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I. INTRODUCTION 

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un problème majeur de santé publique. 

L’augmentation de sa prévalence a été particulièrement rapportée chez les bactéries à Gram 

négatif (1), notamment Pseudomonas aeruginosa (2), Acinetobacter baumannii (2, 3) et les 

Enterobacteriaceae (4, 5). Les infections causées par ces microorganismes ont amené les 

cliniciens à utiliser les carbapénèmes, longtemps considérés comme des antibiotiques de 

dernier recours. L’émergence de bactéries résistantes aux carbapénèmes et leur propagation à 

l’échelle mondiale, conjuguées à la pénurie de commercialisation de nouveaux antibactériens, 

ont conduit la communauté médicale à réutiliser d’anciennes molécules, souvent abandonnées 

du fait de leur toxicité (6-8), en particulier les polymyxines, des peptides cationiques 

antimicrobiens naturels synthétisés par Bacillus polymyxa et découverts en 1947 (9). Seules 

deux molécules de cette famille sont employées en pratique clinique, la polymyxine B et la 

polymyxine E ou colistine (6). Après leur utilisation dans les années 1960-1970, du fait de 

leur néphrotoxicité et de leur neurotoxicité, elles ont été abandonnées au profit des 

céphalosporines, bêta-lactamines à large spectre apparues dans les années 1980 et beaucoup 

moins toxiques (10). Les polymyxines étaient néanmoins toujours administrées en aérosol 

pour traiter les pneumopathies nosocomiales survenant chez les patients atteints de 

mucoviscidose, et per os dans le cadre de protocole de décontamination digestive en raison de 

l’absence d’absorption intestinale (6). L’augmentation de leur utilisation ces dernières années 

a abouti à l’émergence de la résistance bactérienne à la colistine (11-13). Jusqu’à récemment, 

seule la résistance chromosomique était connue, avec une prévalence limitée (11-13). 

Cependant, un nouveau mécanisme de résistance d’origine plasmidique, - et donc transférable 

-, nommé mcr-1, a été découvert fin 2015 chez les entérobactéries (14), modifiant 

complètement l’épidémiologie et la prise en charge des patients porteurs de bactéries 

hébergeant mcr-1. Dans cette revue, après avoir rappelé le mécanisme d’action de la colistine, 

nous détaillerons les différents mécanismes de résistance ainsi que leur prévalence chez les 

Entérobactéries en Europe. 

 (Extrait des Feuillets de la Biologie, sous presse, 2017). 

Ce travail de thèse va se diviser en 3 parties : une première partie va consister à faire un état 

des lieux des mécanismes de résistance à la colistine identifiés à ce jour dans la littérature 

ainsi que de définir l’épidémiologie de la résistance à la colistine, notamment en Europe. Une 

deuxième partie concernera mes travaux de recherche sur la recherche de nouveaux 
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mécanismes de résistance à la colistine. Enfin, une troisième partie portera sur une étude 

cas/témoins des patients chez lequel nous avons isolé des souches de Klebsiella pneumoniae 

résistantes à la colistine.  

 

 

II. STRUCTURE ET MECANISME D’ACTION DE LA 

COLISTINE 

(Extrait des Feuillets de la Biologie, sous presse, 2017). 

La colistine (polymyxine E) est un peptide cationique antimicrobien de la famille des 

polymyxines (7). Elle possède une forme cyclique avec une chaîne latérale constituée d’un 

tripeptide acylé en position N-terminal par une chaîne d’acide gras. Les résidus d’acide α,γ-

diaminobutyrique (Dab) qui la composent lui confèrent un pôle chargé positivement qui lui 

donne une forte affinité pour les molécules anioniques (6). Elle agit comme un détergent à la 

surface des bactéries à Gram négatif en déplaçant les cations divalents présents notamment 

dans le lipopolysaccharide (LPS), principal constituant de la membrane externe (6). Plus 

précisément, la colistine déplace les ions Ca++ et Mg++ présents au niveau des ions phosphate 

chargés négativement et situés en particulier sur le lipide A (fraction intra-membranaire du 

LPS) (7). Elle perturbe ainsi l’équilibre hydro-électrolytique de la membrane, créant des pores 

à sa surface et entraînant une fuite du contenu intracellulaire. Certaines bactéries à Gram 

négatif sont naturellement résistantes à la colistine, comme Neisseria spp., Campylobacter 

spp., Haemophilus spp. ou encore certaines bactéries non fermentantes (Burkholderia spp.) 

(7). Généralement, les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae y sont sensibles, à 

l’exception des représentants des genres Proteus, Providencia, Serratia et Morganella. 
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III. MECANISMES DE RESISTANCE A LA COLISTINE 
CHEZ LES ENTEROBACTERIES 

Les mécanismes de la résistance à la colistine sont complexes et font intervenir de 

nombreux gènes de régulation. Ce constat peut s’expliquer par le fait que les bactéries ont 

développé de nombreux systèmes de défense contre les peptides cationiques antimicrobiens 

d’origine humaine au cours du temps (15). La résistance à la colistine a été particulièrement 

étudiée chez les entérobactéries et de nombreux mécanismes chromosomiques ont pu être 

identifiés. La résistance par modification de la cible de l’antibiotique est essentiellement en 

cause. Les principales modifications ont lieu au niveau du lipide A, fraction hydrophobe du 

LPS qui permet l’ancrage à la membrane externe de la bactérie, et de l’acide 3-déoxy-D-

manno-oct-2-ulosonique (KDO) présent dans le cœur (core) du LPS reliant le lipide A à 

l’antigène O (16). Brièvement, la bactérie résistante à la colistine active la synthèse de 

certains sucres qui vont se fixer au niveau des groupements phosphate (électronégatifs) de ces 

deux structures, diminuant ainsi la charge électrique globale du LPS et l’affinité de la colistine 

pour sa cible (17, 18). Les deux principaux sucres identifiés à ce jour sont le 4-amino-4-

déoxy-L-arabinose (L-ara4N ou plus simplement aminoarabinose) et la phosphoéthanolamine 

(PEtN) (17, 18). Les mécanismes de résistance décrits ici concernent essentiellement les 

gènes de régulation qui vont activer la synthèse de ces sucres. 

1. Mécanismes d’origine chromosomique 

a. Modification du lipopolysaccharide par ajout du 4-amino-4-deoxy-L-arabinose 
(L-ara4N) et/ou de la phosphoéthanolamine 

L’addition du L-ara4N sur le lipide A se fait le plus souvent sur le groupement 

phosphate en position 4’, parfois sur celui en 1, ou sur le Kdo (Figure 1) (17). La synthèse et 

la fixation de ce sucre sont régies par un opéron constitué de sept gènes, l’opéron 

arnBCADTEF (ou pmrHFIJKLM) (19). Les gènes arnB, arnC, arnA et arnD assurent la 

transformation de l’UDP-acide glucuronique en undécaprenyl phosphate-α -L-Ara4N (19), 

tandis que le gène arnT (20) est responsable de la fixation du sucre sur le lipide A. Les gènes 

arnE et arnF (19) sont quant à eux impliqués dans le transport de l’aminoarabinose du 

cytoplasme vers la membrane externe bactérienne. La synthèse de l’acide-UDP-glucuronique 

est obtenue à partir de l’UDP-α-D-glucose grâce à une UDP-glucose 6-dehydrogenase (codée 

par le gène ugd) (21, 22). 
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L’opéron arn (ou pmr, pour polymyxin resistance) est présent chez toutes les 

entérobactéries, notamment chez Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae (Figure 1), 

Enterobacter aerogenes ou encore Escherichia coli (Figure 2) (17, 19). Chez Proteus 

mirabilis (17) et Serratia marcescens (23), il est constitutivement activé et ces 

micoorganismes résistent donc naturellement à la colistine. L’activation de l’opéron 

arnBCADTEF est notamment régulée par deux systèmes à deux composants, PmrAB et 

PhoPQ (18), composés chacun d’un détecteur de signal, doué d’une activité histidine kinase 

(respectivement PmrB et PhoQ), et d’un régulateur de réponse (respectivement PmrA et 

PhoP). Certains stimuli environnementaux vont induire l’activation de ces systèmes 

régulateurs, notamment dans certaines conditions de survie. La hausse des concentrations en 

ions ferriques ou aluminium (17) active le système PmrAB tandis que le système PhoPQ est 

stimulé par de faibles concentrations d’ions magnésium (Figure 2) (17). Les deux systèmes 

sont également initialisés en cas de diminution du pH ou lors de la phagocytose des bactéries 

par les macrophages (24). En présence de polymyxines ou en cas de mutations activatrices, 

ces systèmes à deux composants sont activés et induisent des modifications du lipide A 

conduisant à une résistance accrue à ces polymyxines (17). L’activation de l’opéron 

arnBCADTEF par ces régulateurs sera directe pour le système PmrAB, et directe ou indirecte 

via le système PmrAB pour le système PhoPQ (Figure 2) (17). En effet, le système PhoPQ 

peut stimuler le système PmrAB par l’intermédiaire du gène pmrD en cas de faibles 

concentrations de magnésium (25). Le système PmrAB pourra exercer un rétrocontrôle 

négatif de l’expression du gène pmrD (26). Les mutations dans PmrAB et PhoPQ ont été 

surtout décrites chez K. pneumoniae, Salmonella enterica et E. aerogenes (17). 

L’activation de ces systèmes à deux composants est elle-même modulée par d’autres 

régulateurs. Le gène mgrB, qui code pour une protéine de 47 acides aminés nommée MgrB, 

réprime l’activation de phoPQ (18). L’inactivation de ce gène représente l’un des principaux 

mécanismes de résistance à la colistine identifié chez K. pneumoniae (Figure 1) (18). 

L’inactivation de mgrB par mutation, délétion ou insertion nucléotidiques, provoque la perte 

du rétrocontrôle négatif du système PhoP/PhoQ conduisant à son activation constitutive et à la 

surexpression de l’opéron arnBCADTEF (18). Ce mécanisme concerne 25,5 % à 86,4 % des 

souches de K. pneumoniae résistantes à la colistine selon les études. Le phénomène le plus 

fréquemment rapporté est la rupture de mgrB par une séquence d’insertion (IS), 

essentiellement des familles IS5 et IS1. Elles peuvent s’intégrer soit dans le gène (souvent 

entre les nucléotides 74 et 75), soit dans son promoteur. (18).La résistance à la colistine par 
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clivage du gène mgrB par une IS peut également être associée à la résistance aux béta-

lactamines (27,28). En effet, il a récemment été rapporté le cas de deux souches de K. 

pneumoniae pour lesquelles un gène de résistance aux béta-lactamines, associé à l’ISEcp1 

s’était inséré dans le gène mgrB, provoquant une résistance croisée aux céphalosporines et /ou 

carbapénèmes et à la colistine.  

L’addition de phosphoéthanolamine sur les groupements phosphate du lipide A et/ou 

du KDO peut également neutraliser les charges électronégatives du LPS ; elle est réalisée par 

une phosphoéthanolamine transférase nommée PmrC ou EptA (29) dont l’activation dépend 

du système à deux composants PmrAB. De ce fait, le système PhoPQ peut également avoir un 

effet sur l’ajout de phosphoéthanolamine sur le LPS via l’activation du système PmrAB. Deux 

autres phosphoéthanolamine transférases interviennent dans la régulation de la résistance aux 

polymyxines. EptB permet l’addition de phosphoéthanolamine sur le Kdo (16,30,31). Le gène 

codant l’enzyme est présent chez de nombreuses entérobactéries, mais son rôle dans la 

résistance aux polymyxines et les mécanismes qui contrôlent son activation n’ont été établis 

que chez Salmonella spp. et E. coli (Figure 2) (30,32,33). eptB est régulé par le système à 

deux composants PhoP/PhoQ par l’intermédiaire d’un petit ARN non codant (nc) mgrR, 

capable de réprimer sa synthèse. L’ARNnc micA lui, est capable de réprimer la synthèse de 

PhoP (17). Plus récemment, il a été montré qu’un autre ARNnc, SroC, intervient dans la 

régulation de ce système complexe en réprimant la synthèse de mgrR en présence de fortes 

concentrations d’ions calcium ou magnésium, permettant ainsi l’expression du gène eptB (32). 

Enfin, une troisième phosphoéthanolamine transférase nommée EptC (ou CptA) est produite 

par Proteus spp., E. coli ou Salmonella spp. (Figure 2) (34–36). Elle assure l’ajout de 

phosphoéthanolamine au niveau de l’heptose I du noyau (cœur) interne du LPS. L’expression 

de eptC est contrôlée par le système PmrA/PmrB (36) mais le rôle de ce gène dans la 

résistance aux polymyxines semble mineur. En effet, chez Salmonella enterica Typhimurium, 

son inhibition est associée à une réduction modérée de la survie des bactéries en présence de 

polymyxine B comparée à la perte du gène pmrC (36). Il a également été montré récemment 

que l’addition de phosphoéthanolamine sur l’heptose I permettait d’obtenir une conformation 

plus compacte du LPS et d’empêcher un peu plus la polymyxine B d’atteindre les charges 

électronégatives situées sur le lipide A (37). 

Le système PmrAB peut également être régulé par un autre système à deux 

composants, crrAB (colistin resistance regulation), constitué d’un senseur, le gène crrB et 

d’un régulateur de réponse, le gène crrA (38). Récemment décrit, son rôle physiologique n’est 
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pas encore connu. Il serait un régulateur négatif de la résistance à la colistine. En effet, il a été 

montré que l’inactivation du gène crrB conduit à la surexpression du système PmrAB et donc 

à celle de l’opéron arnBCADTEF et de la phosphoéthanolamine transférase (Figure 1). 

L’activation de pmrAB par le système crrAB serait régie par l’activation du connecteur crrC 

(39). La régulation de la résistance à la colistine pourrait également être contrôlée par 

l’activation d’une glycosyltransférase qui n’a pas encore été identifiée (38). Ce mécanisme de 

résistance a pour l’instant été détecté chez K. pneumoniae où plusieurs mutations 

inactivatrices (Q10L, Y31H, W140R, N141I, P151S et S195N) ont été décrites dans la 

protéine CrrB (39). Cependant, le système crrAB n’a pas été retrouvé dans toutes les souches 

de K. pneumoniae et il est par ailleurs absent chez E. coli et S. enterica. 

 

b. Autres modifications du lipopolysaccharide 

D’autres gènes ont été également décrits comme potentiellement impliqués dans la 

résistance à la colistine. La contribution de l’antigène O dans la résistance à la colistine a été 

établie chez P. mirabilis et K. pneumoniae : la mutation d’une O-antigen acétyltransferase 

chez la première entérobactérie et la perte de l’antigène O chez la seconde étaient associées à 

une plus grande sensibilité des bactéries aux polymyxines (40). 

Le régulateur intrinsèque RamA peut modifier l’expression de nombreux gènes 

impliqués dans la modification de la membrane et notamment de ceux intervenant dans la 

synthèse du lipide A. Chez K. pneumoniae, il a été montré qu’une surexpression de ramA 

avait pour conséquence un accroissement de la résistance bactérienne aux polymyxines (41). 

Enfin, l’ajout d’acide gras sur le lipide A retentit sur la résistance aux polymyxines. Le 

lipide A des entérobactéries est normalement modifié par une myristoylation grâce au gène 

lpxM (42) et/ou une palmitoylation assurée par les gènes pagP et pagL qui sont régulés par le 

système à deux composants PhoP/PhoQ (43). Il convient de mentionner que pagL est présent 

chez Salmonella spp. mais absent chez E. coli (Figure 2) (16). L’inactivation de ces gènes par 

mutation chez K. pneumoniae ou S. enterica Typhimurium conduit à une sensibilité accrue 

aux polymyxines. De plus, il a été montré que la myristoylation est nécessaire à la fixation du 

L-ara4N mais pas à l’ajout de phosphoéthanolamine par EptB (42). 
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c. Mécanisme d’efflux

Plusieurs études ont suggéré un rôle de l’efflux dans la résistance à la colistine. De 

nombreuses pompes à efflux et leurs régulateurs ont été décrits dans de nombreuses espèces, 

telles que les protéines Sap (Sensitive antimicrobial peptides), la pompe KpnEF, ou le 

complexe AcrAB-TolC (44–47). Généralement, l’activation de ces pompes confère une 

résistance croisée à plusieurs antibiotiques. Les protéines Sap, composées de 5 protéines 

codées par l’opéron sapABCDF ont montré une activité contre les peptides antimicrobiens 

chez S. enterica Typhimurium (45). Cependant, celle-ci varie selon la nature du peptide 

antimicrobien : efficaces pour expulser la melittine et la protamine, elles sont en revanche 

inefficaces à l’égard des défensines. Chez P. mirabilis, il semble que les protéines Sap jouent 

un rôle dans la résistance à la polymyxine B (44). Le complexe AcrAB-TolC est un 

transporteur appartenant à la famille RND (Resistance nodulation cell division) composé de 3 

sous-unités : AcrB, située dans la membrane interne, TolC ancrée dans la membrane externe, 

et AcrA reliant les deux premières sous-unités (48). Ce transporteur permet l’extrusion de 

molécules directement du cytosol dans l’environnement extérieur, et ainsi l’efflux de 

nombreux composés. Son rôle dans l’expulsion de la polymyxine B a été décrit 

principalement chez K. pneumoniae (Figure 1) (46,47) et plus récemment chez des souches de 

Enterobacter cloacae et Enterobacter asburiae hétérorésistantes à la colistine (47). Chez les 

souches d’Enterobacter, il a été montré que les régulateurs SoxS et SoxR, en activant la 

surexpression de AcrAB-TolC, étaient responsables du phénotype d’hétérorésistance à la 

colistine. Par ailleurs, un inhibiteur de pompe à efflux ciblant AcrB (phénylalanine-arginine-

E-naphtylamide ou PABN) entraînait la perte de l’hétérorésistance et la diminution de la 

concentration minimale inhibitrice de la colistine. L’utilisation de divers inhibiteurs de 

pompes à efflux a cependant révélé des résultats variables. En effet, les inhibiteurs spécifiques 

d’AcrB ne montrent pas d’effets sur la résistance à la colistine chez la plupart des 

entérobactéries (49). En revanche, des inhibiteurs non spécifiques tel que le carbonyl-cyanide 

3-chlorophenylhydrazone (CCCP) accroissent fortement la sensibilité à la colistine chez les 

bactéries résistantes, suggérant un rôle de l’efflux encore non élucidé (18,47,50). Chez K. 

pneumoniae, il a été montré qu’un autre représentant de la famille RND, la pompe KpnEF, 

contribue à la résistance à la colistine (51). 
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d. Formation de capsule 

Le rôle de la capsule dans la résistance aux polymyxines a été décrit chez certaines 

bactéries naturellement résistantes à la colistine comme Neisseria spp. ou Campylobacter spp. 

Chez K. pneumoniae, il a été démontré que la capsule polysaccharidique, de par sa charge 

électronégative, confère une protection à l’égard des peptides antimicrobiens cationiques (52). 

Certains systèmes de régulation à deux composants qui agissent sur la formation de la capsule 

peuvent également activer des gènes impliqués dans la résistance à la colistine, comme la 

pompe à efflux KpneEF pour le système Cpx (Conjugative pilus expression) ou le régulateur 

PhoPQ pour le complexe Rcs (Regulator of capsule synthesis) (18). 

 

2. Mécanisme d’origine plasmidique : gène mcr-1  

En 2015, Liu et al. (14) ont décrit le premier mécanisme de résistance à la colistine 

d’origine plasmidique, régi par le gène mcr-1. Ce gène constitué de 1626 nucléotides (GC % 

= 49 %) code pour une phosphoéthanolamine transférase transférant la phosphoéthanolamine 

sur le lipide A, modifiant ainsi l’affinité de la colistine pour sa cible. Initialement retrouvé 

chez des souches d’E. coli d’origine animale, alimentaire et chez quelques souches humaines 

en Chine, il a depuis été décrit chez de nombreuses entérobactéries telles que Salmonella (53), 

K. pneumoniae (54), Enterobacter spp. (55), Citrobacter spp. (56,57), Cronobacter spp. (58), 

Kluyvera spp. (59) ou encore Shigella spp. (60). Sa présence a été détectée dans des 

prélèvements de poulets de Chine datant des années 1980 (61), et les nombreuses publications 

sur ce sujet ont montré que sa propagation était mondiale, plus d’une trentaine de pays ayant 

rapporté au moins une souche d’entérobactérie porteuse du gène mcr-1 (24). Celui-ci est 

retrouvé dans des souches de toute origine, qu’elles soient humaines, animales, 

environnementales ou encore alimentaires. La séquence protéique déduite de mcr-1 est proche 

de celle des phosphoéthanolamine transférases de Enhydrobacter aerosaccus (63 % ; 

WP_007116571) et de Moraxella catarrhalis (59 % ; WP_003672704) (14). L’analyse de la 

structure protéique elle, montrait des similitudes avec les proteines LptA de Neisseria 

meningitidis et EptC de Campylobacter jejuni (respectivement 41 % et 40 % d’identité de 

séquence avec MCR-1), ces deux espèces étant naturellement résistantes à la colistine (14). 

Depuis, plusieurs variants de mcr-1 ont été décrits (62–64). Un nouveau gène mcr-2, 

présentant 76,7 % de similarité nucléotidique et 81 % de similarité protéique avec mcr-1 a 

également été identifié dans des souches bovines et porcines d’E. coli en provenance de 
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Belgique (65). Ce gène, constitué de 1 617 paires de bases, code également pour une 

phosphoéthanolamine transférase. 

Différents types de plasmides peuvent porter le gène mcr-1 comme IncI2, IncHI2, 

IncP, IncX4, IncFI, et IncFIB (24). Ces plasmides ont des tailles variant de 33 kb (IncX4) à 

280 kb (IncHI2) (66). Il ne semble pas exister de spécificité de plasmide ou de clone bactérien 

se propageant au sein d’une même espèce ou entre différentes espèces. En effet, on rencontre 

tous ces types de plasmides chez les différentes espèces de la famille des Enterobacteriaceae 

(66,67). L’environnement génétique du plasmide a été essentiellement étudié chez E. coli. La 

plupart des plasmides portant le gène mcr-1 ne comprennent pas d’autres gènes de résistance 

à l’exception des plasmides IncHI2 qui peuvent porter de nombreuses séquences d’insertion 

(IS) et d’autres gènes de résistance aux antibiotiques. L’IS ISApl1 est constamment associée 

au gène mcr-1 dans les plasmides IncHI2 et permettrait l’insertion du gène mcr-1 dans le 

plasmide lorsqu’elle est présente en deux copies (Figure 2) (66,67) : la cassette prend alors la 

forme ISApl1-mcr-1-orf-ISApl1 (Figure 2), se conforme ainsi sous forme circulaire lui 

permettant alors de s’intégrer au plasmide (66,68). Les plasmides IncX4 ainsi que certains 

plasmides IncI2 ont perdu non seulement l’élément IS ISApl1, ce qui leur permet de se 

stabiliser, mais aussi la capacité au gène de se transférer dans d’autres plasmides (66,67). Les 

faibles variations de séquences entre les plasmides de la famille de plasmide IncX4 peuvent 

être donc expliquées par le fait que c’est le plasmide entier qui se propage et non le gène seul. 
La fonction de l’orf associée à mcr-1 n’est pas encore caractérisée mais une étude a montré 

qu’elle n’était pas nécessaire à la résistance à la colistine gouvernée par le gène mcr-1 (69). 

Concernant le gène mcr-2, du fait du faible nombre de souches l’hébergeant, il est 

difficile d’établir des généralités sur son environnement. Les seuls plasmides porteurs du gène 

mcr-2 décrits à ce jour sont du type IncX4. Dans ces plasmides, mcr-2 n’est pas associé à 

l’ISApl1 mais à une IS apparentée à IS1595 (714 pb) flanquée de part et d’autre du gène, qui 

lui permettrait de s’intégrer dans le plasmide IncX4 (Figure 2). Sa transposase présente 75 % 

d’identité avec une transposase retrouvée chez Moraxella bovoculi (souche 58069), supposant 

une origine probable du gène mcr-2 chez cette bactérie. Une autre étude a d’ailleurs suggéré 

que le genre Moraxella était une source potentielle de gène de résistance mcr-like (70). En 

effet, différentes phosphoéthanolamine transférases identifiées chez plusieurs espèces de 

Moraxella présentent un pourcentage de similarité élevé avec les gènes mcr-1 et mcr-2. 

 (Extrait des Feuillets de la Biologie, sous presse, 2017). 
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IV. EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE A LA
COLISTINE CHEZ LES ENTEROBACTERIES EN
EUROPE

Les polymyxines ont globalement une très bonne activité in vitro sur les bactéries à 

Gram négatif, à l’exception des bactéries naturellement résistantes. Il est difficile d’évaluer 

clairement le taux de résistance à la colistine chez les entérobactéries car cet antibiotique n’est 

souvent pas testé en première intention du fait de la pénibilité technique de la mesure de son 

activité in vitro. Toutefois, une étude de la sensibilité à la colistine, réalisée en milieu liquide 

selon les recommandations de l’EUCAST, sur plus de 40 500 bactéries à Gram négatif (dont 

environ 17 000 souches de E. coli et 10 000 de K. pneumoniae) isolées entre 2006 et 2009 en 

Amérique du Nord, Europe, Asie et en Amérique latine a révélé un taux de résistance à cet 

antibiotique de 0,1 % pour E. coli et 1,4 % pour K. pneumoniae (72). Cette investigation est la 

plus importante menée à ce jour sur des entérobactéries. En Europe, la plupart des taux de 

résistance à la colistine publiés ont été déterminés chez des bactéries résistantes aux 

carbapénèmes, étant donné que cet antibiotique est généralement testé en dernière intention 

dans cette situation (71). Le rapport émis en 2015 par le centre européen de prévention et de 

contrôle des maladies (71) a fait état d’un taux de résistance aux polymyxines de 6,2 % chez 

les souches de E. coli productrices de carbapénémases et seulement de 1,1 % chez celles 

sensibles aux carbapénèmes. Concernant K. pneumoniae, ce taux était là encore bien plus 

élevé chez les souches productrices de carbapénémases (31,9 %) comparé aux souches ne 

produisant pas ces enzymes (2,6 %). Les souches résistantes à la fois à la colistine et aux 

carbapénèmes provenaient majoritairement d’Italie et de Grèce. Une récente étude française 

portant sur 972 souches d’entérobactéries productrices de carbapénémases (72) a révélé que 

43 (4,4 %) étaient résistantes à la colistine, dont 35 parmi 561 (6,2 %) souches de 

K. pneumoniae et 7 parmi 91 (7,7 %) souches de Enterobacter cloacae, une fréquence plus 

faible que celle observée dans d’autres pays d’Europe. En Italie comme en Grèce, le taux de 

résistance à la colistine chez les souches de K. pneumoniae productrices de carbapénémases 

augmente d’année en année et est globalement, toutes études confondues, 4 fois plus élevé 

que celui observé chez les souches françaises (75-80). En Grèce, le clone ST258 de 

K. pneumoniae (73,74) a été rapporté comme épidémique tandis qu’en Italie, aucun type ST 

n’a été associé à la résistance à la colistine, contrairement à la résistance aux carbapénèmes 

(75). C’est essentiellement chez K. pneumoniae que la résistance la plus élevée a été 
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rapportée. Chez les autres entérobactéries, la résistance aux polymyxines est moins fréquente, 

même en Grèce, et elle concerne seulement 2,1 % des souches d’ Enterobacter sp. (76) et 0,8 

% des isolats de Citrobacter sp. (77). L’utilisation thérapeutique de la colistine à une 

posologie inappropriée (doses trop faibles ou, au contraire, excessives) ou prophylactique en 

vue d’une décontamination digestive a été identifiée comme l’un des principaux facteurs 

d’émergence de la résistance bactérienne à la colistine (78). 

La résistance à la colistine liée au gène mcr-1 a été décrite dans le monde entier (18) et 

les souches concernées étaient d’origine animale, humaine et environnementale (18). De 

nombreux pays européens ont rapporté des souches humaines d’entérobactéries hébergeant le 

gène mcr-1, le plus souvent lors de portage digestif mais également au cours d’infections 

diverses (Tableau). E. coli est la principale espèce en cause, suivie par Salmonella spp.,                  

K. pneumoniae et E. cloacae. La source de transmission à l’Homme de telles souches reste 

inconnue mais plusieurs hypothèses ont été avancées. Une transmission de l’animal à 

l’Homme, notamment de souches issues du porc ou du bétail, par contact direct ou par 

l’alimentation est une possibilité (79,80). En effet, le gène mcr-1 a d’abord été détecté chez 

les animaux, les souches humaines ayant été décrites plus récemment (14,61,81). De plus, 

certains pays comme l’Italie recourent à la colistine dans l’élevage animal (81) et c’est une 

des nations qui a rapporté le plus de souches positives (81–84). Les souches humaines décrites 

ont parfois été acquises lors de voyages à l’étranger, notamment en Asie (85–88). Le gène 

mcr-2 n’a pour l’instant été décelé qu’en Belgique et uniquement dans des souches porcines et 

bovines (65). 

(extrait des Feuillets de la Biologie, sous presse, 2017). 
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Tableau 1. Publications rapportant des entérobactéries porteuses du gène mcr-1 et isolées de 
l’Homme en Europe. 

Références Pays d’isolement Site d’isolement Espèce (nombre de souches) 
89 I Non précisé S. enterica (10) 
90 I Urine, plaie E. coli (8) 
91 I Rectum (3) E. coli (1) 
92 I Sang E. coli (3) 
93 RU Sang, rectum S. enterica (10) 

E.coli (2)  
94 D Rectum (6) E. coli (3) 

nd (3) 
95 N Intestin E. coli (1) 
96 S Rectum E. coli (1) 
105 All, B, E, I, P, R, Sang, plaie, urine, 

tractus respiratoire, 
péritoine 

E. coli (15) 

106 All Plaie E. coli (1) 
107 All Urine E. coli (1) 
108 A Rectum E. coli (1) 
109 B Pus E. coli (1) 
110 D Sang E. coli (1) 
111 D Non précisé S. enterica (1) 
112 E Urine, sang  

tractus respiratoire 
plaie 

E. coli (15) 

113 E Péritoine E. coli (1) 
114 F Rectum K. pneumoniae (2) 
115 F Rectum K. pneumoniae (1) 
116 F Tissu sous-cutané E. cloacae (1) 
117 F (N-C) Estomac, péritoine E. coli (2) 
118 P Urine E. coli (1) 
96 S Rectum E. coli (1) 

All : Allemagne ; A : Autriche ; B : Belgique ; D : Danemark ; E : Espagne ; F : France ; 

I : Italie ; N : Norvège ; N-C : Nouvelle-Calédonie ; P : Pologne ; R : Russie ; 

RU : Royaume-Uni ; S : Suisse. 
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V. OBJECTIFS 

Les objectifs de ma thèse ont été multiples mais toujours basés sur la compréhension des 

mécanismes de résistance à la colistine. La première partie de ma thèse a consisté à réaliser 

une revue complète des mécanismes de résistance à la colistine connus à ce jour, qu'ils soient 

intrinsèques, acquis, plasmidiques ou chromosomiques et de faire un état des lieux de ce qui 

est encore inconnu à ce jour.  

La deuxième partie de ma thèse a porté sur la recherche de nouveaux mécanismes de 

résistance à la colistine chez les bactéries à Gram négatifs, en particulier chez les bactéries 

intrinsèquement résistantes. En effet, nous sommes partis de deux observations : 

premièrement, depuis l’augmentation de l’utilisation de la colistine, il a été observé dans 

certains pays une augmentation des infections à germes naturellement résistants à la colistine, 

comme les bactéries des genres Serratia spp., Morganella spp. ou Proteus spp (89–91) ; 

deuxièmement, nous avons isolé des souches de Proteus vulgaris et Serratia marcescens à 

partir de prélèvements cliniques qui présentaient des phénotypes anormaux de sensibilité à la 

colistine. L’objectif de ce travail était de comparer ces souches anormalement sensibles à des 

souches de P. vulgaris et de S. marcescens issues également de prélèvements cliniques mais 

résistantes à la colistine. Pour ce faire, nous avons utilisé des techniques de comparaison 

innovantes basées sur des méthodes phénotypiques (antibiogramme, étude des parois par 

microscopie électronique et coloration au rouge de ruthénium, étude du lipopolysaccharide 

par spectrométrie de masse, étude des voies métaboliques par Biolog) et génomiques 

(comparaison de génomes après séquençage par recherche de gènes absents, délétés ou mutés 

dans la souche sensible, séquençage des gènes d’intérêt) afin de mettre en évidence 

un/plusieurs gènes candidats susceptibles d’être responsable de la résistance à la colistine. 

L'objectif principal de ces études est une meilleure connaissance des mécanismes de 

résistance chez ces espèces naturellement résistantes à la colistine. En effet, ces bactéries, qui 

font partie de la famille des Enterobacteriaceae, ont cette singularité d’être naturellement 

résistantes à la colistine, alors que les autres bactéries de cette famille y sont sensibles. La 

mise en évidence de nouvelles voies et/ou de nouveaux gènes de résistance pourrait ainsi 

ouvrir de nouvelles pistes concernant cette fois les mécanismes de résistance acquise chez 

d'autres bactéries et permettre la mise au point de nouvelles cibles thérapeutiques. La mise au 

point de nouvelles techniques de knock-in et de knock-out au sein du laboratoire est aussi un 

des objectifs de cette thèse qui permettra de moderniser le laboratoire et de confirmer nos 

théories.  
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Enfin, la troisième partie de ma thèse a consisté à rechercher les facteurs de risque 

d’acquisition de souches de Klebsiella pneumoniae résistantes à la colistine et à déterminer les 

mécanismes de cette résistance chez des patients hospitalisés au sein de l’Assistance publique 

des Hôpitaux de Marseille (AP-HM) entre 2014 et 2017 ainsi que leurs caractéristiques 

cliniques et les mécanismes de résistance rencontrés.  
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VI. MECANISMES MOLECULAIRES DE LA RESISTANCE
A LA COLISTINE CHEZ LES BACTERIES A GRAM
NEGATIF.

Molecular mechanisms of polymyxin resistance: knowns and unknowns, published in 

International journal of antimicrobial Agents, (IF: 4,307). 

L’un des premiers objectifs de ma thèse a consisté à établir la revue de la littérature des 

mécanismes de résistance à la colistine chez les bactéries à Gram négatifs. Ces mécanismes 

sont complexes et variables en fonction des espèces bactériennes. L’augmentation de 

l’utilisation de la colistine et donc du risque de sélection de la résistance ainsi que la 

découverte d’un gène transférable de résistance à la colistine nommé mcr-1 nous a conduit à 

réaliser un état des lieux des mécanismes moléculaires identifiés à ce jour, et de mettre en 

évidence les axes encore non élucidés.  
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A B S T R A C T

Colistin, also referred to as polymyxin E, is an effective antibiotic against most multidrug-resistant Gram-
negative bacteria and is currently used as a last-line drug for treating severe bacterial infections. Colistin
resistance has increased gradually for the last few years, and knowledge of its multifaceted mecha-
nisms is expanding. This includes the newly discovered plasmid-mediated colistin resistance gene mcr-
1, which has been detected in over 20 countries within 3 months of its first report. We previously reported
all of the known mechanisms of polymyxin resistance in our first review in 2014, but an update seems
necessary in 2016, considering the significant recent discoveries that have been made in this domain.
This review provides an update about what is already known, what is new, and some unresolved ques-
tions with respect to colistin resistance.

© 2016 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

The increase in antibiotic resistance is a major worldwide health
problem. Specifically, severe infections causedbymultidrug-resistant
bacteria, especially carbapenem-resistant bacteria, aswell as the lack
of newantibiotics against Gram-negative pathogens have led to a re-
consideration of old antibiotics. It is in this context that the use of
colistin re-emerged, mainly for infections caused by multidrug-
resistantGram-negativebacteria [1]. Colistinbelongs to thepolymyxin
family and is a polycationic antimicrobial peptide. Unfortunately, the
increased and inappropriate use of colistin has led inexorably to the
worldwide emergence of colistin-resistant bacteria [2–4].

In 2014, we reviewed all of the reported mechanisms de-
scribed for polymyxin resistance in clinically important Gram-
negative pathogens [5]. However, since then other novel mechanisms
have been described, which further unravel the riddle of poly-
myxin (polymyxin B and colistin) resistance. This has necessitated
an update on this subject. This mini-review provides an update about
what is known and what is new in colistin resistance, and pro-
vides an insight into what is still unknown. It is hoped that this will

further provide useful insights regarding which path(s) could be fol-
lowed with respect to research in polymyxin resistance.

2. Overview of colistin resistance

Studies of the mechanisms of resistance showed that various
chromosomal mutations were frequently responsible for acquired
colistin resistance in Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii and, recently, Klebsiella pneumoniae [6–8]. Most mecha-
nisms conferring resistance to colistin are directed against
modifications of the lipid Amoiety of lipopolysaccharide (LPS), which
is the primary target of colistin. Mechanisms that are associated with
colistin resistance across different bacterial genera may be differ-
ent, but more often than not themajority always follow the common
pathway of lipid Amodifications with 4-amino-4-deoxy-l-arabinose
(l-ara4N) and/or phosphoethanolamine (PEtN).

3. Update on what is known about colistin resistance

3.1. Modification of lipid A or 3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid
(Kdo) with L-ara4N

Addition of l-ara4N to lipid A is one of the main mechanisms
leading to colistin resistance. The most frequent target of l-ara4N
is the 4′-phosphate group of lipid A, but it can also be added to the
1-phosphate group or Kdo. The arnBCADTEF (also known as
pmrHFIJKLM) operon synthesises l-ara4N from uridine diphos-
phate (UDP) glucuronic acid and subsequently transfers it to lipid
A [5]. The operon is present in Salmonella spp., K. pneumoniae,
Escherichia coli and P. aeruginosa but is absent in A. baumannii [5].
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Mutations in the two-component systems (TCSs), mainly PhoPQ and
PmrAB (Fig. 1), activate this operon in these bacteria with addi-
tional TCSs: ParRS, ColRS and CprRS in P. aeruginosa. Mutations in
PmrAB have been found in Salmonella spp. [9,10], P. aeruginosa [11]
and A. baumannii [12] and principally occur in pmrB. At the same
time, mutations, including deletions in PhoPQ, have been shown to
lead to colistin resistance/heteroresistance in K. pneumoniae [13–15]
as well as resistance in P. aeruginosa [16–19] and Salmonella spp.
[20], whereas this TCS is absent in A. baumannii.

Inactivation through numerous mutations (nonsense, mis-
sense, deletion, insertional inactivation) of mgrB, the negative
feedback regulator of PhoPQ, is known to result in constitutive ac-
tivation of PhoPQ, which thereafter directly activates upregulation
of the arnBCADTEF operon by bypassing PmrD and PmrAB (Fig. 1)
[2,8,21,22]. mgrB inactivation appears to be the most frequent co-
listin resistance mechanism found in K. pneumoniae and Klebsiella
oxytoca, according to published data, with a prevalence between
25.5% and 86.4% based on different studies [2,8,23–27]. Of the 192
strains of K. pneumoniae and K. oxytoca that have been reported in
the literature from 2013 to 2015 (December) with mgrB anoma-
lies [2,8,23–33], 77 (40.1%) had an insertion sequence (IS) truncation,
56 (29.2%) had nucleotide deletion(s), 42 (21.9%) had missense or
nonsense mutations, and 6 (3.1%) had lost the mgrB gene. Among
insertions by IS elements, the IS5 family is themost frequent element
found to inactivate mgrB (45/77), followed by the IS1 family (16/
77). These ISs can insert in either the promoter or the coding region
of mgrB, with most insertions occurring between nucleotides 74 and
75 [2,8,24,27,33] within mgrB. Stability assays showed that inser-
tional inactivation by an IS was a stable phenomenon [33]. This has
been demonstrated for IS5-like, IS3-like, ISKpn14 and IS102 in dif-
ferent clones that are frequently encountered in clinical samples [33].

3.2. Modification of lipid A or Kdo with PEtN

Lipid A can also be modified by ept genes, which add PEtN to
lipid A or Kdo. There are different variants of PEtN-encoding genes,

such as eptA (pmrC), eptB (pagC) and eptC (cptA), and each is capable
of adding PEtN to different parts of LPS [5,21,34]. pmrC is regu-
lated by the PmrAB TCS, which itself can be upregulated by PhoPQ.
Mutation in pmrAB is the main resistance mechanism found in A.
baumannii [21,34,35], leading to pmrC activation and PEtN addition.

3.3. Other lipopolysaccharide modifications

Other genes involved in the LPS biosynthesis pathway have been
described as potentially involved in polymyxin resistance. In Proteus
mirabilis, a mutation in an O-antigen acetyltransferase-encoding gene
prevents aminoarabinose fixation, leading to a decrease in colistin
resistance. Loss of O-antigen by mutation of genes involved in
O-antigen biosynthesis such as rfaH in Yersinia enterocolitica [36]
or naxD in Francisella spp. [37] decreases polymyxin B resistance,
as well as in the K. pneumoniae mutant lacking O-antigen [38].

Other regulators recently described that modulate lipid A bio-
synthesis include ramA, a global regulator that can modify the
expression of over 68 genes including lpxC, lpxL and lpxO. This reg-
ulator is present in some Enterobacteriaceae such as K. pneumoniae,
Citrobacter spp., Enterobacter spp. and Salmonella spp. The ramA locus
consists of three genes (ramA, romA and ramR). The latter is a re-
pressor of ramA and romA. Survival assays in K. pneumoniae showed
that ramA alterations lead to a decrease of colistin susceptibility,
suggesting that ramA-dependent regulation possesses an alterna-
tive pathway for increased resistance to polymyxins [39]. As
previously mentioned [5], in addition to modification of lipid A with
PEtN, concurrent glycosylation of the phosphate group of lipid A
with galactosamine was reported both in laboratory-generated
colistin-resistant A. baumannii as well as in clinical strains [36].

3.4. Complete loss of lipopolysaccharide

Complete loss of LPS is one of the two resistance mechanisms
described in Acinetobacter sp. [40]. A mutation occurring in one of
the first three genes involved in the lipid A biosynthesis pathway

PmrD
PhoPQ PmrAB

ArnBCADTEF Mcr-1PmrC

MgrB

CrrAB

4-amino-4-deoxy-L-
arabinose Phosphoethanolamine

Modifications of lipid A portion of lipopolysaccharide leading to 
colistin resistance

TupA/glycosyltransferase 
(H239_3059)?

CrrC
(H239_3062)

?

Fig. 1. Model for activation of the two-component systems (TCSs) for colistin resistance in bacteria. Activation of the TCSs, which are mostly, but not exclusively, muta-
tions, stimulates the transcription of lipopolysaccharide (LPS) modification loci arnBCADTEF (pmrHFIJKLM) and pmrC, leading to the synthesis of 4-amino-4-deoxy-l-
arabinose and phosphoethanolamine (PEtN), respectively. The recently discovered TCS CrrAB activates PmrAB but not PhoPQ via H239_3062 (now referred to as CrrC) with
subsequent upregulation of arnBCADTEF and pmrC. In addition, a novel PEtN-encoding gene mcr-1, which modifies the lipid A of LPS, was also recently identified. All novel
protein-encoding genes are shown in green. The missing links (genes) or pathways not yet fully understood are shown in yellow and dashed lines, respectively. (For inter-
pretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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(lpxA, lpxB or lpxC) terminates lipid A biosynthesis and LPS forma-
tion [41]. Amutation in LptD, an outer membrane protein that allows
the final translocation of newly synthesised LPS, also led to a com-
plete loss of LPS [41,42]. Recently, a comparative analysis of
metabolites between colistin-susceptible A. baumannii and LPS-
deficient colistin-resistant A. baumannii showed perturbation in
specific amino acids and carbohydrate metabolites, particularly in
pentose phosphate pathway and tricarboxylic acid cycle interme-
diates, as well as a depletion of metabolites of peptidoglycan
biosynthesis [43,44]. Previous results regarding the efficacy of some
antibiotics on LPS-deficient A. baumannii had shown increased sus-
ceptibility to azithromycin, rifampicin and vancomycin [45]. These
efficacies were explained for azithromycin and rifampicin because
LPS plays a role in passive diffusion, but not for vancomycin. These
results were also demonstrated in Acinetobacter nosocomialis, as well
as a decrease in virulence in colistin-resistant strains [46]. Com-
parative transcriptomic analysis showed a significant level of
expression of several genes involved in membrane biogenesis and
transport, carbapenem resistance, and lipoprotein biosynthesis and
transport. The occurrence of peptidoglycan biosynthesis modifica-
tions in LPS-deficient Acinetobacter may be related to this increased
susceptibility to vancomycin.

3.5. Efflux pump mechanisms

Efflux pump mechanisms have often been suggested as playing
a role in colistin resistance. Various efflux pumps or regulators of
efflux pumps have been reported in many species, such as Sap (sen-
sitive antimicrobial peptides) proteins, BrlR, KpnEF or the AcrAB–
TolC complex. Generally, activation of these pumps leads to an
increase in resistance to several antibiotics at the same time, in-
cluding colistin [47–49]. Sap proteins are composed of five proteins
encoded by the sapABCDF operon [50].

In Salmonella enterica serovar Typhimurium, it has been dem-
onstrated that Sap proteins are necessary for resistance to some
antimicrobial peptides, including melittin and protamine, but they
were not effective against defensins. However, this operon appears
to play a role in polymyxin resistance as its mutation led to in-
creased susceptibility to polymyxin B in a P. mirabilis mutant [51].
In A. baumannii, 18 putative efflux transporters are upregulated by
a physiological level of NaCl and lead to an increased tolerance of
polymyxin, including a porin named CarO [52]. In P. aeruginosa, the
active efflux pumpMexXY–OprM is involved in resistance to various
antibiotics such as aminoglycosides, fluoroquinolones and cefepime
[53]. Expression of mexXY is regulated by mexZ, but can also be me-
diated by the parRS TCS by a mexZ-independent pathway. This TCS
is activated if it is mutated or in case of exposure to subinhibitory
concentrations of antimicrobial peptides. This leads to an
upregulation of mexXY expression, a downregulation of oprD leading
to carbapenem resistance, and to an upregulation of pmrAB TCS and
an overexpression of the arnBCADTEF-ugd operon. Furthermore, BrlR
is a member of the MerR family that is present in P. aeruginosa [47].
Interestingly, this multidrug efflux pump activator can bind to the
oprH promoter of the oprH–phoPQ operon and downregulates the
phoPQ TCS, contributing to increased colistin susceptibility via
reduced transcription of the pmrAB and arnT systems [47]. It is in-
teresting to note that oprH was known to mediate in polymyxin
resistance in P. aeruginosa as far back as 1992 [54].

In K. pneumoniae, the efflux pump KpnEF is a member of the Cpx
regulon that regulates capsule synthesis and mediates resistance
to various antibiotics such as ceftriaxone, erythromycin, rifampi-
cin and colistin [48]. This efflux pump belongs to the SMR (small
multidrug resistance protein) family, as EbrAB in Bacillus subtilis or
AbeS in A. baumannii.

Finally, the RND (resistance–nodulation–cell division) transport-
er AcrAB–TolC is a tripartite transporter known to efficiently extrude

drugs directly into the external environment [49]. AcrAB and TolC
E. coli mutants showed, respectively, an 8-fold and 10,000-fold in-
crease in polymyxin B susceptibility, indicating that polymyxin B
is a potential substrate for the AcrAB–TolC efflux pump. Interest-
ingly, the expression of this efflux pump protein is PhoPQ-dependent
[55].

Use of efflux pump inhibitors, in particular carbonyl cyanide
3-chlorophenylhydrazone (CCCP), showed that the efflux pump did
have an impact on colistin resistance in K. pneumoniae, P. aeruginosa,
A. baumannii and Stenotrophomonas maltophilia [56], further sup-
porting the involvement of the efflux pump system in colistin
resistance.

3.6. Capsule formation

The capsule is believed to play a role in resistance to poly-
myxin. It has already been described in some naturally polymyxin-
resistant bacteria, such as Neisseria meningitidis and Campylobacter
jejuni. In N. meningitidis, loss of the capsule only or of the capsule
and lipooligosaccharide led to a 10-fold increase in susceptibility
to polymyxin B [57]. In C. jejuni, truncation of sialic acid, a nine-
carbon sugar that decorates cell surface structures, in the
lipooligosaccharide increases susceptibility to polymyxin B [58]. In
addition, it has been observed that a K. pneumoniae with several
layers in the capsule wasmore resistant to colistin than isolates with
one single layer [30]. Moreover, capsule expression from Strepto-
coccus pneumoniae, K. pneumoniae or P. aeruginosa in unencapsulated
strains of K. pneumoniae, E. coli or P. aeruginosa leads to increased
resistance to polymyxin B [59]. Finally, some regulators that regu-
late capsule formation, such as Cpx (conjugative pilus expression)
and Rcs (regulator of capsule synthesis), appear to be involved in
colistin resistance by activating the efflux pump KpnEF for Cpx or
by regulating PhoPQ TCS for Rcs regulon [5].

4. What is new in modification of lipid A?

Recently, a new TCS was identified in Vibrio cholerae that me-
diates glycine fixation in lipid A, impacting polymyxin resistance.
This TCS (VprAB) stimulates the transcription of a three-gene operon,
almEFG, that carries glycine residues to the cell membrane and trans-
fers it to lipid A [60]. Another TCS, CarRS, known to negatively
regulate biofilm formation, is also able to directly bind the almEFG
operon and to upregulate its expression [61].

In E. coli, PmrD was thought to be an inactive connector between
PhoPQ and PmrAB, but it appears from recent work that it is well
activated in conditions of lowMg2+, which leads to l-ara4N and PEtN
addition to lipid A. This pathway has been demonstrated to be nec-
essary for polymyxin resistance in E. coli and other bacteria. However,
it seems that PmrD can act independently of the PhoPQ TCS. Under
low Mg2+ conditions, the authors suggested the presence of an
unknown system or factor able to additionally stimulate PmrD
(Fig. 1), leading to lipid A modifications in E. coli [62].

Recently, a new PagP-independent pathway involved in the ac-
ylation of lipid A was described in A. baumannii, involving two
putative acyltransferases (LpxLAb and LpxMAb) [63]. It was ob-
served that A. baumannii has a hepta-acylated lipid A but lacked any
homologue of pagP that is present in E. coli or S. enterica. The hepta-
acylation in A. baumannii was traced to LpxLAb and LpxMAb, which
add one and two lauroyl-acyl chains to lipid A, respectively. More-
over, an A. baumannii LpxMAb mutant displayed higher susceptibility
to polymyxin, suggesting its key role in polymyxin resistance in A.
baumannii [63].

In Burkholderia pseudomallei, a high level of resistance to colis-
tin appears to be linked to alterations in the mrgRS TCS, leading to
its constitutive activation [64]. However, it was not clear whether
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the mere presence of mrgRS TCS in B. pseudomallei or mutations in
mrgS are responsible for colistin resistance in this bacterium.

4.1. CrrAB two-component system

A new TCS was recently described as mediating colistin resis-
tance in some K. pneumoniae strains [65]. This TCS, named crrAB,
denoting colistin resistance regulation, is composed of a histidine
kinase (crrB) and its response regulator (crrA). It was absent in some
K. pneumoniae strains, which was attributed as probably being due
to IS-mediated deletion or substitution in the locus. It was also absent
in E. coli and S. enterica. In the study by Wright et al, missense mu-
tations in CrrB leading to L94M and Q10L in two different strains
led to colistin resistance [65]. It was reported that mutations in crrB
led to activation of the surrounding genes: H239_3062 and
H239_3059 (a putative glycosyltransferase), and the upregulation
of pmrCAB but not phoPQ (Fig. 1). The observed elevated pmrC and
pmrH can both modify LPS with PEtN and l-ara4N, respectively.

A subsequent study has further clarified the mechanism of crrAB
in colistin resistance. In this study, six different missense muta-
tions (Q10L, Y31H,W140R, N141I, P151S and S195N) were observed
in the CrrB of colistin-resistant K. pneumoniae isolates, leading to
high-level resistance [66]. It was demonstrated that mutant CrrAB
activates PmrAB via the newly named crrC (formerly known as
H239_3062). The now phosphorylated PmrAB then upregulates the
transcription of arnBCADTEF and pmrC (Fig. 1). The study further
showed that H239_3059, although activated by crrAB, was not in-
volved in colistin resistance. This shows that crrC connects crrAB and
pmrAB TCSs together.

4.2. Association of β-lactam and colistin resistance via unusual
mgrB truncation

Recently, an unusual integration of an IS carrying a carbapenem
resistance gene has been reported in a pandrug-resistant K.
pneumoniae belonging to ST147 [31]. An ISEcp1 element fre-
quently associated with extended-spectrum β-lactamase (ESBL)-
encoding genes was found with blaOXA-181, leading to carbapenem
resistance. However, this same ISEcp1 carrying blaOXA-181 was in-
serted in mgrB, thereby inactivating the gene and leading to both
carbapenem and colistin resistance. In a similar manner, another
report showed that an ISEcp1 associated with blaCTX-M-15 (encoding
an ESBL) was inserted in the mgrB gene of K. pneumoniae, leading
to both cephalosporin and colistin resistance [67].

4.3. Plasmid-mediated mcr-1 resistance gene

A newmechanism of colistin resistance has completely changed
our view of colistin resistance as a contained scenario, to now a
global concern. Until now, colistin resistance has always been linked
to a chromosomal-related mechanism with no possibility of hori-
zontal transfer. But recently, the mcr-1 gene encoding a PEtN
transferase was detected mainly in E. coli strains from pigs andmeat
in China [68]. The 1626-bp gene with 49% GC content was carried
on an IncI2-type plasmid. Analysis of the amino acids of MCR-1
showed that it was closely related to the EptA found in Paenibacillus
sophorae and Enhydrobacter aerosaccus. It is in Paenibacillus spp. that
polymyxin was discovered and it is known that bacteria which can
synthesise an antibiotic are able to simultaneously resist it. On the
other hand, structural analysis of the complete protein showed that
it is closely related to LptA of N. meningitidis and EptC of C. jejuni,
which are also known to be intrinsically resistant to polymyxin, sup-
porting its role in PEtN transferase, leading to the addition of PEtN
to lipid A.

Further investigations showed that the prevalence of the mcr-1
gene was as high as 20% in animal strains and 1% in human strains

in China. Most intriguingly, just within the space of a few months
after it was first reported, mcr-1 mediating transferable colistin re-
sistance has now been detected in several countries covering Europe,
Asia, South America, North America and Africa (Table 1; Fig. 2)
[68–119]. It has now been reported from diverse bacterial genera
(Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella and Enterobacter) but
mostly from E. coli. Although it was first detected and identified in
late 2015, another report from the same group has announced its
presence in colistin-resistant E. coli collections from the 1980s, whilst
the oldest records from Europe to date are 2005 (France) and 2009
(The Netherlands) [120]. Other plasmid incompatibility groups that
have been associated with mcr-1 currently include IncI2, IncHI2,
IncHI2A, IncX4 and IncP [69,76,96], and a recent study has shown
that there exists a significant diversity among the plasmids bearing
mcr-1 [103]. The gene has also been reported in pathogens carry-
ing other resistance genes, such as blaNDM-5, blaCTX-M and blaKPC

[75,78,83].

5. What is still unknown?

Research in polymyxin resistance has led to the elucidation of
many mechanisms and pathways contributing to its resistance.
As we opined in our last review, new mechanisms have just
been elucidated in resistant strains with previously unexplained
mechanism(s). Nevertheless, there are still lots of unknowns
relating to polymyxin resistance. First, there still exist some
resistant bacterial strains with an unexplained mechanism. For
example, colistin resistance in K. pneumoniae is associated with mu-
tations in PhoPQ, PmrAB and CrrAB and mgrB anomalies and in very
limited strains by mcr-1. However, some strains are resistant with
none of these aforementioned mechanisms being involved
[2,8,26,27,71,76,77,83,97], including some E. coli strains [73]. Second,
it has already been shown that PhoPQ, PmrAB and mgrB are present
in numerous Enterobacteriaceae, but some genera appear to bemore
predisposed to genetic modifications to any of these aforemen-
tioned genes than others. For example, mgrB, which is found in E.
coli and K. pneumoniae, two members of the Enterobacteriaceae
family, is the most frequent mechanism of colistin resistance re-
ported in K. pneumoniae [8], whereas it has never been implicated
or reported in colistin-resistant E. coli. Conversely, more than 80%
of bacteria where mcr-1 has been detected were E. coli [120], but
very few from other Enterobacteriaceae. An understanding of why
these bacteria are genetically easily predisposed to a particular
genetic alteration will greatly improve our knowledge about the ac-
quisition or development of colistin resistance. In addition, as
suggested by Rubin et al, the presence of a yet-to-be identified
system capable of activating PmrD, independently of PhoPQ (Fig. 1),
will further help in understanding the interplay of TCSs [62]. Fur-
thermore, Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp. and Morganella
spp., all belonging to the Enterobacteriaceae family, sharemany regu-
lators and TCSs with other Enterobacteriaceae, but in these genera
the arn operon is constitutionally activated, unlike in others such
as Klebsiella and E. coli, making them intrinsically resistant to poly-
myxins. An understanding of this background differential constitutive
upregulation will further improve our knowledge of the mecha-
nisms of polymyxin resistance.

Finally, colistin resistance has been primarily associated,
for a long time, with colistin exposure (as in the case of colistin
therapy), but a study of the literature shows that the presence
of colistin-resistant bacteria can occur without any prior colistin
exposure [121].

Various hypotheses have been postulated; the discovery of a
plasmid-mediated mcr-1 colistin resistance gene is a first re-
sponse to this puzzle [68] and it is tempting to suggest the possible
involvement of other unknown plasmid-mediated gene(s). Judging
by the strong interest in polymyxin research recently and the current
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pace in the field, there is no doubt that some of these lingering
riddles/questions will be resolved in the not too distant future.
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VII. TRAVAUX DE RECHERCHE

1. Etude du mécanisme moléculaire de la résistance à la colistine chez
Proteus vulgaris.

Loss of aminoarabinose on lipopolysaccharide as the cause of susceptibility to colistin in 
an atypical clinical isolate of Proteus vulgaris. Sophie Baron, Zineb Leulmi, Claude Villard, 

Abiola Olumuyiwa Olaitan, Amar A. Telke, Noémie Labas, Ti Thien Nguyen and Jean-Marc 

Rolain. Submitted in International journal of antimicrobial Agents, (IF: 4,307). 

La colistine agit sur la plupart des entérobactéries à l’exception des genres Proteus, Serratia, 

Providencia ou encore Morganella (17). Les gènes impliqués dans la résistance à la colistine 

tels que l’opéron arnBCADTEF ou etpB ont été identifiés chez ces bactéries mais il semble 

que ces gènes soient constitutivement activés par un mécanisme encore inconnu. L’objectif de 

ce travail était d’identifier le/les gènes impliqué(s) dans la résistance à la colistine chez 

Proteus vulgaris grâce à la comparaison phénotypique et génomique de deux souches 

cliniques de P. vulgaris, une souche anormalement sensible à la colistine et une souche 

résistante. A l’aide de méthodes phénotypiques, notamment grâce à la microscopie 

électronique et la spectrométrie de masse, nous avons mis en évidence une diminution 

significative de la paroi de la souche sensible à la colistine, ainsi qu’une disparition de 

l’aminoarabinose sur le lipide A. La comparaison des génomes bactériens a permis de mettre 

en évidence des gènes absents dans la souche sensible mais également de nombreuses 

variations de séquences entre les deux souches, ces isolats n’étant pas synténiques. Les 

résultats obtenus par comparaison des phénotypes et la revue de la littérature des gènes 

impliqués dans la résistance à la colistine nous a permis de nous intéresser en particulier à 

l’opéron arnBCADTEF responsable de la synthèse et de la fixation de l’aminoarabinose sur le 

lipide A. L’analyse in silico des mutations protéiques observées chez la souche sensible par le 

logiciel PROVEAN nous a permis d’identifier une mutation potentiellement délétère dans le 

gène arnD. L’insertion de ce gène dans la souche sensible à l’aide d’un plasmide a entrainé 

une augmentation de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de la colistine, confirmant 

l’implication de ce gène dans la perte de la résistance. L’objectif de ce travail était également 

de mettre en place de nouvelles techniques innovantes au laboratoire, afin de les utiliser dans 

d’autres projets sur les mécanismes de la résistance.  
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ABSTRACT  

Colistin has become a last-line antibiotic for the treatment of multidrug resistant bacterial 

infections, but resistance to colistin has emerged in recent years. Some bacteria, such as 

Proteus sp. or Serratia sp., are intrinsically resistant to colistin but the exact mechanism of 

this resistance is not known. Here, we have identified the molecular support for the intrinsic 

colistin resistance in Proteus by comparative genomic transcriptomic and proteomic analysis 

of colistin susceptible (CSUR P1868_S) strain and a colistin resistant (CSUR P1867_R) strain 

of an atypical Proteus vulgaris. We found a significant difference in outer membrane 

glycoside structures in both strains, that was corroborated by MALDI-TOF analysis, which 

showed absence of 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N) in outer membrane lipid A 

moiety of the susceptible strain. Comparative genomic analysis with other resistant strains of 

P. vulgaris available in local database found mutation in arnBCADTEF operon of the 

susceptible strain. Transcriptomic analysis of genes belonging to arnBCADTEF operon 

showed significant decrease in mRNA expression level of those genes in the susceptible 

strain, supporting that addition L-Ara4N in the outer membrane of lipid A moiety can explain 

the increase in colistin susceptibility. Insertion of the gene arnD that was suggested to be 

altered in the susceptible strain by in silico analysis led to a 16-fold increase of colistin MIC 

in the susceptible strain, confirming its role in colistin resistance in this species. Here, we 

show that constitutive activation of arn operon and addition of L-ara4N was the main 

molecular mechanism of resistance to colistin in P. vulgaris. 
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INTRODUCTION  

Antibiotic resistance has been a major public health concern worldwide for a number of years. 

Increased resistance, especially in Gram-negative bacteria (GNB), has forced clinicians to use 

more powerful antibiotics in the therapeutic arsenal; broad spectrum antibiotics, especially 

carbapenems (1). Unfortunately, resistance to carbapenems appeared and spread worldwide 

(1). Facing this therapeutic impasse, clinicians have revived old antibiotics for the treatment 

of multi-drug resistant bacterial infections (2), whose use had been abandoned for decades 

due to their toxicity, such as colistin (3). Colistin is a polycationic antimicrobial peptide of the 

polymyxin family, belonging to the polymyxin E group, which is effective against numerous 

GNB. It acts as a detergent on cell membranes of the GNB, moving divalent cations that 

maintain the electrolytic balance of the cell membrane, causing disruption and lysis of 

bacteria. Charges in the membrane consist of phosphates that are present in the phospholipids 

and lipopolysaccharides (LPS) which mainly compose the cell membrane of GNB (3,4). 

Inexorably, the use of colistin over the past ten years has led to the emergence of resistance to 

colistin, detected in Pseudomonas spp (5), Klebsiella pneumoniae (6,7) and Acinetobacter 

spp.(7). Colistin resistance mechanisms are complex, because bacteria have developed 

numerous defense systems against antimicrobial peptides over a long time (8). They have 

been mainly studied in the case of acquired resistance, which has explained part of the 

resistance to colistin in Enterobacteriaceae (9,10). The primary mechanism is the synthesis of 

sugars such as phosphoethanolamine (PEtN) or 4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N), 

which neutralize the negative charges of the cell membrane by binding phosphates to the LPS, 

preventing the action of colistin (10). This synthesis is regulated by many regulators; some are 

two component systems (TCS) such as PmrA/PmrB, PhoP/PhoQ, which are themselves 

regulated by other regulator genes (9). Recently a PEtN transferase encoded by a gene called 

mcr-1 has been found on conjugative plasmids in Escherichia coli (11), showing for the first 
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time that colistin resistance was not only due to chromosomal mutations, but could be 

transmissible between bacteria (11).  

Some GNB are intrinsically resistant to colistin, including Proteus, Providencia or 

Morganella (9,10). In parallel with the emergence of acquired resistance in 

Enterobacteriaceae, an increase in infections due to Proteus, Providencia and Morganella has 

been reported in several countries, including Argentina (12), the USA (13), Greece (14) and 

more recently in France (15). However, the molecular support for the intrinsic resistance to 

colistin in these bacteria remains largely unknown. Proteus bacteria are widely present in the 

environment and have virulence factors, such as flagella, fimbriae, enzymes (urease, 

proteases), hemolysins and endotoxins that allow them to colonize catheters (16). They are 

mainly responsible for urinary tract infections and wound infections in humans (17). Proteus 

mirabilis and Proteus vulgaris are the two original members of the genus Proteus and they are 

also the most commonly found in human infections (16,17). Some studies on P. mirabilis have 

shown that its LPS contains L-Ara4N in lipid A (18,19) well as in the core region (20) that 

also contains PEtN (20–22). It has also been demonstrated that genes involved in L-Ara4N 

biosynthesis or regulation can modulate polymyxin resistance in this bacterium (10). Here, we 

have studied an atypical clinical strain of P. vulgaris isolated from a urine sample that was 

abnormally susceptible to colistin. Our study was to identify the molecular support for the 

intrinsic resistance to colistin in P. vulgaris by comparative genomic, transcriptomic and 

proteomic approaches of the two strains of P. vulgaris, one susceptible and one resistant to 

colistin, and by in vitro tests that allowed us to highlight morphological and phenotypic 

differences of this atypical isolate. 

MATERIALS AND METHODS 

1. Bacterial strains, culture and antimicrobial susceptibility. 
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P. vulgaris strains CSUR P1867_R (colistin-resistant), and CSUR P1868_S (colistin-

susceptible) were isolated in the University Hospital of Constantine, Algeria from urine 

samples of two patients and sent to Marseille for further analysis. Identification of the strains 

was done by MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight) (23) 

and confirmed by both 16S ribosomal RNA (rRNA) gene and rpoB gene sequence analysis. 

Antimicrobial susceptibility was performed according to the recommendations of the 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) using the disk 

diffusion method on Mueller-Hinton (MH) agar medium with commercial antibiotic disks 

(BioMérieux, France). The minimal inhibitory concentration (MIC) for colistin was evaluated 

both by E-test (BioMérieux, France) on MH medium and by microdilution method according 

to CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) guidelines. 

2. Electron scanning microscopy 

Fixing and staining with red ruthenium was done according to the Luft method (24). Thin 

sections were observed in the Tecnai G2 microscope at 200 Kev with magnification x 

100,000-150,000. Measurements of the outer leaflet of the outer membrane were made with 

ImageJ. For the statistical analysis, we used a Welch two sample t-test. 

3. Lipid A analysis 

Strains were grown overnight in 10 ml of Luria Broth, under shaking conditions. After 

centrifugation for 15 min at 4,000 rpm, the pellets were lysed with 1 ml of lysis buffer 

available in the LPS extraction kit (iNtRON Biotechnology, Korea). Then 200 μL of 

chloroform was added and samples were placed for 5 minutes at room temperature before 

being centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 4°C. Approximately 400 μL of supernatant 

were recovered. For the lipid A separation, treatments were done as previously described (25). 

Briefly, samples were dried and hydrolyzed with a hydrolysis buffer, boiled, dried again and 
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the pellets were suspended in acidified ethanol. After three washes, purified lipid A was 

suspended in a mix of 100 μL of chloroform-methanol (3:1). A MALDI-TOF/TOF Ultraflex 

(Bruker) mass spectrometry analysis was performed in negative ion and linear mode. 

Calibration was done with a mix of peptides and the mass spectrum ranged between 500 and 

3500 Da. The matrix used was 2.5-dihydroxybenzoic acid (DHB) at 50% (v1:1). Each final 

spectrum is the combination of between 5 to 10 spectra. 

4. Genome sequencing 

Two different methods were done for sequencing strains P1868_S and P1867_R. A shotgun 

Ion Torrent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) strategy was chosen for strain P1868_S, 

while strain P1867_R was sequenced by Miseq technology (Illumina Inc, San Diego, CA, 

USA) with a mate pair strategy. Protocols used are detailed in Supplementary Method S1.  

5. Assembly, Mapping and Annotation 

P1868_S and P1867_R genome assemblies and annotations were done as previously 

described (26). The two assembled genomes were mapped on a reference genome of P. 

vulgaris (ATCC49132) available on GenBank (accession No. JPIX00000000) (27) with 

Mauve software (28). Resistance genes were sought using ARG-ANNOT (29), and plasmids 

with the help of Blast software. 

6. Comparative genomic analysis 
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The genome of strain CSUR P1868_S was compared to two genomes of P. vulgaris resistant 

to colistin, strain CSUR P1867_R and P. vulgaris ATCC49132 (JPIX00000000.1), using 

RAST annotation (30). We selected a group of genes of interest that were absent in the 

colistin-susceptible strain, but shared by the two other strains. 

We also compared protein sequences of more than one hundred genes involved either in the 

synthesis, modification or transport of lipid A or in the synthesis of other components of LPS 

and its assembly in order to identify truncated or mutated proteins. Among these genes, we 

first selected a group of genes already known to be involved in polymyxin resistance with 

KEGG Mapper software (31), Uniprot annotation (32) and a polymyxin resistance 

bibliography. We compared genes from our three genomes by protein alignment and we noted 

non-significant mutations (nsSNPs) present in the susceptible strain.  

7. Sequences alignment, phylogenetic analysis and PROVEAN score analysis. 

Phylogenetic trees were constructed with MEGA v5 (33). All complete sequences of arn 

proteins available on PubMed were recovered for Proteus sp., as well as one sequence of each 

for Providencia sp, Morganella sp. and E. coli. Sequences were aligned using ClustalW and 

the frequency of non-significant mutations (nsSNPs) previously noted was checked. 

Phylogenetic trees were constructed using maximum likewood with a bootstrap method with 

1000 replications, a Jones-Taylor-Thornton model in uniform rate in complete deletion and a 

Nearest-Neighbor-Interchange heuristic method. In order to support effect of mutation in 

protein, PROVEAN score (34) was calculated to detect if mutation was deleterious or neutral.  

8. DNA sequencing and transcriptomic analysis 

All genes potentially absent were amplified by standard PCR (Supplementary Method S2 and 

S3) to confirm their absence. Primers are available in Supplementary Table S1.  
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RNA extraction was performed following the same procedure previously described (35). The 

RNA was quantified with a NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 

The RNA of P1867_R and P1868_S were respectively 174.2 and 150.03 ng/μL. The reference 

chosen for quantification was the housekeeping rplS gene. Real-time RT-PCR was carried out 

with the SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen). 

Briefly, the mix was prepared with 12.5 μL of a 2X reaction mix, 0.5 μL of Taq polymerase 

mix, 0.5 μL of each primer (concentration 10 μM), 0.25 μL of fluorogenic probe 

(concentration 10 μM) and 2 μL of RNA from each template (concentration 5 ng/μL). Water 

was added to obtain a final volume of 25 μL. PCR amplification was performed in duplicate 

as follows: 50°C for 15 min, 95°C for 2 min, and then 40 cycles of 15 s at 95°C and 30 s at 

60°C. The ΔΔCt method was used to calculate the relative RNA expression level and a t 

student was realized to compare the susceptible and the resistant strains. 

9. ArnD cloning in P. vulgaris CSUR P1868_S 

We constructed a plasmid containing the arnD sequence gene of the colistin resistance P. 

vulgaris P1867_R using Genscript (Genscript USA Inc, Piscataway, United States). The gene 

was inserted in a pET-24a(+) expression vector, initially adapted to E. coli species. This 

vector contains a Kanamycin resistance gene to select transformed strains after 

transformation. Cloning site was determined between Ndel and NotI. Colonies of P. vulgaris 

P1868_S were transformed as electrocompetent cell as follow: A fresh culture of cells was 

inoculated in 500 ml of Luria Bertani (LB) broth at 37°C shaking at 300 rpm until an OD600 

of approximatively 0.5-0.7. Cells were let 20 min in ice at 0°C and then centrifugate at 40000 

G for 15 min at 4°C in order to recover the pellet. The pellet is then successively resuspended 

in three decreasing volumes of ice-cold 10% glycerol, after recovering the pellet by 

centrifugation at 4000G for 15 min at 4 ° C. The final pellet is then resuspended in 1 ml of 

ice-cold 10% glycerol and distributed by 50 L of suspended cells in tubes. Transformation of 
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electrocompetent cells of P. vulgaris P1868_S were done by thermic shock. Briefly, 50 L of 

suspended cells is thawed and 5 L of plasmidic AND is added. The mix is incubated 30 min 

in ice at 0°C. It is after incubated 30 seconds at 42°C and then back in ice for 2 minutes. 450 

L of SOC medium is added in the sample and let one hour at 37°C under shaking. Finally, 

100 L were inoculated in Luria Bertani (LB) with 4 g/mL colistin agar plate. The 

remaining 400 L were concentrated in 100 L of SOC after centrifugation and incubated in 

LB with 8 g/mL colistin and 100 g/mL kanamycin agar plate. 

10. Sequence data accession number. 

Genomes of P. vulgaris CSUR P1867_R and CSUR P1868_S have been deposited in the 

EMBL database under accession numbers CVRY01000001.1 and CVRZ01000001.1, 

respectively. 

 RESULTS  

1. Antimicrobial susceptibility 

The strain CSUR P1867_R (Collection de Souche de l’URMITE) was susceptible to cefoxitin, 

cefotaxime, ceftriaxone, aztreonam, imipenem, ofloxacin, ciprofloxacin, gentamicin, 

amikacin, tobramycin and trimethoprim-sulfamethoxazole and resistant to colistin colistin 

(MIC >256 mg/L on E-test and by microdilution method, Fig. 1). The strain CSUR P1868_S 

was susceptible to amikacin and colistin (MIC = 0.019 mg/L on E-test, 0.5 mg/L by 

microdilution method, Fig. 1.). Diameters of inhibition are reported in Table 1.  

2. Electron microscopy 

Twenty-five measurements of the outer leaflet of the outer membrane of P. vulgaris CSUR 

P1868_S and 30 measurements of the strain CSUR P1867_R were done. The mean diameter 

of the cell wall was respectively 13.8 nm for strain CSUR P1867_R (m=13.8 ± 1.9 nm; 95% 
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CI = [13.1; 14.5]) and 2.10 nm for strain P1868_S (m=2.10±0.41, 95% CI = [1.93; 2.27]). 

Statistical analysis gave a significant difference between the two means with a p-value of 

2.2e-16 with an α risk of 0.05 (Fig. 2). 

3. LPS analysis 

MALDI-TOF Ultraflex analysis was used to analyse the LPS from the two strains (CSUR 

P1867_R and CSUR P1868_S) of P. vulgaris (Fig. 3). First, we identified specific peaks for 

each strain. Nine peaks seemed to be unique for strain P1868_S in a mass spectrum comprised 

between 753 to 2006 Da. (annotated in red on the spectrum), and 11 peaks were found only in 

strain P1867_R, between 745 and 2750 Da (in red also). Second, we tried to find a peak 

corresponding to the lipid A of P. vulgaris. According to several publications (18,20,36), lipid 

A of bacteria of the genus Proteus consists of a β (1-6) linked D-glucosamine disaccharide, 

substituted by 7 fatty acid chains. Two phosphate groups link the disaccharide in 1 and 

4'carbon positions. On carbon 4', the phosphate group is substituted by an L-ara4N that 

confers bacterial resistance to colistin (19). The theoretical mass of lipid A is 1962 Da for the 

hepta-acylated form substituted with L-ara-4N. In the case of the colistin-resistant strain, a 

peak at 1958 Da that corresponds to lipid A substituted by one L-Ara4N was present, as well 

as a peak at 1827 Da related to hepta-acylated form of lipid A without L-Ara4N. Interestingly, 

in the susceptible strain P1868_S, the global spectrum was similar to the resistant strain, 

except between the 1800 and 2100 Da range, related to lipid A masses. The peak at 1958 Da 

was absent, suggesting that lipid A was not substituted by L-ara4N. Furthermore, the peak at 

1827 Da, corresponding to hepta-acylation of lipid A, was absent, and replaced by an 1835 Da 

that was related to the hepta-acylated form of unsubstituted lipid A. Mass difference between 

the two lipid A (1827 and 1835 Da) can be explained by the low probability that isotopes 

present in these high molecular weight molecules are always the same. A mass difference 
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about ±14Da compared to the expected molecular weight. Lipid A seems to be substituted into 

its form hepta- but not hexa-acylated, which corresponds to its leading form (37). 

4. Genome composition of P. vulgaris strains  

The genome of P. vulgaris CSUR P1867_R was assembled into 13 contigs with a length of 

contigs ranging from 919 to 733,430 bp. The GC content was 38.08% for a chromosome size 

of 3,872,427 bp. The genome contained 10 rRNA and 73 tRNA. No plasmid was detected in 

this strain. The assembly of the shotgun sequences from CSUR P1868_S gave 60 contigs, in 

lengths ranging from 820 to 651,297 bp, with a total size of 4,284,734 bp, with a GC content 

of 37.78%. The genome contained 9 rRNA and 74 tRNA. A total of 16 contigs for a length of 

131,855 bp was associated with a conjugative plasmid from Providencia rettgeri with a length 

of 50 kB that shared 90% coverage and 99% identity (38). 

5. Antibiotic Resistome 

Comparative analysis of the resistome of strain P1868_S and P1867_R identified genes that 

were responsible for the ESBL-phenotype in the P1868_S strain: blaPER-1 and blaOXA-10. 

Other genes that constitute the resistome of P1868_S are reported in Supplementary Table S2. 

In the strain P1867_R, we found only blaHugA, an inducible class A β-lactamase (100% 

coverage, 98% identity, e-value 0.00 with HugA of P. penneri) which confers resistance to 

cefuroxime and cefotaxime, and few putative β-lactamase. 

6. Comparative genomic analysis 

As our two strains of P. vulgaris were not syntenic, gene polymorphism was numerous and 

difficult to compare and to separate polymorphism from mutation altering the protein 

function. We decided to focus on genes already known or supposed to play a role in colistin 

resistance (Supplementary Table S3). We first compared protein sequences of each gene of the 

arnBCADTEF operon to highlight missense mutations. It appeared that nsSNPs were quite 
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variable in all proteins, with a range of 1 to 18, depending on the proteins (Table 2). This high 

level of mutation seems significant, since these proteins are critical for colistin resistance in 

this species, suggesting that it should be highly conserved among different strains. However, 

some nsSNPs are present only in the susceptible strains and could have an impact on colistin 

resistance (9). These nsSNPs are noted in bold in Table 2. Protein alignment and mutation 

frequency of Arn proteins of P. mirabilis, P. vulgaris, Providencia sp. and Morganella sp. was 

done, in order to select mutations that were conserved in other strains but not in the 

susceptible strain (Table 3). Phylogenetic trees confirmed that proteins of the susceptible 

strain were different from other Proteus sp. proteins, especially for ArnA (Fig. 4), ArnB ArnF 

and ArnT (Supplementary Fig. S1). In order to establish if these mutations could have an 

impact on protein function, the PROVEAN score (34) was calculated for each nsSNPs in 

Proteus vulgaris P1868_S. Results showed that only one mutation was deleterious in arnD. In 

addition, mass spectrometry analysis showed that lipid A seems not to be substituted by L-

Ara4N. Transcriptomic analysis of the arnBCADTEF operon was done to detect altered gene 

expressions (Fig. 5). We found that arnB and arnT were significantly downregulated 

(p<0.0002 and p<0.0001 respectively) in the susceptible strain respectively, explaining that L-

ara4N fixation on lipid A was altered. Finally, we cloned the arnD gene in the colistin-

susceptible P. vulgaris P1868_S strain. We obtained a transconjugant strain that was isolated 

on LB agar plate with 8 g/mL colistin and 100 g/mL kanamycin. This led to a 16-fold 

increase of colistin MIC from 0.5 g/mL to 16 g/mL in the mutant, confirming the role of 

arnD gene in the Proteus genus (Fig. 6). 

The genome comparison of strain P1868_S with the two resistant strains ATCC49132 and 

P1867_R identified 19 genes that were absent in the susceptible strain but present in the two 

resistant genomes. Absence of these genes in the susceptible strain was verified first by in 

silico blastN (NCBI), and confirmed by standard PCR (listed in Supplementary Table S4.). 
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Absent genes contained a TCS YedW/YedY involved in copper regulation but with a specific 

function still undefined, and a cluster of 8 genes involved in sialic acid metabolism, two genes 

coding for a sulfoxide reductase enzyme, two genes coding for a dihydroxyacetone kinase 

subunit that belong to a phosphoenolpyruvate-dependent phosphotransferase system, and two 

genes involved in LPS biosynthesis, one epimerase that changes galactose to glucose and one 

sugar isomerase involved in O-antigen biosynthesis. 

DISCUSSION  

Proteus bacteria are Enterobacteriaceae which are naturally resistant to colistin. To our 

knowledge, only few publications dating from 1962 and 1971 have reported the existence of 

Proteus strains susceptible to polymyxins (39–41). In 1962, Huang et al. (39) reported that 

1.4% of P. mirabilis and 5% of P. vulgaris were susceptible to polymyxin B. Similarly, 

Goodwin et al. (41) in 1971 reported 48 P. vulgaris and 4 P. mirabilis susceptible to colistin 

sulfomethate, isolated from clinical samples between 1967 and 1970. Nevertheless, it should 

be noted that these publications are ancient, and the methods used for species identification 

and antibiotic susceptibility testing were different from today, and thus identification of the 

species is questionable. Other cases of Proteus strains susceptible to colistin reported since 

1971 are only in vitro mutants (20,42). Here, we found that susceptibility to colistin in our 

isolate was due to inactivation of the arnBCADTEF operon and the absence of the amino-

arabinose addition in lipid A. The first remarkable phenotype of our strain was its very low 

MIC to colistin (0.5 g/mL). Proteus strains are usually resistant to colistin, with MICs 

between 16 and >128 mg/L (43). This drastic decrease of colistin MIC suggested that an 

essential mechanism for colistin resistance was affected. Electron microscopy showed a 

dramatic decrease of outer leaflet thickness of the external membrane in the susceptible strain 

as compared to the resistant strain P1867_R. This significant decrease seemed to be the 

consequence of the loss of red ruthenium-stained outer membranes structures. These 

51



 

 

glycoside structures may be absent in the susceptible strain P1868_S. In Proteus, sugars 

modifying LPS are critical for polymyxin resistance. Based on these results, it was assumed 

that the gene involved in sugar biosynthesis or fixation was responsible for the loss of colistin 

resistance. Although the MALDI-TOF spectrum of P. vulgaris lipid A has not been reported, 

we speculate that it is similar to the lipid A from P. mirabilis. Lipid A analysis of P. mirabilis 

and antimicrobial peptide mutants (20) showed a lipid A peak at 1960 Da, which disappeared 

in mutants that became colistin-susceptible due to the loss of L-Ara-4N, as observed in our 

Proteus. This phenotypic finding suggests that L-ara-4N biosynthesis and fixation to the lipid 

A pathway was altered in our susceptible strain. One particular mutation in the arnD gene was 

predicted to be deleterious for gene function. Moreover, the arnBCADTEF operon showed a 

significant decreased expression in the susceptible strain as compared to the resistant strain, 

demonstrating that altered fixation of L-ara4N shown in lipid A was the reason for colistin 

susceptibility. Finally, the insertion of the arnD gene in the susceptible strain led to a 16-fold 

increase of colistin MIC, showing the role of this gene in P. vulgaris colistin resistance. This 

increase of MIC was important but failed to recover the intial MIC of >256 g/mL. One 

explanation can be that the plasmid was not fully adapted to P. vulgaris as the GC% is lower 

in this species as compared to Escherichia coli and our strain lost rapidly the plasmid.  

Interestingly, our strain also lacks an operon of 8 genes involved in sialic acid metabolism 

compared to the resistant strains. Sialic acid is the only nine-carbon sugar found in 

prokaryotes that can participate in cellular membrane synthesis by decorating membrane 

structures or by being a source for the synthesis of other aminosugars. To date, sialic acid has 

not been involved in colistin resistance. However, it has already been reported in 

Campylobacter jejuni (44) that the loss of cstII, a sialyltransferase, was responsible for an 

increase of polymyxin susceptibility. In Proteus bacteria, the role of sialic acid is unknown, 
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and we were unable to demonstrate if the loss of this operon could be linked to the loss of 

colistin resistance in this particular strain.  

One main limitation of our study was that our strains were not syntenic and difficult to 

compare because of the high level of gene polymorphism. P. vulgaris is intrinsically resistant 

to colistin and is rarely found susceptible in the “natural environment”. As this species is 

intrinsically resistant to colistin, it is unlikely to encounter the same clone in the two forms, 

susceptible and resistant. However, the existence of an in vivo colistin susceptible strain is 

really interesting since it has never been described before to our knowledge. The only way to 

study this “nonresistance” was to compare it to others members of P. vulgaris species. 

Finally, questions about the evolutionary advantage of this particular isolate, as compared to 

other Proteus, remain interesting. This strain was isolated as a mixed population with another 

P. mirabilis that was colistin-resistant. Such a population could be viewed or interpreted as 

“heteroresistant”; i.e., a part of the bacterial population is susceptible and the other part is 

resistant. Why? Is it a sympatric way of life within a population for survival in harsh 

environments? Conversely, this strain has acquired many resistant genes, thanks to a plasmid 

that could be an advantage in this symbiosis for the duo. The genomic evolution of this 

atypical strain remains unknown, but its study allows us to better understand a colistin-

resistant pathway in naturally resistant Gram-negative bacteria. Further studies are ongoing to 

elucidate its genomic evolution as compared to other colistin-resistant strain. 
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Tables and Figures 

Table number: 3 

Table 1. Antimicrobial susceptibility testing for the two strains studied: P1867_R and 

P1868_S 

Table 2. nsSNPs of Arn proteins of P. vulgaris P1868_S compared with P1867_R, 

ATCC49132 and between P1867_R and ATCC49132. The nsSNPs in bold represent amino 

acids that are the same in the two resistant strains but different in the susceptible one. 

Table 3. List of nsSNPs of P1868_S, frequence in proteins of Proteus found in Pubmed and 

PROVEAN score for Arn operon.  

 

Figure number: 6  

Fig. 1. Colistin E-test for strains P1867_R (left.), P1868_S (right). 

Fig. 2. Electronic microscopy pictures of strain P1868_S (a. and c.) colistin susceptible and 

strain P1867_R (b. and d.), resistant to colistin. e. Box plot of the outer leaflet thickness of 

external membrane showing a significant difference. 

Fig. 3. Mass spectra of LPS of P. vulgaris CSUR P1867_R (a.) and CSUR P1868_S (b.) 

Lipid A correspond to the following peaks: 1827 and 1815 Da respectively for P1867_R and 

P1868_S. 

Fig. 4. Phylogenetic tree of ArnA protein of Proteus spp. P. vulgaris P1867_R colistin 

resistant is marked in red and P. vulgaris P1868_S colistin susceptible is marked in green. 

This tree shows that although these proteins are closely related in the genus Proteus sp., the 
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susceptible ArnA protein seems to have some particular characteristics that differentiates it 

from others proteins. 

Fig. 5. mRNA expression relative fold of arnB and arnT1 using ΔΔCt method  

Fig. 6. Increase MIC of colistin in P. vulgaris P1868_CS and in P1868_CS. Growth curve 

were performed by spectrophotometry. PC: Positive control  
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Table 2. nsSNPs of Arn proteins of P. vulgaris P1868_S compared with P1867_R, 
ATCC49132 and between P1867_R and ATCC49132. The nsSNPs in bold represent amino 
acids that are the same in the two resistant strains but different in the susceptible one. 

Protein nsSNPs with P1867_R  nsSNPs with ATCC49132 nsSNPs between P1867_R 
and ATCC49132 

ArnB M87I; A174S; R251G; 
D254E; K277E; V281I; 
N300S; T301I; A308T; 
D317E; S339A; N362S; 
E364Q 

Y36H; M87I; K96E; 
N110S; R251G; T265A; 
D317E; D364Q 

H36Y; E96K; S110N; 
A174S; D254E; A265T; 
K277E; V281I; N300S; 
T301I; A308T; S339A; 
N362S; E364D 

ArnC E6K; E38K. I73V. 
V96I; A116T; D172E; 
I256V  

E38K; T63A; I73V; V96I E6K; A63T; A115T; 
D172E; I256V 

ArnA E153T; S176A; V181A; 
A247V; I248V; A270E; 
T659D 

I122V; S146A; E154D; 
E170N; S202C; V212A; 
V241I; T247V; A270E; 
Q271K; T294A; L311Q; 
G339D; S556N; N659D 

V122I; A146S; E153T; 
D154E; N170E; S176A; 
V181A; C202S; A212V; 
I241V; A247T; I248V; 
K271Q; A294T; Q311L; 
D339G; N556S; T659N 

ArnD R29K; Y33H; D99N; 
S113G; G119A; 
V140A; N165T; 
K167Q; Y178H 

F13Y; R29K; G119A; 
K143N 

Y13F; Y33H; D99N; 
S113G; V140A; N143K; 
N145T; K147Q; Y178H 

ArnT I67V; I146V; H201Y; 
V230I; V244I; V267I; 
V268I; I284M; F300L; 
I305V; I364V; V368I; 
V372A; N448D;  

I146V; V170I; V198I; 
L217F; V230I; V244I; 
A259S; V267I; I284M; 
F300L; I305V; V368I; 
V372A; D441E; T452A; 
E490R; D491E; A495S; 
L507Q 

I67V; I170V; I198V; 
H201Y; F297L; S259A; 
V268I; I364V; E441D; 
N448D; A452T; R490E; 
E491D; S495A; Q507L 

ArnE I44V; T47A; F51L; 
M78V; V104I 

T110A I44V; T47A; F51L; M78V; 
A100T; V104I 

ArnF I8M; V16A; Q36R; 
L38F; A45D; A47I; 
M48T; L49P; A51S; 
T55A; F69L; A113I; 
P131S 

I8M; V16A; G27E; 
Q36R; A45D; S55A; 
F69L; I73T; A113I; 
V117I; T126P; G128E; 
A129S; Q130T 

E27G; L38F; A47I; M48T; 
L49P; A51S; T55S; T73I; 
I117V; P126T; E128G; 
S129A; T130Q; P131S 

nsSNPs in bold represent amino acid that are the same in the two resistant strains but different 
in the susceptible one. 
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Table 3. List of nsSNPs of P1868_S, frequence in proteins of Proteus found in Pubmed and 
PROVEAN score for Arn operon.  

SNP in 
P1867_R 

nsSNP in 
P1868_S 

nsSNP In Proteus 
sp. 

PROVEAN  
Score in P1868_S 

ArnA 
A270 E270 1/29 Neutral (-1.176) 

T659 D659 1/29 Neutral (1.429) 

ArnB 

M87 I87 12/14 Neutral (1.043) 

R251 G251 2/14 Neutral (-1.546) 

D317E E317 11/14 Neutral (-1.074) 

E364 Q364 1/14 Neutral (-0.725) 

ArnC 

E38 K38 1/22 Neutral (-0.558) 

I73 V73 1/22 Neutral (-0.497) 

V96 I96 1/22 Neutral (-0.175) 

ArnD 
R29 K29 22/27 Neutral (0.846) 

G119 A119 1/27 Deleterious  
(-4.489) 

ArnE - 

ArnF 

I8 M8 1/31 Neutral (-0.249) 

V16 A16 3/31 Neutral (-0.400) 

Q36 R36 1/31 Neutral (-0.846) 

A45 D45 1/31 Neutral (-0.777) 

F69 L69 24/31 Neutral (-0.619) 

A113 I113 24/31 Neutral (-0.762) 

ArnT 

I146 V146 30/33 Neutral (-0.409) 

V230 I230 3/33 Neutral (0.679) 

V244 I244 1/33 Neutral (-0.767) 

I284 M284 3/33 Neutral (0.899) 

F300 L300 31/33 Neutral (2.875) 

I305 V305 30/33 Neutral (0.086) 
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2. Etude du rôle de l’efflux dans la résistance à la colistine chez les
entérobactéries.

L’efflux est un mécanisme ubiquitaire utilisé par les bactéries dans la résistance aux 

antibiotiques (48). Bien que la résistance à la colistine soit principalement médiée par l’ajout 

de L-amino-4-arabinose ou de phosphoéthanolamine au niveau des phosphates du lipide A 

(18), le mécanisme d’efflux participe aussi à cette résistance chez certaines bactéries à Gram 

négatif. Des pompes à efflux de type RND (Resistance-Nodulation-Division) tel que le 

complexe AcrAB-TolC ou des pompes de type SMR (Small Multidrug Resistance) tels que 

KpnEF sont capables de transporter la colistine à l’extérieur de la bactérie (17). Ce 

mécanisme n’est généralement pas spécifique d’un seul antibiotique et agit souvent en 

synergie avec d’autres mécanismes de résistance. Récemment, nous avons montré dans notre 

laboratoire le rôle de la pompe AcrAB-TolC dans l’hétérorésistance à la colistine chez deux 

souches d’Enterobacter cloacae et Enterobacter asburiae (47). Nous avons cherché à savoir 

si ce mécanisme pouvait être commun à toutes les Entérobactéries et en particulier à Serratia 

marcescens, une Entérobactérie intrinsèquement résistante à la colistine ayant pour 

particularité de posséder une hétérorésistance à la colistine similaire à celle de nos souches 

d’Enterobacter. Pour connaître l’influence et le rôle du mécanisme d’efflux chez les 

entérobactéries, nous avons étudié la sensibilité d’un panel de 93 bacilles à Gram négatifs 

(BGN) (90 Entérobactéries et 3 Pseudomonas aeruginosa) résistantes à la colistine en 

présence de carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), un inhibiteur de pompe à 

efflux. Il s’agit d’un ionophore à proton qui agit en bloquant l’énergie nécessaire au 

fonctionnement des pompes à efflux principalement de type RND, tel que AcrAB-TolC (48). 

Cet inhibiteur est non spécifique mais l’objectif était de connaitre l’impact de l’efflux sur la 

résistance à la colistine chez ces bactéries en fonction des mécanismes identifiés. La 

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de la colistine a été réalisée par la méthode en 

microdilution en l’absence et en présence de 10 µg/mL de CCCP. En parallèle, le diamètre 

d’inhibition de la colistine sur milieu Mueller-Hinton gélosé sans et avec 10 µg/mL de CCCP 

a été également déterminé. Les résultats ont montré une diminution significative de la CMI en 

milieu liquide (p<0.001) après addition dans le milieu de CCCP. Toutes les souches sont 

redevenues sensibles à la colistine, avec une diminution de la CMI d’au moins 8 fold pour 

96,8% (90/93) des souches. L’étude de l’impact de l’inhibition de l’efflux par germe et par 

mécanisme a montré une plus grande restauration de la sensibilité chez les souches 

hétérorésistantes et intrinsèquement résistantes à la colistine, suggérant un rôle plus important 
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de l’efflux chez ces bactéries. Cependant, l’inhibition de l’efflux a également permis de 

reverser la sensibilité des souches portant le gène mcr-1 ou présentant des mutations 

chromosomiques impliquant l’addition de sucres au niveau du lipide A. Ces résultats nous 

permettent de comprendre un peu plus les mécanismes de résistance à la colistine chez les 

bactéries qui y résistent naturellement et nous donnent des pistes dans le traitement des 

bactéries multi-résistantes. En effet, l’association d’inhibiteurs de pompes à efflux et de la 

colistine dans le traitement d’infections à bactéries résistantes à la colistine permettrait une 

nouvelle option thérapeutique dans ces infections difficiles à traiter.  
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Abstract 21 

Efflux in bacteria is an ubiquitous mechanism to fight against antibiotic therapy. Some efflux 22 

pumps such as AcrAB-TolC have been reported to play a role in colistin resistance in Gram 23 

negative bacteria. Efflux pump inhibitors have been developed to inhibit efflux mechanism 24 

and could be a good alternative to reverse colistin resistance, but only Cyanide m-25 

Chlorophenylhydrazine (CCCP) showed a good activity. The objective of this work was to 26 

identify CCCP activity on a collection of Gram negative bacteria with known and unknown 27 

colistin resistance mechanism. Colistin Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 28 

performed with and without CCCP and MIC fold decrease of colistin MIC was calculated for 29 

each strain. Statistical analyses showed that the effect of CCCP were significantly more 30 

important on intrinsically resistant bacteria than on other Enterobacteriaceae (p<0.0001) alike 31 

on bacteria with a heteroresistance mechanism than in bacteria with another colistin resistance 32 

mechanisms (p <0.0001). These results suggest an efflux mechanism especially on intrinsic 33 

resistant bacteria and Enterobacter spp that need further analysis to identify the molecular 34 

support of this mechanism. The role of SoxRS, an AcrAB-TolC regulator has been recently 35 

described in an Enterobacter cloacae and in an Enterobacter asburiae strains, consolidating 36 

this hypothesis. 37 

  38 
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Introduction 39 

Efflux in bacteria is an ubiquitous mechanism to fight against antibiotic therapy (1). Multi-40 

drug pumps are often nonspecific, leading to cross resistance with several antimicrobial 41 

compounds and can interact synergistically with other resistance mechanisms in order to 42 

increase the resistance level. Colistin resistance mechanisms are complex and involved a lot 43 

of genes that are not fully identified (2). The well-known mechanism identified consists to 44 

reduce the negative charges of the outer membrane by adding positive charges like sugars 45 

(phosphoethanolamine, aminoarabinose) on the lipid A of the lipopolysaccharide yielding to a 46 

decrease of electrostatic attraction of polymyxins (3). Several mutations in genes such as the 47 

two component systems pmrA/pmrB and phoP/phoQ, its negative regulator mgrB, or in the 48 

aminoarabinose biosynthesis operon arnBCADTEF have been involved in colistin resistance 49 

(3). Recently, a transferrable colistin-resistant gene mcr-1 which codes for a 50 

phosphoethanolamine transferase has been highlighted and appears to have already spread 51 

worldwide (2). Colistin resistance in Gram negative bacteria has emerged over the last few 52 

years with its increasing use in human medicine but also its wide use in agriculture especially 53 

in animal breeding (4). In some bacteria, efflux pump mechanisms have been reported to play 54 

a role in colistin resistance. Many efflux pumps have been identified to reduce colistin 55 

susceptibility, such as KpneEF, or AcrAB-TolC complex (2,3). These mechanisms often led 56 

to the resistance to others antimicrobial compounds such as aminoglycosides or 57 

fluoroquinolones. Various efflux pump inhibitors (EPIs) have been tested on Gram negative 58 

bacteria such as Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhydrazine (CCCP), 2,4-dinitrophenol 59 

(DNP), Phenylalanine-arginine β-naphthylamide (PABN, NMP), reserpine, omeprazole, 60 

verapamil (1). Only CCCP and DNP, which inhibit energy of efflux pumps showed a 61 

significant decrease in colistin resistance (5). The effect of EPIs such as CCCP in the 62 

reversion of colistin resistance in Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 63 

Acinetobacter baumannii and Stenotrophomonas maltophilia (5) supported the hypothesis 64 

that this mechanism play a role on colistin resistance. More recently, it has also been 65 

demonstrated the reversion for colistin resistance by CCCP in the naturally colistin resistant 66 

species Serratia marcescens (6). In our laboratory, we isolated a collection of well-defined 67 

colistin-resistant strains including naturally-resistant Gram negative bacteria and acquired-68 

resistant bacteria (mcr-1, mgrB, pmrAB...). Mechanism of resistance of some of these strains 69 

are however still unknown. The objective of the study was to evaluate the effect of CCCP on 70 

this collection in order to evaluate if the mechanism of resistance can influence the response 71 

to efflux pump inhibition and, to evaluate its effect on mcr-1 plasmid–mediated colistin 72 

resistant strain. 73 

Materiel and method 74 
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Bacterial strains and mechanism of colistin resistance 75 

Strains used in this study are listed Table 1. Ninety-three strains that were isolated from 76 

various human samples except for 3 strains that were isolated from pigs were included in this 77 

study. Samples came from France, Laos, Thailand and Nigeria. Some of these strains have 78 

already been published (7–9). Mechanisms of resistance to colistin have been studied 79 

previously with analysis of PhoP, PhoQ, PmrA, PmrB, MgrB and mcr-1 performed by real-80 

time PCR (RT-PCR), standard PCR and/or sequencing (7,8,10).  81 

Effect of CCCP on colistin MIC with broth microdilution method. 82 

Exploration of the effect of the oxidative phosphorylation uncoupler CCCP on colistin MIC 83 

was performed as follow: MIC determination of colistin was performed according to 84 

recommendations of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 85 

(EUCAST) using the broth microdilution method. Colistin sulfate salt (MP-Biomedicals, 86 

LLC, Illkirch Graffenstaden, France) concentrations ranged from 0.25 to 256 mg/L. Two tests 87 

were performed in parallel: one without addition of CCCP and one with the addition of CCCP 88 

to each of MH broth medium wells. The final concentration of CCCP in the MH broth 89 

medium was 10 mg/L (5). A growth control well containing 10 mg/L CCCP in Mueller-90 

Hinton broth medium was also added for each strain, in order to check the absence of effect of 91 

CCCP alone on these strains. 92 

The MIC resulting after addition of CCCP was compared to the EUCAST cut-off (established 93 

at 2 µg/mL) and the effect was considered as reverse if the strain became again susceptible to 94 

colistin. 95 

The MIC fold changes resulting after the addition of CCCP was calculated as the ratio of the 96 

MICs of the antibiotic without CCCP to that with CCCP. As previously described (6), the 97 

positive criterion for the presence of efflux pump in isolates was decrease ≥ 8 fold of colistin 98 

MIC after the CCCP addition. The mean fold change was calculated per species and per 99 

colistin resistance mechanisms identified as previously described (6) :  100 

[1/total sample size (n)] × ∑ (MIC fold change× frequency of fold change) 101 

Where the “frequency of fold change” is the number of times a particular MIC fold change 102 

was recorded for that species. The symbol of superiority for MIC fold changes was 103 

considered as an equal for the mean fold change analysis. Statistical analyses were performed 104 

using non-parametric one-way analysis of variance (ANOVA) (Graphpad Software Inc, La 105 

Jolla, CA, USA). A p-value <0.05 was taken into account for the MIC fold change. 106 

Effect of CCCP on colistin MIC (Minimum Inhibitory concentration) on Mueller-107 

Hinton (MH) agar plate. 108 
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Colistin susceptibility testing was performed according to recommendations of EUCAST 109 

using E-test (BioMérieux, Marcy l’Etoile, France) or disk diffusion method on Mueller-110 

Hinton (MH) agar with commercial antibiotic disks (BioMérieux, France). Initially, E-test 111 

were performed on S. marcescens in order to better visualize the “cocarde” effect. The 112 

withdrawal from the market of E-test constrained us to use disk for the others species 113 

(http://ansm.sante.fr/var/ansm_site/storage/original/application/7e5c29808ae0bc4d37761e98c114 

c8eeb06.pdf). Colistin MIC was performed on two types of media: one on MH agar with 115 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) and one on MH agar with 10 mg/L of CCCP (Sigma-Aldrich, 116 

Saint-Quentin-Fallavier, France) dissolved in DMSO. When a strain was totally inhibited by 117 

colistin + CCCP, a plate containing CCCP 10 mg/L only was performed to confirm the 118 

absence of effect of the EPI alone. 119 

The significance of the diameter modification of colistin inhibition by disk diffusion method 120 

with and without CCCP was evaluated by a Student’t test in matched series. Results were 121 

considered as statistically significant with a p-value <0.05. S. marcescens results were 122 

considered separately as a MIC in agar plate was realized for this species and a fold change 123 

was calculated as described above. 124 

RESULTs 125 

We tested the effect of CCCP on 93 Enterobacteriaceae including 32 K. pneumoniae, 24 E. 126 

coli, 7 Enterobacter sp., 2 Salmonella enterica. 1 Klebsiella oxytoca, 14 S. marcescens, 3 127 

Morganella morganii, 3 Proteus sp., 4 Providencia sp. Finally, three strains of Pseudomonas 128 

aeruginosa were also included. All these strains were found resistant to colistin, with a MIC 129 

comprised between 2 mg/L and more than 256 mg/L (Table 1.). Mechanisms of resistance to 130 

colistin had already been identified in some of the strains studied (Table 1). 131 

All isolates used in this work grew up in the presence of CCCP at the concentration of 10 132 

mg/L in DMSO without any colistin, in broth medium and in agar plate, confirming that this 133 

molecule has no effect alone at this concentration on these Gram-negative bacteria (5). 134 

On the 93 strains tested, 91 strains had a MIC fold change ≥ 8, confirming the presence of 135 

efflux pump. Only two strains of K. pneumoniae showed a MIC fold change less than 8 but 136 

their colistin MIC was low (2 and 4 µg/mL respectively) and a reversal effect was still 137 

observed after addition of colistin (0.5 and 1 µg/mL respectively). Likewise, the addition of 138 

CCCP led to reverse colistin resistance (MIC <2 µg/mL) in all the strains studied. The mean 139 

fold change determined by species varied from 24 for S. enterica to 853.3 for Proteus sp 140 

(Table 2). We noticed that the effect of CCCP on intrinsically resistant bacteria were much 141 

more important than on other Enterobacteriaceae (p<0.0001).  142 
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By comparing by resistance mechanism (Table 3.), we observed that the efflux mechanism 143 

was significantly more important in bacteria naturally resistant to colistin and in bacteria with 144 

a heteroresistance mechanism than in bacteria with other resistance mechanisms (p <0.0001) 145 

(Figure 2a. and 2b.). On the other hand, there were no significant differences between 146 

“natural” and “heteroresistance” groups or between “mcr-1”, “other mutations” or “unknown 147 

mutations” groups (Figure 2b.). 148 

Effect of CCCP on agar plate showed a significant activity of CCCP on colistin resistance. 149 

The colistin diameter (mm) increase from 14.1 (min 6, max 30) without CCCP to 23.5 mm 150 

(min 17, max 38) with CCCP (p<0.0001) (Figure 2c.). All strains responded to CCCP except 151 

for strains of P. aeruginosa that already had a high diameter of colistin inhibition without 152 

CCCP. For S. marcescens strains, the fold change in agar plate with E-test MIC determination 153 

varies from 1347 to 4000 fold (p<0.0001). Strains were all resistant to colistin with MIC >256 154 

mg/L before addition of CCCP whereas colistin MIC values after addition of CCCP varied 155 

from 0.064 and 0.19 mg/L (mean 0.128 mg/L).  156 

DISCUSSION 157 

Resistance to colistin in Gram negative bacteria is an increasing global concern. Many 158 

mechanisms have been identified so far, whose the most recent, mcr-1 gene, is carrying by a 159 

transferrable plasmid, mostly in E. coli and K. pneumoniae (2). Efflux has been reported to 160 

play a role in colistin resistance, such as AcrAB-TolC in E. coli (11) or MexXY-OprM in P. 161 

aeruginosa (12). EPIs have been used to evaluate the effect of efflux pump upregulation in 162 

the resistance to colistin. Effects of EPIs on colistin resistance varies according the type of 163 

EPIs. For example, PaβN or NMP which are efflux pump inhibitors that are believed to act in 164 

competition with drugs in the pocket of the action site of AcrB (13) failed to recover colistin 165 

susceptibility in colistin resistant Gram negative bacteria (5,14). This inefficiency was also 166 

reported for others well known EPIs such as verapamil, omeprazole or reserpine (5). On the 167 

other hand, CCCP and DNP, which are nonspecific EPIs showed a good activity to restore 168 

colistin susceptibility (5,6,14). Thereby, it is difficult to identify the efflux pump responsible 169 

for the resistance because they act on the energy source of efflux pumps, the proton motive 170 

force and can modulate other proteins activity in the membrane (1). In our study, we showed a 171 

reversal effect on colistin resistance by the action of CCCP on all the strains studied. This 172 

effect was more significant in intrinsically resistant and heteroresistant Enterobacteria than in 173 

other Enterobacteriaceae, suggesting efflux takes part of colistin resistance in these species. 174 

Although the main mechanism described for these species is modification of lipid A by 175 

aminosugars, susceptibility to EPIs was significantly more important in this group than in the 176 

other groups “other mutations” and “mcr-1” for which colistin resistance is also mediated by 177 

lipid A modification. Moreover, the genes soxRS modulating efflux pump AcrAB-TolC has 178 77



 
recently been reported to be responsible for colistin heteroresistance in some isolates of 179 

Enterobacter sp. (15). TolC is an outer membrane protein that can interact with a lot of inner 180 

membrane protein, especially membrane fusion protein in order to create a channel for 181 

various protein extrusion (16). Usually, bacteria use at least one system of membrane fusion 182 

protein such as AcrAB in E. coli that in association with TolC allowed to extrude antibiotics. 183 

Some studies showed that some drug were dependent of TolC without being dependent of 184 

AcrAB, suggesting that TolC can be associated with other inner membrane proteins to 185 

evacuate drugs (16). But until now, none of the efflux pump studied were able to prove this 186 

hypothesis. In the case of our strain, PaβN showed an effect on colistin resistance in E. 187 

cloacae and in E. aerogenes suggesting that AcrAB-TolC is upregulated in these strains. This 188 

was not the case for intrinsic resistant S. marcescens (data not shown). Despite its resistance 189 

being similar to the heteroresistance of Enterobacter spp., some other genes seem to be 190 

involved in colistin resistance. In a similar study on S. marcescens, authors showed that 191 

CCCP increase susceptibility of ciprofloxacin in a SdeAB-HasF mutant, an homologous of 192 

AcrAB-TolC (17). This showed that SdeAB-HasF is used to eliminate the drug, is dependent 193 

of the proton motive force and may be a good candidate as a colistin-resistant target gene.  194 

Further studies are needed on efflux pump inhibition in colistin resistance to better understand 195 

pathways of this complex mechanism, particularly by the characterization of efflux pump 196 

genes, and their expression in susceptible/resistant/heteroresistant mutant strains. Our study 197 

further suggests that several EPIs could be developed in the future to face the problem of the 198 

emergence of colistin resistance in Gram negative bacteria as demonstrated in the past with 199 

beta-lactamases inhibitors. 200 

  201 

78



 
REFERENCES 202 

 203 

1.  Li X-Z, Plésiat P, Nikaido H. The challenge of efflux-mediated antibiotic resistance in 204 
Gram-negative bacteria. Clin Microbiol Rev. 2015 Apr;28(2):337–418.  205 

2.  Baron S, Hadjadj L, Rolain J-M, Olaitan AO. Molecular mechanisms of polymyxin 206 
resistance: knowns and unknowns. Int J Antimicrob Agents. 2016 Aug 4;  207 

3.  Olaitan AO, Morand S, Rolain J-M. Mechanisms of polymyxin resistance: acquired and 208 
intrinsic resistance in bacteria. Front Microbiol. 2014;5:643.  209 

4.  Kempf I, Jouy E, Chauvin C. Colistin use and colistin resistance in bacteria from animals. 210 
Int J Antimicrob Agents. 2016 Dec 1;48(6):598–606.  211 

5.  Ni W, Li Y, Guan J, Zhao J, Cui J, Wang R, et al. Effects of efflux pump inhibitors on 212 
colistin resistance in multidrug resistant Gram-negative bacteria. Antimicrob Agents 213 
Chemother. 2016 Mar 7;AAC.00248-16.  214 

6.  Osei Sekyere J, Amoako DG. Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhydrazine (CCCP) 215 
Reverses Resistance to Colistin, but Not to Carbapenems and Tigecycline in Multidrug-216 
Resistant Enterobacteriaceae. Front Microbiol. 2017;8:228.  217 

7.  Olaitan AO, Diene SM, Kempf M, Berrazeg M, Bakour S, Gupta SK, et al. Worldwide 218 
emergence of colistin resistance in Klebsiella pneumoniae from healthy humans and 219 
patients in Lao PDR, Thailand, Israel, Nigeria and France owing to inactivation of the 220 
PhoP/PhoQ regulator mgrB: an epidemiological and molecular study. Int J Antimicrob 221 
Agents. 2014 Dec;44(6):500–7.  222 

8.  Olaitan AO, Chabou S, Okdah L, Morand S, Rolain J-M. Dissemination of the mcr-1 223 
colistin resistance gene. Lancet Infect Dis. 2016 Feb;16(2):147.  224 

9.  Diene SM, Merhej V, Henry M, El Filali A, Roux V, Robert C, et al. The rhizome of the 225 
multidrug-resistant Enterobacter aerogenes genome reveals how new “killer bugs” are 226 
created because of a sympatric lifestyle. Mol Biol Evol. 2013 Feb;30(2):369–83.  227 

10.  Chabou S, Leangapichart T, Okdah L, Le Page S, Hadjadj L, Rolain J-M. Real-time 228 
quantitative PCR assay with Taqman(®) probe for rapid detection of MCR-1 plasmid-229 
mediated colistin resistance. New Microbes New Infect. 2016 Sep;13:71–4.  230 

11.  Warner DM, Levy SB. Different effects of transcriptional regulators MarA, SoxS and Rob 231 
on susceptibility of Escherichia coli to cationic antimicrobial peptides (CAMPs): Rob-232 
dependent CAMP induction of the marRAB operon. Microbiol Read Engl. 2010 233 
Feb;156(Pt 2):570–8.  234 

12.  Pérez A, Poza M, Fernández A, Fernández M del C, Mallo S, Merino M, et al. 235 
Involvement of the AcrAB-TolC efflux pump in the resistance, fitness, and virulence of 236 
Enterobacter cloacae. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Apr;56(4):2084–90.  237 

13.  Opperman TJ, Nguyen ST. Recent advances toward a molecular mechanism of efflux 238 
pump inhibition. Front Microbiol. 2015;6:421.  239 

14.  Park YK, Ko KS. Effect of carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) on killing 240 
Acinetobacter baumannii by colistin. J Microbiol Seoul Korea. 2015 Jan;53(1):53–9.  241 

15.  Telke A, Olaitan AO, Morand S, Rolain JM. SoxRS induces colistin hetero-resistance in 242 
Enterobacter asburiae and Enterobacter cloacae by regulating acrAB-tolC efflux pump. J 243 
Antimicrob Chemother. 2017 in press;  244 

79



 
16.  Zgurskaya HI, Krishnamoorthy G, Ntreh A, Lu S. Mechanism and Function of the Outer 245 

Membrane Channel TolC in Multidrug Resistance and Physiology of Enterobacteria. 246 
Front Microbiol. 2011;2:189.  247 

17.  Begic S, Worobec EA. The role of the Serratia marcescens SdeAB multidrug efflux 248 
pump and TolC homologue in fluoroquinolone resistance studied via gene-knockout 249 
mutagenesis. Microbiol Read Engl. 2008 Feb;154(Pt 2):454–61.  250 

18.  Baron S, Bardet L, Dubourg G, Fichaux M, Rolain J-M. mcr-1 plasmid-mediated colistin 251 
resistance gene detection in an Enterobacter cloacae clinical isolate in France. J Glob 252 
Antimicrob Resist. 2017 May 30;10:35–6.  253 

19.  Olaitan AO, Thongmalayvong B, Akkhavong K, Somphavong S, Paboriboune P, 254 
Khounsy S, et al. Clonal transmission of a colistin-resistant Escherichia coli from a 255 
domesticated pig to a human in Laos. J Antimicrob Chemother. 2015 Dec;70(12):3402–4.  256 

  257 

80



 
LEGENDS 258 

 259 

Table 260 

Table 1. Summary of strains used in this study. 261 

Table 2. Summary of Mean fold change after addition of CCCP on colistin MIC per species 262 

and per mechanism of resistance to colistin. 263 

Table 3. Summary of Mean fold change after addition of CCCP on colistin MIC per colistin 264 

resistance mechanisms. 265 

Figure 266 

Figure 1. a and b. colistin inhibition diameter on MH medium (a.) (photo not to scale) and on 267 

MH medium + 10 mg/L CCCP (b.) (photo not to scale). c and d. Colistin MIC performed with 268 

E-test on MH medium (c.) and on MH medium + 10 mg/L CCCP. e. Colistin MIC with and 269 

without 10 mg/L CCCP perfomed by microdilution method. NC. Negative control 270 

Figure 2. a. Mean fold change of colistin MIC by species and mechanisms of resistance. b. 271 

Mean fold change of colistin MIC by mechanisms of resistance. c. Colistin diameter on 272 

Mueller-Hinton (MH) agar plate without and with 10 mg/L of CCCP. 273 

 274 
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Table 2. Summary of Mean fold change after addition of CCCP on colistin MIC per species 278 

and per mechanism of resistance to colistin. 279 

Species Colistin resistance mechanism Mean fold change 

M. morganii Natural 341,3 

Proteus spp. Natural 853,3 

Providencia spp. Natural 640,0 

S. marcescens Natural 621,7 

EIRC Natural 618,7 

E. coli 

 

Mcr-1 76,6 

unknown 42,0 

other mutation 16,0 

Enterobacter sp. 

other mutation 512,0 

Heteroresistance 832,0 

Mcr-1 16,0 

Klebsiella sp. 

Mcr-1 64,0 

other mutation 146,2 

unknown 55,3 

S. enterica unknown 24,0 

Other Enterobacteriaceae - 142,5 

Total Enterobacteriaceae - 269,5 

P. aeruginosa unknown 682,7 

Total BGN - 282,8 

EIRC : Enterobacteriaceae intrinsically resistant to colistin.  280 

85
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Table 3. Summary of Mean fold change after addition of CCCP on colistin MIC per colistin 282 

resistance mechanisms in Enterobacteriaceae. 283 

Resistance mechanism Number of isolates Mean fold change 

Mcr-1 23 72,3 

other mutation 23 161,9 

Heteroresistance 15 832,0 

Natural 5 618,7 

unknown 24 50,3 

284 
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VIII. FACTEURS DE RISQUES ET MECANISMES DE
RESISTANCE A LA COLISTINE A L’HOPITAL DE LA
TIMONE, MARSEILLE.

1. Introduction

Klebsiella pneumoniae est une bactérie appartenant au groupe ESKAPE, qui représente les 

bactéries les plus fréquemment associées à la résistance aux antibiotiques. Depuis quelques 

années, la résistance aux carbapénèmes chez K. pneumoniae a augmenté et s’est propagée à 

l’échelle mondiale (92). La colistine est devenue une alternative possible dans le traitement 

des infections associées aux soins à K. pneumoniae résistantes aux carbapénèmes (93). 

Cependant, l’augmentation de son utilisation en milieu hospitalier a également entrainé 

l’émergence de la résistance à la colistine. Les facteurs de risque d’acquisition de souches de 

K. pneumoniae résistantes à la colistine (KPCR) identifiés selon diverses études sont 

essentiellement un traitement préalable par colistine (94–96), une colonisation antérieure à 

K. pneumoniae résistante aux carbapénèmes (94,97) ou encore un score de Charlson ≥3 (94). 

Ces études ont cependant été réalisées principalement en Italie et en Grèce, où les taux de 

résistance à la colistine chez les entérobactéries sont beaucoup plus élevés qu’en France où le 

taux reste faible (71). En France, il n’existe pas de données publiées concernant les facteurs 

de risque d’acquisition de cette résistance. De plus, la prévalence de la résistance à la colistine 

est difficile à évaluer chez les bactéries à Gram négatif du fait du coût et/ou du caractère 

fastidieux des méthodes utilisées pour déterminer sa concentration minimale inhibitrice (CMI) 

(98). Le programme SENTRY, comprenant plus de 100 centres répartis sur quatre continents, 

a déterminé le taux global de la résistance à la colistine chez les Entérobactéries entre 2004 et 

2009 (98). La résistance à la colistine chez K. pneumoniae était estimé à 1,4% pendant cette 

période (98), sans augmentation significative de la résistance. Cependant, ces statistiques 

varient selon les études (71,72,99). En Europe, les dernières données de l’ECDC (European 

Centre for Disease Prevention and Control) en 2013 évaluent le taux de résistance à la 

colistine chez K. pneumoniae entre 2,6% pour les souches sensibles aux carbapénèmes et 

31,9% pour les souches qui y sont résistantes (71). En France, peu de données sont publiées 

sur l’épidémiologie de la résistance à la colistine, étant donné que l’utilisation de la colistine 

est récente. Une étude sur les souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénèmes a estimé 

un taux de résistance à la colistine à 4,4% (43/972) incluant 35 K. pneumoniae et 7 

Enterobacter cloacae (72). Dans notre laboratoire, considérant le coût et la pénibilité de la 
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détermination de la sensibilité à la colistine par rapport à son utilisation en pratique clinique, 

ce test n’est réalisé que lorsqu’un isolat est sensible à moins de 3 familles d’antibiotiques de 

notre panel de première ligne, ou sur demande spécifique du clinicien. A partir des données de 

notre laboratoire, nous avons retrouvé tous les patients hospitalisés à l’Assistance Publique 

des Hôpitaux de Marseille (AP-HM) entre Février 2014 et Août 2017 pour lesquels au moins 

une souche de KPCR a été isolée. L’objectif de notre travail est d’évaluer les facteurs de 

risque d’acquisition de KPCR et d’identifier le support de la résistance à la colistine, incluant 

la présence des gènes mcr-1 et mcr-2.  

2. Matériels et méthodes 

a. Design de l’étude et patients. 

Cette étude rétrospective a été conduite entre Février 2014 et Août 2017 dans les 4 hôpitaux 

(Conception, Timone, Nord et Sud) de l’AP-HM à Marseille, France. A partir de notre 

logiciel local, nous avons extrait toutes les souches de K. pneumoniae isolées au laboratoire 

pour lesquelles une détermination de la CMI a été réalisée et pour lesquelles la CMI était 

supérieure à 2 µg/mL (breakpoint recommandé selon l’EUCAST). Les données clinico-

biologiques des patients ont été obtenues grâce au dossier patient informatisé. Chaque patient 

n’a été inclus qu’une fois, au moment de l’isolement de la première souche de K. pneumoniae 

résistante à la colistine (KPCR). Afin de déterminer les facteurs de risque d’acquisition de 

souches de KPCR, chaque cas a été apparié à deux patients contrôles pour lequel une souche 

de K. pneumoniae sensible à la colistine (KPCS) a été isolée. Ces contrôles ont été isolés 

pendant la même période de l’étude et ont été appariés selon le type de prélèvement et le type 

de service (chirurgie, soins intensifs ou médecine). La condition supplémentaire était d’avoir 

une souche disponible au laboratoire afin d’effectuer un test de sensibilité à la colistine par la 

méthode en microdilution recommandée par l’EUCAST, la commercialisation des E-tests 

colistine utilisés pendant la période 2014-fin 2016 (Biomérieux, Marcy l’Etoile, France) ayant 

été suspendue pour sous-estimation de la CMI (http://ansm.sante.fr/var/ansm_site/ 

storage/original/application/7e5c29808ae0bc4d37761e98cc8eeb06.pdf). En plus de l’âge, du 

sexe, de l’unité d’hospitalisation et de la nature du (ou des) prélèvement(s), les antécédents 

cliniques et comorbidités suivants ont été récupérés : chirurgie récente (dans l’année 

précédant l’évènement), greffe d’organe, insuffisance rénale chronique, cancer solide (exclu 

en cas de rémission >5 ans), hémopathie (exclu en cas de rémission >5 ans), antécédent 

d’accident vasculaire cérébral, insuffisance cardiaque, cirrhose hépatique, diabète sucré, 
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splénectomie, insuffisance pulmonaire chronique. L’index de comorbidité de Charlson 

modifié (100) a été calculé et pris en compte en cas de score ≥3. Le recours à la ventilation 

mécanique, à l’hémodialyse, la pose d’un cathéter central et/ou d’une sonde urinaire a 

également été notée. La prise d’antibiotiques à large spectre ou actifs contre les BGN dans les 

3 mois précédant l’épisode et le recours à une chimiothérapie intraveineuse à domicile ont 

également été pris en compte. Au niveau bactériologique, l’isolement antérieur d’une bactérie 

productrice de Béta-lactamase à spectre étendu (BLSE) ou de carbapénémase ainsi qu’un 

épisode récent d’infection bactérienne (<1 mois) ont été recherchés. Enfin le diagnostic final 

d’infection et/ou de colonisation retenu par le clinicien a été récupéré et la détermination 

d’infection associée aux soins ou acquise à l’hôpital a été évaluée selon les définitions 

standards (101). Les groupes des patients colonisés et des patients infectés à KPCR ont 

également été comparés entre eux. En cas de décès du patient, l’imputabilité de l’infection à 

K. pneumoniae a été évaluée.  

b. Procédures microbiologiques 

L’identification des isolats a été réalisée par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionisation-Time of flight) (MALDI Biotyper, Bruker Daltonics, 

Leipzig, Germany) comme décrit précédemment (102). Les tests de sensibilités aux 

antibiotiques ont été réalisés selon les recommandations de l’EUCAST par la méthode des 

disques sur gélose Mueller-Hinton (MH) à l’aide de disques d’antibiotiques disponibles dans 

le commerce (BioMérieux, France). Entre 2014 et fin 2016, la CMI de la colistine a été 

déterminée par la méthode des E-tests (BioMérieux, France). Depuis 2017, la CMI de la 

colistine est réalisée par la méthode en microdilution selon les recommandations de 

l’EUCAST. Toutes les souches contrôles ont été contrôlées sensibles à la colistine par la 

méthode en microdilution étant donné que les E-tests pouvaient sous-estimer la CMI de la 

colistine. Les souches résistantes à la colistine pour lesquelles un isolat a été retrouvé ont 

également été confirmées par la méthode en microdilution.  

Enfin, la caractérisation du support moléculaire de la résistance à la colistine des souches 

disponibles dans notre laboratoire a été réalisée. La recherche des gènes mcr-1 et mcr-2 par 

PCR en temps réel a été faite comme précédemment décrit (103). Les gènes pmrA, pmrB, 

phoP, phoQ, mgrB ont été séquencés à l’aide des amorces disponibles (Tableau 2). Les gènes 

de la souche sensible à la colistine K. pneumoniae MGH78578 (numéro d’accession 

CP000647) ont été utilisés comme référence. En cas de mutation non décrite dans la 
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littérature, une analyse de l’impact de la mutation sur la fonction de la protéine a été réalisée à 

l’aide du logiciel PROVEAN (104).  

Tableau 2. Liste des amorces utilisées dans cette étude pour la PCR standard et le séquençage 
des gènes de résistance à la colistine. 

Type de PCR Nom de 
l’amorce Séquence Taille du produit 

(pb) 

PCR standard 
pmrA_F ATCTGTTCTCCACCCTGCTC 

952 
pmrA_R CATGCTCCACATGTTTCTGG 

PCR standard 
pmrB_F1 CGACATTTACAGCTGGGACA 

1386 
pmrB_R2 TTGCGGCCTTCTTAATGTTT 

Séquençage 

pmrB-KP-F1 CGACATTTACAGCTGGGACA 

- 
pmrB-KP-R1 TTTACCACGTCATCCAGCAA 

pmrB-KP-F2 GAGCTGCTGGCGAAAGTG 

pmrB_R2 TTGCGGCCTTCTTAATGTTT 

PCR standard 
phoP_F GAAGCGAACCCGTAATGACA 

768 
phoP_R AACAGCCGTTTATATTTTGCGTA 

PCR standard 
phoQ_F GCAGGTGTCTGACAGGGATT 

1585 
phoQ_R AGGCTGAATACCCACAGGAC 

Séquençage 

phoQ_F GCAGGTGTCTGACAGGGATT 

- 
phoQ_R AGGCTGAATACCCACAGGAC 

phoQ_F1 ATTGACCCCTTTGCGCTGATA 

phoQ_R1 ATCCGCGAACAGGGCGACGACT 

PCR standard 
mgrB_F1 ATTCTGCCGCTTTTGCTG 

499 
mgrB_R1 CGTTTTGAAACAAGTCGATGA 

c. Etude statistique

L’objectif de cette étude était de définir des facteurs de risque d’acquisition de KPCR. Les 

différentes variables sélectionnées ont été comparées à l’aide du test du Chi-deux, du test de 

Fisher ou du test t de Student. Seule l’analyse univariée a été réalisée avec un risque 

statistique défini à 0,05. L’analyse statistique a été effectuée à l’aide du logiciel SPSS (SPSS 

Inc, Chicago, Illinois, USA). 
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3. Résultats 

a. Facteurs de risque, caractéristiques cliniques et mortalité 

Entre février 2014 et Août 2017, 22 patients étaient porteurs de souches de KPCR. L’âge 

moyen des patients était de 61,1 ans (min 1 mois, max 85 ans) de sexe majoritairement 

masculin (Sex ratio=4.5). La CMI de la colistine obtenue par E-test variait de 4 à 256 µg/ml. 

L’analyse univariée de ces groupes (Tableau 3) a permis d’identifier plusieurs facteurs de 

risque parmi lesquels : le sexe masculin, la durée d’hospitalisation, une histoire récente 

d’infection bactérienne, un antécédent d’isolement de K. pneumoniae résistante aux 

carbapénèmes et le contact avec un autre patient porteur d’une KPCR. L’acquisition d’une 

KPCR était significativement retrouvée associée aux soins. Enfin, l’administration préalable 

d’antibiotiques, notamment de fluoroquinolones, d’aminosides et de carbapénèmes était 

associée à un risque plus important d’acquisition de KPCR. Dans notre étude, seuls cinq 

patients tous groupes confondus avaient reçus de la colistine. Douze patients du groupe KPCR 

(54,5%) présentaient des symptômes d’infection à KPCR contre 21 patients (47,7%) dans le 

groupe contrôle (p=0,862). Les autres patients étant considérés comme colonisés à ces 

bactéries. La mortalité s’est élevée à 18,2% (4/22) dans le groupe KPCR contre 25% (11/44) 

dans le groupe KPCS (p=0.770), mais le décès était imputable à l’infection par K. 

pneumoniae dans un cas de chaque groupe seulement (p=0,952).  

La comparaison des caractéristiques cliniques des patients colonisés à KPCR vs les patients 

infectés à KPCR (Tableau 4) a montré que les patients infectés avaient tendance à développer 

une infection plus précocement que ceux uniquement porteurs de souche de KPCR. 

Cependant, dans le groupe des colonisés, seuls 5 patients sur 10 avaient bénéficié d’un 

premier dépistage négatif avant l’isolement de la bactérie résistante à la colistine. Il n’existait 

pas de différence significative concernant les autres caractéristiques cliniques. La mortalité 

dans le groupe des patients infectés était de 8,33% (1/12) contre 30% (3/10) dans le groupe 

des patients colonisés mais seul le décès du patient dans le groupe infecté à KPCR pouvait 

être attribué à K. pneumoniae. 
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Tableau 3. Résultat de l’analyse univariée des facteurs de risque d’acquisition de 
K. pneumoniae résistantes à la colistine comparée aux patients contrôles ayant acquis une 
souche de K. pneumoniae sensible à la colistine. 

Caractéristiques KPCR (%) n=22 KPCS (%) n=44 p 

Age (années) 61,1 (1M;89) 60 (1S; 89)  0,965 
Sexe  0,004 
Masculin 18 19  - 
Féminin 4 25  - 
Durée d’hospitalisation (moyenne jours) 60,1 (0;170) 46,4 (0;183) <0,001 
Délai avant premier prélèvement positif 
(jours) 21,7 (0;76)  13,5 (0 ;64) 0,151 

Voyage récent   2 (9,1)  3 (6,82) - 
Service hospitalisation 
Soins intensifs/Réanimation  15 (68,2) 30 (68,2)  - 
Unité de chirurgie  3 (13,6) 6 (0,14)  - 
Unité médicale 3 (13,6) 6 (0,14)  - 
Soins intensifs de néonatologie 1 (4,6) 2 (4,6)  - 
Nature des prélèvements 
Prélèvements respiratoires 6 (24) 13 (21,3) 0,848 
Urine 6 (24) 18 (29,5) 0,279 
Hémoculture 1 (4) 4 (6,6) 0,911 
Os 1 (4) 2 (3,3) - 
Liquide de ponction 2 (8) 4 (6,6) - 
Ecouvillon cutané 2 (8) 6 (9,8) 0,923 
Ecouvillon rectal 7 (28) 14 (23) - 
Comorbidités 
Cancer solide  8 (36,4) 7 (15,9) 0,062 
Hémopathies 1 (4,55) 3 (6,82) - 
Accident vasculaire cérébral  0 (0) 6 (13,6) 0,167 
Cirrhose hépatique  1 (4,55) 2 (4,55) - 
Insuffisance rénale chronique  2 (9,1) 7 (15,9) 0,706 
Bronchopneumopathie chronique 
obstructive  2 (9,1) 5 (11,4) - 

Diabète sucré  5 (22,7) 13 (29,5) 0,770 
Insuffisance cardiaque  7 (31,8) 12 (27,3) 0,701 
Transplantation d’organe  0 (0) 3 (6,8) 0,545 
Index de Charlson ≥3 16 (72,7)  32 (72,7) - 
Antécédent récente de chirurgie  10 (45,5) 15 (34,1) 0,370 
Ventilation mécanique 14 (63,6) 20 (45,5) 0,164 
Cathéter veineux central  16 (72,7)  32 (72,7) - 
Thérapie intraveineuse à domicile  3 (13,6) 4 (9,1) 0,678 
Sonde urinaire  16 (72,7) 25 (56,8) 0,209 
Hémodialyse 4 (18,2) 3 (6,8) 0,210 
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Histoire récente d’infection bactérienne  12 (54,5) 13 (29,5)  0,048 
Antécédent d’isolement de bactérie 
productrice de BLSE  3 (13,6) 7 (15,9)  -  

Antécédent de production de carbapénémase 11 (50) 6 (13,6) 0,006 
Contact avec un patient porteur de KPCR  5 (22,7) 0 (0) 0,005 
Acquisition associée aux soins  22 (100) 35 (79,5)  0,024 
Traitements antérieurs       
Amoxicilline + acide clavulanique  4 (18,2) 9 (20,5) - 
Piperacilline + acide clavulanique 9 (40,9) 17 (38,6) 0,859 
Céphalosporine de 3ème génération  13 (59,1) 15 (34,1) 0,053 
Carbapénèmes (imipénème, ertapénème ou 
méropénème) 9 (40,9)  7 (15,9)  0,025 

Fluoroquinolones  11 (50)  21 (22,7)  0,025 
Aminoglycosides  15 (68,2)  15 (34,1)  0,009 
Colistine  3 (13,6) 2 (4,54)   0,323 
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Tableau 4. Comparaison des caractéristiques cliniques des patients infectés ou colonisés à                
K. pneumoniae résistantes à la colistine (KPCR). 

Caractéristiques 
Infection 

KPCR (%) 
n=12 

Colonisation KPCS 
(%) n=10 

p 

Age (années) 58,6 (0 ;83) 64,2 (41 ;89) 0,0712 
Sexe   - 
Masculin 10 (83,3) 8 (80) - 
Féminin 2 (16,7) 2 (20) - 
Durée d’hospitalisation (moyenne jours) 37 (0 ;92) 88 (16 ;216) 0,025 
Délai avant premier prélèvement positif 
(jours) 

14,2 (0 ;48) 30,8 (6 ;77) 0,0385 

Voyage récent  1 (8,33) 1 (10) - 
Comorbidités    
Cancer solide 3 (25) 5 (50) 0,443 
Hémopathies 1 (8,33) 0 (0) - 
Cirrhose hépatique 0 (0) 1 (10) 0,909 
Insuffisance rénale chronique 1 (8,33) 1 (10) - 
Bronchopneumopathie chronique 
obstructive 

0 (0) 2 (20)  

Diabète sucré 3 (25) 2 (20) - 
Insuffisance cardiaque 4 (33,3) 3 (30) - 
Index de Charlson ≥3 9 (75) 7 (70) - 
Antécédent récente de chirurgie 6 (50) 4 (40) 0,970 
Ventilation mécanique 6 (50) 8 (80) 0,313 
Cathéter veineux central 10 (83,3) 6 (60) 0,458 
Thérapie intraveineuse à domicile 2 (16,7) 1 (10) - 
Sonde urinaire 9 (75) 7 (70) - 
Hémodialyse 2 (16,7) 2 (20) - 
Histoire récente d’infection bactérienne 5 (41,6) 7 (70) 0,370 
Antécédent d’isolement de bactérie 
productrice de BLSE 

0 (0) 3 (30) 0,156 

Antécédent de production de carbapénémase 5 (41,6) 6 (60) 0,670 
Contact avec un patient porteur de KPCR  2 (16,7) 3 (30) 0,706 
Traitements antérieurs    
Amoxicilline + acide clavulanique 3 (25) 1 (10) 0,737 
Piperacilline + acide clavulanique 4 (33,3) 5 (50) 0,721 
Céphalosporine de 3ème génération 6 (50) 7 (70) 0,610 
Carbapénèmes (imipénème, ertapénème ou 
méropénème) 

3 (25) 6 (60) 0,220 

Fluoroquinolones 5 (41,7) 6 (60) 0,670 
Aminoglycosides 8 (66,7) 7 (70) - 
Colistine 2 (16,7) 1 (10) - 
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b. Sensibilité aux antibiotiques.

Les isolats de KPCR présentaient un taux de résistance globalement plus élevé aux 

antibiotiques que les isolats de KPCS (Tableau 5), notamment en ce qui concerne la résistance 

à la piperacillline + tazobactam (95,5 vs 51,2%), à l’ertapénème (72,7 vs 22,7%), à la 

gentamicine (77,3% vs 43,2%, à la ciprofloxacine (90,5 vs 59,1%), à la fosfomycine (52,6 vs 

20,7%), à la doxycycline (94,1 vs 56%), au cotrimoxazole (90,9 vs 63,6%), et à la tigecycline 

(66,7 vs 33,3%). Les souches de KPCR restaient le plus souvent sensibles à l’imipénème 

(68,2%), à l’amikacine (68,2%) et à la fosfomycine (47,4%). 
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c. Mécanismes moléculaires impliqués.

Seize des vingt-deux isolats de KPCR ont été retrouvés pour l’analyse moléculaire du 

mécanisme de la résistance à la colistine. Aucune souche n’était porteuse des gènes mcr-1 ou 

mcr-2 (Tableau 3.). Parmi les 16 souches analysées, 9 (56,3%) ne présentaient aucune 

mutation connue ou considérée comme pouvant être responsable de la résistance à la colistine 

par l’analyse PROVEAN. Les sept autres isolats (43,8%) présentaient des mutations dans les 

gènes pmrA, pmrB, phoP, phoQ, et mgrB. Une mutation faux-sens au niveau de la protéine 

PmrA de la souche KP2CR a été observée en position 53. Cette position a déjà été décrite 

comme responsable de l’activation de la synthèse de l’aminoarabinose chez E. aerogenes, S. 

enterica et K. pneumoniae mais la glycine était alors remplacée par une cystéine (11) contre 

une valine dans notre cas. La mutation T157P dans PmrB de la souche KP10CR a également 

déjà été décrite dans la littérature (12). En revanche, 3 souches présentaient des mutations 

faux-sens dans les gènes PhoP (L12Q) et PhoQ (L87P et F478C) non connues mais 

considérés comme modifiant la fonction protéique selon le logiciel PROVEAN. Des analyses 

complémentaires par insertion de ces gènes dans des souches sensibles sont néanmoins 

nécessaires pour évaluer le véritable rôle de ces mutations dans la résistance à la colistine. Le 

gène mgrB était tronqué dans deux souches. La souche KP8CR présentait une délétion au 

niveau de la valine en position 11 conduisant à un codon stop prématuré tandis que la souche 

KP15CR était tronquée par l’insertion d’une IS10 en position +76 (Figure 3). Plusieurs études 

ont montré que certaines IS, notamment les IS5 et les IS10 s’inséraient plus particulièrement à 

cette position (11,18), entrainant une inactivation du gène mgrB et une surexpression du 

système à deux composants PhoP/PhoQ. 
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Figure 3. a. Insertion d’une IS10 dans le gène mgrB de la souche KP15CR conduisant à 

l’inactivation du gène. b. Délétion de 10 nucléotides dans le gène mgrB de la souche KP8CR 

conduisant à la synthèse d’une protéine tronquée. 

Trois patients ont acquis une souche de K. pneumoniae productrice de carbapénémase et 

résistante à la colistine pendant leur séjour à l’hôpital, dans le même service et à la même 

période. Afin de déterminer s’il s’agissait de la même souche, les isolats ont été comparés par 

analyse génomique. L’analyse par Multi Locus Sequence Typing (MLST) des trois isolats 

KPCR12, KPCR13 et KPCR14 a montré qu’ils appartenaient tous au même clone ST307. De 

plus, les séquences des gènes impliqués dans la résistance à la colistine étaient identiques, 

suggérant qu’il s’agit du même clone qui s’est propagé d’un patient à l’autre. Deux autres 

patients porteurs de KPCR ont été hospitalisés dans le même service à la même période. 

Malheureusement, une des souches n’a pas été retrouvée, rendant impossible toute 

comparaison moléculaire.  
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4. Discussion

Dans cette étude, nous avons mis en évidence par analyse univariée plusieurs facteurs de 

risque d’acquisition de KPCR incluant : le sexe masculin, la durée d’hospitalisation, une 

histoire récente d’infection bactérienne, un antécédent d’isolement de souche de K. 

pneumoniae résistante aux carbapénèmes, le contact avec un patient porteur d’une KPCR, et 

l’administration d’antibiotiques notamment de la famille des fluoroquinolones, des 

aminosides et des carbapénèmes. De plus, l’acquisition d’une KPCR était significativement 

associée aux soins, suggérant ainsi que la résistance à la colistine en milieu communautaire 

est très faible. Il a déjà été montré que la présence de K. pneumoniae productrice de 

carbapénémases était un facteur de risque d’acquisition de la résistance à la colistine (94). De 

plus, les études épidémiologiques ont montré que la prévalence de la résistance à la colistine 

chez les entérobactéries, dont K. pneumoniae, était plus élevée chez les bactéries productrices 

de carbapénémases (72,98). Concernant le contact avec un patient porteur d’une KPCR, une 

précédente étude publiée en 2014 (97) avait déjà montré que le nombre de patients porteurs de 

KPCR productrices de carbapénémases à proximité du lit d’hospitalisation du patient était un 

facteur de risque d’acquisition de la résistance à la colistine. Dans notre étude, les résultats 

observés corroborent les conclusions de cette précédente étude, d’autant que toutes les 

souches de KPCR retrouvées chez les patients en contact avec d’autres patients porteurs de 

KPCR étaient également des souches productrices de carbapénémases. Trois de ces souches 

ont pu être analysées et ont montré qu’elles appartenaient au même clone ST307. Ce clone 

apparu récemment (110), peut contenir de nombreux gènes de résistance et notamment les 

gènes codant pour les carbapénémases OXA-48, KPC et NDM-1 (111,112). Il est devenu en 

quelques années le principal ST rencontré en Italie chez les souches de K. pneumoniae 

productrices de carbapénémases, supplantant les clones ST258 et ST512 (113). En Serbie, une 

souche de K. pneumoniae appartenant au clone ST307 résistante à la colistine et aux 

carbapénèmes a également été rapportée. La résistance à la colistine dans cette souche était 

due à l’insertion d’une IS Kpn26 dans le gène mgrB (105). Ces résultats montrent que même 

si elle n’est pas médiée par un mécanisme d’origine plasmidique, la résistance à la colistine 

peut se propager à l’hôpital par transmission associée aux soins. Les analyses MLST n’ont pas 

pu être réalisées pour toutes les souches KPCR mais il serait intéressant de les effectuer pour 

mettre en évidence un éventuel clone prédominant au sein de l’AP-HM.  
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La comparaison des groupes « patients porteurs de KPCR » et « patients porteurs de KPCS » 

a montré que le sexe masculin était un facteur de risque d’acquisition de la résistance à la 

colistine. Cependant les différentes études menées jusqu’à présent n’ont jamais montré de 

différence significative entre les patients porteurs de KPCR, de KPCS et les patients non 

infectés. La différence observée dans notre étude pourrait être due à un biais de sélection des 

témoins, ce critère n’ayant pas été retenu initialement pour l’appariement cas-contrôle.  

Alors que la plupart des études ont montré un lien entre l’administration de colistine et 

l’acquisition de KPCR (94,96,97,114), notre étude n’a pas permis de mettre en évidence cette 

association. Cette discordance peut être liée au faible nombre de patients ayant reçu de la 

colistine (N=5) dans nos deux groupes. Cependant, Giacobbe et al. (94) précisait que plus de 

72% des patients ayant développé une bactériémie à KPCR dans leur étude n’avaient jamais 

reçu de colistine, démontrant que ce facteur ne pouvait être le seul responsable de la 

résistance à la colistine.  

Dans notre étude, la variable séjour récent à l’étranger ne constituait pas non plus un facteur 

de risque d’acquisition de KPCR. Cependant la population des patients du groupe KPCR étant 

plutôt âgés (moyenne âge =61,1 ans), avec de nombreuses comorbidités (index de Charlson 

≥3 pour 16/22 patients) et des hospitalisations fréquentes, le choix de ce critère dans notre 

population n’était peut-être pas le plus pertinent.  

Cette étude a présenté plusieurs limites principalement imputables au faible nombre de 

patients inclus et au caractère rétrospectif de l’étude. La mise en place d’un questionnaire à 

compléter par le clinicien en cas d’isolement d’une KPCR associé à un suivi prospectif de ces 

patients permettrait de mieux préciser les facteurs de risque d’acquisition de la résistance à la 

colistine. 

L’analyse univariée a permis d’identifier plusieurs facteurs de risque d’acquisition de KPCR 

mais une analyse multivariée sera nécessaire pour juger de leur indépendance. Ainsi, dans 

plusieurs études (94,97,115), certains paramètres tels qu’une antibiothérapie préalable ou une 

infection bactérienne récente ont déjà été identifiés en analyse univariée mais leur 

indépendance n’a pas été démontrée. 

L’analyse génomique des gènes les plus fréquemment responsables de la résistance à la 

colistine a permis de mettre en évidence des mutations, délétions ou insertions chez 7 des 16 

isolats étudiés. Trois de ces mutations sur PhoP (L12Q) et PhoQ (L87P, F478C) n’ont, à notre 

connaissance, jamais été rapportées. Bien que l’analyse PROVEAN nous donne une première 
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information sur l’impact de ces mutations sur la fonction protéique, il faudrait le confirmer 

par des tests in vitro. Les autres mutations dans PmrA (A41T, S64T, A217V) et PmrB 

(L213M ; T246A) étaient considérées comme neutre par l’analyse PROVEAN et ont été 

rapportées dans la littérature comme étant des substitutions fréquentes et non impliquées dans 

la résistance à la colistine (105–107). La mutation N135K sur PhoQ était également 

considérée comme neutre par le logiciel PROVEAN mais nous n’avons pas retrouvé de 

données de la littérature concernant sa fréquence et sa responsabilité dans la résistance. Dans 

notre étude, 56,3% des souches présentent un mécanisme de résistance à la colistine encore 

inexpliqué. Le séquençage des gènes crrA et crrB et la recherche des mutations déjà décrites 

dans la littérature (38,39) pourraient nous permettre d’en identifier le mécanisme moléculaire. 

Cependant, le séquençage du génome de ces souches semble être la meilleure solution pour 

mettre en évidence un nouveau mécanisme de résistance.  

L’objectif à long terme de cette étude est de limiter la transmission intra-hospitalière de ces 

bactéries multi-résistantes en établissant un score de risque d’acquisition de bactéries 

résistantes à la colistine lors de l’entrée des patients à l’hôpital. Ce score pourrait nous 

permettre de limiter l’utilisation de la colistine chez les patients les plus à risque, pour limiter 

un éventuel échec thérapeutique, l’émergence de la résistance à la colistine et sa propagation. 
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IX. CONCLUSION

L’augmentation de l’usage médical de la colistine ces dernières années pour traiter les 

infections causées par des entérobactéries multi-résistantes aux antibiotiques majore le risque 

de sélection de bactéries résistantes à cet agent antimicrobien. Les mécanismes de résistance 

impliqués chez les entérobactéries font intervenir des systèmes complexes et variés, dont nous 

ne connaissons pas encore toutes les composantes. Ceci a d’ailleurs été conforté par la 

découverte récente d’un nouveau mécanisme régi par un plasmide, ouvrant ainsi un champ de 

recherche. En effet, il s’agit du premier mécanisme de résistance à la colistine porté par un 

transposon, donc mobile et transférable. Le dépistage des patients porteurs du gène mcr-1/2 en 

milieu hospitalier afin de limiter la propagation de la résistance à la colistine chez les 

bactéries est un questionnement actuel. Ce gène a été décrit dans le monde entier, mais la 

proportion de patients porteurs et/ou infectés par une souche MCR+ en Europe reste faible à 

ce jour. De plus, la détection de la résistance à la colistine chez les entérobactéries porteuses 

du gène mcr-1 seul est difficile car la CMI d’antibiotique est modérément augmentée (2 à 16 

µg/mL) ; celle-ci est beaucoup plus élevée lorsqu’un mécanisme chromosomique de 

résistance à la colistine est associé (14, 97, 98). De ce fait, il est impératif de développer des 

stratégies de criblage des patients potentiellement porteurs de ce gène que ce soit par culture 

ou par biologie moléculaire. Pour l’instant, la prévalence de la résistance à la colistine chez 

les entérobactéries reste basse mais l’augmentation de l’usage médical de cet antibiotique et 

son utilisation massive et incontrôlée dans les élevages d’animaux (notamment de porcs en 

Asie et de volailles en Afrique du Nord) (116) pourraient aboutir à un accroissement du 

nombre de souches résistantes : les cliniciens devraient alors faire face à une nouvelle impasse 

thérapeutique. Il est donc impératif d’envisager dès à présent de nouvelles stratégies pour 

combattre de tels microorganismes. Celles-ci sont essentiellement axées sur la recherche de 

nouveaux antibiotiques (117), le « détournement » de molécules utilisées dans d’autres 

indications cliniques que l’antibiothérapie telles que l’auranofine, un sel d’or utilisé dans la 

polyarthrite rhumatoide, ou la zidovudine, un traitement anti-VIH qui ont ainsi montré une 

efficacité antibactérienne sur des souches de K. pneumoniae (101) et la remise à disposition 

de vieux agents antimicrobiens dont la mise sur le marché a été arrêtée ou qui ne sont plus 

disponibles en France tels que la fosfomycine IV, la doxycycline IV ou encore le 

chloramphénicol (118,119). Il apparaît donc nécessaire de considérer les antibiotiques 

disponibles et anciens comme un patrimoine médicamenteux que l’on doit préserver pour 

pouvoir faire face à l’émergence de nouvelles résistances qui sont imprévisibles (104). En 
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effet, nous avons pu montrer récemment que toutes les bactéries « dites » multi-résistantes 

ayant fait l’objet d’une médiatisation alarmiste restent sensibles à plusieurs antibiotiques 

« anciens » (102). Les résistances aux antibiotiques chez les bactéries n’étant généralement 

pas cumulatives (103), une meilleure utilisation de ce patrimoine antibiotique adapté aux 

situations d’émergence et d’épidémiologie locale reste la meilleure option à ce jour pour 

traiter les patients infectés par ce type de bactéries. 

(extrait des Feuillets de la Biologie, sous presse, 2017). 
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X. PERSPECTIVES 

Ce travail a porté sur l’étude des mécanismes de résistance à la colistine chez les 

Entérobactéries, notamment chez celles qui y sont intrinsèquement résistantes. Par deux 

approches phénotypiques et génotypiques, nous avons identifié le mécanisme de résistance à 

la colistine chez Proteus vulgaris et mis en place de nouvelles techniques in vitro au 

laboratoire afin de confirmer les hypothèses définies in silico. La première perspective de ce 

travail est de continuer la mise en place de nouvelles techniques et notamment des techniques 

de knock-in et/ou knock-out qui nous manquent encore pour démontrer nos hypothèses. Dans 

notre deuxième travail, nous avons étudié l’effet de l’efflux sur des bactéries résistantes à la 

colistine. Il a été montré que le mécanisme d’efflux était impliqué dans la résistance à la 

colistine. Notre étude nous a montré que les bactéries intrinsèquement résistantes semblent 

particulièrement sensibles à l’inhibition de l’efflux sur la résistance à la colistine. La 

deuxième perspective de ce travail est d’identifier la (ou les) pompe(s) à efflux impliquées 

dans la résistance à la colistine, notamment chez Serratia marcescens qui présentent une 

résistance en cocarde similaire à celle des Enterobacter pour lequel nous avons récemment 

montré le rôle de AcrAB-TolC et de soxRS. Un criblage systématique de médicaments 

disponibles pourrait permmetre d’identifier un nouvel inhibiteur de ce type de pompe 

susceptible d’être administré chez l’homme. Enfin, nous avons identifié les facteurs de risques 

et les mécanismes moléculaires responsables de la résistance à la colistine chez des souches 

cliniques de K. pneumoniae isolées au sein de l’AP-HM. La 3ème perspective de ce travail 

consistera à poursuivre la surveillance de la résistance à la colistine chez les Entérobactéries 

et à identifier les mécanismes moléculaires de la résistance chez les autres Entérobactéries 

isolées au laboratoire, notamment des souches d’Enterobacter et d’E. coli.  

Ce travail de thèse s’inscrit dans un travail de thèse de science sur lequel je travaille depuis 

deux ans. 
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Letter to the Editor

mcr-1 plasmid-mediated colistin resistance gene
detection in an Enterobacter cloacae clinical
isolate in France

Keywords:
mcr-1 gene
Colistin
Antimicrobial resistance

Sir,

The plasmid-mediated colistin resistance gene mcr-1 and its
variant mcr-2 (sharing 76.5% homology) were recently described
but already appeared to have spread worldwide [1], modifying our
understanding of colistin resistance. In University Hospital La
Timone (Marseille, France), a diagnostic strategy was developed for
antibiotic susceptibility testing of Enterobacteriaceae consisting of
testing a panel of 12 antibiotics that enable clinicians to treat most
infections. However, when a strain is susceptible to less than three
antibiotics in the panel, last-line antibiotics and old antibiotics are
tested, including tigecycline, minocycline, fosfomycin and colistin.
This was the case for an Enterobacter cloacae isolated from an
abdominal drain of a 50-year-old woman from Algeria hospitalised
in Marseille, France, who had breast cancer with metastases,
peritoneal carcinomatosis and ascites. During her hospitalisation
she received ceftriaxone, metronidazole, clindamycin and trimeth-
oprim/sulfamethoxazole for an intra-abdominal abscess due to
Staphylococcus aureus. An abdominal drain was inserted but
subcutaneous fluid was collected, from which E. cloacae was
isolated. However, because the patient’s condition did not
deteriorate, antibiotic treatment remained unchanged. The
E. cloacae strain had an extended-spectrum b-lactamase (ESBL)
profile and was highly resistant to antibiotics from the first panel,
with the exception of imipenem and amikacin (Table 1). Further
analysis showed that it was also resistant to colistin [minimum
inhibitory concentration (MIC) = 2 mg/L by Etest and 4 mg/L by
broth microdilution]. Given this atypical ESBL profile and the low
colistin resistance MIC, the diagnostic strategy was to screen for
the presence of the mcr-1 gene using a new real-time PCR assay as
well as standard PCR and sequencing [3]. These tests were positive.
The presence of a blaTEM-1 and blaCTX-M-15 gene confirmed the ESBL
profile. The search for carbapenemases with the Carba NP test and
real-time quantitative PCR (qPCR) for blaOXA-48, blaNDM and blaKPC
genes was negative, suggesting that resistance to ertapenem and
meropenem was linked to loss of porins. The multilocus sequence
typing (MLST) profile (http://pubmlst.org/ecloacae/) showed that
this strain belonged to the ST114 clone. Conjugation tests showed
that the mcr-1 gene was transferable to Escherichia coli J53RAZ. No
faecal samples were available for investigation of carriage, and no
known contact with animals was found. To the best of our

knowledge, mcr-1 in E. cloacae clinical isolates has only been
described in Asia [1,4,5].

In France, mcr-1-positive strains have only been reported to
date among E. coli in animals and food [1] but as well as in clinical
strains of Klebsiella pneumoniae [1]. Although the patient in the
current study was from Algeria where mcr-1 has already been
described in E. coli [1], she had not travelled to this country for
several years. This shows that there is a need to establish an mcr-1
and mcr-2 gene screening strategy. This report shows that its
prevalence may be underestimated, as routine screening does not
exist and colistin susceptibility is not tested in most European
countries. Moreover, the in vivo impact of mcr-1-mediated colistin
resistance is still unknown. It would seem appropriate to establish
a screening strategy for patients carrying multidrug-resistant
(MDR) bacteria for whom therapeutic strategies are already
limited. In such cases, appropriate diagnostics tools should be
used. Development of a universal agar plate to screen for
polymyxin resistance in Gram-negative bacteria is a first solution
[6]. This tool continues, however, to present some limitations as it
has only been tested directly on strains and spiked stools
inoculated with known strains and has not yet been tested
routinely. In our laboratory, we developed a medium that presents
good results with fresh stools and strains (unpublished data) that
will be soon tested routinely. The combination of colistin MIC
determination and mcr-1 real-time qPCR [3] could confirm the
diagnosis of plasmid-mediated colistin resistance, following the
same strategy already established for resistance to carbapenems.
However, given the frequent low level of MIC to colistin and the
consequent risk of a false-negative result, direct molecular
screening may be more appropriate. This screening could take
place in a point-of-care laboratory using an ‘MDR kit’ to establish,
as early as possible, the necessary isolation measures to be taken.
Routine detection of plasmid-mediated colistin resistance raises
questions regarding the management of patients who carry mcr-1-
positive strains. Plasmid-mediated resistance involves a risk of
transmission to patients. Plasmid-mediated mcr-1 colistin resis-
tance was first described in animals and it has been shown that this
resistance is transferable to humans [1]. We also know that strains
can be transferred from animals to humans [1]. Some countries
widely use colistin for animal growth-promotion purposes [1] and
this consumption may have an impact on colistin resistance in
humans. Isolation of patients carrying mcr-1-positive strains
should be the rule in order to prevent the spread of colistin
resistance, further limiting therapeutic options for MDR bacterial
infections.
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Abstract Using a polyphasic taxonomic strategy, an

aerobic, Gram-negative, non-motile, yellow pigmented

rod isolated from a sputum sample of a patient with
pneumonia was characterised. This bacterial strain,

designated G972T, could not be identified by our

systematicMALDI-TOF screening on aMicroFlex. This
led to the sequencingof the16S rRNAgene,which shows

98.57% sequence identity with that ofChryseobacterium

indologenes 16777T, the phylogenetic closely related
type strain of a species with standing in nomenclature,

which putatively classifies it as a new species. The major

cell fatty acids were identified as 13-methyl-tetrade-
canoic acid (61%), 3-hydroxy-heptadecanoic acid (16%)

and 15-methyl-11-hexadecenoic acid (11%). D-glucose,

D-mannose, aesculin, D-maltose, D-trehalose, and gen-

tibiose are the main carbon source. Digital DNA–DNA

hybridization (dDDH) estimation and average nucleotide
identity values (ANI) of the strain G972T against

genomes of the type strains of related species ranged

between 18.9 and 32.8% and between 71.46 and 83.61%,
respectively, thus confirming again the new species status

of the strain. Here, we describe the characteristics of this

organism, complete genome sequence and annotation.
The 5,390,132 bp size genome contains 4867 protein-

coding genes, 89 RNAs (three genes are 5S rRNA, one

gene is 16S rRNA, one gene is 23S rRNA and 84 tRNAs)
with 35.51% GC content. Finally, on the basis of these

polyphasic data, consisting of phenotypic and genomic

analyses, we conclude that strain strain G972T (= DSM
103388T = CSUR P2233T) represents a novel species

for which we propose the name Chryseobacterium

timonianum. The 16S rRNA and genome sequences are
available in GenBank database under accession numbers

LT161886 and FJVD00000000.

Keywords Chryseobacterium ! Pneumonia !
Taxono-genomics ! New species

Introduction

The genus Chryseobacterium, belonging to the family
of Flavobacteriaceae, was first described by Van-

damme and colleagues in 1994 with Chryseobac-

terium gleum as a type species (Vandamme et al.
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Introduction 

The diagnosis of infectious diseases involving bacteria in Clinical Microbiology relied on 

phenotypical identification, which was based on the bacterial repertoire known to be associated 

with human beings. This mode of identification, which is in a fact a recognition of previously 

described microorganisms,  does not allow the identification of new bacteria Recently, the 

systematic use of universal 16S rDNA gene sequencing of  cultured bacteria presenting an 

atypical phenotypical profile paved the way for identifying rare, fastidious and new 

microorganisms (1;2).  However, this implies to redefine specific phenotypical characteristics, 

which sometimes cannot be done, due to the limited number of available biochemical tests. 

More recently, the revolution of the MALDI-TOF identification allows comparing a protein 

spectrum obtained from a colony to a database, which can be permanently incremented with 

newly identified bacteria (3;4). The use of an identification score cut-off, with values ranging 

from 1.7 to 2, enables correct identification of the isolate. However, if MALDI-TOF MS 

recognizes bacteria never associated to human, it is reasonable to carry out a confirmation by 

sequencing of 16S rDNA gene. The main advantage of the MALDI-TOF MS compared to the 

sequencing methods is that it is extremely fast and cost-effective (3;4). Indeed, the cost mainly 

relies on the cost of the machine, the individual cost per test being insignificant. Thus, the ease 

to test the bacterial colonies led us establish the repertoire of commensal bacteria of human 

microbiota using high throughput culture and MALDI-TOF identification.  Sequencing of 16S 

rDNA gene enables identification of atypical bacteria, with definition of new bacterial species, 

of which genomes are then sequenced. This approach, called culturomics (5;6) made possible 

to add 672 bacteria to the known repertoire of the bacteria already isolated from human mucosa. 

Since then, other teams conducted similar approach (7;8). Usefulness of Culturomics as 

increase of the knowledge of the repertoire of the cultivable bacteria of the human mucous 

membranes appears clear for 
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Summary at a glance: 
This retrospective study analyzed all microbiological data pre- and post-lung transplant of a 

population of cystic fibrosis patients. This study confirmed with a larger number of culture samples 

pre- and post-transplant the negative impact of newly isolated gram negative bacteria post-lung 

transplant on the occurrence of chronic lung allograft dysfunction. 

Abstract:  
Background: Chronic Lung Allograft Dysfunction (CLAD) is the main cause of morbidity and 

mortality after the first year following lung transplantation (LTx). Risk factors of CLAD have been 

extensively studied, but the association between gram-negative bacteria (GNB) bronchial 

colonization and the development of CLAD is controversial. 

Methods: We retrospectively analyzed microbiological data from all adult cystic fibrosis (CF) 

patients who underwent a first bilateral LTx in the University Hospital of Marseille, between January 

2010 and December 2014. The main analysis was performed at the species level on airways bacterial 

cultures. The association between post-transplant recolonization with the same species or de-novo 

colonization with a new GNB species and CLAD was investigated. The same analysis was performed 

on a sub-group of patients at the strain level using Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time 

of Flight Mass Spectrometry technique.  

Results: Forty patients were included in the study. Patients with GNB de-novo colonization had a 

higher risk of developing CLAD (OR=7.47, p=0.03) and a lower rate of CLAD-free survival 

(p=0.005). Patients with GNB recolonization were protected from CLAD (OR=0.12 p=0.01) and 

exhibited a higher rate of CLAD-free survival. No conclusion could be drawn from the subgroup 

MALDI-TOF MS analysis at the strain level. 

Conclusion: Post-LTx GNB airway recolonization seems to be a protective factor against CLAD, 

whereas de-novo colonization with a new species of GNB seems to be a risk factor for CLAD.  

Key words: Chronic lung allograft dysfunction / Lung transplantation / Infection and inflammation / 

Cystic Fibrosis  
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RESUME 

Du fait de l’émergence et de la diffusion de bactéries à Gram négatif résistantes aux 

carbapénèmes ces dernières années, la colistine a été réutilisée pour traiter des infections liées 

à ces germes. Néanmoins, depuis sa réintroduction, la résistance acquise à la colistine chez les 

bactéries à Gram négatif a émergé. Les mécanismes expliquant la résistance à la colistine au 

sein des entérobactéries sont encore incompris, tout particulièrement pour les espèces 

naturellement résistantes des genres Serratia, Proteus, Providencia et Morganella. 

L’objectif de cette thèse était d’identifier de nouveaux mécanismes de résistance à la colistine 

chez les entérobactéries, notamment chez celles qui y résistent naturellement. Dans une 

première partie, nous avons réalisé une revue de la littérature des mécanismes de la résistance 

à la colistine identifiés à ce jour et définis l’épidémiologie de la résistance à la colistine en 

Europe. Dans une deuxième partie, nous nous sommes intéressés au mécanisme de la résistance 

à la colistine chez Proteus vulgaris en comparant d’une souche anormalement sensible à la 

colistine et d’une souche résistante par des méthodes génomiques et phénotypiques. La mise en 

évidence d’une mutation délétère sur le gène arnD a permis de montrer le rôle de 

l’aminoarabinose dans la résistance à la colistine chez P. vulgaris. Un troisième volet de cette 

thèse a porté sur la compréhension du rôle de l’efflux dans la résistance à la colistine chez les 

entérobactéries. A partir d’une collection de souches résistantes à la colistine, nous avons évalué 

l’effet d’un inhibiteur de pompes à efflux sur la CMI de la colistine. Nous avons montré que les 

bactéries hétérorésistantes ainsi que les souches résistants naturellement à la colistine étaient 

beaucoup répondeuses à l’effet inhibiteur de pompe du Carbonyl Cyanide m-

Chlorophenylhydrazine (CCCP) que les autres entérobactéries. Enfin, dans une troisième partie, 

nous avons cherché à identifier les facteurs de risque d’acquisition de Klebsiella pneumoniae 

résistantes à la colistine (KPCR) et à déterminer le support moléculaire de cette résistance chez 

des patients hospitalisés au sein de l’Assistance Publique des Hôpitaux de Marseille. L’analyse 

univariée nous a permis d’identifier plusieurs facteurs de risque incluant la durée 

d’hospitalisation, l’isolement préalable d’une souche productrice de carbapénémases ou la 

présence de patients porteurs de KPCR dans le même service à la même période. L’analyse 

moléculaire des souches a permis de décrire 3 nouvelles mutations rapportées pour la première 

fois ici.  

Ce travail a permis de mieux comprendre les mécanismes qui régissent la résistance à la 

colistine chez les entérobactéries et les facteurs qui conduisent à cette résistance.  

Mots-clés : colistine, polymyxines, mécanismes de résistance, mcr-1, entérobactéries. 
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