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Conflits d’intérêts

• Becton Dickinson

• Janssen

• Otsuka



Infection par deux souches différentes

• Bernard, EID 2014

Infection par deux souches, l’une MDR, l’autre sensible



Bases microbiologiques : 

sélection de mutants résistants
Bacille sensible

Bacille résistant 

à l’antibiotique

ATB

Caverne

Population bacillaire

normale

Population bacillaire

devenue résistante

Population bacillaire hétérogène due à la lenteur du processus de sélection

Antibiotique Concentration
Fréquence 

de mutants

pyrazinamide 100mg/L 10-5

isoniazide 0,2mg/L 10-6 

streptomycine 2mg/L 10-6

rifampicine 1mg/L 10-8

bedaquiline 0,5mg/L 10-8

linézolide 8mg/L 10-9

UFC

temps

108

101



Référence du diagnostic phénotypique de la résistance

Validée chez patients naïfs de traitement ou en échec

Critère du 1%

Adaptée aux milieux liquides dans les années 80



Recommandations internationales

1 concentration par antibiotique



Définition de la 

résistance 1969

Une réduction d’efficacité 

clinique pourrait survenir



Evaluation quantitative

Evaluation quantitative préférée mais difficile à mettre en place



1. Coexistence de populations sensibles 

et résistantes

2. Niveaux de résistance hétérogènes



Hétérorésistance et fluoroquinolones : 
données CNR

535 oflo S 70 oflo R

Substitutions GyrA 16 58

Substitutions GyrB 14 8

Pas de substitution 505 5

 5 faux négatifs du séquençage

- 5 souches avec pourcentage de mutants 

résistants < ou = à 25% :

- 4 souches avec substitutions trouvées 

par séquençages des mutants R

 hétérorésistance

• Bernard, AAC 2015

- 605 souches reçues au CNR entre 2007 et 2012

- Séquençage gyrA et gyrB



Inoculation

M. tuberculosis

Traitement 

Lévofloxacine 

200mg/kg

M1, M2, M3, M4, M5, M6

10 souris sacrifiées chaque mois

Culture 4 semaines à 37°C

Méthode des proportions 

LJ + ofloxacine 2 mg/L,    

moxifloxacine 0.5; 1; 2 mg/L

Hétérorésistance et fluoroquinolones : modélisation

+ 1 groupe témoin non 

traité

Comparaison des 

différentes méthodes 

phénotypiques

Comparaison des 

méthodes 

phénotypiques et 

génotypiques

mesure de CMI

PCR/séquence QRDR 

de gyrA, gyrB

Corrélation génotype/ 

niveau de résistance

-1 -5-3
sans ATB

avec ATB

Subculture des clones résistants 

(5 max par milieu)

Objectifs

PCR/séquence QRDR 

de gyrA, gyrB



Mélange de populations sensibles et résistantes sur l’ensemble de la durée de 

l’expérience = hétérorésistance

Evolution de la population résistante dans le temps
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Mois de traitement

Nombre d'UFC poussant sur milieu avec et sans FQ 
en fonction des mois

UFC totales

UFC sur oflo 2 mg/L

moyenne UFC totales

moyenne UFC sur oflo 2 mg/L



Méthode des 

proportions,

LJ + MOX 0,5mg/L

Séquençage 

des QRDR 

de gyrA et gyrB

6 

3

0

Séquençage n’a pas permis de détecter les souches 

hétérorésistantes

% mutants R:

1

1

4
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30

% mutants R:

100

100

100

Diagnostic de l’hétérorésistance (méthodes génotypiques)

Souris avec une population résistante >1% (substitution dans 

GyrA/B obtenu par séquençage de la culture primaire) 



Quelles performances des tests génotypiques en cas de 
population hétérogène?

• Zetola, JCM 2014

– Xpert MTB/RIF détecte

• Toutes les souches RIF-R si résistance homogène 

• La moitié des souches RIF-R si population résistante = 90 à 99% de la population 

totale

• Aucune souche RIF-R si si population résistante <90% de la population totale

– Hétérorésistance non détectée = facteur de mauvais pronostic

• Folkvardsen, JCM 2013

– MTBDRplus détecte 1/5 souches R-INH si 1% de la population (mais mieux que 

séquençage)

Tests peu performants si population hétérogène



Hétérogénéité et NGS

• Metcalfe, AJRCCM 2017

– Technique NGS pour détecter variants

minoritaires

• Détectés chez 20/25 non détectés 

par Sanger

• Concordance Sanger et NGS 

dépend d’hétérogénéité :

– 77% (n = 53/69) si résistance 

5-95% population totale

– 5%(n = 3/66)  si résistance 

<5% populations totale

• Metcalfe, AAC 2017

– Repiquages in vitro modifient 

la diversité allélique

– Disparition de variants

– Apparition de variants

NGS éclaire une complexité à mettre 

en lumière de la clinique



Hétérogénéité : conclusion 1

• Lenteur de la sélection de mutants résistants → coexistence de bacilles 

sensibles et résistants

– Intérêt de la méthode des proportions

– Tests génotypiques actuels limités

– Souches en culture = reflet déformé de la situation in vivo

– Techniques NGS?

! A corréler avec la clinique



1. Coexistence de populations sensibles 

et résistantes

2. Niveaux de résistance hétérogènes



Culture 4 semaines à 37°C

Méthode des proportions 

LJ + ofloxacine 2 mg/L,                

moxifloxacine 0.5; 1; 2 mg/L

mesure de CMI

PCR/séquence QRDR 

de gyrA, gyrB

Corrélation génotype/ 

niveau de résistance

-1 -5-3
sans ATB

avec ATB

Subculture des clones résistants 

(5 max par milieu)

PCR/séquence QRDR 

de gyrA, gyrB

Corrélation génotype / niveaux de résistance
Traitement 

Lévofloxacine 

200mg/kg



Corrélation génotype / niveaux de résistance
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 les niveaux de résistance varient en fonction des substitutions

 Pour certaines substitutions : CMI < concentration sérique



Moxifloxacine et souches mutées gyrA

Certaines mutations génèrent un niveau de résistance permettant 
une activité résiduelle in vivo

dépendante de la posologie de l’antibiotique

• Mutation GyrA A90V  : CMI moxifloxacine = 2 mg/l < pic sérique 3 mg/l

• Persistance activité in vivo?

 Essai dans un modèle murin

témoin

Groupes

traités par 

différentes 

posologies de

moxifloxacine

% survie

Poissy, AAC 2010



Activité corrélée au niveau de résistance

 Pas un mais des niveaux de résistance

Traitement type MDR incluant moxifloxacine contre souches de niveaux 

de résistance variables aux quinolones : modèle murin
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Variabilité des niveaux de résistance 

= variabilité de la réponse thérapeutique

MXF CMI≤ 0,5mg/L MXF CMI 1-2mg/L MXF CMI >2mg/L

• Chien, AAC,  2016

– Traitement TB MDR

– MXFX, dose non précisée

– 81 patients

Réponse thérapeutique corrélée  au niveau de résistance 

à la moxifloxacine

OMS propose une seconde CC à 2 mg/L (= catégorie « I »)
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Activité in vivo de fluoroquinolones contre mutants de bas 

niveaux de résistance

Un exemple où le diagnostic génotypique est supérieure au 

diagnostic phénotypique

Maitre, JAC 2016

UFC

log10

Génotype Phénotype : CMI (μg/ml)

GyrA GyrB lévofloxacine moxifloxacine

WT WT ≤  0,25 ≤  0,25

WT E540A 0,5 0,5

WT A543V 1 0,5

Lévofloxacine Moxifloxacine

Posologie équivalente chez l’homme

750 1000 400 800

« Officiellement »

sensibles

Des mutants GyrB avec CMI 

classées « S » réduisent 

l’activité des quinolones in vivo



Isoniazide, bas niveaux de résistance

• Schön JAC 2009

• 7H10

Variabilité des niveaux de résistance

L’isoniazide pourrait être toujours actif contre certains mutants de bas niveau

INH 

Pic sérique



• Brossier, IJTLD 2009

• LJ

Isoniazide : corrélation génotype/phénotype

mutants katG = haut niveau mutants inhA = bas niveau

définitions MGIT et LJ diffèrent

Isoniazide

Concentrations critiques

(mg/L)

MGIT 0,1 – 0,4

LJ 0,2 - 1 - 10



Combinaisons d’antibiotiques contre des souches 

résistantes à l’isoniazide

• Chien, CMI, 2015

• 395 cas, Taiwan

• MGIT et LJ, CC: 0,2 et 1 mg/L

Pas en faveur d’une activité contre des souches de bas 

niveau de résistance



Modélisation : CMI et Posologie

• Lalande, AAC, 2015

• Modélisation d’EBA
SA FA

L’impact négatif d’une ↑ de CMI pourrait être compensé 

par une ↑ de posologie



• Katiyar, IJTLD 2008

• Essai randomisé

• Inde, 123 patients

• Traitement TB MDR

Un essai randomisé

Groupe 

(N)

Posologie INH

(mg/kg)

Délai médian 

d’obtention d’une 

culture négative 

(mois)

1 (42) 16-18 3,4

2 (40) 5 6,4

3 (41) 0 6,6

Peripheral neuropathy

Hepatotoxicity

16-18 mg/kg d’INH réduit le délai de négativation des cultures chez TB MDR

! Augmentation fréquence neuropathie

Pas de distinction entre bas et haut niveau de résistance

Groupe

1 2 3



Hétérogénéité : conclusion 2

• Niveaux de résistance d’impact variable sur l’efficacité 

des antibiotiques

→ Accepter de passer du noir et blanc aux nuances de gris



Relation génotype-phénotype : 
l’exemple de la bédaquiline

• 6% des souches MDR mutées 

Rv0678 

• CMIs bédaquiline MICs

– hautes( > 0.24 mg/L, n = 8)

– normales (0.03-0.24 mg/L, n = 11)

– Basses (< 0.03 mg/L, n = 4)

Villellas, JAC, 2017

Mutation ≠ Résistance



Y a-t-il de l’hétérogénéïté

parmi les souches sensibles?

• Colangeli, NEJM 2018

• Impact des CMIs de 

souches sensibles sur le 

risque de rechute

Corrélation entre risque de rechute et 

CMI isoniazide ou rifampicine

de souches sensibles



Conclusion

• Hétérogénéité double

– Mélange de bacilles de génotypes différents chez un même patient 

(sensibles et résistants)

– Parmi les bacilles dits résistants ou sensibles : variabilité des CMIs des 

souches

• Avec impact variable sur l’efficacité du traitement

• La place exacte des tests génotypiques et phénotypiques pour 

évaluer ces hétérogénéités reste à établir


