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      Abréviations 

 

 
 

 ADH: Arginine dihydrolase 

 ADN :Acidedésoxyribonucléique 

 ACC-1:AmblerClassC 

 ACT-1:AmpCType 

 AMC: Amoxicilline + acide clavulanique. 

 AMX: Amoxicilline 

 AN: Amikacine 

 ATB: Antibiotique 
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 BHIB:brain-heartinfusionbroth   
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generation 
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generation 
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ème
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 C4G: Céphalosporinede 4
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 C° : Degré Celsius 

 CASE:céphalosporinasehyperproduite 

 CA-SFM:Comitéd’antibiogramme-sociétéfrançaisedemicrobiologie  

 CAZ: Céftazidime  

 CHU : Centre hospitalo-universitaire 

 CIP: Ciprofloxacine 

 CIT: Citrate 

 CMI: Concentration minimale inhibitrice 

 CMY-2:Cephamycinase-2 

 CS: Colistine  

 CTX: Céfotaxime 



 

 

 CTX-M: Céfotaximase-Munich 

 D-ala:D-alanine 

 DHA:Dharhanhospital 

 DO: Densité optique 

 EDTA:Ethylenediamintetraaceticacid 

 FOX: Céfoxitime 

 FQ: fluoroquinolones 

 GEL: Gélatine 

 GES: GuyanaExtended-Spectrum–lactamase 

 GN: Gentamicine 

 H:heure 

 H2S:sulfure d'hydrogène 

 I: Intermédiaire 

 IMP: Imipénème 

 IND: Indole 

 INO: Inositol 

 Kp. :Klebsiella pneumoniae 

 LB: Luria broth 

 LDC: Lysine décarboxylase 

 LPS:lipo-polysaccharide 

 Mg: milligramme 

 M H: Mueller -Hinton 

 MIR-1:Miriamhospital  

 mm:millimèttre 

 mn:minutes 

 NA: Acide nalidixiquue 

 nm:nanomèttre 

 ODC: Ornithine 

 ONpG:Orthonitrophényl-β-D-galactopyranoside 

 OXA:Oxacillinase 

 PCR: Amplification en chaînepar polymérase 

 PLP: Protéine liant les pénicillines   



 

 

 R: Résistance naturelle 

 S: Sensible 

 SHV :SulfHydrylVariable 

 SOR: Sorbitol 

 Sub sp: sous espèce 

 TDA: Tryptophane désaminase 

 TEM :TEMoneira-nom dupatient 

 TSI: Triple Sucre à Identifié 

 UFC: Unité Formant colonie 

 URE: Urée 

 Vp: Sodium pyruvate  
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  % : pourcentage 
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Introduction 

 
 

 

Introduction 

L'introduction généralisée des antibiotiques après la seconde guerre mondiale a été l'un des progrès 

thérapeutique les plus importants du XX
e
 siècle. Les traitements antibiotiques ont fait progresser 

l'espérance de vie de plus de dix ans, soit plus qu'aucun autre traitement médical (Bryskier, 

1999).L’utilisation massive des antibiotiques, et des β-lactamines en particulier, à modifié 

considérablement l’écologie bactérienne, pas uniquement dans les établissements de soins 

(cavallo,2004). Les antibiotiques, qui ont sauvé tant de vies humaines, risquent de devenir 

inefficaces en raison d’une inquiétante augmentation de la résistance des bactéries à leur encontre et 

de la raréfaction des nouveaux produits commercialisés(Carlet et al, 2012). Les résistances de plus 



 

 

en plus fréquentes rencontrées chez les bactéries posent des difficultés et parfois des impasses en 

thérapeutique humaine (cavallo, 2004). Les entérobactéries sont impliquées dans les infections 

nosocomiales et dans les pathologies infectieuses opportunistes (Joly et Reynaud, 2002). 

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui fait partie des espèces commensales (El Fertas-

Aissani et al, 2012), elle est responsable de plus de 10% des infections nosocomiales (Hennequin 

et al, 2007). Elle est distribuée surtout dans les unités de soins intensifs (USI) (Boukadida et al, 

2002). 

La multirésistance aux antibiotiques chez les entérobactéries et en particulier chez klebsiella.spp. est 

en perpétuelle évolution. Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux 

céphalosporines de troisième génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par l’acquisition 

de bêta-lactamases à spectre élargi (BLSE), récemment s’ajoute la résistance aux fluoroquinolones 

(Ben Haj Khalifa et al,  2010).K. pneumoniae producteur de β-lactamase à spectre élargi engendre, 

partout dans le monde, des infections nosocomiales d’allure le plus souvent endémique avec des 

bouffées épidémiques (Boukadida et al, 2002). 

La résistance aux antibiotiques augmente de façon très inquiétante, et très peu d’antibiotiques 

nouveaux seront commercialisés dans les cinq prochaines années (Carlet et al, 2012). 

C’est dans ce contexte général que nous avons été amenés à entreprendre ce présent travailqui a 

pour objectifs: 

 

 L’isolement et l’identification des souches de Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae au 

niveau des services de médecine interne et de traumatologie du CHU de Tlemcen;  

 

 

 

 

 

 

 
 

 L’étude de leur sensibilité aux antibiotiques (β-lactamines, aminosides, quinolones et la 

colistine) ; 

 L’étude de profil de résistance de Klebsiella pneumoniae , appartenant a la collection du 

laboratoire de microbiologie «Antibiotiques, Antifongiques: phisico-chimie, synthèse et activité 

biologique isolées à partir de service de réanimation du CHU de Tlemcen» ; 

 

 Détermination des phénotypes de résistance aux antibiotiques ; 

 

 Analyse du support génétique de l’antibiorésistance. 
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1.  Généralités sur Klebsiella  pneumoniae :  

1.1.  Position taxonomique :Selon la classification de la 2
ème

 édition de Bergy’s manuelKlebsiella 

pneumoniae appartienne au : 

Domaine : Bactéria ; 

Phylum: Proteobacteria; 

Classe: Gammaproteobacteria; 

Ordre: Entérobactériale; 



 

 

Famille : Enterobacteriaceae; 

ozaenae 

Genre :Klebsiella  pneumoniae                  pneumoniae 

rhinoscleromatis 

 

 

oxytoca 

 

 

ornithinolytica 

 

planticola 

 

 

terrigena. 

 

 

Classification  deKlebsiella pneumoniae (George et al, 2004). 

 

 

 

 

1.2.  Caractères bactériologiques: 

1.2. 1.  Morphologie : 

Les bactéries appartenant à l’espèce Klebsiella  pneumoniaesont des bacilles à Gram négatif, 

immobiles, non sporulés, anaérobies facultatifs etappartiennent à la famille des Enterobacteriaceae 

(El Fertas-Aissani et al, 2012 ; Srinivasan et al, 2012). 

1.2. 2.  Caractères culturaux : 



 

 

Après 24 heures d’incubation à 37°C sur des milieux non sélectifs et des milieux sélectifs lactosés 

pour Klebsiella pneumoniae et après 48 heures pour K. ozaenae et K. rhinoscleromatis les colonies 

sont rondes, grandes de 3 à 4 mm de diamètre et d’aspect muqueux à cause de la présence de 

capsule (Joly et Reynaud, 2002). 

1.3.  Principaux caractères biochimiques : 

 Fermentation des sucres : glucose+  

 Métabolisme du tryptophane en indole : indole-  

 ONPG +  

 Production du gaz (+)  

 Mobilité(-)  

 VP(+) 

 TDA-  

 H2S(-) 

 ODC(-) 

 ADH(-) 

 LDC(+) 

 Citrate (+)(Joly et Reynaud, 2002). 

1.4.  Habitat : 

Klebsiella pneumoniae est une espèce pathogène opportuniste (Brisse, 2004).Elle est fréquemment 

rencontrée dans la nature : eaux de surface, du sol, du bois et des végétaux (El Fertas-Aissani et al, 

2012). Elle est présente dans le tube digestif de l’homme et des animaux, et elle est commensale des 

voies respiratoires (Joly et Reynaud, 2002). 

 

1.5.  Pouvoir pathogène: 

Klebsiella pneumoniae est un agent classique et majeur d’infections nosocomiales en général et 

néonatales particulièrement (Boukadida et al, 2002).  

Elle  est l’une des principales espèces bactériennes impliquées dans les infections urinaires (IU) 

(Ben Haj Khalifa et al, 2010 ; Struve et al, 2012). 

Elle fait partie du groupe KES (Klebsiella, Enterobacter, Serratia)qui est d’une grande importance 

en clinique hospitalière (Nedjai, 2011). 



 

 

Les espèces Klebsiella pneumoniae sont à l’origine d’infections survenant dans les unités de soins 

intensifs (USI) (Carpentier et al, 2012 ; Joly etReynaud, 2002). Elles peuvent également causer 

des bactériémies, d’abcès cérébral et des maladies chroniques comme la méningite(Botelho,2007). 

Klebsiella pneumoniae  subsp ozaenae : Provoque l’ozène (une rhinite atrophique), elle est 

responsable d’infections variées de l’arbre respiratoire et au niveau cérébral (méningites et abcès) 

(Joly etReynaud, 2002). 

Klebsiella pneumoniae subsprhinoscleromatis : provoque le rhinosclérome, une infection 

granulomateuse chronique des voies respiratoires supérieures (cavité nasale) (Botelho, 2007). 

1.5. 1.  Facteurs de pathogénicités : 

1.5.1.1.  La capsule : 

Leur capsule à été le premier facteur de virulence décrit(Hennequin et al, 2012 ; Hsieh, 2012). Elle 

confère à Klebsiella pneumoniae un fort pouvoir invasif en protégeant les bactéries de la 

phagocytose. C’est une véritable enveloppe  de nature polysaccharidique présentant un antigène k 

(Hennequin et al, 2007). 

Parmi les 77 sérotypes capsulaires  K1, K2, K21 et K55 sont associés aux souches les plus 

virulentes.Le lipo-polysaccharide protège la bactérie du pouvoir bactéricide du sérum (Joly et 

Reynaud, 2002).   

1.5.1.2.  Facteurs d’adhésion : 

Facteurs d’adhésion produits par la majorité des souches dont deux types ont été mis en évidence 

chez des souches pathogènes pour l’homme : les pili de type 1 et de type 3 qui permettent 

l’adhérence de la bactérie à la face baso-latérale des cellules trachéales et bronchiques et une 

adhésine non filamenteuse (adhésine CF 29 K) qui permet l’adhérence de la bactérie aux cellules 

intestinales et uro-épithéliales (Joly et Reynaud, 2002 ;Hennequin et al, 2007). 

Klebsiella pneumoniae peut produire des fimbriae de type 1 qui semblent être impliquées dans 

l’attachement aux cellules ciliées de l’appareil respiratoire et aux cellules vésicales. (Hennequin et 

al, 2007).Elle peut également produire des fimbriae de type 3 (Stahlhut, 2012 ; Aartsen, 2012). 

1.5.1.3.  Le fer : 

Les souches de Klebsiella pneumoniae sont aptes à synthétiser des sidérophores (systèmes de 

chélation du fer) de type aérobactine (hydroxamate) et entérochéline (phénolate)  qui favorisent la 

multiplication bactérienne dans les tissus  (Joly et Reynaud, 2002). 

1.6.  Réservoirs : 



 

 

Les principales sources de Klebsiella pneumoniaesont notamment les suivantes : 

 

 K. pneumoniae : présente dans tous les sites anatomiques du corps humain, le plus souvent 

dans les voies respiratoires et les voies urinaires;  

 K. ozaenae : présente le plus souvent dans les écoulements nasaux; voies respiratoires, voies 

urinaires et sang;  

 K. rhinoscleromatis: peut être retrouvé dans les écoulements nasaux et sang (sérum) 

(Botelho, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  Les antibiotiques : 

2. 1.  Définition : 

Agents antibactérienssynthétiques et/ou semi-synthétiques. Le mot antibiotique fut crée en 1889 par 

Paul Vuillemin. Un antibiotique est un dérivé produit par le métabolisme de micro-organismes 

possédant une activité antibactérienne à faible concentration et n’ayant pas de toxicité pour l’hôte. 

Cette notion a été étendue aux molécules obtenues par hémisynthèse (Bryskier, 1999). 

2.2.  Classification : 



 

 

La classification des antibiotiques repose sur leur structure chimique et leurs mécanismes d’action, 

lesquels conditionnent leur spectre d’activité. 

1) Mode d’action : Les antibiotiques peuvent agir sur : la paroi, la membrane cytoplasmique, la 

synthèse des acides nucléiques et la synthèse des protéines.                 

2) Spectre d’activité : (spectre étroit ou large)                                                                                                      

3) Origine :élaboré par un organisme naturel ou produit par synthèse 4) Nature chimique : très 

variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle β-lactamase)(Yala et al, 2001). 

 

2.3.  Mode d’action : 

 Action sur  la paroi bactérienne (peptidoglycane) ; 

 Action sur la structure de la membrane cytoplasmique bactérienne ; 

 Action sur la synthèse protéique bactérienne ; 

 Action sur la synthèse de l’ADN de la bactérie ; 

 Action sur la synthèse des folates (Yala et al, 2001). 

 

 

 



 

 

                 Figure 1 : Mécanisme d’action des antibiotiques(Paul H. Roy,1997). 

2.4.  Les β-lactamines : 

2.4.1.  Définition : 

Les β-lactamines sont les antibiotiques de première ligne dans le traitement des infections causées 

par les entérobactéries.Cependant, dès le début de leur utilisation de masse dans les années 1940, 

leur efficacité a été confrontée à la production d’enzymes les inactivant : les β-lactamases(Ruppé, 

2010). 

2.4.2.  Structure et classification :  

La structure de base des β-lactamines est le noyau azétidinone qui contient la structure carbonyle 

lactame indispensable à l’activité des molécules (Bryskier, 1999). 



 

 

 

Figure 2 : Cycle β-lactame (Bessard, 2004). 

Sur cette structure est fixée un cycle penta-atomique saturé (péname), insaturé (pénème) ou hexa-

atomique (céphèmes) .Le noyau azétidinone seul (β-lactamine monocyclique) peut être substitué, et 

en fonction des substituants de l’atome d’azote, il est possible de distinguer les monobactames 

(aztréonam), les monocarbames et les monophosphatames(Bryskier, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure des différentes classes de β-lactamines(Bryskier, 1999). 

 

 

 

 



 

 

 

2.4.2.1. Les  pénicillines (péname) : 

La structure des pénicillines est constituée de trois parties : un noyau thiazolidine fixé sur un cycle 

azétidinone et d’une chaine latérale en C-6 qui permet de les différencier. 

Elles sont regroupées au sein de la classe des pénames qui comprend les pénicillines, les oxa-1-

péname (ex acide clavulanique) et les carbapénames (Bryskier, 1999). 

Pénicilline G et V (naturelles): Actives sur les bactéries Gram positif et les coques à Gram 

négatif. 

Groupe A (aminopénicillines): Ampicilline et  Amoxicilline spectre élargi, orienté sur 

certains bacilles à Gram négatif mais inactivées par les pénicillinases y compris celle du 

staphylocoque, inactives sur les bacilles à Gram négatif naturellement producteurs de 

céphalosporinases comme certaines entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii. 

Carboxypénicillines: (Ticarcilline, carbénicilline) spectre élargie sur les bacilles Gram négatif  

comme  Pseudomonas aeruginosa  (Cavallo et al, 2004). 

Uréidopénicillines: leur spectre d’activité regroupe la plupart des souches d’entérobactéries et 

Pseudomonas aeruginosa(Botto, 2002). 

Oxapénames ou clavames : l’amoxicilline+l’acide clavulanique : utilisés comme inhibiteur de β-

lactamases en association avec une autre β-lactamine (amoxicilline ou ticarcilline+acide 

clavulanique)et l’acide clavulanique+ticarcilline (cavallo et al,2004). 

2.4.2.2.  Les carbapénèmes (pénèmes) :  

Quatre molécules sont actuellement commercialisées : L’imipénème depuis 1986, le méropénème depuis 

1997, l’ertapénème  depuis 2002 et le doripéneme  comercialisé en France en mars 2009 (Grall et al, 

2011).  Ce sont des antibiotiques  bactéricides. Possèdent un large spectre antibactérien incluant les 

bactéries à Gram négatif (entérobactéries) ; Gram positif, sauf les staphylocoques et les 

entérocoques.Les carbapénèmes se distinguent des pénicillines (pénams) par la présence d’un atome de 

carbone au lieu d’un soufre en position 1 et d’une liaison insaturée en C2-C3(Wolff et al, 2008). 

 

 

 

 

 



 

 

 

2.4.2.3.  Les céphalosporines :  

Les céphalosporines de première génération : 

Céfalotine, céfazoline et la céfapirine.Elles sont hydrolysées facilement par les β-lactamases 

acquises.Leur spectre d’activité regroupe les cocci à Gram positif, essentiellement les streptocoques et 

les staphylocoques sensibles à la méthicilline et à quelques entérobactéries ne produisant pas de 

céphalosporinase inductible comme E.coli, les salmonellesou Klebsiella spp (Cavallo et al, 2004). 

Les céphalosporines de deuxième génération : 

Elles comprennent céfamandole et céfuroxime (Jarlier et Nordmann, 2000), sont plus stables à 

l’hydrolyse de plusieurs types de β-lactamases, leur spectre d’activité regroupe les bactéries à Gram 

positif, à Gram négatif et les souches productrices de β-lactamases (Bryskier, 1999). 

Les céphalosporines de troisième génération (C3G) :  

Comprennent céfotaxime et  céftriaxone (Jarlier et Nordmann, 2000). Les C3G se caractérisent par 

leur stabilité à la plupart des β-lactamases comme les pénicillinases de type TEM ou les 

céphalosporinases chromosomiques des entérobactéries comme Pseudomonas aeruginosa et 

Acinetobacter baumannii(Cavallo et al, 2004). 

Les céphalosporines de quatrième génération(céfépime, céfpirome) :  

Présentent une meilleure résistance à l’hydrolyse par les céphalosporines hyperproduites (Cavallo et al, 

2004). 

 

2.4.2.4.  Les monobactames : (L’aztréonam et le carumonam), constituent le groupe le plus récent des 

β-lactamines, ces antibiotiques se caractérisent par une structure monocyclique (hétérocycle azétidinone) 

(Bryskier, 1999). 

2.4.3.   Mode d’action des β-lactamines : 

Les β-lactamines inhibent la dernière étape de la synthèse du peptidoglycane (polymère majeur 

spécifique de la paroi des bactéries à Gram négatif et positif).  

Les cibles des β-lactamines sont des enzymes situées dans la partie externe de la membrane 

cytoplasmique bactérienne et appelées PLP.Ces enzymes correspondent aux transpeptidases impliquées 

dans la synthèse du peptidoglycane. La fixation des β-lactamines sur ces PLP est responsable de l’arrêt 

de la synthèse du peptidoglycane(cavallo et al, 2004). 

Les carbapénèmes se fixent principalement aux PLP 1 et PLP 2 contrairement aux céphalosporines et 

aux aminopénicillines qui se fixent à la PLP 3 (Wolff et al, 2008). 



 

 

 

2.5.  Les aminosides : 

2.5.1.  Définition : 

Sont des antibiotiques bactéricides de la famille des aminoglycosides,ils comprennent la 

kanamycine,l’amikacine,la gentamycine, la nétilmycine, la tobramycine(Bryskier, 1999).  

Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides liés à un aminocyclitol(yala 

et al, 2001). 

 

2.5.2. Classification : 

Il existe plusieurs centaines de molécules naturelles et hémisynthétiques. Elles sont classées par 

UMEZAWA en 1979 en fonction de la structure chimique centrale en trois classes : 

 Streptamine 

 2 désoxystreptamine 

 Streptidine (Bryskier,1999). 

 

2.5.3.  Mode d’action : 

Le spectre d'action des aminosides est large, agissant surles bacilles Gram négatifs aérobies 

notamment les entérobactérieset sur les bacilles à Gram positif (Listeria). Ils sont actifs sur les 

staphylococcus aureus sécréteurs de pénicillinase, sur les cocci à Gram négatif.Ces antibiotiques 

sont inactifs sur les streptocoques, pneumocoques, les entérocoques et les anaérobies.Les 

aminosides perturbent la synthèse des protéines au niveau de la sous-unité 30Sdes ribosomes des 

bactéries entrainant la destruction bactérienne (yala et al, 2001). 

2.6.  Les Quinolones : 

2.6.1.  Définition: 

Les quinolones sont des antibiotiques synthétiques, découvertes en 1962 par Lesher qui a isolé 

l’acide nalidixique à partir d’une préparation de chloroquine destinée au traitement du 

paludisme, la fluoration de ces molécules en position 6 a permis d’étendre leur spectre 

d’activité selon la génération de la molécule à Pseudomonas aeruginosa, aux coques à Gram 

positif, aux bactéries intracellulaires et aux anaérobies (Meradi et al, 2009), ces 

fluoroquinolones, qui sont des quinolones de deuxième génération (norfloxacine, péfloxacine, 

ciprofloxacine)(Yala et al, 2001),sont largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire, 

notamment dans le cas d’infections urinaires et respiratoires (Meradi et al, 2009). 

 



 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 4 : Activité antibactérienne des Quinolones(Bryskier, 1999). 

2.6.2. Mode d’action: 

Les fluoroquinolones ne sont pas actives sur les entérocoques, malgré leur efficacité sur les 

bactéries à gram négatif, leur utilisation doit être raisonnée afin de contrôler l’émergence de 

résistances(Botto, 2002). Les fluoroquinolones ont un spectre d’activité élargi, qui recouvre les 

bactéries à Gram négatif, les cocci à Gram positif dont l’activité est 100 à 1000 fois plus élevée que 

celles desquinolones de 1ère génération (sauf streptocoques et pneumocoques). 

L'ofloxacine et la Ciprofloxacine ont une activité surMycobacterium tuberculosis (Yala et al, 

2001). 

 

Les Quinolonesinhibent spécifiquement la synthèse d’ADN bactérien en agissant sur les 

topoisomérases de type II ainsi que la topoisomérase IV. Elles se fixent sur la sous-unité A de 

la gyrase (cible préférentielle des bactéries à gram négatif) (Meradi et al, 2009). 

 

 



 

 

 

Figure 5 : Mécanisme d’action des Quinolones (Claire, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques: 

3.1.  Résistance aux β-lactamines : 

La résistance bactérienne aux β-lactamines est due principalement à la production d’enzymes  (β-

lactamases) (Arlet et Philippon, 2003). 

 3.1.1.  Les β-lactamases : 

Les β-lactamases constituent le mécanisme de résistance principal des bacilles à gram 

négatif(Philippon et Arlet, 2006). 

On distingue 2 types de β-lactamases : 

Les β-lactamases des classes A, C et D font partie des enzymes à sérine active, par contre la classe 

B inclut les métallo-β-lactamases dont l’activité nécessite la présence d’ions métalliques (Szarecka 

et al, 2011). 

Les β-lactamases sont des enzymes d’inactivation hydrolysant l’anneau  β-lactame. En 1980, seules 

les enzymes plasmidiques TEM-1, TEM-2 et SHV-1 étaient connues. Les β-lactamases à spectre 

étendu (BLSE) SHV-2 et TEM-3 ont été découvertes à cette époque chez Klebsiella pneumoniae, 

soit peu après l’introduction en clinique des céphalosporines de troisième génération(Rodriguez et 

al, 2006). 

 

Figure 6: Schéma réactionnel de l’ouverture du cycle β-lactame (Barrial et Scotet, 2006). 

 Classification des β-lactamases : 

Les β-lactamases sont des enzymes d’une extrème diversité. Plus de 400 β-lactamases dont plus de 

200 BLSE sont décrites. Généralement, les β-lactamases sont classées suivant deux schémas : la 

classification moléculaire d’Ambler qui est basée sur l’homologie de séquence des acides amines et 

la classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Mediros qui est fondé sur les propriétés 

fonctionnelles des enzymes (Rodriguez et al, 2006). 

Ces enzymes d’inactivation d’une extrême diversité(plus de 300 répertoriées) sont distribuées au 

sein de 4classes(Philippon et Arlet, 2006). 

 



 

 

La classe A : 

Les principaux représentants de cette classe sont les β-lactamases de type TEM, SHV et CTX-M. 

Ces enzymes sont caractérisées par une résistance à haut niveau aux pénicillines et par une 

sensibilité à l’acide clavulanique et le tazobactam (inhibiteurs de β-lactamases) (Arlet et Philippon, 

2003). 

La classe B : 

Cette classe des β-lactamases est composée par des métallo- enzymes (Szarecka et al, 2011), dont 

le site actif contient un ion zinc, résistantes à l’acide clavulanique mais inhibées par l’EDTA. Ces 

enzymes sont généralement actives contre les  carbapénèmes et contre d’autre β-lactamines (Grall 

et al, 2011). 

La  classe C : 

Les enzymes de cette classe, peuvent être divisés en 2 groupes : les β-lactamases chromosomiques 

Amp C et les β-lactamases plasmidiques. Les β-lactamases AmpC sont capable d’hydrolyser les 

céphalosporines y compris les céphamycines (céfoxitine), les pénicillines, mais pas le céfépime. 

Ces β-lactamases sont résistantes aux inhibiteurs de β-lactamases(Rodriguez et al, 2006).Les 

représentants de ce groupe sont les enzymes de types AmpC, FOX, ACT, CMY (Arlet et 

Philippon, 2003). 

Ces enzymes confèrent aux bactéries productrices une forte résistance aux céphalosporines de 

première génération et à un degré variable aux céphalosporines de deuxième génération(Bryskier, 

1999). 

La  classe D : 

La classe D regroupe les β-lactamases appelées (oxacillinases) ou OXA (Szarecka et al, 2011). Ces 

β-lactamases sont peut inhibées par l’acide clavulanique. Dans cette classe, on retrouve les β-

lactamases qui hydrolysent la cloxacilline (Grall et al, 2011). 

 

3.1.2.  Les β-lactamases à spectre étendu (BLSE): 

Les BLSE sont des enzymes appartenant à la classe A ou D de la classification d’Ambler qui 

inactivent les pénicillines, céphalosporines de première, deuxième, troisième et quatrième 

génération (C1G, C2G, C3G, C4G) et l’aztréonam. Elles n’hydrolysent  pas les carbapénèmes et 

sont inhibées in vitro par les inhibiteurs des β-lactamases. Les BLSE n’hydrolysent pas les 

céphamycines telles que la céfoxitine mais peuvent inactiver les C4G (céfépime ou cefpirome) la 

majorité des BLSE sont dérivées de mutations ponctuelles dans la séquence génétique codant pour 

le site actif des β-lactamases TEM-1 et SHV-1. Il y a plus de 140 enzymes TEM. Ces mutations 



 

 

rendent l’enzyme capabled’hydrolyser les C3G. Après TEM, le type SHV constitue celui 

comportant le plus grand nombre (supérieur à 70) d’enzymes BLSE.Il y’a 11 BLSE du groupe 

OXA(Rodriguez et al, 2006). 

L’épidémiologie des BLSE au sein des entérobactéries a récemment changé avec la dissémination 

massive des enzymes de type CTX-M. Dans les années 1990, les principales BLSE étaient dérivées 

des enzymes de type TEM et SHV et diffusaient majoritairement au sein de clones hospitaliers de 

Klebsiella pneumoniae et d’Enterobacter sp. La diffusion de CTX-M au sein de l’espèce 

Escherichia coli a bouleversé cette situation.Récemment, les BLSE de type CTX-M ont émergé 

comme le type le plus courant de BLSE, avec une répartition mondiale(Ruppé, 2010). 

 

3.1.3.  Imperméabilité par altération de porines: 

Les porines jouent un rôle-clé dans la pénétration des β-lactamines (Cavallo et al, 2004). La 

sensibilité des BGN aux β-lactamines dépend en partie du nombre de porines fonctionnelles. 

L’altération des porines par mutation affectant la structure des porines ou diminuant la synthèse des 

porines (diminution quantitative des porines) est donc à l’origine de résistances acquises aux β-

lactamines (Grall et al, 2011). 

 

3.1.4.  Modifications de protéines de liaison des pénicillines (PLP): 

Une perte d’affinité de PLP ou une diminution de la quantité de PLP. Chez les entérobactéries, des 

souches de Proteus mirabilis résistantes à l’imipénème et au mécillinam ont été observées suite à 

une perte d’affinité de la PLP2 et à une diminution de la quantité de PLP1a (Grall et al, 2011). 

 

3.1.5.  Pompe à efflux : 

Les bactéries produisent souvent des protéines membranaires agissant comme pompes moléculaires 

permettant d’expulser l’antibiotique hors de la cellule. C’est le mécanisme principal de la résistance 

à la tétracycline, chez les bactéries Gram positives et Gram négatives (Paul H. Roy,1997). 

 

 

 

 



 

 

 

3. 2. Résistance de Klebsiella pneumoniae  aux β-lactamines : 

3. 2. 1.  Enzymatique : 

3. 2. 1.1.Pénicillinase : 

    Phénotype  pénicillinase à bas niveau : 

Klebsiellapneumoniae est naturellement résistante aux pénicillines des groupes G et A et à la 

carbénicilline sous l’effet d’une pénicillinase chromosomique appelée SHV1. Elle est sensible aux 

autres antibiotiques actifs sur les bacilles à Gram négatif(Joly et Reynaud, 2002). 

Phénotype pénicillinase à haut niveau : 

Chez Klebsiella pneumoniae le phénotype pénicillinase à haut niveau se caractérise par la résistance 

à très haut niveau aux amino et carboxypénicillines, et par une réduction de l’activité des 

uréedopénicillines et des céphalosporines de première et de deuxième génération ainsi par une 

réduction de l’activité des pénicillines (ampicilline, ticarcilline, pipéracilline et amoxicilline) 

associées aux inhibiteurs de β-lactamases (Jarlier et Nordmann, 2000). 

3. 2. 1. 2.  Céphalosporinase de haut niveau : 

Se sont des β-lactamases plasmidique de classe C d’Ambler qui présentent une résistance à 

l’ensemble des β-lactamines excepté les carbapénèmes et notament aux C3G par acquisition d’un 

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

1chez Klebsiella pneumoniae(Gueudet et al, 2009). 

Les premières souches cliniques de Klebsiella pneumoniae ayant acquis un plasmide codant pour 

une β-lactamase de classe C sont décrites en 1988 (Cavallo et al, 2004). 

3. 2. 1. 3.  Carbapénèmases : 

Les carbapénèmases de classe A, les plus fréquentes, sont les carbapénèmases de type KPC (KPC-2 

à KPC-8). La première souche exprimant KPC-2 (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) fut 

identifiée dans une souche de K.pneumoniae en 1996, aux Etats-Unis. KPC-2 hydrolyse toutes les 

β-lactamines sauf les  céfamycines et la ceftazidime (Nordmann et al, 2010). Son activité est 

partiellement inhibée par l’acide clavulanique ou le tazobactam. Parmi les céphalosporines de 

troisième génération, les KPC hydrolysent le plus efficacement le céfotaxime. (Grall et al, 2011). 

Les souches qui produisent KPC expriment également d’autres β-lactamases dont de nombreux 

types de BLSE (TEM, SHV, CTX-M). Les souches KPC apparaissent donc le plus souvent 



 

 

multirésistantes aux β-lactamines, l’ertapénème étant la carbapénème dont le niveau de résistance 

est le plus élevé (Nordmann et al, 2010).  

Les enzymes de type GES sont initialement des BLSE dont seuls quelques variant touchent les 

carbapénèmes. Ces carbapénèmases de type GES (GES-2, 4, 5 et 6) ont été identifiées dans le 

monde entier de façon sporadique ou lors de petites épidémies chez P. aeruginosa, K. pneumoniae, 

E. coli et E. cloacae (Grall et al, 2011). 

Les carbapénèmases de classe B : les enzymes de type VIM (Verona Integron encoded Metalo-β-

lactamase) et IMP(Imipénémase) qui représentent la majorité des carbapénèmases de classe B ont 

été rejointes en 2008 par une nouvelle enzyme appelée NDM-1 (New Delhi metallo-β-lactamase 1). 

Le cas décrit était celui d’un patient d’origine indienne ayant auparavant été hospitalisé à New 

Delhi. Ce type d’enzyme à été principalement isolé chez K.pneumoniae(Boutet-Dubois  et al, 

2012). 

La carbapénamase de classe D, OXA-48, décrite chez K.pneumoniae, hydrolyse fortement les 

carbapénèmes et n’hydrolyse pas les céphalosporines de 3
ème

 génération. Son activité n’est pas 

inhibée par l’acide clavulanique(Nordmann et al, 2010).La première souche de K. pneumoniae 

productriced’OXA-48 à été isolée en Turquie en 2003 (Boutet-Dubois et al, 2012). 

3. 2. 1. 4.  β-lactamase à spectre élargi (BLSE): 

Depuis le milieu des années 1980, notamment chez Klebsiella pneumoniae, et presque 

exclusivement en milieu hospitalier, des phénotypes de résistance acquise caractérisés par une forte 

diminution de l’activité des pénicillines, des céphalosporines de première, deuxième et troisième 

générations et de l’aztréonam. Ces phénotypes se caractérisent de plus par une très forte synergie 

entre les β-lactaminesinactivées et les inhibiteurs de β-lactamases de type acide clavulanique. Ces 

phénotypes sont la conséquence de la production de β-lactamases plasmidiques appelées «à spectre 

élargi » en raison du nombre plus élevé de substrats qu’elles sont capables d’inactiver par référence 

aux β-lactamases  «à spectreélargi» classiques de type TEM-1 ou 2 ou SHV-1, dont elles dérivent 

par mutations ponctuelles(Jarlier et Nordmann, 2000). 

La production de β-lactamase à spectre élargi confère à Klebsiella pneumoniae une large résistance 

aux β-lactamines. Parmi ces dernières et selon la variété de l’enzyme, seuls l’imipénème et encore 

souvent les céphamycines demeurent stables vis-à-vis des β-lactamase à spectre élargi(Boukadida 

et al, 2002). 

Les premières observations de BLSE sont décrites en Europe et rapidement après, aux Etats-unis à 

partir de 1988 ou une nouvelle résistance à la ceftazidime et à l’aztréonam a permis de retrouver 

une nouvelle β-lactamase à transmission plasmidique chez K. pneumoniae. Dans des études 



 

 

européennes précédentes il a été démontré que K. pneumoniae et E. coli étaient les espèces les plus 

fréquemment responsables de la sécrétion de BLSE(Ben Haj Khalifa et al, 2010). 

Résistance aux céfotaxime :Klebsiella pneumoniae est une souche clinique hautement résistante au 

céfotaxime par production d’enzyme β-lactamase de type CTX-M (Ben Achour et al, 2008). 

Les premières souches de Klebsiella pneumoniae résistantes aux céphalosporines de troisième 

génération ont été isolées en Allemagne en 1983(Grall, 2011). 

3. 2. 2.  Non enzymatique : 

3. 2. 2. 1.  Diminution de la perméabilité : 

Des mécanismes de résistance aux carbapénèmes, ont été décrits combinant une céphalosporinase 

plasmidique (DHA-1, cmY-2…) ou une BLSE (TEM, SHV, CTX-M…) à une imperméabilité dans 

des espècesd’entérobactéries qui n’expriment pas naturellement de céphalosporinases 

commeKlebsiella pneumoniaes, Proteus mirabilis, Escherichia coli et Salmonella spp. L’analyse 

des propriétés biochimiques de plusieurs céphalosporinas plasmidiques montre que certaines d’entre 

elles ont une très faible activité de carbapénémase qui pourrait entrainer un certain degré de 

résistance aux carbapénèmes en association avec une imperméabilité(Nordmann et al, 2010).  

Les souches deK pneumoniae possèdent un certain degré de résistance  aux céfépime et au 

cefpirome par imperméabilitéainsi que les souches qui produisent KPC (Nordmann et al, 2010). 

Une résistance à l’ertapénème par perte de porine chez des souches de K pneumoniae ou d’E.coli 

productrices de CTX-M et exposées à des concentrations croissantes d’ertapénème (Grall et al, 

2011). 

 3.3.  Résistance de Klebsiella pneumoniae aux aminosides : 

Comme la plupart des entérobactéries, Klebsiella présente une résistance aux aminosides 

gentamicine et à la nétilmicine alors que leur résistance à l’amikacine, ciprofloxacine est faible 

(Hmamouchi et al, 2005). La résistance acquise résulte d’une mauvaise pénétration de 

l’aminoside à l’intérieur de la cellule bactérienne ou de la modification enzymatique des 

antibiotiques par phosphorylation (APH aminoside phosphotransférase), nucléotidylation 

(ANT aminoside nucléotydiltransférase) ou acétylation (AAC aminoside acétyltransférase) 

(Archambaud et Clave, 2008). 

 



 

 

 

Figure  7 : sites d’inactivation des aminoglycosides(Bryskier, 1999). 

3.4.  Résistance de Klebsiella pneumoniae aux quinolones: 

La résistance des bactéries, notament Klebsiella pneumoniae, aux fluoroquinolones est 

devenue préoccupante tant en milieu hospitalier qu’en médecine communautaire.Les 

déterminants de résistance plasmidique aux quinolones étaient découverts  chez K. 

pneumoniae. (Ben Haj Khalifa et al, 2010).En 1998, Martinez-Martinez à découvert le premier 

déterminant de résistance plasmatique aux quinolones chez K. pneumoniae. La protéine codée 

par le gène de résistance (qnr A) à été nommée QNR A, de 218 acides aminés appartenant à la 

famille des protéines à motifs pentapeptidiques répétés qui protège le complexe ADN-gyrase 

de l’inhibition par les quinolones. Quatre autres déterminants plasmidiques également 

impliqués dans la résistance aux quinolones ont été rapportés (qnr B,qnr S, qnr C et qnr D), 

ainsi que différents variants des protéines Qnr A et Qnr B.( Meradi et al, 2009).Il existe une 

fréquente association entre les déterminants génétiques de type Qnr et ceux des BLSE, ce qui 

souligne la possibilité d’une co-sélection de ces deux mécanismes de résistance plasmatique (Ben 

Haj Khalifa et al, 2010). 
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Méthodes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
1. Matériel 

1.1. Matériel Biologique 

 

1.1.1. Souches étudiées: 

Le present travail a pour but d’étudier 21 souches de Klebsiella pneumoniae,dont 14 souchesisolées 

à partir du service de traumatologie et de medicine interne du CHU de Tlemcen et7 souches de 

Klebsiella pneumoniae, appartenant a la collection du laboratoire de microbiologie ‹‹Antibiotiques, 

Antifongiques: phisico-chimie, synthèse et activité biologique isolées à partir de service de 

réanimation du CHU de Tlemcen. 

 

1.1.2. Souchesderéférences: 
 
 
 

 ATCC25922:Escherichiacoli; 
 

 VIM:Pseudomonas aeruginosaproductrice de métallo-β-lactamaseVIM; 
 

 K 12:Escherichia coli résistante àla rifampicine. 
 

 

 

1.2. Milieuxdeculture: 
 

1.2.1. Milieuxdeculturesolides: 
 
 

 Gélose nutritive (Fluka); 
 

 Mac Conkey(Fluka); 
 

 MuellerHinton(Fluka); 
 

 TSI:Triple Sucre àIdentifié. 

 

1.2.2. Milieuxdecultureliquides: 
 

 
Eau physiologique 

 

1.3. Testsbiochimiques: 
 
 

 Galerie API20E (Bio Mérieux); 

 

 Milieu TSI. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1.4. Antibiotiques: 
 

1.4.1.   Endisque: 
 

 β-lactamines:     Ampicilline     (10     µg),     Amoxicilline     (25      μg), 

Amoxicilline/acide   clavulanique   (20/10   μg),   Imipénème (10 μg), Aztréonam (30 

µg),Céfoxitine(30µg), Céfotaxime (CTX)(30 µg), Ceftazidime (30 µg). 

 Aminosides: Amikacine(30 μg)etGentamicine(15μg). 

 Quinolones:Acidenalidixique(30μg), Norfloxacine(μg)etCiprofloxacine(5μg). 
 

 Autres: Colistine(50 μg). 
 

 

1.4.2. Enpoudre: 

 
β-lactamines: Céfoxitine  (Panpharma), Aztréonam  (Sanofi-  synthelabo),     Céfotaxime  

(Aventis),  Céftazidime , Céfépime (Bristol-Myers Squibb).  

Aminosides:Amikacine(Bristol-MyersSquibb). 

Quinolones:Ciprofloxacine(BayerPharma). 

Autre:Rifampicine(Saidal). 
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2.Méthodes: 
 

2.1. Prélèvements: 
 
Les prélèvementsontétéréalisésparécouvillonnage,puisacheminésau laboratoire(l’écouvillon 

est introduit dans un tube contenant du bouillon 

nutritifafind’assurerlasurviedessouches)pourêtreincubésdansl’étuveà 37°±1pendant18à24H. 

 

2.2. Isolement etpurification: 

Onprocèdedirectementàunerecherchedegermesde Klebsiella pneumoniaessppneumoniae 

etpour cela on  réaliseun  ensemencement en striesurtoute la surfaced’une gélose MacConkey 

pourl’isolementdesbactériesàGramnégatifgrâceàl’actionde deuxinhibiteursprésent dansle 

milieu.LeCristal Violetpourl’inhibitiondela 

floreGrampositive,etlesselsbiliairespourlasélectiondesEntérobactéries. Ce milieu  

ensemencé,  est  incubé à 37°C± 1°C  pendant24 H. 

 
2.3. Identification: 
 
 

L’identificationaétéréaliséeparletestTSIpuisparlesgalleriesd’identification. 

 
2.3.1. Le testTSI(milieutriplesucres): 

 
 

A. Principe: 
 

 
Cemilieupermetd'étudierlafermentationdetroissucres (glucose, lactose, 

saccharose),d'apprécierlaproductionounondeH2Setdenoterlaproduction 

ounondegazàpartirduglucose. 

 

 B. Technique: 
 

 

Elle consiste à ensemencer en stries serrées la pente de la gélose  puis par piqûrecentralele 

culot,lalecturesefaitaprès18Hd’incubationà37°C. 
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C. Lecture: 

Les fermentations sucrées se traduisent par une acidification qui fait virer au jaune le rouge 

dephénol. 

1)lecturedelapente: 

- Les germes qui fermentent le lactose et/ ou le saccharose font virer au jaune la pente du tube. 

2) Lecturedeglucoseetdugazauniveauduculot: 

- Les germes qui fermentent uniquement le glucose font virer au jaune le culot du tube. 

- La production de gaz résultant des fermentations sucrées se traduit ou bien par l’apparition de 

bulles ou bien par la fragmentation de la gélose. 

3)ProductiondeH2S: 

- La production de sulfure d'hydrogène se manifeste dans le culot par l’apparition d’une coloration 

noire de sulfure de fer qui est due à la réduction du thiosulfate en présence de citrate ferrique. 

Remarque : 

- Les microorganismes ne fermentant aucun des trois sucres ne modifient pas la couleur du milieu. 

 

2.3.2. Galeriesd’identification: 
 
 
 
2.3.2.1. Principe: 
 

API 20 EBioMérieux(AppareillageetProcédéd’Identification)est un système standardisé pour 

l'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles à Gram négatif non fastidieux, comprenant 

20 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de données. 

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes 

sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites 

pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 

l'addition de réactifs. 

 

2.3.2.2. Technique: 

Préparation de la galerie: 

 Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml de l’eau 

distillé dans les alveolus pour créer une atmosphere humide. 

 Inscrire la reference de la souche sur la languette latérale de la boite. 

 Sortir la galerie de son emballage. 

 Deposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation. 
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Preparation de l’inoculum: 

 Ouvrir un tube d’eau distillée sterile 

 Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé 

 Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les 

bactéries dans le milieu.    

2.3.2.3. Lecture: 

La lecture de ces réactions se fait à l'aide du Tableau de Lecture (Annexe1)et l'identification est 

obtenue à l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification (Annexe2) 

 

2.4.   Antibiogramme(CASFM,2012;Meradi et al, 2009): 

2.4.1.Principe: 
 

L’antibiogramme est l’interprétation de la sensibilité des bactéries à l’antibiotique en terme 

d’éfficacité Clinique. Il permet de categorizer une souche bactérienne en classes semi-quantitatives 

(sensible, intermédiaire ou résistante). 

La technique utilisée est la methode de diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton (BioRad) et 

interprété après mesure des diameters d’inhibition en accord avec les recommandations du comité 

d’antibiogramme de la Société francaise de microbiologie CA-SFM 2012. 

2.4.2.Technique: 
 

 

Préparationdel’inoculum: 
 

Ensemencer 5 ml de bouillon BHIB avec 2 à 3 colonies de la souche à tester etincuber 3 à 5 H 

sous agitation à 37± 1°C. La culture doit être de 10
8
UFC/mlsoitdedensitéoptique0,08-0,1 

lueà625nm. 

 

Ensemencement: 
 

 Diluer la suspension inoculum au 1/100 (≈ 10
6  

UFC/ml) dans de l’eau 

physiologique; 

 

 Homogénéiser au vortex; 

 Ensemencer l a  s u s p e n s i o n  i n o c u l u m  

parinondationlesboitesdePétricouléespar20mldegéloseMuller-Hinton; 
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 Rejecter l’excès puis sécherlesboitesdePétri20à30mnà l’étuve. 

 

Applicationdesdisques: 
 

 Déposer lesdisquesd’antibiotiquesàl’aided’unepincestérile; 

 

2.4.3. Lecture: 

Après 18 à 24 heures d’incubation, mesurer avec précision lesdiamètresdes  

zonesd’inhibition,et comparer cesrésultatsauxvaleurscritiquesfigurantdansl’annexe; 

Classerlesbactériesdansl’unedescatégories:Sensible,Intermédiaire ou Résistance; 

Interpréterlesphénotypesderésistanceauxβ-lactamines. 

 

 

2.5.Déterminationdela CMIenmilieusolide(CASFM,2010): 
 

 

2.5.1.   Principe: 

LaCMI (Concentration Minimale Inhibitrice) est la plus faible concentration d'antibiotique capable 

de provoquer une inhibition complète de la croissanced'une bactérie donnée après une période 

d'incubation donnée (Houssni, 2011). 

 
2.5.2.   Technique: 

 

Préparationdessolutionsd’antibiotiques: 
 

Pourchacund’antibiotiques,préparerunesolutionmèreà5120mg/lpuisréaliserdes dilutionssériesde 

progressiongéométrique de raison1/2 (Annexe 4). 

 
Préparationdesboîtes: 
 

Distribuer2mldechaquedilutiond’antibiotiquedansunesériedeboîtedePétri ainsique 2 

mld’eaudistilléestériledansune boîtede Pétritémoin; 

Ajouter 18mldemilieu MuellerHintonglosémaintenuensurfusion; 
 

Bienmélangeretlaissersolidifier; 
 

 Sécherlesboîtes30mnàl’étuve à37°C. 

 

Préparationdel’inoculum: 
 

 Préparerdessuspensionsde 10
8

UFC/mlpour chacune dessouchesà tester. 

Ensemencement: 

 Diluerlasuspensiond’inoculumau1/10; 
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 Ensemencerparspot1à2µldelasuspensionbactérienne,soituninoculumde 10
4
UFC/spot. 

 

 

2.5.3.   Lecture: 

Après 18-24 h d’incubation à 37° C. 

 
 

2.6. Test deHodge(Nordmann etal,2009;Andersonetal,2007; Boutet, 2012): 
 

2.6.1.   Principe: 
 

Ce test consiste à ensemencer en culture confluente une souche d’Escherichia. colisauvage (ATCC 

25922) sensibleauxcarbapénèmessur une gélose Muller Hinton (MH). Ensuite, un disque 

d’imipénème chargé à 10 μg est déposé au centre de la boîteet chaque souche testée estensemencée 

de manière radiale à partir du disque jusqu’aubord de la boîte de Pétri. 

 

2.6.2. Technique: 

 Préparerunesuspensiond’Escherichiacoli ATCC25922de10
8
UFC/ml; 

 Ensemencer parécouvillonnage une gélose Mac Conkey; 

 Faireunelourdestriedelasoucheàtesteràpartird’unprélèvementdequelques 

coloniesd’uneculturesurmilieuMuellerHintongéloséducentredelaboitevers lapériphérique; 

 Sécherles boites15mn; 

 Déposerundisque d’imipénème aucentre (à l’extrémitédela strie); 

 Incuber18Hà 37°C±1°C. 

 

2.6.3.   Lecture: 

 
La présence d’une distorsion de la zone d’inhibition autour du disque d’imipénème au contact de la 

souche testée est interprétée comme un résultat positif après incubation pendant 18 h à 37°C. 

 

2.7.   Test àla cloxacilline(Naas,2003): 
 

2.7.1. Principe: 
 
 

La cloxacilline (Orbénine®), est un inhibiteur des céphalosporinases de la classe Cd’Ambler 

chromosomiques ou plasmidiques. En cas d’hyperproduction, les diamètres autour des disques de 

C3G très diminués peuvent masquer les images de synergies évocatrices de BLSE entre des disques 

de C3G et d’acide clavulanique. 

2.7.2.   Technique: 
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RéaliserunantibiogrammepardiffusionsurgéloseMuellerHintoncontenantdela cloxacilline àune 

concentrationfinalede250μg/ml; il faut dissoudre 0,25 g de Cloxacilline dans 25 ml d’eau 

distilléepourprépareruneconcentrationde10000μg/ml puisprocéder àune dilutionà 2500μg/ml. 

Mettre 2 ml de cette concentration avec 18 ml dumilieu Mueller-Hinton. 

 

2.7.3.   Lecture: 

La lecture se fait en comparant les boites de Pétri contenant une gélose Mueller-Hinton simple et 

celles contenant les géloses supplémentées de la cloxacilline. Le résultat positif est noté lorsqu’une 

augmentation des diamètres d’inhibition, d'au moins 8 mm autour des disques de céfotaxime 

CTX etcéftazidimeCAZ,estobservée. 

2.8. Transfert desplasmidespar conjugaison(Touati,2006): 
 

2.8.1. Principe: 

 
La conjugaison est le transfert d’un plasmide d’une cellule donatrice vers une autre réceptrice (K 

12). La sélection des transconjugants s’effectue en présence de 2 antibiotiques: l’un correspond à 

l’une des résistances transférées, l’autre à la résistance non transférable de la souche réceptrice. 

 

2.8.2. Technique: 
 
 EnsemencerlasoucheréceptricelaK12etlessouchesdonatricesen bouillon 

BHIBetincuber18à 24Hà 37°C±1°C; 

 Réaliserunmélange donatrice réceptrice dans un rapport1:10 afin d’obtimiser le 

contact; 

 Mélanger parinversion; 

 Incuber18à 24Hà 37°C±1°C; 

 Preparer les boites de selection; LasélectionaétéfaitesurMacConkey 

(18ml)additionnéde1ml decéfotaximeet1 ml de rifampicine à des concentrations finales de 16 

µg/ml et de 512  µg/ml respectivement; 

 Ensemencer parstrie lemélange sur unmilieude sélection; 

 Vérifierlasélectivitédesmilieuxdesélectionenensemençantlasouchedonatrice et 

lasouche réceptrice sur lamêmeboite; 

 Incuber  24Hà 37°C±1°C. 

 

2.8.3. Lecture: 
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Analyser lestransconjugantsen réalisantdesantibiogrammeset/oudesCMI. 

 

2.9. PCR: 

 

Préparation du milieu réactionnel: 

 

Le volume réactionnel final (25µl) est composé de : 12,5µl de quantitaq, 0,5µl d’amorce F, 0,5µl 

d’amorce R, 6,5µl d’eau ultra pure et 5µl d’ADN (1colonie pure + 200 µl d’eau ultra pure). 

 

Les étapes de la PCR: 

La réaction de polymérisation en chaine a été réalisée dans un thermocycleur pendant 3 heures où se 

déroule en trois étapes : 

▪ Première étape : 95˚C pendant 15min 

▪ Deuxième étape : 94˚C pendant 1 min 

          55˚C pendant 50 secondes 

          72˚C pendant  1min, 30 seconde 

▪ Troisième étape : 72˚C pendant 7min 

          4˚C jusqu'à la fin du temps 

 

Migration sur gel d’agarose : 

 

▪ Préparation du gel d’agarose avec1g d’agarose et 100mlde TBE0,5X et 200µl de BET ; 

▪ mettre le gel dans la cuve pour qu’il devient solide ; 

▪ Charger le premier puits avec 4µl de marqueur (Bench top pGEM DNA Markers-promega) 

et les autres puits avec 4µl des produits PCR ; 

▪Les produits d’amplification ont été visualisés après migration sur gel d’agarose. 
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1. Prélèvements: 
 
 

Durantlapérioded’étude allantde 15 avril à 23 mai 2013,83prélèvements (patientet 

environnement)ont été effectuésàpartir de deux services.44 prélèvements ontétéréalisés 

auniveauduservice de traumatologie et 39auniveaudu service de médecine interne (tableau 1). 

 
Parmiles83prélèvements,52sontissusdepatientsàpartirdedifférents 

sites.Tandisque31prélèvementsontétéeffectuésà partir de l’environnementhospitalier.  

 

Tableau1.Répartitiondes prélèvementsselonlesservicesetlessitesde prélèvement. 
 
 
 

 
 
 

Services 

  Nombredeprélèvements 

  Patients  
 

Environnement 

 
 

Total  

Plaie 
 

platre 
Sonde 

 

urinaire 

 
Catheter 

 
Divers 

 

Pus 
 

Nasale 

Traumatologie 11 4 5 8 0 1 1 14 44 

MI 0 0 6 4 5 3 4 17 39 

Total 11 4 11 12 5 4 5 31 83 

 
Diversprélèvement: rectal,peau, ongle, oroil. 
 
 

57.14% de souches de Klebsiella pneumoniae ont été isolées au niveau du service de traumatologie, 

alors que le taux d’isolement atteint au niveau du service de médecine interne est de 42.85% 

(Figure 8). 
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Figure 8. Répartition de Klebsiella pneumoniae en fonction des services. 

2. Identificationde souches: 

 

A/ Service de Traumatologie et Medecine Interne: 
 
 
14  souches de Klebsiella pneumoniaeont été identifiées,  parmi  un total de  96 bacilles à Gram 

négatif,avecunefréquenced’isolementde 14.58% (14/96), dont 5souchesontété 

isoléesàpartirdepatients avec9.61% (5/52)et9souches àpartirde l’environnementsoit  29.03%(9/31). 

 

 

Figure9. Fréquence d’isolement de Klebsiella pneumoniae. 

 

 57,14% 

 42,85% 

Traumatologie Medecine Interne

14.58% 

85.42% 

Klebsiella pneumoniae autres bacilles à Gram négatif



 

 

 

B/ Service de reanimation: 

La collection contient sept souches de Klebsiella pneumoniae. 

 

L’identification bactérienne est basée sur les caractères culturaux, morphologiques et 

biochimiques des espèces. Le milieu TSI présente une couleur jaune qui indique la fermentation 

du glucose, du lactose et /ou du saccharose par les bactéries, avec souvent production de gaz.  

 

 

 Avant                                     Après  

 

Figure10. TestTSI (résultat positif). 

 

L’identification par galerie API 20E permet de mettre en evidence les caractères biochimiques. 

Klebsiella pneumoniaese caractérise par la presence d’une uréase, l’absence d’ornithine 

décarboxylase et d’arginine  dihydrolase et par sa capacité à utiliser un grand nombre de glucides. 

 

 
Figure 11. Identification des souches de Klebsiellapneumoniae par galerie API 20E. 



 

 

 OnpG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA 

K.P + - + - + - + - - + - + + + + + 

 
Tableau2. Résultats de l’identification des souches de Klebsiella pneumoniae par le 

système API20 E. 

 

3. Résistance de Klebsiellapneumoniae aux antibiotiques : 

 

Toutes les souches de Klebsiella pneumoniae  ont été testées vis-à-vis de 14 molécules 

d’antibiotiques appartenant à 4 familles différentes dont 8 β-lactamines, 2 aminosides, 3 

quinolones et la colistine. 

Des faibles taux de résistance ont été obtenus pour l’aztréonam (19.04%), le céfotaxime,  la 

ceftazidime et  l’amoxicilline/acide clavulanique (23.8%).  

La céfoxitine présente une bonne activité sur les souches de Klebsiella pneumoniae avec une 

sensibilité totale. 

Une bonne activité de L’imipénème et l’ertapénème  à été remarquée avec une résistance de 

4.76%. 

Contrairement à l’amoxicilline qui reste inactive avec une résistance totale (100%) due à une 

résistance naturelle des souches à cet antibiotique. (Figure 12, Annexe 6). 

  

 

Figure12. Taux de résistance de Klebsiella pneumoniae aux β-lactamines. 
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Pour les aminosides, le taux le plus important a été observé pour la gentamicine (23.8%), suivi de 

l’amikacine (9.52%) 

Des faibles taux de résistance ont été obtenus pour norfloxacine, l’acide nalidixique et la 

ciprofloxacine (19.04%). 

Aucune résistance n’a été observée pour la colistine avec 100% de souches sensibles. 

 

 

Figure13.  Pourcentage de résistance de Klebsiella pneumoniae aux autres classes 

d’antibiotiques. 

 

3.1. Résistance des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau de service de 

traumatologie et médecine interne: 

 

Les souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du service de traumatologie et médecine 

interne présentent une résistance importante pour l’amoxicilline (100%), avec une sensibilité à 

toutes les céphalosporines de 2
ème

 et 3
ème

 génération.  

Aucune résistance n’a été observée pour les aminosides et les fluoroquinolones et la colistine avec 

100% de souches sensibles. 

 

3.2. Résistance des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau de service de 

réanimation: 

On rapporte généralement une augmentation des taux de résistance aux antibiotiques par rapport 

aux souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du service de médecine interne et 

traumatologie. 
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Les souches de Klebsiella pneumoniaeisolées à partir de service duréanimation du CHU de 

Tlemcenont montré une résistance à de nombreuses β-lactamines.Les taux de résistances étaient les 

suivants: amoxicilline (100%), amoxicilline/acide clavulanique (71.42%),  céfotaxime (71.42%), 

ceftazidime (71.42%), aztréonam (57.14%), Imipénème 14.28 et  Ertapénème 14.28%. 

Contrairement aux autres β- lactamines la céfoxitine présente une bonne activité sur toutes la 

collection des souches de Klebsiella pneumoniae étudiée avec (100%) de souches sensibles, 

 

 

 

 

 

Figure 14. Pourcentage de résistance de Klebsiella pneumoniaes aux β-lactamines au 

niveaude la réanimation. 

 

Pour ce qui est de la résistance aux aminosides, le taux le plus important a été observé pour la 

gentamicine (71.42%) suivi par l’amikacine (28.57 %). 

En ce qui concerne les quinolones, un taux de résistance moyen à été obtenu pour l’acide 

nalidixique, norfloxacine et ciprofloxacine avec  un pourcentage de 57.14%. 

Pour la colistine Aucune résistance n’est observée. 
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Figure 15. Pourcentage de résistance de Klebsiella pneumoniaes aux autres classes 

d’antibiotiques au niveau de la réanimation. 

 
4. Phénotypes de résistance: 

  
L’analyse phénotypique des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du service de 

réanimation est en faveur d’une production de β-lactamase à spectre étendu (BLSE) soit (71,42%), 

parmi ces souches, (28,57%) produisent également une céphalosporinase associée (BLSE + 

CASE). 

Le reste des souches (28.57%) ont présenté le phénotype sauvage. 

 

Figure 16. Répartition des phénotypes de résistance de Klebsiella pneumoniae aux β-

lactamines  au niveau de la réanimation. 

CASE : Céphalosporinase, BLSE : β-lactamases à spectre étendu. 
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Au sein des services, la répartition des phénotypes de résistance montre une grande différence. En 

effet, au niveau de service de réanimation, le taux d’isolement des souches présentant le phénotype 

BLSE est plus important par rapport aux autres phénotypes avec un pourcentage de 71.42 %. Alors 

qu’au niveau des  services de traumatologie et de médecine interne, toutes  les souches présentent 

le phénotype sauvage avec un pourcentage de 100 %. 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 17. La répartition des phénotypes de résistance en fonction des services. 

4.1. Phénotype sauvage: 

 Ce phénotype est observé chez toutes  les souches  de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du 

service de traumatologie et de médecine interne. 
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Figure18.  Phénotype sauvage. 

 

 

4.2. Phénotypes BLSE: 

La présence de phénotype BLSE a été confirmée par des images de synergie caractéristiques entre 

l’acide clavulanique et les céphalosporines de 3
ème

 générationet/ou l’aztréonam (figure 19). 

 

 

Figure19. Phénotype BLSE. 

 

4.3. Phénotype céphalosporinase associé a une β-lactamase à spectre étendu: 

L’observation phénotypique des souches a laissé supposer que deux souches (Kp2, Kp3) 

produisaient une céphalosporinase associée à une BLSE, mais sans qu’il y est d’images de 

synergie (Figure 17). Cela peut être due soit a leur expression à bas niveau, soit à l’existence de 

Amoxicilline 



 

 

mécanisme de résistance associé pouvant masquer leur expression, avec une hyperproduction de 

céphalosporinase. 

 

 

Figure 20. BLSE associée a une CASE. 

1: Sans cloxacilline, 2 :Avec cloxacilline. 

 

Tableau 3. CMI (en µg/ml) des souches d’entérobactéries vis-à-vis des molécules  

d’antibiotiques. 

Souches 

Antibiotiques 
Kp1 Kp2 Kp3 Kp7 

Céfoxitime <2 8 8 4 

Céfotaxime 128 ≥512 ≥ 512 256 

Céftazidime 16 ≥ 512 ≥ 512 64 

Céfepime 16 256 128 16 

Aztréonam 256 ≥ 512 ≥ 512 128 

Amikacine 8 64 32 8 

Ciprofloxacine 64 16 8 4 

 

4.4. Phénotype carbapénèmase : 

La recherche d’enzymes ayant une activité carbapénèmases a été systématique chez les souches 

résistantes et/ou de sensibilité réduite à l'imipénème. 

 Test de Hodge 

Le test de Hodge a permis de mettre en évidence l’enzyme à activité carbapénémase pour une 

souche de Klebsiella pneumoniae(Figure 21). 

1 2 



 

 

Un témoin positif correspondant à une souche de Pseudomonas aeruginosa productrice de métallo 

β-lactamase VIM-1 a été utilisé. 

 

Figure 21. Résultat négatif de test de Hodge. 

 

5. Conjugaison bactérienne: 

La conjugaison à été réalisée en utilisant comme souche réceptrice  la souche de référence  

Escherichia. coli K 12 résistante à la rifampicine et 5 souches de Klebsiella pneumoniae dont 3 

BLSE et 2 BLSE+CASE. Les transconjugants ont été sélectionnés sur gélose Mac Conkey 

contenant du céfotaxime et de la rifampicine à des concentrations finales de 16µg/mlet de 256 

µg/ml respectivement. 

La conjugaison a était négative pour  toutes les souches. 

 

6.  Détection par PCR des gènes de résistance : 

L’amplification par PCR  en utilisant des amorces spécifiques montrent que les BLSE exprimées 

sont de type TEM et SHV. 



 

 

 

Figure 22: Image de la migration des produits de PCR sur le gel d’agarose pour le 

gène TEM. 

M : marqueur de poids moléculaire ,1 : Klebsiella pneumoniae (contrôle positif) 

2 : contrôle négatif, 3: Kp3, 4: contrôle négatif 5 :Kp7, 10 : contrôle négatif 

 

 

 

Figure 23: Image de la migration des produits de PCR sur le gel d’agarose pour le 

gène SHV. 

M : marqueur de poids moléculaire ,1 : Klebsiella pneumoniae (contrôle positif) 

2 : contrôle négatif, 3: Kp3, 4: contrôle négatif 5 :Kp7, 10 : contrôle négatif 

 

 

 

 



 

 

Tableau 4.Caractéristiques des souches. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organisme Code Profil de 

résistance 

antibiotique 

blagene 

TEM SHV 

Klebsiella 

pneumoniae 

Kp 3 BLSE + + 

Klebsiella 

pneumoniae 

Kp 7 BLSE - + 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Durant les dernières décennies, Klebsiella.pneumoniaeest devenue une importante cause 

d’infectionsnosocomiales sévères et difficiles à traiter. Des épidémiessont causées par des souches 

résistantes à une large variétéd’antibiotiques, surtout en néonatalogie, médecine interneet soins 

intensifs.Le taux d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae dans notre étude est de 

(14.58%) 14 souches parmi un total de 96 bacilles à Gram négatif.  

Cette  valeur est supérieure à  celle retrouvée auniveau du C.H.UdeSidiBel Abbes(12.5%) 30 

souches parmi un total de 240 bacilles à Gram négatif (Souna, 2011). 

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une légère prédominance de  

Klebsiella pneumoniae au niveau du service de traumatologie (57.14%) par rapport au niveau du 

service de médecine interne(42.85%). 

Les résultats de notre étude montrent que la fréquence de la  résistance de Klebsiella pneumoniae  

à l’association amoxicilline-acide clavulanique était de l’ordre de 23,8 % qui correspond aux 

résultats obtenus par Ben Haj, Un taux beaucoup plus important a été retrouvé dans une étude 

marocaine (Ben Haj khalifa et al, 2010). 

 

Les premières observations de BLSE sont décrites en Europe et, rapidement après, aux États-Unis 

à partir de 1988 où une nouvelle résistance à la ceftazidime et à l’aztréonam a permis de retrouver 

une nouvelle β-lactamase à transmission plasmidique chez une Klebsiella pneumoniae.(Tlamçani 

et al, 2009) Dans cette étude, Le taux de résistance à  l’aztréonam et la ceftazidime soit (19.04%) 

et (23.8%) respectivement. 

Concernant Klebsiella pneumoniae, la résistance au cefotaxime est associée à la production 

d’enzyme β-lactamase de type CTX-M (Ben Achour et al, 2008). 

Dans notre étude la résistance  de Klebsiellapneumoniae aux céphalosporines de troisième 

génération (C3G) d’utilisation courante comme le céfotaxime est de 23.8% qui correspond aux 

résultats obtenus par Ben Haj (Ben Haj khalifa et al, 2010). Les niveaux de résistance étant 

considérés inférieurs à ceux observés au CHU de Constantine (Arafa et al, 2009). 

 

Les BLSE sont des enzymes à large spectre, Les gènes codant pour ces enzymes sont 

principalement situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons...), expliquant 

la rapidité de leur diffusion. Jusqu’à la fin des années1990, les entérobactéries productrices de 

BLSE étaient principalement des espèces dites «hospitalières», les souches de K. pneumoniae,  

 

productrices d’enzymes de type TEM et/ou SHV et diffusant de façon clonale entre patients 

hospitalisés (Grall et al, 2011). 



 

 

Les résultats de notre étude montrent que 23.8 % des souches de Klebsiella pneumoniae étudiées 

sont productrices de β-lactamase à  spectre élargi (BLSE). 

Cette valeur est nettement inférieure à celle retrouvée  auniveau du C.H.UdeSidiBel 

Abbes(Souna, 2011) (80%), se rapproche de celle obtenue en Espagne (20.8%) (Romero, 2007), 

et  en Europe (23 %) mais supérieure à celle rapportée au États-Unis (8 %) et Canada(5 %)  

(Winokur et al, 2001). 

Dans les années 1990, les principales BLSE étaient dérivées des enzymes de type TEM et SHV et 

diffusaient majoritairement au sein de clones hospitaliers de Klebsiella pneumoniae(Ruppé, 

2010). Dans notre étude la détection par PCR des gènes de résistance  montrent que les BLSE 

exprimées sont de type TEM et SHV. 

Au niveau des services de traumatologie et  de médecine interne toutes les souches appartenant au 

phénotype sauvage, donc sensibles à tous les antibiotiques utilisés à l’éxception des résistances 

naturelles (amoxicilline). Ces résultats sont très éloignés de ceux deConstantine rapportés dans 

une étudepar (Sekhri, 2011) qui rapportent une fréquence  de 62% de K.p BLSE au niveau du 

CHU de Constantine et  21.90 % de K.p BLSE au niveau de  service de médecine interne. Un taux 

de (04%)  de K.p BLSE a été retrouvé  au niveau de service de médecine interne du CHU 

tunisien(Elhani D et al, 2006). 

 

Le taux d’isolement des souches présentant le phénotype BLSE dans notre étude  est plus 

important en réanimation (71.42%) qu’en traumatologie et médecine interne.Cette  valeur est 

supérieure à  celle retrouvée auniveau de service de reanimation du C.H.Utunisien (47%)(Elhani 

D et al, 2006). 

Le service de réanimation reste le carrefour idéal pour la propagation des Klebsiella pneumoniae 

productrices de β-lactamases à spectre étendu (BLSE), ce qui est certainement la conséquence 

d’une utilisation abusive et non contrôlée des antibiotiques, ou encore le manque d'une détection 

rapide de ces K.p BLSE+, et de surcroît un manque d’hygiène, puisque la transmission est manu 

portée (Arafa et al, 2009). 

 

Il existe une fréquente association entre les déterminants génétiques de type qnr et ceux des BLSE, 

ce qui souligne la possibilité d’une co-selection de ses deux mécanismes de résistance 

plasmidique. Une étude menée en Espagne a évalué la prévalence des gènes Qnr chez 305 souches 

d’entérobactéries productrices de BLSE. Les résultats de cette étude ont révélé une prévalence de 

4,9% de l’association « Qnr-BLSE » (Ben Haj khalifa et al,2010). 



 

 

Une autre étude menée en Côte d’Ivoire a évalué la prévalence des gènes Qnr chez 151 souches 

d’entérobactéries productrices de BLSE. La prévalence de l’association « Qnr-BLSE » au cours de 

cette étude était de 27 % en moyenne pour l’ensemble des entérobactéries (Tlamçani et al, 2009). 

 

Dans notre étude, cinq souches multirésistantes ont été identifiées (BLSE + résistance aux FQ). 

Ces souches qui correspondent à 100 % (5/5) des Klebsielles pneumoniae productricesde β-

lactamase à spectre étendu étudiés sont suspectes d’être porteuses de plasmide codant pour les 

BLSE et pour la résistance aux fluoroquinolones. 

 

Les carbapénèmes représentent la dernière ligne de défense dans l’armement antimicrobien contre 

les infections sérieuses ou invasives (Arafa et al, 2009).Une bonne activité de L’imipénème et 

l’ertapénème  à été remarquée dans notre étude avec une résistance de 4.76%.  

Les carbapénèmes, derniers antibiotiques de la classe des β-lactamines, ont un très large spectre 

antibactérien et possèdent une grande stabilité vis-à-vis de la quasi-totalité des β-lactamases 

(Grall et al, 2011). 

Concernant les aminosides, on assiste à une résistance assez marquée pour la gentamicine avec 

23.8%, Cette valeur est inférieure à celle retrouvée  auniveau du C.H.UdeConstantine (69.23%). 

Par contre une bonne activité est enregistrée pour les fluoroquinolones qui marquent 0% de 

souches résistantes pour la ciprofloxacine(Sekhri, 2011).Dans notre étude le taux de résistance est 

de 19.04% pour la ciprofloxacine. 

Une excellente activité estenregistrée pour la colistine qui marque 0% de souches résistantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Les  infections à Klebsiella pneumoniae subsp pneumoniae et surtout à K.pneumoniae  

productrices de β-lactamases à spectre étendu (BLSE) représentent une cause importante de 

morbidité et de mortalité en milieu hospitalier. 

 

Le présent travail est effectué sur 21 souches de Klebsiella pneumoniaedont 14 souches isolées à 

partir du service de traumatologie et de medicine interne du CHU de Tlemcen entre 15 avrilà 23 

mai 2013et7 souches de Klebsiella pneumoniae, appartenant a la collection du laboratoire de 

microbiologie «Antibiotiques, Antifongiques: phisico-chimie, synthèse et activité biologique 

isolées à partir de service de réanimation du CHU de Tlemcen». 

 

La fréquence des souches multirésistantes au niveau du service de réanimation de notre CHU est 

importante. De plus, un grand nombre de ces souches ont présenté des phénotypes de résistance à 

une ou plusieurs familles d’antibiotiques en particulier les β-lactamines, les aminosides et  les 

quinolones. Par ailleurs l’imipénème reste la molécule la plus active. 

L’analyse phénotypique des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau de service de 

réanimation est en faveur d’une production de β-lactamase à spectre étendu (BLSE) soit (71,42%), 

parmi ces souches, (28,57%) produisent également une céphalosporinase associée (BLSE + 

CASE). 

 

D’après les résultats de notre étude, il apparait que les β-lactamines,  les aminosides, les 

quinolones et la colistine ont gardé globalement leur activité dans le traitement des infections à  

Klebsiella pneumoniae au niveau du service de traumatologie et de médecine interne. L’analyse 

des phénotypes de résistance à ces antibiotiques permet de mettre en évidence la prédominance du 

phénotype sauvage. 

 

La comparaison des résultats des trois services: médecine interne, traumatologie et réanimation, 

nous permet de dire que le  service de réanimation reste le carrefour idéal pour la propagation des 

K.pneumoniae productrices de β-lactamases à spectre étendu (BLSE) , ce qui est certainement la 

conséquence d’une utilisation abusive et non contrôlée des antibiotiques, le manque d'une 

détection rapide de ces souches et de surcroît un manque d’hygiène. 
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Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de la galerie 20E 

 

 
TABLEAUDE LECTURE 

 

 
 

 

TESTS 

 
COMPOSANTSA

CTIFS 

 

QTE 

(mg/c

up.) 

 
REACTIONS/ 

ENZYMES 

 

RESULTATS 

NEGATIF POSITIF 

 
ONPG 

2-nitrophényl-
ßD- 
galactopyranoside 

 
0,223 

ß-galactosidase 

(OrthoNitroPhényl-ßD- 

Galactopyranosidase) 

 

Incolore 
 

jaune(1

) 

ADH L-arginine 1,9 ArginineDiHydrolase Jaune rouge/ orangé(2) 

LDC L-lysine 1,9 LysineDéCarboxylase Jaune rouge/ orangé(2) 

ODC L-ornithine 1,9 OrnithineDéCarboxylase Jaune rouge/ orangé(2) 

CIT trisodiumcitrate 0,756 utilisationduCITrate vertpâle/ jaune bleu-vert/ bleu(3) 

H2S sodiumthiosulfate 0,075 productiond'H2S incolore/ grisâtre dépotnoir/ finliseré 

URE Urée 0,76 UREase Jaune rouge/ orangé(2) 

TDA  

L-tryptophane 
 

0,38 

 
TryptophaneDésAminase 

TDA/immédia

t Jaune marron-rougeâtre 
 
IND 

 
 

L-tryptophane 

 
 

0,19 

 

 
productiond’INDole 

JAMES/immédia

t 
Incolore 

vertpâle/ jaune 

rose 

 
VP 

 
 

sodiumpyruvate 

 
 

1,9 

 
productiond'acétoïne 

(VogesProskauer) 

VP1+VP2/10min 

incolore/ rosepale rose/ rouge(5) 

GEL 
Gelatin 
(originebovine) 0,6 Gélatinase(GELatine) nondiffusion diffusiondupigmentnoir 

 
GLU 

 
D-glucose 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(GLUcose)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune/ jaunegris 

 
MAN 

 
D-mannitol 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(MANnitol)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
INO 

 
Inositol 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(INOsitol)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
SOR 

 
D-sorbitol 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(SORbitol)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
RHA 

 
L-rhamnose 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(RHAmnose)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
SAC 

 
D-saccharose 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(SACcharose)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
MEL 

 
D-melibiose 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(MELibiose)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
AMY 

 
amygdaline 

 
0,57 

fermentation/ oxydation 

(AMYgdaline)(4) 

 
bleu/ bleu-vert 

 
jaune 

 
ARA 

 
L-arabinose 

 
1,9 

fermentation/ oxydation 

(ARAbinose)(4) 

 

bleu/ bleu-vert 
 

jaune 

 
 

(voirnoticedutestoxydase) 

 



 

 

Annexe2.Tableaud’identificationducatalogueanalytiqueAPI20E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 

 

Annexe3.Tableaud’identificationducatalogueanalytiqueAPI20E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 



 

 

Annexe4.TableaudesValeurscritiquesdesdiamètresdeszonesd’inhibitionetdesC

MIpourlesentérobactéries(CA-SFM,2010). 

 

 

Familles 
 

d’antibiotiques 

 
 

Antibiotiquestestés 

 

 
Signe 

 
Chargedes 

disques 

Concentrations 

critiques(mg/L) 

Diamètres 

critiques(mm) 

S R S R 

 Ampicilline AM 10 µg ≤4 >8 ≥19 <16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

β-lactamines 

Amoxicilline AMX 25μg ≤4 >8 ≥21 <16 

Amoxicilline+ 

Ac.clavulanique 

 

AMC 
 

20/10μg 
 

≤4/2 
 

>8/2 
 

≥21 
 

<16 

Ticarcilline TIC 75μg ≤8 16 ≥24 <22 

Ticarcilline+ 

Ac.clavulanique 

 

TCC 
 

75/10µg 
 

≤8/2 
 

>16/2 
 

≥24 
 

<22 

Pipéracilline PIP 75μg ≤8 >16 ≥20 <16 

Pipéracilline+ 

tazobactum 
TZP 75/10μg ≤8/4 >16/4 ≥21 <17 

Imipénème IPM 10μg ≤2 >8 ≥24 <17 

Aztréonam ATM 30µg ≤1 >8 ≥27 <21 

Céfalotine CF 30μg ≤ 8 >32 ≥18 <12 

Céfuroxime CXM 30µg ≤ 8 >8 ≥22 <22 

Céfoxitine FOX 30μg ≤8 >32 ≥22 <15 

Latamoxef MOX 30µg ≤4 >32 ≥23 <17 

Céfotaxime CTX 30μg ≤ 1 >2 ≥26 <23 

Céftriaxone CRO 30µg ≤ 1 >2 ≥26 <23 

Ceftazidime CAZ 30μg ≤1 >8 ≥26 <19 

Céfépime FEP 30μg ≤ 1 >8 ≥24 <17 

Cefpirome CPO 10µg ≤ 1 >8 ≥24 <17 

 
 
 

Aminosides 

Kanamycine K 30UI ≤ 8 >16 ≥17 <15 

Tobramycine TM 30μg ≤2 >4 ≥18 <16 

Amikacine AN 30μg ≤ 8 >16 ≥17 <15 

Gentamicine GM 15μg(10UI) ≤ 2 >4 ≥18 <16 

 
 

Quinolones 

Ac.nalidixique NA 30μg ≤8 >16 ≥20 <15 

Ofloxacine OFX 5μg ≤0.5 >1 ≥25 <22 

Ciprofloxacine CIP 5μg ≤0.5 >1 ≥25 <22 

 

 
Divers 

Colistine CS 50µg ≤ 2 >2 ≥15 <15 

Triméthoprime+ 

Sulfaméthoxazole 

 

SXT 
 

1,25/23,75μg 
 

≤2/38 
 

>4/76 
 

≥16 
 

<13 

 



 

 

 

 

Annexe5.Préparationdessolutionsd’antibiotiques(Courvalinetal.,1991) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Solutioninitiale 

(µg/ml) 

 

Solutionmère 
(ml) 

 

Eaudistillée 
(ml) 

 

Concentration 

obtenue(µg/ml) 

 

Concentrationfinale dans 

lemilieu (*µg/ml) 

5120 2 2 2560 256 

5120 1 3 1280 128 

5120 0,5 3,5 640 64 

5120 0,5 7,5 320 32 

320 2 2 160 16 

320 1 3 80 8 

320 0,5 3,5 40 4 

320 0,5 7,5 20 2 

20 2 2 10 1 

20 1 3 5 0,5 

20 0,5 3,5 2,5 0,25 

20 0,5 7,5 1,25 0,125 

1,25 2 2 0,6 0,06 



 

 

 

Annexe6.Résultatsd’antibiogramme. 
 
 

 
 

CODE 

 

AMX 

 

AMC 

 

CTX 

 

CAZ 

 

ERTA 

 

ATM 

 

IMP 

 

MECANISME 

 

FOX 

 

GN 

 

AK 

 

NA 

 

CIP 

 

NOR 

 

CS 

 

K1MI 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

 

 

S 

 

K2MI 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

R 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K3MI 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K4MI 

 

R 

 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

K5MI

E 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K6MI

E 

 

R 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K7 TE 

 

R 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K8 TE 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K9TE 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K10 

TE 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

K11 

TE 

 

R 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

 

S 

 

K12 

TE 

 

R 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

I 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K13 T 

 

R 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

S 

 

S 
 

phénotype sauvage 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

K14 T 

 

R 

 

S 

 

S 

 

I 

 

I 

 

I 

 

S 
 

phénotype sauvage  

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

I 

 

S 

 

K1MI: Klebsiella pneumoniae isolée à partir de medicine interne (patient). 

K 13 T: Klebsiella pneumoniae isolée à partir de traumatologie (patient). 

E : Environnement. 

 

 

 

 



 

 

 

Annexe6.Résultatsd’antibiogramme. 
 

 

 

CODE 

 

AMX 

 

AMC 

 

CTX 

 

CAZ 

E

RTA 

 

ATM 

 

IMP 

M

MECANISME 

 

FOX 

 

GN 

 

AK 

 

NA 

 

CIP 

 

NOR 

 

CS 

 

Kp1R 

 

R 

 

R 

 

 

 

R 

 

R 

 

S 

 

 R 

 

 S 

 

BLSE 
 

S 

 

R 

 

S 

 

  R 

 

R 

 

R 

 

 

 

 S 

 

KP2R 

 

R 

 

 R 

 

R 

 

R 

 

S 

 

 S 

 

 S 

 

CASE+BLSE 
 

S 

 

R 

 

 S 

 

  R 

 

  S 

 

S 

 

 S 

 

 

KP3R 

 

 

R 

 

R 

 

R 

 

R 

 

S 

 

R 

 

 S 

 

CASE+BLSE 
 

S 

 

R 

 

 R 

 

  R 

 

  R 

 

R 

 

 S 

 

 

KP4R 

 

R 

 

 

R 

 

R 

 

R 

 

R 

 

 R 

 

 R 

 

BLSE 
 

S 

 

R 

 

    R 

 

  R 

 

  R 

 

R 

 

 S 

 

KP5R 

 

R 

 

  S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

 S 

 

 S 

 

Phenotype sauvage 
 

S 

 

S 

 

  S  

 

  S 

 

  S 

 

S 

 

 S 

 

KP6R 

 

R 

 

  S 

 

S 

 

S 

 

S 

 

  S 

 

 S 

 

Phenotype sauvage 
 

S 

 

S 

 

     S 

 

  S 

 

  S 

 

S 

 

 S 

 

KP7R 

 

R 

 

  R 

 

R 

 

R 

 

S 

 

 R 

 

 S 

 

BLSE 
 

S 

 

R 

 

  S 

 

  S 

 

R 

 

R 

 

 S 

 

 

 

Kp 1 R: Klebsiella pneumoniae isolée à partir de Réanimation 
 

BLSE= β-lactamase à spectre élargi. 

Case = Céphalosporinase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 ملخص

 

عبم،حيثوجدنبأنّبلدراسبث 011 مضزةانخھبسیتاكخشفخمنذأكثزمنبكحيزيبھي Klebsiella pneumoniae 

. الخيأجزیخعليھباليومخبينأنھبعلىزأسبلجزاثيمبلمسؤولتعنأوبئتفيبلمسخشفيبحمسخعصيتوصعبتالعلاج  

-مينوشيدٲ2-بیحبلكحبمين8مضبدّحیوي)04استالحسبسيتلرفيھنهالد

عيِّنت حنحميلنوع 20ج علیقيِّم MFSACكينولونوكولیسحين(عنطزیقإنحشبزالأقزاصفيوسطھلاميوفقبلمعبییز3

epKnoeKppl lbeisbelK( 14.00:)٪خوذةمن المسحشفی الجبمعي بحلمسبن·نسبتالمقبومت عندھذه البكحيزيبحقدَّزب ٲم

 .  حجبرة (23.81)%   منحجت لleEFLB(ل A3G. نحبئجنب حظھزوجود خمست  سلالاثمن 23.8%للكینولونو ب:)

RAP  َّبيّنج  أن BLFE  Mمن نوعEE HFVو.  

 المفتاحية الکلمات:Klebsiellapneumoniae-حيويت‾مقبومت‾VHF‾ EEM ‾RAP  ‾BEFL.مضبدَّاث

 

Résumé 

 

Klebsiella pneumoniae est un pathogène opportuniste découvert depuis plus d’une centaine d’années. 

Aujourd’hui elle est le chef de file des germes responsables d’infections nosocomiales sévères et difficiles à 

traiter, des épidémies sont causées par des souches résistantes à une large variété d’antibiotiques. Dans cette 

étude, La sensibilité vis-à-vis de 14antibiotiques (8 β-lactamines, 2 aminosides, 3 quinolones et colistine) a 

été évaluée pour 21 souches de Klebsiella pneumoniae provenant du CHU de Tlemcen par la méthode de 

diffusion des disques en milieu gélosé, selon les normes du CA-SFM. La fréquence de la résistance chez 

cette espèce est estimée à 19.04% aux quinolones et 23.80% aux céphalosporines de troisième génération. 

Nos résultats montrent la présence de 5 souches de Klebsiellapneumoniae productrices de β-lactamases à 

spectre étendu (BLSE) soit 23.80%. L’amplification par PCR  en utilisant des amorces spécifiques montrent 

que les BLSE exprimées sont de type TEM et SHV. 

Mots clés:   Klebsiella pneumoniae-antibiotiques-résistance-BLSE- PCR-TEM-SHV. 

 

Abstract 

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen found in more than a hundred years. Today she is the 

leader of the germs responsible for severe nosocomial infections and difficult to treat, epidemics are caused 

by strains resistant to a wide variety of antibiotics. In the present work, The sensitivity to 14 antibiotics (8 β-

lactams, 2 aminoglycosides, 3 quinolones, and colistin) is evaluated for 21 strains of Klebsiellapneumoniae 

taken from Tlemcen CHU by the disk diffusion method in agar medium, according to CA-SFM.The 

frequency of Klebsiellapneumoniae resistance to quinolones was 19.04% and to third generation 

cephalosporins was 23.80%.  Five Klebsiellapneumoniae  strains were producing extended-spectrum β-

lactamase witch corresponds to 23.80%. The presence of (bla SHV) genes and (blaTEM)  was verified by 

polymerase chain reaction (PCR).  

 

Key words:Klebsiella pneumoniae – antibiotics – resistance - ESBL-bla SHV- blaTEM. 

 

 

 

 


