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Résumé

Ce document peut servir de référence a toute personne cherchant des informations sur
la résistance a la colistine dans le monde et plus spécialement en Algérie. La colistine, un
antibiotique de la famille des polymyxines, est considérée comme une option thérapeutique de
derniére ligne pour le traitement des infections séveéres causées par les bactéries & Gram négatif
multirésistantes, tels que les entérobactéries. Cependant, trés récemment, les entérobactéries
sont devenues de plus en plus résistantes a 1’action de cet antibiotique. L’émergence et la
propagation de nouveaux mécanismes de résistance ne cessent de s’accroitre. La résistance a la
colistine peut étre soit chromosomique, a travers des mutations dans les génes régulant 1’ajout
des groupements cationiques (pmrA, pmrB, phoP, phoQ et mgrB) ou plasmidiques, codée par
les genes mcr (mcr-1 a mcr-10) récemment décrits. Ces mécanismes de résistance ont été
identifiés, partout dans le monde, chez des bactéries isolées d’animaux, d’aliments,
d’exploitations agricoles, d’humains et de plantes. L’Algérie, comme les autres pays, est
touchée par la résistance des entérobactéries a la colistine. Toutefois, peu de mécanismes ont
été décrits ; il s’agit de résistance de type chromosomique (Pmr A/B, mgr B) et plasmidique

(mcr-1, mer-3 et mcr-8).

Les mots clés : Entérobactéries, colistine, résistance bactérienne, mcr.



Abstract

This document can serve as a reference for anyone seeking information on colistin
resistance in the world and especially in Algeria. Colistin, a polymyxin antibiotic, is considered
as a last-line treatment option for severe infections caused by multidrug-resistant Gram-
negative bacteria, such as enterobacteria. However, very recently, enterobacteria have become
increasingly resistant to the action of this antibiotic. The emergence and spread of new
resistance mechanisms continues to increase. Resistance to colistin can be either chromosomal,
through mutations in the genes regulating the addition of cationic groups (pmrA, pmrB, phoP,
phoQ and mgrB) or plasmid, encoded by the recently described mcr genes (mcr-1 to mcr-10).
These resistance mechanisms have been identified, all over the world, in bacteria isolated from
animals, food, farms, humans and plants. Algeria, like other countries, is affected by colistin
resistance in enterobacteria. However, few mechanisms have been described; they are

chromosomal (Pmr A/B, mgr B) and plasmid (mcr-1, mcr-3 and mcr-8) resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae, colistin, bacterial resistance, mcr.
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Introduction

Introduction

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui I'une des plus graves menaces pesant
sur la santé mondiale. L'utilisation massive et inappropriée d'antibiotiques, telles que les
céphalosporines de troisieme génération et les carbapénémes, dans le traitement des infections
causées par les entérobactéries a été rapidement suivie par I'émergence de souches
multirésistantes et a compromis en maints cas l'utilisation de ces molécules de choix dans le
traitement de ce genre d'infections (Nabti, 2020). De nouvelles formes de résistance émergent
continuellement et se propagent rapidement dans le monde entier. La perte d’antibiotiques
efficaces compromettra notre capacité a lutter contre les maladies infectieuses et a gérer les
complications courantes chez les patients vulnérables subissant une chimiothérapie pour le
cancer, la dialyse pour I’insuffisance rénale et la chirurgie, notamment la transplantation

d’organes, pour lesquels la capacité a traiter les infections secondaires est cruciale.

La colistine, un antibiotique de la famille des polymyxines, est I’'une des molécules de dernier
recours potentiellement actives pour traiter les patients infectés par les entérobactéries
multirésistantes. Son utilisation est en constante augmentation que ce soit en médecine humaine
ou dans I’agriculture et 1’¢levage des animaux. Cependant, des formes de résistance a cet
antibiotique commencent a apparaitre ces derniéres années. En 2015, Liu et al. ont décrit, pour
la premiére fois, un géne mobile codant pour la résistance a la colistine (mcr-1) chez des souches
d’E. coli (Liuetal., 2016). Aujourd’hui, plusieurs autres genes mobiles conférant une résistance
a la colistine (mcr), ont été rapportés, dans différents pays du monde, tant chez I'hnomme que
chez I'animal. En Algérie, on assiste a une rareté de recherches sur ce sujet, malgré son
importance. Alors, nous avons tracé comme objectif, 1’étude du statut de la résistance des

entérobactéries a la colistine en Algérie.
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I. Lesentérobactéries

La répartition des microorganismes dans le monde est tres diverse selon les caractéristiques
de I'écosystéeme. L'étre humain est un écosystéme qui héberge les germes par excellence grace
a leurs physiologie et l'existence des conditions favorables pour la croissance des

microorganismes ; parmi ces derniers, nous distinguons les entérobactéries.

1.1 Définition

Le nom “entérobactérie” (ETB) fait référence a la localisation des microorganismes dans
le tube digestif et principalement dans le c6lon de ’homme et des animaux (Avril et al., 2000).
Ces microorganismes appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Ils sont trés
hétérogénes pour ce qui est de leurs pouvoirs pathogenes et de leurs écologies. Les ETB sont
composées par des especes soit parasites (Shigella, Yersinia pestis), soit commensales
(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae), soit saprophytes (Serratia
marescens, Enterobacter cloacae) (Joly & Reynaud, 2004).

Les ETB regroupent plusieurs genres qui ont une morphologie de bacilles a Gram négatif
(BGN) 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). Elles sont des aéro-anaérobies facultatifs. Les germes de cette famille sont dépourvus
d'oxydase et ont la possibilité de fermenter le glucose, mais aussi la réduction de nitrate en

nitrite.

1.2 Classification

Au cours des dernieres années, la taxonomie des ETB a subi des modifications
considérables. Dans la huitieme édition du manuel de Bergey, la division de la famille en des
tribus est principalement basées sur des réactions biochimiques (Buchanan & Gibbons, 1974).
Les travaux de Brenner dans le manuel de systématique bactériologique de Bergey ont reconnu
les études de ’ADN et nommé 20 genres et plus de 100 espéces (Brenner, 1984). Dans la
septieme édition de diagnostic microbiologique de Bailey et Scott, le regroupement des
membres de la famille des Enterobacteriaceae en 24 genres. Ces genres contiennent des
membres qui sont des pathogenes connus, dont certains sont des pathogenes opportunistes,
d’autres qui peuvent étre isolés a partir de cas cliniques et d’autres especes dont le pouvoir

pathogéne n'est pas connu (Roberson et al., 1992).
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Les études récentes montrent que la famille des Enterobacteriaceae est composée
d'environ 31 genres et plus de 140 especes (SOMIPEV, 2017).

1.3 Habitat

Les ETB forment une importante famille de BGN. Généralement elles ont en commun
une localisation préférentielle au niveau du tube digestif de I'hnomme et des animaux
(Escherichia coli, Salmonella, Shigella). On les trouve aussi au niveau des voies aériennes
supérieures (Klebsiella) et sur les organes génitaux (Isolats d'E. coli). Elles peuvent persister en
dehors d'organismes vivants, on les rencontre dans le sol, I'eau (Yersinia enterocolitica, E. coli)
et dans certains produits alimentaires (SOMIPEV, 2017).

.4 Caracteres culturaux

Les ETB se développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires, en aéro-
anaérobiose. La température idéale pour la croissance de ces germes est de 37 °C, mais la
culture est possible entre 20 et 40 °C pendant 24 heures (NIANDOU, 2005). Les besoins
nutritionnels de cette famille sont généralement réduits, la plupart se multiplient en milieu
synthétique avec une source de carbone simple comme les milieux a base du glucose. Le temps
de géneration des ETB est de 20 a 40 minutes selon chaque espece (HAYETTE et al., 2010).

Sur les milieux géloseés, les colonies des ETB sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogeéne (type S « Smooth »). Mais la culture successive de ces germes peut donner

des colonies a surface seche, rugueuse ( type R « Rough ») (Victonie, 2016).

.5 Caracteres biochimiques

L’identification du genre et d’espece bactérienne repose d’abord sur I’étude des
caractéres biochimiques, qui sont le test de l'utilisation du citrate de Simmons (CS) comme
seule source de carbone, la production d'uréase, la possibilité et la capacité de fermenter le
glucose, la capacité a réduire les nitrates en nitrite, la fermentation du lactose, la production
d'indole, la production d'acétoine, la désamination du tryptophane (TDA) (Avril et al., 2000).

1.5.1 Réaction d’oxydase

La mise en évidence de la production d'enzyme cytochrome C oxydase a partir du test
d’oxydase est essentielle pour I'identification des BGN. Il permet de différencier les ETB de
celles des Pseudomonaceae et des Vibrionaceae (Niang, 2003). Le test d’oxydase est souvent
réalisé par des disques d’oxydase imprégnés du réactif chlorhydrate ou d'oxalate de N-

diméthyl-paraphénylénediamine ou PDA. Si la bactérie possede cette enzyme respiratoire, la
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forme oxydée rose violacée du PDA est produite a partir de la forme réduite incolore (Gadou,
2019).

1.5.2 Utilisation du Citrate
L’utilisation du CS comme seule source de carbone par les bactéries se traduit par un
changement du potentiel d’hydrogene (pH) vers une alcalinisation du milieu qui correspond au

virage de I’indicateur coloré du vert au bleu (Avril et al., 2000).

1.5.3 Recherche de ’uréase

Les bactéries possedent une enzyme active appelée 1'uréase. Cette enzyme scinde 1’urée
en dioxyde de carbone (CO2) et en ammoniaque (NHs). La combinaison de ces deux substances
donne du carbonate d’ammonium ((NH4)2COs3). Le carbonate d’ammonium change le pH du
milieu et devient alcalin, ce qui se traduit par le virage de I’indicateur coloré de I’orange vers

le rose (Avril et al., 2000).

1.5.4 Recherche de la production d’indole

Certaines bactéries dégradent le tryptophane grace a une tryptophanase. Il se forme de
I’indole, de I’acide pyruvique et de ’ammoniac. L’indole est de nature apolaire. Il réagit
fortement avec le para-diméthylamino-benzaldéhyde (réactif de Kovacs) en milieu acide en

donnant un anneau rouge qui remonte en surface (Drame, 2001).

I1.5.5 Recherche de la lysine décarboxylase et de la lysine désaminases

Le milieu lysine de fer est un milieu composé de la lysine, du glucose et du fer. Les
réactions biochimiques apparaissent a deux endroits, en anaérobiose (dans le culot) et en
aérobiose (au niveau de la pente) avec production de désaminases. Ces désaminases sont des
enzymes induites qui agissent sur les acides aminés en entrainant la formation des acides
cétoniques correspondants. Les acides formés ont la propriété de se lier aux ions de fer et de
créer des complexes colorés. Le virage de la pente du violet vers le jaune traduit par la
production d’une lysine désaminase secrétée par la bactérie. Par contre, 1’absence de virage du

culot traduit par la production d’une lysine décarboxylase bactérienne (BAKHOUM, 2004).

1.5.6 Fermentation des sucres, production du sulfure d’hydrogéne et de gaz

Le milieu de culture Kligler-Hajna permettant la recherche de I'activité fermentaire du
glucose et du lactose ; la production du sulfure d’hydrogéne (H.S), aussi la production de gaz
chez les ETB. La fermentation du glucose par la bactérie est mise en évidence par un virage du
culot du rouge vers le jaune tandis que le virage de la pente au jaune indique la décomposition

de lactose. Par ailleurs, la mise en évidence de la production de sulfure d’hydrogéne est
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effectuée par une coloration noire dans le culot avec la présence de bulles d’air ou le

décollement du culot indique la production de gaz (Avril et al., 2000).

1.5.7 Utilisation du malonate

Le malonate inhibe les réactions du cycle de Krebs. Sauf les bactéries qui peuvent
utiliser le cycle glyoxalique sont capables de se développer sur un milieu au malonate.
L’utilisation du malonate s’accompagne d’une libération des ions d'hydroxyle (OHY)

alcalinisant.

1.5.8 Milieu au Citrate de Christensen

Le milieu Citrate de Christensen (CC) contient une petite quantité de glucose et une
source d’azote organique extrait de la levure. Dans ces conditions, certaines bactéries qui
n’utilisent pas le CS sont capables d’utiliser le CC. La formation d’ions hydroxyle (OH")
alcalinisent le milieu (virage du jaune au rose) montre que les bactéries dégradent le CC (Joly
& Reynaud, 2004).

1.5.9 Recherche de I’acétoine ou Réaction de Voges-Proskauer (VP)
La formation de I’acétylméthyl carbinol (AMC) ou acétoine se fait soit a partir de deux
molécules d’acide pyruvique, soit a partir du glucose. En présence d’une base forte, I’acétoine

donne une coloration rouge en milieu tres oxygéné (Avril et al., 2000).

1.5.10 Recherche de la galactosidase

Le test a I’Ortho-NitroPhényl p-D-Galactopyranoside (ONPG) permet la recherche de
la B- galactosidase. C'est une enzyme qui catalyse la dégradation du lactose. L’utilisation du
lactose par la bactérie nécessite deux enzymes, le lactose perméase qui permet la pénétration
du lactose dans la bactérie et la f-galactosidase qui catalyse 1’hydrolyse du lactose en glucose
et galactose. La 3-galactosidase est une enzyme inductible, ¢’est-a-dire qu’elle n’est synthétisée
par la bactérie que lorsque celle-ci est en présence de son substrat. L’ONPG est un substrat
synthétique, proche du lactose, capable de pénétrer dans la bactérie sans perméase (Avril et al.,
2000).

Les caracteres biochimiques différentiels de certaines entérobactéries sont illustrés dans le

tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéres biochimiques des ETB les plus fréquemment rencontrées
(AJDAKAR, 2015).

m
o O =1 Za w & w 3 <
) S ) @ @ = = 3 e D)
= o = = 3 = o = =
@® o @) g = o Q S o [%2)
= o - Q D 53] =
Q =} —_ D =
o o D @ = %) = c = =
. & Q . o = ey @ o D
QO - 2 QD )
Glucose + + + + + + + + + +
Lactose + + + + - - - - - -
Test a + + + + + - +/- - - +
I'ONPG
Indole + - - +/- - - +/- +/- + +/-
VP - - + + + - - - - +*
(Acétoine
Citrate - + + + + +/- - +/- + -
Mobilité + + + - + + - + + +*
Uréase - - - + - - - + - +
TDA - - - - - - - + + -
HZS - +I- - - - + - +I- - -

ONPG = Ortho NitroPhényl Galactoside ; VP = VVoges Proskauer ; TDA = Tryptophane désaminase ; H2S =
Hydrogéne sulfureux ; (#) = positif ; (#/-) = variable ; (-) = négatif ; *: a une température de 20°C.
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.6 Caracteres antigéniques

L'étude des caracteres biochimiques ou antigéniques de chaque genre n'est pas possible,
il faut donc spécifier I'étude sur les especes. Toutes les ETB possedent des antigénes (Ag) de
paroi (somatiques) ou Ag O. Les germes mobiles de la famille Enterobacteriaceae possedent
en plus des Ag de flagelle (flagellaires) ou Ag H. Enfin, d’autres possedent un Ag d'enveloppe
ou Ag K (Figure 1).

1.6.1 Antigéne O

L'Ag O est I'endotoxine des BGN. Il est composé de lipopolysaccharides (LPS)
complexes, trés toxiques, capables de provoquer, dans l'organisme humain, des fievres,
leucopénie, bradycardie, hypotension et choc, coagulation intravasculaire disseminée et mort.
Cet Ag est constitué d'une mosaique d'antigenes dont certains sont des constituants communs a
toutes les ETB et germes apparenteés, et d'autres, des constituants spécifiques de chaque espéce.
On peut identifier ces Ag par plusieurs techniques dont la plus courante est I'agglutination sur

lame avec des sérums spécifiques(Bactériologie, 2003).

Au cours d'une infection par les ETB, il y a une lyse bactérienne et libération d'Ag O.
Sa toxicité entraine un certain nombre d'effets physiopathologiques. Etant antigénique, il

entraine aussi la production d'anticorps ( Ac ) spécifiques anti O (Bactériologie, 2003).

1.6.2 Antigene H

L'Ag H est de nature protéique, pas toxique. Il est constitué comme I'Ag O d'une
mosaique d'Ag avec des composants communs a toutes les ETB mobiles et des composants
specifiques a chaque espece. On peut les mettre en évidence par agglutination sur lame avec
des sérums spécifiques (Kaper et al., 2004).

Au cours d'une infection par les ETB, il y a formation d'Ac anti H. Ces Ac ne sont pas
neutralisants (n'ont pas d'effet protecteur), peuvent étre dosés et permettent alors, avec les Ac

anti O, de faire le sérodiagnostic des infections a ETB (Bactériologie, 2003).

1.6.3 Antigene K
Ce sont des Ag capsulaires, de nature polysaccharidique. 1ls masquent I'agglutination
par les Ac anti O qui peut étre restituée apres chauffage de la souche car ils sont détruits par

ébullition. Ce sont des antigénes de surface (Kaper et al., 2004).
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S. typhi
Copsule (K or Vi antigen)
Upopo}yso;choride (LPS) O niicen

/ side chain

— QO charide
- P charide core

Lipid A

Flagello (H ontigen)

Outer membrane

Periplasmic spoce

Peplidoglycan

Inner membrane

Cytoplasm

1k i “~— Pili (fimbriae )

Figure 1 : la structure antigénique des ETB (Chatin, 2016).
1.7 Facteurs de virulence de la famille Enterobacteriaceae

1.7.1 Fimbriae

Les fimbriae ou les pili sont des hétéropolymeres d’environ 1um de longueur et de 5 a
10 nm de diamétre (Kaper et al., 2004). Ils sont exprimés par les souches UPEC en plusieurs
types (type 1, type P, F1C et type S). La bactérie a besoin de ces fimbriae pour coloniser les
surfaces. Chaque souche a des propriétés spécifique pour exprimer ce facteur comme le support

génétique et la phase ou la bactérie se trouve (High et al., 1988).

1.7.2  Autotransporteurs

Les autotransporteurs sont des protéines capables de s’autosecréter a travers la
membrane d’une BGN grace a un mécanisme appelé sécrétion de type V. Il existe plusieurs
autotransporteurs dont des toxines, des hémagglutinines, des cytotoxines et les Serine Protease
AutoTransporteurs des Enterobacteriaceae (SPATES) (Restieri et al., 2007) .
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1.7.3 Hémolysine

L’hémolysine est une toxine "Repeats-In-ToXin" (RTX). La production des RTX
s'effectue par des BGN. Elles sont caractérisées par des répétitions dans la séquence protéique
méme aussi par un systeme de sécrétion de type 1 (T1SS). Chaque fragment de ces sequences
répétées est riche en aspartate et glycine. Les RTX sont composées d’un regroupement de génes
comprenant la toxine RTX, une enzyme appelée acyltransférase permet d’activer la toxine et
les protéines du systeme de sécrétion de type 1. Pratiqguement, ces genes sont localisés sur des
flots de pathogenicités (Smith et al., 2015).

1.7.4 Sidérophores

Les sidérophores sont des molécules a faible poids moléculaire (500 a 1500 Daltons)
ayant une forte affinité pour le fer oxydé. Ce sont des chélateurs de fer, elles permettent a la
bactérie d'obtenir le fer pour ses besoins physiologiques. Généralement, les sidérophores sont
des facteurs de virulence essentiels dans la majorité des bactéries pathogénes a Gram négatif.
Le fer est un élément essentiel a la bactérie, le fer ferreux (Fe?*) étant toxique et le fer ferrique
(Fe**) insoluble, il y a donc une faible quantité de fer libre disponible chez I’héte infecté. Les
bactéries sont en compétition entre elles pour le gagner, mais aussi il y a une compétition entre
les bactéries avec les systemes de défense de 1’hote tels que la transferrine et la lactoferrine

(Holden & Bachman, 2015).

1.7.5 Antigenes de surface
Deux types d'Ags sont identifiés a la surface de K. pneumoniae. Le premier est I'Ag O.
Le second est I'Ag capsulaire K (Fatma, 2014).

1.7.6  Adhésines

Les adhésines sont des molécules essentiels pour la premiére étape d'un processus
infectieux (Fatma, 2014). Les propriétés d'adhésion des ETB sont généralement médiées par
différents types de pili ou fimbriae. Ils sont formés de différentes sous-unités. Les deux types
de fimbriae les plus rencontrés chez K. pneumoniae sont le type 1 et le type 3 (Gassama Sow,
2004). Les fimbriae de type 1 sont les boucoups plus connus et sont présents chez la plupart des
ETB. lls ont une grande capacité d'adhésion et sont impliqués dans la colonisation des tractus

respiratoire et urinaire (Struve et al., 2008) .

Le type 3 des fimbriae est moins connu. lls sont impliqués dans la fixation de K.
pneumoniae a différents types cellulaires, par exemple aux épithéliums urinaires et
respiratoires. Leurs propriétés dirigent la formation d'un biofilm et a la participation dans les

physiopathologie des infections urinaires sur sonde (Sebghati et al., 1998).
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1.7.7  llot de pathogeénicité

C’est un grand fragment d'ADN chromosomique de 35 a 45 kb. Il posseéde les geénes de
virulence. Ce fragment s'insére au niveau de la terminaison 3' du gene de I’ARN:. Cet Tlot
contient de nombreux génes qui entrent dans le fonctionnement cellulaire et de capter le fer
(Carniel, 1999).

1.7.8  Eléments d'intégration et de conjugaison

Le transfert horizontal de génes intra-especes et inter-especes joue un role essentiel dans
I'évolution et la capacité d'adaptation des bactéries (De la Cruz & Davies, 2000), par exemple
le passage des génes, la réponse rapide aux conditions défavorables. Il est composé de trois

mécanisme la transformation, la transduction et la conjugaison (Hacker & Kaper, 2000).

1.8 Sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques

Plusieurs classes d’antibiotiques, telles que les Bétalactamines, les aminosides et les
quinolones, sont utilisées dans le traitement des infections causées par des entérobactéries.

1.8.1 Les Bétalactamines

Les bétalactamines (B-lac) sont la famille d'antibiotiques la plus importante selon le nombre
et la diversité des molécules utilisables dans la lutte contre les infections bactériennes (Figure
2). Il'y a plusieurs types de B-lac qui se distinguent par leur spectre d'activité et leurs propriétés

en pharmacologie (Nauciel & Vildé, 2005).
» Mécanisme d’action des fB-lac :

e Inhibent la synthése de la paroi bactérienne (peptidoglycane) par un blocage des
protéines de liaison & la pénicilline (PLP).

» Les entérobactéries peuvent développer plusieurs mecanismes de résistance aux p-lac,
a savoir (Galleni et al., 1995; Lakaye et al., 1999) :

e Modification de la cible de la protéine lianta la pénicilline, donc les bactéries
deviennent moins sensibles aux B-lacs tout en gardant une activité physiologique

normale ;
e Inactivation des B-lacs par la synthése d’enzymes (bétalactamases) ;

e Acquisition ou surproduction des pompes a efflux qui peuvent tirer I’antibiotique hors

de la cellule, aussi contre le gradient de concentration ;

e Modification des porines, ce qui ralentit la vitesse de diffusion des B-lacs a travers la

membrane externe.
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Figure 2 : Structure générale des B-lac (Polard, 2006).

1.8.2 Aminosides

Les aminosides ou aminoglycosides sont des molécules naturelles produites par des

actinomycetes ou obtenus par hémisynthese. La composition de cette famille d'ATB est basée

en principe de deux acides aminés ou plus liés a un noyau hexose par une liaison glycosidique

(Mingeot-Leclercq et al., 1999) (Figure 3). Ce sont des oligosaccharides d'une nature basiques,

polaires et hydrophiles.

Les aminosides ont un large spectre antibactérien particulierement contre les BGN. Elles

sont majoritairement bactéricides a cause de leurs action rapide et dose dépendante qui

constitue I’un de leurs propriétés thérapeutiques (Vakulenko & Mobashery, 2003).
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i}
MNHCMNHz
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Figure 3 : Sructure de gentamycin et streptomycin (Forge & Schacht, 2000).
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» Meécanisme d’action des aminosides :

Les aminosides se pénetrent dans les BGN en traversant la paroi puis la membrane

cytoplasmique. Ils se fixent sur les ARN; 16S de la sous-unité 30S du ribosome en entrainant

une altération de la synthese protéique (Boussekey & Alfandari, 2007).

» Mécanismes de résistance des entérobactéries au aminosides :

1.8.3

Incapacité a pénétrer dans la cellule (Résistance acquise ou naturelle), imperméabilité

de la membrane externe ou altération du transport actif a travers la membrane cellulaire.

Modification de la cible ribosomale : mutation d'un géne codant pour la protéine

ribosomale S12 ou pour I'ADN ribosomal 168S.
Inactivation de I'antibiotique par la sécrétion d'enzymes.

Quinolones/ Fluoroquinolones

Les quinolones doivent leur découverte a la recherche sur la chloroquine. La 7-

chloroquinoléine a été grandement utilisé pour le traitement des infections urinaires.

Généralement, le spectre élargi d’activité, une bonne biodisponibilité orale, une bonne

pénétration tissulaire caractérisent les quinolones (Larouche, 2001). A propos des

fluoroguinolones, ils sont caractérisés par la présence d'un atome de fluor en position 6 et d'un

cycle azoté, le plus souvent une pipérazine, en position 7 (Courvalin, 1997) (Figure 4).
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Figure 4 : Structure de différentes classe de Quinolone (Heeb et al., 2011).

» Mécanisme d’action des quinolones et les fluoroquinolones :

12
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Les cibles principales des fluoroquinolones sont les enzymes bactériennes ADN gyrase ou
topoisomérase 1l et la topoisomérase 1V (Muylaert & Mainil, 2013). Les fluoroquinolones
interagissent avec le complexe ADN-enzyme pour créer des modifications de conformation qui
aboutissent a I'inhibition de l'activité enzymatique. Le nouveau complexe fluoroquinolone-
enzyme-ADN empéche la progression de la fourche de réplication d'ADN bactérienne (Hooper,
2000).

» Meécanismes de resistance des entérobactéries aux quinolones et les fluoroquinolones :

e L'apparition des mutations ponctuelles peuvent changées les enzymes de réplication
pour diminuer I'affinité de I'antibiotique pour sa cible (la résistance chromosomique).

e Modification sur les porines membranaires et les pompes d'efflux pour bloguer la

pénétration de l'antibiotique.

e la protection de la cible due aux protéines Qnr, I’inactivation enzymatique due a
I’acétyltransférase AAC(6’)-1b-cr et ’efflux actif médié par la pompe QepA (la
résistance plasmidique) (Cattoir, 2012).
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Colistine

1.1 Historique

La colistine est un ancien antibiotique découvert en 1940, il a été utilisée pour la premiére
fois en 1950 sous forme de formulation intraveineuse. En 1959, la FDA américaine a approuve
la colistine, comme agent antimicrobien, pour le traitement de divers types d'infections, en
raison de son activité bactéricide contre les bactéries a Gram négatif (BGN) (El-Sayed Ahmed
et al., 2020). Cependant, I’utilisation clinique de la colistine a été largement abandonnée dans
les années 1970, principalement, en raison des effets néphrotoxiques et neurotoxiques sur
I’homme (Grégoire et al., 2017) dus a l'utilisation de doses élevees (Mitra et al., 2020). Au cours
des deux derniéres décennies, I'intérét clinique pour les polymyxines a augmenté en raison de
I'’émergence de bactéries Gram-négatives extrémement résistantes aux médicaments (Nation et
al., 2015). La colistine est actuellement considérés comme une défense de derniére ligne contre
les "super-bactéries” a Gram négatif problématiques, notamment les Enterobacteriaceae,
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, qui sont classées dans la catégorie
"Urgent"” ou "Sérieux™ (Tran et al., 2016). Bien que la colistine soit un médicament de réserve
pour les infections a GNB, elle est désormais de plus en plus utilisée comme antibiotique
autonome pour le traitement des infections MDR-GNB résistantes aux antibiotiques de
premiere ligne, a la fois dans les infections systémiques et oculaires (Mitra et al., 2020).

11.2 L’origine

La colistine, également appelée polymyxine E, appartient au groupe des antibiotiques
polymyxines (Ordooei Javan et al., 2015). Les polymyxines sont des antibiotiques
naturellement produits par différentes especes de Paenibacillus polymyxa (Figure 5). Cing
classes chimiques (A, B, C, D et E) sont décrites, mais seuls deux composés sont utilisés en
thérapeutique : la polymyxine B et la polymyxine E (Dortet et al., 2016). Paenibacillus
polymyxa (anciennement connu sous le nom de Bacillus polymyxa) est une rhizobactérie qui
favorise la croissance des plantes (PGPR). C’est une bactérie & Gram positif, aérobie, en forme

de batonnets et formant des endospores (Kim et al., 2016).
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T ' e M

Figure 5 : Observation de Paenibacillus polymyxa GBR-1 cultivé pendant 2 jours (Kim et al.,
2016).

(A) Gélose a l'infusion de cerveau et de ceeur (B) gélose a I'amidon modifié (C) gélose au dextrose de pomme
de terre (PDA) (D) Le microscope électronique a balayage (MEB montre des bactéries en forme de batonnets.
(E) Cellules végétatives, dont certaines sont en cours de division cellulaire (F) Cellules bactériennes en forme
de bacille avec des flagelles. (G) Les cellules bactériennes observées par microscopie électronique a
transmission (MET) sont principalement des cellules portant des endospores.
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11.3 Structure

La colistine est un antibiotique polypeptidique de la famille des polymyxines, contenant,
plus de 30 composants (Fan et al., 2021), synthétisés de maniére non ribosomique. La colistine
a un poids moléculaire de 1750 Da, elle est constituée d’un heptapeptide (des polypeptides
cationiques) cyclique avec une chaine latérale tripeptidique acylée a I’extrémité N par une
queue d’acide gras (Figure 6). Il est a noter que I’hydrophobicité du segment N-terminal
d’acide gras est responsable de la toxicité inhérente et influe grandement sur [’activité
antimicrobienne de la molécule (Bialvaei et Samadi Kafil, 2015). La structure chimique est
dotée, donc de deux propriétés, 1’une, hydrophile (grace aux groupements amines libres des
acides L-2, 4-diaminobutyriques) et I’autre, lipophile (grace a leur acide gras et aux acides
aminés en position 6 et 7 du cycle heptapeptidique). Ses deux propriétés permettent 1’interaction
avec la cible pour initier 1’activité antibiotique (Dortet et al., 2016). La colistine et la
polymyxine B ont le méme cycle heptapeptidique a I’exception d’un acide aminé, qui est la

leucine pour la colistine et la phénylalanine pour la PxB (Jayol, 2018).
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Figure 6 : Structure chimique de la polymyxine B et de la colistine (Dortet et al.,
2016).
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I1.4 Mécanisme d’action

La colistine est un antibiotique bactéricide (Mass, 2018). Les lipopolysaccharide (LPS)
situés au niveau de la membrane externe des bactéries a Gram négatif constituent la cible
principale de la colistine (Newton-Foot et al., 2017). La plupart des recherches sur les
mécanismes d’action des polymyxines ont été réalisées avec la polymyxine B, mais les
similitudes entre les structures chimiques de la polymyxine B et de la colistine laissent penser
que leurs mécanismes d’action sont identiques (Grégoire et al., 2017). Cependant, les
mécanismes d’action des polymyxines ne sont pas totalement clairs, la plupart des recherches
évoquent trois mécanismes, qui se terminent tous par la mort de la bactérie (Dortet et al., 2016) :

e Lyse des membranes bactériennes (voie principale).

e Contact vésicule-vésicule.

e Formation de radicaux libres.

11.4.1 Lyse des membranes bactériennes

On parle d’une interaction ¢lectrostatique entre le résidu acide-diaminobutyrique (Dab)
de la polymyxine chargée positivement d’un c6té et les groupes phosphates de la membrane
lipidique A du LPS chargée negativement (Poirel et al., 2017). De maniére compétitive, le
calcium (Ca?) et le magnésium (Mg?) des groupes phosphates des LPS sont déplacés et la
colistine interagit de maniere électrostatique avec la membrane externe des BGN (Grégoire et
al., 2017). La colistine peut alors s’insérer dans la membrane externe, Les LPS sont donc
déstabilisés, ce qui augmente la perméabilité de la membrane bactérienne, la fuite de

constituants cellulaires, et ainsi la lyse de la bactérie (Figure 7) (Poirel et al., 2017).
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Figure 7 : La colistine tue les bactéries en ciblant les LPS (Sabnis et al., 2020).

17



Colistine

11.4.2 Contact vésicule-veésicule

La spécificité structurelle de 1’échange direct vésicule-vésicule de phospholipides par des
contacts moléculaires stables formés par I’antibiotique PxB est caractérisé par des méthodes
cinétiques et spectroscopiques (Cajal et al., 1996). La structure de la membrane externe qui est
composée d’une couche interne uniquement phospholipidique et d’une autre externe contenant
essentiellement les LPS, donne une chance aux polymyxines pour se lier aux phospholipides
anioniques composant a la fois le feuillet interne de la membrane externe et le feuillet externe
de la membrane interne de la bactérie (Dortet et al., 2016). Les contacts moléculaires inter
membranaires entre les veésicules anioniques sont formées par un petit nombre de molécules
PxB. [Molécules PxB : La PxB est un décapeptide amphipathique cyclique avec cing chaines

latérales chargées positivement et une chaine acyle a I’extrémité N-terminale.].

Des amas plus grands contenant plusieurs vésicules sont formés ou chaque vésicule peut
établir des contacts multiples si les conditions le permettent (Cajal et al., 1996). 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 al., 2007).

11.4.3 Formation de radicaux libres

En raison de I’accumulation des radicaux hydroxyles, la polymyxine peut induire la mort
de la bactérie (Dortet et al., 2016). Dans certains cas les polymyxines peuvent induire un stress
oxydatif, entrainant la formation d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) telles que des ions
super-oxydes (Oz), du peroxyde d’hydrogene (H205) et des radicaux hydroxyles (OH) (Imlay,
2013). En fin de compte, la concentration de radicaux hydroxyles atteint des niveaux qui ne
peuvent pas étre contrdlés, et les conséquences qui s’ensuivent sont la mort de la cellule (les

dommages oxydatifs ultérieurs a I’ADN, aux lipides et aux protéines).

11.4.4 Activité antitoxique

Les activités des polymyxines ne sont pas seulement limitées a I’action antibiotique, mais
elles agissent, aussi, comme anti-endotoxine (Magréault, 2019). En effet, en se fixant au LPS,
les polymyxines neutralisent également le lipide A, composé toxique permettant I’ancrage du

LPS dans la membrane externe (Dortet et al., 2016).
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1.5 Spectre d’action

L’activité de la colistine est observée chez la majorité des espéces d’entérobactéries
(Escherichia coli, Klebsiella spp, Citrobacter spp, Salmonella spp, Shigella spp et Yersinia
pseudotuberculosis) (Tableau 2) (Jayol, 2018), et la plupart des BGN aérobies (Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia). 1l est connu pour sa
propriété bactéricide concentration dépendante (Mass, 2018). La colistine a également été
signalée comme potentiellement active contre plusieurs espéces de mycobactéries, notamment,
Mycobacterium xenopi, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium phlei et Mycobacterium smegmatis (Falagas et
Kasiakou, 2005). En général, les polymyxines présentent une activité réduite contre les
bactéries a Gram positif, car elles ne se fixent pas favorablement a I’acide lipoteichoique présent
dans la paroi cellulaire (El-Sayed Ahmed et al., 2020). Elles sont, aussi, inefficaces sur les
Cocci a Gram négatif (Mass, 2018).

Certaines espéces comme Hafnia spp, Proteus spp, Providencia spp., Morganella spp. et

Serratia spp sont naturellement résistantes a la colistine (Jayol et al., 2017).
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Tableau 2 : Spectre antimicrobien et concentration minimale inhibitrice (CMI) du peptide
purifié (colistines A et B) produisent par Paenibacillus polymyxa (Naghmouchi et al., 2012).

Les souches indicatrices | sources | Les milieux Zone CMI (g/ml)
de culture d’inhibition
utilisés attribuée au
peptide purifié
(colistine A et
B) a (5 g/ml)
Listeria ivanovii HPB28 TSB - 2.5-5
L. monocytogenes LSD530 TSB - 5-10
Escherichia coli MC 4100 TSB ++ 0.13-0.26
E. coli O157:H7 ATCC TSB ++ 0.13
35150
E. coli ATCC TSB ++ 0.13
25922
E. coli RR1 TSB +++ 0,13
Pseudomonas ATCC TSB +++ 0.52
aeruginosa 19442
P. xuorescens LRC R73 TSB +++ 0,162
Lactococcus lactis UL719 MRS. - -
Paenibacillus polymyxa @ ATCC MRS - -
43865
Pediococcus acidilactici | UL5 MRS. - -
Salmonella enterica UL TSB + 0.04-2.08
Staphylococcus aureus | Scott A3 TSB - -

-: Aucune inhibition a des concentrations allant jusqu’a 5 pg/ml ; + : Diamétre de la zone
d’inhibition 10 +2 mm ; ++ : Diamétre de la zone d’inhibition 16 #2 mm ; +++ : Diamétre de
la zone d’inhibition 28 £2 mm.
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1.6 Utilisation thérapeutique

11.6.1 Formulation

Le monde est confronté a la menace croissante de I’émergence de bactéries Gram négatif
multi résistantes, en particulier Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, dont
certains isolats sont résistants a presque tous les antibiotiques actuellement disponibles (Li,
2005), a I’exception de la colistine qui est considéré comme la polymyxine la plus utilisée en
pratique clinique, sous la forme de son prodrogue inactive et moins toxique (Ortwine et al.,
2015), il existe deux formes de colistine disponible dans le commerce, a savoir le sulfate de
colistine (Figure 9) pour un usage topique, et le méthanesulfonate de colistine de sodium
(CMS) connu aussi sous le terme colistiméthate de sodium (Figure 8) pour I’inhalation et
I’utilisation parentérale (Zabidi et al., 2020). Le colistiméthate de 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 bisulfite de sodium (Falagas & Kasiakou, 2005).
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Figure 8 : Représentation de la structure chimique de colistiméthate de sodium
(Colistimethate Sodium | C58H105N16Na5028S5 - PubChem, 2021).

21



Colistine

H N Q H ¥ o _ -
N _\ \_)‘-}_ N —_/ BT ~"
o ~N |
N B N
HN o7 \\F:.‘ O
L H ] (
=X N.s- ]' N H H
H o 7 & —N
HN . N Nf_‘“ \ A H
\ H O /
— N .-~ H —
o
o —F )_ N N,
\\ — P >
y—N o £ “B—N—\
i H C}’_, O /anp U \—“\
— % 2 N H
T O H
Y S H
/'/ \
\
o
IS ) %n
€ N o

Figure 9 : Représentation de la structure chimique de sulfate de colistine (Coly-Mycin S
| C53H102N16017S - PubChem, 2021).

11.6.2 Pharmacocinétique-pharmacodynamique

I1 existe un manque d’informations fiables concernant les données pharmacocinétiques

(PK) et pharmacodynamiques (PD) disponibles pour guider la posologie chez I’homme,

pharmacocinétique de la colistine a été obtenue il y a au moins deux décennies lorsque des tests

microbiologiques non spécifiques ont été utilisés pour mesurer les concentrations de colistine

dans les fluides biologiques (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015). La colistine chargée positivement

présente un profil PK nettement différent de celui du dérivé sulfométhylé (Tran et al., 2016).

La CMS est éliminée principalement par les reins, alors que la colistine est principalement

¢liminée par une voie autre que 1’excrétion rénale, car elle subit une réabsorption tubulaire,

mais les taux élevés de colistine urinaire 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 (Figure 10).
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La résistance des bactéries a la colistine augmente dans le monde entier (L. Z. Nabti et
al., 2019) parallélement a son utilisation clinique et vétérinaire (Rhouma, 2017). In vitro,
lorsqu’elles sont exposées a la colistine, les bactéries développent rapidement des mécanismes
de résistance (Osei Sekyere et al., 2016). Dans ces cas, des modeéles
pharmacocinétiques/pharmacodynamiques peuvent étre utilises pour quantifier la perte
d’efficacité de la colistine et pour déterminer les schémas posologiques optimaux. L utilisation
d’une dose de charge pourrait réduire 1’émergence de la résistance, mais 1’utilisation de la
colistine en association semble également nécessaire. Certains sites études
pharmacocinétiques/pharmacodynamiques de la colistine en combinaison ont déja été menées,

mais des études supplémentaires d’autres investigations sont nécessaires (Grégoire et al., 2017).

A Renal clearance
(tubular secretion)
Extrarenal High concentration
- — B — ; .
clearance CcMs of CMS in urine

Conversion

to colistin
Renal clearance

(tubular reabsorption)

v
g — High concentration
Colistin B —— SipsehiaR .
- of colistin in urine
\
Extrarenal

clearance

B Renal clearance
(tubular reabsorption)

. — Low concentration off
PolymyxinB m . polymyxin B in urine

Extrarenal
clearance
Figure 10 : Apercu des voies pharmacocinétiques pour (CMS), la colistine et pour la PxB
(Poirel et al., 2017).

L’épaisseur des fleéches indique I’importance 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 médicament se produit, et une partie de la CMS
excrétée est convertie en colistine dans les voies urinaires.
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1.7 Utilisation en médecine humaine et vétérinaire

11.7.1 Médecine humaine

Depuis son introduction dans les années 1950, la colistine a été utilisée principalement
comme traitement topique en médecine humaine en raison de sa toxicité lorsqu’elle est
administrée par voie systémique. 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 al., 2015). Compte tenu de la rareté
des nouveaux antibiotiques, la colistine est actuellement souvent le seul agent antibiotique
efficace contre les organismes MDR (Poirel et al., 2017). La colistine, en association avec
d’autres antibiotiques tels que I’astigecycline ou les carbapénemes, est utilisée comme
traitement privilégié, en particulier pour les entérobactéries productrices de carbapénémase et
les autres bactéries & Gram négatif resistantes aux carbapénémes (Daikos et al., 2012).

11.7.2 Médecine vétérinaire

Contrairement a ce qui se passe en médecine humaine, la colistine est largement utilisée
en médecine vétérinaire depuis des décennies pour le traitement et la prévention des maladies
infectieuses (Kieffer et al., 2015). Le site majorité de la consommation de polymyxine
correspond a des formes administrées par voie orale, avec différentes formulations (pré
mélange, poudre ou solutions orales) (Figure 11). L utilisation principale est liée aux infections
a entérobactéries, et en particulier aux infections gastro-intestinales (Poirel et al., 2017).
Cependant, les données concernant la résistance a la colistine chez les bactéries provenant
d’animaux et d’aliments d’origine animale sont relativement rares, en partie parce que des
difficultés méthodologiques entravent 1’analyse de la sensibilité a la colistine. La plupart des
données concernant les isolats cliniques sont liées a Escherichia coli entéropathogéne et
Salmonella (Kempf et al., 2016). Les pourcentages de résistance sont parfois élevés pour les
souches pathogenes et le géne mcr-1 a été détecté dans des isolats d’E. coli pathogénes. (Liu et
al., 2016).
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Figure 11 : Pourcentage des ventes de polymyxines destinées aux animaux producteurs
d’aliments (Catry et al., 2015).
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La résistance a la colistine chez les entérobactéries

I11.1 Formes de résistance

111.1.1 Résistance naturelle

Plusieurs espéces d’entérobactéries sont naturellement résistantes a la colistine, a savoir :

» Bacillus polymyxa sous-espece colistinus
A ce jour, le seul mécanisme de résistance enzymatique est décrit chez Bacillus
polymyxa (Jayol, 2018). Cette espece productrice des polymyxines est naturellement résistante
a la colistine grace a la production d’une enzyme qui hydrolyse la colistine, la colistinase

(Dixon & Chopra, 1986).

» Proteus, Providencia, Morganella et Serratia marcescens
La résistance naturelle de Proteus mirabilis et de Serratia marcescens est due a 1’ajout
de groupes cationiques (groupes phosphoéthanolamine et/ou 4— amino -4 — désoxy-L-
arabinose) sur le lipide A, ce qui augmente la charge positive du LPS bactérien, en diminuant
ainsi, I’affinité des polymyxines, qui sont elles-mémes cationiques. Cette addition de groupes

est liée a ’activation constitutive de 1’opéron pmrHFIJKLM et du géne eptB (Jayol, 2018).

» Enterobacter spp. Hétérorésistants

Il'y a plusieurs études concernant le mode de résistance naturel chez la souche de E.
cloacae qui est réparti en 13 clusters (I a XI1I). Les sous-populations (I, I, IV, VII, IX, X, XI
et XII) présentent un phénotype d’hétérorésistance a la colistine (Guérin et al., 2016). Une étude
a montré que cette sous-population résistante est génétiquement identique a la sous-population
sensible, avec toutefois, des différences dans 1’expression des génes et la modification du lipide
A. En outre, la présence de cette sous-population résistante est dépendante de I’histidine
kinasePhoQ, on parle donc, de I’expression de 1’opéron pmrHFIJKLM qui est sous régulation
du systéme a deux composantes PhoP/PhoQ (PhoPQ) (Band et al., 2016).
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I11.1.2 Reésistance acquise
Les entérobactéries peuvent acquérir de la résistance a la colistine par le biais de
plusieurs mecanismes :

» Résistance chromosomique

Modifications du LPS

La résistance aux polymyxines chez les BGN est principalement due a une modification

post-traditionnelle du LPS. Cette modification tend a empécher les polymyxines de se lier a la
surface de la bactérie et a pénétrer a I’intérieur de la cellule pour exercer leur activité bactéricide
(Figure 12). L’expression de la plupart des génes de la voie de modification des LPS est
controlée par divers systemes (Jeannot et al., 2017).
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Figure 12 : Modifications du lipide A et résistance aux polymyxines (Dortet et al., 2016).

A. Modifications du lipide A responsables de la diminution de 1’¢électronégativité de la membrane externe et de la
répulsion des polymyxines. KDO : 2-céto-3-désoxyoctonate ; pEtN : phosphoéthanolamine ; L-Ara4N : 4-amino-4-désoxy-
L-arabinose.
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B. Structures chimiques du lipide A natif et du lipide A modifier. Les enzymes responsables des modifications du lipide
A sont indiquées dans les rectangles colorés. Le type de modification est écrit de la couleur correspondant a la structure
chimique modifiée. KDO : 2-céto-3-désoxyoctonate ; pEtN : phosphoéthanolamine ; L-Ara4N : 4-amino-4-désoxy-L-
arabinose.

= Ajout de groupements cationiques a la surface du LPS

Plusieurs génes et opérons sont impliqués dans la modification qualitative du LPS
(Figure 13) :

= Des génes codant pour des enzymes qui sont directement impliquées dans la
modification du LPS (synthése et/ou ajout de groupements cationiques sur le LPS) : le
géne pmrC, le géne naxD, le géne pmrE et I’opéron pmrHFIJKLM.

» Des génes régulant I’expression des génes impliqués dans la modification du LPS : les
systtmes a deux composantes PmrA/PmrB (PmrAB), PhoP/PhoQ (PhoPQ),
CrrA/CrrB (CrrAB), ParR/ParS (ParRS), CprR/CprS (CprRS), et ColR/ColS
(ColRS).

= Un geéne régulateur du systeme a deux composants PhoPQ : le géne mgrB.

= Des génes connecteurs des systémes a deux composantes : le gene pmrD qui connecte
les systemes PmrAB et PhoPQ, et le géne crrC qui connecte les systemes CrrAB et
PmrAB (Jayol, 2018).
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Figure 13 : Représentation schématique de la régulation des génes impliqués

dans la résistance a la polymyxine dans les isolats cliniques de E. coli (A) et K.

pneumoniae (B) (Jeannot et al., 2017).
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»  Modification de l’acétylation du LPS (chez K. pneumoniae)

Il est possible que la mutation dans IpxM modifie I’acétylation du lipide A, rendant ainsi
la souche plus résistante & la colistine. Actuellement, nous ne pouvons pas expliquer
génétiquement pourquoi les alleles mutés de yciM et IpxM sont dominants par rapport a 1’alléle
de type sauvage. Il est probable que cette résistance a la colistine soit due a la modification de
I’acétylation du LPS (Halaby et al., 2016).

= Augmentation de production du LPS
La mutation de 1’yciM chez K. pneumoniae peut augmenter la production de LPS, ce
qui entrainerait des niveaux plus éleves de LPS dans la membrane externe, ce qui pourrait

compenser 1’effet déstabilisant de la liaison de la colistine au LPS (Halaby et al., 2016).

e Modifications de la capsule polysaccharidique (CPS)
= Superproduction de la CPS
Le genre Klebsiella comprend des espéces qui causent des infections nosocomiales et
communautaires (Profeta et al., 2021). Chez K. pneumoniae, la CPS agit comme une barriére
protectrice (Jayol, 2018), ainsi, la bactérie augmente 1’expression pour produire plus de CPS en
réponse a des agents nocifs tels que les antibiotiques. Les CPS joueraient un réle direct dans la
résistance aux agents antibactériens, en modifiant 1’architecture de la membrane externe en

limitant ainsi leur interaction avec les antibiotiques (Campos et al., 2004).

= Libération de la CPS (phénomeéne de trapping)

Chez K. pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa, les bactéries libérent du CPS
anionique et provoquent des infections bactériennes. Les peptides antimicrobiens cationiques
(comme les polymyxines) sont donc, capturés (phénomene de trapping « capture»), en
réduisant ainsi la quantité qui peut atteindre la surface des bactéries (Llobet et al., 2008).

e Implication des porines
Chez K. pneumoniae et Enterobacter asburiae, le changement d’assortiment de
protéines dans la membrane externe peut contribuer a la stabilité et a ’intégrité de la paroi
cellulaire, et ainsi développer et maintenir la résistance a la colistine. Des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour explorer le systeme de régulation potentiellement
élabore et les roles exacts des différentes protéines (K&dar et al., 2017). Mais, I’importance des

porines dans I’acquisition de la résistance a la colistine reste a élucider (Jayol, 2018).
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e Implication des pompes d’efflux
Un nouveau mécanisme de résistance aux polymyxines a été caractérisé chez Yersinia.
Ce mécanisme dépend d’un systéme de pompe d’efflux/anti porteur de potassium formé par les
protéines RosA et RosB. Le systeme RosA/RosB est activé par un changement de température
a 37 °C, mais il est également induit par la présence des peptides cationiques antimicrobiens,
tels que la PxB (Bengoechea & Skurnik, 2000). Des études supplémentaires sont nécessaires
pour spécifier I’implication des pompes d’efflux dans 1’acquisition de la résistance a la colistine

(Jayol, 2018).

» Reésistance plasmidique

L’émergence et la dissémination rapide des neuf genes de résistance a la colistine mobile
a médiation plasmidique (mcr-1 a mcr-10) ont fait craindre des infections résistantes a la
colistine dans le monde entier. 1l est également clair qu’il existe de multiples variantes de mcr
(mcr-1 a mer-10) qui se sont répandues dans le monde entier chez les humains, les animaux de
compagnie et les animaux destinés a I’alimentation tels que la volaille, les porcs et les bovins
(Ngbede et al., 2020). Dans les souches bactériennes provenant de I’homme, la résistance
transférable a la colistine a été principalement identifiée dans les isolats de patients qui n’ont
pas été traités par la colistine, et 1’on a supposé que cette acquisition de ses souches résistantes
pouvait résulter de I’ingestion de viande contaminée, entrainant une colonisation gastro-

intestinale asymptomatique (Caniaux et al., 2017).

e Gene de résistance plasmidique mcr-1
Le géne mcr-1, a médiation plasmidique, responsable du transfert horizontal de la
résistance a la colistine (Figure 14) a été décrit chez des souches d’E. coli et de K. pneumoniae,
isolées en Chine entre 2011 et 2014 (Liu et al., 2016). La protéine MCR-1 est une enzyme
membre de la famille des phosphoéthanolamine transférases. Elle catalyse la réaction de 1’ajout
de phosphoéthanolamine au lipide A (Figure 15), et par conséquent les LPS deviennent plus

cationiques (Poirel et al., 2017).
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Figure 14 : Rapports sur les isolats producteurs de MCR-1 chez I’homme et I’animal (Poirel
etal., 2017).
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Figure 15 : La réaction de transfert du phospho-éthanolamine (PEA) sur le lipide A catalysée
par le géne mer-1 (Liu et al., 2016).

e Gene de resistance plasmidique mcr-2
La protéine MCR-2 appartient aussi & la famille des phosphoéthanolamine (PEA)
transférases. Ses enzymes catalysent I’addition de PEA sur la partie lipidique de la membrane
externe bactérienne en neutralisant sa charge négative. Ce qui conduit a la réduction de la liaison
avec la colistine (chargée positivement) (Wang et al., 2018). En juin 2016, le géne mcr-2 a été

découvert pour la premiére fois chez une souche d’E. coli en Belgique (Xavier et al., 2016).

e Gene de résistance plasmidique mcr-3
Ce nouveau gene mobile de résistance a la colistine, mcr-3, a été découvert pour la
premiére fois, chez une souche d’E. coli d’origine porcine (Kempf et al., 2013). Ce gene a été
identifié comme un gene de résistance a la colistine en raison de sa ressemblance avec diverses
autres phosphoéthanolamine transférases chez les Enterobacteriaceae et les Aeromonas,

identifiés principalement en Asie du Sud-Est et en Amérique du Nord.

e Gene de resistance plasmidique mcr-4
Dans une étude réalisée par Carattoli et ses collaborateurs, sur 125 souches, 32 étaient
positifs pour le gene mcr-1 et 3 pour mcr-2 ; tandis que 11 souches de Salmonella portaient un

nouveau gene, nommeé mcr-4.
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Par la suite, le géne mcr-4 a été détecté chez des souches d’origine clinique et animale (porcine)
de S. enterica sérovar typhimurium et d’E. coli, isolés, en lItalie, en Espagne et en Belgique
(Carretto et al., 2018).

e Gene de résistance plasmidique mcr-5
Récemment, Borowiak et al, ont décrit un nouveau géne, mcr-5, chez S. enterica sérovar
Paratyphi B, d’origine animale (volaille), isolée en Allemagne. Ce nouveau geéne code pour une

protéine de 547 acides aminés et il est porté sur un transposon (Borowiak et al., 2017).

e Gene de resistance plasmidique mcr-6
AbuOun et al ont découvert le géne mcr-6 sur le chromosome de Moraxella
pluranimalium. Ce géne présentait 87,9 % d’identité avec le géne mcr-2 d’E. coli. M.
pluranimalium, isolée en Europe a partir d’une source animale, était le seul isolat hébergeant le
gene mcr-6 (AbuOun et al., 2017).

e Gene de résistance plasmidique mcr-7
Un nouveau géne de résistance a la colistine a médiation plasmidique, mcr-7.1,
partageant 70 % d’identité d’acides aminés avec le géne mcr-3, a été identifié dans trois souches
de K. pneumoniae isolées chez des poulets en Chine. Le gene mcr-7.1 a été trouvé avec le
géne blactx-m-s5 sur un seul plasmide de type Incl2 (pSC20141012) (Yang et al., 2018).

e Gene de résistance plasmidique mcr-8
En 2018, un nouveau variant des génes mcr, nommé mcr-8, a été décrit en Chine dans
une souche de K. pneumoniae d’origine animale (Nabti et al., 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 1’acquisition du géne unique mcr-8 chez
E. coli et K. pneumoniae augmentait de maniere significative la résistance a la colistine chez

ces deux espéces (Wang et al., 2018).

e Gene de resistance plasmidique mcr-9
Carroll et al ont décrit un nouveau gene mcr, nommé mcr-9, identifié lors de la
verification de routine des séquences du génome de Salmonella pour les études des genes de

résistance aux antimicrobiens.
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La séquence d’acides aminés du mcr-9, a eté détectée chez une souche clinique
multirésistantes de Salmonella enterica sérotype typhimurium, isolée d’un patient dans 1’Etat
de Washington en 2010. Cette séquence ressemblait le plus a 1’mcr-3, avec 64,5 % d’identité

d’acides aminés et 99,5 % de couverture (Carroll et al., 2019).

e Gene de résistance plasmidique mcr-10
Wang et al décrivent un nouveau géne mcr, mcr-10, sur un plasmide IncFIA d’une
souche clinique d’Enterobacter roggenkampii. Le géne mcr-10 présente la plus grande identité
nucléotidique (79,69 %) avec mcr-9 et code pour 82,93 % d’acides aminés identiques au MCR-
9. Le gene mcr-10 a été trouvé dans de nombreuses espéces d’Enterobacteriaceae dans de

nombreux pays, ce qui suggere qu’il a déja atteint une large distribution (C. Wang et al., 2020).

I11.2 Resistance a la colistine chez les entérobactéries en Algerie

La description récente de genes de résistance a la colistine portés sur des plasmides a
suscité 1’inquiétude des scientifiqgues du monde entier surtout avec le manque de nouveaux
antibiotiques pour traiter les infections causées par des bactéries multi résistants. Ainsi, il est
nécessaire aujourd’hui, de mettre en ceuvre des protocoles adaptés pour détecter efficacement
les souches résistantes a la colistine dans les laboratoires de microbiologie clinique (Bardet &
Rolain, 2018).

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 hospitalier
universitaire de Beni-Messous a Alger (Yousfi et al., 2019). C’¢était le début de plusieurs

découvertes sur la résistance bactérienne a colistine en Algérie.

I11.2.1 La résistance chromosomique en Algérie

Récemment, la colistine s’est avérée étre le seul antibiotique efficace pour traiter
certaines infections nosocomiales causées par des bactéries multirésistantes (Bakour et al.,
2015). En Algérie, deux publications ont décrit la présence de formes de résistance
chromosomique chez les entérobactéries. Bebel et al (2017) ont isolé des souches de K.
pneumoniae résistantes a la colistine chez des patients hospitalisés dans trois différents services
de I’hopital Ibn Rochd (Annaba, Algérie), la recherche de mutations chromosomiques dans
mgrB, pmrA/B et phoP/Q a éte effectuée par PCR et séquencage standard ou ils ont conclu que
Le mécanisme de résistance a la colistine de les souche était due & une substitution
nucléotidique dans le géne pmrB entrainant une modification d'un acide aminé pour certains et

il est due a l'inactivation du géne mgrB pour d’autre (Belbel et al., 2018).
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Une deuxieme étude menée par Yousfi et al. (2019) sur trois patients qui ont été admis
dans le service des maladies infectieuses, hopital universitaire d’Annaba pour une infection
urinaire récurrente, a révélé que ces souches étaient résistantes a la colistine. Les souches
présentaient des substitutions d’acides aminés dans PmrA/B et un géne mgrB tronque (Tableau
3) (Yousfi et al., 2019).

111.2.2 La résistance plasmidique en Algérie
la résistance acquise aux polymyxines est de plus en plus signalée, en Algérie, chez les
Enterobacteriaceae (L. Z. Nabti et al., 2020). 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.

» Legéne mcr-1

Ce geéne a déja été décrit a 1'0Ouest de 1’ Algérie chez deux souches cliniques d’E. coli,
une a Sidi Bel Abbes (Berrazeget al., 2016) et I’autre a Oran (Yanat et al., 2016). Il a été détecté
aussi dans des échantillons provenant d’animaux (Bachiri et al., 2018; Chabou al., 2019), de
I’eau de mer (Drali et al., 2018) et du fumier (Touati et al., 2019) (Tableau 3 et Figure 16).
Trés récemment, des analyses moléculaires réalisées sur 215 souches d’E. coli ont révélé qu’une
seule souche (E. coli 115) hébergeait le gene mcr-1 conférant ainsi la résistance a la colistine.
Cette souche a été isolée a partir d’un échantillon d'urine d'un homme agé de 69 ans et porteur

d'une sonde urinaire (L.-Z. Nabti, 2020).

» Legene mcr-3
Touati et al. (2020) ont décrit pour la premiére, en Algérie, la présence du gene de
résistance a la colistine mcr-3 chez des souches d’E. coli isolées a partir du fumier des animaux
dans les fermes situées dans la région d'Oran et comme hypothese, ce I'équipe de recherche a
conclu que Le transfert du fumier des animaux vers le sol et I'eau d'irrigation pourrait disséminer
un mélange de résistances multiples, constituant une menace inquiétante pour la santé humaine.
(Tableau 3) (Touati et al., 2020).
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mcr-1 from seawater

mer-1 from poultry (ALGIERS) [6]

(BLIDA and ALGIERS) [7]

S

mer-1 from Barbary macaques
(BEJAIA) [8]

mer-1 from human
(ORAN) [5]
mer-1 from human
(SETIF)

mer-1 from human (The current study)

(SIDI BEL ABBES) [4]

Figure 16 : Distribution géographique du géne de résistance a la colistine a médiation
plasmidique mcr-1 isolé chez I'homme, I'animal et dans I'environnement en Algérie (L. Z.
Nabti et al., 2020).

> Le gene mcr-8

En 2018, un nouveau type d'enzyme phosphoéthanolamine (PEtN) transférase, appelé
MCR-8, conférant une résistance a la colistine, a été identifié chez une souche de K.
pneumoniae isolée en Chine, a partir de la matiére fécale de porc (Wang et al., 2018). En
Algérie, Nabti et al. (2020) ont développé un test qPCR (PCR en temps réel) ciblant ce nouveau
géne. Appliquée sur une collection de BGN isolées au CHU de Sétif, la nouvelle gPCR a permis
de décrire la premiere souche clinique de K. pneumoniae portant le géne mcr-8 (L. Z. Nabti et
al., 2020).
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Tableau 3: Mécanismes de résistance a la colistine signalés chez les Enterobacteriaceae en

Souches/échantillons

K. pneumoniae

K. pneumoniae

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

K. pneumoniae

Année

d'isolement

2016

2017

2011

2011

2016

2016

2016

2016
jusqu’a
2018

2020

Algérie.

Ville

d'isolement

Annaba

Annaba

Oran

Sidi
Belabess

Béjaia

Alger,
Blida

Alger

Oran

Setif

Héte

Humain

Humain

Humain

Humain

Animal
(macaques
de
Barbarie)

Animal
(excrémen
ts de
poulet)

Environne
ment (eau
de mer)

Animaux

Humain

Mécanisme de
résistance

S903B et pmrA et
pmrB ;
pmrA et pmrB ;
pmrB

IS10R, pmrB et
mgrB

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-1

mcr-3

mcr-8

Référence

(Yousfi et
al., 2019)

(Belbel et
al., 2018)

(Yanat et
al., 2016)

(Berrazeg
etal.,
2016)

(Bachiri et
al., 2018)

(Chabou et
al., 2019)

(Drali et
al., 2018)

(Touati et
al., 2020)

(L. Z.
Nabti et
al., 2020)
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Dans ces derniéres années, la résistance des ETB aux ATB est devenue un probléme de
santé au niveau mondiale. L’émergence et la dissémination de différents mécanismes de
résistance acquise au sein de cette classe de bactérie ont entrainé ’apparition des souches

multirésistantes, conduisant parfois a des impasses thérapeutiques.

L'émergence de la résistance aux carbapénémes est I'une des principales causes de la
réintroduction de la colistine pour le traitement des infections causées par des bactéries a Gram-
négatif multirésistantes. Toutefois, 1’utilisation massive de la colistine en médecine humaine et

vétérinaire a favorisé 1’apparition et I’émergence de bactéries résistantes a cet antibiotique.

La résistance acquise a la colistine a été identifiée dans différents pays chez plusieurs genres
d'ETB, comme Klebsiella, Escherichia, Enterobacter et Salmonella. Cette résistance peut étre
de nature chromosomique ou plasmidique. L'ajout de groupes cationiques au LPS est
responsable de lI'acquisition de la résistance chez les ETB. Un large panel de genes et d'opérons
sont impliqués dans la modification qualitative du LPS, comme les génes pmrC, pmrE et
I'opéron pmrHFIJKLM et le gene mgrB. De plus, dix genes mobiles conférant une résistance a
la colistine (mcr), ont été rapportés (mcr-1 a mcr-10) a ce jour.

En Algérie, certaines études ont décrit la résistance des ETB a la colistine. Trois types de
genes mobiles conférant la résistance a la colistine ont €té rapportés, il s’agit des genes mcr-1,
mcr-3 et mcr-8. De plus, des mécanismes chromosomiques ont été décrit, il s’agit
essentiellement des mutations dans des génes régulant I'ajout des groupements cationiques
(pmrA/B et mgrB).

Enfin, cette étude souligne I’augmentation de la résistance a la colistine en Algérie. Il est
indispensable aujourd’hui de prendre certaines mesures strictes comme 1’utilisation rationnelle
de la colistine et des autres antibiotiques disponibles (dans la santé humaine ou animale), le
renforcement des mesures d’hygiéne hospitaliere et la mise en place des réseaux locaux et
nationaux de surveillance de la résistance aux antibiotiques afin de limiter la dissémination des

souches multirésistantes.
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Résumé

Ce document peut servir de référence a toute personne cherchant des informations sur
la résistance a la colistine dans le monde et plus spécialement en Algeérie. La colistine, un
antibiotique de la famille des polymyxines, est considérée comme une option thérapeutique de
derniére ligne pour le traitement des infections séveéres causées par les bactéries & Gram négatif
multirésistantes, tels que les entérobactéries. Cependant, trés récemment, les entérobactéries
sont devenues de plus en plus résistantes a 1’action de cet antibiotique. L’émergence et la
propagation de nouveaux mécanismes de résistance ne cessent de s’accroitre. La résistance a la
colistine peut étre soit chromosomique, a travers des mutations dans les génes régulant 1’ajout
des groupements cationiques (pmrA, pmrB, phoP, phoQ et mgrB) ou plasmidiques, codée par
les genes mcr (mcr-1 a mcr-10) récemment décrits. Ces mécanismes de résistance ont été
identifiés, partout dans le monde, chez des bactéries isolées d’animaux, d’aliments,
d’exploitations agricoles, d’humains et de plantes. L’Algérie, comme les autres pays, est
touchée par la résistance des entérobactéries a la colistine. Toutefois, peu de mécanismes ont
été décrits ; il s’agit de résistance de type chromosomique (Pmr A/B, mgr B) et plasmidique

(mcr-1, mer-3 et mcr-8).

Les mots clés : Entérobactéries, colistine, résistance bactérienne, mcr.



Abstract

This document can serve as a reference for anyone seeking information on colistin
resistance in the world and especially in Algeria. Colistin, a polymyxin antibiotic, is considered
as a last-line treatment option for severe infections caused by multidrug-resistant Gram-
negative bacteria, such as enterobacteria. However, very recently, enterobacteria have become
increasingly resistant to the action of this antibiotic. The emergence and spread of new
resistance mechanisms continues to increase. Resistance to colistin can be either chromosomal,
through mutations in the genes regulating the addition of cationic groups (pmrA, pmrB, phoP,
phoQ and mgrB) or plasmid, encoded by the recently described mcr genes (mcr-1 to mcr-10).
These resistance mechanisms have been identified, all over the world, in bacteria isolated from
animals, food, farms, humans and plants. Algeria, like other countries, is affected by colistin
resistance in enterobacteria. However, few mechanisms have been described; they are

chromosomal (Pmr A/B, mgr B) and plasmid (mcr-1, mcr-3 and mcr-8) resistance.

Keywords: Enterobacteriaceae, colistin, bacterial resistance, mcr.
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