A0

S 4 RICAl 2018

¢
@rﬁ,‘.ﬁ \ Sgzme iEunior lgfizccliseiolisizlics
\e\\@ cla Criignioindragla Anil-lrifgetzstuss
Q»Q’b(\'
&
Strategles 2018 de detection des bacteries
N

«0°

< multirésistantes a Gmam negatif
HRésistances multiples aﬂx aminoglycosidess

Q‘o
Ca
,\Oo@ ‘\O&’
b"é ;
Pr. Béatrice Bercot, &Q 17 Décemnbre 2018

Hépital St Louis, Université Parigsiderot
Equipe IAME EVREST, UMR1137

@(’
:\ &6"@ i '\’q;\o Hopitaux Universitaires
me o PARIS & { % UARIBOISIERE
B o :DIDEROT ¢ UM ieion



. ‘i
SiSarriz FEuriior) Interdlsc;lplmalre
cla Criirnloindrziols Anil-lrifgetisiss

/\0& t& &
Q; &
Nom quonferenC|er Pr Béatrice Berco% “Paris &
8\6‘ (‘}6 .00(5'%6\
IZ,fe n'ai pas de lien d’intérét potenctfel a déclarer &
\ c'}}c Q,Q‘\
@Q@ @Q&& &
<& c\‘z""
.ea,:\o ‘,&f’e
@“‘é ‘,&"’{“
& &0\}
© Ky
& S
\"9'& ©®(J
&



y 4

L Aminoglygdsides : structure, action
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« Traitement des i@&éctions a Gram - en combinaison avec des p-lactamines
o
6{\'
AN
* Molécules Q&ubstltuees en position 4-6 ou 4-5 par dgs groupements glucosidiques <
/\0 be \Qfé’
e c.,e(‘\ L . Pfﬂan&fhycm group .' RQI Kanamyein A -2:4 Q—%H -'F;IH 'j:
Utiliség"en clinique humaine +++ N - e i e (ﬁﬂf pralie
b ’ e, e iemcmm > -MHz - :
63*L disubstituée 2-deoxystreptamines : e Erﬁ.hkig@" i oH PH X
(\ Arbekagy -MHz -H -H -X
Q
O \kanamycme gentamicine, tobramycme, & O &e& N -
L=l micin-group 8
©  amikacine, netilmicine &@Q Gentamicin & K N
P » T . 4 g© GentamioinC;  -NHCHs CHs
& %1' "’ENE - Z ) kRJ Gentamicin C,, -MHz -H
» Disubstituées en 4-5 : Néomycine ég}h\ T 0% ; 56%?& Gentamicin C;  -NH2 -CH3
S MH3 3
*  Groupe streptidines : Streptomycg@ (1944) N e 3 é"o
Isepar‘r_‘n-?.ln ’_19'\,
+  Monosubstituée 2- deoxystre%géhmes S Q@*
Apramycine (vétérinaire ++% ©
<2§J Doi et al, Infect dis Clin North Am 2016; 30:523-37
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A & g hE plazomicin Plazomicine : disubstituée en position
— N,&)é‘c’ =T 4.6 — 2-deoxystreptamines
2 2 1 . . g .
%fm, s ?,o ‘l/’\/\ Phase 3, active sur enzyme modifiant =~ &*
ST 3 les aminosides sauf sur méthylase et &
&)
S f \{;@‘ aac(2)-1 (Providencia) _@\e@
NH Qé&
<
&
A =OH &
HO~ L2 oé\
NH HO Q » NH
> 4 2 HaN 1R 4 2
c:m.,t\m2 H,N F o NH,
_-© 5 OH OH
: : Q}s
spectinomycin sog=uk  &o {é’ A
<&
paromomycin 6§Q\methyl-5"-amino-ribosylparomamine
N
)
. x &
Actif sur gonocoque ’\°° 4.5 — dlsubstltueecvﬁ’ deoxystreptamines
hyperexprimant pompe e@iﬁ’l (analogue neomcine)
Rv1258C q}g
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Pénétration antibiotiqe : mécanisme de
transport actif > t@‘/‘ersée de la membrane
. &
cytoplasmique &

2 phases qui néc\egesite de I’ énergie (EPI et EPII).

15"
EPII : requi_ecr,a,ﬁ% présence d’ oxygene ce qui explique la

.......

résistancgfaturelle des anaérobies aux aminosides. &
O &

«0\)‘9 6:?500

Ng .. ) i ) .
Gible principale : ribosome (site A) flxatlorlc;éUr

@é(%ARNr 16S de la sous—unité ribosomalg«o%OS Site A
< . . , v
a\o&"b 58 Ga - 45 Domain IV
. N h -~ . &’ A 1405 & :G 7 -h
Action : Interfere sur I'élongation.de la chaine G7G 1es aingd JIEARNELI0S
)& =y
protelque (compétition avec les Ang[éﬁ"e transfert) : blocage oy~ Gﬁ 1492 49
en phase d'initiation de la traduction W gid B
P s
LU e

v
Streptomycine site fixation uniqu@z
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X < Principauxsécanismes de résistance acquis
TR chez Ies,\@bacnles a Gram negatif

6\
1. Inactivation eﬁzymathue

- N-acétylation (A”AC) Plus frequent

- 0O- Nucleotldyfatlon (ANT) @ &
- O- Phospb%rylaﬂon (APH) &_\{,\@b @\q,é’
_‘96 \\Q)@c’ Q,Q‘b{‘&
2. Elmlnutlon de I accumulation mtraceLLﬁQIalre &
«@lmlnutlon de la permeabilite membranaire (5@@ &’&0
o >~ Diminution du transport membranaire (,5@‘ &
qb@ - Efflux actif ,\o@’ \)@}
© ®Q S
&“Q} &‘gé)-

. . . <
3. Modification de la cible &
- Mutations dans les protéines nQ@%omaIes / ARNr 16S S
- Méthylation post- transcrlptlog&%”e de 'ARNr 16S \,%/\0\}

Piégeage de I’ antlblothue\o @9
RS & Moins frequent
Ra

N
©<2~
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\Qa
Peu ou aucun diamétre d’i&ﬁl‘bition

observé a tous les am@dsides
(exceptées Sm and Spem) ou CMI >

256,
<
~
&
Q
,\e
D\ep\‘istage des méthylases de
& I"ARNT 16S

"
&
.\&‘7
&0
aph(3”’)-Ia ant(3”’)-Ia aaqfﬁﬁ-fa, aph(3’)-Ia

aph(3”)-Ib N¢(3)-Ib,
?~aac(3)—fc
Q‘ aac(3)-Id

©

Diminution variable des Aucune ou légére diminution
diametres d’inhibition observée des diametres d’inhibition a
sur la sensibilité aux aminosides tous les aminosides
e}&&'
N
. X2 . &
Dépistage des e 5 { Imperméabilité ou &
communes AAC, ANY et APH hyperexpression de pompa®
5 defflux £
R
o
&
o5
N
<
6\)
\ﬁo\
\&‘$)
<0 Km® Km®
Gm® Amk®
Tob® Tob®
X Net® Net®
)
| )
!
v ,19“'
aph(3’)-VIa ant(4’)-Ila ant@') -la aac(2’)-Ia aac(3)-Ila aac(6’)-1Ib
ant(4’)-IIbW © aac(6’)-Ila¥  aac(6’)-Ia
aac(6’)-Ic
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. \Q’ Diminution variable des
Peu ou aucui diamétre d_’i&ﬁ_l"bition diameétres d’inhibition observée Aucune ou légér;c_ dil_m'_n_utio‘n
observé a tous les am@®sides D . . des diametres d’inhibition a
(exceptées Sm and Spem) ou CMI > sur la sensibilité aux aminosides tous les aminosides
256,
<
™ .
& @5{&
@Q e I '\(‘@
D\ep\‘istage des méthylases de @9" | Imperméabilité ou &
& I’ARNT 168 @'Q’ hyperexpression de pompg®
{é,e* Dépistage %@% enzymes d’efflux Q,Qé“
© , communes MC ANT et APH o
8‘0 [ Q &
\)‘9 . (QQ' _\0(\
> ] —_— S
"3 5 _—
& «— « “ \’\\&Zg\’
© St Spem! Gm® Km® & Km" Tob® Km"® Gm® A°  Km® Km®
Spem® * Sm® &?-’ Neo® Amk® Gm® TobR & Gm® Amk®
“© Amk*® # Tob® Ng Tob® Tob®
(,\'Q:’ 6{@ Nett Net®
D ‘je &
& I | o
«© ; ~
‘\0\ l | Q;\
o ¥ ¥
aph(3”’)-Ia ant(3"’)-Ia aa@fﬁﬁ-fa, aph(3’)-Ia aph(3’)-VIa ant(4’)-Ila ant@') -la aac(2’)-Ia aac(3)-Ila aac(6’)-1Ib
aph(3”)-Ib V(3)-10, ant(4)-IY ¥ aac(6’)-Ila¥  aac(6’)-Ia
\ch( 3)-Ic aac(6’)-Ic
©<z~ aac(3)-1d Bercot : non publié
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- Chaque enzym\% reconnait un substrat qu’elle modifie codée par un gene
mtnnseque@)@u acquis et transférable par l'intermédiaire de plasmides ou

genes ca»Ssettes (integron) . &
- tres fré’quent en clinique & <&
& 5 &
9,;@%"’ APH : phosphotransférase 0}\@@4, (QQ,Q%
5 & &
5 & <
<« Aminoside - OH + ATP 2 Aminoside - O - Py + ADP 0&0“\
& ,;\0(\@ Q‘Ob
\(_y\ (, ‘?}fb
o ANT nucleotldyltgé?lsferase <&
&?’ -S'?’c)-
Aminoside - @H + ATP - Aminoside - O - Pa - Aderge"slde + PPI
e"e 8‘0
& &
AAQ;, acetyltransferase \,19“'%
\(y‘

\“Rmmo&de NHz + AcétylCoA - Am|no§?§e NH - CO - CHs + CoASH
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Phénotype 'eSS

STR
STR+SPCM &
KAN 'e?{\o&z
GEN
KANZFOB+GEN
@<§+NET+GEN
(yqKAN+AMK+ISE
TOB+AMK+ISE

KAN+TOB+NET+GEN

KAN+TOB+NET+AMK

e @gbservé

N

E STR KAN TOB NET GEN AMK ISE

"de;f W OO nOnnn o

7
<

Mécanisme
aph(3”)-I, aph(6)-I1
ant(3”) : aadA &
aph(3)-1 ; aph(3)-l &
aac(3)-l &
ant(2”) : aadB (,\:e*“
aac(2) 6&0
aph(3)- VL«"'Q
ant(4;);=,.ﬁ3

aaczé%) I, aac(3)-Il,
@0(3) \Y
> aac(6)-I

©
Shaw KJ et al. Microbiol Rev 1993;57:138-163.
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Q’b
Phénotype 'e}‘SP
STR °@°° S
t:-

STR+SPCM &

&
KAN &

&
GEN
KANZFOB+GEN
T@<§+NET+GEN
(yqKAN+AMK+ISE
TOB+AMK+ISE
KAN+TOB+NET+GEN

KAN+TOB+NET+AMK S

spectre @bservé

(06
E STR KAN TOB NET GEN AMK ISE

PLA Mécanisme

aph(37)-1, aph(6)-I
ant(3”) : aadA
aph(3)-1 * ; aph(3)-Il °

&
aac(3)-l &
<

ant(2”) : aadB &

<o
e
&

aac(2’) ob"
aph(3)- VL«"'Q
ant(4 ;);rf

aa&é%) I, aac(3)-Il,
@0(3) |v

0%.,’\" aac(6)-1 *

w 0 nuo no nonnonon

Rouge : fréquemment retrouves *sous forme de génes cassettes / vert : ge@é"chromosomque

P
i

©
,P/(‘
874
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Shaw KJ et al. Microbiol Rev 1993;57:138-163.
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menzoe | spectre gbservé
&
Phenotype éeQ'I%E STR KAN TOB NET

STR & s
ISTR+SPCM & )

wn

Association d’enzymes modificatrices dans une méme bactérie
- multirésistance

Interprétation du phénotype observé difficile > génotype

ant(3”) : aadA

KAN e’\"& S ﬂ S §" S__aph(3)-1* ; aph(3)-Il_®
[GEN ;g»"’“\ S : S aac(3)-l @¢E|
KAN#JOB+GEN S S ant(2”):aadB &
T§§+NET+GEN s S aac)*
crqKAN+AMK+ISE S S aloh(3’)-Vﬂ,lz@QK
© TOB+AMK+SE S S ant(4’ i
Il, aac(3)-Il,

|KAN+TOB+NET+GEN S S M’) Y (3)- |
KAN+TOB+NET+AMK S % aac(6’) | *
STR+SPCM+ GEN ﬂaﬂﬂﬁn& "95 ant(3”)+aac(3)-
KAN+TOB+NET+AMK +aac(3)-Il

Résistances multlgfés aux aminosides
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Peu ou aucun diamétre d’i&ﬁl‘bition

observé a tous les am@dsides
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aph(3”’)-Ia ant(3”’)-Ia aaqfﬁﬁ-fa, aph(3’)-Ia

aph(3”)-Ib N¢(3)-Ib,
?~aac(3)—fc
Q‘ aac(3)-Id

©

Diminution variable des Aucune ou légére diminution
diametres d’inhibition observée des diametres d’inhibition a
sur la sensibilité aux aminosides tous les aminosides
e}&&'
N
. X2 . &
Dépistage des e 5 { Imperméabilité ou &
communes AAC, ANY et APH hyperexpression de pompa®
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N
<
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Gm® Amk®
Tob® Tob®
X Net® Net®
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1@‘1)\@ Aucune ou légere diminution
Peu ou aucun diametre d’igfibition Diminution variable des : \ ERUIR T I \
observé a tous les am@sides diametres d’inhibition observée des diametres d ll’lh%bltlon g
(exceptées Sm and Spém) ou CMI = sur la sensibilité aux aminosides tous les aminosides
256,
&
~
Q"ob A
o o I &
D\ep‘lstage des méthylases de Dépistage des enzyges \ i &
& I’ARNT 168 communes AAC. ANF et APH RV 25\6
C X
& Impermé ablllteq’bu
hyperexpressmrgbﬂ\e pompe
d’efffux
é\)
‘\ﬁo\
\)\0@%
Gm® <° Km® Km®
Tob® & Gm® Amk®
N Tob® Tob®
{@k Net® Net®
D cje} &o
B .' | ¥
XN )
<L ¥ P
S wlr v S
aph(3”’)-Ia ant(3”’)-Ia aaqfﬁﬁ-fa, aph(3’)-Ia aph(3’)-VIa ant(4’)-Ila ant@') -la aac(2’)-Ia aac(3)-Ila aac(6’)-1Ib
aph(3”)-Ib ABXCHI, ant(4)-IY ¥ aac(6)-IIa¥  aac(6’)-Ia
\ch( 3)-Ic aac(6’)-Ic
©<z~ aac(3)-1d Bercot : non publié
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e
AN
N

(\.

Diminution de Iq;ei)ermeablllte membranaire cytoplasmique

Tous les amlnos@és sont touchés
Mutation de Iaeﬁialne énergétique (E. coli)

Alteration qwtransport actif des aminosides &
4@5 {\&
tQ_:.,Q’ \Q\}Q/Qj’
&
Efﬂt‘]’x actif o
@ﬂnmpales pompes &
\> Pompes AdeABC, IJK, FGH: Acinetobacter b@‘umannn
o &
<
Pompe MexXY-OprM : Pseudomonas q@i‘%glnosa
Pompe AcrD : Escherichia coli cgz,‘o
Pompe AmrAB-OprA : Burkholderla"pseudomallel L&
Autres : YKKC/D; MdfA; YdhE : gocoll
RS RND
.-3)« MexY P, @e
\"19 AmrANG
& AcrDAE col

N
©<2~
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TABLE 1. Antibiotic susceptibility of M]gﬁ'or non-MDR A. baumannii and derivatives deleted for or overexpressing an RND efflux pump

(5‘?}‘ Isolat MDR 1 MIC (ug/ml)® for strain:
Antimicrobial agent ESiS1  BM652 (MEC  BMd66d (MBC  BMA6T9 (MEC . BM4665  BM4666  BMd6s4
BM4454 ey AIIKY* AUK) adeFGHE AUK AFGHY | BMP%  tdeapct  adellK adeFGH &
<

Ticarcillin e 8 0.75 0.75 0.75 o 8 2 16 12 <
Ceftazidime < 3 0.75 0.75 0755 & 4 3 12 2 &
Cefepime J 3 15 0.25 0.19 025 & 0.75 8 2 1 &a\
Aztreonam & 16 16 1.5 1.5 15 & 12 6 2 16 &
Imipenem " 0.25 0.25 0.125 0.25 & 0.19 0.5 0.19 0.38 F@Q'Q
Cnloramphgﬁca] 256 128 16 >256 96 >256 =256  >256 &
Erythrogat 16 8 1.5 1.5 R 6 48 3 6 4
C:g%@lycm 256 32 2 >256 & 2 >256 >256 >256 &
Te@cycline 32 8 0.75 2 &° 0.75 1.5 3 8 @Q

$hnocycline 0.75 0.75 0.064 0, g&‘* 0.064 0.064 0.125 019 @ 025

© Tigecycline 3 0.25 0.047 0.064 0.094 15 038> 038

Rifampin 2 2 2 S@ 2 2 1.5 1.5 F 4
Norfloxacin 256 64 12 49>256 12 1.5 12 L4 12
Ciprofloxacin >32 24 1.5 A7 2 0.094 05 & 038 0.38

- - 2 \ 3
AIﬂJk3t:1_[1_ 4 3 . 1.5 & L5 0.75 - 64 S 6 3
Gentamicin 16 NA NA(}@ NA NA 1 1,’;00 1.5 1
Tobramycin ] NA Nek NA NA 0.75 6\315 1 1.3
Cotrimoxazole 0064 0064 047 0.5 0.047 0094 V0125 0.25 0.75

Efflux Iz delABc\f&%AchK delABC+JK+FGH %
&

N
©<2~

Coyne et al, Antimicrob Agents Chemother, 2011;55:947-53
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TABLE 1. Antibiotic susceptibility of M]gﬁ'or non-MDR A. baumannii and derivatives deleted for or overexpressing an RND efflux pump

r?}‘

& Isolat MDR 1 MIC (ug/ml)y* for strain: Isolat MDR 2
Antimicrobial agent ESiS1  BM652 (MEC  BMd66d (MBC  BMA6T9 (MEC . BM4665  BM4666  BMd6s4
BM4454 ey AIIKY* AUK) adeFGHE AUK AFGHY | BMP  tdedBC adelIK adeFGH &
<
Ticarcillin 8”8 0.75 0.75 0.75 o 8 2 16 12 <
Ceftazidime < 3 0.75 0.75 075 A 4 3 12 2 &
Cefepime J 3 15 0.25 0.19 025 & 0.75 8 2 1 &a\
)
,[L\zlreonam S| 18 16 1.5 1.5 15 %e 12 6 2 16 &
mipenem 0.25 0.25 0.125 0.25 & 0.19 0.5 0.19 038 &
cnloramphgﬁml 256 128 16 >256 96 =256 =256  >256 &
Erythro, 16 8 1.5 1.5 R 6 48 2 6 4
CLE%@WC]H 256 32 2 >256 & 2 256 >256 >256 &.
Te@cycline 32 8 0.75 2 &° 0.75 1.5 3 8
$hnocycline 0.75 0.75 0.064 0, g&’* 0.064 0.064 0.125 019 @ 025
© Tigecycline 3 0.25 0.047 0.064 0.094 15 036 038
Rifampin 2 2 2 & 2 2 L5 1.5 ¥ 4
Norfloxacin 256 64 12 {\0‘*3»256 12 1.5 12 L4 12
Ciprofloxacin >32 24 1.5 A7 2 0.094 0.5 & 038 0.38
Amikacin 1 3 15 & 15 0.75 1 4 & 6 3
Gentamicin 16 NAX NA-@“ NA NA 1 1,’;0\‘? 1.5 |
Tobramycin fi NA N NA NA 0.75 1 1.5
Cotrimoxazole 0064 0064 047 0.5 0.047 0094 ¥ n 125 0.25 0.75
Efflux Vi deIAIi;\é f\,ﬁc%AchK delABC+JK+FGH a8 A A

&

©

Coyne et al, Antimicrob Agents Chemother, 2011;55:947-53
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\Qa
Peu ou aucun diamétre d’i&ﬁl‘bition

observé a tous les am@dsides
(exceptées Sm and Spem) ou CMI >

256,
<
~
&
Q
,\e
D\ep\‘istage des méthylases de
& I"ARNT 16S

"
&
.\&‘7
&0
aph(3”’)-Ia ant(3”’)-Ia aaqfﬁﬁ-fa, aph(3’)-Ia

aph(3”)-Ib N¢(3)-Ib,
?~aac(3)—fc
Q‘ aac(3)-Id

©

Diminution variable des Aucune ou légére diminution
diametres d’inhibition observée des diametres d’inhibition a
sur la sensibilité aux aminosides tous les aminosides
e}&&'
N
. X2 . &
Dépistage des e 5 { Imperméabilité ou &
communes AAC, ANY et APH hyperexpression de pompa®
5 defflux £
R
o
&
o5
N
<
6\)
\ﬁo\
\&‘$)
<0 Km® Km®
Gm® Amk®
Tob® Tob®
X Net® Net®
)
| )
!
v ,19“'
aph(3’)-VIa ant(4’)-Ila ant@') -la aac(2’)-Ia aac(3)-Ila aac(6’)-1Ib
ant(4’)-IIbW © aac(6’)-Ila¥  aac(6’)-Ia
aac(6’)-Ic

Bercot : non publié



X £ Algorlthm@bﬂ analyse phénotypique des isolats

RICAlI 2018

Peu ou aucun dlametrg‘a inhibition

observe a tous Jg& aminosides
(exceptées Sm qpﬁ Spem) ou CMI >

@'5‘6 mg/L
Q
&
‘@-"
<0
15"
S
¢ Dépistage des méthylases de
\
s I’ARNr 16S
RS
A0
N _
Q —
f» /
» —
o4 &
© st Spem®
Spem®™* Sm®
<
&
.\\“’
©
aph(3”’)-Ia ant(3”’)-Ia aaqfﬁﬁ-fa, aph(3’)-Ia
aph(3”)-Ib N¢(3)-Ib,
?~aac(3)—fc
©Q* aac(3)-Id

Diminution variable des
diameétres d’inhibition observée
sur la sensibilité aux aminosides

Aucune ou légére diminution
des diameétres d’inhibition a
tous les aminosides

<&

éb‘
&

s X2’ S N

Dépistage des e 5 { Imperméabilité ou &
communes AAC, ANY et APH hyperexpression de pompa®
oy Qefflux &
e R
X =&
& ¢

| s
| | ¢
! s
v ,19“'
aph(3’)-VIa ant(4’)-Ila ant@') -la aac(2’)-Ia aac(3)-Ila aac(6’)-1Ib
ant(4’)-IIbW © aac(6’)-Ila¥  aac(6’)-Ia
aac(6’)-Ic

Bercot : non publié
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SN 3. MOdIfIC@i’IOn de la cible par méthylation
POSt- traﬁfscrlptlonnelle de 'ARNr 16S

G’/

(Q‘

Méthylation de, L*?&RNr 16S au niveau du site de
liaison des am|n05|des
«0° &

Preserlybau niveau chromosomique chez Ies@e"

bactgi’les productrices d’aminosides 6@"
« ﬁctlnomycetes » &
@Q\Q bﬁo
1¢re description chez un BGN en ;6303 Gentamicin®
'\ &f-:
16 genes plasmidiques acqyﬁFs ; A&ﬂ% Streptomyces
armA, rmtA, rmtB1-B4, rmtC, rmgaﬂ-D& rmtE, rmtF1-F2, rmtG, 0\,%/\061405 +++ ;. Streptomyces
rmtH et npmA1-2 %«o &"’ et Micromonospora
Ol o°

N
&

o Doi Y et al, Infect Dis Clin North Am. 2016 Jun;30(2):523-537.
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spectreq,ﬁ)bserve
&
Spectre &@%-Z-DOS 4,6-2-DOS / 4,5-2- DOS DOS monosubstitué &
( &
Phénotype & Haut niveau de résistance Hautme\/eau de résistance e,‘a‘"&\(\
6&" Gentamicine, Tobramycine, Gemamlcme Tobramycine, Amikacine, @\\
\&,,i“‘? Amikacine, Netilmicine, N“‘etllmlcme Kanamycine, Isepamlcme@
&&5’ Kanamycine, Isépamicine, i ‘Plazomicine .006\
@3’/\0 Plazomicine (\é@@ Apramycine Néomycine 06&3‘
Y Sensible : Apramycine, b\)&" Q@Q‘

o° Néomycine & &

NEO

CMI > 256 mg/L

Expression du géne armA dans ? coli PTOPO

Streptomycine et spectlnomyﬁme non impactés
Q..

o Doi Y et al, Infect Dis Clin North Am. 2016 Jun;30(2):523-537.
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N
&
&

Résistan C@s
\OQ
b"‘&
Q
Résistance a &
haut nlveazu
auxe,
amlrw‘5|des

Associées a
d’autres

multi-résistance

©

] Infections ]

déterminants de

Diffusion

/ Portées par \6( Entourées
des plasmidese{| g’ gléments
conjugatifs & génétiques

large sp%e“tre mobiles

d’ hot@s

R IRL tnpA IRR
©

4\0

.{&'
\/ Bactéries @b

d’ mporta@%
majeurg‘en

Madaidie

Im‘éctleuse

Eﬁterobacterles
P. aeruginosa
A. baumannii

Dlssemlnqaflon mondiale parmi les l:\;ﬁcnles a Gram
negatlgﬁ "multirésistants aux antlbq»‘bthues
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Mars 2015
Souches cIinique%@}
environnem%%bﬁles

‘&@‘7.0 RmtA
¥ e RmtB-RmtB2-RmtB3-

RmtB4

RmtC

e RmtD-RmtD2

D
3y
nl,Qo

* RmtF
RmtG
¥ RmtH <0

©

Doi g@%&l, Infect Dis Clin North Am. 2016_J_un;30(2):523-537 - actualisation en 2018, F Caméléna.
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Détection des méthylases les plus fréquentes

armaA, rth rmtB, rmtC, rmtD, npmA &ﬁ”
@»\ \\e,“’f}\
Rapide; £2n &
Qe (&Q
L
Sggr%enlng simple de collection d’ mteret
rmtC 6‘75% association entre méthylase et la Qa’rbapenemase
T S ‘“‘ NDM-1 «""
”’"A&Q -Prévalence méthylase en France (@’3%) en Turquie
,\o&‘z’ (0,7%) parmi les BGN BLSE (29&0)
& o
& °
.,@{‘ o\)‘:
© ¥
Y
S >
'\ (y-
Bercot B et al, Antimicrob Ageg& Chemother. 2008;12:4526-7 ; Bercot B et al @]‘“Antlmlcroblal Chemother 2010:4:797-8 ;
Q§J Bercot, B., et al, Diagn Microbiol Infect Dis 2011;71:442-445.

©
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&
’b

140 isolats cliniques de E. col ﬁassﬁles
résistants a tous les am|n05|d¢.§£

140 souches E. coli panrésistantes

6"' 3 isolats ont &té exclus di & une a
R erreur d'identification aux amInOSIdeS (H0p|taUX Nord Pan%&
XV
137 isolats :g%fﬁ’ﬁes de E. coli classifiés q}& \\QF’C’
résistants a 1 @3 les aminosides % o2
g méthylases &
15
& ; ; . Q
x5 30 isolats étaient sensibles a au ,Q.'Z'
&0\ mOinS un aminoside fé 18 RmtB /11 ArmA /l Rth 6\
&0& (Qe, x\oo
\ e <
63’| 07 isolats étaient résistants a la (\@ o
(y\q’ gentamicine, 'amikacine et la tobramycine ?\\)(’j.\o Screenlng methylases cﬁ’]teret
& . o 3
© .' 77 isolats n'étaient pas gdSistants associer determlnatlgs"]> CMl et PCR
|PC.R |\/|U|t|p|ex ’—> haut niveau a augMmoins un &
I aminoside (CMI <285 pg/mL) Qfg}
5 <
30 isolats étaient résistants a haut niveau Q}4Q’ 665’
a tous les aminosides (CMI = 256 ug/mL) {e" c}b“
& <0
I N
o )¢
| . 4
NS L

30 isolats produisaient une va ‘ Mog;@] Int J Antimicrob Agents. 2017;1:117-118 ;
Camelena F — IAME Resistance groupe Poster PO07 Ricai 2018




> < Détection gde la resistance multiple aux
reAEE ammos;&lQeS Rapid Aminoglycoside NP test

Rapid amlnoglycogfae NP test

NaCl 3 s Détection des méthylases de 'ARNr 16S
r N

Basé sur la détggtion du métabolisme du glucose <
Formation de@ﬁetabollte orange - jaune ?

Aminoglycoside-
free \\Q'e

Evaluatg@n - 18 BGN produisant méthylases %E?T\Ir 16S

mikacin £2
éemanﬁ;‘f“n‘ / K9 & -20BGN produisant AAC, AAD APH
%«0 SN e & - 10 souches sensibles épo
’\9'\’ \o(\ ,\0
\(y\ \, KGQ
% «° Gold standart : CMI milieu liquides™
k
& Sensibilité 100%, Spécificité 9}%
& < .
e&ée Rapide < 2h &o@
"s. C:

- Test positif des que les CM‘IS a 'amikacine et la gentamicine sontg%hoerleures a 30 mg/L
Compabilité a partir de tous’mllleux interférence possible si colon@%ur drigaslski, mac conkey
Non compatible pour I@“hon fermentants : Pseudomonas et Acifetobacter

©<25 Nordmann et al, J Clin Microbiol 2017, 55:1074-9



> < Détection gde la resistance multiple aux
e amlnosL@FeS SuperAminoglycosides medium

<@

6\
SuperAmlnog;I\y(;?@\ﬁes medium Détection des Pseudomonas, Acinetobacter,
Entérobactéries résistantes aux aminosides &
- 22 BGN gfoduisant methylases ARNr 16S &
- 37 BGNprodwsantAAC ANT (AAD), APH ¢
-12 sﬁhches sensibles &
& &
3 &
.(K‘Q'Q 5}\00

é}\‘\ Gold standart : CMI milieu hqug
& Sensibilité 95%, Spécificité 96%
& 18H &

&0 o
k@

Détection des méthylases de IA%Nr 16S - Test positif dés que les CML&*a 'amikacine et a la

gentamicine sont superleur%sa 30 mg/L ~,°°«°
Intérét humains et anlma@x d?\“’@
¥ &
v
& ©

©<25 Nordmann et al, Diagn Microbiol Infect Dis 2018,91:118-22
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Détection gela résistance multiple aux
amlnosL@FeS SuperAminoglycosides medium

@
Ecouvillon rectal preenrlchlsg’e‘ment enlLB

Inoculation 10 pl

Appllcatlon sur prélevements cliniques &

e@*‘ @
\\Q;

Screeeﬂhg enfant hospitalisé en Anggra

fa{“ @‘?’

'c«»S"\Q'Q c’}\oo
20 positifs ——— 22 metlaWIases

16 Rmat/5 ArmA/L RmtC

&
'@"Q}
.,@k
S
'\0&
.\jb
O
Ra
©Q~

Poirel et al, Antimicrob. Agents Chemother 2018,62:e00021-18
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12 M4 56
TetB

bla carb-2

1
2
3 TeW TelM Tet3
4

ammos@é

&
o
zQ

Sbla-CTX-M-12 bla-DHA-I  Bla-FOX-2 1Q5htaIMP-2
)

6 bRONAY biROXY-KI  blPER
7odEl (,dh%l)(
8 ap aall\s\o agiA
9 bipd oﬂc? espC
0 sfaHll "b hiyA

S : microarray

1

11 wha N wbaO{EI_D’) TetA

ofGaH) whva [al3)VB]
@5 beMR at atd
4 DI SSpp sefA
5 ficH ifbE esth
6 prAB  lteonsHI2  RNAIII
T orpAW  mpAY  TeronsP
§ B catBs
9 Biotin dfrAl6
20 Biotin Biatin

- o ®or 203 sondes, 117 génes de résistance
. o W W 29 genes de résistance aux am|n05|des
tetC ‘\ tetD Tetl Tetk Tet) TetX TeT
T TV [Agor] W |aph4 | [ ] (a0 ] [ [ @] teow2 s O aph, 7e§ad 12 aac, 2 str é,
beOXA-l  DaOXA? bOXAY DOXAZD bOXAS bla-OXAT 5 amﬂ@cme R’ 10 gentamicine R .@\Q’
bla-PSE-1 bla-ROB-1 ~ bla-SHV-37  catl catll catll] chlA & £
dhfilv dEVIE XD KDL XV sl i
pet sixlA sx1B fir-1 imX ipB s0pA
dif ford leoA dl  AGA A S I
papG12 wryal2) (A D) abe(C2-C3)  whaV(B) whal(B D) wbaAA('\\
mldl | DeCTXMD BhCTAMS P dfAl [ascOMa | [aacl3)h Ln@@l
b | [and6pb] [l | [ | [t | [l | [wlf | JPNCCHI
il Dil bl VI X Ingt,}é“ Il
164 IncP/trfA2  IncN/kikA TncW /trwAB  IncFIl/ Ori '&l sth
R sipA invA fliC pael '\ ipha et
Ori gamma X epALM  repAMLM  repCLM r@ﬁ lterons FIA~ repA FIB
repA2 FIC repAT  RepAFIS  RNAL IepA@(RNAI KB RNAIBO  catB2
[wdd5 | [aadddl ] [acChS | funl6]0] [amcifir] [ aphdT | diAl
dirAl9 dfrA23 sul} la qurAl
quB S04 s%ﬂxof'a (VM Tet
q,@’
N
&

N
©<2~

Davies M et al, J Microbiol Methods. 2010 July ; 82(1): 36—41.



» ¢ Deétection de la résistance multiple aux
RICAl 2012 amlnos,lgiés microarray

zQ

81 E. coli bétail > non de%ectlon du géne 11/81 (13,5%) phénotypes inexpliqués car genes non présents
dans le panel > deco&?/erte d’'une souche productrice RmtE

e
& 3
TABLE 2. Reslslﬁ?ce gene microarray hybridization results for E. coli isolates having an aminoglycoside resistance phenotype not &,‘2}
¥ explained by any genes detected uvsing the ﬂltgumﬁuude MICTOArTay .;,\
40 oZ
Unexpfained )

[zolate agac{3)-IIl aacie'}-Mla  aac(3}-IVa aac(3}-IVa aacC2 :mdw’” aadd2 aadd2l ocadAS aphi{3'}-la aphd aphd7 .n'rA(Qr.rr

resisan henory
\.35" vpe"

.Q} ((\‘0
<<\ &+ &+ - S @ + =+
2517 Ggwtamicin, amikacin P + + & + + |
2521 3 entamicin, amikacin _6\0 + . ,.dg\
"53-1%& Amikacin + & + + + Ko +
6 -
Amikacin + o + + + + QO+ +
Amikacin + & + - - + &+
@0_550" Gentamicin, amikacin 08) + + & + + o+
©° 2351" Amikacin + + & + - + «0\5 + + o+
2 icin. amikaci 2 ’
2577 Gemamicin, amikacin o & + + +
2612 Amikacin + + 3 + - & - + + +
2604  Amikacin + <0 - + cgp + + o+

. Phenmvpln.. resistance characteristic for which no Exp]alggmr_'r gene was detected on the array. All isolaies were resist kcn\::n [hE four aminoghycosides, amikacin,
genamicin, kanamycin, and sireptomycin, as measured by, a%tandard disk diffusion assay, and all isolates demonsirated a M &l =32 pg/ml for amikacin and =8 pgml
for genmmicin. All isolares were PCR positive for the et methyliransferase gene (GenBank accession no. GUzl}l‘;l-ﬁ:]\ escribed herein.

® Isolates 2550 and 2551 were from the same l::alf R¥ral sample.

Tres manuel, tempg@t‘échmmen +++, panel mcomxpTet (méthylases ?)

?;
©<Z§J Davies M et al, Antimicrob Agents Chemother . 2010 ; 82(1): 2666-69



> < Détection gde la resistance multiple aux
rEAERE amlnosL@FeS tandem-PCR

MT-PCR (Auleagopﬁstlcs Sydney, Australia) : multiplex PCR puis RT-PCR (nichée)
sensibilité & spégfficité > 90%

X2
N
& . &
8-plex s & Q,@"’“\Q
3 oac(6') [inkcLbHing IbIc Ig, Iy Iq 11, Iig) acetyttronsferase [AAC(E')-I] c}'@mimglg,rmside (omikacin, tobramycin) é}rz}\
b oadA Qﬁt‘f’uding oo0Al/AZAS ) odenyltransferase [ANT(3"}-1] _ «&° aminoglycoside (streptomycin) &Q,Q%‘
16-plex & Ry
13 <O aac(s’) @eluding b, Ic, Ig, Iy, Iq I1, Ilcand aaci)-Ib-cr R
14 Q'\, aadA & including Al AZ, A3 Q@b
(y‘ b\)b 2}6
© N
©'35 isolats, 74 prélevements @@Q Ae,c,’\"
aadAl/A2/A3 Sen3|bﬂ’lte 57,7% % specificité 64,7% &
aac(6))-1b Sem@fblllte 91,7% % spécificité 100% &‘5@
Diminution performance,sur prélevements <>
& S
\) 0
- Panel peu approgﬁe pour le depistage des reg@tances aux aminosides
\(}’*

L

© Schmidt et al, J Antimicrobiol. Chemother 2018 ;21: doi: 10.1093/jac/dky419



» < Détection de la résistance multiple aux
reAEe ammos@és MESI-MS

6‘
Membrane electr0§f5ray
Isonisation masg’spectrometry s
&R _ 6@}
& Membrane & Qf}\
with MWCO 8-14 kDa & \&
N I
T & &
Membrane :
with MWCO 3.5kDa | . 6;@'5‘6
\ | A (QQ' 6.\.\00
V{,‘ - R % S
. 2
— 8 — = Brucker
.\')@‘ &‘ge?-
f\o k‘ef’@
g‘?"’ ( Filter paper
{e"e’ (pre-wetted)
.;\@ — -
Proteins after &0 Samples loading ~ M% detection
digestion %«0" and separating (Y\
Sonication > ©<z>
o
©Q5 Fan et al, Rapid Commun Mass Spectrom 2016;30:202-7
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Détection gela résistance multiple aux
amlnosL@FeS MESI-MS

MESI-MS : Membg&ﬁwe Electrospray
Isonisation Massf“Spectrometry

wl?

&
o

&

~

Y

[ IR-8
2>

‘Q;
&
>

AL
g2 armd positive

MDR-ZJ06

400 600

800

C]x][]‘

arm A negative £65.2
IR-§
Ab-1

8

Intensity

e

,@g& “7BGN produisant methyiases Agth
¥

Dépiste le peptide IHSSTNER (IR-8) peptide
précurseur uniqgue de la méthylase ArmA

&
&
k%
e ,&'\C‘
e@* @
\\Q;

Detqgtlon Acinetobacter & Enterobactem‘és

resrstants aux aminosides @e"‘\

<o
Q; &\0

,@a

7 souches senS|bIes T

Fan et al, Rapid Commun Mass Spectrom 2016;30:202-7
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S—— ammos;@és Minion
,?55\
Sample preparation —@» DNA extraction wesssssssige- LiDrary preparation e
wjmin 30min 15min s
X
1 . &
\ @,){@ é}\‘\\
- .&-Q’ ) a\’?f
% &
— P
t_—_"J -.-@E.‘(é\_;-,_ - 6{6(&
L LI o
R @o XS
O % X
q,« R & ‘\ob\)c,
0
\QﬁnION sequencing ssssssse-- Bicinformatic analysis +> Results e&Q
% 60min Bacterial & Resistance genes I/D ,\00‘
<
&
2
5
»°
A0
Ny
\)
\?{b
Q§,
©

Schmidt et al, J Antimicrobial Chemother 2017;72:104-114



L Détection gela résistance multiple aux
rEAERE amlnosL@FeS MinION

Table 3. Acquired resistance genes |dent|rrecé\dhnng four MinIOM runs for urine spiked with E. coli H141480453, compared with Illumina sequencing of the cultivated organism

O

<

& MinION run 1 MinION run 2 MinION run 3 ARMA MinIOM run & <2
Genes Illugdm (run time=30h) (run time=438 h) (run time=1 h) (run time=1 h) Q}b\
< X
. _ _ 2 = <
Arminoglycoside resistance geggi (&‘ zc‘,\‘
aacC 2 aacC? o2 .\{’\@ oacC2 oac2, aocC \\Q'
aod4?, aodA3, aadd 5 *ﬁmiaz oadA3, aodAS oadd?, oodA3 oadAS Qj’;‘ oadAZ, aadA 3, oadAS, mv v nat including nnd;qg,‘-mdﬂ_? aadd 5
rmitB 9"\?’ rmite rmitB rmitB N\ rmitB rmiA 6‘6
aac(6’)-Ib-cr 8‘0\ aac{6')-Ib-cr aac(6')-Ib-cr mcfﬁ’}-lb{r,g\‘\ oacl(6’)-Th-cr oac(i’)-Ihb 6{‘3
stré/B © strA/B stréd/B SrAB @ stré/B stra O
q;\u é}@ 6\§)
R%§'t?ltats obtenus sur lllumina (bactérie en culturegﬁﬁt Minion (sur urines) tres superposableczaQ
oF Q,\o c;\oo
aadA2 et aadA3 sont étroitement liés, aadAS\,»dlffere considérablement Q}&%
Variant aac (6 ') - Ib-cr reconnu systematlgauement signalée &
Q; gé’{&
& &
& )
& S
e S
9 P
NG %
Q N
» ©
O . . .
) Schmidt et al, J Antimicrobial Chemother 2017;72:104-114
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L. Deétection de la résistance multiple aux
TR aminosides : MinlON

&

Table 1: Percent agreement hetwee[&\ﬁree different sequencing and analysis approaches compared to
phenotypic antimicrobial suscep\g@ﬁtv testing results for the 40 Kiebsiella pneumoniae Clinical Isolates

S i 1 :
Antibiotic Phen@ﬁpic Real-Time Assembly Hybrid 40 K. pn_eumonlae dont /2 &6{&
Q\‘%ﬁ%icrobial Approach Approach Nanopore- o prOdUCtl‘Ice de Carbapenemase .\{\@
4\Cﬁ.lsceptibility Testing (% agreement) (% lllumina QE}K’ pr\‘
o Results agreement) Assembly \{’\'3’ . . ) e}\q’
& % % Not (% agreerpgnt) 70% produisaient AME RS
& Susceptible | Susceptible N . < emj
Piperaciling® > = %0 5 o Comparaison resultats, obtesfus
tazobactdh R par 3 techniques de squé‘hgage
Ceftxig¥one 25 75 93 95 NS &
[ CefBpime 28 72 95 TR 98 R
v>’f€\éﬂazidime— 93 7 100 100<° 100 &Q"
Q§J avibactam S ¥
© | Ertapenem 78 22 83 Q85 85 <0
Meropenem 40 60 93 & 95 95 &
Amikacin 78 22 78 <3 85 35 L&
Gentamicin 60 40 45 \'Q,“’° 93 95 .,@@‘
Ciprofioxacin 33 67 308 58 98 8‘0\
Colistin 93 7 I 98 98 R
Doxycycline 50 50 &0‘”53 80 80 ,\’Cb,\o
Trimethoprim- 35 65 &5 68 93 93 rLQ
sulfamethoxazole ofo (y\“
Overall Agreement ,\VQ'\V 77% 92% 92% ©®

©<25 Pranita et al, Antimicrob Agents Chemother 2018; Oct 29. pii: AAC.01923-1872



y 4
) N

RICAI 2018

Détection gela résistance multiple aux
amlnosL@FeS MinlON

Table 2: Percent agreement between antlblot&s@esman ce determinants identified using a Pilon-correct llumina/Nanopore assembly-based approach and antimicrobial susceptibility

&

testing predictions o

Antibiotic resistance deteghinants identified [numher]' Anticipated antibiotic Specific isolate numbers False True Percent
(’j}o resistance (some isolates have more than 1 positive | positive | agreement
B gene/mutation in each category) .
Aminoglycoside modifying e mes \z}b\
aminoglycoside N- acer'{c@&sferases [AACs],aminoglycoside O-nucleotidyltransferases [ANTs], ammoglymsﬂ%@phnsphutmnsferases [APHs] é;\:\o
Cne ammuglvcoside transferring enzyme mutation Gentamicin . \{‘ 36, 37 1 1 .5
) Tobramycin & 1 1 | & 50%
Two amln@ﬂosme transferring enzyme mutations Genmmiciq\é‘v 1,31 2 0 ((\c’ T 0%
© Tobramygih 2 o 0%
Trl{seb‘hmmoghrcmide transferring enzyme mutations Gentaficin 7,11, 13,19, 21, 32 5 ,L\O\l 17%
K TaBramycin 0o ¥ 6 100%
‘\’\?Fnur aminoglycoside transferring enzyme mutations é Qentamicin 16,17, 22, 26, 27, 28, 29 SOJQ" 4 57%
Q§f 3| Tobramycin 0 7 100%
© Five or more aminogiycoside transferring enzyme mutations &Q" Gentamicin 2,6,8,10,12,14,20,23,24,30 A4 o7 1 9 90%
<& Tobramycin AN 10 100%
Ribosomal RMA methyltransferase mutations (3)™ <0” Amikacin 12, 24,29 & 0 3 100%
armA; rmeA; rmtB; rmiC; rmtD; rmtE & Gentamicin 5 0 3 100%
- ch,‘l" Tobramycin \?& 0 3 100%

Peu d’ |solat (n=40) ma|§,bi00% agrément pour les souc@és productrices de

meéthylases ou = 4 eszmes

&
©

&
©

Pranita et al, Antimicrob Agents Chemother 2018; Oct 29. pii: AAC.01923-1872
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& sein des souches. S

' 4
Q.

T
N
g

,b(“

Les ammo&dese‘font parti de I'arsenal thérapeutique permettant la prise
en charge d@S patlents iInfectés avec des bactéries a Gram negatifs .
multlreS|s.ga‘htes aux antibiotiques o &

} 5 & AN
N -2
e}“ & <0
\\Q/

DepT‘Stage de la panrésistance aux aﬁimoades reste compiexe dw‘falt
g@s associations d’enzyme modlfla‘ﬁt les aminoglycosides (AI\/LE3 aux

&\O

Q
g
e&Q &
3 &
'\0 0

* Les tests phenotyplqueseet milieux spécifiques cultur@hx sont en 2018

un moyen simple, rapﬁe et fiable pour dépister ra(gﬂjement les
souches productrlge‘s de methylase de 'ARNr ;L@B

Q)(,v
©
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