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Introduction 

Après un demi-siècle d'utilisation des antibiotiques, l'émergence et la dissémination de la 

résistance bactérienne à cette classe thérapeutique posent un problème de santé publique très 

important dont la maîtrise constitue un véritable défi pour les cliniciens, les microbiologistes 

et les autorités sanitaires (Muller et ai; 2006). 

Ce problème a recensé dans le monde des pathologies de plus en plus lourdes en termes de 

financement de recherche et de cout de prise en charge. L'infection nosocomiale est l'une de 

ces pathologies qui prend des proportions alarmantes par les taux de prévalence et de cout de 

soins qu'elle engendre. Les infections nosocomiales causées par les bactéries Gram négatif 

multi-résistantes sont associées à une morbidité et mortalité élevées, spécialement dans les 

unités de soins et de réanimation, et un séjour d'hospitalisation augmentés (Evans et Sawyer; 

2009). 

Kiebsiella pneumoniae est l'un des exemples de pathogènes opportunistes jouant un rôle 

majeur dans les infections nosocomiales. Elle requière une attention particulière lors de la 

prise en charge d'infections sévères en raison de l'émergence constante de résistance aux 

antibiotiques. K. pneumoniae est le plus souvent isolée d'infections urinaires, respiratoires, ou 

lors de septicémies. Elle profite d'une défaillance du système immunitaire de l'hôte pour 

provoquer une infection (Illiaquer; 2010). Cette pathogénicité est due à la nature et le 

nombre des facteurs de virulence exprimés favorisant sa diffusion épidémique en milieu 

hospitalier (Yu et al ; 2005). 

L'objectif de notre travail est de déterminer les profils de virulence et de résistance aux f3-. 

lactamines de souches cliniques de K pneumoniae du laboratoire «Antibiotiques, 

Antifongique : physico-chimie, Synthèse et activité biologique (LapSaB) ». 
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1. Klebsiella pneumoniae 

Klebsiellapneumoniae est l'espèce la plus souvent rencontrée dans le genre Kiebsiella encore 

appelé pneumobacille Fleollander (Seck, 2005). Elle est le chef de file du groupe des 

entérobactéries pathogènes opportunistes très incriminée dans les infections nosocornialcs 

(Collignon., 2002). 

1.1. Caractères bactériologiques et biochimiques 

K pneumoniae est une entérobactérie qui fait partie des espèces commensales, c'est-à-dire des 

flores normales du sujet sain (Kariuki et al., 2007). 

C'est un bacille à Gram négatif, de 0,3 à 1 J.Lm de diamètre sur 0,6 à 6 j.tm de longueur, 

immobile, non sporulé, aéro-anaérobie, il a un métabolisme respiratoire et fermentatif, 

fermente le glucose avec production de gaz, VP (réaction de Voges-Proskauer) et uréase 

positif, oxydase négative, catalase positive, ODC négative, ADH négative, LDC positif, 

tryptophane désaminase et phénylalanine désaminase négative, J3-galactosidase positif, ne 

produisent pas d'hydrogène sulfuré (Boye et Hansen, 2003). Il est généralement entourée 

d'une capsule, donnant un aspect muqueux assez typique (Jonas et al., 2004). 

1.2. Caractères culturaux 

K pneumoniae est une bactérie non exigeante qui se développe facilement sur des milieux 

gélosés non enrichis, à une température optimum de 37°C. Au bout de 18 à 24 h d'incubation, 

des colonies arrondies sont obtenues, lactose positives, muqueuses, de 3 à 4 mm de diamètre, 

généralement bombées et translucides (Brisse et (IL, 2006) (Figure 1). 
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Figure 1. Aspect des colonies de K. pneumoniae sur milieu gélosé (Derakhshan et al., 

2008) 

1.3. Habitat 

K. pneumoniae est une espèce ubiquiste, isolée des eaux de surface, des eaux usées, des 

effluents industriels, du sol, du bois, de végétaux divers et des aliments (Euzéby, 2004). Elle 

est également retrouvée dans la flore fécale d'environ 30% des animaux et de l'homme, elle 

existe à l'état commensal sur la peau et les muqueuses, notamment respiratoires (Baerwolf et 

ai., 2002). Elle est présente dans l'environnement hospitalier, au niveau des individus (patient, 

personnel soignant) ou de l'environnement inerte (surfaces, instruments, solutés) (Raud, 

2003). 

2. Virulence et pathogénicité de K. pneumoniae 

2.1. Pouvoir pathogène 

La bactérie K pneumoniae est placée au premier plan des pathogènes opportunistes qui 

profitent de l'affaiblissement des défenses de l'organisme pour induire différents types de 

pathologies infectieuses, sous la forme d'infections urinaires et respiratoires, de bactériémies 

et de surinfections de plaies opératoires (Balestrino, 2006). En milieu hospitalier, elle est la 

principale cause d'infections graves chez les nouveau-nés, les patients atteints de leucémie et 

les immunodéprimés (Kim et al., 2002). Elle peut causer aussi des pneumonies, des 

méningites et des abcès hépatiques (Ko et al., 2002). L'arthrite à K pneumoniae est rare mais 

elle peut détruire l'articulation provoquant un handicap définitif (Schelenz et al., 2007). K. 
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pneumoniae peut aussi être à l'origine d'infections communautaires entraînant habituellement 

des infections broncho-pulmonaires et intra-abdominales (Méric et al., 2007). 

2.2. Facteurs de pathogénicité 

Les différences dans les caractéristiques cliniques des infections dues à K. pneuinoniae sont 

liées à la nature et le nombre de facteurs de virulence exprimés (Yu et al., 2007). Ces facteurs 

comprennent la capsule et l'hypermucoviscosité, le lipopolysaccharide, les adhésines, le 

système d'acquisition de Fer, et la formation de biofiim (Wiskur et al., 2008) (Figure 2). 

Serum resistance Adhesins 
Type 1 pHi (MSHA) 

j' Type 3 pull (MR/K-HA) 
f KPF-28 fimbriae 

/ - CF29K (nonfimbrial) 
(7 y,Aggregatuve adhesin 

LPS- 
(8 serotypes) 

"'1~ 
Capsule 

(77 serotypes) 

cytoptasm 
Enterochelin 

Aerobactin 

Siderophores 

Figure 2. Représentation schématique des facteurs de virulence chez K. pneumoniae 

(Podschun, 1998) 

2.2.1. Les fimbriae 

K pneumoniae exprime deux types d'adhésines fimbrials, fimbriae de type I et de type 3 

(Kim et al., 2010). Les flmbriae de type 1 sont impliqués dans la formation de biofiim 

(Schembri et al., 2005). Les gènes gouvernants la biosynthèse de ces fimbriae sont regroupés 

au sein de l'opéronjim porté par le chromosome (Balestrino, 2006). C'est un facteur essentiel 

chez K pneumoniae causant des infections urinaires (Struve et al., 2009). Les fimbriae de 

type 3 servent d'adhésion pour plusieurs types cellulaire in vitro (Kim et al., 2010). Ils 

peuvent être responsables de la colonisation des surfaces de dispositifs à demeure, de même 

qu'ils sont impliqués dans l'adhésion aux surfaces abiotiques et la formation de biofiim (Di 

Martino et al., 2003). Ils sont codés par un opéron multigénique mrk ABCDF (Huang et al., 

2006). Dans une recherche de facteurs bactériens responsable de l'adhésion de K pneumoniae 

aux cellules de l'intestin, Darfeuille-Michaud et al. (1992) ont trouvé une adhésine non 
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fimbriale de 29 kDa qui a été désignée «CF29K ». Son gène était porté par un plasmide 

conjugatif, qui contenait également des gènes de résistance aux céphalosporines, et 

d'aérobactine (Darfeuille-Michaud et al., 1992). 

2.2.2. La capsule polysaccharidique 

La grande majorité des isolats de K pneurnoniae exprime une capsule polysaccharidique 

recouvrant toute la surface bactérienne, ce qui entraine un phénotype caractéristique mucoide 

lorsqu'elles sont cultivées sur gélose. La capsule est généralement considérée comme un 

important facteur de virulence chez K pneumoniae. Des études in vitro ont montré qu'elle est 

un médiateur de protection contre la phagocytose et l'effet bactéricide du sérum (Struve et 

al., 2003). Il a été démontré (in vivo) dans un modèle murin, que la capsule favorise la 

capacité des bactéries à s'implanter au sein du tractus de l'hôte (Favre-Bonte et al., 1999). 

Divers modèles expérimentaux montrent qu'il existe une relation entre la taille de la capsule et 

l'intensité du pouvoir pathogène et que les types capsulaires K 1, K2, K4, et K5 sont les plus 

pathogènes (Lai et al., 2000). En présence de polymyxine B et de lactoférrine, K pneumoniae 

est capable d'accroitre la synthèse de sa capsule en augmentant la transcription du gène cps 

correspondant (Campos et ai., 2004) 

Un gène de virulence magA (mucoviscsity associated gene) a été identifié dans des souches 

pathogènes causant un abcès du foie en Taiwan (Fang et al., 2004). Ce gène a été associé à 

une hypermucoviscosité, et une résistance à la destruction par le sérum humain et à la 

phagocytose (Yeh et al., 2006). Un autre gène associé à l'hypermucoviscosité, le rinpA, est 

connu comme un régulateur de synthèse polysaccharidique extracapsulaire. Il peut contrôler 

le phénotype mucoide de K. pneumoniae. Il est généralement situé sur un plasmide (Yu et al., 

2005). 

2.2.3. Le lipopolysacch aride (LPS) 

Le lipopolysaccharide (LPS) est un composant majeur de la paroi cellulaire des bactéries 

Gram négatives et possède de puissantes propriétés immuno-modulatrices (Strieter et al., 

1990). Il est composé du lipide A, de structure oligosaccharidique et une chaine 

polysaccharidique appelée «O-antigène ». Neuf types d'O-antigène sont distingués chez K 

pneurnoniae, dont 01 est le plus fréquent (Hansen et al., 1999). Il contient deux domaines 

structurellement distincts, composé des unités récurrentes, D-galactane I et D-galactane II. La 

biosynthèse d'O-antigène est effectuée par la production du gène wb (Hsieh et al., 2012). Les 
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chaines polysaccharidiques terminales (chaines O spécifiques) du lipopolysaceharide 

protègent les bactéries de l'activation du système complémentaire et des anticorps spécifiques 

(Echeverri Toro et Catano Correa, 2010). 

2.2.4. Système de captation de Fer 

La capacité d'acquérir le Fer est essentiel pour la croissance bactérienne et la réplication. La 

plupart des bactéries sécrètent des chélateurs de Fer de faible poids moléculaire, les 

sidérophores, capables de rentrer en compétition avec les protéines de l'hôte, pour capter le 

Fer. Chez K. pneumoniae, il a été démontré qu'il joue un rôle crucial dans la progression de 

l'infection (Shon et ai., 2012). L'enterobactine, l'aérobactine et yersiniabactine sont des 

sidérophores qui ont été décrits chez K pneumoniae (Hsieh et aI., 2008). L'entérobactine 

(entB) est un sidérophore qui semble être rependue chez les souches de K. pneurnoniae 

(Koczura and Kaznowski, 2003). C'est un facteur de virulence important dans les infections 

urinaires. L'expression du gène entB favorise le développement et la maturation du biofilm. 

En plus de l'enterobactine, K pneumoniae peut produire l'aérobactine, un chélateur de Fer 

hydroxamate. Les gènes codants pour la synthèse de l'aérobactine sont présents sur un 

plasmide conjugatif de 180kb (May et al., 2011). K peumoniae peut produire un autre 

sidérophore, yersiniabactine (YbtS). Il est suffisant pour permettre une colonisation du tractus 

respiratoire et causer une pneumonie (Bachman et aI., 2009). 

3. Klebsiellapneumoniae et -lactamines 

La résistance aux antibiotiques est devenue l'un des problèmes les plus importants des 

thérapeutiques anti -infectieuses dans le monde (Archibald et al., 1997). Parmi ces 

antibiotiques, la famille des J3-lactamines, est la plus largement prescrite. Les bactéries ont 

développées différents mécanismes pour contrecarrer l'action des J3-lactamines, dont la 

modification des porines, la surproduction des pompes d'efflux qui peuvent expulser 

l'antibiotique hors de la cellule, et la synthèse des enzymes qui inactivent les f3-lactamines par 

modification chimique (Kollef et Fraser, 2001). 
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3.1. Les D-lactamines 

3.1.1. Définition 

Les E3-lactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien par le 

nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en thérapeutique et 

en prophylaxie des infections bactériennes (Courlavin et Bingen, 2006). Cette famille, qui 

regroupe les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénèmes et les monobactames, est 

caractérisée par la présence constante du cycle 3-lactam associé à des cycles et des chaines 

latérales variables qui expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d'activité des 

différents produits. La grande variété de leurs modes d'administration, leur large spectre 

d'activité antibactérien associé à une action bactéricide,, une bonne diffusion tissulaire, une 

bonne tolérance et un faible nombre d'interaction médicamenteuses expliquent leur popularité 

et l'importance de leur utilisation, seules ou en association (Cavallo et aI., 2004). 

3.1.2. Classification 

Péname (pénicilline) 

Ils sont constitués d'un cycle 3-1actam accolé à un cycle thiazolidine. Les pénicillines les plus 

fréquemment utilisés sont: Les aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline), 

carboxypénicilline (ticarcilline), uréidopénicillines (pipéracilline) (Seck, 2005). 

Céphème 

Elles sont constituées d'un cycle 13-lactam accolé à un cycle dihydrothiazolidine. Elles sont 

subdivisées en quatre groupes : les céphalosporines de 1er  génération: céfalotine, céfalozine et 

céfaloridine; 2'  génération céfoxitine, céfamandole et céfuroxime; 3emegénération:  

céfotaxime, céftazidime et céftriaxone; génération : céfépime et ceirome (Seck, 2005). 

Monobactame 

Leur noyau se caractérise par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au cycle 

3-lactam. Seule la molécule d'aztréonam est prescrite (Cavallo et al., 2004). 

• Carbapénèmes 

Ils sont caractérisés par un noyau pénème (Cavallo et al., 2004). L'imipenèrne et le 

méropènème ont été les deux premiers représentants disponibles en clinique. Une troisième 

molécule s'est ajoutée, I'ertapénème (Zhanel et al., 2005). Parmi les nouvelles carbapénèmes, 

le doripénème garde une meilleure activité sur les bacilles à Gram négatif et particulièrement 

sur les aérobies stricts (Zahar et aI., 2010). 
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Inhibiteurs de 13-lactamases 

Ce sont des inhibiteurs suicides de 13-lactamases qui, associés avec une f3-lactamine, lui 

permettent de conserver son activité vis à vis des souches productrices des 0-lactamases 

(Cavallo et al., 2004). L'acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam sont des 

inhibiteurs de 0-lactamases disponibles en thérapeutique (Alain, 2008). 

3.1.3. Mécanisme d'action 

Le cycle J3-lactam, commun à toutes les molécules de cette famille d'antibiotiques, se 

comporte comme un substrat-suicide d'enzymes, les PLPs, impliquées dans les étapes finales 

de la biosynthèse du peptidoglycane. Par analogie structurale avec le motif D-Ala-D-Ala, 

substrat naturel des PLPs, le cycle 0- lactam se lie de manière covalente et irréversible au site 

actif de l'enzyme provoquant son inactivation. Il en résulte un déséquilibre en faveur des 

mécanismes de destruction du peptidoglycane aboutissant à la lyse bactérienne (Gautier, 

2007). L'effet bactéricide est obtenu avec l'activation du système enzymatique de la muréine 

hydrolase qui provoque l'éclatement de la bactérie (Louis et Martin, 2005). 

3.2. Résistance de K. pneumoniae 

3.2.1. Résistance non enzymatique 

3.2.1.1. Diminution de la perméabilité de la membrane externe 

La pénétration des f3-lactamines, molécules hydrophiles, à travres la membrane externe 

constituée de phospholipides, s'effectue à travers les porines qui sont les canaux protéiques 

remplis d'eau. La sensibilité aux antibiotiques dépend du nombre de porines fonctionnelles 

(Seck, 2005). La perte de porine provoque l'augmentation des concentration minimales 

inhibitrices de certaines f3-lactamines comme cela a été mis en evidence chez K pneurnoniae 

(Nikaido, 2000). Des modifications des genes codant les porines (OmpK35 et OrnpK36) de 

K pneumoniae sont à 1' origine de l'imperméabilité (Doménech-Sânchcz et al., 2003). 

3.2.1.2. Surexpression des pompes d'efflux actifs 

Les pompes à efflux illustrent un phénomène unique dans la résistance aux médicaments: un 

seul mécanisme provoquant la résistance contre les différentes classes d'antibiotiques 

(Wieczorek et al., 2008). Ce sont des systèmes complexes à trois composants qui permettent 

le rejet des molécules depuis l'espace périplasmique vers le milieu extérieur (Piddock, 2006). 
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Ces complexes sont composés d'une protéine d'efflux cytoplasmique, d'une protéine de 

fusion membranaire et d'une protéine de membrane externe. Ils sont soit spécifiques d'un 

substrat ou d'un groupe de molécules de structure similaire (Blair et Piddock, 2009). 

3.2.2. Résistance enzymatique par production des -Iactamases 

- K pneurnoniae est naturellement résistante aux amino-pénicillines (ampicilline et 

amoxicilline) et aux carboxypénicillines (carbénicilline) en raison de la production d'une 

pénicillinase naturelle de type SHV-1 (Girlich et al., 2000). 

- Le phénotype céphalosporinase de haut niveau est associé à l'acquisition d'un gène 

plasmidique (ampC). Cette résistance a été décrite en 1990 pour la première fois avec MIR-1 

(Papanicolau et al., 1990). Plusieurs céphalosporinases transférables ont été mises en 

évidence chez les entérobactéries, dont le type ACC-1, rapportée en 1999 chez une souche de 

K. pneumoniae â Kiel en Allemagne (Bauernfeind et al., 1999). 

Chez K pneumoniae, on connait un grand nombre de t3-lactamases de classe C qui dérivent 

des céphalosporinases chromosomiques. On peut citer FOX-1 et MOX-1 (homologue à Amp 

C de Pseudomonas aeruginosa), et LAT- I et CMY-2 (homologue à Amp C de Citrobacter 

freundii) (Uzun et al., 2008). 

-Les BLSE sont principalement identifiées dans des souches de K pneumoniae en milieu 

hospitalier. Ces BLSE dérivaient des pénicillinases à spectre restreint TEM et SHV, dont le 

spectre d'hydrolyse était élargi par la sélection de mutations ponctuelles localisées au niveau 

du site actif de l'enzyme (Carrer et Nordmann, 2011). 

Une proportion importante des K pneumoniae était productrice de BLSE de types SHV-5 et 

résistants à l'aztréonam (Psichogiou et al., 2008). 

-La 13-lactamase à spectre étendu de type CTX-M constitue le majeur groupe d'enzymes 

codées par des plasmides transférables (Pieboji et al., 2005). Des infections nosocomiales 

associées à la production d'E. Coli CTX-M ont été mondialement décrites (Pai et al., 2006). 

La dissémination de ces enzymes et en particulier du variant CTX-M-15 concerne maintenant 

l'ensemble des entérobactéries, notamment K. pneumoniae (Carrer et Nordmann, 2011). Le 

CTX-M-15 confère une forte résistance au céfotaxime, au ceftriaxone, et a l'aztréonam et est 

bien inhibé par l'acide clavulanique et le tazobactam (Poirel et al., 2002). 

- Les carbapénèmases les plus répandues chez les entérobactéries sont les enzymes de type 

KPC. Ces enzymes ont principalement été décrites chez K. pneumoniae avec un support 
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plasmidique. Elles possèdent un pouvoir de dissémination important et sont émergentes dans 

de nombreux pays (Nordmann et al., 2009). 

La première souche productrice de KPC-1 a été isolée en Caroline du Sud (Yigit et al., 2001). 

Il s'agissait d'une souche de K pneumoniae résistante à toutes les 3-lactamines. Cette 

première description a été rapidement suivie par la publication d'un autre variant KPC-2 

(Moland et al., 2003). Depuis, un nouveau séquençage du gène blaKpc..1 a révélé une parfaite 

homologie avec blaKpc2 (Yigit et al., 2008). Sept autres variant ont été rapportés (KPC-3 à 

KPC-9). Ils se distinguent par au moins deux substitutions d'acides aminés (Yigit et al., 

2001). 

-La métallo-13-lactamase NDM- 1 (new Delhi métallo-3-1actamase) a été identifiée tout 

d'abord en Suède dans deux souches chez un patient d'origine indienne au début de l'année 

2008, la première souche NDM-1 fut une souche de K pneumoniae isolée d'un prélèvement 

urinaire (Yong et al., 2009). C'est une enzyme qui confère à la bactérie qui la synthétise une 

résistance aux antibiotiques de la famille des carbapénèmes (Yong et al., 2009). Le gène 

blaNDM..J est généralement pris en charge par des plasmides conjugatifs qui portent des 

déterminants supplémentaires, conduisant à la multi-résistance (Poirel et al., 2011). 

-Les métallo43-lactamases de type VIM ont été identifiés dans différent pays dont la source 

principale est K pneumoniae. Le groupe VIM inclus 23 variant dont les principaux 

représentants sont VIM- 1, VIM-2, et VIM-7 (Robin et al., 2010, Rodriguez-Martinez et al., 

2010). Une résistance à la colistine a été décrite parmi les souches de K pneumoniae 

productrices de carbapénémases de type VIM- I (Antoniadou et aI., 2007). 

Le carbapénèmase OXA-48 a été identifiée initialement chez une souche de K pneumoniae 

en Turquie. Cette 3-lactamase de classe D hydrolyse les carbapénèmes plus faiblement que 

KPC et n'hydrolyse pas les céphalosporines de troisième génération. Son activité n'est pas 

inhibée par l'acide clavulanique (Uzun et al., 2008). 
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Matériels et méthodes 

1. Matériel 

1.1. Souches bactériennes 

10 souches de Klebsiellapneurnoniae du laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques : physico-

chimie, Synthèse et activité biologique» isolées à partir de sondes urinaires prélevées chez 

des malades hospitalisée au niveau de réanimation du CI-TU de Tlemcen, ont fait l'objet de ce 

travail. 

1.2. Test biochimique 

Galerie API 20 E (Bio Mérieux) 

1.3. Les antibiotiques (t3-lactamines) 

Ampicilline (10 tg), Ticarcilline (75 jtg), Imipenèrne (10 .tg), Céfalotine (30 jtg), Céfoxitine 

(30 p.g), Céftazidime (30 1g), Céftriaxone (30 tg). 

2. Méthodes 

2.1. Isolement 

L'ensemencement des souches de K. pneumoniae a été réalisé sur milieu Mac-Conkey puis 

incubé à 37°C pendent 24h. Après incubation, une purification des colonies bactériennes par 

ré-isolement sur le même milieu sera effectuée afin d'obtenir des souches pures à identifier. 

2.2. Identification 

L'identification des souches a été réalisée par galerie API 20E qui se compose de 20 

microtubes contenant des substrats déshydratés pour la mise en évidence d'enzymes ou de 

fermentation de sucres. Les réactions produites pendent la période d'incubation se traduisent 

par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. 

2.2.1. Mode opératoire 

o Réunir fond et couvercle d'une boîte d'incubation et répartir 5 ml d'eau distillée stérile (ou 

eau physiologique stérile) dans les alvéoles pour créer une atmosphère humide. 

o Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. 

o Sortir la galerie de son emballage et placer la galerie dans la boîte d'incubation. 

o A l'aide d'une anse de platine, prélever une seul colonie bien isolée sur milieu gélosé 
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o Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant les bactéries dans 5 mL d'eau 

physiologique. 

o Introduire la suspension bactérienne dans les micro-tubes de la galerie à l'aide de la même 

pipette: 

-pour les tests [ CIT 	VP , etIGEL remplir tube et cupule, 

-pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules), 

-pour les tests: ADH, LDC, ODC, H 2 S,  URE créer une anaérobiose en remplissant leur 

cupule d'huile de paraffine. 

o Mettre la boite en incubation pendant 24 heurs à 37'C. 

2.2.2. Lecture 

La lecture de la galerie est réalisée en se référant au tableau de lecture (tableau X, annexe), 

noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant 

l'addition de réactifs 

Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. 

Test IND :ajouter igoutte de réactif KO VACS. 

• Test VP : ajouter I goutte de réactifs VP I et VP 2. 

L'identification est obtenue à l'aide du tableau d'identification du Catalogue Analytique 

(Annexe 2). 

2.3. Antibiogramme 

L'antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion des disques imprégnés 

d'antibiotiques en milieu gélosé Mueller-Hinton selon les recommandations du comité de 

l'antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM 2013). La technique 

consiste à utiliser des disques d'antibiotiques déposés à la surface d'une gélose ensemencée 

avec la bactérie à étudier. Chaque antibiotique diffuse à partir du disque au sein de la gélose et 

y détermine un gradient de concentration. Les bactéries croissent sur toute la surface de la 

gélose, sauf là ou elles rencontrent une concentration d'antibiotique suffisante qui inhibe leur 

croissance. 
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2.3.1. Mode opératoire 

• Préparation de la gélose 

La gélose Mueller-Hinton fondue au bain-marie a été versée en boite de Pétri en respectant 

une épaisseur d'environ 4 mm. 

• Préparation de l'inoculum 

L'inoculum a été préparé à partir d'une souche bactérienne de 18 heures. Des colonies de la 

bactérie à étudier ont été prélevées avec la pipette Pasteur et ont été introduites dans un tube 

contenant 5 mL d'eau physiologique. La densité optique a été ajustée a 

On calibre la D.O de la culture obtenue entre 0.08-0.1 (10 8CFU/ml) à une longueur d'onde de 

625 nm. 

• Ensemencement 

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne 

-L'essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube pour le décharger 

- Frotter l'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche de haut en bas, en stries 

Serrées. 

- Répéter l'opération deux fois en tournant la boîte de 60° à chaque fois, sans oublier de faire 

pivoter l'écouvillon sur lui-même. 

Application des disques d'antibiotiques 

Les disques ont été déposés sur la gélose à l'aide d'une pince stérile selon le schéma de Vedel 

(Figure 1), en appuyant doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme avec 

le milieu. 

Figure 3. Disposition des antibiotiques selon le schéma de Vedel (Vedel, 2005) 
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Incubation 

L'incubation a été réalisée à 37°C pendant 24 heures. 

2.3.2. Lecture interprétative 

Après incubation, les diamètres des zones d'inhibition ont été mesurés et comparer aux 

diamètres critiques conformément aux normes CASFM, 2013 (Annexe 3) 

3. 	Détection de la capsule 

La présence de la capsule a été révélée à l'état frais par coloration négative à l'encre de chine 

3.1. Mode opératoire 

• Déposer sur une lame propre, une goutte de culture en milieu liquide; 

• Déposer à coté une petite goutte d'encre de chine; 

• Recouvrir d'une lamelle (les deux goutte se mélangent); 

• Examiner la préparation sous microscopie optique à l'objectif x 40 
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Résultats et discussion 

1. Isolement et identification 

L'identification par galerie API 20 E nous a permis de confirmer l'appartenance des souches 

au genre espèce Kiebsiella pneumoniae (figure 4). Ces souches ont été toutes isolées à partir 

de sondes urinaires prélevées chez des malades admis au service de réanimation du CHU de 

Tlemcen. 

2. Résistance de Kiebsiella pneumoniae aux t3-lactamines 

Les résultats de l'antibiogramme réalisé vis-à-vis des molécules de J3-lactamines ont révélés 

que toutes les souches étudiées étaient résistantes aux pénicillines (ampicilline, ticarcilline), 

aux céphalosporines (céphalotine, céftriaxone, ceftazidime) et sensibles à la céfoxitine et à 

l'imipénème (figure 5). 

Figure 5. Phénotype de résistance de Kiebsiella pneumoniae aux Ii-lactamines 



Résultats et discussion 

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés pour les souches de K pneumoniae par le 

3' rapport d'évaluation de la surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques 

publié par le ministère de la santé de la population et de la réforme hospitalière d'Algérie 

(2011). 

K. pneumoniae joue un rôle important dans l'apparition et/ou la dissémination des résistances 

en particulier vis-à-vis des 3-lactamines. C'est une espèce qui dispose d'un arsenal 

enzymatique extrêmement vaste et divers pour contrecarrer l'action des 3-lactamines. 

Cette espèce possède des mécanismes de résistances naturelles aux amino-pénicillines et aux 

carboxy-pénicillines, correspondant principalement à la production des pénicillinases, et qui a 

été révélée par la totalité de nos souches dans la résistance à l'ampicilline et la ticarcilline. 

La totalité des souches étaient sensibles à l'imipenème, indiquant sa place en premier choix 

dans le traitement des infections sévères aux bactéries multi-résistantes 

3. Détection de la capsule. 

La majorité des souches de K. pneumoniae produit une capsule de nature polysaccharidique, 

elle donne aux colonies sur gélose une apparence plus ou moins muqueuse caractéristique, ce 

qui est observé chez la totalité de nos souches sur milieu Mac Conkey. Elle est non colorable 

par la méthode classique, il faut utiliser la coloration à l'encre de chine pour la mise en 

évidence. 

Figure 6: Phénotype muqueux de souches de Klebsiel!apneumoniae 

Les résultats des tests à l'encre de chine sous microscope confirment l'observation précédente 

par la présence d'un halo claire au tour des corps bactérien dans la totalité de nos souches. 
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Conclusion 

Kiebsiella pneumoniae est un pathogène opportuniste découvert depuis plus d'une centaine 

d'années. Aujourd'hui elle est le chef de file des germes responsable d'infections 

nosocomiales sévères et difficile à traiter, des épidémies sont causées par des souches 

résistantes à une large variété d'antibiotiques principalement les 3-lactamines, et par leur 

pouvoir virulent grâce aux différents facteurs telle la capsule. 

D'après les résultats de ce travail, les souches de Kiebsiella pneumoniae étaient toutes 

résistantes à l'ampicilline, à la ticarcilline, à la ceftazidime et à la cefiriaxone, alors qu'elles 

étaient toutes sensible à l'imipenème. Cette molécule reste donc la molécule de choix pour le 

traitement des infections à K pneumoniae. 

Toutes les souches possédaient une capsule. Ce composant qui est considéré comme un 

important facteur de virulence chez Kiebsiella pneumoniae permettant l'implantation au sein 

de tractus de l'hôte et de causer des maladies grave. 

En revanche, la multi-résistance reste le problème majeur par l'usage abusif des antibiotiques 

qui exerce une pression sur les micro-organismes, ce qui développent la résistance par 

plusieurs mécanismes. La prescription de première intension, ou empirique non documentée 

par les données bactériologiques serait à l'origine de l'émergence préoccupante de souches de 

Klebsiellapneumoniae multi-résistantes. À côté de l'antibiothérapie, les procédures d'hygiène 

(lavage des mains), nettoyage soigneux des surfaces, et surtouts dépistage des patients 

porteurs, sont d'importants éléments à considérer 
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Annexes 

Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de la galerie API 20E 

Résultats 
Tests Substrats Réactions/enzymes 

Négatif Positif 

ONPG 
2-nitrophényl-J3- B-galactosidase Incolore Jaune 

galactoside  
AIXU L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge 

LDC L-lysine Lysine Jaune Rouge-orangé 

ODC L-om ithine Ornithine Jaune Rouge-orangé 
décarboxylase 

CIT Trisodium citrate Utilisation citrate Vert pale Bleu-vert 

fl2S Sodium thiosulfate Production de H2S Incolore-grisâtre Dépôt noir 

URE Urée Uréase Jaune Rouge-orangé 

TDA L-tryptophane Tryptophane Jaune 
Marron- 

________  désaniinase  rougeâtre 

IND L-tryptophane Production d'indol 
Incolore-vert pale- 

Rose jaune  

VP Sodium pyruvate Production Incolore-rose pale Rose-rouge 
d'acétQinc  

Gélatine 
GEL Gélatinase Non diffusion Noir 

(origine bovine)  

GLU D-glucose 
Fermentation- Bleui Jaune/jaune- 

oxydation bleu-vert gris 

MAN D-mannitol Fermentation- Bleu/bleu-vert Jaune: 
oxydation  

Fermentation Bleu/ 
INO Inositol oxydation bleu-vert 

Jaune 

SOR D-sorbitol Fermentation- Bleu/ 
Jaune 

oxydation bleu-vert 

RuA L-rhamnose 
Fermentation- Bleui 

Jaune 
oxydation bleu-vert 

SAC D-saccharose Fermentation- Bleu/ 
Jaune 

oxydation bleu-vert  

MEL D-mélobiose Fermentation- Bleui 
Jaune 

oxydation bleu-vert  

AMY Amygladine 
Fermentation- Bleu! 

Jaune 
oxydation bleu-vert  

ARA L-arabinose 
Fermentation- Bleui 

Jaune 
oxydation bleu-vert  
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Annexe2 : tableau d'identification du catalogue analytique API 20 E 
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Annexes 

Annexe 3 : tableau des valeurs critiques des diametres des zones d'inhibition pour les 

entérobactéries (CA-SFM, 2013). 

Antibiotiques sigle Charge de 

disque 

Concentrations 

critiques en (mg/1) 

S 	R 

Diamètres critiques 

(mm) 

S 	R 

Ampicilline AMP 10 pg < 4 > 8 >19 <16 

Ticarcilline TIC 75 ig > 16 ?24 <22 

Imipenème IMP 10 jtg < 2 > 8 24 <17 

Céfalotine CF 30 ig > 32 ~ 18 <12 

Céfoxitine FOX 30 tg >32 ?22 <15 

Céftazidime CAZ 30 jig Si >4 >26 <21 

Céftriaxone CR0 30 gg 51 >2 26 <23 
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Résumé 

Kiebsiella pneumoniae représente une des principales germes pathogène qui rentre souvent 
dans le contexte de maladies graves et des infection nosocomiales, dont notre travail s'inscrit 
dans le cadre de recherche de profils de virulence et de résistance aux 3-lactamine de 10 
souches de Kiebsiella pneumoniae pré-identifiées isolées à partir des sondes urinaires portées 
par le laboratoire du « LapSab». Elles ont été identifié présomptivement selon leur caractères 
biochimiques par la méthode standardisée « galerie API 20 E », leur sensibilité ou leur 
résistance aux f3-lactamines par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, et leur 
pouvoir virulent, en détectant la présence du capsule grâce à la coloration à l'encre de chine. 
Les résultats obtenus révèlent un taux de résistance élevé à l'ampicilline et à la ticarcilline à 
100% et aussi aux C3G, par cotre elle présente une sensibilité à l'imipenème. La détection de 
la capsule révèle sa présence dans la totalité des souches sous forme d'un halo claire sous 
microscope. 

Mots clés: Kiebsiella pneumoniae, virulence, capsule, résistance, 13-lactamines 

Abstract 

Klebsiella pneumoniae represents one of the major pathogenic germs which returned often in 
the context of serious diseases and nosocomial infection, which our work will be within the 
framework of research profiles of virulence and resistance to f-lactams of 10 strains of 
Kiebsiella pneumoniae pre-identified isolated from probes urinary brought by the laboratory 
of the " LapSab'. They have been identified reliance on depending on their biochemical 
characters by the standardized method" gailery API 20 E", Their sensitivity or their resistance 
to beta-lactams by the method of dissemination of disks on agar medium, and their power 
virulent, in detecting the presence of the capsule through the coloring with china ink. The 
resuits indicate a rate of high resistance to ampicillin and ticarcilline to 100% and also to 
C3G, but it prescrits a sensitivity to the imipeneme. The detection of the capsule reveals his 
presence in the whole of the strains in the form of a halo clear under the microscope. 

Key world : Kiebsiella pneumoniae, virulence, capsule, resistance, 3-lactams 
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