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INTRODUCTION  

 

1. Entérobactéries et résistance 

 

Les entérobactéries (Enterobacteriaceae) sont des bacilles à Gram négatif 

constituant l’une des plus importantes familles de bactéries. Les entérobactéries 

rassemblent de nombreux genres dont Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, 

Shigella, Serratia, Citrobacter, Proteus. Pour la plupart, ce sont des commensaux 

résidant principalement au niveau du tube digestif de l’homme et des animaux. 

Escherichia coli représente l’espèce bactérienne aérobie dominante de l'intestin à 

raison de 108 par gramme de fèces (flore totale : 1011 à 1012 bactéries par gramme) 

(1). Pour certaines, ce sont des pathogènes stricts (ex : Salmonella Typhi ou Shigella 

dysenteria). Elles peuvent aussi être, à l’hôpital, responsables d’infections dites 

opportunistes chez des patients souvent fragilisés. On estime qu’elles sont 

impliquées dans 50% des cas de septicémies, 60 à 70% des entérites et 70% des 

infections urinaires (2). Elles sont généralement traitées par des bêtalactamines. Les 

bêtalactamines constituent la plus grande famille d’antibiotiques. Elle regroupe les 

pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénèmes. Toutes se 

fixent aux protéines de liaison des pénicillines (PLP) inhibant ainsi la synthèse du 

peptidoglycane, composant essentiel de la paroi bactérienne (3). 

 

Cependant, depuis de nombreuses années, on observe une émergence de bactéries 

multi-résistantes (BMR). L’émergence des BMR et leur diffusion sont le résultat de 

deux facteurs conjoints : la pression de sélection par les antibiotiques et la 

transmission des souches résistantes, transmission croisée, ou des supports 

génétiques de la résistance (plasmides) (4). Les bactéries sont dites multi-résistantes 

aux antibiotiques lorsque, du fait de l'accumulation de résistances acquises à 

plusieurs familles d’antibiotiques, elles ne sont plus sensibles qu'à un petit nombre 

d'antibiotiques utilisables en thérapeutique. La multirésistance est une étape vers 

l’impasse thérapeutique. En France, la surveillance de la résistance bactérienne aux 

antibiotiques repose sur de nombreux partenaires et réseaux de surveillance. 

 

La résistance des entérobactéries aux bêtalactamines est principalement due à des 

bêta-lactamases à spectre étendu (BLSE), enzymes qui hydrolysent l’ensemble des 

pénicillines ou céphalosporines à l’exception des céphamycines et des 
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carbapénèmes (5). Les entérobactéries productrices de bêta-lactamases à spectre 

étendu (EBLSE) ont émergé dans les années 1980 : elles étaient alors 

principalement représentées par K. pneumoniae et E. aerogenes et quasi 

exclusivement responsables d’infections nosocomiales. A la fin des années 1990, on 

observe l’émergence d’un nouveau type de BLSE (les céfotaximase-Munich (BLSE 

CTX-M)), retrouvées principalement chez E. coli et dans les infections 

communautaires. Ce phénotype de BLSE touchant principalement E. coli, 

entérobactérie principale du tube digestif de l’homme, constitue un nouveau péril 

fécal et un réservoir de BLSE pour les autres espèces d’entérobactéries qui 

colonisent ou transitent par le tube digestif de l’homme (6,7). 

 

En 2016, le nombre annuel des infections nosocomiales à EBLSE était estimé entre 

58 000 et 109 000, dont entre 7 000 et 11 500 bactériémies. Depuis 2002, la densité 

d’incidence (DI) globale des infections à EBLSE a été multipliée par 5,4 (+443%) 

(Figure 1). Elle est estimée, en 2016, à 0,71 pour 1 000 journées d’hospitalisation 

(JH) et la proportion de l’espèce E. coli a augmenté de 19 à 58%. Cette 

augmentation importante peut être inquiétante car elle peut servir de réservoir 

potentiel pour l’émergence de nouvelles souches résistantes aux carbapénèmes (8). 

 

 
 
Figure 1 : Densité d’incidence des SARM et des EBLSE pour 1 000 JH (densité d’incidence globale 
par année) entre 2002 et 2016. ES : établissement. Réseau BMR-Raisin – Résultats 2016 

 
Avec l’augmentation de l’incidence des entérobactéries résistantes aux 

céphalosporines de troisième génération (EBLSE ou hyperproduction de la  

céphalosporinases), la consommation des carbapénèmes a augmenté ces dernières 

années (Figure 2) (9).  
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Figure 2 : Evolution de la consommation d'antibiotiques de la famille des bêtalactamines en nombre 
de DDJ/1 000 JH dans la cohorte de 490 établissements ayant participé de 2009 à 2016 (pourcentage 
d’évolution entre 2009 et 2016). DDJ : Doses définies journalières. Réseau ATB-Raisin – Résultats 
2016 

 

Par conséquent, des souches résistantes aux carbapénèmes apparaissent. Cette 

résistance peut provenir de deux mécanismes différents : soit la présence d’une 

imperméabilité aux carbapénèmes, soit l’acquisition d’une carbapénémase (10). Le 

nombre d’entérobactéries ayant une sensibilité diminuée aux carbapénèmes reçus 

au centre national de référence (CNR) a rapidement augmenté avec une proportion 

croissante d’entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) : 23,1% en 

2012 contre 36,2% en 2014 (Figure 3) (11). 
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Figure 3 : Répartition en France de 2012 à 2014 des souches d’entérobactéries ayant une sensibilité 
diminuée aux carbapénèmes reçues au CNR. 

 

Les EPC sont des bactéries dites hautement résistantes et émergentes (BHRe). 

Elles sont identifiées de plus en plus fréquemment dans le monde et sont 

généralement associées à d’autres mécanismes de résistance touchant d’autres 

familles d’antibiotiques. En 2016, les entérobactéries les plus touchées sont K. 

pneumoniae (54%) suivi de E. coli (38%) et les mécanismes les plus fréquemment 

retrouvés sont OXA-48 et NDM (Figure 4) (12).  
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Figure 4 : Répartition des épisodes impliquant des EPC en France signalés entre 2009 et 2016, selon 
les mécanismes de résistance impliqués et l’année de signalement (N=3 595). RICAI 2017 – Santé 
Publique France 

 
En Europe, la résistance aux carbapénèmes reste très limitée. Les données du 

réseau EARS-Net montrent que la proportion de souches résistantes aux 

carbapénèmes, en France en 2016, était de 0,4% dans l’espèce K. pneumoniae. En 

comparaison, cette dernière proportion était bien plus élevée dans les pays tel que la 

Grèce (66,9%), l’Italie (33,9%) et la Roumanie (31,4%) (Figure 5) (13). Mais le 

contrôle de la diffusion de ces carbapénèmases reste difficile (14). 
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Figure 5 : Pourcentage de souches invasives de Klebsiella pneumoniae ayant une résistance aux 
carbapénèmes en 2016 par pays en Europe. EARS-Net 2016-2017 

 
Les EPC conduisent à une inefficacité partielle ou totale des antibiotiques de la 

classe des carbapénèmes. L’émergence et la diffusion des EPC peuvent être à 

l’origine d’infections difficiles voire impossibles à traiter. 

 

2. Généralités sur la colistine 

 
Les polymyxines sont des antibiotiques naturellement produits par différentes 

espèces de Paenibacillus. Il existe cinq classes de polymyxines mais seulement 

deux sont utilisées en thérapeutique : la polymyxine B et la polymyxine E (15). 

 

La colistine est un polypeptide de la famille des polymyxines du groupe E, produit par 

Bacillus polymyxa subspecies colistinus. Elle a été découverte en 1950 par Y. 

Koyama (16) puis a été disponible dans les années 1950 pour le traitement des 

infections à bacilles Gram négatif (17). 

Il s’agit d’un mélange complexe d’au moins 30 composés, dont les deux majeurs 

sont la colistine A (polymyxine E1) et la colistine B (polymyxine E2). La colistine A et 

la colistine B diffèrent par une chaine d’acide gras en position terminale (Figure 6) 

(18). 
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Figure 6 : Structure de la colistine A et B (polymyxine E1 et E2). Polymyxine E1 (colistine A) : R: acide 
6-méthylctanoïque; polymyxine E2 (colistine B): R: acide 6-méthylheptanoïque; DAB: acide α,γ-
diaminobutyrique; Thr: threonine; Leu: leucine 

 

La colistine agit en se liant aux lipopolysaccharides (LPS), composant de la 

membrane externe, uniquement présente chez les bacilles à Gram négatif. Son 

mécanisme d'action, non totalement élucidé, peut être expliqué par trois modes 

distincts et concomitants : lyse des membranes bactériennes (mode principal), 

contact « vésicule-vésicule », et formation de radicaux libres. Ces trois mécanismes 

aboutissent à la mort de la bactérie (15). Une activité anti-toxinique a aussi été 

découverte (19).  

Son mécanisme d’action principalement décrit est le suivant : les polymyxines 

possèdent des charges positives et se lient alors aux LPS chargés négativement. 

Cette interaction provoque un déplacement des cations divalents (essentiellement 

Mg2+ et Ca2+) responsable de la désorganisation de la structure membranaire 

permettant à la colistine de s’insérer dans la membrane externe. La colistine va 

ensuite entraîner une altération de la perméabilité membranaire et la formation de 

pores entrainant ainsi une fuite du contenu intracellulaire, à l'origine de la mort de la 

bactérie (Figure 7) (17,20,21). 
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Figure 7 : Mécanisme d’action de la colistine sur la membrane des bactéries à Gram négatif 

 

La colistine est caractérisée par une activité bactéricide dirigée contre une majorité 

de bactéries à Gram négatif, telles que les entérobactéries, à l’exception des genres 

Proteus spp., Morganella spp., Serratia spp. et Providencia spp. (17). De récentes 

études ont démontré la résistance naturelle à la colistine du genre Hafnia spp. (22) et 

la résistance possible de certains « clusters » du complexe Enterobacter cloacae 

(23). Des niveaux plus élevés de résistance à la colistine ont été observés sur 

certains sérotypes de Salmonella dont S. Enteritidis. Ainsi, l’auteur suggère que les 

CMI de la colistine doivent être évaluées selon le sérovar (nom donné à la variété 

sérologique correspondant à une espèce) (24). 

 

La colistine a été utilisée jusque dans les années 1980 et a ensuite été écartée des 

protocoles thérapeutiques du fait de l’apparition de nouvelles molécules telles que 

les céphalosporines de troisième génération mais surtout en raison de sa toxicité 

rénale (25). Son utilisation est restée exceptionnelle chez les patients atteints de 
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mucoviscidose pour contrôler les complications infectieuses (26). Depuis 

l’émergence de bactéries multi-résistantes dont principalement Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter baumannii et K. pneumoniae et l’absence de nouveaux 

antibiotiques efficaces contre ces bactéries, un regain d’intérêt de l’utilisation de la 

colistine a été observé dès les années 1990 (27). Ainsi en 2012, elle est redevenue 

un antibiotique prescrit pour le traitement d’infections humaines sévères liées à des 

bactéries résistantes à toutes les autres options thérapeutiques (28). La colistine est 

majoritairement utilisée par voie intraveineuse (IV) mais une récente étude a 

souligné l’intérêt et l’efficacité de l’inhalation de la colistine pour traiter des infections 

respiratoires en plus d’une toxicité probablement moindre que par voie IV (29). 

 

Entre 2010 et 2014, les données du réseau européen de surveillance de la 

consommation d’antibiotiques (ESAC-Net) ont montré que la consommation 

hospitalière totale de colistine en Europe a augmenté d’environ 50% (Figure 8) (30).  

 

Figure 8 : Tendances de la consommation de polymyxines en Europe, 2010-2014 (exprimée en DDD : 
defined daily dose (doses définies journalières) pour 1 000 habitants et par jour) 
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Toutefois, les tendances de consommation des polymyxines en Europe sont variées 

selon les pays et sont surtout liées à la prévalence élevée d’EPC (Figure 9).  

 

Figure 9 : Consommation de polymyxines par pays de l’Europe en 2016. DDD : defined daily dose 
(doses définies journalières). ECDC 2016 

 

3. Résistance à la colistine 

 

L’émergence de la résistance à la colistine apparaît depuis ces dernières années et 

semble être fortement liée à une utilisation excessive de la colistine et à des doses 

non optimales favorisant la pression de de sélection (31,32). Les résistances 

observées ces cinq dernières années concernent principalement K. pneumoniae et 

Pseudomonas aeruginosa (15). 

 

On observe, dans les pays où la prévalence des EPC est importante et qui ont ainsi 

une consommation de polymyxines élevée, l’émergence de bactéries résistantes à la 

colistine (33–35). En Grèce ou en Italie, par exemple, la résistance à la colistine 

atteint des proportions inquiétantes notamment chez K. pneumoniae producteurs de 

carbapénémases (Figure 10) (36). En effet, chez cette espèce, dans un hôpital en 

Grèce entre 2007 et 2010, 18,6 % de souches productrices de carbapénémases de 

type KPC sont résistantes à la colistine (37). Cette résistance est en constante 

augmentation. Lors d’une enquête nationale réalisée en 2011 en Italie, 22,4 % des 
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souches productrices de carbapénémases sont résistantes à la colistine et 43% en 

2013-2014 (38,39). 

 

 

 

Figure 10 : Pourcentage de Klebsiella pneumoniae isolées à partir du sang ayant une résistance 
associée aux carbapénèmes et à la colistine en Europe en 2016. ECDC Novembre 2017 

 

Les infections à EPC sont très souvent associées à un taux de mortalité élevée de 

l’ordre de 50% (40). La résistance à la colistine limite encore plus les options 

thérapeutiques chez les EPC et est donc associée à un risque accru de décès (41). 

 

Une enquête nationale sur la résistance à la colistine, chez les EPC en France en 

2014,  a rapporté un taux élevé de résistance chez K. pneumoniae et E. cloacae 

(6,2% et 7,7%, respectivement) (42). Ceci est d’autant plus inquiétant que les genres 

Klebsiella spp. et Enterobacter spp. sont fréquemment isolés dans les infections 

nosocomiales (cinquième et neuvième bactéries les plus fréquentes respectivement 

en 2012) (43). 
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A) Résistances chromosomiques 

 

Cette résistance est pour l’essentiel liée à des altérations chromosomiques dans 

divers gènes. Ces altérations ont pour principal objectif de conduire à des 

modifications de charges du LPS ou à une perte du LPS, ce qui va empêcher la 

fixation de la colistine.  

Chez les entérobactéries, les modifications du LPS sont régulées par deux systèmes 

appelés PhoP/PhoQ (lui-même régulé par la protéine transmembranaire MgrB) et 

PmrA/PmrB. Les principaux mécanismes de résistance à la colistine chez ces 

bactéries sont l’apparition de mutations, délétions ou insertions sur les gènes 

impliqués dans l’un ou l’autre de ces systèmes (15,44). Une altération sur l’un de ces 

gènes conduit à des modifications covalente du lipide A du LPS avec des groupes 

chargés positivement tel que le 4-amino-4-désoxy-L-arabinose ou le 

phosphoéthanolamine (45). Une étude récente a permis de montrer l’implication du 

gène PhoP dans la résistance à la colistine et à déchiffrer les mécanismes 

conduisant à l’hétérorésistance de la colistine chez K. pneumoniae (46). 

 

D’autres stratégies de résistance également utilisées par les bactéries sont la 

synthèse d’une capsule ou l’expression de pompes à efflux (47,48). 

 

Une étude a permis de souligner la rapidité de sélection de souches résistantes sous 

pression antibiotique (49). Toutefois, une autre étude a démontré la présence d’un 

coût biologique associé aux mutations chromosomiques à l’encontre de la colistine, 

principalement chez A. baumannii (50). Cela signifie que la présence d’une mutation 

chromosomique peut être associée à une baisse de virulence, mais ceci dépend des 

souches et du mécanisme de résistance impliqué (chez A. baumannii (51) et chez K. 

pneumoniae (52)). Ainsi, avec la diminution du fitness évoquée chez certaines 

souches, la probabilité de retrouver un mécanisme de résistance plasmidique était 

très largement rejetée par la communauté scientifique. 

 

B) 2015 : découverte d’une résistance plasmidique (mcr-1) 

 

En 2015, le premier mécanisme de résistance plasmidique à la colistine a été décrit 

en Chine chez l’animal sur une souche d’E. coli (le porc). A ensuite été décrit la 
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présence de ce gène aussi chez l’homme et dans l’alimentation (53). Puis, le même 

gène a été signalé au Danemark parmi des isolats de BLSE et d’E. coli productrices 

d'AmpC (hyperproduction de céphalosporinase) provenant de viande de poulet et 

chez un homme, mais à une prévalence très faible (54). Cette découverte implique 

un risque de diffusion par transfert horizontal et le taux de transfert des plasmides 

portant mcr-1 a une valeur élevée, de l’ordre de 10-1 à 10-3 (53). 

 

Le gène correspondant, mcr-1, code pour une phosphoéthanolamine transférase 

plasmidique, qui catalyse l’addition de phosphoéthanolamine sur le lipide A conférant 

un bas niveau de résistance à la colistine (concentration minimale inhibitrice (CMI) 

comprises entre 4 mg/L et 8 mg/L) (53). L’origine du gène pourrait être Paenibacillus 

spp. (55).   

 

Dans les six mois suivant sa découverte, le gène mcr-1 a été signalé sur la plupart 

des continents et présent de façon ubiquitaire puisqu’il a été trouvé dans des isolats 

provenant d'animaux, d’aliments, de l'environnement et d'humains : particulièrement 

en Chine (premier pays utilisateur de colistine en santé animale) (Figure 11) (56). En 

France, chez les animaux de productions, le taux de portage d’E. coli porteurs du 

gène mcr-1 est variable : 0,5% chez les porcs en 2013, 2% et 6% chez les poulets et 

dindes respectivement en 2014 (57). Selon le bilan épidémiologique de Santé 

Publique France du 10 mai 2017, 16 souches porteuses du gène mcr-1 ont été 

identifiées chez l’homme entre janvier 2016 et mai 2017 en France et quatre 

identifiées à l’occasion d’études rétrospectives sur des souches de 2012/13/14. Un 

cas de transmission croisée a été rapporté concernant une K. pneumoniae BLSE. 

 

E. coli représente plus de 80% des souches positives pour mcr-1. Des isolats ont 

aussi été décrits pour les genres Salmonella, Klebsiella, Enterobacter et Shigella 

(58). 

 



34 
 

 

Figure 11 : Répartition géographique du gène mcr-1 (au 2 juin 2016). Les pays représentés en couleur 
ont signalé au moins un isolat avec le gène mcr-1 
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On observe une diversité de plasmides véhiculant le gène mcr-1, et certains ont été 

retrouvés chez des souches de bactéries différentes permettant d’imaginer qu’il s’agit 

d’une diffusion ancienne. En effet, des enquêtes rétrospectives ont permis d’établir la 

présence du gène mcr-1 sur des souches de poulets en Chine dès les années 1980 

(59) et en France depuis au moins 2005 à partir d’une souche isolée d’un veau (60). 

Ces différents plasmides sont principalement identifiés dans le monde animal mais 

possèdent toutes les caractéristiques pour une diffusion efficace chez l’Homme (15). 

Liu et al. suggèrent que les plasmides mcr-1 restent stables même en l’absence 

d’une pression de sélection par les polymyxines. Cela faciliterait ainsi la propagation 

du plasmide dans les populations d’entérobactéries au sein de la population humaine 

(53). 

 

Le réservoir d’origine supposé du gène mcr-1 est le monde animal (61) pour diverses 

raisons :  

 L’usage important de polymyxines dans le traitement et la prévention des 

maladies du bétail pourrait être responsable d’une pression de sélection 

efficace pour l’évolution de la résistance (53,62). En effet, la colistine est 

utilisée dans l’agriculture depuis les années 1950. En 2010, c’était le 

cinquième antibiotique le plus vendu dans l’agriculture (63). 

 La prévalence de mcr-1 est plus faible chez l’homme comparativement à 

l’animal. On note une prévalence de 21% chez des souches d’E. coli BLSE 

isolées chez des veaux en France entre 2014 et 2015 (60). La prévalence des 

souches animales productrices de mcr-1 a largement augmenté ces dernières 

années (progression des taux de prévalence d’environ 3% par an entre 2008 

et 2014) (59,64). Tandis que les résultats de l’étude SENTRY sur 183 

hôpitaux à travers le monde en 2014-2015 montrait une prévalence globale 

chez l’homme inférieure à 0,1% parmi l’ensemble des souches d’E. coli et de 

K. pneumoniae (65). 

 L’association génétique de mcr-1 avec des résistances au florfénicol 

(antibiotique uniquement utilisé chez les animaux) (66).  

 



36 
 

Le gène mcr-1 a aussi été isolé sur des souches d’entérobactéries comprenant déjà 

des résistances notamment sur des entérobactéries produisant une BLSE 

(principalement de type CTX-M) (15,60,67). La première détection en France d’une 

souche d’entérobactérie porteuse du gène mcr-1, également productrice d’une BLSE 

(signalée par l’Institut Pasteur de Nouméa en Nouvelle-Calédonie) a été déclarée le 

25 juillet 2016 (68). Plus rarement, le gène mcr-1 a été isolé sur des souches 

productrices de carbapénémases (66,69–71). Dans 90% des cas, ces souches 

porteuses du gène mcr-1 et également productrices d’une carbapénémase, étaient 

retrouvées sur des prélèvements d’origine humaine (15).  

 

A titre indicatif, des variants de mcr-1 ont été identifiés : mcr-1.2, mcr-2, mcr-3, mcr-4 

et mcr-5 (72–76).  

 

L’émergence et la dissémination de la résistance plasmidique sont extrêmement 

inquiétantes, compromettant le dernier rempart sur la route vers la toto-résistance 

aux antibiotiques, ce d’autant que les perspectives de nouvelles molécules 

thérapeutiques dans le traitement des infections à EPC sont assez limitées. 

 

Le Haut Conseil de Santé Publique (HCSP), dans un avis en mai 2017, rappelle 

alors les circonstances au cours desquelles la résistance à la colistine doit être 

identifiée. Il est ainsi recommandé de tester la résistance à la colistine et de 

rechercher, en cas de résistance, la présence du gène mcr-1 chez toute souche 

d’EPC isolée soit lors d’un dépistage ou soit dans un prélèvement à visée 

diagnostique (77). Des précautions complémentaires d’hygiène devront être prises et 

dépendront du profil de résistance de la souche : s’il s’agit d’une EPC porteuse du 

gène mcr-1, il faudra mettre en œuvre les précautions spécifiques BHRe, en plus des 

précautions standard (78), et s’il ne s’agit pas d’une EPC, les recommandations de la 

SF2H 2009 « Transmission croisée : précautions complémentaires contact » 

s’appliqueront (79). 
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4. Détermination de la sensibilité à la colistine 

 

A) Rappels sur les méthodes d’antibiogrammes 

 

L’antibiogramme consiste à classer les bactéries dans l’une des trois catégories 

cliniques : sensible, intermédiaire ou résistante, vis-à-vis d’une série d’antibiotiques. 

Pour cela, la procédure consiste à déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice 

(CMI), de la comparer aux valeurs critiques qui délimitent les catégories cliniques et 

de réaliser une lecture interprétative (validation biologique et thérapeutique). Les 

valeurs critiques sont établies sur la base de données pharmacocinétiques et 

pharmacodynamiques (PK/PD) par des comités d’experts (en France, le Comité de 

l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie : CA-SFM).  

Pour réaliser l’antibiogramme, les laboratoires disposent d’une variété de méthodes 

dont principalement la diffusion en milieu gélosé, l’utilisation de bandelettes 

imprégnées d’un gradient de concentrations d’antibiotiques ou différentes versions 

de la dilution en milieu liquide (80). 

 

1. Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé : 

L’antibiogramme par diffusion en gélose consiste à déposer des disques imprégnés 

d’antibiotiques sur une gélose ensemencée en nappe avec la bactérie à tester. Après 

incubation, la culture délimite autour des disques des zones d’inhibition circulaires 

dont le diamètre est inversement proportionnel à la CMI. Des droites de régression 

permettent d’établir pour chaque antibiotique les diamètres critiques correspondant 

aux concentrations critiques et d’interpréter les diamètres obtenus pour la bactérie à 

tester en catégories cliniques (sensible, intermédiaire ou résistante). 

 

2. CMI déterminées par bandelettes imprégnées d’un gradient de 

concentrations d’antibiotiques : E-test® ou autres dispositifs  

Ces dispositifs permettent de déterminer la CMI grâce à l'utilisation de bandelettes 

imprégnées d'un gradient exponentiel continu de l'antibiotique à tester. Les 

bandelettes (supports inertes, hydrophobes, de 5 mm de largeur et de 50 mm de 

longueur) sont appliquées sur la surface d'un milieu gélosé préalablement 

ensemencé avec un inoculum de la souche à étudier. Après incubation, l'inhibition de 

la croissance se traduit par une ellipse d'inhibition dont les points d'intersection avec 

la bandelette définissent la CMI.  
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3. Antibiogramme par dilution en milieu liquide : 

Il existe plusieurs systèmes pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques par 

dilution en bouillon (en milieu liquide). 

L’un utilise une gamme de concentrations. Pour cela, des plaques de microdilution 

incluant plusieurs antibiotiques à différentes concentrations sont utilisées. Après 

distribution de l’inoculum dans chaque puits et incubation, les CMI sont définies 

comme la plus faible concentration d’antimicrobien qui inhibe la croissance visible. 

L’autre est basé sur des concentrations d’épreuves. Ce système est représenté par 

l’automate VITEK2® (bioMérieux). Les microplaques sont remplacées par de petites 

cartes en plastiques contenant des antibiotiques sous forme déshydratée. Avec ce 

système, la CMI n'est pas lue mais calculée grâce à un algorithme, par comparaison 

de la croissance en l’absence d’antibiotique (témoin) et en présence d’une 

concentration test de chaque antibiotique. 

 

B) Problèmes rencontrés pour la détermination de la sensibilité à la 

colistine au laboratoire  

 

Les tests de sensibilité à la colistine sont techniquement difficiles en raison de 

plusieurs problèmes. Tout d’abord, la colistine diffuse très mal en gélose. Ensuite, les 

polymyxines se lient à une gamme de plastiques et de verre, y compris les plastiques 

les plus courants (polystyrène et polypropylène) utilisés dans les plateaux de 

microdilution des tests de sensibilité en laboratoire, ce qui augmente les problèmes 

de fiabilité et de reproductibilité (28,81). Des tentatives pour éviter cette liaison ont 

été faites en utilisant un surfactant tel que le polysorbate (P-80) (82). Mais l’ajout de 

ce surfactant peut influencer les résultats de la CMI (83). 

 

Actuellement, les techniques de détermination de la CMI (diffusion en milieu gélosé 

ou en gradient de concentrations) ne sont plus recommandées en raison de la 

mauvaise diffusion de la colistine dans la gélose (84). La corrélation des CMI avec 

les diamètres des zones de diffusion des disques avait déjà été considérée comme 

problématique il y a plus de 30 ans (85). De plus, de nombreuses études ont montré 

une variabilité significative entre les résultats de la CMI lors de l’utilisation de 

différentes méthodes et la présence d’erreurs très importantes pour certaines 

(86,87). 



39 
 

 

Ces problèmes ont été largement étudiés par le Comité européen sur les tests de 

sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) et le Clinical Laboratories Standards 

Institute (CLSI). Les deux recommandent, comme seule méthode de test de 

sensibilité fiable et reproductible, la détermination de la CMI par méthode de 

microdilution en bouillon selon le standard ISO 20776-1. Ils précisent d’utiliser un 

milieu liquide Mueller-Hinton ajusté en cations, de réaliser le test avec la colistine 

sulfate (et non la colistine méthanesulfonate : CMS) et d’utiliser des plaques de 

titrage en polystyrène dépourvues de prétraitement. Aucun autre additif tel que les 

polysorbates ne doit être utilisé (88).  

 

Le HCSP, en 2016, a donc pris des décisions pour détecter ces souches résistantes 

à la colistine associées au gène mcr-1. Il est ainsi recommandé de déterminer la CMI 

de la colistine par la méthode de référence de microdilution en milieu liquide selon 

les recommandations du CA-SFM/EUCAST (89). La résistance s’exprime le plus 

souvent à bas niveau avec des valeurs de CMI rapportées comprises entre 2 et 16 

mg/L et une CMI médiane à 4 mg/L. Pour pouvoir ensuite attribuer une résistance 

détectée par la mesure des CMI à l’expression d’un gène mcr, il faut détecter la 

présence de ce gène à l’aide de techniques moléculaires, qui sont les seules 

permettant un diagnostic spécifique de certitude (68).  

 

C) Evaluation des différentes méthodes commercialisées 

 
L’EUCAST a publié un avertissement (mis à jour en février 2018) sur les différents 

tests de sensibilité à la colistine disponibles dans le commerce et sur les différents 

problèmes détectés. Cet avertissement confirme que la méthode de diffusion sur 

disque ne peut être utilisée car il n’y a pas de distinction entre les isolats sensibles et 

résistants en raison d’un problème de diffusion. 

 

L’EUCAST a voulu ainsi évaluer différents tests de sensibilité à la colistine 

commercialisés utilisant la méthode de microdilution en bouillon (Sensititre®, 

MICRONAUT-S®, MICRONAUT MIC-Strip®, SensiTest® et UMIC®). Deux tests 

utilisant des gradients de diffusion (E-test® et CMI Test Strip®) ont aussi été 

comparés. La méthode de microdilution en bouillon selon la norme ISO 20776-1 a 

été choisie comme méthode de référence (90).  
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Soixante-quinze souches de bactéries à Gram négatif ayant des profils de 

sensibilités vis-à-vis de la colistine variables, ont été testées. Cette étude conclut que 

les tests en gradients de diffusion sous-estiment les valeurs de la CMI et doivent 

ainsi être évités même lorsque les résultats du contrôle de qualité se trouvent dans 

les valeurs limites. Les tests commerciaux ont bien fonctionné et avec des résultats 

reproductibles. On observe une meilleure corrélation pour Sensititre® et les deux 

tests MICRONAUT®. L’EUCAST souligne la nécessité d'un contrôle rigoureux de la 

qualité de toute méthode et recommande aussi d’inclure le contrôle de qualité E. coli 

NCTC 13846 résistant à la colistine (mcr-1 positif). 

 

Les méthodes semi-automatisées n’ont pas pu être évaluées mais des études ont 

révélé la survenue fréquente d’erreurs très importantes. Par exemple, une étude a 

comparé deux systèmes semi-automatisés (Phoenix100® et VITEK2®) sur des 

souches d’A. baumannii et conclut que la résistance à la colistine est grandement 

sous-estimée, ce qui pourrait entraîner une administration inappropriée de colistine. 

Ainsi, les résultats sensibles à la colistine doivent être vérifiés par une méthode de 

microdilution en milieu liquide (91). Ainsi, l’EUCAST conseille aux utilisateurs de ces 

systèmes d’appliquer des contrôles de qualité rigoureux et de vérifier auprès du 

fabricant s’ils sont convaincus de la justesse des résultats. 

 

D) Alerte bioMérieux  

 

Au Centre Hospitalier de Roubaix et au Centre Hospitalier Universitaire de Lille, des 

techniques de dilution en milieu liquide semi-automatisées (système VITEK2® - 

bioMérieux) sont utilisées.  

 

L’évaluation de la sensibilité à la colistine des cartes VITEK 2 AST-GN a été corrélé 

à la technique de référence de dilution en gélose. Pour donner suite aux 

recommandations de l’EUCAST et CLSI, bioMérieux a mené une enquête interne 

afin d’identifier tout changement de performance pour la colistine depuis le 

développement du test VITEK 2 Colistine. Ainsi, 290 isolats avec des degrés 

différents de sensibilité à la colistine ont été testés sur le système VITEK2®, avec la 

technique de référence de microdilution en bouillon et la dilution en gélose. Deux 

souches de contrôle de qualité (E. coli ATCC 25922 et P. aeruginosa ATCC 27853) 

ont également été testées. Les investigations ont démontré un taux élevé d’erreurs 
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très majeures (souches catégorisées sensibles au lieu de résistantes) avec la 

Colistine VITEK 2 AST-GN par rapport à la dilution en gélose et en comparaison à la 

microdilution en bouillon. Ainsi, un traitement inapproprié pourrait être prescrit 

entraînant un échec thérapeutique. C’est pourquoi, un avis de sécurité a été envoyé 

à tous les utilisateurs des cartes VITEK 2 Gram-Négatif en mai 2017 et demandent 

en conséquence de réaliser une méthode alternative avant de communiquer tout 

résultat sensible de la colistine. 

 

5. Objectifs de la thèse  

 

L’émergence de la résistance plasmidique à la colistine est un enjeu majeur de santé 

publique. En l’absence de nouveaux traitements efficaces, il est essentiel de prendre 

des mesures pour contrôler la propagation de la résistance à la colistine. Pour cela, 

les laboratoires de microbiologie doivent détenir les meilleurs moyens diagnostiques 

afin de détecter ces résistances. Il est donc nécessaire d’avoir des techniques de 

détermination de la sensibilité à la colistine fiables et reproductibles. 

 

Ainsi, l’objectif principal de notre étude est, à la suite des recommandations de 

l’EUCAST et de l’alerte bioMérieux, d’évaluer les performances d’une technique de 

dilution en microplaques sur une collection de souches résistantes et sensibles à la 

colistine. Nous avons choisi de travailler avec la méthode Sensititre® (Thermo 

Fischer) qui avait obtenu de bons résultats lors de l’étude EUCAST. 

Les objectifs secondaires sont de corréler les résultats de cette méthode à celles 

utilisées en routine au laboratoire (VITEK2®, E-test®), de déterminer la prévalence 

des souches productrices de mcr-1 au sein des souches confirmées résistantes et 

enfin de décrire cette population. 



42 
 

 



43 
 

MATERIELS ET METHODES  

 

1. Données  

 

L’étude a été réalisée à partir d’un recueil rétrospectif issu de bases de données du 

laboratoire de microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Lille, et de 

manière rétrospective et prospective au Centre Hospitalier (CH) de Roubaix. Cette 

étude s’étale sur une période allant de janvier 2016 à octobre 2017. Ont donc été 

sélectionnées des souches d’entérobactéries résistantes à la colistine pour le CHU 

de Lille et le CH de Roubaix mais aussi des souches d’entérobactéries sensibles à la 

colistine mais présentant, à l’exception d’une souche, un haut phénotype de 

résistance (BLSE, carbapénèmase, hyperproduction de la céphalosporinase ou 

pénicillinase de haut niveau) au CH de Roubaix. 

 

Les données récoltées sur ces souches comportent les caractéristiques des patients 

(sexe, âge, date de naissance), la date d’entrée et de sortie du séjour du patient, la 

durée du séjour, le service, la nature du prélèvement et la date du prélèvement. Les 

phénotypes de résistances et la CMI à la colistine, obtenue à l’aide de l’automate 

VITEK2® (bioMérieux) ou E-test®, dans les deux centres ont également été 

recueillis. 

 

2. Recueil des souches 

 

L’identification des souches provenant du CHU de Lille a été vérifiée avant la 

réalisation des techniques Sensititre®. Pour cela, chaque souche a été isolée sur 

des milieux non sélectifs permettant l’isolement des entérobactéries (milieu au 

pourpre de bromocrésol, aussi dit BCP). Après 24h d’incubation à 37°C, les isolats 

ont pu être identifiés par spectrométrie de masse (Microflex®, Bruker). Enfin, la 

résistance des souches à la colistine a été vérifiée par diffusion en milieu gélosé. 

Pour cela, une suspension bactérienne à partir de souches pures était réalisée en 

prélevant plusieurs colonies misent ensuite en suspension en milieu liquide salé. 

Puis, cette suspension était ajustée à 0,5 McFarland grâce à un néphélomètre et 

ensuite ensemencée selon les recommandations du Comité de l’Antibiogramme de 

Société Française de Microbiologie 2017 (CA-SFM 2017) (89) sur une gélose de 

Mueller-Hinton. Après avoir placé un disque de colistine sur les géloses, celles-ci ont 
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été incubées pendant 24h à 37°C. Malgré le retrait des recommandations pour 

évaluer la résistance à la colistine avec un diamètre d’inhibition, les souches avec un 

diamètre d’inhibition strictement inférieur à 15 mm étaient considérées comme 

résistantes selon le CA-SFM 2013 (92). 

 

Concernant les souches provenant du CH de Roubaix, il n’y a pas eu de vérification 

préalable de leur identification. Cependant, si au cours de la technique des souches 

non pures étaient observées, une vérification de l’identification était réalisée par 

spectrométrie de masse (Microflex®, Bruker) ou par VITEK2® (bioMérieux).  

 

De plus, pour les deux centres, si des discordances de CMI étaient observées 

(Sensititre® vs. VITEK2® ou E-test®), une identification associée à un 

antibiogramme étaient réalisés par VITEK2® pour s’assurer que la souche étudiée 

correspondait bien à celle attendue. 

 

3. Détermination des CMI de la colistine par méthode Sensititre® 

 

A) Description de la méthode 

 

Une plaque Sensititre® est composée de 96 puits et permet d’étudier huit souches (A 

à H) (Figure 12). Sur chaque plaque, sept souches étaient ensemencées et un 

contrôle de qualité était réalisé permettant de surveiller la sensibilité et de vérifier 

l’activité des antimicrobiens. Le contrôle était une souche ATCC (American Type 

Culture Collection) d’Escherichia Coli (ATCC 25922). La procédure du test pouvait 

être considérée comme satisfaisante si les résultats de sensibilités obtenus avec la 

souche ATCC étaient situés dans les limites acceptables proposées par le CA-SFM. 
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Figure 12 : Photo d’une plaque de microtitration Sensitire® à 96 puits 

 
Chaque plaque est dosée avec de la colistine à des dilutions appropriées. Toutes les 

plaques comprennent des cupules de contrôle positif par souches testées. Les tests 

ne sont pas validés s’il n’y a pas une croissance distincte dans les cupules de 

contrôle positif (Figure 13). 
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Figure 13 : Format de la plaque Sensititre®. Les CMI sont exprimées en mg/L.COL : colistine ; POS : 
Contrôle Positif  

 

Les conditions de conservation et de péremption ont été respectées (conservation à 

température ambiante (15 à 25°C), à l’abri de la lumière directe et de la chaleur). 

Chaque plaque est emballée dans un sachet en aluminium contenant du gel de silice 

dessicant. En suivant les recommandations du fournisseur, les plaques n’ont pas été 

utilisées si la couleur du dessicant n’était pas orange.  

 

B) Technique 

 

Pour ensemencer une plaque Sensititre®, des colonies isolées à partir d’une gélose 

BCP fraiche (ensemencée la veille) étaient prélevées puis misent en suspension 

dans de l’eau stérile. 10μl de la suspension McFarland (ajustée à 0,5 McFarland à 

l’aide d’un néphélomètre) était transféré dans un tube de 11ml de bouillon Mueller-

Hinton dont la concentration en cations a été ajustée avec un tampon TES. La 

totalité du bouillon est ensuite transférée dans une boite de Pétri stérile. A l’aide 

d’une pipette, une ligne de la plaque est ensemencée en transférant 50μl de la 

suspension en bouillon dans les puits dans les 30 minutes qui suivent la préparation. 
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Toutes les cupules sont ensuite couvertes à l’aide d’une feuille adhésive et sont 

incubées à 34-36°C pendant 18-24h. 

En ce qui concerne la souche ATCC d’Escherichia Coli, les colonies étaient 

prélevées à partir d’une gélose au sang fraiche, ensemencée la veille aussi. 

 

Pour chaque souche, un test de pureté est réalisé. Ce test correspond au dépôt et à 

l’ensemencement d’une goutte de suspension sur une gélose au sang. La gélose est 

incubée avec les plaques Sensititre® et la pureté est vérifiée après 18-24h 

d’incubation. 

 

Un contrôle périodique du dénombrement des colonies doit être effectué. Ce test a 

été réalisé par méthode directe sur chaque plaque testée et sur une souche. Pour 

cela, 1μl de suspension était prélevé au niveau de la cupule de contrôle positif de 

croissance et ensuite ensemencé sur une gélose au sang. Ce prélèvement est 

renouvelé une deuxième fois mais est, cette fois-ci, dilué dans un tube de 50μl d’eau 

distillée stérile préalablement préparé. Puis de nouveau, 1μl de cette dilution est 

prélevé puis ensemencé sur une gélose au sang. L’ensemencement se fait dans 

tous les cas par épuisement pour pouvoir ainsi dénombrer les colonies. Les géloses 

au sang sont ensuite incubées à 34-36°C pendant 18-24h d’incubation. 

L’inoculum final prévu est de 1x10⁵  UFC/ml. Le nombre de colonies sur la gélose 

non diluée doit être compris entre 50 et 500, et entre un et 10 sur la gélose diluée. 

 

C) Lecture des plaques 

 

Avant la lecture manuelle des plaques, la pureté de chaque souche était vérifiée. Les 

résultats n’étaient pas valides si une culture mixte était présente. 

 

La croissance dans une cupule apparaît sous forme de turbidité ou d’un dépôt de 

cellules au fond de la cupule (Figure 14). 
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Figure 14 : Cupule Sensititre® avec trois puits présentant une croissance 

 

La CMI est alors définie comme la plus faible concentration d’antimicrobien qui inhibe 

la croissance visible. 

Les cupules des contrôles positifs étaient lues en premier. S’il n’y avait pas de 

croissance dans ces cupules, le test était alors répété. 

 

Des contaminations ont occasionnellement été observées. Il s’agit d’une croissance 

dans une cupule bordée de cupules ne présentant pas de croissance. Une 

contamination d’une seule cupule été ignorée. Nous avons observé lors de notre 

étude qu’une seule contamination par plaque, ainsi n’obligeant pas à répéter le test. 

 

Des « sauts » pouvaient aussi être observés. Il s’agit de cupule ne présentant pas de 

croissance. Cela peut avoir diverses explications incluant une contamination, une 

mutation, des plis lors de la fermeture ou une erreur d’alignement lors du dosage. 

Dans ces cas-là, le test était répété pour obtenir avec certitude une CMI exacte. 

 

Enfin, si les CMI obtenues étaient proches de la valeur critique proposée par le CA-

SFM/EUCAST (breakpoint égal à 2 mg/L soit CMI obtenues égal à 1 ou 4 mg/L) ou 

s’il y avait des discordances entre les deux techniques, le test était de nouveau 

réalisé pour confirmer la catégorie clinique de la souche. 

 

Croissance 
vue par un 
trouble ou 
un dépôt 

Absence 
de 

croissance 
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4. Détection du gène mcr-1 

 
Pour pouvoir ensuite attribuer la résistance détectée par la mesure de la CMI à 

l’expression du gène mcr-1, une PCR a été réalisée sur toute souche confirmée 

résistante pas la méthode Sensititre®.  

 

Pour cela, les souches ont été ensemencées sur des géloses BCP puis incubées à 

37°C pendant 24h. Les souches isolées ont ensuite été extraites sur Microlab Star 

Let (Hamilton) puis les PCR ont été faites sur SDS 7500 (Applied) en SyBrGreen. Il 

s’agit d’une PCR quantitative en temps réel : le processus de PCR est suivi au cours 

du temps à l’aide de la fluorescence correspondant à la quantité de produits 

amplifiés à cet instant. Le SyBrGreen utilise un fluorophore qui s’incorpore dans la 

double hélice d’ADN et qui à l’état libre n’émet pas de fluorescence. On mesure 

l’augmentation de la fluorescence à chaque étape d’élongation de chaque cycle. La 

spécificité des amorces utilisées est vérifiée à la fin de l’étape d’amplification grâce à 

la courbe de fusion : on observe une diminution de la fluorescence en fonction de 

l’augmentation de la température. Les produits non spécifiques vont se dissocier à 

des températures plus basses qu’un produit spécifique d’amplification. 

 

5. Analyse statistique 

 
Dans cette étude, une comparaison de moyenne des CMI entre les souches 

confirmées résistantes à la colistine par la méthode Sensititre® mcr-1 positives et 

mcr-1 négatives a été réalisée par le test de Student. Ce test statistique a été réalisé 

de façon bilatérale et la limite de significativité a été définie à 0,05. Les conditions 

pour réaliser le test ont été respectées : la distribution des variables suit une loi 

normale centrée et réduite et l’égalité des variances entre les deux variables. 
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RESULTATS  

 

1. Description de la population 

 

L’étude comprend 141 souches dont 114 sont des entérobactéries ayant une 

sensibilité vis-à-vis de la colistine catégorisée résistante (112 proviennent du CHU de 

Lille et 2 du CH de Roubaix). Les 27 souches restantes sont des entérobactéries 

catégorisées sensibles à la colistine. Elles proviennent du CH de Roubaix et à 

l’exception d’une souche, toutes présentent un haut phénotype de résistance (BLSE, 

hyperproduction de la céphalosporinase, carbapénémase ou pénicillinase de haut 

niveau). Les CMI ont été obtenues par méthode VITEK2® ou E-test®. 

 

Des doublons, définis comme des souches avec la même combinaison 

espèce/antibiotype, appartenant aux mêmes patients ont été isolés. Ont donc été 

exclus, selon les recommandations ONERBA, ces souches redondantes pour 

garantir la sensibilité de l’analyse (93). Deux souches sont ainsi considérées comme 

différentes si leurs antibiotypes différent par au moins une différence majeure. Des 

souches comprenant un antibiotype avec des différences mineures sont 

redondantes.  Ainsi, 19 souches ont été exclues de l’analyse dont trois comprenant 

des différences mineures (Figure 15). Une vingtième a été retirée de l’analyse car il 

ne s’agissait pas de la souche attendue. L’étude a donc finalement un nombre total 

de souches exploitables égal à 121 dont 95 catégorisées résistantes à la colistine. 
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Figure 15 : Logigramme sur le processus de sélection des souches. *La détermination de la sensibilité 
à la colistine a été effectuée par VITEK2® ou E-test®. **Les différences mineures des 3 souches 
correspondent aux différences suivantes : une souche de K. pneumoniae avec une sensibilité vis-à-vis 
de la piperacilline-tazocilline catégorisée intermédiaire (I) puis résistante (R) ; une autre souche de K. 
pneumoniae avec une sensibilité vis-à-vis de l’amikacine catégorisée R puis I et une troisième souche 
de K. pneumoniae avec une sensibilité vis-à-vis de la tigécycline catégorisée I puis sensible (S).  

 

Parmi les 121 souches étudiées, huit espèces d’entérobactéries ont été isolées : 

Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, 

Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Enteritidis et Salmonella 

Typhi.  

 

Concernant les souches catégorisées résistantes, 76% d’entre elles sont des 

Klebsiella pneumoniae et plus de la moitié ont été isolées dans des services de 

réanimation (Tableau 1). Les souches isolées lors d’un dépistage sont au nombre de 

51, et 44 ont été isolées dans un prélèvement à visée diagnostique (Figure 16). 

Parmi les prélèvements à visée diagnostique, 43,2% des souches sont isolées à 

partir d’urines et 25,0% à partir d’hémocultures (Tableau 2).  
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Tableau 1 : Répartition des souches catégorisées résistantes à la colistine par méthode VITEK2® ou E-test® selon le service 
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Figure 16 : Répartition des souches catégorisées résistantes à la colistine par méthode VITEK2® ou E-test® selon le type de prélèvement : dépistage vs. diagnostique 
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Tableau 2 : Répartition des souches catégorisées résistantes à la colistine par méthode VITEK2® ou E-test® isolées à partir de prélèvements à visée diagnostique 
selon la nature du prélèvement 
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Concernant les phénotypes de résistance associés à la résistance à la colistine, quel 

que soit le type de prélèvements (dépistage ou diagnostique), plus de la moitié des 

souches correspondent à des entérobactéries produisant une BLSE (Figure 17 et 

Figure 18). Parmi les 11 souches d’EPC étudiées, cinq sont résistantes à la colistine. 

 

 
Figure 17 : Répartition en pourcentage des phénotypes de résistance parmi les souches à visée 
diagnostique catégorisées résistantes à la colistine par méthode VITEK2® ou E-test®. HCase = 
Hyperproduction de la céphalosporinase, BLSE = bêta-lactamase à spectre étendu, Autre comprend 
des souches de phénotype sauvage aux bêtalactamines ou comportant d’autres mécanismes de 
résistance tel que des pénicillinases 
 
 

 
Figure 18 : Répartition en pourcentage des phénotypes de résistance parmi les souches à visée 
dépistage catégorisées résistantes à la colistine par méthode VITEK2® ou E-test®. BLSE = bêta-
lactamase à spectre étendu  
 

 
En moyenne, l’âge des patients d’où proviennent ces souches est de 61 ans et le 

ratio homme/femme est de 0,98 (60 hommes pour 61 femmes).  
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2. Performance du Sensititre® 

 

Les recommandations du CA-SFM EUCAST 2017 catégorisent une souche sensible 

à la colistine si la CMI obtenue par dilution en milieu liquide est inférieure ou égale à 

2 mg/L (89). Parmi les 121 souches exploitables, avec la méthode Sensititre®, 91 

souches ont été catégorisées résistantes contre 30 sensibles. 

 

Un contrôle de qualité a été réalisé sur chaque plaque et les limites acceptables des 

CMI se situent entre 0,25-2 mg/L. Chaque contrôle effectué avait une CMI de 0,25 

mg/L ou de 0,5 mg/L, ce qui permet ainsi de valider les résultats obtenus. 

 

Les CMI obtenues, pour les souches confirmées résistantes, par méthode 

Sensititre® s’étendent de 4 à plus de 128 mg/L selon la distribution figurant dans la 

Figure 19. 

 

 
Figure 19 : Distribution des CMI pour la méthode Sensititre® 

 

Une corrélation de ces résultats a ensuite été effectuée avec ceux obtenus par 

méthode VITEK2® ou E-test®. Néanmoins, cinq souches ont dû être retirées de 

cette analyse par manque de données. Toutes les souches sensibles en VITEK2® 

ou E-test® ont bien été catégorisées sensibles par la méthode Sensititre®. 

Cependant, on observe quatre discordances correspondant à des souches 

catégorisées résistantes par méthode VITEK2® ou E-test® contre une catégorisation 

sensible par méthode Sensititre® (Tableau 3). Le pourcentage de corrélation est 

donc égal à 96,6%. 
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Tableau 3 : Discordances des CMI obtenues par méthode VITEK2®/E-test® vs. méthode Sensititre®. Les CMI sont exprimées en mg/L  
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3. Détermination des souches productrices du gène mcr-1 

 

Une PCR a été réalisée sur toutes les souches catégorisées résistantes par la 

méthode Sensititre®. Cette technique de PCR permet de détecter la présence ou 

non du gène mcr-1. Ainsi, 91 PCR ont été réalisées et 12 souches (13,2%) étaient 

positives. Les caractéristiques de la population des souches porteuses du gène mcr-

1 sont décrites dans le Tableau 4. 

 

Parmi les 12 souches mcr-1 identifiées sont retrouvées :  

 10 souches d’entérobactéries productrices de BLSE dont 6 sur des 

prélèvements à visée diagnostique (ECBU ou hémoculture) ; 

 Une souche de Salmonella Typhi avec une pénicillinase de haut niveau isolée 

dans les selles ; 

 Une souche d’E. coli avec une pénicillinase de haut niveau isolée dans un 

ECBU. 

Aucune des cinq souches d’EPC résistantes à la colistine ne possédait le gène mcr-

1. 

 
La CMI moyenne de la colistine de ces souches est de 31 mg/L. Il n’y a pas de 

différence significative par rapport à la population non porteuse du gène mcr-1 (p-

value = 0,7758) même si les CMI des souches mcr-1 positives ont une tendance à 

être plus basses (Figure 20). 

 

 
Figure 20 : Comparaison des CMI des souches mcr-1 positives et négatives 
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Tableau 4 : Description de la population des souches porteuses du gène mcr-1. Les CMI sont exprimées en mg/L 

 

La moyenne d’âge des patients porteurs de ces souches est de 62 ans. La durée d’acquisition moyenne des souches est de huit jours.  
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DISCUSSION  
 
La colistine est l’un des rares antibiotiques encore actif sur les souches d’EPC. Sa 

résistance est complexe et très variée, d’une part par la présence de diverses 

mutations chromosomiques et d’autre part par l’apparition récente d’une résistance 

plasmidique mcr. Les altérations chromosomiques conduisent à l’apparition de 

résistances non transférables horizontalement et donnent un « coût énergétique » à 

la bactérie. Concernant la résistance plasmidique, bien qu’elle soit plus prévalente 

dans le monde animal, le plasmide a toutes les caractéristiques pour diffuser chez 

l’homme. La résistance à la colistine chez les entérobactéries productrices de BLSE 

ou d’EPC est un problème majeur de santé publique et conduit à une impasse 

thérapeutique et à un risque accru de mortalité. C’est pourquoi, il est primordial pour 

les laboratoires de détenir des techniques fiables et reproductibles afin de bien 

détecter cette résistance pour limiter sa diffusion et préserver la colistine comme 

antibiotique de dernier recours.  

 

Dans ce travail, nous avons évalué la performance d’une technique de CMI en milieu 

liquide (Sensititre®, Thermo Fischer), tel que recommandé par l’EUCAST en 2016, 

sur un échantillonnage de 121 souches d’entérobactéries dont 95 étaient 

catégorisées comme résistantes à la colistine par les méthodes VITEK2® (méthode 

de dilution en microplaques) ou E-test® (méthode en gradient de diffusion). Nous 

avons également étudié la prévalence du gène mcr-1 chez les souches confirmées 

résistantes par méthode Sensititre®. 

 

1. Evaluation de la performance de la technique Sensititre®  

 

Les CMI du contrôle de qualité effectuées sur chaque plaque étaient strictement de 

0,25 mg/L ou de 0,5 mg/L permettant ainsi de valider les résultats des plaques et de 

conclure à une bonne répétabilité des résultats obtenus par la méthode Sensititre®. 

Une corrélation de 96,6% a été constatée sur la catégorisation de la sensibilité à la 

colistine entre la méthode Sensititre® et la méthode VITEK2® ou E-test®. Toutes les 

souches sensibles ont bien été confirmées par la méthode Sensititre®. Seules quatre 

souches d’entérobactéries avec des CMI à 4 mg/L ou >8 mg/L en VITEK2® ont été 

catégorisées sensibles par la méthode Sensititre® (CMI à 0,5 mg/L ou 1 mg/L). Dans 

ces cas-là, l’identification des souches ainsi qu’un antibiogramme étaient réalisés 
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pour vérifier l’identité de la souche étudiée ; la méthode Sensititre® était de nouveau 

effectuée pour confirmer le résultat. Ces différences majeures n’ont pas pu être 

expliquées. 

 

Pour rappel, l’alerte bioMérieux datant de mai 2017 (date postérieure à cette étude), 

signalait qu’il était possible de rendre un résultat faussement sensible. C’est 

pourquoi, bioMérieux indique qu’il est nécessaire de réaliser une méthode alternative 

avant de communiquer tout résultat sensible de la colistine. Ce travail a étudié 95 

souches résistantes à la colistine contre uniquement 26 souches sensibles. Bien que 

toutes les souches sensibles en VITEK2® aient été confirmées par la méthode 

Sensititre®, cette étude ne permet pas de conclure sur l’alerte en raison d’un nombre 

trop faible de souches sensibles. En revanche, la performance du VITEK2® pour la 

détection des souches résistantes à la colistine n’est pas remise en question. C’est 

pourquoi, le rendu de la sensibilité à la colistine avec les cartes VITEK®2 AST-GN 

pourrait rester utile en screening. Si la souche est considérée résistante par le 

VITEK2®, la probabilité pour que la souche soit en réalité sensible est très faible. En 

revanche, si la souche est considérée sensible, le résultat ne pourra être rendu et 

une méthode alternative devra être réalisée. 

 

En conclusion, la méthode Sensititre® offre une bonne performance pour la détection 

des souches résistantes à la colistine. Cette méthode, facilement utilisable en 

laboratoire, donne des résultats de CMI réelles en 18-24h, nécessaire à la lutte 

contre la résistance aux antimicrobiens car permet un meilleur suivi de la résistance. 

De plus, les plaques Sensititre® peuvent être personnalisées selon les besoins des 

laboratoires. Ce qui est intéressant car cela permet de tester différents antibiotiques 

pour une même souche ce qui augmente le nombre d’options thérapeutiques, offre 

un gain de temps et une diminution des coûts.  

 

2. Limites de la technique, problèmes rencontrés lors de la détection 

de la résistance à la colistine et alternatives  

 

L’EUCAST conseille vivement d’utiliser, lors de la détermination de la CMI de la 

colistine, un contrôle de qualité d’E. coli résistant à la colistine (mcr-1 positif) associé 

à un deuxième contrôle de qualité sensible à la colistine. Dans ce travail, seul un 

contrôle de qualité d’E. coli sensible à la colistine a été utilisé limitant ainsi l’étude. 
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De plus, les résultats des CMI n’ont été lus que manuellement. On considère une 

culture positive si on observe un trouble ou un dépôt au fond de la cupule. Ces 

résultats sont opérateur dépendant et peuvent varier d’une dilution si le trouble ou le 

dépôt est faible. Pour les CMI de la colistine, cet inconvénient est non négligeable 

puisque le breakpoint fixé par l’EUCAST est de 2 mg/L et, de plus, ne propose pas 

de catégorisation intermédiaire. Ainsi, une CMI à la colistine peut être rendue 

faussement sensible si la lecture manuelle n’est pas correcte, et pourrait avoir une 

influence négative sur la décision du traitement qui serait alors inapproprié et 

entraînerait un échec thérapeutique. Toutefois, des systèmes automatisés sont 

disponibles pour pouvoir palier à ce problème. En ce qui concerne cette étude, pour 

confirmer les résultats, toutes les CMI à la limite du breakpoint ont été testées deux 

fois permettant d’augmenter la sensibilité de l’étude. 

 

Des sauts de puits ou encore dits « skip-wells » ont été observés. Selon les 

recommandations du fournisseur, lorsqu’un saut est observé, s’il est unique il peut 

être ignoré. Toutefois, ce phénomène peut traduire des hétérorésistances observées 

chez certaines souches d’entérobactéries (94). De ce fait, ces souches peuvent ne 

pas être détectées en ignorant ces sauts. Ainsi, quand ce phénomène se présentait, 

le test était répété. Ceci permet d’éliminer les causes de contaminations, de plis lors 

de la fermeture de la plaque ou encore d’erreurs d’alignement lors du dosage. 

Concernant cette étude, ces phénomènes n’ont pas eu d’impacts majeurs puisque 

les sauts observés correspondaient à des CMI strictement supérieure à 2 mg/L. 

Ainsi, la catégorisation de la souche n’était pas impactée. 

 

Une autre technique de détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide, 

suivant les recommandations de l’EUCAST, est commercialisée. Il s’agit du système 

UMIC® (biocentric). UMIC® est un test unitaire prêt à l’emploi, constitué de barrettes 

de 12 puits dont un pour le contrôle de croissance (Figure 21). La distribution des 

CMI est de 0,06 à 64 mg/L. La lecture est visuelle uniquement et les résultats sont 

obtenus en 18-24h.  
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Figure 21 : Présentation du système UMIC® (biocentric). 

 
Une étude évaluant trois méthodes commercialisées de microdilution en milieu 

liquide, conclut que le Sensititre® est la méthode la plus fiable pour tester la 

sensibilité de la colistine pour toutes les espèces Gram négatif (concordance de 

97,8% avec la méthode de référence). Tandis que, UMIC® n’est pas fiable pour les 

isolats avec une résistance à la colistine de bas niveau (95). Paradoxalement, après 

une enquête en juin 2018 lors de la 22ème journée de microbiologie clinique du 

COL.BVH, parmi 77 laboratoires, 51,9% utilisent la technique UMIC® contre 6,5% 

pour la technique Sensititre®.  

 

Ces techniques de détermination de CMI par microdilution en milieu liquide sont 

confrontées à d’autres problèmes. Premièrement, la résistance plasmidique est 

principalement de bas niveau, rendant sa détection difficile et augmente le risque de 

diffusion. Une étude a montré l’existence d’une souche d’E. coli, isolée chez le porc, 

porteuse du gène mcr-1 associée à une CMI à la colistine sensible (1 mg/L). Cette 

observation suggère que la détection des souches résistantes à la colistine par un 

mécanisme de résistance plasmidique de type mcr est difficile et ne peut pas se 

baser uniquement sur les valeurs des CMI. Cela peut contribuer à la dissémination 

silencieuse des souches hébergeant mcr-1 (96). Comme le proposait une étude en 
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2017, l’introduction d’une catégorie intermédiaire pourrait être une solution pour 

diminuer les erreurs très majeures et pallier à ce problème (97). Secondairement, la 

méthode de référence validée par l’EUCAST est à l’heure actuelle la méthode de 

microdilution en bouillon selon le standard ISO 20776-1. Pour cela, le matériel utilisé 

doit être à base de polystyrène. Cependant, en raison de la récente publication sur 

l’importance des liaisons non-spécifiques de la colistine à ce matériau, il est probable 

que cette technique de référence soit modifiée prochainement (98). De plus, ces 

techniques de CMI en milieu liquide restent longues (24h pour obtenir des cultures 

bactériennes fraiches puis 18-24h pour la technique). Des tests rapides de détection 

de la résistance à la colistine sont nécessaires permettant au clinicien d’adapter 

rapidement le traitement. Ces tests pourraient être utilisés en screening en première 

intention, avant d’entreprendre la détermination de la CMI par microdilution en milieu 

liquide et la réalisation des techniques moléculaires pour la détection de la résistance 

plasmidique. 

 

Le premier test disponible est un milieu de culture sélectif (SuperPolymyxin medium, 

ELITechGroup) permettant la détection d’isolats résistants à la colistine 

indépendamment de son mécanisme de résistance et de son niveau, à partir de 

cultures bactériennes ou d’écouvillons rectaux (99). Ce milieu est une gélose à base 

d’Eosin methylene blue (EMB) supplémentée avec de la daptomycine (pour inhiber la 

pousse des bactéries à Gram positif), de l’amphotéricine B (pour inhiber la pousse 

des levures et des champignons filamenteux) et de la colistine (3,5 mg/L en 

concentration finale). Ce dépistage présente une sensibilité de 95,2% et une 

spécificité de 95,3% pour les souches isolées à partir de cultures bactériennes. Pour 

les prélèvements rectaux, la sensibilité et la spécificité est de 100% et 90,3% 

respectivement (100). Ce milieu serait adapté pour le criblage et la détection d’isolats 

résistants à colistine et pourrait être utile pour la surveillance épidémiologique et la 

prévention d’épidémies. 

 

Le deuxième test est le Rapid Polymyxin NP test® (ELITechGroup). Il est réalisé à 

partir de cultures bactériennes (101) et détecte la métabolisation du glucose lié à la 

croissance des bactéries en présence d’une concentration définie en colistine. Cette 

métabolisation est mise en évidence par un changement de couleur d’un indicateur 

de pH (orange virant au jaune). Ce test est facile à réaliser et permet d’obtenir un 

résultat en moins de deux heures. La résistance à la colistine est détectée pour 



66 
 

toutes les entérobactéries quel que soit le mécanisme de résistance avec une 

sensibilité de 99,3% et une spécificité de 95,4%. Il a aussi été évalué sur la détection 

des souches mcr-1 et mcr-2. La sensibilité et la spécificité ont été trouvées à 100% 

(102). Cependant, ce test n’a pas évalué la capacité à détecter les souches 

hétérorésistantes avec des CMI à la colistine faibles. Il peut être utilisé pour le 

criblage de la résistance à la colistine et permet d’identifier rapidement les patients 

porteurs de ces souches conduisant ainsi à la mise en œuvre rapide de mesures 

d’hygiène adéquate pour contrôler leur propagation. Une étude a évalué ce test 

rapide directement à partir d’hémocultures et a montré une excellente discrimination 

entre les entérobactéries résistantes à la colistine et les entérobactéries sensibles 

avec un résultat obtenu en quatre heures (103). Dans les pays où les EPC sont 

endémiques (tel que la Grèce ou l’Italie), la mise en œuvre du test pourrait contribuer 

à l’instauration rapide d’une antibiothérapie appropriée et la mise en place rapide des 

précautions contacts permettant de prévenir la diffusion de ces souches résistantes. 

 

Un nouveau test a été lancé en 2018 permettant la détection rapide de la présence 

du gène mcr-1 à partir de cultures bactériennes : le NG-test mcr-1® (NG Biotech). Il 

s’agit d’un test immuno-chromatographique, rapide (15 minutes), utilisant des 

anticorps monoclonaux dirigés contre mcr-1. Sa sensibilité et sa spécificité sont de 

100% et 98% respectivement. Ce test semble également utilisable pour la détection 

de mcr-2, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour évaluer sa 

performance (104). 

 

Enfin, des techniques de spectrométrie de masse utilisant le MALDI-TOF sont en 

développement. Cet outil vise à détecter la résistance à la colistine des 

entérobactéries en moins de 15 minutes. Une différenciation entre la résistance 

plasmidique et chromosomique semble être possible (105).  

 

En routine, en France, la détection de la résistance à la colistine est rarement 

réalisée en première intention. Depuis l’émergence de la résistance plasmidique en 

2015, il est nécessaire de détenir des méthodes adaptées pour la détection de ce 

nouveau mécanisme de résistance pour prévenir sa dissémination et adapter au plus 

vite le traitement. Cependant, ce travail conclut que la détection de la sensibilité à la 

colistine est complexe du fait de liaisons non-spécifiques, d’apparition de souches 

hétérorésistantes et d’un manque de sensibilité. 
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3. Impacts de la résistance et actions visant à diminuer sa 

propagation  

 

Ce travail est en accord avec les données de la littérature. La résistance à la colistine 

touche essentiellement K. pneumoniae (76% des souches résistantes à la colistine 

dans cette étude) (42), tandis que, comme le signale le CNR de la résistance aux 

antibiotiques, la résistance plasmidique est faible et est principalement observée sur 

des souches d’E. coli (56,58,106). Effectivement, 10% des souches de K. 

pneumoniae résistantes à la colistine possèdent le gène mcr-1 contre 33% pour les 

souches d’E. coli. Toutefois, la détection des autres gènes plasmidiques, tels que 

mcr-2, n’a pas été réalisée dans la population étudiée. Ceci pourrait sous-estimer la 

prévalence de la résistance plasmidique. Dans le cadre du programme de 

surveillance mondiale INFORM, la prévalence des gènes de type mcr a été étudiée. 

Parmi les entérobactéries résistantes à la colistine collectées en 2014-2016, cette 

étude montre une prévalence beaucoup plus faible pour les résistances plasmidiques 

autres que mcr-1 (107).  

 

Parmi les 12 souches mcr-1 identifiées, 83,3% des souches possédaient également 

une BLSE, mais ce pourcentage peut être biaisé. En effet, la détection de la 

sensibilité à la colistine est réalisée en laboratoire sur des souches multi-résistantes. 

Ceci explique que la prévalence de la résistance à la colistine et ainsi du gène mcr-1 

peut être sous-estimée en raison d’un manque de détection. 

 

Aucune des cinq souches d’EPC résistantes à la colistine n’hébergeaient le gène 

mcr-1. Parallèlement, en 2017, le CNR en lien avec le réseau ONERBA, a évalué la 

diffusion de la résistance plasmidique à la colistine sur 260 souches d’E. coli et de K. 

pneumoniae résistantes aux carbapénèmes. Seules 15 étaient résistantes à la 

colistine et une seule possédait le gène mcr-1. Ce qui suggère une faible diffusion de 

ces gènes plasmidiques au sein des souches résistantes aux carbapénèmes isolées 

chez l’homme en France (108).  

 

La durée moyenne d’acquisition de ces souches mcr-1 est de huit jours suggérant 

une acquisition nosocomiale. Dans ce travail, l’information sur un éventuel lien avec 

l’étranger n’a pas été recueillie. 
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A) Impacts de la résistance 

 

Les résistances non plasmidiques à la colistine touchent principalement des souches 

de K. pneumoniae productrices de carbapénémases. Ces souches ont été 

responsables d’épidémies signalées dans plusieurs pays tels que la France (42), la 

Grèce (109), la Hongrie (110) et l’Italie (38). Les souches EPC et résistantes à la 

colistine restent pour la plupart uniquement sensibles à la fosfomycine et à 

l’aztréonam. La tigécycline montre un taux élevé de résistance : 70 % pour K. 

pneumoniae et 50% pour E. cloacae (42). Pour certaines souches, des mécanismes 

de résistances ne sont pas expliqués (106). Une étude suggère la possibilité de 

l’existence d’un plasmide portant une séquence IS1R pouvant s’insérer ensuite dans 

le chromosome bactérien au niveau de la zone promotrice du gène mgrB conférant 

ensuite la résistance à la colistine (111). Effectivement, en 2016, a été observé sur 

une souche de K. pneumoniae, l’acquisition d’un gène BLSE de type CTX-M associé 

à un élément IS conduisant à une résistante acquise à la colistine par transposition 

de cet élément dans le gène mgrB (112). Ces découvertes signifient que, en plus de 

la résistance plasmidique mcr-1, l’acquisition d’autres gènes multi-résistants 

augmente l’apparition de souches résistantes à la colistine. Ainsi aucun traitement 

efficace n’est disponible. Cette multirésistance est inquiétante et souligne l’urgence 

de lutter contre ces clones épidémiques. 

 

A l’inverse, les souches EPC mcr-1 positifs restent rares, et les souches mcr-1 

isolées sont pour la plupart encore sensibles à d’autres antibiotiques efficaces (113). 

De plus, la résistance plasmidique à la colistine reste, pour le moment, 

principalement localisée dans le monde animal (106). D’après une étude, le taux de 

transfert des plasmides varie de 10-6 à 10-4, soit de façon moins fréquente 

qu’initialement avancé par Liu et al. (106). On pourrait penser aussi que la 

modification du LPS médiée par mcr-1 pourrait donner un coût biologique comme 

cela a été démontré pour les souches exprimant des mutations chromosomiques 

(61,114). Toutefois, bien que la résistance plasmidique à la colistine reste rare, sa 

prévalence est difficile à évaluer et est probablement sous-estimée, d’une part, par 

un manque de données et de surveillance, et d’autre part, par la complexité de sa 

détection. Sa localisation sur des plasmides multi-résistants endémiques (BLSE, 

carbapénémases…) ou en association avec des sous-groupes pandémiques (E. coli 
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ST131 ou K. pneumoniae ST11/ST258) et sa distribution mondiale sont 

préoccupantes. De plus, l’hôte principal du gène mcr-1 est E. coli, l’espèce 

bactérienne la plus répandue et largement distribuée entre l’environnement, les 

animaux et l’homme. Et enfin, la dissémination de ce plasmide mcr-1 pourrait suivre 

celle observée par les BLSE de type CTX-M : premièrement observée chez E. coli 

puis chez des espèces nosocomiales tel que K. pneumoniae responsable de 

nombreuses épidémies (61).  

 

Il est intéressant de noter que l’augmentation de l‘utilisation de la colistine est 

associée à l’augmentation de l’isolement des souches intrinsèquement résistantes à 

la colistine telles que Proteus spp, Morganella spp, Serratia spp et Providencia spp. 

(115,116). 

 

B) Actions visant à diminuer la propagation de la résistance à la 

colistine 

 

Avec l’augmentation de la résistance à la colistine, l’émergence d’une résistance 

plasmidique et l’absence de nouveaux traitements efficaces, il est nécessaire de 

mettre en place des actions visant à empêcher la propagation de la résistance à la 

colistine et préserver l’efficacité de cet antibiotique. Les principales actions sont 

l’augmentation de la vigilance, l’amélioration de la surveillance au niveau local et 

national, la réalisation de mesures d’hygiène adaptées et l’optimisation de l’usage de 

la colistine. 

 

L’utilisation massive de polymyxines chez les animaux est considérée comme étant 

l’origine de l’apparition de ces résistances. La colistine, dans l’Union Européenne 

(UE), est essentiellement à destination des animaux de production. La filière porcine 

figure parmi les gros utilisateurs de colistine (117). En France, on estime qu’environ 

un tiers de l’exposition totale des antibiotiques chez les porcs est due à la famille des 

polymyxines dont principalement la colistine, et que ce taux serait encore plus élevé 

chez les volailles (118). Ainsi, une utilisation restreinte doit être encouragée et un 

effort coordonné international doit être mis en place. L’agence européenne des 

médicaments (EMA), dans un projet d’avis en 2016, a conclu à la préconisation 

d’une baisse globale de l’utilisation de la colistine chez les animaux ; la mise en 

place de stratégies pour un meilleur usage de celui-ci et enfin la recommandation de 
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classer la colistine comme antibiotique d’importance critique. Toutefois, ce dernier 

point n’a pas été adopté en France par l’Agence nationale de sécurité sanitaire de 

l’alimentation, de l’environnement et du travail (Anses) mais celle-ci souligne 

l’importance de diminuer son usage de moitié en trois ans et d’en renforcer la 

surveillance (119). L’utilisation de la colistine comme facteur de croissance chez les 

animaux par voie orale est interdite en Europe depuis 2006. Mais par exemple, 

l’Asie, a encore recours à cet usage à des doses sub-optimales entraînant un risque 

de sélection de résistance à cet antibiotique. Une progression importante de la 

proportion de souches d’E. coli résistantes à la colistine d’origine porcine a été 

rapportée en Chine : 7% en 2007 et 46% en 2015 (120). Ces forts taux de 

prévalence peuvent être associés à l’usage de la colistine comme promoteur de 

croissance. Ainsi, la Chine, consciente du danger, a très récemment décider 

d’interdire cet usage (121). 

 

De même, les pratiques de l’utilisation de la colistine pour la décontamination 

sélective digestive (SDD) chez l’homme doit être révisées. La SDD a pour objectif de 

prévenir les infections endogènes des voies respiratoires et du sang et ainsi de 

diminuer la mortalité des patients en soins intensifs (122). Pour cela, une 

combinaison d’antibiotiques, dont la colistine, est administrée par voie orale. Cette 

pratique remonte au début des années 1980 mais est aujourd’hui controversée car 

suspecte de sélectionner des souches résistantes à la colistine. Une minorité de 

soins intensifs en Europe utiliseraient encore cette pratique (123). 

 

Fernandes et al, en 2016, considèrent que l’émergence du gène mcr-1 est lié à 

l’utilisation de polymyxines dans le monde animal (96). Ainsi, on pourrait penser 

qu’en l’absence d’une pression de sélection par les polymyxines, les souches mcr-1 

seraient rapidement éliminées de la flore digestive. Cependant, une étude a montré 

que le taux de prévalence mcr-1 chez l’animal a augmenté d’environ 1% par an 

depuis 2006 malgré une diminution de la consommation de la colistine chez les 

animaux (124). Ces résultats soulignent que l’usage de colistine chez les animaux 

n’est probablement pas le seul déterminant de la diffusion de mcr-1 et que de 

nombreuses autres voies de contamination existent. La probabilité de diffusion des 

souches résistantes à la colistine porteuses du gène mcr-1 dans l’environnement, les 

denrées alimentaires, chez les animaux et les hommes est alarmante. De 

nombreuses études supportent cette hypothèse.  
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En effet, des cas de transmission entre l’animal et l’homme ont été suspectés 

(125,126).  

De même, des études avancent que l’alimentation pourrait être une source 

potentielle de mcr-1 (127,128). La présence du gène mcr-1 au niveau alimentaire 

représente un danger par une éventuelle incorporation dans le microbiome intestinal 

humain. La durée du portage rectal de mcr-1 n’est pas encore bien définie. Ce 

portage est potentiellement un réservoir de dissémination et un risque de transfert du 

gène mcr-1 sur des souches multi-résistantes transitant par l’intestin. Saly et al. ont 

récemment réalisé une enquête prospective pour évaluer la prévalence du portage 

rectal des bacilles Gram négatif (BGN) ayant une résistance acquise à la colistine 

dans un hôpital en France. La prévalence de ce portage était faible (1,4%) et aucune 

souche ne portait le gène mcr-1 (94).  

Des souches mcr-1 ont été retrouvées au niveau digestif chez des enfants âgés de 

deux à 10 mois. Ceci est intéressant puisque ces enfants n’ont pas été en contact 

avec des animaux et n’ont pas encore été exposés à de l’alimentation suggérant 

ainsi que mcr-1 est déjà très répandu dans l'environnement et est transmissible par 

diverses voies (129). Cette hypothèse est fortement renforcée par la découverte en 

2016, au Brésil, d’une souche d’E. coli hébergeant le gène mcr-1 chez des volailles 

n’ayant pas été exposées aux polymyxines (130). Le gène mcr-1 a été retrouvé chez 

des souches présentes dans des eaux usées, des légumes et dans des rivières 

(131,132). 

 

C’est pourquoi, la gestion du risque lié à l’utilisation de colistine doit être 

appréhendée de façon globale, sous le concept « One Health » : un monde, une 

santé. Ce concept permet d’optimiser l’usage de la colistine et de prévenir le 

développement de résistance à son encontre. 

 

Certains auteurs supposent que l’utilisation préalable d’antibiotiques serait un facteur 

de risque d’apparition de résistance à la colistine dont mcr-1 (112,124). En 

conséquence, l’usage d’autres antibiotiques à la fois en médecine humaine et 

vétérinaire pourrait agir en co-sélection et maintenir la résistance à la colistine. Ceci 

conclut à la nécessité de programmes d’intervention globaux sur l’utilisation prudente 

de tous les antibiotiques dans le secteur agroalimentaire et en médecine humaine 

dans le monde. 
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4. Alternatives thérapeutiques ? 

 

De nouvelles molécules dérivées de la polymyxine (NAB739 et NAB815) ont 

présenté une meilleure efficacité par rapport à la polymyxine B sur des souches d’E. 

coli et avec une toxicité rénale moindre (133). Des études supplémentaires sont 

nécessaires et devraient inclure des souches résistantes à la colistine. 

 

Il a été montré chez des souches d’A. baumannii, une synergie entre la colistine et la 

vancomycine. Ils émettent l’hypothèse que la colistine perturberait la membrane 

externe et permettrait l’entrée de grosses molécules initialement résistantes (134). 

Des synergies ont aussi été décrites avec d’autres antibiotiques tels que la 

rifampicine (135). Ces synergies pourraient permettre de prévenir l’apparition de 

souches résistantes et d’utiliser de plus faibles doses de colistine, diminuant sa 

toxicité. Des études sur les effets cliniques de ces associations sont nécessaires.  

Récemment, il a été démontré que la colistine en association avec des antibiotiques 

(en particulier ceux agissant sur la synthèse des protéines et de l’ARN) présente une 

synergie même contre les souches résistantes à la colistine (136). 

 

Une étude en 2016, a étudié les effets de l’association de la colistine à d’autres 

agents antibactériens tel que les bactériocines (entérocines, nisines) sur des 

souches d’E. coli d’origine porcine. Cette association a permis d’éradiquer ces 

souches dont certaines hébergeaient le gène mcr-1 (137). 

 

Un composé naturel, pterostilbène, récemment découvert, serait le premier inhibiteur 

de mcr-1 efficace. Ce composé a montré un effet synergique in vitro et in vivo en 

association avec la colistine contre des isolats humains de K. pneumoniae mcr-1 

positives (138). 
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CONCLUSION 
 

 

L’émergence de la résistance plasmidique à la colistine mcr-1, découverte 

pour la première fois en Chine fin 2015, est inquiétante puisque cet antibiotique est 

un des derniers encore actif sur les EPC et augmente ainsi le risque de mortalité. 

Bien que sa prévalence chez l’homme semble faible, le HCSP recommande 

d’appliquer les précautions complémentaires contact quel que soit le profil de 

résistance chez un patient prouvé porteur d’une entérobactérie positive pour mcr-1. 

La nécessité d’évaluer la sensibilité de la colistine est donc devenue primordiale.    

La méthode de microdilution en milieu liquide est la seule méthode recommandée 

par l’EUCAST depuis 2016.  Bien que la détection de la sensibilité à la colistine soit 

complexe (liaisons non spécifiques, existence de souches hétérorésistantes, 

résistance plasmidique de bas niveau…), cette étude a permis de mettre en 

évidence que la méthode Sensititre® offre une bonne performance pour la détection 

des souches résistantes quel que soit leur mécanisme.   

Par ailleurs, ce travail a également permis de montrer que le VITEK2® offrait lui 

aussi une bonne détection de ces résistances. En revanche, le nombre trop faible de 

souches étudiées sensibles à la colistine ne permet pas de répondre à l’alerte 

bioMérieux de mai 2017. 

 

Concernant la population de souches résistantes à la colistine, 76% sont des 

K. pneumoniae. En revanche, les souches porteuses du gène mcr-1 concernent plus 

particulièrement l’espèce E. coli (33% vs. 10% pour l’espèce K. pneumoniae) et sont 

également associées à plus de 80% à des BLSE. 

La plupart des résistances à la colistine chez l’homme seraient dues à des 

résistances chromosomiques. Toutefois, des mécanismes de résistances à la 

colistine restent encore inconnus ou mal décrits. 
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ANNEXE 1 : FEUILLES DE TRAVAIL : SENSITITRE CUSTOM PLATE FORMAT (Plate Code : FRCOL) 
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Résumé : Ces dernières années, les EPC représentent un risque croissant en 
clinique. La colistine, un antibiotique dit d’ancienne génération mais dont l’intérêt 
thérapeutique a été redémontré, est l’un des rares antibiotiques encore actif sur ces 
souches. En 2015, la toute première résistance plasmidique mcr-1 a été découverte. 
Son émergence et sa diffusion représentent un problème majeur de santé publique 
en raison notamment du risque accru de mortalité. Cette résistance, hautement 
transférable, reste rare chez l’homme et cela justifie la nécessité de savoir la détecter 
afin de limiter sa diffusion. Les tests de sensibilité sont techniquement difficiles et 
seule la méthode de microdilution en milieu liquide est recommandée. L’objectif de 
cette étude est d’évaluer la performance d’une technique de microdilution en milieu 
liquide (Sensititre®, Thermo Fischer) et d’étudier la prévalence des souches mcr-1. 
De janvier 2016 à octobre 2017, 121 souches d’entérobactéries ont été étudiées dont 
95 sont résistantes à la colistine (en méthode VITEK 2® ou E-test®), incluant 5 EPC. 
Le taux de corrélation des CMI entre les techniques est de 96,6%. Parmi les souches 
confirmées résistantes, 76% sont des K. pneumoniae. En revanche, concernant la 
résistance associée à mcr-1, E. coli représente l’espèce prédominante (33% parmi 
l’ensemble des souches résistantes d’E. coli contre 10% pour K. peumoniae). Aucun 
cas d’EPC mcr-1 n’a été observé mais plus de 80% des souches mcr-1 possédaient 
également une BLSE. 
La détection de la sensibilité à la colistine est complexe du fait de liaisons non-
spécifiques, d’apparition de souches hétérorésistantes… De plus, la résistance 
plasmidique est principalement de bas niveau ce qui rend sa détection difficile et 
augmente le risque de diffusion. La technique Sensititre® a montré une bonne 
performance pour la détection des souches résistantes. Cette méthode, facilement 
utilisable en routine et donnant des résultats en 18-24h peut être applicable au 
laboratoire. La prévalence de mcr-1 est faible et la plupart des résistances à la 
colistine seraient probablement dues à des résistances chromosomiques. 
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