmaid Hughes' and Otio Cars!

Dose Cmax Croissance bactérienne a 24 H

(mg) (mg/l) | Sauvage Simple mutant
(CMIgp=0.012, S) | (CMIgp=0.19, S)

CIP 100X2 | 0.39 |- +

CIP 250X2 | 0.98 |- -

CIP 500X2 [1.54 |- -

CIP 750X2 | 2.94 |- -




Prévention de mutants résistants aux FQ

= Principe de la CPM (C° de
prévention des mutants)

Concentration (mg/l)

= Seuil a partir duguel la probabilité
de sélectionner un mutant résistant

Fenétre

CPM de

est extrémement faible \ sélection
Activité antibactérienne et p. de sélection de
7 CM]:mutant R
= [FQ]° avec laquelle aucun mutant / ' Inefficacité anti-bactérienne \
Temps (h)

ne peut étre obtenu, méme
lorsqu’un inoculum bactérien de
1010 UFC/ml est utilisé




Combined mechanisms are necessary to achieve a high level of
quinoloue resistance

Microbiological
breakpoints

-
&
£
Q
=
o
o
=
-
=3
&
(=
o
5
=

E.coli 5. aurcus Pneuma P.aerug

Pr E. Camhan

R acquise aux FQ = par étapes successives
& Trés important de pouvoir détecter les BNR (acquisition 1€ mécanisme de R)
% Exposant al’acquisition d’'un HNR (résistance clinique)



Role du Biologiste:

Devant la progression constante des résistances aux FQ

% Biologiste:
% Dépistage rapide des mutants de 1'¢ niveau soit par:
o Mesure des CMI

o Deétection d’'une résistance a I'acide nalidixique pour les
enterobactéries, H. influenzae et N. gonorrhoeae: ou d’'une
résistance a la norfloxacine pour les pneumocoques, afin
d’avertir le clinicien du risque de bactéridie diminuée

% Conseil en antibiothérapie: doit essayer d'épargner au
maximum cette classe thérapeutique des que d’autres alternatives
sont possibles




Recommandations des Comités de ’antibiogramme (CA-SFM)

Tableau V - Synthése des concentrations criiques
basses et hautes.

Quinclones | Enterobacteriscese | Pseudomonas spp. | Sisphylococous spp.

1/2 1/2 1/2

Moxificxkacine 05/1 - 0551
05/1
I —
5. pneumoniae H influenzae N. gonomrhoea

Ciprofloxacine 012s2 05505 0,03 / 0,06
Lévofloxacine 272 171 -
Moxificxacine 05/05 05705 -
Morfloxacine - - -
Oftoxacine 01254 05705 012/ 025
Recommandéss par I'European Committee on Antimicrobial Susceptiniitty Testing et Ie
CHA-SFM en 2010 pour |8 catagorisation clinlgue des bacires vis-&-viE des lucroguinokones.
Conceantrations crifiques (S </ = A) en mg/L

Interprétation selon valeurs critiques progressivement harmonisées avec
celles recommandées par le Comité européen EUCAST et le CLSI




Bas niveau de résistance

Tableau | - Phénotypes de resistance
aux quinolones chez E. coli [8-10, 12, 13].

: Détection +++

Corrélation entre diametres
d’'inhibition autour  des
disques de ciprofloxacine
(5ug), d'ofloxacine (5ug) et
d’acide nalidixique (30ug) et
CMI: faible

CMI Nal~~ Mécanisme(s) de résistance
(mg/L} probable(s)
2-4 [5] 0,01 [S] Sauvage
2-4 [S] 0,04-0,08 [S] AAC(E")-lb-cr
2-4[§] 0,12-0,25 [S] QepA
8-32 [I/R] 0,12-0,25 [S] Qnr
128-256 [R] 0,25 [] 1 mutation GyrA + efflux
512->2 000 [R] | 1-4 [IVR] 1 mutation GyrA + 1-2
mutation(s) ParC
1 mutation GyrA + 1 mutation
GyrB + 1 mutation ParC
=2 000 [R] 8-64 [H] 2 mutations GyrA + 1 mutation
ParC
=2 000 [R] 64-128 [H] 2 mutations GyrA + 2 mutations

ParC

* Mal, acide nalidixigue.
* Cip, ciprofloxacing.
“[ 1. rendu au clinicien : 5, sensible ; |, intermédiaire ; H, résistant.




Available online at www.sciencedirect.com

-cllucl@nlnle'r' PATHOLOGIE
BiovLoGie

Pathologie Biologie 53 (2005) 495499 ———
hitp:ifrance elseviercom/direct/PATBIOS

Résistance de bas niveau aux fluoroquinolones par surexpression
de I'efflux chez Pseudomonas aeruginosa : conséquences thérapeutiques
et détection au laboratoire

Low-level resistance to fluoroquinolones conferred
by efflux overproduction in Pseudomonas aeruginosa:
clinical significance and routine detection

D. Hocquet **, 1. Patry ®, P. Dupont *, M. Bize ®, K. Jeannot ®, P. Chavanet °, P. Plésiat *

CMI ciprofloxacine > 0,25 mg/L

Utilisation de milieu MH contenant 0,2mg/l de ciprofloxacine: sensible
Les souches qui poussent sur cette gélose ont BNR % Alerter le clinicien

« Attention, souche présentant BNR aux FQ.
L'utilisation des FQ en monothérapie, méme a forte dose
L Expose a des échecs thérapeutiques ».




Epidémiologie mondiale
(A. Dalhoff. Interdisciplinary Perspectives on Infectious Diseases 2012)

Partout dans le monde: T1T° Fréguences de R aux FQ

Entérobactéries:

o Communautaires & nosocomiales

o Taux > 50%, particulierement en Asie

o Entérobactéries R aux C3G % Plus fréeqguemment R aux FQ

S. aureus (SASM < 5% / >90% SARM)

Pneumocoque: Taux R aux FQ actives sur le pneumocoque encore bas
dans le monde (entre 1 et 7 %), a I'’exception de Hong Kong (> 17 %)

Gonocoque: <10% en Europe et Ameérique du Nord - 100% en
Asie



‘ Epidémiologie de la résistance en Tunisie: Données LART
% de R a la ciprofloxacine

1999 7,90% 4% 32% 9%

2000 7,90% 7,90% 28% 9% -
2001 8,80% 20,20% 32% 6% 15,30%
2002 8,90% 22,30% 31% 8% 5,50%
2003 14,60% 29,50% 34% 7% 5,40%
2004 14% 31,20% 26% 6,60% 4,40%
2005 14,20% 33,40% 18% 8,90% 10,30%
2006 16,90% 38,60% 19,50% 14,20% 10,30%
2007 16,50% 41,90% 16,50% 9,30% 6%
2008 15,30% 32,50% 23,80% 4,50% 11%
2009 16,50% 42,40% 22,20% 5,90% 13%
2010 17,40% 34,70% 22,10% 3% 29,20%

* 0% de R a l'acide nalidixique



Epidémiologie de la résistance en Tunisie: Données LART % de R
a la ciprotloxacine

1999 11,7% 74% 35%
2000 20,6% 84% 35%
2001 41,9% 73% 58%
2002 47,1 % 70% 37%
2003 63,3% 71% 43%
2004 45,6% 60,7% 33,9%
2005 57,3% 66,9% 42,6%
2006 46,7% 70,5% 39,9%
2007 74,6% 59,5% 36,3%
2008 57,4% 82,4% 30,6%
2009 69% 64,9% 33,4%

2010 65,6% 58,7% 36,6%




CONCLUSION

R acquises aux FQ : # mécanismes

o R chromosomique
BNR
Effet multiplicatif des mutations & HNR
Concentrations prevenant les mutations +++

o R plasmidique :
BGN (entérobactéries +++)
BNR & Facilite sélection des mutants R
Important a évaluer en termes d’épidémiologie



Regles pour le traitement par FQ
Y Eviter 'apparition des résistances acquises

Dépister les bas niveaux de résistance
Choisir la FQ la plus active / bactérie présumée ou isolee

Choisir la FQ qui a la pharmacocinétique la plus adéquate / localisation du
foyer infectieux (urines, LCR, poumon)

Utiliser une posologie élevée pour que la [FQ]° locale soit > CPM

Diminuer 'inoculum bactérien pour diminuer la probabilité de la présence de
mutants (Taux de mutation)

o Drainage

o Association d’'un 2¢me antibiotique d'une autre famille pendant les 1¢s 24-
48 h

Raccourcir la durée totale du traitement
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