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Infectigﬁ\‘\par deux souches différentes

o2
3
. Baﬁf d, EID 2014 tidrasg. RoS i
S ar , Multidrug-Resistant
égp Pulmonary
< -
@ & Tuberculosis
<0 ,@}b and Susceptible
& & Tub |
& Q’f} upercuious
& W@ Meningitis
> & o
S &8
Table. Localization, drug-suscepfibility results, and MIRU-VNTR genotypes Q‘ﬂﬂfﬂﬂbacmﬁum tubercuiosis strains recovered from a Qo
man with both pulmeonary tuberculosis and tuberculous meningitis, Francgy2012* ,;éO
Tissue MIRU-VNTR genotype 1 (6‘?/‘ MIRU-VNTR genotype 2 S
22221322223422515333362 2, 224243122234225143336622 (06
Lung Isoniazid and nfampin resistant, ﬂuo@&uinalone Pan-suscepiible except to fluoroquinolonss, no Q,Q
susceptible, rpoB S531L, katG 53 55 no mutations mutations in rpo8, katG, and gyrd; gyrE8 N538D ‘2}
in gyrd and gy, N
Cerebrospinal fluid @'Q Pan-zusceptible, no mutations in rpoB8, katG, gyrd, )
o and gywrB 159°
*MIRU-VNTR, mycobactenal interspersed repetitive unit—‘g@ﬁle number tandem repeat. Q}\\Q
i\ 106

Infection par deux souches, 'une’MDR, F'autre sensible




Baseg*microbiologiques :
elegtron de mutants resistants

de mutants

e Bacille sensible

e Bacille résistant
a l'antibiotique

Caverne

100mg/L 10-5
0,2mg/L 10-6 >
2mglL 10-6

T ici Tmg/L 10-8

8@ bedaquiline [JREIGTE 10-8

8mglL 10-9

108

UFC

101

ng‘ulatlon bacillaire
& devenue résistante

Population Hacillaire hétérogene due aila’lenteur du processus.de sélection
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\1ESU§Q’ DE LA SENSIBILITE DU BACILLE TUBERCULEUX
& AUX DROGUES ANTIBACILLAIRE

< %
& PAR LA [METHODE DES PROPORTIONS
1 - ~ - - - \'
«*‘Q’r’ METHODOLOGIE, CRITERES DE RESISTANGE
{Q& RESULTATS, INTERPRETATION \\Q,‘?'
.e/ .
par ’b& (&2
R

@
G. CANETTI, N. RIST et J. CROSSET
‘Institut Pasteur, "J,Q.QQ
O

Référence du diagnostic phénotypique de la résistance

Validee chez patients naifs de ‘traitement ou-enéchec
Critere du1%
Adaptee aux milieux.liquides dans les.années 8C



& THE
& STOPTB
& DEPARTMENT
&
'\.
Policy guldance on drug-susceptibility testing (DST) of second-line
(o
& antituberculosis drugs
TABLE 3.3 DS'(Qnethods and critical concentrations for first- and second-line DST
&
DRUG GR@‘* DRUG STANDARDIZED DST CRITICAL CONCENTRATIONS (pg/ml)
o(‘}- DST METHOD
O AVAILABLE Lowenstein-  Middlebrook  Middlebrook MGIT960
& Jensen® TH10? TH11?
4
<<
«0\} Group 1 Isoniazid Solid, liquid 0.2 b\ 0.2 0.2 0.1
& Firstline oral anti-TB agents Rifampicin® Solid, liquid %& 1.0 1.0 1.0
Q}*\Q' Ethambutol® Solid, liquid 5.0 7.5 5.0
*e, Pyrazinamide Liquid \\Q, 100.0
> &v '-Q
Group 2 Streptomycin® Solid, liquid 4.0 2.0 2.0 1.0 ((\
Injectable anti-TB agents Kanamycin Solid, liquid < 30.0 5.0 6.0 2.5 ’-\}00
Amikacin Solid, quuidée’ 30.0 4.0 - 1.0 b&)
Capreomycin Solid, Iqu'ih 40.0 4.0 - 2.5 ng
e
Group 3 Ofloxacin® S@ﬁ)llqmd 4.0 2.0 2.0 2.0&@
Fluoroquinolones Levofloxacin e’@olld liquid - 1.0 - I@
Moxifloxacing \"2} Solid, liquid - 0.5/2.0 - @%72.0
Gatifloxacin"  £Q Solid - 1.0 - & (9?}
Fay f
B o <&
Group 4! Eth|onam$\ Solid, liquid 40.0 5.0 10‘0.@\ 5.0
Oral bacteriostatic second-line Prothiqﬁﬁnide Solid, liquid 40.0 - é)b 2.5
anti-TB agents Cysgsfaerine Solid 30.0 ; &o\)-
(,&ra—aminosalicylic acid Solid, liquid 1.0 2.0 Q\?’ 8.0 4.0

Recommandations internationzies

1 concentration par antibiotique
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res Iswn ce 1 969 Advances in Techniques of Testing Mycobacterial

Drug Sensitivity, and the Use of Sensitivity Tests

Q@ in Tuberculosis Control Programmes
Drug fﬁi%}ﬁ'lﬂﬂ may be defined in baﬂtﬂfiﬂ]ﬂgiml G. CANETT],! WALLACE FOX,! A. KHOMENKO? H. T. MAHLER ¢
terms or @*&hﬂ light of the probable response of the N. K. MENON,* D. A. MITCHISON,* N. RIST! & N. A. SMELEV 7

patlentqtﬁ chemotherapy with the drug concerned.

As |§§s difficult to establish a precise clinical defini-

tidf? of resistance, a definition in purely bacteriologi-

& | terms has been adopted for the purposes of this

{e,‘o paper. The following statement (Mitchison, 1962) is
> considered to be adequate:

“ Resistance is defined as a decrease in sensitivity of
sufficient degree to be reasonably certain that the strain &

it ireebubimridhivbvere SRl Une reduction deefficacite
s & clinique pourtait survesiir

Such a definition assumes that the vagiation in
sensitivity of sensitive strains to anyQne of the
antibacterial drugs is small. (It dogs’not apply to
thioacetazone, since natural resi ce to this drug
occurs in a high proportion of ggrains obtained from
certain regions of the wurlcb*?l‘ homas et al., 1961;
Rist, 1968; Mitchison dﬁ.’len, to be published).)
For most of the anti ulosis drugs, there is
evidence that a diggkhished clinical response may
occur when resisgdrice in the above-mentioned bac-
“teriological sen€ is demonstrated in the laboratory.




Eya‘é’i'uation quantitative

e
AN
N

& . e
¥ We consider that the best type of sensitivity test
<« is a fully quantitative determination in which the

< - :
& proportion of organisms capable of growth on
ob\‘-‘(’ medium containing a wide range of drug concen-
& trations is known. This type of test would provide full
/\0&6 information both on the degree of thqéfésistance and
& on the proportion of resistant nrgagﬁms at each drug

concentration. However, since giich a test requires
= large amounts of medium an@"?l‘s time-consuming, it
cannot be recommended (Qa%% a routine procedure. &
It will be appreciated ghat each of the foregoing X
methods is a cumprq;;ﬁci\se in which one or other of
the assessments of Phe results of a test is given the ¥
greatest pmmingﬂ%e. A fully quantitative test should

be employe @%enever the circumstances permit, "
: & <







Heteroraslstance et fluoroquinolones :
& données CNR

. Bern@ﬁf AAC 2015
53%05 souches recues au CNR entre 2007 et 2012
&‘1 Séquencage gyrA et gyrB

«°°

. '\@z'

& —> 5 faux négatifs du séquencage
Qb 2
- 9 souches avec pourcentage de‘mutants
il [ss50fos [T0ofioR " ‘ ,
A résistants-< ou =a 25% :
UL G L& - 4 souches avec substitutions trouvées

Substitutions GyrB 14 ' par.séquencages des mutants R
Pas de substitution 505 ]

& >héteroresistance
.\59@& N
o"&o ’19’\33/\
o &
ol o



Heteroremstan,@e et fluoroquinolones : modeélisation

Inoculation Trgﬁ:%ment
M. tuberculosis Lg%floxacme 10
P 200mg/kg

M1, M2, M3, M4, M5, M6

souris sacrifiées chaque mois traité

l

L

v

oy
i\

L

+ 1 groupe témoin non

Objectifs

P
1295 A\
)]

x<'
5«0 Culture 4 semaines a 37°C @&& Comparaison des
& Q "y ,
& 7 & différentes méthodes
< % &é\e’ phénotypiques !
&e& ’00(\\
5&'
Méthode des proportions PQﬁsequence QRDR _
LJ + ofloxacine 2 mg/L, de gyrA, gyrB Comparalsqa*des
moxifloxacine 0.5; 1; 2 mg/L @Q meth()?])es
S pherLetyplques et
sans ATB ' gbnotyplques
0 "oo
0 v NQ.;K
avec ATB '} > — =
' ® PCRIséquence( QR\DR Corrélation génotype/
v " de gyrA, gyr® niveau de résistance
Subc@e des clones résistants I, 9
© " (5 max par milieu) mesure de CMI




Evolution d%ﬁ zpopulation résistante dans le temps

<
()
NoszrQe d'UFC poussant sur milieu avec et sans FQ
& en fonction des mois
N .
&8 —— & *UFCtotales
€ 2 : 2 g * L
-] 69 - ) —_— =5 O ™
S o $ : 8 g 4
{e"e 2 g 1% N {&@,‘?' 4 UFC sur oflo 2 mg/L
N = & R
P i (\6‘
5 | o A A ® A —moyenne UFC totales \&;\0
- _— & S
) _ &OQ L Q,Q(o
0 1 5 3 oggb 4 5 6 —moyenne UFC sur oflo 2 @971-
\\
J ©
Mois de g@itement o
X2

<
\\Q/
8 2




Diagnostic de"hétérorésistance (méthodes génotypiques)

\\21
&0
>

Souris avgé’%ne population résistante >1% (substitution dans
GyrA@‘ﬁbtenu par séquencage de la culture primaire)

&
<<
<& Méthode des
& .
‘ c=5;,;:‘ proportions,
. % mutants R: LJ + MOX 0,5mg/L

hétérorésistantes



Quelles performagces des tests génotypiques en cas de
Q,c,ﬁopulatlon hétérogene?

<
N
&Q’

. Zetola, JCMQZOM
— Xp%\t;&‘R/ITB/RIF détecte
@Q' Toutes les souches RIF-R si résistance homogene

<<

<"« Lamoitié des souches RIF-R si population reglstante 90 & 99% de la population

éﬁc, totale &
"‘ * Aucune souche RIF-R si si populatloqﬂ%&stante <90% de la population totale &
— Hetéerorésistance non détectée = facteuhé‘de mauvais pronostic 2}\;ﬁ»\"(\
« Folkvardsen, JCM 2013 8@"{\ @Q‘o
— MTBDRplus détecte 1/5 souch&s R-INH si 1% de la population (mais mleu&Qﬁbe
séquengage) (\o“" k.é,@“




Heterogen

+ Metcalfe, AIRCCI2D17

— Technique M@g pour détecter variants
minoritai

. t}\\Bgitxectés chez 20/25 non détectés
<< par Sanger
O\s@k » Concordance Sanger et NGS
dépend d’héterogenéité :

— 77% (n=53/69) si résistance

5-95% population totale
— 5%(n=3/66) sirésistance

<5% populations totale

Metcalfe, AAC 2017
— Repiquages in vitro modifient
la diversité allélique

— Disparition de variants

"
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Ay

eite et NGS

O]

R_2934
X_125
R_162
X_130
X_100

R_3315

X 9
X_148
X 4

R 3271

R_3720%
X_124
X_105
X_113

R_2654

R_3275
X_160

XDR

MDR/SLI

R_2652%

R_3658

R_3731
X6 [

N

henotypic DST

pe)
hos

MDR/FQ G//

Isolaty Identifier

R_4849%
R_4956
R_4387
R_5650

Y

RIF mono

—  Apparition de variagt§™

NGS éclaire urs complexité amettre

en lurviiere de la clinique

R_4370
R_4271
R_3486
R 5491

N

F

SLI

Resistance-associated variant
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Heté‘rogenelte conclusion 1

\\@é’
&6
* Lenteur d@ef‘é selectlon de mutants résistants — coexistence de bacilles

enS|bI§§ et résistants
> lﬁTeret de la méthode des proportions

e@"_ Tests génotypiques actuels limités &.\&‘
A
— Souches en culture = reflet déformé, &% 1a situation in vivo

& &
— Techniques NGS? & &
4 u u . 0(\ &0
| Acorreler avec la clinique & &
N ,\o&
.&Ql 1.5
x& Q}AQ’
QQ’ x5
[ Cgé &O\
& 5
& ¥
R ,LQ\'
<0 N
Ne) o8
Q> S
N ©
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Correlatlon . genotype / niveaux de resistance

T@ﬂ”ement
Lbé\lofloxacme
] 200mglkg
,\@“ | _ N~
.\9\
S0
9 |
_ l <&
Culture 4 semaines & 37°C &
/\ Q:,Q'*\
, N
Méthode des proportions PCR/séqugé%e QRDR &
LJ + ofloxacine 2 mgl/L, de rgﬁA, gyrB &Oo
moxifloxacine 0.5; 1; 2 mg/L o“@ @m

6\

- - 5 &
O )
sans ATB @ @ ‘e’c’j@
Q,F\
&
avec ATB " B‘ ‘?'é ?".‘@, .
PCRI/séquence QRDR (>Corrélation génotype/

de gyrA, gyrB 5| niveau de résistance
Subcultured@%clones résistants kel >

(j?”
(Smax par milieu) mesure de CMI
\(j?“
oF




é}{@;’ n r u
Correlatign genotype / niveaux de resistance

e
&
e,Q{b
G§tB GyrA
) \00
K
4 486 500 538 540 543 89 90 91 94 CMI MXE
(mglL)
o o

¢ (-3'2’ @éﬂ'\‘ ﬁ

.@z . \\Qz

> Q’b&‘& N N > 4 ((: .

N V P Y &
< )
N o 2
‘\o&)é V A ,&@'
&
cC Y A TEA G S\ 0,541
1 &t @-"
&L 6&’
& S

- les niveaux de résistance varient en fonction des substitutions

—> Pour certaines substitutions : CMI <’concentration sérique
~ ©
s



Moxﬁlmgacme et souches mutees gyrA

* Mutation GyrAA90V : (;‘JVII moxifloxacine = 2 mg/l < pic sérique 3 mg/|
* Persistance activité &ﬁ"vwo?
— Essai dans un deeIe murin

,Qfs\
< % survie -
-.:)()9 106 - I—H—Y—I—Y—I—I—H—I—I—‘—\I—I—ﬁ—H—Q—H—Q—I—Q—H
& 50 - Groupes
& = Gfraités par
\&\, 0 4
<9 60 - dlfferentes
&’ ]
O %0 posologies de
40 - . .
] moxifloxacine

Certaines mutations génerent un niveau de resistance permettant
une activité residuelle in vivo
dependante-de-la posologie de I'antibiotique



Traitement type MDR lgcluant moxifloxacine contre souches de niveaux
de remstans% variables aux quinolones : modele murin

6%

N2
CFU (log10) &
g o
1 & A M6 M6+3

]
N ~e=H37Rv 0,25

8 - 0
;] GyBDsON 09
|
6 - & 1.9 =a=GyrA A0V 2
<
& ; 4
:?5 ) =4=GyrA D94G
& <

&
&

Fillion, AAQ;Q'TMB

Act =V|te correlée au niveau.de reastance

- Pas un-mais des niveaux de résistance



Varlablllte des niveaux de résistance

S varla\bﬂ‘ té de la réponse thérapeutique
Chien, AAC, 29;4%

- Traltemént TB MDR
- NQS@?( dose non précisée

@81 patients

«0 b\
& MXF CMI< 0,5mglL MXF CMI 1-2mglL. MXF CMI >2mg/L
1 @ I

<
*ef’ 9 MFX (+}

A B

= 0B

Probability of cullure-commarsion, %
(=] o -

HHHHHHH

Reponse thérapeutique corrélee au niveau de resistance

a'la‘moxifloxacine
OMS propose une-seconde CC.a2 mg/L (= catégorie « | »)



Activite in vivo de fluoroquinolones contre mutants de bas

Génotype

55 niveaux de résistance
Phénotype : CMI (ug/ml)

DRUG STANDARDIZED DST CRITICAL CONCENTRATIONS (ig/ml)
DST METHOD
GyrA GyrB lévofloxagiie moxifloxacine § « Officiellement » AVAILABLE Lovenston.  Midobrook  Middebrock  MGITo60
WT WT < ‘-@5 < 0.25 sensibles Oftoxacin’ Solid, liquid 4.0 2.0 2.0 20
WT E540A 05 Levofloxacin solid, liquid 1.0 . 15
,{_\0 : Moxifloxacine Solid, liquid 0.5/2.0 ; 0.5/2.0
WT A543V s.)(" Gatifloxacin” Solid

1.0

Posologie équivalente chez 'homme Q&

3 Des mutants GyrB avec CMI
750 1000 400 2500 i .
2 S classées « S » réduisent

l'activité des quinolones in vivo g

H37Rv O
R

m E540A <

m A543V

diagnostic phénotypique
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Isonia(giﬂe, bas niveaux de résistance

R

o

+ Schéh JAC 2009
b\')

. 210

3 | B Wild-type B INH-resistant XPACTEC460 S, THIOR | I INH
<0 R\
VO (a) 30 & C g
& Breakpoint xS / Pic sérique
& 45 S
1 &S _ 0.2mg/L
W\ = W
] 40 = 2.
- & <
= & / &
35 = - &
b e S 'S x>
= = Y — (2 )
Z 30 == & S
2 H H & / ©
ey H \o Q
1 - N,
2. == / &
£ = o
15 = 2 AQ’
= o
U_ —1 [}
10 == &7
& B E gl \
\\Q/ H .s\{':
5 ¢ = = o)
.,:Qf’ = H ¥ c)b
0 ,\(f% = = T — T N
86%8 0.015 0.03 0.06 0.125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 1@ 256 512
R MIC (mg/L) D
()

Variabilité des niveaux-de résistarnce

L'isoniazide pourrait étre’toujours actif eontre certains mutantsde bas niveau
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Isoniazide : correlation genotype/phénotype
N
%6
R
o
<
* Brgssier, [JTLD 2009
O
° ﬁJ Table 1 Sequencing data and drug resistance phenotypes for
A\ the 95 INH-resistant M. tuberculosis isolates analysed by the T
e’ .
«0&' MTBDR plus assay *S\" Isoniazide
& Strains exhibiteg Concentrations critiques
?}‘5 INH resistaafe
ol Sequencing data for katG (5315), inhA and pherlqg%e
,* the fabG-inhA regulatory region L {.\fr\‘ iy
ow i *
katG fabG-inhA leveg® High level” MGIT 0,1-04 &
(S315) inhA regulatory region 2 H1 H10 . O‘Q‘
N O
S315T  wt Wit &3 a2 4 LJ 02-1-10 b&’
S315T wt =15 C—=T . OQ 3 7 ©
S315T  wt -8 T-C o 1 @Q
S315T  wt ~102G—A ¥ 1 <%
S315T  wt ~47 G—C Q@ 1 <0
S315N wt Wit & o
wt wt -15 C=¥ 11 2 W
wt wt 715% T;-102 G>A 1 L&
wt SOAA iS5 CoT 4 &
wt soan  F 3 &
wt wt , @TWi 68 1+ 3 ©
& 5

*H1, resistané\&ﬁb = 1 but <10 mg/l; H10, resistance to =10 mg/l. &0\)

mutants katG = haut niveau mutants /1A = basiveau
définitions MGIT et LJ different




Comblnalsonyd antibiotiques contre des souches
“résistantes a I'isoniazide
« Chien, @ﬁm 2015

. 39&%5 Taiwan
M°GIT et LJ, CC: 0,2 et 1 mg/L

«0
15
<
CDQ::\
& (a)
> 1.0m "Q
&
0.8 [ . 0(\
§ X
i (8}
: N
{.. N
“ 4
I% w 0&
**1 Log-rank ttin.Q ** Log-rank test A0
P=0694e P=0.746 e
1.0+ 0. (.\
5 «ke 2 T8 Ey ' ' .e:,?z
<

o -y
(\\e’ .s\{':

Pas en faveui d’'une activité contre des sauches de bas

niveau de résistance




Modgliéatlon CMI et Posologie

@

Lajaﬁde AAC, 2015
ﬁ?lodellsahon d'EBA | . L

* )\
°
o -

Sltf@\}\

sis density

o
/"O—X
\
P s

Ib

Decline in M. tube

%

%

ga 0q 0Oq

(log,,CFU/mL/day)
(log,,CFU/mL

3 3

Decline in M. tuberculosis den

N

L'impact né-gtif d'une? de CMkpourrait étre compense
par une 1 deposologie



Ut essai randomisé

%
* Katiyar, |JTE“B 2008 _ Gowe
e Essai [aﬁdom|se INH MIC, mg/l, n (%) 1 i ’
=0.1-<0.2 8(19.1) 7(17.5) 7(17.1)
+ Indg123 patients < zma uma 2
«cﬁaltement TB MDR &
t.“ X

Posologie INH Délai médian
(mg/kg) d’obtention d’une
culture négative
(mois)

o @

ws PN Peripheral neuropathy . &

W= HPHepatotoxicity 500
¥
&
ef

Study Group Ko\

EN

No. developing toxicity

o =2 N W

16-18 mg/kg d’INH‘ reduit le.délai de négativation des cultures chez 1B MDR

| Augmentation fréquence neurcpathie
~as de distinction entre bas.et haut niveau de résistance



Heteregeneite : conclusion 2

* Niveaux dé“ resistance d’'impact variable sur I'efficacite
des auetfblothues

— AﬁCepter de passer du noir et blang aux nuances de gris

\\
e}
:




Relgtion genotype-phenotype :
\\e‘l”exemple de la bédaquiline

"b

¢ 6% des&%ouches MDR mutées e PR
RVWB / / ;
,\oﬁMIs bédaquiline MICs | P
< _hautes(>024 mg/L,n = 8) .
— normales (0.03-0.24 mg/L, n = @""I)

— Basses (<0.03mg/L, n = agf

vlgefras JAC, 2017




A Likelihood of Relaps

e in Isoniazid Group (Validation Cohort)

" 6\\'9 r r yun Undefined

Y a-t-il de |'Heterogeneite o - :
parmi les gouches sensibles? ;- e
e 5 201 12 =

00‘? { lz: g ofl o EZ

& & & P Q@:» RN
@b angeli, NEJM 2018

S\@B LkIho:odif'R I:szl erzl:; up (Validation Cohort) o

Impact des CMIs de &0 ;;
& E | 5.0 §
souches sensibles surle - /N
Q : : 40 3

' & I Do &°
risque de rechute K 2 (97 é@b@

) Q ':fm: Mlc;:giml)ﬁ ‘:&@&Q;

Corrélation entre risqus de rechute et It et

. © @ . ) c 0.063- @ O Cur
CMI isoniazide ou rifampicine OF -@‘% Lo

de soucties sensibles fe e
‘ EPOSE I
(‘i})@ Q.@é’ céé’ Q.é"i’ Qs?’l” Qc.s‘:“ Q@‘Q’ @é’

Isoniazid MIC {ug/ml)
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< Conclusion

(«.
>
e

@
. Hetngbgeneﬂe double

GQL Mélange de bacilles de génotypes différents chez un méme patient

,\0\;@’ (sensibles et résistants) &
Q}q@f’ — Parmi les bacilles dits résistants ou senS|bLe§ variabilité des CMIs des
)
& souches @*‘?’
’2}‘\.
@“’Q

'@

* Avec impact variable sur [ ef&e%\c:lte du traitement

,\o
Q
@

«*e'
* Laplace exacte des, tésts génotypiques et phénotypiques Q@ur
evaluer ces heterca@eneltes reste a etablir &
8‘0 6&/\0
/\0\3" %’L
G ¢
WD o
P
Q§J

©



