Résistance aux bétalactamines de bacilles a gram négatif
au CHN-YO de Ouagadougou : identification de souches
productrices de bétalactamases a spectre élargi

R. OUEDRAOGO/TRAORE!, B. ZEBA’,, A. MAGGY"*
J. M. FRERE', 1. P. GUISSOU', A. SAMB?*

Résumé

Une étude du mécanisme de résistance aux bétalactamines a été faite sur 75 bacilles 2 Gram
négatif isolés dans le laboratoire de bactériologie du Centre hospitalier national Yalgado
Ouédraogo (CHN-YO) a Ouagadougou. Toutes les souches colligées résistent 2 au moins deux
antibiotiques de la famille des bétalactamines, principalement I’ampicilline et ’amoxycilline +
acide clavulanique, avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI) supérieures a 32 ug/ml.
La recherche de la production de bétalactamases par la méthode chromogénique utilisant la
nitrocéfine de Glaxo (Cefinase BBL, Biomérieux) a été positive chez toutes les souches étudiées.
Le test de synergie simple sur milieu gelosé (Miieller Hinton), entre les disques de I’amoxycilline +
acide clavulanique et de la cefotaxime et/ou de la ceftazidime a permis de mettre en évidence deux
souches productrices de bétalactamase a spectre élargi (BLSE). Des essais de classification de béta-
lactamases par les tests colorimétriques utilisant la nitrocéfine ont permis d’identifier pour trois
souches étudiées, des enzymes appartenant probablement a des classes A et D selon la classifica-
tion d’Ambler.

Les présents résultats doivent étre approfondis pour contribuer & une meilleure pratique de I’anti-
biothérapie et de I’hygiéne hospitali¢re.

Mots-clés : bacilles a gram négatif, bétalactamines, résistance, bétalactamase a spectre élargi.

Introduction

Dans I’arsenal de la chimiothérapie anti-bactérienne, les antibiotiques de la famille des
bétalactamines, particuliérement ceux du groupe des pénicillines, sont les plus largement
utilisés, en raison de leur coiit peu €levé, leur accessibilité et surtout de I’absence presque
totale d’effets indésirables (CISSE M. F. et al., 1993).
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De nos jours, les bactéries ont développé des mécanismes de résistances efficaces repo-
sant sur différents facteurs génétiquement indépendants (MICHAUT et al., 1999) :

— production d’enzyme spécifique, capable d’inactiver I’antibiotique ;
— imperméabilité membranaire ;
— modification du site protéique cible.

Nous nous intéresserons aux mécanismes de résistance par production d’enzyme : la béta-
lactamase. Elle constitue le mécanisme majeur de résistance des entérobactéries
(PHILIPPON et al., 1988 ; PHILIPPON et al., 1986).

Malgré I’indéniable progrés thérapeutique obtenu avec des nouvelles molécules telles les
céphalosporines de 3¢ génération (C3G) (céfotaxime, ceftriaxone, ceftazidime) et les
monobactames (aztréonam), on assiste de plus en plus 2 ’apparition de souches d’entéro-
bactéries résistantes a ces bétalactamines (PHILIPPON et al., 1988).

C’est le cas des souches de Klebsiella pneumoniae et de E. coli isolées en 1983 en
Allemagne (KNOTHE et al., 1983 ; PHIIPPON, 1988), en Tunisie en 1984 (BEN HASSEN
et al., 1993) et en France en 1985 (BRUN-BUISSON et al., 1987).

La résistance aux C3G comme la céfotaxime, la ceftazidime pouvant étre trés peu élevée
(CMI de 1 a 4 ug/ml), la souche sera rapportée  tort sensible selon les normes interna-
tionales d’interprétation (ACAR er al, 1987). Devant de telles situations, il est
nécessaire de rechercher la présence ou non d’une bétalactamase a spectre élargi (BLSE)
par le test de synergie entre une C3G (céfotaxime) et un inhibiteur de bétalactamase (acide
clavulanique) (LEDRU et al., 1999 ; RAHAL et al., 1994).

Le but de notre travail est, d’une part, de déterminer les souches résistantes par production
de bétalactamases et parmi elles, celles a spectre €largi ; d’autre part, d*étudier par des
tests colorimétriques la classe de ces enzymes. Cette derniére partie ne sera que trés peu
abordée et nécessitera Iutilisation de techniques plus approfondies.

Matériel et méthodes
Souches bactériennes
De mars a octobre 1999, 75 souches de bacilles 3 Gram négatif aéro-anaérobies faculta-

tifs, résistant chacune a au moins 2 antibiotiques de la famille des bétalactamines, ont été
retenues pour I’étude des mécanismes de résistances.
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Identification

Toutes les souches ont été identifiées sur la base des caractéres biochimiques obtenus
par le systtme Api 20 E et également par le systéme automatisé GNI VITEK" de
Biomerieux.

Sensibilité aux antibiotiques

La méthode de diffusion sur milieu gélosé, ou méthode des disques, a été utilisée conjoin-
tement avec le systéme automatisé GNS VITEK* qui donne la valeur de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de I’antibiotique testé.

Recherche de la bétalactamase

Elle a été pratiquée sur toutes les souches étudiées selon la méthode chromogénique
utilisant la nitrocéfine de Glaxo [commercialisé par Biomerieux sous le nom de
« Cefinase » BBL Microbiologie system]. Le principe consiste a écraser la colonie
bactérienne suspectée sur le disque de Céfinase test et une révélation positive (en quelques
secondes) se traduit par un changement de coloration au rouge-rosée.

Recherche de la bétalactamase a spectre élargi (BLSE)

Elle a été recherchée sur toutes les souches étudiées sur gélose Miieller Hinton (MH) selon

le test de synergie positive avec la céfotaxime et/ou la ceftazidime et I’amoxicilline +
acide clavulanique par la méthode des disques.

Elle consiste a déposer au centre de la gélose MH, un disque d’amoxicilline + acide
clavulanique et 3 3 cm de ce disque (centre a centre) tout autour, les disques de cefotaxime,
de ceftazidime et de cefepime ; puis on incube la boite a 37 °C a I’étuve, pendant une nuit. Si
la souche produit une BLSE, il y a une augmentation trés nette du rayon d’inhibition autour
de la bétalactamine et ce, en regard du disque contenant 1’acide clavulanique.

Extraction et caractérisation des bétalactamases
Extraction des bétalactamases

La technique de congélation et de décongélation a été utilisée. Elle consiste a partir de colo-
nies isolées de bactéries qu’on repique dans 10 ml de bouillon Luria Bertani (LB) incubé a
37 °C, sous agitation (250 rpm) pendant une nuit. Ensuite, on réalise une culture d’une heure
a 37 °C a la dilution de 1/30 (300! dans 10 ml de LB). On centrifuge 4 800 g pendant 10 a
15 minutes et le culot est repris soigneusement dans du tampon 5 mM HEPES pH = 8, sous
glace. Aprés homogénéisation, on réalise 3 cycles de congélation et décongélation respecti-
vement dans du mélange carboglace/acétone et dans I’eau tiede. Le surnageant de centrifu-
gation obtenu a 1300 rpm pendant 20 minutes renferme les enzymes (bétalactamases).
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Classification des bétalactamases

La méthode colorimétrique sur microplaque a été pratiquée. Elle consiste a utiliser la
nitrocéfine (CPR PM 555) comme substrat et des inhibiteurs spécifiques des bétalacta-
mases comme I’acide clavulanique (200uM), la cloxacilline (20uM), 1’acide dipicolinique
(100 mM). La cloxacilline est utilisée également 2 5 mM en présence de bleu de bromo-
thymol (BTB) comme substrat.

La présence d’une coloration rouge-rosée est témoin d’une hydrolyse de la CPR dans le
cas de la cloxacilline comme substrat, un virage au jaune du BTB est signe d’une hydro-
lyse de I’antibiotique.

Les enzymes de classe A ne sont ni inhibées par la cloxacillline, ni par I’acide dipicoli-
nique, mais par contre sont inhibées par ’acide clavulanique. Celle de la classe B sont

seulement inhibées par I’acide dipicolinique et la classe C par la cloxacillline. La classe D
n’est inhibée par aucun des trois inhibiteurs.

Résultats
Fréquence des souches étudiées

Tableau I. Fréquence des différentes espéces étudiées

Espéces Nombre Pourcentage (%)
E. Coli 45 60
Salmonella sp. 11 14,67
Klebsiella pneumoniae 8 10,67
Enterobacter Cloacae 7 9,34
Shigella sp. 2 2,66
Acinetobacter 2 2,66
Total 75 100

Les espéces étudiées sont essentiellement représentées par les entérobactéries
(74 soit 97,33 %) contre 2 souches d’ Acinetobacter.

E. coli était le plus représenté avec des taux de 60 %, suivi du genre Salmonella
(14,67 %) Klebsiella (10,67 %) puis du genre Enterobacter avec des taux de 9,33 %. -
Shigella et Acinetobacter ne représentaient chacun que 2,66 % des cas.
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Résistances aux bétalactamines des souches étudiées

La presque totalité des souches étudiées résistent a I’ampicilline (90 a 100 % de résis-
tance), sauf environ 9 % des souches d’E. coli. L’amoxicilline + acide clavulanique a une
activité moindre sur ’ensemble des souches testées (17 a 50 % de résistance), a I’excep-
tion du genre Enterobacter, chez qui on note des taux de résistance supérieurs a 80 %
(figure 1).
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Figure I. Pourcentage de germes résistant aux bétalactamines.
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Les céphalosporines de 1" génération (C1G) sont peu actives sur les souches étudiées ;
par contre, les C2G, C3G, les céphalosporines dites spécialisées, les carbapénémes
(imipenem) et les monobactams (aztreonam) sont trés actifs sur la plupart des souches
€étudi€es. Des taux . de résistances allant de 4 a 50 % ont été enregistrés avec la
pipéracilline + tazobactam.

Etude des bétalactamases
La recherche des bétalactamases par la nitrocéfine chromogeéne (cefinase test)

Toutes les souches résistantés aux bétalactamines testées sont productrices de bétalacta-
mases.

Détection de bétalactamases a spectre élargi (BLSE)

Sur 75 souches étudiées, seules deux ont permis de noter sur gélose MH, une nette syner-
gie entre la cefotaxime, la ceftazidime et le disque d’augmentin® espacé de 3 cm. Ces deux
souches sont dites productrices de bétalactamases a spectre élargi (BLSE +). Les profils
de résistances de ces souches étaient respectivement :

— AMR-AMC I-CZR-CTX S-CXMS
— AMR-AMCR-CFR-CTXS-CXMS

Classification des bétalactamases

L’utilisation de la mitrocéfine et de la cloxacilline, comme substrats avec les inhibiteurs
spécifiques des bétalactamases (ac. clavulanique, ac. dipicolinique, cloxacilline), a permis
une identification présomptive des classes A et D d’appartenance des 3 souches étudiées.

Discussions

Il ressort de notre étude, que le mécanisme de résistance des souches isolées au CHN-YO
vis-a-vis des bétalactamines testés est de type enzymatique par production de bétalacta-
mases hydrolysant la molécule de bétalactamine, comme le démontrent de nombreux
auteurs (ACAR et al., 1987 ; CABIE et al., 1989 ; CISSE et al., 1993). Les bétalactamases
a spectre €largi (BLSE), rapportées en Allemagne en 1983, en France en 1984, en Tunisie
en 1984 et en Algérie en 1989 (BEN HASSEN et al., 1993 ; PHILIPPON et al., 1988),
sont d’apparitions récentes et n’avaient jamais fait 1’objet d’étude au Burkina Faso.

Les trés faibles taux de BLSE enregistrés (2 sur 75 soit 2,66 %) ne doivent pas occulter I’exis-
tence et I'importance de ces souches BLSE dans nos pays. La mise en évidence des souches
BLSE (+) permet de détecter des souches faussement sensibles en terme de diamétre critique,
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comme des résultats I’ont amplement démontré (JARLIER et al., 1988 ; PHILIPPON et al.,
1988). Les BLSE chez les entérobactéries posent de gros probléemes de multirésistances. C’est
ainsi que pour des CMI, de I’ordre de 4ug/ml pour la céfotaxime ou la cefuroxime pourraient
étre interprétées 2 tort sensible chez des souches de Klebsiella BLSE (+). Plus de 9 especes
d’entérobactéries produisent des BLSE, mais leur distribution en fonction du type d’espéce et
du type d’enzyme est trés différente (PHILIPPON et al., 1988). Les souches de Klebsiella
pneumoniae, suivies de E. coli paraissent les souches d’entérobactéries chez lesquelles la fré-
quence des BLSE est importante en milieu hospitalier (BRUN-BUISSON et al., 1987 ;
CABIE et al., 1989 ; PHILIPPON et al., 1988 ; SIROT et al., 1988 ; SIROT et al., 1987).

La recherche de ce nouveau mécanisme de résistance doit devenir aussi systématique
que celle de la pénicillinase chez Haemophilus influenzae (CABIE et al, 1989 ;
RICARD et al., 1989).

Les premiers résultats de classification obtenus par tests colorimétriques, permettent de clas-
ser les enzymes respectives de E. coli, K. pneumoniae et d’acinetobacter dans la
classe A, D, et A. Les enzymes de la classe A entrainent une résistance aux pc.:’,nicillgnes et aux
céphalosporines les plus anciennes et celles de la classe D entrainent des résistances a
I’oxacilline ou cloxacilline. Diverses enzymes de la classe A, B ont été surtout décrites chez

les entérobactéries comme Enterobacter, Serratia et également chez Acinétobacter
(PHIIPPON et al., 1996).

L’identification plus précise des enzymes requiert au moins la détermination du point iso-
électrique (PHILIPPON et al., 1988).

Conclusion

Les résultats obtenus sur la recherche des souches productrices de bétalactamases a
spectre élargi (BLSE) sont plutdt encourageants pour la majorité des espéces
étudiées. En effet, seuls 2,66 % des souches étudiées sont BLSE positives. Une intro-
duction en routine de la recherche de BLSE, particuliérement chez les souches
résistant aux C3G, permettrait un meilleur suivi de 1’épidémiologie des résistances et
mécanismes de résistance aux antibiotiques des bactéries. Ceci permettrait une
meilleure contribution 2 1’amélioration de la pratique de I’antibiothérapie et de
’hygiéne hospitaliére au Centre hospitalier national Yalgado Ouédraogo.
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