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Introduction 



Introduction 

L'infection en milieu hospitalier est connue depuis longtemps et, depuis l'utilisation de 

l'antibiothérapie elle a progressivement changé de visage et les cliniciens ont été confrontés à 

des infections à germes autrefois réputés non pathogènes ou saprophytes. Un des exemples le 

plus frappant pour illustrer ce propos est Klebsiellapneumoniae. 

L'augmentation à l'échelle mondiale de la résistance aux antibiotiques médiée par cette 

bactérie constitue une menace importante pour la santé publique. Au niveau national, et selon 

le réseau de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques (2011), sur 5922 

bactéries multi résistantes (toutes espèces confondues) isolées en milieu hospitalier, 57% des 

souches de K. pneumoniae sont résistantes aux 0-lactamines par production de 13-lactamases à 

spectre élargi (BLSE) (13éme  rapport d'évaluation de l'institut Pasteur d'Alger, 2011). 

K. pneumoniae est responsable d'infections diverses qui peuvent être à l'origine de 

bactériémie et surtout de septicémie de pronostic sévère, principalement chez les patients 

immunodéprimés (Melano et aL, 2003). Ce pathogène opportuniste est distribué dans tous les 

services hospitaliers surtout dans les unités de soins intensifs et de pneumologie (Baerwolf et 

al., 2002). Sa pathogénicité est liée à l'expression de plusieurs facteurs de virulence: capsule, 

adhésines et sidérophores (El Fertas-Aissani et al., 2012). 

Dans ce travail, nous nous sommes proposés de déterminer les profils de virulence et de 

résistance aux 13-lactamines d'une collection de souches cliniques de K. pneumoniae isolées à 

partir d'aspiration trachéale réalisées chez des malades intubés au niveau du service de 

réanimation du CHU de Tlemcen. 
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1. Klebsiella pneumoniae 

Kiebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui fait partie des espèces commensales, c'est-

à-dire des flores normales du sujet sain (Kariuki et al., 2007). Elle est fréquemment 

impliquée dans des infections sévères. De nombreuses épidémies nosocomiales causées par 

cette bactérie ont été décrites, notamment chez des patients hospitalisés dans des unités de 

soins intensifs adultes ou pédiatriques (Peùa et al., 2001). 

1.1. Classification 

Selon la classification de la 5éme  édition Américaine de Bergy's manuel, K pneumoniae 

appartient au Règne: Bactena; Embranchement: Proteobacteria; La classe: Gamma 

Proteobacteria; L'ordre: Enterobactériales; La famille: Enterobacteriaceae et le Genre: 

Klebseilla (Bergy's Manuel, 1994). 

1.2. Caractères bactériologiques et biochimiques 

K. pneumoniae est un bacille à Gram négatif de 0,3 à 1.im de diamètre sur 0,6 à 6.im de 

longueur, se présentant de manière isolée, ou groupé par deux ou en courtes chaines et 

présentant les caractères généraux de la famille des Enterobacteriaceae (Ayan, 2003; Jonas 

et aL, 2004). 

C'est une bactérie immobile, non sporulée, aero-anaérobie, ayant un métabolisme respiratoire, 

et fermentant le glucose avec production de gaz, oxydase négative, catalase positive, ODC 

négative, ADH négative, tryptophane désaminase et phénylalanine désaminase négative, 13-

glucoronidase négative, ne produisant pas d'hydrogène sulfuré et fermentant de nombreux 

sucres dont l'inositol (Jarlier et Nodmann, 2000 ; Nauciel, 2000). 

La majorité des souches de K. pneumoniae sont capsulées, mais environ 6% d'entre elles sont 

dépourvues de capsules. La culture dans les milieux contenant un sucre fermentescible 

favorise la formation d'une capsule. En revanche, la culture dans un bouillon blié à 5% 

favorise l'évolution vers des formes non capsulées. Au moins 77 antigènes K ont été décrits: 

les souches les plus souvent pathogènes pour l'homme et les animaux appartiennent au type 

capsulaire 1 et 2 et plus rarement 3 et 4 K (Struve et al., 2008). 
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1.3. Habitat 

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

effluents industriels, du sol, du bois, de végétaux divers et des aliments (Dong et aL, 2003). 

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 al., 2002). 

2. Pouvoir pathogène et facteurs de virulence 

En milieu hospitalier, K. pneumoniae est responsable d'infections diverses: (infections 

suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires, hépatiques intra-abdominales, bactériémies, 

septicémie,...) (Chung et aL, 1992; Podschum et al., 2000 ; Dong, 2003). En milieu 

communautaire, elle est responsable d'infections urinaires et respiratoires (Jarlier et al., 

2004). L'arthrite à K pneumoniae est rare mais elle peut détruire l'articulation provoquant un 

handicap définitif (Schelenz et aL, 2007). 

Classiquement, K. pneumoniae n'est pas considérée comme agent de toxi-infections 

alimentaires. Cependant; lors d'une toxi-infection alimentaire, une souche de K. pneumoniae 

du type capsulaire 15, a été capable de produire une exotoxine de type thermolabile (LT) et à 

été isolée de la viande et des selles des malades (Guiraud, 1998). 

Les profils de virulence selon l'origine clinique suggèrent un rôle des sidérophores: 

l'entérobactine dans les infections urinaires et yersiniabactines dans l'invasivité. Les fimbriae 

Fi et F3, la capsule, la résistance au sérum et le biofilm, sembles être à la base de la 

pathogénicité classique de K. pneumoniae (El Fertas-Aissani et aL, 2012). 

2.1. Les sidérophores 

Le fer joue un rôle essentiel dans la croissance et la multiplication bactérienne et la majorité 

des bactéries pathogènes ont développé des systèmes de captation du fer. Les souches de K. 

pneumoniae sont aptes à synthétiser trois sidérophores: enterobactine, aerobactine et 

yersiniabactine (Fauchère et Avril, 2002). 

La grande majorité des souches synthétise de l'entérobactine, un sidérophore codé par le gène 

entB. Son expression favorise le développement et la maturation du biofiim (May et al., 

2011). Dans le sérum, l'entérobactine est inactivé par l'albumine et les IgA. Cependant, il 

semble être un facteur de virulence important dans les infections urinaires (Euzéby, 2004). 

L'aérobactine, un sidérophore hydroxamate, est un important déterminant de la virulence 

de K. pneumoniae (Yu et al., 2007). Les gènes codant pour la synthèse de ce sidérophore, 
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sont présents sur un plasmide de 180kb. L'introduction de ce plasmide dans une souche qui en 

est dépourvue permet d'augmenter la virulence d'un facteur 100. Parmi les souches 

produisant de I'aérobactine, certaines synthétisent également de la yersiniabactine, un 

sidérophore codé par le gene ybtS (Lai et al., 2000). 

2.2. Les fimbriae 

La capacité d'adhésion de K. pneumoniae aux structures de son hôte est essentielle pour le 

développement de l'infection. Cependant peu d'études ont examiné l'influence des facteurs 

d'adhésion sur la virulence de cette bactérie (Di-Martino et al., 1999; Podschun et al., 

2000). K pneumoniae peut produire des fimbriae de type 1 qui semblent impliqués dans 

l'attachement aux cellules ciliées de l'appareil respiratoire et aux cellules vésicales (Di-

Martino et aL, 1999). Ils sont impliqués, dans une certaine mesure, dans la formation de 

biofilm (Et Fertas-Aissani et aL, 2012). K. pneumoniae peut également produire des fimbriae 

de type 3 qui permettrent l'adhérence à différentes structures de tissus humains (rein, poumon, 

vessie ...). Ces fimbriae sont de puissants promoteurs de la formation de biofiim sur des 

surfaces biotiques et abiotiques. Ils ont par conséquent, un rôle dans les infections 

nosocomiales due au biofilm, en particulier chez les patients immunodéprimés (Schroll et aL, 

2010). Les gènesfimH et mrkD codent pour les fimbriae de type I et de type 3 respectivement 

(Podschun et aL, 1998). 

2.3. La capsule 

Selon la spécificité des polysaccharides capsulaires, l'antigène K détermine 77 sérotypes 

distincts et différentes études de Taiwan révèlent que le sérotype K 1 est prédominant dans les 

abcès hépatiques (Keynan et al., 2007). L'hyperglycémie semble constituer un facteur 

favorisant la formation de la capsule et donc la virulence du germe (Lu et al., 2002). Divers 

gènes pathogènes, rmpA (regulator of the mucoid phenotype A) et magA (mucoviscosity-

associated gene A) rapportés par des auteurs taiwanais associent la virulence des souches au 

phénotype d'hypermucoviscosité. En effet, la corrélation entre le gène magA et le sérotype 

capsulaire a été étudiée: au Maroc, 134 isolats de K. pneumoniae portant le gène magA, issus 

d'abcès du foie, appartenaient tous au sérotype Ki. En revanche, aucun des sérotypes non K1 

n'était porteur de ce gène, suggérant que celui-ci est associé au gène du polysaccharide 

capsulaire de sérotype KI, constituant ainsi un important facteur de virulence (Keynan et al., 

2007). 
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2.4. Les chaines polysaccharidiques terminales (chaines O spécifiques) du 

lipopolysaccha ride 

Les chaines polysaccharidiques terminales (chaines O spécifiques) du lipopolysacchande 

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

spécifiques. Comme chez de nombreuses entérobactéries, le lipide A (endotoxine) est doué de 

propriétés toxiques (Di-Martino et aL, 2003 ; Hansen et aL, 2003). 

3. Résistance aux 13-lactamines 

3.1. Les 13-tactamines 

3.1.1. Définition et mécanisme d'action 

Les fi-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique courante 

(Rodriguez-Villalobos et aL, 2006). Du fait de leur diversité, faible toxicité, activité 

bactéricide et large spectre d'action, les fi-lactamines sont parmi les antibiotiques les plus 

utilisés dans les traitements des infections causées par les Enterobacteriaceac (Bonnet, 2006). 

Elles ont en commun un noyau 13-lactam, elles présentent une analogie structurale avec la 

terminaison D-Ala-D-Ala du précurseur du peptidoglycane. Elles se fixent de manière 

covalente sur des protéines membranaires, appelées protéines de liaison à la pénicilline (PLP). 

Ces protéines sont des enzymes impliqués dans la phase finale de la synthèse du 

peptidoglycane, c'est-à-dire l'étape de polymérisation à partir de sous unité faites d'un 

disacchande-peptide (Bonnet, 2006). 

3.1.2. Classification 

Les 13-lactamines, qu'elles soient naturelles ou produites par hémisynthèse, sont classées en 

fonction de la nature du noyau entrant dans leur structure de base (Soussy et aL. 2000). On 

distingue: les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénèmes, les monobactames ainsi 

que les inhibiteurs des 13-lactamases (Dabernat, 1995). 

1. Les pénicillines (ou pénames) 

Il s'agit d'une vaste famille de produits ayant en commun le noyau péname qui est caractérisé 

par un pentacycle saturé associé au noyau 13-lactam. Les produits de ce groupe se distinguent 

par la nature du radical fixé sur le carbone en position 6 (Cavallo et aL, 2004). 
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Ils se répartissent en cinq principaux sous groupes: 

•:• La pénicilline G et ses dérivés; 

•:• Les pénicillines antistaphylococciques (pénicillines M); 

•• Les pénicillines à large spectre regroupant l'ampicilline et apparentés ainsi que les 

pénicillines anti-pseudomonas; 

. Les amidinopénicillines; 

•:• Les pénicillines sulfones (Cavallo el aL, 2004). 

2. Les céphalosporines 

Le noyau centrai céphème associe un cycle 13-lactam à un cycle dihydrothiazine (en position I 

on trouve un atome de soufre). Les substitutions du radical Ri en position 7 modifient les 

propriétés antibactériennes et la stabilité de la molécule (Cavallo et aL, 2004). 

Elles sont subdivisées en quatre groupes: 

•:• Les céphalosporines de première génération : Céfalotine, Céfazoline, Céfaloridine. 

• Les céphalosporines de deuxième génération: Céfoxitine, Céfamandole, Céfuxine, 

Céfotétan. 

• Les céphalosporines de troisième génération: Céfotaxime, Ceftazidime, 

Ceftriaxone. 

+ Les céphalosporines de quatrième génération : Céfepime, Cefpirome. 

3. Les carbapénèmes 

Ils sont caractérisés par un noyau pénème et dérivent de la thiénamycine, produite 

naturellement par Streptomyces cattleya. L'atome de soufre du pentacycle péname est 

remplacé par un atome de carbone pour donner un noyau pénème. Elles sont subdivisées en 

quatre groupes : Imipénème, méropénème, donpénème et ertapénème (Cavallo et aL, 2004). 

4. Les monobactames 

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

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

M. 
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5. Les inhibiteurs des B-lactamases 

Se sont des pénames sans activité antibiotique notable; ils se fixent de façon irréversible aux 

B-lactamases bactériennes ce qui protège les 13-lactamines de l'inactivation et les rend 

efficaces sur des bactéries productrices de fi-lactamases. Ces inhibiteurs sont: 

Acide clavulanique. 

+ Sulbactam. 

•. Tazobactam (Cavallo et al., 2004). 

3.2. Mécanismes de résistance aux fi-lactamines 

3.2.1. Mécanismes non enzymatiques 

Les mécanismes non enzymatiques peuvent être regroupés en deux grands types de 

mécanismes: diminution de la perméabilité, et l'expression des pompes d'efflux (Euzéby, 

2008). 

Diminution de la perméabilité 

Pour atteindre leurs cibles situées à la surface de la membrane cytoplasmique, les 13-

lactamines doivent diffuser aux travers des canaux spécialisés appelés ponnes. La diffusion 

est en fonction de la charge, la masse moléculaire et la polarité des molécules. Les B-

lactamines touchées diffèrent selon la porine. La perte de porine provoque l'augmentation des 

concentrations minimales inhibitrices de certaines B-lactamines comme cela à été mis en 

évidence chez K. pneumoniae (Nicaido, 2000). La diminution de la perméabilité résulte 

souvent d'une mutation affectant la structure des porines ou diminuant la synthèse des porines 

(Pleïsiat et Zhha-Zarifi, 1996; Fauchère et Avril, 2002). 

)- Les pompes à efflux 

Les systèmes d'efflux sont constitués de protéines particulières, jouant le rôle de pompes 

utilisant une force protons motrice pour expulser l'antibiotique dés qu'il apparait dans la 

bactérie. Des mutations dans les régions régulatrices des opérons des systèmes d'efflux 

peuvent conduire à une surexpression des systèmes d'efflux associée ou non à une perte de 

porines, et conférer une multirésistance aux antibiotiques (Poole, 2004). 

3.2.2. Mécanismes enzymatiques 

La résistance aux 13-lactamines est due principalement à la production d'enzymes (B-

lactamases) capables d'hydrolyser l'anneau 13-lactam commun à cette classe d'antibiotique 

(pénicillines, céphalosporines, monobactams, carbapénèmes) (Rodriguez et al., 2006). 
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Les 13-lactamases sont des enzymes, constitutionnelles ou acquises, produites par les bactéries. 

Leur activité enzymatique provoque l'ouverture du cycle 13-lactam et crée un intermédiaire 

acyl-enzyme instable qui est ensuite dégradé en un acide inactif (Vodovar et aL, 2012). 

La classification la plus couramment utilisée pour « classer » les 13-lactamases est celle 

d'Ambler (Ambler et aI., 1980). Elle est basée sur la séquence peptidique du site 

enzymatique et distingue quatre classes (Ambler et al., 1980). La classe A correspond aux 

« pénicillinases » inhibées par l'acide clavulanique; la classe B correspond aux « métallo-13-

lactamases » et peuvent hydrolyser les carbapénèmes, inhibées par l'acide éthylène diamine 

tétra-acétique (EDTA) et contient des enzymes comportant deux atomes de zinc au site actif 

(Nordmann et aL, 2002) ; la classe C regroupe les «céphalosporinases » non inhibées par 

l'acide clavulanique, sont codées par des gènes chromosomiques ou plasmidiques, le gène 

ampC constitutif est absent chez K. pneumoniae; la classe D correspond aux «oxacillinases» 

de sensibilité variable à l'acide clavulanique. Les enzymes des classes A, C, et D sont des 

sérines-enzymes (Bush et al., 1995). 

K pneumoniae est naturellement résistante aux amino-pénicillines et carboxypénicilline en 

raison de la production d'une pénicillinase naturelle de classe A (SI-IV-I). 

Les céphalosporinases (classe C), correspondaient jusqu'à une période récente à des enzymes 

chromosomiques, spécifiques d'espèce. Ce type d'enzyme lors d'hyperproduction (mutation 

d'un gène du métabolisme du peptidoglycane, ampD) conduit a un phénotype de résistance 

plus étendu ou large que celui d'une BLSE. Car, outre la résistance aux C3G, émerge celle 

vis-à-vis des céphamycines (céfoxitine, céfotetan) et celle aux associations avec les 

inhibiteurs tel l'acide clavulanique (Papanicolaou et al., 1990). Ce n'est que vers 1988, que 

sont apparues aux Etats-Unis et en Europe, les premières souches cliniques de Kiebsiella sp. 

(K pneumoniae, K oxytoca) présentant un phénotype de résistance de type céphalosporines 

alors qu'elles n'en produisent pas naturellement (Philippon et al., 2002). La découverte de 

"céphalosporinases plasmidiques" originaires d'enterobacteries naturellement productrices, a 

été une nouvelle étape de la résistance acquise aux antibiotiques (C3G en particulier) par 

mobilisation de gènes chromosomiques (Philippon et aL, 2002). 

Les BLSE sont des 13-lactamases qui appartiennent en majorité à la classe A de la 

classification d'Ambler (Paterson et aL, 2005). Les BLSE confèrent habituellement aux 

bactéries un phénotype de résistance aux pénicillines, aux céphalosporines de première, 

deuxième et troisième génération ainsi qu'au céfépime et à l'aztréonam. Elles sont inhibées 

par l'acide clavulanique. A l'inverse, elles ne confèrent pas de résistance vis-à-vis des 

céphamycines ou des carbapénèmes (Paterson et aL, 2005). 
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Les BLSE sont principalement identifiées dans des souches de K. pneumoniae en milieu 

hospitalier. Ces BLSE dérivaient des pénicillinases à spectre restreint TEM-1 et SHV-1 dont 

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

niveau du site actif de l'enzyme (Carr& et al, 2011) ; en revanche les BLSE de type CTX-M 

retrouvées dans les entérobactéries dérivent des B-lactamases chromosomiques d'espèces du 

genre Kluyvera (Ruppé, 2010). La dissémination de ces enzymes et en particulier du variant 

CTX-M-15 concerne l'ensemble des Entérobactéries, notamment K. pneumoniae (Paterson et 

al, 2003). Le CTX-M-15 confère une forte résistance au céfotaxime et a l'aztréonam et il est 

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

plasmides conjugatifs associant plusieurs autres déterminants de résistance aux antibiotiques 

(Carrêr et al, 2001). 

La résistance aux carbapénèmes chez K. pneumoniae est due principalement à la production 

de 13-lactamases de classe A (KPC) (Chevet et al, 2012). Ces enzymes sont principalement 

présents chez K. pneumoniae avec un support plasmidique (Nordmann et al, 2009). La 

première souche exprimant KPC (KPC-2) fut une souche de K. pneumoniae, identifiée en 

1996 en Caroline du Nord aux Etats-Unis. Les KPC-2 hydrolysent toutes les 13-lactamines et 

leur activité est partiellement inhibée par l'acide clavulanique (Nordmann et al, 2009). 

La métallo-f3-lactamase NDM-1 (New Dehli métallo-3-lactamase) 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 pélèvement urinaire 

(Yong et al, 2009). 

Les métallo-3-lactamases de type VIM ont été identifiés dans différent pays dont la source 

principale est K pneumoniae. Le groupe VIM comprend 23 variants dont les principaux 

représentants sont VIM-1, VIM-2, et VIM-7 (Spyros et al, 2010). Ils sont généralement 

portés par des intégrons localisés sur des plasmides conjugatifs (Queenan et al., 2007; 

Vatopolous et al, 2008). 

La carbapénèmase de classe D, OXA-48, a été décrite tout d'abord chez K pneumoniae en 

Turquie il y a une dizaine d'années (Carrer et al, 2010). Cette B-lactamase hydrolyse les 

carbapénèmes plus faiblement que KPC et n'hydrolyse pas les céphalosprines de troisième 

génération. Son activité n'est pas inhibée par l'acide clavulanique (Uzun et al, 2008). 

OXA-48 est souvent associée à d'autres 13-lactamases, en particulier des BLSEs, ce qui 

contribue à la multirésistance des souches (Carrer et al, 2010; Giilmez et al., 2010). En 

l'absence d'autres 13-lactamases, les souches qui ne produisent que OXA-48 peuvent ne 

présenter qu'une légère diminution de la sensibilité aux carbapénèmes (Aktas et al, 2008). 
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Matériels et méthodes 

1. Souches bactériennes 

Dix souches de Kiebsiella pneumoniae isolées à partir d'aspiration trachéale réalisées chez 

des malades intubés au niveau du service de réanimation du CHU de Tlemcen ont fait l'objet 

de ce travail. 

2. Isolement et purification 

L'isolement est effectué par ensemencement sur gélose Mac Conkey. Les colonies sont 

repérées selon leurs aspects morphologiques et la purification se fait par passages successifs 

sur bouillon nutritif et gélose Mac Conkey jusqu'à obtention de souches pures. 

3. Identification 

L'identification des souches de K. pneumoniae est réalisée par galerie API 20 E qui est un 

système standardisé pour l'identification des entérobactéries et autres bacilles à Gram négatif. 

La galerie API comporte 20 microtubes contentent des substrats déshydratés qui sont inoculés 

avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la période d'incubation se 

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

Technique 

- Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et remplir les alvéoles avec le l'eau 

distillée pour créer une atmosphère humide; 

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite; 

- Déposer la galerie dans la boite d'incubation; 

- Réaliser une suspension bactérienne dans 5 ml d'eau physiologique, en prélevant une 

colonie bien isolée; 

- Remplir tubes et cupules et tests CIT, VP et GEL avec la suspension bactérienne; 

- Remplir uniquement les tubes des autres tests; 

- Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, UIRE en remplissant leurs 

cupules d'huile de paraffine; 

- Refermer la boite d'incubation; 

- Incuber à 37°C pendant 18 à 24h; 

La lecture de la galerie est réalisée en se référant au tableau de lecture (Annexel) (Annexe2), 

ou avec un logiciel (API web®), noter sur la surface de résultats toutes les réactions 

spontanées puis révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs (TDA, IND, VP). 
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Matériels et méthodes 

4. Antibiogramme 

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 où elles rencontrent une concentration d'antibiotique suffisante 

qui inhibe leur croissance (CA-SFM, 2013). 

Technique 

- Préparer un inoculum bactérien en ensemençant 5 ml d'eau physiologique à partir d'une 

colonie de la souche à tester isolée sur milieu non sélectif; 

- Ajuster la densité par spectrophotomètre afin d'obtenir une culture bactérienne de 0,08 à 0,1 

à une longueur d'onde de 625 nm équivalent à 0,5 McFarland. Ceci correspond à une 

suspension bactérienne de 108  UFC/ml; 

- A partir de cette culture, réaliser une dilution au 1/100 dans l'eau physiologique; 

- A l'aide d'un écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré contre la 

paroi interne du tube, réaliser des stries serrées à la surface d'une boite de Pétrie 

préalablement coulée avec 20 ml de gélose Mueller-Hinton. Répéter l'opération deux fois en 

tournant la boute 60° et tournant l'écouvillon sur lui-même; 

- Déposer les disques d'antibiotiques à tester à l'aide d'un distributeur ou d'une pince stérile. 

- Incuber pendant 18 à 24h à 37°C; 

Les antibiotiques utilisés sont les suivants: Imipeneme / Céfoxitine / Cefalotine / 

Ampicilline / Ticarcilline / Ceftriaxone / Céftazidime. 

Après 24 heures d'incubation à 37°C, on mesure les diamètres des zones d'inhibition et on 

détermine le caractère Sensible, Résistante ou Intermédiaire de la souche à étudier en se 

référant aux valeurs critiques publiées par le (CA-SFM, 2013) (Annexe 3). 

5. Détection de la capsule 

La capsule est mise en évidence par microscope optique sur un état frais à l'encre de chine, 

qui est une suspension de particules noires de carbone. Les particules noires ne pénètrent pas 

dans la capsule entourant la bactérie : elle apparaîtra alors comme un halo clair autour des 

bactéries. 
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> Technique 

- Déposer une goutte de suspension bactérienne sur une lame; 

- Déposer à côté de la suspension une petite goutte d'encre de Chine; 

- Déposer la lamelle: on réalise ainsi le mélange des deux gouttes; 

- Observer au microscope optique à l'objectif 40. 
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Résultats et discussion 

1. Identification 

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

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

d'aspiration trachéale réalisées chez des malades intubés au niveau du service de réanimation 

du CHU de Tlemcen. 

t 	 .*4t 
.- 4. 

CE 
6itbpi ' 20 E 	

- - 	 - 	 - 

Figure 1: Identification d'une souche de Kiebsiella pneumoniae par galerie Api 20 E 

2. Résistance aux 0-lactamines 

L'évaluation de la sensibilité des antibiotiques à l'hôpital est une phase primordiale, elle 

oriente le choix des traitements obsolète et permet de réduire la pression de sélection exercée 

par les antibiotiques (Cavallo et al., 2004). Les 3-lactamines sont les antibiotiques de premier 

choix pour le traitement des infections à K. pneumoniae (Hussein et aL, 2007). 

Les résultats de l'antibiogramme réalisé vis-à-vis des molécules de 13-lactamines ont révélés 

que toutes les souches étudiées étaient résistantes à l'ampicilline, à la ticarcilline et aux 

céphalosporines: céphalotine, céftnaxone et ceftazidime (Fig.2). La résistance aux 

pénicillines et aux céphalosporines de première génération (céphalotine) chez les souches de 

K. pneumoniae est due à la production naturelle de leur pénicillinase chromosomique (Arafa 

et aL, 2009). La résistance à la ceflazidime et à la céftriaxone peut être due à l'association 

des mécanismes pénicillinase plus imperméabilité membranaire (Rice et al., 2000) ou à la 

production d'une 13-lactama,ses à spectre élargi (Vodovar et aL, 2012). La production de 

BLSE de type CTX-M a déjà été rapportée chez les souches de K. pneumoniae à l'hôpital de 

Tlemcen (Baba Ahmed et aL, 2012). 
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Résultats et discussion 

Toutes les souches étaient sensibles à la céfoxitine et à l'imipénème (Fig.2). Ces résultats 

suggèrent que les souches étudiées n'hébergeaient ni de céphalosporinases plasmidiques ni de 

carbapénémases. 

Figure 2 : Antibiogramme d'une souche de Klebsiellapneumoniae 

3. Virulence 

La recherche de la capsule s'est révélée positive pour l'ensemble des souches testées. La 

capsule constitue un important facteur de virulence car elle protège la bactérie de la 

phagocytose et donc la virulence du germe (Lu et al., 2002). 

Chez K. pneumoniae, la présence d'une capsule peut freiner ou inhiber la production de 

fimbriae et d'adhésines, et elle exprime généralement 2 types d'antigènes sur leur surface 

cellulaire. Le premier est un lipopolysaccharide (antigène O); l'autre est un polysaccharide 

capsulaire (antigène K). Ces deux antigènes contribuent à la pathogénicité (Sikarwar et al., 

2011). 

Les bactéries à gram négatif, quand elles sont capsulées semblent moins capables de produire 

des biofilm, et moins capable d'adhérer aux cellules-cibles de l'hôte (Sahly et aL, 2000). 
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Conclusion 

Ce travail à été réalisé sur une collection de dix souches cliniques de K pneumoniae isolées 

de sondes d'aspiration trachéales chez des malades intubés au niveau du service de 

réanimation du CHU de Tlemcen. 

K pneumoniae est un pathogène opportuniste distribué dans tous les services hospitaliers 

surtout dans les unités de soins intensifs. 

L'étude ressort deux principaux points qui sont les suivants: 

v' Toutes les souches de K. pneumoniae étudiées étaient sensibles à l'Imipinème et à la 

Cefoxitine. Ces molécules demeurent efficaces contre les infections à K pneumoniae. 

y' La pathogénicité de cette bactérie est liée à l'expression de plusieurs facteurs de 

virulence dont la capsule, présente chez toutes les souches étudiées, qui protège la 

bactérie de la phagocytose et donc la virulence du germe. 

Enfin, la surveillance régulière de la résistance aux antibiotiques et la connaissance de 

l'écologie bactérienne de chaque service sont indispensables pour définir des stratégies 

thérapeutiques efficaces, limiter l'émergence et la diffusion des souches multirésistantes et 

préserver les molécules les plus actives. 
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Annexe I 

Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api 20E: 

Tests Substrat Caractère recherché RèsWtats 
Négatif Positif 

ONPG Oilho-nitro-phenvl- 
galactoside 

Beta-galactosidase 
____________  

incolore Jaune 

ADH Arginine Argininedihydrolase Jaune Rougeorangé 
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé 
ODC Ornithine Omithine décarbox4ase Jaune Rouge!orangé 
CII Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert p1ej aune Bleu-veP'eP 
111S Ibiosulfate de sodium Production d'H1S 1ncolore.gnstre Dépôt noir; fin liseré 
lIRE Urée Uréase Jaune Rouge'orangé 
IDA Tl3ptophane Tryptophane désaininase TDA Immédiat 

jaune I_Marron foncé 
IND Tryptophane Production d'indole IN) 2 mu. maxi 

jaune 1 	Anneau rouge 
VP Pynivate de sodium Production dacétoine VP I + VP 2 / 10 mn 

incolore Rosé-rouge 
GEL Gélatine deKohn Gdatinase Non diffusion Diffiisiondii 

pigment noir 
GLt Glucose Fenentation.toxydation Blewbleu-vert Jaune 
MAN Mannitol Fennentation'oxydation Blewbleu-veil Jaune 
INO Inositol F1enIatioabx)ation Bleubleu-vert Jaune 
SOR Sorbitol Fennentationoxydation Bleubleu-vert Jaune 
RHA Rhamnose Femientationoxydation Bleuibleu-veil Jaune 
SAC Saccharose Fermentation/oxydation Bleubleu-vei1 Jaune 
LEL Melibiose Fennentationioxvdation Bleubleu-vert Jaune 

AXLY Anivgdaline Femientationoxydation Bleubleu-veii Jaune 
ARA Arabinose Fennentationioxydation Bleuibku-veil Jaune 
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Tableau de lecture de la galerie Api 20E: 
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Annexe 3 

Tableau des concentrations, diamètres critiques et règles de lecture interprétative pour 

Enterobacteriaeae: 
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Annexe 4 

Résultat de l'antibiogramme pour les souches de Klebsiellapneumoniae: 

FOX IMP AMP KF TIC CR0 CAZ 

Kp24T I S R R R R R 

Kp35T S S R S R S I 

Kp36T S S R R R R R 

Kp37T S S R S R S R 

Kp4OT S S R R R R R 

Kp43T S S R R R R R 

Kp47T S S R S R S R 

Kp48T S S R S R S R 
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Annexe 5 

• Composition des milieux utilisés: 

V Bouillon nutritif 

• Peptone 

• Extrait de viande 

• Extrait de levures 

• pH 6,8-7,6 

V Eau physiologique stérile 

• Eau distillée 

• NaCI 

V Gélose Mac Conkey 

• Peptone 

• Lactose 

• Sels biliaires 

• Cristal violet 

• Rouge neutre 

• Chlorure de sodium 

• Agar 

• pH 7,1 

V Gélose nutritive 

• Extrait de viande 

• Extrait de levure 

• Peptone 

• NaC1 

• Agar 

• pH 7,4 

V Mueller-Hinton 

• Solide perfusion Boeuf 

• Amidon 

• Casien hydrolysat 

• Agar 

I 5g/L 

lOg/L 

2 g/L 

IL 

9g 

20g/L 

lOg/L 

1,5 gIL 

O,OOlg/L 

0,05 gIL 

5g/L 

15 gTL 

lg(L 

2g(L 

5g/L 

5g/L 

l5gIL 

2g/L 

1,5 g/L 

17,5 g/L 

17 g/L 
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Résumé 

La présence étude visait à détecter les facteurs de virulence et de résistance aux B-lactamines 
des souches cliniques de Kiebsiella pneumoniae isolées des prélèvements à partir des sondes 
d'aspiration trachéale. Au totale, 10 souches de K. pneumoniae ont été isolées, identifiées, et 	- 
testés leurs résistances vis-à-vis de 7 antibiotiques (B-Iactamine). Les antibiotiques qui 
présentent le plus d'efficacité sont: Imipenème et Cefoxitine. La résistance a l'Ampiciline et 
Ticarcilline (100%), Cefalotine (90%) et Ceftnaxone (50%). Les résultats sont positifs pour 
la présence d'un facteur de virulence qui est la capsule où elle apparait comme un halo clair 
autour des bactéries. Enfin, la surveillance régulière des mécanismes de résistance est 
indispensable pour définir des stratégies préventifs et l'usage plus réactionnel des 	- 
antibiotiques. 

Mots clés : Kiebsiella pneumoniae, virulence, résistance, fi-lactamines. 

Abstract 

The aim of this study was to detect the factors of virulence and resistance in B-lactamines of 
strains of Kiebsiella pneumoniae isolated from the probes of tracheal inhalation speciments. 
In all, 10 strains of Klebsiellapneumoniae were isoleted, identified, and tested their resistance 
towards 7 antibiotics (13-lactamine). Antibiotics that are most effectiv: are imipineme and 
Cefoxitine. The resistance has Ampiciline and Ticarcilline (100 %), Cefalotine (90 %) and 
Cefiriaxone (50 %). The results are positive for the presence of a factor of virulence which is 
the capsule where she appears as a clear halo around bacteria. Finaily, regular monitoring of 
mechanisms is essential to define a prevention srategy, and more rational and appropnate use 
of antibiotics. 

Keywords: Kiebsiella pneumoniae, virulence, resistance, fi-lactamines. 
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