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Introduction

Klebsiella pneumoniae est un pathogène opportuniste acquérant en permanence de

nouveaux déterminants de résistance aux antibiotiques. De nombreuses épidémies

nosocomiales causées par cette bactérie ont été décrites

La lutte contre les Enterobacteriaceae hautement résistantes (EBHR) aux antibiotiques

en particulier productrices de carbapénémases (EPC) représente un enjeu majeur de

santé publique.

La colistine constitue le traitement de dernier recours des infections causées par les

EPC, bien que leurs utilisation massive en clinique ait entraîné l'émergence de la

résistance à cette molécule susceptible de contribuer davantage à l'échec

thérapeutique.

Face à cette préoccupation mondiale, il est primordial de conduire des études

d’épidémiologie moléculaire afin de comprendre et de contrôler la diffusion de la

résistance aux antibiotiques.



La colistine

• Famille des polymyxines du groupe E. 

• Naturellement produit par Bacillus 

polymyxa

• Découverte en 1947 au japon

• Début de l’utilisation en clinique  en 

1960

• Spectre d’action étroit

Actif sur les Gram-

entérobactéries: 

o Escherichia Coli

o Klebsiella Pneumoniae

o Enterobacter

o Salmonella spp

o Shigella spp

o cirobacter

Résistance naturelle 

o les bactéries Gram+ 

o Espèces 

d’entérobcatéries: 

Proteus spp, Serratia

spp……



Mode d’action

La cible des polymyxines est 

le lipopolysaccharide (LPS) 

bactérien (composant de la 

membrane externe des BGN)

 Déstabilisation du feuillet 

membranaire externe 

 Augmentation de la 

perméabilité de la 

membrane cytoplasmique

 Mort cellulaire (activité 

bactéricide). 



Mécanismes de résistance à la colistine

 Chromosomique

Mutations dans divers gènes conduisant à des modifications de la structure 

du LPS et empêchent la fixation de la colistine sur la paroi bactérienne.

Klebsiella pneumoniae : L'inactivation par insertion dans le  gène mgrB

s'est révélée être la cause prédominante de résistance à la colistine.

 Plasmidique

Récente (2015), des gènes de résistance plasmidique à la colistine (mcr) 

ont émergé dans le monde entier.



Dissémination mondiale de la résistance plasmidique à la colistine

Towards Understanding MCR-like Colistin Resistance, Septembre ,2018



Objectifs et Cadre de l’étude

 Mettre en évidence la prévalence de résistance à la colistine des

souches de K. pneumoniae MDR isolées d’Annaba

 Identifier le support génétique de la résistance aux

carbapénèmes et à la colistine

 Etudier la relation clonale entre les souches isolées

15 souches MDR Klebsiella pneumoniae ont été

isolées au laboratoire de microbiologie de l'hôpital

chirurgical CHU Ibn Rochd d'Annaba- Algérie.

Ces souches proviennent de différents services

hospitaliers (les urgences chirurgicales ,

Chirurgie, urologie, néonatologie…..) et de divers

produits pathologiques (pus, urine, sang…)
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Culture sur Mac Conkey à 

37°C pendant 24H

Identification de biochimique par  

API 20 E

Confirmation par Spectrométrie de masse 

MALDI-TOF-MS 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/ Ionisation 

-Time-Of-Flight –Microflex mass 

spectrometry)

 Permet en quelques minutes 

et avec une haute précision 

l’identification des bactéries qui 

est  basée sur leurs profil 

protéique.

Isolement et identification des souches bactériennes



 Antibiogramme

 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

16 antibiotiques a été déterminé par la méthode de diffusion de disques sur 

gélose Mueller Hinton selon les recommandations du European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

 Les carbapénèmes: diffusion des bandelettes E.Test sur milieu  MH des 

principales familles selon les recommandations du EUCAST.

 La colistine: méthode de microdillution en bouillon Muller Hinton en plaque. 

Selon les recommandation de ‘Clinical and Laboratory Standard Institute 

(CLSI).

Tests de sensibilité aux antibiotiques 

 Détection phénotypique de la production de carbapénémases

Carba Np Test Modifié (Bakour S et al 2015)



Support génétique de la résistance aux bétalactamines

Amplification par RT-PCR

Gènes BLSE

blaCTX-M, blaSHV, blaTEM

Gènes Carbapénèmases

blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, blaOXA-48



Support génétique de la résistance à la colistine

 Identification de la résistance à médiation plasmidique

PCR Multiplex des gènes: mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5 et mcr-6 

 Détection des mutations des gènes chromosomique 

PCR Standard et Séquençage  mgrB, pmrA, pmr B, phoP et phoQ

 Détection des Insertion de séquence (IS) dans le gène mgrB
ISfinder (https://isfinder.biotoul.fr). 
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Le Multi-locus sequence typing (MLST ) est technique 

discriminante qui caractérise les relations génétiques entre les 

souches bactériennes. 

 basée sur le séquençage des 7 gènes de ménage (gapA, infB, 

mdh, pgi, phoE, rpoB, et tonB) importants dans le métabolisme de 

la bactérie . 

PCR et séquençage des 7 gènes selon le protocole numéro 2, montré dans la 
base de donnée de l’Institu Pasteur Paris ,qui utilise des amorces de 

séquençage universelles

Les séquences obtenues ont été soumises à la base de données afin 
d’accorder pour chaque gène un profil allélique. La combinaison des 7 allèles 

obtenus permet de définir une séquence type (ST) pour chaque souche. 

Etude de la relation clonale entre les souches



RESULATS



Résistance aux antibiotiques

N° DE SOUCHE AMX AUG TIM CTX CRO AZT ERT IPM GN NA CIP SXT CS

1

3

7

10 128mgl

12

13

15

16

19

24

25

26

28 16 mg/l

32

34
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Carba NP Test  modifié

STRAIN 1 STRAIN 3 STRAIN 12 STRAIN 15 STRAIN 16

T+STRAIN 28 T-STRAIN 24



Gènes codant pour des BLSE et Carbapénèmases

Carbapenemases 

genes +

1 TEM CTX-M gA OXA-48

3 TEM OXA-48

7 TEM CTX-M gA

10 CTX-M gA

12 TEM CTX-M gA OXA-48

13 TEM CTX-M gA

15 TEM CTX-M gA OXA-48

16 TEM CTX-M gA OXA-48

19 TEM CTX-M gA

24 TEM CTX-M gA OXA-48

25 TEM CTX-M gA

26 TEM CTX-M gA

28 TEM OXA-48

32 TEM CTX-M gA

34 TEM CTX-M gA

BLSE

N° DE SOUCHE
Résultat RT-PCR



Support génétique de Résistance à la colistine 



Souche Kpbz28/Urine, césarienne, service des grossesses à haut risque (CMI colistine ≥ 16 µg / ml)

Poirel L et al, 2017

Support génétique de Résistance à la colistine 



Insertion sequence

Partial mgrB sequence

Partial mgrB sequence

mgrB (144 

pb)

IS 10 R

(1324pb)
mgrB 75 pb mgrB 69 pb

1468pb

Souche Kpbz 10/homme, infection postopératoire, service de réanimation chirurgicale (CMI colistine ≥ 128 µg /ml)



MLST

Strains gapA infB mdh pgi phoE rpob tonb ST

1 (OXA-48) 2 6 1 5 4 1 6 101

3 (OXA-48) 2 1 62 3 10 1 110 2620

10 (CT-R) 2 9 2 1 13 1 18 3242 (new)

12 (OXA-48) 2 6 1 5 4 1 6 101

15 (OXA-48) 2 6 1 5 4 1 6 101

16 (OXA-48) 2 1 2 1 13 1 116 3243 (new)

24 (OXA-48) 2 6 1 5 4 1 6 101

28 (OXA-48+CT-R) 2 1 62 3 10 1 110 2620



Conclusion

 Notre étude présente les premier signalement de résistance à la

colistine et sa caractérisation moléculaire complète des souches

cliniques Klebsiella pneumoniae productrice d’OXA-48 et de BLSE

dans un hôpital algérien.

 Elle a montré une mutation ponctuelle spécifique dans le PmrB et a

confirmé le rôle des séquences IS perturbant mgrB, en particulier

IS10R, dans la résistance à la colistine.

 l’émergence de résistances simultanée aux carbapénèmes et à la

colistine en Algérie est inquiétante. Le contrôle de l’infection doit être

mis en place pour éviter la propagation des ces bactéries hautement

résistantes .






