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Résistance de bas niveau : Définition

 Identification d’un gène ou d’une protéine connu(e) 
comme étant habituellement responsable d’une 
résistance à un ou plusieurs antibiotiques

 Absence de phénotype associé :

 Apparente sensibilité aux antibiotiques censés être 
la cible de la résistance

 Absence de détection d’une activité hydrolytique 
(ex: β-lactamase)

ET
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Résistance aux quinolones
Mécanisme de résistance

Correia et al., Journal of Medical Microbiology 2017;66:551–559



Résistance aux quinolones
Résistance chromosomique

 Chez les entérobactéries, les résistances chromosomiques sont
souvent multiples résistance de haut niveau.

 Augmentation graduelle du niveau de résistance en fonction du
nombre de mutations dans gyrA, gyrB, parC et parE

Sauvage

NAL PEF CIP

1 mutation dans GyrA + 1 dans ParC

NAL PEF CIP

1 mutation dans GyrA

NAL PEF CIP

2 mutations dans GyrA + 1 dans ParC

NAL PEF CIP



 Les protéines Qnr sont responsables de :
- Résistance à l’acide nalidixique ( MICs 2-8)
- Sensibilité diminuée aux fluoroquinolones ( MICs 4-128)

Résistance aux quinolones
Qnr : Résistance de bas niveau

E. coli BM13 E. coli Tc qnrA1+

NAL

CIP

OFX

CIPOFX

NAL

D’après Soussy, in L’Antibiogramme 2006



Robicsek et al., Nat Med 2006

2-4 4

Résistance aux quinolones
Résistance plasmidique AAC-(6’)-Ib-cr

Résistance de bas niveau pour 
les fluoroquinolones possédant 
une groupement piperazinyl non 
substitué (Norfloxacine et 
Ciprofloxacine)

AAC(6’)-Ib avec 2 susbtitutions (Trp102Arg, Asp179Tyr) AAC(6’)-Ib-cr

NAL NOR LEV CIP



Résistance aux quinolones
Impact cliniques des résistances plasmidiques de 

bas niveau

 Qnr et AAC-(6’)-Ib-cr
augmentation de la concentration 
prévenant le risque d’apparition 
de mutant d’un facteur 10 
Risque accru de sélection de 
mutants possédant de haut 
niveaux de résistance

Robicsek et al., Lancet Infect Dis 2006; 6:329-340
Rodriguez-Martinez et al., Clin Microbiol Infect 2008; 14:691-697
Allou et al., Antimicrob Agents Chemother 2009; 53:4292-4297
Jakobsen et al., J Antimicrob Chemother 2012; 67:2438-2444

 3 modèles expérimentaux de souris (souches Qnr +):

 Pneumonia: Difference de survie (100% vs. 53.3%)
 UTI: Diminution de l’activité bactéricide de la Ciprofloxacine (similiaire à un

mutant gyrA)



Les carbapénèmases de type OXA-48
Résistance de bas niveau (sensibilité) aux carbapénèmes

Les CMI parfois très basses pour les carbapénèmes (0,38 mg/L pour 
l’ertapénème et 0,25 mg /L pour l’imipénème, dans le cas présent)

Gauthier L et al. Feuillet de Biologie n°33, 2016



Les carbapénèmases de type OXA-48
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

modèle murin d’infection péritonéale

100 % de létalité avec un traitement par carbapénème malgré 
l’apparente sensibilité de la souche (CMI imipénème = 0,50 mg/L)



Les carbapénèmases de type OXA-48
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

modèle murin d’infection péritonéale



Les carbapénèmases de type OXA-48
Impact clinique de cette résistance de bas niveau

 Carbapénème en monotherapie : Taux de succès variable de 0% à
66%

 Meropénème et imipénème : seuls carbapénèmes utilisés en
monotherapies

 6 patients traités par un carbapénème (IMP, MEM ou DOR) +/- colistine
 4 décès



Les carbapénèmases
Impact clinique d’une résistance de bas niveau

 Effet inoculum (CMI meropenem avec un inoculum à 105 ou 
106 vs standard 104)

 CMB/CMI Imipénème et méropénème

Evaluation sur 32 K. pneumoniae (9 CTX-M, 9 KPC, 12 OXA-48, 2 
VIM) possédant des CMI borderline aux carbapénèmes de : 



CTX-M

KPC

OXA-48

VIM

Les carbapénèmases



CTX-M

KPC

OXA-48

VIM

Les carbapénèmases
 Effet inoculum



CTX-M

KPC

OXA-48

VIM

CMB/CMI ≥ 4

Les carbapénèmases
 Effet inoculum et  CMB/CMI
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OXA-244
Résistance de bas niveau à la témocilline Difficultés diagnostiques

Isolates Origin
Susceptibility

Carba NP 
test

RAPIDEC®

Carba NP

MALDI-TOF 
MS 

hydrolysis
assay

IMP
(mg/L)

MEM
(mg/L)

ETP
(mg/L)

TEM
(mg/L)

MOX
(mm)

86J1 Egypt 0.5 0.5 2 >1024 7 + + +

62D3 unknown 0.38 0.38 1 128 21 + + +

69E6 unknown 0.25 0.38 3 128 20 +/- + +

78B5 unknown 0.38 0.5 3 256 21 + + +

35J9 France 0.5 0.75 2 96 21 - +/- -

73G4 Egypt 0.25 0.19 0.75 128 20 + + +

85H4 Egypt 0.38 0.25 2 384 20 +/- +/- -

 OXA-244 = mutant ponctuel de OXA-48 (Arg214Gln)

 Activité hydrolytique : carbapénèmes et témocilline
OXA-244 <<< OXA-48 Potron et al. IJAA 2016

OXA-48 OXA-244



OXA-244
Résistance de bas niveau à la témocilline Difficultés diagnostiques

Isolates Origin
Susceptibility

Carba NP 
test

RAPIDEC®

Carba NP

MALDI-TOF 
MS 

hydrolysis
assay

ChromID® 

ESBL

ChromID® CARBA SMART 
(ChromID®OXA-48 | 
ChromID® CARBA)IMP

(mg/L)
MEM

(mg/L)
ETP

(mg/L)
TEM

(mg/L)
MOX
(mm)

86J1 Egypt 0.5 0.5 2 >1024 7 + + + + + | -

62D3 unknown 0.38 0.38 1 128 21 + + + + - | -

69E6 unknown 0.25 0.38 3 128 20 +/- + + + - | -

78B5 unknown 0.38 0.5 3 256 21 + + + + - | -

35J9 France 0.5 0.75 2 96 21 - +/- - + - | -

73G4 Egypt 0.25 0.19 0.75 128 20 + + + + - | -

85H4 Egypt 0.38 0.25 2 384 20 +/- +/- - + - | -

 OXA-244 = mutant ponctuel de OXA-48 (Arg214Gln)

 Activité hydrolytique : carbapénèmes et témocilline
OXA-244 <<< OXA-48 Potron et al. IJAA 2016

ChromID® CARBA SMART 

Carba OXA

OXA-48 OXA-244
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Hétérorésistance
Définition

Au sein d’une population bactérienne isogénique,
plusieurs sous-populations présentent une
sensibilité différente à un antibiotique



Hétérorésistance
Méthodes de détection

 Diffusion en milieu solide : E-test ou disque 

= Méthode de screening à confirmer par Population 
Analysis Profiling (PAP)
Présence de colonies dans la zone d’inhibition

 Population Analysis Profiling (PAP)

= Quantification  de la culture bactérienne avec 
différentes concentrations d’antibiotique

- Comptage des CFU
- Concentrations croissantes d’ATB (2x)

 CMI en milieu liquide (microdilution)

CMI non reproductibles
Présence de saut (« skip well »)

Non applicable 
en routine



Hétérorésistance = La concentration d’antibiotique 
inhibant complètement de la croissance bactérienne est 

> 8 fois à la plus petite concentration non inhibitrice

Hétérorésistance
PAP = méthode de référence
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Controverse sur les mécanismes à considérés 
comme responsables d’hétérorésistance

 Les mécanismes de résistance stables

 Les mécanismes de résistance instables

repiquage

repiquage



Controverse sur les mécanismes à considérer 
comme responsables d’hétérorésistance

 Les mécanismes de résistance stables

 Les mécanismes de résistance instables

repiquage

repiquage Hétérorésistance
+++

Mutants +++
Hétérorésistance

???
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« Hétérorésistance» stable
Exemple 1

 Mutation ampD chez les entérobactérie du group III (fréquence 10-

4 à 10-6)  « hétérorésistance » aux β-lactamines

Enterobacter cloacae complexe

TZP PIP TIC AMX

ETP TCC CAZ FOX

TEM IMP AMC CTX

CAZ MEM ATM FEP

MEC C/T



 Mutants d’imperméabilité (porines)  « hétérorésistance » aux 
aux carbapénèmes

« Hétérorésistance» stable
Exemple 2

• Hétérorésistance = ΔompK36
• Fréquence mutation = 5,5 . 10-6

• CMIinitiale= 1 mg/L
• CMImax PAP = 4 mg/L
• Fréquence mutation = 1,25 . 10-8 à 

7,0 . 10-7 

X4 ???
définition



 Résistance à la colistine sous traitement

 Mutation des gènes pmrA/pmrB ou phoP/phoQ

Kp75 (hétérorésistante) = Population mixte 
de deux mutants Kp75b et Kp75a

phoP
mutant

phoP
mutant 
inactivé 

« Hétérorésistance» stable
Exemple 3



« Hétérorésistance» stable
Impact clinique

Risque de sélectionner sous
traitement la population
bactérienne la plus résistante (=
le mutant)

Avant

Après

21 jours

de traitement

imipénème

ETP

IMP

ETP

IMP



Hétérorésistance au mécillinam
Impact clinique nul

 Forte fréquence de mutants : 10-8 à 2.10-5

 Gènes impliqués dans :
• Chaine respi., ribosome, tRNA synthetase, métabo. phosphate  Fitness  Impact clinique 
• Voie de synthèse de la Cystéine (ex: cysB)  Résistance stable
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« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 1 : K. pneumoniae KPC

 Toutes les souche de K. pneumoniae KPC + 
possèdent un phénotype d’hétérorésistance
aux β-lactamines

 Surtout visible pour les carbapénèmes



 Encore plus visible avec un inoculum augmenté

104 CFU/ml 105 CFU/ml
106 CFU/ml 107 CFU/ml

« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 1 : K. pneumoniae KPC

 Toutes les souche de K. pneumoniae KPC + 
possèdent un phénotype d’hétérorésistance
aux β-lactamines

 Surtout visible pour les carbapénèmes



« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 1 : K. pneumoniae KPC

R1 R2 R3 R4

 Phénotype reproductible

 Souches strictement isogéniques (pas de mutation additionnelle)

 Phénotype encore inexpliqué



« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 2 : Serratia marcescens et colisitine

Effet particulièrement prononcer sur les souches 
hétérorésistantes (Serratia, Enterobacter)



« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 2 : Serratia marcescens et colisitine

CCCP = découplant de la 
phosphorylation 
oxydative inhibition 
gradient H+ 

PABN = Compétition / 
inhibition de l’interaction 
du substrat avec la 
pompe à efflux 
+ perméabilisation 
membrane externe

Venter et al. Frontiers Microbiol. 2015

CCCP (cyanide 3-chlorophenylhydrazone) et PABN (phenyl-arginine-β-
naphthylamide) = inhibiteurs pompe d’efflux de type RND (Resistance Nodulation 
Cell Division)



 Hypothèse pour les souches d’Enterobacter cloacae ou Enterobacter aerogenes
hétérorésistantes à la colistine : AcrAB-TolC ?

 Hypothèses pour S. marcescens:

• SdeAB-HasF (Homologue AcrAB-TolC chez S. marcescens) jouerait un rôle 
prépondérant dans l’hétérorésistance à la colistine et ne serait pas inhibé 
par PABN ?

• CCCP = découplant de la phosphorylation oxydative  inhib. gradient 
H+  Restauration charge négative membranaire  Resensibilisation
de la colistine

Type de germe

Restauration de la sensibilité à 
la colistine

CCCP PABN

Enterobacter hétéroresistant +++ ++

Serratia marcescens +++ -

« Vraie » Hétérorésistance instable
Exemple 2 : Serratia marcescens et colisitine
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Atlantibacter hermannii VIM-1

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L

Carba NP test négatif

IMP

MEM

ETP

« Résistance » de « très » bas niveau

Unpublished data
D. Girlich, R.A. Bonnin, L. Dortet, T. Naas. ECCMID 2017



Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii

Transformants du 
plasmide naturel 

incA/C blaVIM-1 positif

E. coli Enterobacter cloacae



Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii

E. coli Enterobacter cloacae

1 copie du plasmide
1 copie blaVIM-1

3 copies du plasmide
3 copies blaVIM-1

3 copies du plasmide
3 copies blaVIM-1

+
Imperméabilité

Transformants du 
plasmide naturel 

incA/C blaVIM-1 positif



Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii Atlantibacter hermannii

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L

Imipenem = 1.5 mg/L
Ertapenem 0.5 mg/L
Meropenem = 0.75 mg/L

repeated 
cultures with 

growing 
concentrations 

of imipenem
from 0.5 mg/L 

to 10 mg/L



Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii Atlantibacter hermannii

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L

Imipenem = 1.5 mg/L
Ertapenem 0.5 mg/L
Meropenem = 0.75 mg/L

repeated 
cultures with 

growing 
concentrations 

of imipenem
from 0.5 mg/L 

to 10 mg/L
1 copie du plasmide

1 copie blaVIM-1

0.5 copie du plasmide
10 copies blaVIM-1

Hétéroresistance

Amplification 
chromosomique par 

duplication



Atlantibacter hermannii VIM-1

Atlantibacter hermannii Atlantibacter hermannii

Imipenem = 0.5 mg/L
Ertapenem 0.19 mg/L
Meropenem = 0.19 mg/L

Imipenem = 1.5 mg/L
Ertapenem 0.5 mg/L
Meropenem = 0.75 mg/L

repeated 
cultures with 

growing 
concentrations 

of imipenem
from 0.5 mg/L 

to 10 mg/L
1 copie du plasmide

1 copie blaVIM-1

0.5 copie du plasmide
10 copies blaVIM-1

Phénotype
instable

Hétéroresistance

Amplification 
chromosomique par 

duplication



CONCLUSIONS

 Résistance de bas niveau et hétérorésistance ne sont 
pas des mythes

 Problème de définition de l’hétérorésistance

 Problème d’identification en routine

Mécanisme de l’hétérorésistance « vraie » non élucidé

 Impact clinique et diagnostic :

 R de bas niveau :  Risque de sélection de souches plus 
résistantes par des mécanismes additionnels 

 R de bas niveau : Risque de mauvaise détection
 Hétérorésistance « vraie » ???
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