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Résumé

La colistine est un antibiotique de la famille des polymyxines, il est considéré comme une
option de traitement de dernier recours pour les infections graves causées par des bactéries
Gram négatives multi-résistantes. La résistance a la colistine peut étre soit chromosomique,
via des mutations génétiques qui régulent l'addition de groupes cationiques ou plasmidique
par des géenes mcr récemment décrits (mcr-1 a mcr-10). Ces mécanismes de résistance ont
été trouvés dans des bactéries isolées d'animaux, d'aliments, d'humains et de plantes partout
dans le monde de méme qu’en Algérie. Des mesures strictes doivent étre prises afin de limiter

la diffusion des souches multi-résistantes.

Mots clés : colistine, bactéries Gram négatives, génes de résistance.

Abstract

This document serves as a reference for anyone seeking information on resistance to colistin,
an antibiotic that belong to the polymyxin family and is considered a last-resort treatment option
for serious infection caused by multidrug-resistance gram-negative bacteria, namely
Enterobacteriaceae wich are increasingly resistant to the effect of this antibiotic. Resistance to
colistin can be either chromosomal, via genetic mutation that regulate the groups, or plasmid,
constituting the recently described mcr genes, mcr-1 to mcr-10. These resistance mechanisms
have been found in bacteria isolated from animals, food, humans and plants all over the world

and Algeria is also affected by resistance of gram-negative bacteria to colistin.

Keywords: colistin, Gram negative bacteria, resistance genes.
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INTRODUCTION

La résistance aux antibiotiques constitue 'une des plus graves menaces pesant sur la
santé mondiale. L'utilisation massive et souvent inappropriée des céphalosporines de
troisieme génération et des carbapénemes, dans le traitement des infections a bactéries
Gram négatives, a été rapidement suivie par I'émergence de souches multi-résistantes et
a compromis en maints cas l'utilisation de ces molécules de choix dans le traitement de
ces infections (Nabti, 2020).

Face a ces résistances, la colistine est redevenue un antibiotique prescrit pour traiter les
infections humaines graves associées a des bactéries résistantes a toutes les autres
options thérapeutiques. La colistine, appartient a la famille des polymyxines, fait partie
des molécules de dernier recours susceptible de jouer un rdéle dans le traitement des
patients infectés par des bactéries Gram négative multi-résistantes. Son utilisation est en
augmentation aussi bien en médecine humaine qu’en agriculture et en élevage.
Cependant, des formes de résistance a cet antibiotique ont commencé a apparaitre ces
dernieres années. En 2015, Liu et ses collaborateurs, ont décrit, pour la premiere fois, un
géne mobile codant pour la résistance a la colistine « mcr-1 » chez des souches
d’Escherichia coli (Liu et coll., 2016). Aujourd’hui, plusieurs autres genes mobiles
conférant une résistance a la colistine ont été rapportés, dans différents pays du monde,

tant chez I'hnomme que chez lI'animal.

En Algérie, la premiere étude évoquant la résistance a la colistine a été publiée en 2015.
Il s’agissait d’'une souche d’Acinetobacter baumannii isolée chez des patients hospitalisés
au centre hospitalo-universitaire de Beni-Messous a Alger (yousfi et coll., 2019). C’était

le début de plusieurs découvertes sur la résistance bactérienne a colistine en Algérie.

C’est dans ce contexte que nous nous sommes proposés de passer en revue dans un
premier temps les principales bactéries Gram négatives d’intérét médical, le mode
d’action de la colistine ainsi que les mécanismes de résistance et dans un deuxiéme
temps faire le point sur I'épidémiologie de la résistance a la colistine dans le monde et en

Algérie et des méthodes permettant I'étude de cette résistance émergente.
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LES BACTERIES A GRAM NEGATIF

1. Bactéries a Gram négatif d’intérét médical

Les bactéries & Gram négatif sont des micro-organismes en forme de batonnet qui ont
la capacité de s’adapter aux changements de leur environnement en développant des
mécanismes pour se protéger (Bonnedahl et coll.,, 2008). Ces bactéries sont
frequemment rencontrées en clinique comme agent responsable de diverses
infections telles que la pneumonie, la péritonite, la méningite, les infections des voies
urinaires ainsi que les infections des plaies (Tacconelli et coll., 2014). Les espéeces
les plus fréqguemment isolées sont Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter

baumannii, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae (Ben jemaa et coll., 2004).

2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie & Gram négatif, qui appartient a la famille
des Pseudomonaceae (Balasurbamanian et coll., 2013). Les Bacilles de ce genre
sont droits et fins, non capsulés, de taille variant entre 1 & 3 um de long et 0,5 a 1
micro metre de large, mobiles par une ciliature polaire. La culture est facile sur le milieu
de culture avec ou sans production de pigment (Avril et coll., 2000). Pseudomonas
aeruginosa est une bactérie lactose négative, c’est-a-dire dépourvue d’enzymes
dégradants le lactose, sécréte un certain nombre de pigments : la pyocyanine (bleu-

vert), la fluoresciene (jaune-vert fluorescent), et la pyorubine (brun-rouge).

2.1. Pouvoir pathogene

Pseudomonas aeruginosa est I'exemple type des bactéries pathogénes opportunistes.
Cette bactérie saprophyte est particulierement responsable de diverses infections
nosocomiales, tels que les infections pulmonaires, oculaires, méningées, cutanées et

septicémies (Eyquem et coll., 2000).

2.2. Facteurs de virulence

Chez Pseudomonas aeruginosa, le systétme de communication bactérienne appelé
Quorum-sensing QS est double (las. rhl) et régule clairement I'expression de génes
de virulence (Ruimy et Endremont, 2004). Ce systéme active la transcription de
plusieurs facteurs de virulence qui lui permettent de survivre dans différents hotes et

environnements (Pier, 2002).

» Facteurs impliqués dans lI'adhérence et la motilité
L'adhérence des bactéries aux surfaces biotiques telles que les cellules eucaryotes

cibles ou aux surfaces tissulaires est un phénomene particulier qui nécessite la
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participation de deux facteurs, les récepteurs eucaryotes et les adhésines
bactériennes.

On trouve le flagelle qui assure la mobilité et joue un réle indirect dans I'adhésion
cellulaire (Adamo et coll., 2004). Des Pilis de type IV qui sont impligués dans un
mécanisme de déplacement particulier et indépendant du flagelle. Un autre facteur
d’attachement, le Fimbriae, est essentiel pour I'adhérence aux surfaces abiotiques
(Vallet et coll., 2001).

» Facteurs impligués dans la colonisation de I'héte

Les toxines et les protéases causent des Iésions tissulaires et favorisent la croissance
et la dissémination bactérienne dans les tissus de I'hnéte, parmi les toxines de
Pseudomonas aeruginosa, on trouve : exotoxine A, élastase, phospholipase C,

rhamnolipides et exozymes (Krall et coll., 2002).

2.3. Formation de biofilm

Pseudomonas aeruginosa est parfois associée a des échecs de traitement, du fait
d’'une résistance (naturelle et/ou acquise) a de nombreux antibiotiques, et d’'un mode
de vie communautaire associé a la formation de biofilms (Figure 1) (Dennis et coll.,
2000) (Veltman et coll., 2015). Pour cela ce pathogéne est utilisé comme organisme
modele pour étudier les biofilms des bactéries a Gram négatifs (Fangous et coll.,
2018). Chez Pseudomonas aeruginosa, les exopolysaccharides sont avec ’ADN des
composants essentiels de la matrice extracellulaire du biofilm qui englobent la

population bactérienne (kowalska, 2011).



LES BACTERIES A GRAM NEGATIF

Figure 1. Observation microscopique de Pseudomonas aeruginosa par microscope

électronique a balayage (MEB) (Dennis et coll., 2000)

3. Acinetobacter baumannii

Les Acinetobacter sont des bactéries de I'environnement, capables d’utiliser une
grande variété de substrats comme source de carbone, ce qui leur confere un habitat
tres large. Ce sont des bacilles courts immobiles, présentant fréiquemment des
variations morphologiques (coccoide ou bacillaire) (Davoud, 2015). On décrit 12
especes appartenant au genre Acinetobacter. Une seule espéce, Acinetobacter
baumannii, est régulierement responsable d’infections humaines (Flandrois et coll.,
2000). La majorité des infections attribuées a cette bactérie opportuniste sont

nosocomiales (Bouchloukh et coll., 2019).

3.1. Pouvoir pathogéne

Les Acinetobacter sont fréquemment isolées de la peau ou du rhinopharynx des
malades hospitalisées mais aussi de sujets sains. Elles sont, malgré leur faible
virulence, responsables dans un certain nombre de cas de méningites graves, de
septicémies, de pleurésies, de conjonctivites, de sinusites, de suppurations cutanées,

d’infections urinaires, d’ulcérations intestinales et de péricardites. Les infections
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causées par Acinetobacter baumannii sont souvent dues a des souches multi-

résistantes aux antibiotiques (Davoud, 2015).

3.2. Facteurs de virulence

L’un des facteurs de virulence les plus caractérisés chez Acinetobacter baumannii est
la protéine OmpA de la membrane externe, qui est une protéine de surface de masse
moléculaire de 38KDa, elle est non seulement impliquée dans I'adhérence et dans
'invasion des cellules épithéliales, mais aussi dans l'induction de I'apoptose durant les

étapes initiales de I'infection par Acinetobacter baumannii (Choi et coll., 2008).

3.3. Formation de biofilm

Chez tous les micro-organismes, l'adhésion et la formation de biofilm sont des
processus bien orchestrés qui répondent a des indices cellulaires et
environnementaux (Stanley et Lazazzera, 2004). Cela s'applique également a
Acinetobacter baumannii. Ce microorganisme forme des biofilms sur des surfaces
abiotiques comme le polystyrene ainsi que sur des surfaces biotiques comme les
cellules épithéliales et les filaments fongiques. L'assemblage des pilis et la production

de la protéine d'adhésion a la surface jouent un réle dans l'initiation et la maturation

du biofilm aprés I'attachement initial aux surfaces abiotiques (Figure 2) (Choi et coll.,
2008).

Figure 2 : Microscopie électronique a balayage montrant 'adhésion d’Acinetobacter

baumannii sur les surfaces biotiques (Choi et coll., 2008).
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4. Enterobacteriaceae

Les enterobacteriaceae sont une grande famille de bacilles a gram négatif. Ce sont
des habitants normaux de tractus gastro-intestinal de 'lhomme et d’autres animaux
(Donnenberg, 2010). Cette famille est composée par des especes soit parasites
(Shigella, Yersiria pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis,
klebsiella pneumoniae), soit saprophytes (Enterobacter cloecea, Sarratia marescens)
(Joly et Reynaud, 2004). Les enterobacteriaceae ont des tailles variants de 2 a 4 um
de long sur 0,4 a 0,6 um de large, mobiles grace a une ciliature péritriche, mais il y a
certains germes immobiles comme Klebsiella, Shigella et Yersinia pestis (Drame,
2001). Les bactéries de cette famille sont dépourvus d'oxydase et ont la possibilité de

fermenter le glucose.

4.1. Pouvoir pathogene

Les entérobactéries sont soit : « Des agents pathogénes opportunistes » qui peuvent
provenir de la flore digestive commensale normalement résidente. Elles sont
responsables d’infections telles que les infections urinaires, la surinfection respiratoire,
les septicémies, les méningites et les infections nosocomiales. Soit des « agents
pathogénes spécifiques » dont la présence dans le milieu extérieur n'est qu'un

phénoméne transitoire d0 a un manque d'hygiéne (Somipev, 2017).

4.2. Facteurs de virulence

Les entérobactéries et leurs abondances dans l'intestin, leur mobilité, leur capacité de

multiplication et d’acquisition de résistance expliquent leur implication en pathologie

infectieuse humaine (Osman, 2018). Cette implication peut étre provoquée par de
nombreux facteurs de virulence tels :

> Les Fimbriae et les pilis qui permettent la colonisation de la surface

> Les sidérophores pour capter le fer et I'utiliser pour leurs croissances

» Des toxines ont également un rble important a savoir le facteur cytotoxique
nécrosant (CNF) qui détruit les cellules de I'épithélium urinaire.

» D’autres toxines associées a I'hnémolysine, qui lisent les érythrocytes, perturbent la
cascade de signalisation cellulaire et induisent I'apoptose de la cellule hote, en
libérant des nutriments par un phénomeéne inflammatoire.

» L’antigéne O et I'antigéne capsulaire K qui ont été identifiés a la surface de

Klebsiella pneumoniae (Barrier, 2014).
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4.3. Formation de biofilm

La formation de biofilm peut étre considérée comme un autre déterminant pathogéene,
qui permet aux souches de persister plus longtemps dans I'environnement (José
Ramos, 2019). Lors de la formation de microcolonies, I'adhésion entre cellules est
médiée par des adhésines nommées autotransporteurs. Le membre le plus étudié de
cette classe est la protéine de membrane externe Antigéne 43 (Ag43). Elle est
présente chez Escherichia coli (Chauhan et coll., 2013). Les biofilms de cette bactérie

contiennent trois exopolysaccharides majeurs, le poly-B-1,6-N-acetyl-D-glucosamine

(PGA), la cellulose et I'acide colanique (Sharma et coll., 2016).

Figure 3. Observation microscopique d’'une souche d’entérobactérie par microscope

électronique a balayage (MEB) (Avril et coll., 2000).
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LA COLISTINE

1. Colistine

La colistine est un ancien antibiotique découvert en 1940. Elle a été utilisée pour la
premiere fois en 1950 sous forme de formulation intraveineuse. En 1959,
'administration des aliments et des médicaments américains FDA a approuvé la
colistine comme un agent antimicrobien pour le traitement de divers types d'infections
contre les bactéries Gram négatives (El-Sayed Ahmed et coll., 2020). Cependant,
l'utilisation clinique de la colistine a été largement abandonnée dans les années 1970,
principalement a cause des effets néphrotoxiques et neurotoxiques humains
(Grégoire et coll., 2017).

1.1. Origine

La colistine appartient a la famille des polymyxines qui sont produits naturellement par
différentes espéces Paenibacillus polymyxa. Cette famille est constituée de Cinq
classes chimiques A, B, C, D et E, tandis que seuls deux composés sont utilisés en
thérapeutique : La polymixine B et la colistine qui s’appelle aussi la polymyxine E
(Dortet et coll., 2016).

1.2. Structure

La colistine est produite a partir d'un mélange complexe d’une trentaine de molécules
dont la plupart sont la Colistine A et la Colistine B. Les proportions respectives de ces
deux ingrédients peuvent varier d'un lot a l'autre (He et coll., 2013). Comme toutes les
polymyxines, la colistine est composée d'un décapeptide cyclique hydrophile lié a des
acides gras lipophiles (Figure 4). La colistine B est différente de la colistine A suite a
'absence de groupement carboné (CH2) a I'extrémité de cet acide gras. La toxicité
intrinseque de la colistine peut s'expliquer par les propriétés hydrophobes du segment
acide gras N-terminal, qui explique également de fagon significative son activité
antimicrobienne (Li et coll., 2014). De plus, la colistine et la polymyxine B ne différent
gue par un seul acide aminé dans le noyau peptidique, avec une phénylalanine dans

la polymyxine B et une leucine dans la colistine (Dortet et coll., 2016).
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Figure 4. Structure chimique de la polymyxine B et de la colistine (Dortet et coll.,
2016).

1.3. Mécanisme d’action

La plupart des études sur le mécanisme d'action des polymyxines ont été développés
avec la polymyxine B, mais les similitudes entre les structures chimiques de la
polymyxine B et de la colistine suggérent que leur mécanisme d'action sont identiques
(Grégoire et coll., 2017). Toutefois, le mécanisme d'action des polymyxines n'est pas
entierement compris et la plupart des études évoquent trois mécanismes qui

aboutissent tous a la mort bactérienne (Dortet et coll., 2016).

1.3.1. Lyse des membranes bactériennes

On parle d'interaction électrostatique entre résidus d'acides diaminobutyrique Dab,
groupe polymyxine chargée positivement et les groupes phosphates de la membrane
lipidique A du lipopolysaccharides LPS chargée négativement (Poirel et coll., 2017).
Plus précisément, la colistine déplace les ions Ca* et Mg** présents au niveau des
ions phosphate chargés négativement et situés en particulier sur le lipide A (Biswas
et coll., 2012). Elle perturbe ainsi I'équilibre hydro-électrolytique de la membrane,

créant des pores a sa surface et entrainant une fuite du contenu intracellulaire.
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1.3.2. Contact vésicule-vésicule

La spécificité structurale de I'échange direct vésicule-vésicule de phospholipides par
des contacts moléculaires stables formés par la colistine est caractérisée par les
meéthodes cinétiques et Spectroscopiques (Cajal et coll., 2010). La structure de la
membrane externe se compose d'une couche interne uniquement de phospholipides
et d'une couche externe contenant essentiellement les LPS, donnant aux polymyxines
une chance de se lier aux phospholipides anioniques composant a la fois le feuillet
interne de la membrane externe et le feuillet externe de la membrane interne (Dortet
et coll., 2016). Des contacts moléculaires inter-membranaires entre les vésicules
anioniques sont formés d'un petit nombre de molécules colistine. Ce contact de lipides
entre les deux membranes externe et interne induit une perte de spécificité dans la
composition des membranes. Ceci aboutirait a un déséquilibre osmotique responsable

de la lyse de la bactérie (Clausell et coll., 2010).

1.3.3. Formation des radicaux libres

Dans certains cas, les polymyxines peuvent induire un stress oxydatif, entrainant la
formation d’espéces réactives de I'oxygéne ROS telles que des ions super-oxydes
(O2), du peroxyde d’hydrogéne (H202) et des radicaux hydroxyles (OH). Par
conséquent, la concentration des radicaux hydroxyles atteint des niveaux qui ne
peuvent pas étre controlés, et les conséquences qui s’ensuivent sont la mort de la
cellule (les dommages oxydatifs ultérieurs a 'ADN, aux lipides et aux protéines)
(Imlay, 2014).

1.4. Spectre d’action

La colistine a un spectre étroit, dirigée contre une majorité de bactéries a Gram négatif.
In vitro, la colistine a un effet bactéricide trés rapide et se comporte comme un
antibiotique a concentration-dépendante avec les souches de Pseudomonas
aeruginosa (Li et coll., 2014) ; (Peterson et coll., 2014).

1.5. Utilisation thérapeutique

1.5.1. Formulation

La colistine est considérée comme la polymixine la plus utilisée en pratique clinique
(ortxine et coll., 2015). Il existe deux forme de colistine disponible dans le commerce,
a savoir le sulfate de colistine (figure 5) pour un usage topique, et le méthanesulfonate

de colistine de sodium CMS (figure 6) connu aussi sous le terme colistiméthate de
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sodium est moins puissant et moins toxique que le sulfate de colistine. Il est produit
par la réaction de colistine avec du formaldéhyde et du bisulfate du sodium pour

l'inhalation et l'utilisation parentérale (Zabidi et coll., 2020).
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Figure 5 : Représentation de la structure chimique de sulfate de colistine (Zabidi et

coll., 2020).
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Figure 6 : Représentation de la structure chimique de la colistiméthate de sodium
CMS (Zabidi et coll., 2020).
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1.5.2. Pharmacocinétique-pharmacodynamique

La pharmacocinétique PK de la colistine a été obtenue, il y a au moins deux décennies
lorsque les tests microbiologiques non spécifiques ont été utilisés pour mesurer les
concentrations de la colistine dans les fluides biologiques (Bialvaei et Samadikafil,
2015). La colistine chargée positivement présente un profil pharmacocinétique PK
nettement différent de celui du dérivé sulfométhylé (Trans et coll., 2016). La CMS est
éliminée principalement par les reins, alors que, la colistine est principalement éliminée
par une voie autre que I'excrétion rénale, car elle subit une réabsorption tubulaire, mais
les taux élevés de la colistine urinaires s’expliquent par la conversion du CMS en
colistine au niveau du tractus urinaire (Mass, 2018). Dans ce cas la colistine doit étre
adaptée a la fonction rénale du patient (Figure7). In vitro, lorsqu’elles sont exposées
a la colistine, les bactéries développent rapidement des mécanismes de résistance
(Osei  Sekyere et coll., 2016). Dans <ces cas, des modeles
pharmacocinétiques/pharmacodynamiques peuvent étre utilisées pour quantifier la
perte d’efficacité de la colistine et pour déterminer les schémas posologiques optimaux
également nécessaire. L'utilisation d’'une dose de charge pourrait réduire 'émergence

de la résistance.

A Renal clearance
(tubular secretion)

Extrarenal High concentration
-—— —_— —_— 7 5
cMms m of CMS in urine

clearance

Conversion

to colistin Renal clearance

(tubular reabsorption)

High concentration

g — >
LA - of colistin in urine

l

Extrarenal
clearance

B Renal clearance
(tubular reabsorption)

Low concentration off
polymyxin B in urine

- —-
PolymyxinB @ ___ —_

!

Extrarenal
clearance

Figure 7. Apercu des voies pharmacocinétiques pour CMS, la colistine et pour la

polymyxine B (Poirel et coll., 2017).
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L’épaisseur des fléches indique limportance relative des voies de clairance
respectives lorsque la fonction rénale est normale. La CMS comprend tous les dérivés
entierement et partialement méthane sulfoné de la colistine. Aprés I'administration de
la CMS, une excrétion rénale importante du pro-meédicament se produit, et une partie

de la CMS excrétée est convertie en colistine dans les voies urinaires.

1.6. Utilisation en médecine humaine

Depuis son introduction dans les années 1950, la colistine a été utilisée principalement
comme un traitement topique en médecine humaine en raison de sa toxicité lorsqu’elle
est administrée par voie systématique. Soixante ans plus tard, la colistine est utilisée
comme médicament de dernier recours pour traiter les infections causées par
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et Enterobacteriaceae (Catry et
coll., 2015). Compte tenu de la rareté des nouveaux antibiotiques, la colistine est
souvent le seul antibiotique efficace contre les organismes multi-résistants (Poirel et
coll., 2017). En plus, la colistine en association avec d’autres antibiotiques tels que
les carbapénemes, est utilisée comme traitement privilégié, en particulier pour les
entérobactéries productrices carbapénémase et les autres bactéries a Gram négatif

résistantes aux carbapénéemes (Daikos et coll., 2015).
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La résistance a la colistine
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1. Larésistance naturelle

Plusieurs espéces d’entérobactéries sont naturellement résistantes a la colistine a
cause de limperméabilitt membranaire (Audery, 2011). Bacillus polymyxa sous-
espece colistinus productrice de polymyxines est la seule bactérie ayant un
mécanisme de résistance enzymatique par production de colistinase qui hydrolyse la
colistine (Jayol, 2018).

2. Larésistance acquise

2.1. Larésistance chromosomique

La résistance a la colistine est due a une diminution de la charge négative nette de la
membrane externe, a la perte du lipide A ou a la présence de pompes d’efflux (Padilla
et coll., 2010).

2.1.1. Modification de lipopolysaccharide

v' Ajout de groupements cationiques a la surface de LPS

Le mécanisme de résistance le plus courant chez les Enterobacteriaceae est la
modification covalente de la cible de médicament a savoir la partie lipide A de
lipopolysaccharide par substitution cationique (Shukho et coll., 2019). Ce mécanisme
est constitué par des mutations dans le systeme de régulation a deux composants,
PmrAB et PhoPQ (yujin et coll., 2020). Chez Escherichia coli, le géne PmrAB active
'opéron arnBCADTEF et eptA. En condition de faible concentration en Mg?*, le géne
PhoPQ inhibe le géne eptB en activant le gene MgrR. Le gene PmrD qui est activé par
le gene PhoPQ est connu pour stimuler le systtme PmrAB en présence de
concentrations micromolaires de Fe3*, de Al** et d’un pH légerement acide (Figure 8)
(Jaennot et coll., 2017). L'opéron arnBCADTEF déclenche la synthése et I'addition
de 4-amino-desoxy-L-arabinose L-Ara4N au lipide A et eptA et eptB interviennent dans
la synthése et I'addition de phosphoethnolamine PEtN. L’ajout de ces composants
cationiques neutralisent la charge négative nette de lipopolysaccharide et réduisent
ensuite I'affinité de la colistine pour ¢a cible ce qui permet de protéger la bactérie
contre la perturbation de la membrane externe par I'antibiotique (Olaitan et coll.,
2014).
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Figure 8. Représentation schématique de la régulation des genes impliqués dans la

résistance a la polymyxine dans les isolats cliniques d’Escherichia coli (A) et
Klebsiella pneumoniae (B) (Jeannot et coll., 2017).

v" Modification de I’acétylation du LPS (Chez Klebsiella pneumoniae)

Il est possible que la mutation dans le géne IpxM modifie I'acétylation du lipide A,
rendant ainsi la souche plus résistante a la colistine. Cependant, il n’est pas possible
d’expliquer génétiguement pourquoi les alléles mutés de yciM et IpxM sont dominants

par rapport a I'alléle de type sauvage (Halaby et coll., 2016).

v' Augmentation de production du LPS
La mutation de I'yciM chez Klebsiella pneumoniae peut augmenter la production de
LPS, ce qui entrainerait des niveaux plus élevés de LPS dans la membrane externe et

ce qui pourrait donc compenser I'effet déstabilisant de la liaison de la colistine au LPS

(Halaby et coll., 2016).
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2.1.2. Pompe d’efflux
La résistance a la colistine causée par un systéeme antiport de transport d’ions
potassium a été décrite chez Yersinia pseudotuberculosis (Bengoechea et Skurnik,
2000). Il est proposé que la pompe d’efflux prévienne I'action des peptides cationiques
en acidifiant le cytoplasme et en rejetant I'antibiotique hors de la bactérie. Chez
Klebsiella pneumoniae, il a été signalé que des mutations dans les genes kpnEF et
AcrAB, codant pour des composants de pompes d'efflux, peuvent diminuer la CMI de
la colistine et améliorer la survie des bactéries a de faibles concentrations de
polymyxine (El-Sayed Ahmed et coll., 2020). L’ajout d’inhibiteurs de pompes d’efflux

diminue la survie des bactéries en présence de polymyxines (Padilla et coll., 2009).

2.2. Larésistance plasmidique
La résistance bactérienne a la colistine peut étre codée sur des éléments génétiques
transposables qui sont principalement des plasmides avec des génes mcr. Jusqu’a
présentes neuves variantes de ce gene mcr-1 a mcr-10 ont été identifiées dans diverses

espéces d’entérobactéries.

v' Le géne mcr-1

Le géne mcr-1 modifie les LPS en codant la protéine MCR-1 qui appartient a la famille
de phospho-ethanolamine transférase qui permet I'ajout de ces protéines au lipide A
(Baron et coll., 2016), et par conséquent les LPS deviennent plus cationique, ce qui
induit une résistance a la colistine. Généralement, les souches d’Escherichia coli avec
le géne mrc-1 sont caractérisées par la résistance de faible niveau a la colistine
(Shukho et coll., 2019).

v' Le gene mcr-2

En juin 2016, un nouveau gene de résistance plasmidigue nommé mcr-2 a été identifié
dans des souches porcines et bovines d’Escherichia coli en Belgique. Les protéines
MCR-1 et MCR-2 présentent une identité de 80,65 % (Xavier et coll., 2016).

v Le géne mcr-3

Ce gene a été identifie comme un géne de résistance a la colistine en raison de sa
ressemblance avec diverses autres phospho-éthanolamine transférases chez les
Enterobacteriaceae et les Aeromonas, identifieés principalement en Asie du Sud-Est et
en Amérique du Nord (Kempf et coll., 2013).
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v Legenemcr-4
En 2017, Carrattoli et ses collaborateurs ont détecté un nouvel homologue de gene de
résistance a la colistine & médiation plasmidique mcr-4 chez salmonella sur un petit

plasmide non auto-conjugué.

v' Le géne mcr-5
Le géne mcr-5 a été identifié pour la premiére fois chez Salmonella entrica. Ce
nouveau gene code pour une protéine de 547 acides aminés et il est porté sur un

transposon (Borowak et coll., 2017).

v Le géne mcr-6
Abuoun et ses collaborateurs ont découvert en 2017 le géne mcr-6 sur le chromosome
de Moraxella pluranimalium. Ce géne présentait 87,9 % d’identité avec le gene mcr-2

d’Escherichia coli, isolée en Europe a partir d’'une source animale.

v' Le gene mcr-7

Le géne mcr-7 partage 70 % d’identité d’acides aminés avec le géne mcr-3. Il a été
identifié dans trois souches de Klebsiella pneumoniae isolées chez des poulets en
Chine. Le gene mcr-7 a été trouvé avec le gene blaCTX-M-55 sur un seul plasmide de

type Incl2 (Yang et coll., 2018).

v Le géne mcr-8

En 2018, un nouveau variant des genes mcr, nommé mcr-8, a été décrit en Chine dans
une souche de Klebsiella pneumoniae d’origine animale (Nabti et coll., 2020). La
séquence d’acides aminés du MCR-8 a montré 31,08 %, 30,26 %, 39,96 %, 37,85 %,
33,51 %, 30,43 %, et 37,46 % d’identité avec MCR-1, MCR-2, MCR-3, MCR-4, MCR-
5, MCR-6, et MCR-7, respectivement. Le clonage fonctionnel montrait que I'acquisition
du géne unique mcr-8 chez Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae augmentait de

maniére significative la résistance a la colistine (Wang et coll., 2018).

v Le géne mcr-9

Le géne mcr-9 est le dernier homologue de mcr détecté dans une souche de
Salmonella entrica sensible a la colistine (carrol et coll., 2019). La comparaison par
paires des structures protéiques prédites des neuf homologues des mcr a révéler que
les génes mcr-3, mcr-4, mcr-7, mcr-9 partagent un haut degré de similarité au niveau

structural (Wang et coll., 2020).
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v' Le gene mcr-10

Wang et ses collaborateurs ont décrit un nouveau géne mcr-10, sur un plasmide
IncFIA. Ce gene présente la plus grande identité nucléotidique avec mcr-9 (82,93 %).
Le géne mcr-10 a été trouvé dans de nombreuses espéces d’entérobactéries dans de

plusieurs pays (Wang et coll., 2020).

3. Epidémiologie de larésistance a la colistine

3.1. Dans le monde

La prévalence de la résistance a la colistine reste basse dans de nombreux pays
(Purden at coll., 2013). La premiere résistance a la colistine médiée par un plasmide
a été détectée dans une souche d’Escherichia coli collectée a partir de I'alimentation
en chine en 2015 (Lui et coll., 2016). Depuis lors, la résistance a la colistine a
meédiation plasmidique chez les Enterobacteriaceae a été signalée dans le monde
entier, y compris dans des infections humaines (Izdabski et coll., 2016). En Europe,
les données du réseau européen de surveillance de la résistance antimicrobienne
EARS.Net du centre de prévention et de contréle des maladies ECDC ont montré en
2015 un taux moyen de résistance a la colistine : 1% pour Escherichia coli et 9% pour
Klebsiella pneumoniae, mais cet antibiotique n’était testé de maniere systématique
gue dans six a trente pays (Kieffer et coll., 2017). Dans ce méme rapport, le taux
moyen de résistance chez Pseudomonas aeruginosa et chez Acinitobacter spp était
del% et de 4 % respectivement (Khader at coll., 2020). Une étude réalisée en Afrique
du Sud analysant les mécanismes de résistance a la colistine dans les souches
clinigues humaines collectées entre 2016 et 2017 a notifié une prévalence de mcr-1
dans 55% des Escherichia coli et 71% des isolats de Klebsiella pneumoniae
(Theobald et coll., 2019).

3.2. En Algérie

Au cours de la derniére décennie, la colistine s’est avérée étre le seul antibiotique
efficace pour traiter les infections nosocomiales causées par des bactéries multi-
résistantes (Bakour et coll., 2015). En Algérie, le premier rapport d’un isolat résistant
a la colistine a été publié en 2015, ou une souche d’Acinetobacter baumannii a été
isolée chez des patients du centre hospitalo-universitaire de Beni-Messous a Alger
(Yousfi et coll., 2019). C’était le début de plusieurs découvertes sur la résistance
bactérienne a colistine en Algérie. Deux autres publications ont décrit la forme de

résistance chromosomique chez des souches de Klebsiella pneumoniae chez des
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patients hospitalisés dans trois différents services de I'hépital Ibn Rochd (Annaba,
Algérie) (Bedel et coll., 2017). Les génes mcr-1, mcr-3 et mcr-8 sont les seuls genes
a médiation plasmidique qui ont été décrit jusqu’a présent en Algérie (Nabti et coll.,
2020).

4. Méthodes de détection de la sensibilité a la colistine

Les tests de sensibilité aux polymyxines représentent un défi majeur, car les infections
humaines causées par des bactéries Gram négatives résistantes a la colistine sont
associées a une mortalité plus élevée chez les patients (Capone et coll., 2013). Les
difficultés des tests de sensibilité aux polymyxines sont diverses, notamment la
mauvaise diffusion des polymyxines dans la gélose, les propriétés cationiques
inhérentes aux polymyxines, I'apparition d'une hétérorésistance aux polymyxines chez
de nombreuses especes, et I'absence d'une méthode de référence fiable pouvant
permettre des comparaisons fiables des tests commerciaux (Landman et coll.,
2013) ; (Hindler et Humphries, 2013).

4.1. L’antibiogramme

L’antibiogramme est un test qui a pour objectif de déterminer in vitro la sensibilité d'une
souche bactérienne vis-a-vis des antibiotiques. Il s'agit d'un outil qui permet au clinicien
de réaliser le choix d'antibiotique efficace pour traiter un patient. L’'obtention des
résultats de I'antibiogramme dépend des conditions de préléevement, de l'isolement
correct de la bactérie responsable du processus infectieux, de I'age de la souche, de
l'utilisation d'une souche de référence, de la concentration de l'inoculum bactérien,

ainsi que du pH du milieu et de I'épaisseur de I'agar (Jehl et coll., 2015).

4.1.1. Méthode de dilution

L'objectif des méthodes de dilution est de déterminer la concentration minimale
inhibitrice CMI, correspondant a la plus faible concentration de polymyxine qui inhibe
la croissance bactérienne visible aprés une incubation de 16 a 24 h a 37°C. Ces
meéthodes de dilutions sont des techniques testant une suspension bactérienne dans
plusieurs concentrations de colistine dans un milieu liquide avec des dilutions en

milieu liquide ou en gélose avec des dilutions en milieu solide (Jayol, 2017).
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4.1.1.1. Méthode de dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laguelle une suspension bactérienne a
une concentration prédéterminée est testée contre diverses concentrations d'agent
antimicrobien dans un milieu liquide avec une formulation prédéterminée. Il existe deux
types de méthodes de dilution en bouillon : la méthode de macrodilution en bouillon,
réalisée avec un volume minimum de 2 ml dans des tubes a essai standard et la
meéthode de microdilution en bouillon, réalisée avec un volume de 0,05 a 0,1 ml dans

des plateaux de microtitration.

4.1.1.2. Méthode de dilution en gélose

La dilution en gélose est une autre méthode de référence qui repose sur diverses
concentrations de molécules de polymyxine dans de la gélose Mueller-Hinton MH.
Généralement des dilutions en série de 2 fois, suivies de lI'ensemencement d'un
inoculum bactérien défini sur la gélose. Conformément aux recommandations du CLSI,
la poudre de polymyxine est dissolue dans de I'eau stérile et ajoutée a la gélose MH
fondue pour obtenir des dilutions 2 fois plus importantes. Un inoculum bactérien
correspondant a un standard McFarland de 0,5 est préparé, puis plusieurs dilutions
sont effectuées. Un microlitre de cette dilution est déposé manuellement ou a l'aide

d'un systéme automatisé (Poirel et coll., 2017).
4.2. Méthodes de routine pour les tests de sensibilité
4.2.1. Systémes non automatiques

> Bandes de test ou bandes d’essai

Des bandes de test contenant un gradient de concentration de colistine sont placées sur la

surface de la gélose inoculée, et la CMI est déterminée aprés une incubation de 16 a 24

heures a 37°C. Cette méthode est facile a réaliser mais elle est relativement co(teuse et ne

permet pas de détecter de maniere fiable les isolats résistants a la colistine (Hindler et

Humphries, 2013).

» Le systeme UMIC ou Biocentrique

Le Systéme UMIC correspond a une dilution en milieu liquide, permettant de tester des

souches individuelles pour des concentrations de colistine de 0,06 a 64 mg/L. L'inoculation

est effectuée manuellement, et le temps d'incubation requis varie de 18 a 24 heures. Les

performances de ce systéeme n'ont pas encore été évaluées (Sader et coll., 2012).
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4.2.2. Systémes automatisés

Plusieurs systemes automatisés peuvent étre utilisés pour tester la sensibilité a la
colistine. Deux instruments, le Vitek 2 et le BD Phoenix, peuvent produire des résultats
rapidement de 3 a 16 heures avec un systeme de détection optique, détectant des
changements subtils dans la croissance bactérienne, tandis que les autres MicroScan
et Sensititre sont des systémes d'incubation plus longs d’environ 16 a 24 heures. Ces
systemes sont associés a des logiciels permettant d'interpréter les résultats de

I'antibiogramme (Sautrey et coll., 2015).
4.3. Techniques de détection quantitative

4.3.1. Détection rapide de populations hétérogénes parmi les bactéries Gram
négatives résistantes ala colistine par I'utilisation de I'électrophorése capillaire.
Sautrey et ses collaborateurs ont proposé une méthode d'électrophorese capillaire
pour la détection rapide de populations hétérogenes de souches résistantes a la
colistine. Cependant, des développements supplémentaires sont nécessaires pour que
ces applications puissent étre utilisées quotidiennement dans les laboratoires cliniques
(Sautrey et coll., 2015).

4.3.2. Détection rapide des isolats d'Acinetobacter baumannii résistants a la
colistine par l'utilisation du test micromax

Le test micromax est basé sur la détection des nucléotides libérés, indiquant une
détérioration de la paroi cellulaire, en présence de colistine (Tamayo et coll., 2013).
Apres incubation avec 0,5 pg/ml de colistine, les souches sont considérées comme
résistantes a la colistine si <11% des bactéries présentent des dommages a la paroi
cellulaire.

Les bactéries sont incubées pendant 90 minutes dans un bouillon Mueller-Hinton MH
pour obtenir une croissance exponentielle, puis incubées pendant 60 minutes avec de
la colistine a des concentrations de 0 et de 0,5 ug/ml, respectivement. Les bactéries
incluses dans l'agarose sont incubées avec une solution de lyse qui n'élimine que les
parois cellulaires affaiblies. L'ADN fragmenté libéré peut étre coloré avec le
fluorochrome SYBR gold et visualisé par microscopie a fluorescence. Cette méthode

est plus rapide que la microdilution automatique de routine.
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4.3.3. Détection rapide des isolats d'entérobactéries résistants a la colistine par
['utilisation du test Rapide Polymyxin NP.

Le test est considéré comme positif indiquant une résistance a la polymyxine si l'isolat
se développe en présence de colistine tandis qu'il est considéré comme négatif
indiquant une sensibilité a la polymyxine si l'isolat ne se développe pas en présence
de polymyxine. Ce test est rapide, il est moins de 2 h et facile a réaliser (Nordmann
et coll., 2016).
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CONCLUSION

L'émergence de la résistance aux carbapénemes est I'une des principales raisons de
la réintroduction de la colistine pour le traitement des infections causées par les
bactéries a Gram négatif multi-résistantes. Cependant, l'utilisation massive de la
colistine en médecine humaine a favorisé l'apparition et I'émergence de bactéries

résistantes a cet antibiotique.

La résistance acquise a la colistine peut étre chromosomique ou plasmidique. Il s’agit
essentiellement des mutations dans des génes régulant l'ajout des groupements
cationiques (le géne pmrC, pmrE et I'opéron pmrHFIJKLM et le gene mgrB) impliqués

dans la modification qualitative du LPS.

Récemment, de nombreux autres genes de résistance ont été découverts avec de
hauts degrés de similarité entre eux (mcr-1 a mcr-10), ce qui cause une difficulté
d’utilisation des tests de sensibilité aux polymyxines, notamment la mauvaise diffusion

des polymyxines dans la gélose, et 'absence d’'une méthode de référence fiable.

Des mesures strictes doivent étre prises aujourd'hui, telles que I'utilisation rationnelle
de la colistine et des autres antibiotiques disponibles pour la santé humaine ou
animale, le renforcement des mesures d'hygiéne dans les hépitaux, la mise en place
de réseaux locaux et de systemes nationaux de surveillance de la résistance aux

antibiotiques pour limiter les souches multi-résistantes.
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