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Préambul e



Categorisation d' un antibiogramme

o sensibles (S) : probabilité de succes thérapeutique
acceptable dans le cas d ' un traitement systémique avec
posol ogie recommandée

o résistant (R) : forte probabilité d * échec thérapeutique

* intermédiaire (1) : catégorie hétérogene a discuter a
partir des connaissances des mécanismes de résistance et
de l’'infection



COMMENT DEFINIRL 'ACTIVITE D 'UN
ANTIBIOTIQUE ?

Le malade

Le terrain, le site de l'infection (extra ou
intracellulaire, milieu acide), la porte
d’entrée, les localisations secondaires,

le contexte écologique...

LES TROIS ELEMENTS
DE BASE

L’agent infectieux

Sa virulence, sa résistance
naturelle aux antibiotiques, sa
capacité a acquérir une
résistance aux antibiotiques...

L'antibiotique

Son mode d’action, sa
pharmacologie, son prix, les
synergies possibles, | 'impact
écologique...



Pharmacocinétique Pharmacodynamie

Posologie
biodisponibilité

Concentration au
sitede I’infection

Concentration
serique variant
dans le temps

Cmax

Concentration
dans les autres
tissus

ASC (aire sous la courbe)
demi-vie

Effets
thérapeutiques

Effets toxiques

Efficacité max.
Vitesse de bactéricidie
acquisition de résistance




AUTRE APPROCHE : PK/PD

Pharmacocinetioue Pharmacodynarmie
conc.vs temps s conc. vs effet
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Rappels

Structure bactérienne



| acoloration de Gram




Gram positif

Gram négatif

[ bacilles |
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Généralites

M écanismes de résistance des
bactéries aux antibiotiques



INTERACTION ANTIBIOTIQUES-BACTERIES
RESITANCE AUX ANTIBIOTIQUES

DEE  cous

DIFFUSION
espaces peri-bactériens

FRANCHISSEMENT

membranes bactéri enn&e*
FIXATION a/

cible bactérienne S ACTION

DIFFUSION
espaces intra-bactériens

sbactériostatique
bactéricide



Trois mecanismes impliques



RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES (I1)
M odification dela cible

Naturelle
Absence de cible pour les mycoplasmes
Genéralement :
s cible originale avec perte d ' affinité
Intermeédiaire : augmentation des posologie

sAmmursHe cible

Staghyiccogues et méticillino résistance

Pneumocoques de sensibilité diminuée aux
L‘;j/ bétal actamines



RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES((I)
Défaut de perméabilite - Efflux

Naturelle

Pénicilline G, V e M pour
les Gram -

Aminosides et anaerobies
(NB streptocogues)

Acquise

Pseudomonas aeruginosa et
”/ / Imipénéme
N

Gram positif et macrolides




RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES (1)
Action d 'enzymes

Naturelle
Production de bétal actamase

«céphal osporinases (non inhibées par 1BL)
Pseudomonas
Entérobactéries (groupe 3 €t 4)

guel ques entérobactéries du groupe 1 mais sans
expression

epeénicillinases (inhibées par I1BL)
sEntérobactéries (groupe 2 et 4)

Acquise
/ Plasmides

_ codant pour des bétal actamases (type penicillinase)
TEM, SHV, OXA, PSE, etc.

mutants de péenicillinases (TRI et BLSE)




Généralité

Support genétique de larésistance
aux antibiotiques



Support genétique de larésistance

* Résistances naturelles
— chromosomique
e genes d expression (ou de non expression) constitutive
» genes d expression inductible (répression naturelle)

— chromosomique

e modification de structure

» modification d’ un gene de modulation
— plasmidique (de 1 a x copies)

e certaines expressions inductibles
— transposons, transformation



Mutations chez les bactéries



Mutations chez |es bactéries

* Phéenomene fréquent : pas de systeme de
réparation (1/10° bp)
e mort ou survie de la bactérie

e enterme derésistance => modification d ' un
comportement métaboligue inhibéee par les
antibiotiques

| |

Perte d’ affinité de
I’ antibiotique

(étapes successives)




Tuberculose : résistance aux antitubercul eux

Estimation du nombre de mutantsrésistants dans des populations de 10° et 10°
bacilles tuber culeux
(Canetti G., Grosset JAnn Institut Pasteur (1961), 101, 28)

Concentration Nombr e de bacilles
intracavitaire du résistantsdansune
produit (mg/l) population de:
Régime
thér apeutique INH S 10° 10°
INH seul 1,0 - 330 0
0,2 - 500 0
0,1 - 4000 4
SM seule - 20 40 0]
- 4 4000 4
- 2 > 500 000 > 500
INH + SM 1,0 20 0) 0
1,0 4 0) 0]
1,0 2 >16 0]
0,2 20 0] 0
0,2 4 0) 0
0,2 2 >25 0]
0,1 20 0) 0
0,1 4 0) 0]
0,1 2 >20 0]




L *acquisition d’ une résistance bactérienne
. mécanismes (2)
e mutations

Fréquence
de Antibiotiques Espece bactérienne
mutants
107 Streptomycine M. tuberculosis
10°  Isoniazide M. tuberculosis

Céphalosporinelll G Enterobacter cloacae
P.s aeruginosa

Quinolones | E. coli
10"  Imipénéme Ps. aeruginosa
Quinolones|| Ps. aeruginosa
. Aureus
10°  Rifampicine 3. Aureus

M. tuberculosis
10"°  Céphalosporinelll G E. coli
Quinolonesl|




Plasmides chez |es bactéries



e plasmides

— &léments mobiles transférabl es (conjugaison) :

ADN circulaire indépendant du chromosome bactérien

— plusieurs rési stances associ ées

— plusieurs copies de plasmides

— phenomenes épidemiques favorisés par la
présence des antibiotiques

— presence de transposons, d’ intégrons



Transformation chez les bactéries

Exemple du pneumocoque

Intégration de fragment de DNA
dans régions homologues



Acquisition et circulation de
bactéries résistantes



Sélection ou emergence de bactéries résistantes ?

Infection

Ecosysteme



Leslieux ou se font les sélections de
bactéries résistantes et leur circulation

e ¥ !

Hopital Ville
SAMR d Pneumocoques
BLSE Haemophilus

et les autres... . E. coli

Industrie agro-alimentaire

Enterocoques
E. coli



Mécanismes d’ action des
antibiotigues et resistance



Sulfamides Polymyxines Rifamycines Quinolones
o l¥egénération

Triméthoprime Membrane o 2¢tme génération

cdllulaire transcription .+ 3ime génér ation
Dapsone
Analogues Synthese IR T
méaboliques SN réplication
Antibiotiques
Acidefusidique 5 nitro imidazolés
Chloramphénicol .
Synthese Synthése
Bacitricine proteique paroi Cyclosérine
Mupirocine
M.L.SOK. i _
I Tétracyclines Fosfomycine
Aminosides Y
Glycopeptides

VT Bétalactamines
L incosamides

: Pénicillines Céphalosporines Autres bétalactamines
SILEEyEINES e pénicilline G o leegénération * Monobactames
K étolides * pénicillinesV o 2¢me génération o Carbapénémes

¢ pénicillinesM o 3megénération

Oxazolidinones

pénicillines A
e Carboxy P.
» Acyl uréidoP

Inhibiteurs de Blase
» Ac clavulanique
* Tazobactam
» Sulbactam



Antibiotiques actif sur la
biosynthese de |a parol



BIOSYNTHESE DE LA PAROI BACTERIENNE
(étape cytoplamique)

alpha-D-N-acétylglucosamine-1-phosphat e
UTP

PP

UDP-N-acétylglucosamine
PEP =2 phosphoénolpyruvate

pyruvyltransf é&rase
P L-Alanine
UDP-N-acétylglucosamine-énolpyruvate ,
NADPH. H* racémase
D-Alanine
NAPDP ATP D-Alanine

UDP-acide N-acétylmuramique

ATP (x3) 1°) L-Alanine (R1) synthétase
2°) ac D-Glutamique @ ADP + P M urE
ADP + P) x3 3°) L-Lysine (R3)

( ) 4°) D-Alanyl--D-Alanine <J}—
UDP-acide N-acétylmuramy!|-

pentapeptide



BIOSYNTHESE DE LA PAROI BACTERIENNE
(étape membranaire)

UDP-ac. N-acétyl muramy!
pentapeptide

C55 isoprényl

ou undécaprényl
P-P
UMP _ Undécaprényl-P-P-ac. N-acétyl
muramyl (34-1) N-acétylglucosamine ;
Undécaprén¥|_p_p_ac_ N- pentapepti de-amide-penta ac. Aminés & Par Ol
acétyl muramy! pentapeptide ( )
UMP-ac. N-acety_l muramy! t-ARN (x5)
pentapeptide
Ac. Amine ( ) t-
UDP+P ARN (x5)
Undeéecapreényl-P-P-ac. N-acétyl Undeécaprenyl-P-P-ac. N-acétyl

muramy! (34-1) N- muramyl (34-1) N-acétylglucosamine
acétylglucosamine pentapeptide ; ; pentapeptide-amide

NH;+ATP  ADP+P



BIOSYNTHESE DE LA PAROI BACTERIENNE
(étape parietale : reticulation)

Tranglycosylase

Ac. N-acétyl muramique  Ac. N-acétyl gucosamne‘ Ac. N-acétyl muramique  Ac. N-acétyl glucosamine

L Ala

G Glu

I
L Ala
L Lys
' e

Carboxypeptidase




BIOSYNTHESE DE LA PAROI BACTERIENNE
(étape parietale : reticulation)

LLys
I

I
" G Glu
Transpeptidase [een

A Nl e A - gz A o uranie A Neock guccsamine




Béta-lactamines



Sulfamides

Triméthoprime

Dapsone

Polymyxines

Rifamycines

Acidefusidique

Chloramphénicoal

Bacitricine

M.L.S.O.K.

Mupirocine

Aminosides

Tétracyclines

M acrolides

Lincosamides

Synergystines

K étolides

Oxazolidinones

Quinolones

o 1%egénération
o 2¢me génération
o 3megenération

Cyclosérine

5 nitro imidazolés

Fosfomycine

Glycopeptides




Béta-lactamines : mode d’ action (1)
L es béta-lactamines se fixent sur des protéines :

PLP ou PBP

Les PLP sont en fait les enzymes qui assurent |a
reticulation du peptidoglycane:

transglycosylases
H  H
transpeptidases RCONI—FTTZ/ 5\ T
CENty
carboxypeptidases N/ cH



Sérine peptidases réagissant avec les béta-
|lactamines

Bétal actamases

D-D carboxypeptidases

Bas poids moleculaire

Transpeptidases / Transglycosylases

Haut poids moléculaire




| : i dialeoom
/. C N\ / CH3 /. C N\ / CH3
0O H C O A C
COOH COOH
O +H,0 O +H,0

H H
Complexe « stable » o HEi S C/S\ )
i T
C CHs

Blase LG

‘COOH



chague espece bactérienne possede plusieurs PLP
3 a8 PBP (seules 2 a4 sont essentielles)
nuMerotées

caractéerisees par el ectrophorese

Difféerents type
profil de substrat
activité enzymatique (Km, Vm)

pH;



Saphylococcus aureus

Bétal actamase
Nouvelecible: Méti R



Saphylococcus aureus

e Senghilité naturelle vis-a-vis des béta-lactamines
— sensbilité diminue de Péni. G versC,,,G

— plasmides codant pour bétalactamases

— acquisition d ’ un gene codant pour une PBP
supplementaire : * R croiséeatoutesles
2 Lsneliies s néta-lactamines

* protéine PBP,aou PBP,’
* Expression modulable



Saphylococcus aureus

n—i,i

BlaR1 blal

blaz

/
7
Vg

Béta-lactamase
(faible diversité)

Mb cellulaire BlaR1l



Saphylococcus aureus

oy

BlaR1 blal

Betalactamased EE E E

BlaR1




Saphylococcus aureus

Conseguences pratiques :

Hydrolyse des bétalactamines : Péni G, Péeni A,
Carboxy et Acyl Urédo P

Restauration de | "activité par IBL

ATTENTION : possibilite d hyper production :
BORSA | *oxacilline=> impact sur CMI a



Saphylococcus aureus (2)

Délétion ou
mutation de mecl :
PL P2a R homogene
PLP,’
mecR1 mecl

1 34% 1 61%

blaZ BlaR1 blal



| nactivation des genes en particulier femA et femB
engendre une augmentation de la sensibilite

UDP-Mur
UDP-Mur UDP-Mur
L-aa
L-aa L-aa
D-glu
: D-gin D-glu
L-lys L-lys dl
l { UDP-Mur y gy5
D-adla D-ala
UDP-Mur L-aa
D-ada D-adla
L-aa D-glu
D-glu UDP-Mur UDP-Mur L-lys gly3
L-lys L-ala L-ala D-ada
\ D-glu D-glu D-aa
L-lys — L-lys|gly
DR F D-adla

D-ala D-adla



Saphylococcus aureus

Conseguences pratiques :

Résistance croisée a toutes | es béta-lactamines P

Expression variable de larésistance (difficile)

Rési stances croi sées fréquentes



Staphylococcus aureus résistant ala
méticilline (oxacilline)

disgue d' oxacilline a5 microgrammes

30°C 37°C

Mais aussi méthodes génotypiques : recherche du gene ou de son produit



reptococcus
pneumoniae

et autres streptocoques « non groupables »

Modification delacible



Septococcus pneumoniae

* Presencede6PBP:1,1,2,2,2,3
e Senghilité naturele aux béta-lactamines

(sensibilité diminuée) :
PSDP
— Modification des genes synthétisant les PBP par
transformation.

« Recombinaison de |’ ADN avec espéces proches (« genes
Mosaiques »)

— Possibilité aussi de mutations ponctuelles



Enterococcus

Cible



Enterococcus

» Presence d’une PBP; : faible affinité naturelle
des béta-lactamines

— amoxicilline, pipéracilline (la plus grande affinite)

— hyper production de PBP;

— casd’Enterococcus hirae: plasmide (multi R) avec
possibilité de biosynthese d "une PBP pour laquelle les
béta-lactamines ont une tres faible affinité.



Enterobactéries

PRINCIPALEMENT : ENZYMES

accessolrement : diminution de
perméabilite



Entérobactéries

e Senghilité naturedlle:
Péni G (et dérives) et Peni M
—Péni A active sur E coli, Proteus mirabilis,

Shigella et Salmonella
* et aussi carboxy P, acyluréido P, CIG, CIIG, CIIIG,
monobactames, carbapenemes

— Carboxy et acyl urédo P activent sur
Enterobacter, Serratia, Providencia,Citrobacter
freundii...

— Restent Klebsiella pneumoniae, Citrobacter koserii :
activité des classes précédentes si usage d ' IBL




CEPHALOSPORINASE CHROMOSOMIQUE
mOdéI e de régL“ atl On (DIETZ H. et al. A.A.C.: (1997), 41-10, 2113-20) modifié

PG

.

N acétyl anhydromuramyl
L aanine AMIDASE AmpD

0000606006000
° ° °
° ° °
° ° °
00006 0060060060



Céphal osporinases

Conséguences pratiques 1
L orsgue produites « normalement »

. peni A, C,G et plus ou moins
ClIG

hydrolysent tres peu : Carboxy et Acyl uréido P,
C, G, C,,G, Carbapéenemes, Monobactames

par les|BL.



Céphal osporinases

Consequences pratiques 2
L orsque hyper produites (RESISTANCE ACQUISE)

. péeni A, Carboxy et Acyl
uréido P, C,G, C,/G, C,,,G, Monobactames

hydrolysent un peu moins. C,,/G,

hydrolysent tres peu : Carbapénemes.



E.cloacae : mutant Case déréprimés




Entérobactéries

— mutations au niveau des genes de regulation de
production des bétal actamases naturelles
(céphal osporinases (vu avant))

— acquisition de plasmides codant pour des béta-
|actamases
e grande diversité de genes (TEM, SHV, PSE, OXA)
» portés par plasmides (exception (Klebsiella : Len)
» copies multiples

» sans régulation
» possibilité de mutants

Principalement des pénicillinases : inhibées par les IBL



Classification des béta-lactamases

Functional and molecular characteristics of the major groups of beta-lactamases.

Estimated no. of
CNZYIeS

Funetional Meajor Moleeular class Attributes of beta-lactamases i functional group 1995 2000
Eroup subgroups

@ Often chromosomal enzymes n gram-negative bactena but may be plasrmd-encoded.
Confer resistance to all classes of beta-lactams, except carbapenems (unless
combined with porin changes). Not inhibited by elavulame aend.

Most enzymes responsive toanhibition by elavulanie acid (unless otherwise noted).

penicillins.

Broad-spectrum beta-lactamases, including TEM-1 and SHy 1, primanly from
gram-negative bactena.

Extended-spectrum beta-lactamases conterning resistance to
oxyimino-cephalosporing and monobactams.

[nhibitor-resistant TEM (IR T) beta-lactamases; one inhibitor- resistant SHV-denved
CNZYINE,

Carbenicillin-hydrolyzing enzymes.

Cloxacillin-{oxacillin)-hydrolyzing enzymes; modestly inhibited by elavolame aed.

Cephalosponnases imhibited by clavulanie acid.

Carbapenem-hydrolyzing enzymes with active site senne. mhibited by clavulame
acid.
Metallo=beta-lactamases conferning resistance to carbape nems and all $-lactam
classes except monobactams.

Mot inhibited by clavulanic acid.

Miscellaneous unsequenced enzymes that do not fit into other groups.

Table from Bush K, CID 2001;32 (1 Apnl), [Table 1, p. 1086]

« Penicillinases » « Céphalosporinase »




Principales pénicillinases

Consequences pratiques :
L eur expression depend du nombre de copies

. peni A, Carboxy et Acyl
uréido P, un peu lesC,G

hydrolysent pas ou tres peu : C,G, C,,G, C\G,
Carbapénemes, M onobactames

sont inhibées par les IBL.



Les penicillinases subissent des mutations

Elargissement du spectre vers des béta-lactamines
normalement préservées

Béta-|actamases a spectre etendu

Diminution de |’ affinité global e des béta-
lactamines en particulier les IBL :

TRI



Différents niveaux de rési_stqnc__e __d_e E coll

-H:l:l




A noter que les différents
mécanismes de résistance peuvent
étre associes

ex :Cephal osporinase deréprimee associée a BLSE



Enterobactéries : cas de E. coll

— Le gene AmpC est présent mais::
e promoteur déficient

* presenced’ADN (atténuateur) entre promoteur et gene de
structure

— Toutefois des souches peuvent exprimer parfois a haut
niveau cette cephal osporinase

acquisition d ’un promoteur d ’ une autre espece

mutation du promoteur déficeint qui devient actif

copie multiples du gene AmpC

et auss plasmides multiples codant pour céphal osporinase



Bacilles a Gram negatif (entérobactéries) :

résume de I’ action des différentes béta-lactamases

Principales classes de

bétalactamines
Pénicillines
Pénicilline G
Pénicillines M
Pénicillines A
Carboxy pénicillines

Acyl uréido pénicillines
Inhibiteurs de bétalactamases

acide clavulanique
sulbactam
tazobactam
Monobactame
aztreonam
Céphalosporines
cépholo |
céphalo Il
céphalo Il
Carbapénémes
carbapénéemes

Pénicillinases

Sérine protéases

céphalosporinases

Métallo enzymes

Pénicillinases

- ) Pénicillinases mutées hyper
Pénicillinases "natives" naturelles i classe B
produites
BLSE TRI
HYDROLYSE (moyenne)
HYDROLYSE (moyenne) PAS D'ACTION
HYDROLYSE (moyenne) HYDROLYSE (moyenne) PAS D'ACTION
INHIBEES INHIBEES
INHIBEES INHIBEES
INHIBEES INHIBEES
PAS D'ACTION PAS D'ACTION PAS D'ACTION
HYDROLYSE (moyenne) PAS D'ACTION
PAS D'ACTION PAS D'ACTION HYDROLYSE (variable)
PAS D'ACTION PAS D'ACTION PAS D'ACTION
PAS D'ACTION PAS D'ACTION PAS D'ACTION PAS D'ACTION PAS D'ACTION



Entérobactéries et diminution de
perméabilite

e Mutation au niveau des genes codant pour les
structures des porines (Omp) :

— diminution de | ’ activité de nombreuses béta-
lactamines mais auss : tétracyclines, chloramphénicol,
guinolones...



