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52.Pr.
53.Pr.
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86.Pr.
87.Pr.
88.Pr.
89.Pr.
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Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
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Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
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Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
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Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
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Neurologie
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Gastro-Entérologie
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Urologie
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Anesthésie-Réanimation
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Traumatologie Orthopédie
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Anatomie Pathologique
Pédiatrie
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259.Pr. CHAT Latifa
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263.Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira
264.Pr. EL HIJRI Ahmed
265.Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
266.Pr. EL MADHI Tarik
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274.Pr. KABBAJ Saad

275.Pr. KABIRI EL Hassane*
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281.Pr. MOHSINE Raouf
282.Pr. NABIL Samira

283.Pr. NOUINI Yassine

Stomatologie Et Chirurgiexla-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Gynécologie Obstpia
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplugie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie
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289.Pr.
290.Pr.
291.Pr.
292.Pr.
293.Pr.
294.Pr.
295.Pr.
296.Pr.
297.Pr.
298.Pr.
299.Pr.
300.Pr.
301.Pr.
302.Pr.
303.Pr.
304.Pr.
305.Pr.
306.Pr.
307.Pr.
308.Pr.
309.Pr.
310.Pr.
311.Pr.
312.Pr.

313.Pr.
314.Pr.
315.Pr.
316.Pr.
317.Pr.
318.Pr.
319.Pr.
320.Pr.
321.Pr.
322.Pr.
323.Pr.
324.Pr.
325.Pr.
326.Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

Néphrologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pérndnge
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologegu
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Malkesl Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pedrique
Urologie
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Traumatologie Orthopédie

Gynécologie Obstétuq
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Pneumophtisiologie
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie



327.Pr. ZENTAR Aziz*
328.Pr. ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

329.Pr. ABDELLAH El Hassan
330.Pr. AMRANI Mariam

331.Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
332.Pr. BENKIRANE Ahmed*
333.Pr. BENRAMDANE Larbi*
334.Pr. BOUGHALEM Mohamed*
335.Pr. BOULAADAS Malik

336.Pr. BOURAZZA Ahmed*
337.Pr. CHAGAR Belkacem*
338.Pr. CHERRADI Nadia

339.Pr. EL FENNI Jamal*

340.Pr. EL HANCHI ZAKI

341.Pr. EL KHORASSANI Mohamed
342.Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
343.Pr. HACHI Hafid

344.Pr. JABOUIRIK Fatima

345.Pr. KARMANE Abdelouahed
346.Pr. KHABOUZE Samira
347.Pr. KHARMAZ Mohamed
348.Pr. LEZREK Mohammed*
349.Pr. MOUGHIL Said

350.Pr. NAOUMI Asmae*

351.Pr. SAADI Nozha

352.Pr. SASSENOU ISMAIL*
353.Pr. TARIB Abdelilah*

354.Pr. TIJAMI Fouad
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Liste des abréviations :

. Klebsiella pneumoniae.

. Béta-lactamases a spectre étendu.
: Sulfhydril variable.

: Oxacillinase.

: Verona Imipénemase.

: Céphalosporine de 18" génération.
: Céphalosporine de 18" génération.
: Céphalosporines de 18°génération.
. Cefotaxime.

: Ceftazidime.

. Aztréonam.

: Hopital militaire d’instruction Mohamed V.
: Pourpre de bromocrésol.

: MUELER-HINTON.

: Lysine-décarboxylase.

: VIANDE-FOIE.

. Tryptophane-désaminase.

. Appareillage et Procédés d’ldentification.
. Entérobactéries.

: Ortho nitro-phényl- galactoside.

. Arginine désaminase.

. Ornithine décarboxylase.

: Citrate.

. Tryptophane désaminase.

: Indole.

: Voges-Proskauer.

. Gélatinase.

: Thiosulfate de sodium.

: Glucose.

: Mannitol.

- Innositol.



SOR : Sorbitol.

RHA : Rhamnose.
SAC . Saccharose.
MEL : Melibiose.
AMY : Amygdaline.
ARA : Arabinose.
AML - Amoxicilline.
TIC : Ticarcilline.
AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique.
CAZ . Ceftazidime.
CTX . Cefotaxime.
FOX . Céfoxitine.
FEP . Céfépime.
KF . Cefalotine.
ATM : Aztréonam.
IMP . Imipéneme.
AK : Amikacine.
CN : Gentamicine.
TOB : Tobramycine.
FOS : Fosfomycine.
CT . Colistine.
SXT . Sulfaméthoxazole + Triméthoprime.
NOR : Norfloxacine.

BGN : Bacilles a Gram Négatif.
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L INTRODUCTION




Le repiquage correspond au prélevement d’'une pedittte d’'une culture de
bactéries ou de tissus pour la transplanter suniliau neuf ou elle continuera
sa croissance, 2J.

Cela permet de :

= Isoler les bactéries pour les dénombrer en casmkedde sanitaire.

= Identifier une bactérie en cas d’'une souche pure.

= Reéaliser un antibiogramme a partir d'une colonieeafin de déterminer

la sensibilité de la bactérie et de trouver untdraent adapté a une
infection.

= Avoir un nombre important de bactéries a partimé’wolonie pure pour

d’éventuelles utilisations.

Le repiquage nécessite des conditions de travgdureuses tel que la
stérilisation du matériel et I'hygiene du manipalat pour éviter toute
contamination de la souche en question et de Fenaement y compris le
manipulateur.

Klebsiella pneumoniae (Kp) est un pathogene a fort potentiel épidémique
freiguemment impliqué dans des infections séveres.

De nombreuses épidémies nosocomiales causées parbaetérie ont été
décrites, notamment chez des patients hospitatia@s des unités de soins
intensifs adultes ou pédiatriques4].

Ces vingt dernieres annéeK|ebsiella pneumoniae a démontré ses
particularités d’acquisition de plasmide exprimdes béta-lactamases a spectre
étendu (BLSE) dont la dissémination fut amorceée lpditisation massive de
céphalosporines a large spectre en milieu hosgitali

La biosynthese de BLSE chep restreint considérablement l'arsenal
thérapeutique disponible dans le traitement deirdestions séveres. De plus,

2



des génes de résistance a d’'autres antibiotiques Eont souvent associés

(aminosides, fluoroquinolonep) o).

Objectif du travail :
L'objectif principal de notre travail est de déténer I'effet des repiquages
successifs sur le comportement d’'une souch&ldesiella pneumoniae BLSE

de point de vue morphologique, biochimiques esibdité aux antibiotiques.



/

II. GENERALITES SUR,
KLEBSIELLA
PNEUMONIAE

\




II.1 Caracteres bactériologiques

11.1.1 Taxonomie[7]

Régne: Bacteria, _Embranchement Proteobacteria, _ Classe Gamma

Proteobacteria

Ordre: Enterobacteriales, FamilleEnterobacteriaceae, Gend€lebsiella
Espéeces Pneumoniae/oxytoca/granulomatis/singaporensisioda.

Sous espaces deKlebsiella pneumoniae: Pneumoniae/ Ozaenae/

Rhinoscleromatis
Klebsiella pneumoniae subsp.pneumoniaeest I'espece la plus couramment

rencontrée en pratique clinique. Cette bactérie lfebjet de notre travail.

11.1.2 Généralité surKlebsiella pneumoniae

subsp.pneumonigdé]

Anciennement appelé : pneumo bacille de Friedlarcdest une entérobactérie,
qui fait partie du groupe (KESHKlebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia),
elle pousse sur milieu ordinaire pour les entértdvaas apres 24heurs
d’incubation a 37°Q9]

11.1.3 Habitat
Ce sont des bactéries ubiquitaires présentes dartsibe digestif et dans
I'appareil respiratoire des Hommes et des animauxtamt que bactéries
commensales.
Elles sont fréquentes dans les selles et peuvest @ indicateur d'une
contamination fécale.
Elles sont abondantes dans le sol, les eaux et dmmtfixateurs de l'azote

atmosphériqueo.



[1.1.4 Aspect macroscopiqu [11]

Sur milieu ordinairepour les entérobactéries aprés 24heurs d’incubaii
37°C : Colonies volumineuses -4mm de diametre), bombé brillantes et
d’aspect muqueux (Figure.

Figurel : Colonies deKlebsiella pneumoniae sur milieuMac Conke [12]

[1.1.5 Aspectmicroscopique [13]

A I'examen direct a I'état frais entre lame et ldmeKp apparait comme u
batonnet immobile. En revanche, aprés colorategrdm Kp apparait comme
un bacille a gram néghaa extrémiés arrondies a bords paralleles, non spo
quelque fois caps$@ quand la culture est fraiche (Figur.

—a = v v s

Figure 2 : Klebsiella Pneumoniae apres coloration de Gram des crac [14]






polysaccharidique qui explique l'aspect gluant@hbé des colonies sur
les milieux usuels. Son rdle est encore mal compnec des résultats
différents pour les études in vivo et in vitre].

¢ Sa production de sidérophores.

* Sa production de lipopolysaccharide (LPS).

e Sa production d'un complexe extracellulaire (tarigoour les tissus
pulmonaire) cet effet est lié a la capsule, cadiglparait en présence
d'isolats de bactéries vivantes mais non capsul@eglus la cytotoxicité
des souches non capsulée est restaurée par sifopie de capsules
extraites par purification d'un isolat capsjat#.

e Sa production d'adhésine lui permettant de predies biofilms.

11.3 Sensibilité et résistances chekKlebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante aux aminopenicillines
(amoxicilline, ampicilline) et aux carboxypeniailés (ticarcilline) du fait de la
synthese d’'une pénicillinase chromosomique de tgidV-1 (Sulfhydril
variable) inhibée par l'acide clavulaniqgue. En mtze Kp sauvage reste
sensible aux autres antibiotiques de la famille de8ta-lactamines
(Céphalosporines deé"let 3™ génération, et les carbapenémes) ainsi on parle
d’'une pénicillinase de bas nived(p est aussi sensible aux autres antibiotiques
tel que: la colistine, quinolones, aminosides,am@s, et a l'association
sulfaméthoxazole-triméthoprirne, 22]
Parmi les résistances acquises diebsiella pneumoniae on retrouve :

11.3.1 Résistances aux inhibiteurs des béta-lactarsas:
Ce sont des béta-lactamase de classe A de typ€TERIoneira résistante aux

inhibiteurs des béta-lactamases) insensible adeadavulaniquez2-24].



11.3.2 Résistances acquises « pénicillinase de haniveau »:

Résistances aux aminopenicillines et leurs assoeggataux inhibiteurs, aux
carboxypenicillines, aux ureidopenicillines et aogphalosporines de 1lere
génération. Cette résistance peut s'étendre auxhat@gporines de
2°™génération, en plus d’une diminution de la serigbiaux associations :
ticarcilline-clavulanate et piperacilline-tazobanta].

11.3.3 Résistances de type béta-lactamase plasmidig de classe C :
ChezKlebsiella pneumoniae, on connait un grand nombre de béta-lactamases
plasmidiques de classe C qui dérivent des céphaliosises chromosomiques.
On peut citer FOX-1 et MOX-1 (homologue & AmpC dadroginosa), et LAT-
1 (L-amino acid transport) et CMY-2 (Cephamycinagése) (homologues a
Amp C de Citrobacter freundii)21, 251 Ce phénotype touche méme les
céphamycinegi).

11.3.4 Résistance au céfépime et au cefpirome :

Ellesemble liee a la combinaison de deux mécanisnagproduction a haut
niveau d'une BLSE SHV-5 et la diminution de la péahilité de la membrane
externg2e, 27).

11.3.5 Résistance aux carbapénémes
Chez les entérobactéries, cette résistance estpduoeipalement a deux
mécanismes impliquant des béta-lactamases :

Le premier associe la production d’'une céphalospses (chromosomique ou
plasmidique) ou d’'une béta-lactamase a spectre @@l SE) a une diminution

de la perméabilité membranaire par perte ou aibérale porines.

Plusieurs études suggéerent que ces résistancesréamsibles du fait de

I'instabilité de la modification des porings]. Une modification de ces porines



entrainerait une limitation de croissance bactéeéeriée a une moindre
utilisation de substrats.
Le second mécanisme est lié a I'expression de lttamases a forte activité
hydrolytique vis-a-vis des carbapenémes (les caérmpases). Cette activité
catalytique est liée a I'existence d’'un pont distdfau niveau du site de liaison
des béta-lactamings, 30].

Classification des carbapénémases selon Ambleftableau )
Elle est basée sur la structure moléculaire dezyem®, la séquence des
nucléotides et des acides aminés des carbapénepiases
Les enzymes des classes A et D sont dites des esziraérines actives. Leur
site actif nécessite le dit acide aminé pour I''mjyse des substratsi], alors
gue les enzymes du groupe B (métallo béta-lactgnmeEsessitent I'ion zinc sur

leur site actif.

Tableau I: classification des carbapénemase’

Type d’enzyme Classification Ambler Spectre d’'actiité Germe (s)
KPC A Toutes les betalactamine Entérobactéries
Pseudomonas aeroginosa
SME A Carbapenémes et
aztréonam mais pas C3G S.marcesens
NMC-A, IMI A Carbapenemes et
aztréonam mais pas C3C Enterobacter spp
GES A Imipenéme et C3G P.aeroginosa
Entérobactéries
IMP, VIM B Toutes les betalactamine Pseudomonas spp,
sauf aztréonam Acinetobacter spp
Entérobactéries
OXA D Carbapenémes (faible A. baumannii,
activité) P. aeruginosa,
Entérobactéries(rare)
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KPC: Klebsiella pneumoniae carbapénemas§ME : Serratia marcesens enzyrIC-A :
non métallo carbapénémase de classe IMl, IMP : imipénémase,GES: Guyana
extendedSpectrumQOXA : oxacillinase VIM : Verona Imipénemas&3G : céphalosporine
de 3™ génération.
11.3.6 Résistances aux aminosides
Ce type de résistance est liee a certains détentsirenzymatiques de type
aminoside-6’-N-acétyltransférase reliés aux genex-® [33]. On distingue les
phénotypes suivants :
- Phénotype sauvage : sensible a toutes les moléaplestenant a la
famille des aminosides.
- Phénotype | ou G : résistance a la gentamicine.
- Phénotype Il ou KTG : résistance a la kanamycine tgbramycine (T),
et a la gentamicine (G).
- Phénotype lll ou KTGNt : résistance a la kanamyg¢ig tobramycine
(T), la gentamicine (G) et a la nétilmicine (N)sensible a 'amikacine.
Phénotype IV ou KTGANL : résistance a tous les asioes utilisées.
[34, 35].

11.3.7 Résistances aux quinolones et aux fluoroquiatones:
Les mécanismes de résistance sont soit de typemokmmique dus
essentiellement a la modification des topoisomérake type IlI, ou de type
plasmidique par protection de la cible Qnr (quime® résistance), ou par
modification de la cible aminoside-6’-N-acétyltrérase-Ib-cr, ou alors par

efflux actifs QepA (quinolone efflux pumpse, 371.
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11.3.8 Résistance de type béta-lactamase de clas&ea spectre étendu
(BLSE) :
11.3.8.1 Définition :

Les béta-lactamases a spectre étendu ou BLSE demtenzymes qui
hydrolysent aussi bien les pénicilines que les narpcéphalosporines
(cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone) et les maaiames (aztréonam).
Contrairement a ce que l'on croyait, Les BLSE netgmas I'apanage des
entérobactéries car elles sont également prodpéesdes germes tels que
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.
Ce sont des enzymes redoutables, puisqu’elles seduiune résistance a
presque toutes les béta-lactamines. Néanmoinséplamycines (céfoxitine,
céfotetan), les polypeptides (colistine) et lesbapénemes (imipeneme,
ertapenéme, méropéneme) restent actifs.
Cependant, les activitts des fluoroquinolones deixidme génération
(ciprofloxacine, norfloxacine), des céphalosporires quatrieme génération
(céfépimes, cefpirome), des aminosides (gentamyeaimgacine, tobramycine,
nétilmicine) et des associations betalactaminelfiigirs de béta-lactamase
sont variable$ss, 39]; [40, 41].
La diversité des béta-lactamases a spectre étegdrited chezKlebsiella
pneumoniae est tres grande. Des BLSE telles que TEM-24, TEVLAt été
décrites. De nombreux variant de type SHV (sulfiilydariable) sont également
connus (SHV-4, SHV-5, SHV-6 ou SHV-8). Plus réecemim&a BLSE TEM-52
a été caractérisée: elle présente une activité@abitlelle vis-a-vis du
monobactame, ainsi qu’une synergie entre cet atitjoie et le clavulanates,
42] ; [43, 441des nouvelles BLSE non dérivées des pénicillind&dd et SHV ont
émergeé : des céfotaximases de type CTX-M, deszditeases de types GES
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(Guyana extended-Spectrum béta-lactamase) et dés (VEEtham extended-
Spectrum béta-lactamase) pour ne citer que les@gaentess, 37

11.3.8.2 Classification:
Parmi leg3-lactamases, on distingue 4 classes selon le sctiémler :
Les enzymes de classe A, C et D sont dites a sacinee tandis que celles de la
classe B sont appelées métdlltactamases (carbapénemasesps]. A
I'exception des BLSE de type OXA (classe D), lesSBl sont de$-lactamases
de classe A (comme TEM1/2 et SHV-1), et selon kssification de Bush-
Jacoby- Medeiros, les BLSE font aussi partie duwgeda2be (tableau 2).

Tableau Il : classification des BLSE au sein des béta-lactaijaase

Classificaiiondes BLSE au sein desbéta-laciamase

clasification enzyme activite mZ}matique [IE" ferentielle | activite

_ _ inhibitrics
Ambler Brush “peacdime CIG C3G AZT IMP ACclav  EDTA
A 2be BLSE — xS —_— =

C1G : céphalosporine de™'t génération C3G : céphalosporine de®™ génération AZT :

aztréonam IMP : imipénéme Ac clav : acide clavulanique.

La détection des BLSE de classe A est classiquetvasde sur I'observation
d'une synergie entre I'AMC (amoxiciline acide cldanique), les
céphalosporines de 3éme génération ex : cefotaf@X), ceftazidime (CAZ),
et les monobactames ex: aztréonam (ATM).

Cet effet synergique apparait comme un bouchorhdmpagne selon la figure4

13






III. MATERJELS ET
METHODES
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Type d’étude:

Il s’agit d'une étude prospective réalisée danaberatoire de microbiologie de
I’hdpital militaire d’instruction Mohamed V (HMMIV)de Rabat, s'étalant sur
une période de trois mois de Décembre 2011 au RAHE

l1l.1 Matériel :

I1I.1.1 La souche incluse :
La souche incluse esKlebsiella pneumoniae de phénotype béta-lactamase a
spectre étendu (BLSE), isolée a partir d’'un préteset d’hémoculture, chez
une patiente hospitalisée dans le service réaimmimatédicale, étant diabétique

, hypertendue et victime d’une infection nosocomial

[11.1.2 Les milieux de culture utilisés :

111.1.2.1 Gélose au sang cuitRigure 5)

C’est une gélose enrichie avec des supplémentyitaotyiniques (S.P.V), Sa
couleur brune vient du sang cuit qui entre danscaaposition. Elle est
appropriée pour cultiver certaines bactéries caguses en termes de facteurs de
croissance. En plus des globules rouges cuits igereint des substances
nutritives, elle renferme souvent quelques addéxigés par certaines bactéries.
On y ajoute aussi des antibiotiques destinés dbaénHa croissance de certains
organismes, afin de mieux sélectionner les colodisirées. Cette gélose est
utilisée entre autres pour cultiver Neisseria gdmae et Haemophilu4s).

Dans notre cas la gélose utilisée est dépounamidiotiques, son usage a pour
but d’isoler notre bactérie Klebsiella pneumoniae» a partir d’'une gélose au

sang cuit utilisée pour ensemencer 'hémocultusstive précédemment citée.
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Figure 5: photo de lagyélose au sang cuit avec des colode Klebsiella pneumoniag initiale
réalisée au laboratoire diéicrobiologiede L'HMIMV-Rabat-2012 /TORRES Chaimae

11.1.2.2Milieu BCP-Lactose(Figure 6)
C’est une gélose lactosée bromocrésol-pourpre, utilisgeour I'isolement de
entérobactéries cependant de nombreuses espebactérienne n’appartenant
pas a cette famille, peuvent cultiver sur ce mil@n inhibiteur Il permet de
différencier les espéces fermentant le ose de celles qui ne le fermeint

pas[4s]

Figure 6 : Photode la gélosi BCP avec des colonies Héebsiella pneumoniae réalisée au
laboratoire déMlicrobiologiede LMIMV-Rabat-2012TORRES Chaimae.
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111.1.2.3 Milieu MUELLER -HINTON (Figure7)
La gélose de MUELERHINTON (M.H) est un milieu solide utilisé pour

réalisation de I'antibiogramme, elle constitue égant un excellent milieu (

base pour la @paration d’'une gélose au sg49]

Figure7 : Photo de la gélos¥lueller-Hinton avec des colonies Héebsiella pneumoniae et
un disque dmipéneme réalise au laboratoire de bactériologie de L’HMIN-Rabat-2012 /
TORRES Chaimae

111.1.2.4Milieux pour la galerie classique :

[11.1.2.4.1 Citrate de sodium (CITRATE DE SIMMONS )
(Figure8)
Le milieu minéralminimum au citrate de sodium (milieu Simmons) dgisa
pour l'identification des bacilles & Gram néga
Il permet la recherche de l'utilisation du citrate sodium comme seule sou
de carbone et d’énergie par les bacté

Lecture :
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- Les bactéries gitrate positive » bleuissent ce milieu en donnant 1
culture souvent abondar
Les bactéries gitrate négative » ne donnent ni culture, ni bleuissem

du milieu, méme apres plusieurs jours d’incub [50, 51.

Figure8 : milieu citrate deSimmons avec des bactéries citrate négatl) et citrate
positives R) [52]

[11.1.2.4.2Milieu MANNITIOL-MOBILITE
NITRATE (Figure9)

C’est un milieu semsolide permttant de fournir quatregponse :
1- La fermentation ou non « mannitol
2- La mobilité ou nordes bacilles
3- Le typerespiratoir
4- La présenceu nond’une nitrate-réductase.
Lecture :
- Pour la fermentation d mannitol: le milieu vire au jaune. Dans le
contraire il garde sa couleur initie
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- Pour la mobilité Les bacilles mobilediffusent a partir de la lign
d’ensemencement, en créant un trouble du milies.dazilles immobile
cultivent uniqguement le long de la strie d’enseneament
En ajoutant, a la surface du milieu, les réactits @RIESS* (acid
sulfanilique et alpr-naptiylamine), il est possible de mettre en évide

le nitrite, si la bactérie posséde une ni-réductasgs3s]

Figure 9: milieu MANNITIOL-MOBILITE-NITRATE [54]

111.1.2.4.3Milieu Lactose-Glucose-H2SKLIGLER -
HAJNA) (Figurel()

Ce milieu donne gquatm&ponses en 24 heures maxin :
1- Fermentation de lacto:
2- Fermentation de gluco:
3- La production de Hz (Thiosulfate de sodium)
4- La production de g:
Lecture :
- La fermentation de lactc: se manifeste par le jaunissement a surface

inclinée.
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La fermentation de glucc : Se traduit par le jaunissement culot.

S’il y a production de gaz, il est possible d’obeer soit quelques bulles, s
une poche gazeuse qui décolle complétement leudliefond du tub

La production de H2S se traduit par un noircisserdamilieu dans la zor
joignant le culot a la pent«Certaines bactéries comme Salmonelle t
produisent trés peu d’'H2S ce qui se traduit panaincissement localisé «

niveau de la piqurgs]

Figure 10: milieu Lactos-Glucose-H2S (KLIGLERHAJINA)[56]
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1.1.2.4.4 Milieu CLARK ET LUBS (Figure 11)

Ce milieu sert a I'étude de deux réact :

- Reéaction de rouge de méthyle (F;

- Reéaction de VogeBroskaue (VP) ;

> La réaction de VP positivtraduit la production par certaines bactéries
'acétyleméthyle carbinol (=acétoine) dans le milieu. Ce posg est u
produit de égradation de l'acide pyruvique, il se manifestepeatique pa
I'apparition d’'une couleur rose fonc

> La réaction au RMpermeide mettre en évidence le degré d’acidité du nr

Si le milieu prend :
- Une teinte rouge (PH< a 4 : réaction (RM+)

Une teinte jaune (PH> a 6 : réaction négative (RM-)57]

Figure 11 : milieu Clark et Lub$58].
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111.1.2.4.5 L.D.C (lysine-décarboxylase selon Taylc)
(Figurel?2)
Le milieu a la lysine de Taylor est un miliesemidiquide utilisé pour I
recherche de la lysine décarboxyl
- Silalysine a été décarboxylée, le milieu est-violet.
- Dans le cas contraire, il aune.
En cas de coloration jaune bleuté, poursuivre Uibation pendant 24 heu

supplémentairefsg]

Figure 12 Photodu milieu LDC réalisée au laboratoire Microbiologie de 'THMIMV-
Rabat-2012TORRES Chaimae

111.1.2.4.6 Milieu VIANDE-FOIE (V.F) (Figure 13
C’est un milieu semsolide, gélosé a 6, est utilisé pour la recherche du mc
respiratoire des bactéries, ainsi que pour liseleimen profondeur de
anaeérobies.

Lecture : (recherche du mode respirato :
Apres incubation nécessaire développement bactérien, il est possible

reconnaitre 4 types principaux de mode respire :
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- Aérobies stricts, qui cultivent uniquement danzdae superficiell ;

- Anaérobies stricts, qui cultivent uniquement erfgmdeu ;

- Aérobiesanaérobies factatives, qui se développent sur toute la hautet
milieu ;
Micro-aérophiles, gi forment un anneau dans la zone interméd

aérobioseanaérobios[60]

Figure 13: milieu viande foie avec des bactéries productil) et non 2) de gaZ61]

[11.1.2.4.7 Milieu UREE -INDOLE
C’est un milieu liquide utilisé pour la rechercta :
> L'Uréase
> La production d’indol

> La tryptophanaedésaminase (TDA[62]
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[11.1.3 Autres matériels :
» Galerie API 20 E: (Figure 14)

C’est un systéeme standardisé pour lidentificatites Enterobacteriaceaes et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, cem@nt 21 tests biochimiques
miniaturisés, ainsi qu'une base de données.
La galerie APl (Appareillage et Procédes d’Idenéifion) 20
E(E=Entérobactéries) comporte 20 microtubes contendes substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avesusgension bactérienne qui
reconstitue les tests. Les réactions produites grend période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés @élegepar I'addition de réactifs.
La lecture de ces réactions se fait a l'aide dulebab de Lecture et
I'identification est obtenue a l'aide du Catalod\realytique ou d'un logiciel
d'identification [63, 64]
La galerie API 20 E permet la recherche de :
» la béta-décarboxylase (ONPG).
e l'arginine désaminase (ADH), de la lysine décarltasg (LDC) et de
I'ornithine décarboxylase(ODC)
» [utilisation de citrate comme seul source de cag(CIT)
» la présence d'une Uréase(Urée)
» Le tryptophane désaminase (TDA).
» Le tryptophanase dont le produit est I'indole (IND)

» la production d'acétoine par la réaction de Vogesiauer (VP).

» la gélatinase (GEL)
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» la fermentation des suc : Glucose(GLU), Mannitol (MAN), Innositc
(INO), Sorbitol ($0R), Rhamnose (RHA), Saccharose (SAC), Melib
(MEL), amygdaline (AMY), arabinose (AR,

Figure 14: Galerie API 20 E. aboratoire de bactériologie de L’HMIN-Rabat-
2012 TORRES Chaimae

Bec benzeneKigure 15) Pipettes pasteur (Figurel€

Figure 15: Bec bunse€5] Figure 16: Pipette pasteur [6

Poire (Figure 17 ) Boites de pétri (Figure 1))
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Figure 17: poire en caoutchol [67]) Figure 18 Une boite de péi[68]

Anse (Figure 19) Lame (Figure 20)

Figure 19 :une anse en plati[69] Figure 2Q lames en verr[70]

Microscope optique Figure 21) Patoir pour tubes (Figure 22)

Figure 21: microscope optiqt [71] Figure 22: portoir des tubes de la gale
classique.kboratoire de microbiologie ¢
I'HIMV -Rabat-2012Torres chaimae
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Tube d’eau stérile Figure 23) Tube a hémolys (Figure 24)

Figure 23: tubes d’eau stérilg[72] Figure 24 tubes a hémolys{73

Etuve 37°C Figure 25) Réfrigérateur (Figure 26)

Figure 25: étuve d’incubatiol[74] Figure 26: réfrigérateur utilisé e
bactériologig75]

Bain marie (Figure 27)

Figure 27 : bain marie utilisé en bactériologiss)

28



[11.2 Méthode:

A partir &' vne colon e dg d identifize de Kok islla preetoniordge BLAE povsade sur gélose au sanz coit

Eolement sur geloss ap zans cuit nasf

Ezalization de Gram EKaalization de 'anbibiogramme Rzalizabion dela galenis

| |

A 2ME  ov Claszigue

. . o0

v
Aszpectmacmoscopigue des oolomes Ezalizztion d= 1z zaleri= {camctaras

biochimigues)

Juzgu'ar Repiguage 45 sur gélose BCE

Iem pour tous les paramétres
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I11.2.1 Preparation des milieux de cultures :

« BCP et Muller Hinton :

Aprés avoir peseé correctement une quantité de pdydphilisée correspondant

au volume désiré. La préparation, la stérilisagbta distribution des milieux de

culture dans les boites de pétri a été réaliséenamitquement a l'aide de

I'appareil de distribution des milieux.

* Milieu de la galerie classique de LEMINOR :

Les poudres lyophilisées pesées convenablementissbuties dans de I'eau

distillée sont réparties manuellement dans desstdbessais qui ensuite sont

stérilisés a l'autoclave, et refroidies en fonctida leurs caractéristiques (par
exemple le Kligler-Hajna doit étre incliné de maria@ avoir le culot et la pente
alors que le Citrate de Simmons est incliné afavair uniquement la pente)

NB : La stérilité des milieux de culture avec lesigunous avons travaillé a été

contrblée quotidiennement par incubation d’une a7 °C.

l11.2.2Repiquage :

Le repiquage est I'action deélever une petite partie d'une colonie, puis de la

transplanter sur un milieu neuf ou elle continueaitre.

Dans notre travail nous avons réalisé plusieurnsjuages :

* Le premier a été fait a partir d’'une colonie ddgntifiée, poussée sur gélose
au sang cuit et transplantée sur un milieu neuféese au sang cuit. afin de
bien isolée notre bactériekéebsiella pneumoniae ».

* Le deuxieme repiquage a été réalisé a partir danhenie sur la gélose au
sang cuit et transplantée sur un milieu neuf @enbcrésol pourpre (BCP)

gui constitue un milieu ordinaire permettant lassance d&p.
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» Le trasieme repiguage a été réa a partir d’'une colonie sua gélose BCP
et transplantésur un milieu neuf BC.

« Les autres repiquages jusqu'al®™ont été fait de la méme miére c’est-a-
dire d’'une colonie sur BCP a un autre milieu neGH

NB : Le milieu BCP utilisé durant les 45 repages avait la méme compositi

111.2.3 Ensemencemer

L’ensemencement consisen ledépbt dans un milieu neuf des germes préle

a partird’un milieu de culture meére. Il est en générdeatié avec une anse

platine ou une pipette PasteQue @ soit I'anse ou la pipette pasteur le pas:

préalable dans la flamme est obligatoire pour étitete contamination de nof

souche «p».

La méthode d’ensemeement utilisée est la méthcen quadrant selon

Figure28

Figure 28 méthode d’ensemencement en qua(77]

L’aspect obtenu aprés incubation est représentiapagure 2

Figure 29: Ensemencement en quadrant d’'une souctKlebsiella pneumoniae sur gélose
au sang cuit. aboratoire de bactériologie de L’HMIN-Rabat-2012FORRES Chaimae
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I11.2.4Incubation :
En bactériologie l'incubation est le séjour d'un#wre bactérienne dans un lieu
a température déterminée et pendant un temps doafig, de conférer aux
bactéries les conditions favorables leur permettardroitre.
Durant notre travail, les bactéries ensemencéegéose au sang cuit ont été
incubé dans une étuve alimentée de CO2 a 37°@aped8 heures. Cependant
les bactéries ensemencées sur milieu BCP ainsiegugaleries APl 20 E et la
Galeries classique (de LEMINOR) ont été incubéassdun étuve de 37°C
pendant 18 424 heures et parfois jusqu’a 48 heures.

111.2.5 Identification :
L'identification des bactéries se fait suivant whé& dichotomique qui va des
caracteres les plus vastes aux plus pointus, p@Edautir a une espece
bactérienne donnée.

111.2.5.1 Aspect macroscopique (colonies)
Apres incubation le premier critéere d’identificaticur lequel on se base est
celui de l'aspect macroscopique des colonies vaed hu, que ca soit la taille,
la forme du relief (bombée, semi-bombée, plate),ctmleur, I'odeur, la
transparence (opaque, translucide), l'allure degotos (réguliers, dentelés), la
pigmentation et I'aspect de la surface (lisse @uewse)
111.2.5.2Aspect microscopique (gram)

Sur une lame porte-objet, on étale une goutteideclilum deKp. La lame est
ensuite séchée a l'air puis a la chaleur.
Sur le frottis fixé, on applique la coloration daug (violet de gentiane, alcool +

acétone, et fuchsine), la lecture se fait au maops optique a I'immersion.
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111.2.5.3Caracteres biochimiques (galerie API 20 Egalerie
classique)
111.2.5.3 .1Galerie API 20 E :

o Reéalisation :

L’inoculum : la préparation de lI'inoculum a été faite selirigure30

2 0U 3 colonies

"\.
N, poire
~=
/ = =~
/plpette pasteur
/ permel fe melange de linoculum
J . et le remplissage de la golerie

AP 20 E

10 ml
He———— d'eau stéril

o

MNB: ces opérations doivent &tre faites 8 proximité du
bec bunsen

Figure 30. méthode de réalisation de I'inoculum pour le résspge de la galerie APl 20E
- 2012 TORRES chaimae

Deux ou trois colonies ont été prises a partir algédlose au sang cuit ou la
gélose BCP. Puis, elles sont mises dans 10 ml d&gile et mélangées a l'aide
de la pipette pasteur menée d’'une poire. L'inocutamvira au remplissage des
microtubes de la galerie API 20 E.

Le remplissage de la galerie AP1 20 E :

Les alvéoles du support de la galerie doivent @maplis d'eau pour former une
chambre humide, dans laquelle notre galerie esbsile le remplissage des
microtubes suit des regles bien précises :
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— Pour les substrats dont le sigle est encadré, pauleudoit étre
totalement remplie de maniere a créer un ménis
- Pour les substrats dont le sigle est soulignéyjule doit étre rempli
d'huile de paraffine pour créer I'anaérobiose €abs d'oxygéneet
pour maintenir en solution les ions volatils pragpar la réaction ¢
ainsi assurer le virage de l'indicur coloré de pH.
o L'incubation :
La galerie est incubée a une température de 37i0ape 24 a 48 heur:
o Larévélation etla lecture :
Apres addition des réactifs nécessaires a la rémélale différents tests,

galerie est lue conforméint aux indications du fabricantdbleau II)

Tableau Il : Lecture de la galerie miniaturisée API 2

Tableau de lecture de la Galerie miniaturisée API 20 E

Microtubes Substrat caractére recherché Révélateur Lecture Résultat négatif| Résultat positif
ONPG=Ortho )
ONPG Nitro-Phényl- Béta galactosidase Lecture directe
Galactoside
ADH Arginine Arginine Dihydrolase
LDC Pine Lysine Décarboxylase Rouge Lecture directe
obe ¥ Ornithine de phénol
P00 Ornithine Décarboxylas
Utilisation du citrate
CIT Citrate comme seul source de BBT Lecture directe
carbone
Thiosulfate ;
H.S de sodium Production d'H2S Fe lll Lecture directe H
- i Rouge
URE & Uréase
URE Urée el hanal Lecture directe 8
TDA Tryprophane Tryptophane désaminase Lecture indirecte 8
Tryptophane Tryptophanase ou T
IND ryptop! production d'indole Lecture indirecte
Pyruvate Production d'acétoine P
ecture inairecte
LVP] de sodium Lect d t
GEL Gélatine Gélatinase ATEIE Lecture directe
de charbon
GLU a
ARA Glucides Utilisation des substrats BBT Lecture directe
= carbonés
zymogramme
NO, /N, Nitrate (NO3-) Nitrate réductase Lecture indirecte ﬂ i
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111.2.5.3.2 Galerie Classique (de LEMINOR) :

En cas de pénurie en les galeries API 20 E orsetié galerie de LEMINOR.
Le principe d’ensemencement y differe en fonctiea nhilieux:

o Milieu Citrate de Simmons :
On ensemence ce milieu directement a partir d'wlene prélevée sur milieu
geélosé (BCP), soit en strie longitudinale, soispat, soit les deux a la fois.
En aucun cas, on ne doit se servir d’une culturbaerillon ou en eau peptonée,
qui apporterait avec les bactéries des élementgifsususceptibles de fausser
les résultats

o Milieu Mannitol Mobilité Nitrate:
Ce milieu faiblement gélosé, doit étre préalablem&généré pour chasser
'oxygéne. Ce milieu est ensemencé par piqurerakentinique a I'aide d’un fil
en platine.

o Milieu Lactose-Glucose-H2S (Milieu Kligler-HAJNA) :
Ce milieu est ensemencé par stries serrées suente uivie d'une piqure
centrale au niveau du culot.

0 Milieu CLARK ET LUBS :
Ce milieu liquide est ensemenceé par quelques godéda suspension .
Aprés incubation, on ajoute 2 a 3 gouttes d’'un legear VP (solution d’alpha
naphtol dans I'alcool a 90° + solution aqueusealals 4N), la lecture se fait
dans les 15 minutes qui suivent.

o Milieu LDC (lysine décarboxylase) :
Ce milieu est préalablement régénéré puis ensemama@oyen d’'un fil de

platine par piqure centrale jusqu’au fond du milieu
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o Milieu VF (viande foie) :
Au moment de I'emploi on fait fondre le milieu aait-marie bouillant et le
régénérer pendant 20 minutes. On Le laisse raéfjosbu’a 45°C environ. Puis
on plonge l'effilure d’une pipette pasteur ferméestérilisée par flambage dans
une suspension de la bactéH@, on égoutte l'effilure, puis on transporte
I'inoculum dans le fond du tube, en remontanteeiescendant en exécutant un
mouvement de vrille & plusieurs reprises.

o Milieu Urée-Indol :
On ensemence ce milieu directement a partir denied deKp prélevées sur
milieu BCP.
Apres incubation on révele par le réactif Kovgm®i a I'emploi) pour mettre
en évidence la production d’indole, alors que lage est mise en évidence par

changement de coloration du milieu.

111.2.5.4 Antibiogramme

[11.2.5.4.1 Définition : Un antibiogramme est une technique de
laboratoire visant a tester la sensibilité d'ungcke bactérienne vis-a-vis d'un
ou plusieurs antibiotiques connus.

Le principe consiste a placer la culture de baesédn présence des disques
d’antibiotiques et a observer leur comportenmest

111.2.5.4.2 Réalisation :

111.2.5.4.2.1 Inoculum :
Le débme d’'une colonie de€p prélevé sur gélose BCP est dissout dans 5 ml
d’eau distillée stérile. A l'aide d’une pipette psg surmontée d’une poire,

nous avons mélangé notre inoculum pour avoir uspension homogene.
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Ensuite nous avons placé 2 a 3 gouttes de cefperssion a l'aide de la méme
pipette dans un autre tube contenant 5ml d'eatliéksstéerile en formant une
deuxieme suspension moins charg&pn
C'est cette derniere suspension qui nous a semiodilum pour notre
antibiogramme.
111.2.5.4.2.2 Milieu d’ensemencement :
Le milieu utilisé pour la réalisation de l'antibi@nme est le milieu Muller-
Hinton (MH).
111.2.5.4.2.3Technigue d’ensemencement utilisée:
L’ensemencement du milieu Muller-Hinton a été m&@lpar inondation, I'exces
de linoculum est éliminé. Les boites de pétri somses en position inclinée
pendant 3 a 4 minutes afin d’éliminer tout excasodulum.
111.2.5.4.2.4Application des disques :
Les disques d’antibiotiques -contenu dans les gahes- sont déposés sur les
géloses MH préalablement séchées, a l'aide d’uneepilambée et refroidie,
tout en respectant la distance de 2 cm entre &pids et 1 cm du bord de la
boite.
[11.2.5.4.2.5Listes des antibiotiques utilisés :
Les disques d’antibiotiques de la classe des bétctamines:
= AML 25 pg :Amoxicilline (aminopenicillines ou penicilline A)
* TIC75pug :Ticarcilline (carboxypenicillines)
= AMC30 g :Amoxicilline + Acide clavulanique
= CAZ30pug :Ceftazidime (Céphalosporine de 3éme génération)
= CTX30ug :Cefotaxime (Céphalosporine de 3eme génération)

= FOX 30 pg :Céfoxitine (Céphalosporine de 2éme génération)
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= FEP30pg :Céfépime (céphalosporine de 4eéme génération)
= KF30pg :Cefalotine

= ATM 30 pug :Aztréonam (monobactames)

= |MP 10 pg :Imipéneme (carbapénemes)

Autres disques d’antibiotiques :

= AK30pug :Amikacine (Aminosides)

* CN15pug :Gentamicine (Aminosides)

* TOB 10 pug :Tobramycine(Aminosides)

" FOS50pug :Fosfomycine (acides phosphoniques)
= CT50ug :Colistine (polypeptidique)
" SXT 25 pug :Sulfaméthoxazole + Triméthoprime (sulfamide +

diaminopyrimidine)
" NORS5 pug :Norfloxacine (Fluoroquinolones) ;
[11.2.5.4.3Incubation :
L’incubation des antibiogrammes se fait a 37°C p@nd8-24 heures
111.2.5.4.4Lecture d’antibiogramme :
Apreés incubation, autour de chacun des disquessmit ane pousse bactérienne
soit une zone d’inhibition. La mesure du diameteecds zones nous permet de
déterminer le comportement d€p vis-a-vis de cet antibiotigue dont on
détermine si elle en est sensible, intermédiaireésistante en se référant aux
valeurs données par le comité de I'antibiogrammdadeociété francaise de

microbiologie.
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111.2.6 Souchage

A lissu de chaque repiquage la souche est conseavé20°C pour une

éventuelle reprise.

Figure 31 tubes d’eppendorf contenant des souchdspdmises dans le milieu Luria
Bertani. Laboratoire de bactériologie de 'THMIMV-Bat-2012 TORRES Chaimae

Les résultats de chaque repiquage sont saisigraat & mesure sur un classeur

Excel.
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IV. RESULTATS




Sur une période de 3 mois, nous avons réaliséeplissirepiquages sur une
souche bactérienne nommgéebsiella pneumoniae (Kp) de phénotype béta-
lactamase a spectre étendu (BLSE), isolée a paftin prélevement
d’hémoculture, chez une patiente hospitalisée darservice de réanimation
médicale pour Hypertension artérielle et diabéeteanaydéveloppée une
pneumonie nosocomiale.

Nous avons donc étudié I'effet de ce repiquagdesuparametres suivants :

- Les caractéristiques macroscopiques de la soudtérizane

» Pureté : consiste a identifi&kp sur chaque catégorie de colonies

* Viabilité : c’est la capacité d’'une bactérie a tmiet former une
colonie visible sur gélose nutritif, a I'exceptiales souches viables
non cultivables.

» Pigmentation : correspond a la teinte que premol@nie.

» Aspect des colonies : taille, surface, forme diefekt allure de leurs
contours.

- les caractéristiques microscopiques apres coloradiogram.

- Les parameétres biochimiques :

e Par la galerie API 20 E : ONPG, ADH, LDC, ODC, CH2S, Urée,
TDA, IND, VP, GEL, fermentation des sucres [GLU, MAINO,
POR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA].

» Par la galerie classique : utilisation du citratenme seul source de
carbone, fermentation de lactose, fermentationldeoge, production
d’'H2S, production de gaz, fermentation du mannimabbilité, LDC,
VP, Urée, indole et type respiratoire.
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- Le comportement vis-a-vis de certains antibiotiquédiL, TIC, AMC,
CAZ, CTX, FOX, KF, IPM, AK, CN, TOB, FOS, CT, SXNOR, FEP et
ATM.

IV.1Les caractéristiques macroscopiques de la souelbactérienne

(tableau 1V)
IV.1.1 Pureté: la souché&p est restée pure durant les 45 repiquages.
IV.1.2Viabilité : les colonies d&p ont demeurées viables jusqu’au dernier
repiquage.
IVV.1.3 Pigmentation:
e A37°C:

= De 18 heures a 24 heures d’incubation, les colgmiesnent
la pigmentation jaune témoignant d’'une fermentataun
lactose.

= A partir de 48 heures d’incubation, les coloniesigienent
mauves.

e A +4°C apreés incubation a 37°C : A partir de 18rksupresque la
totalité des colonies prennent la pigmentation reauv
* A température ambiante apres incubation & 37°C:

» De 18 heures a 48 heures, la majorité des colayaedent
leurs pigmentations jaunes. Quelques-unes  deuigénne
mauves.

» A partir de 72 heures la totalité des colonies pean la

pigmentation mauve.
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Ce changement de pigmentation des colonies, notsnduit a vérifier la
fermentation du lactose par cette bactérie en bhaetace caractere biochimique
a partir des colonies mauves.

Les tests réalisés a cet égard sont :

- Sur milieu Kligler-Hajna : la pente devient jaune.

- Par la galerie API 20 E : L'ONPG est positif.

- Apres repiquage de la colonie mauve sur milieu i&0P : les colonies

reprennent la pigmentation jaune.

IV.1.4 Relief des colonies les colonies gardent leurs reliefs du départ
bombé, jusqu’au dernier repiquage.

IV.1.5 Allure des contours des colonies jusqu'au 45™ repiquage le
contour des colonies reste toujours régulier.

IVV.1.6 Aspect de la surface des colonied’aspect lisse de la surface des
colonies est conservé jusqu’au@Fepiquage.

IV.1.7 La taille des colonies :

« Du premier au 1¥'%epiquage les colonies gardent leurs tailles de 3
a 4 mm de diametre (Figure32-A).

« A partir du 14™ repiquage les colonies ont commencé
progressivement a diminuer de taille (1,5-1mm) (Feg 32-B)
jusqu’au 36™tepiquage (Figure 32-C) et 4P repiquage (Figure
32-E) ou nous avons noté la réapparition des oedoayant la taille
initiale(3-4mm).alors que le repiquage 41(Figur€B2 et le
repiguage 43 jusqu’au dernier, les colonieKgdent pris a nouveau

une taille réduite (1,5-1mm) (Figure32-F).
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A:du repiquage 1 au repiquage 13, B: du repiquage 14 au 39, C :repiquage
40, D:repiquage 41 E ‘repiquage 42,F :du repiquage 43 au 45.

Figure 32 La taille des colonies dep aprés repiquages successifs sur milieu BCP réalisgboratoire de microbiologie a 'lHMIMV Ral-
2012/TORRES Chaimae.
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Tableau IV : Les caractéristigues macroscopique&geultivée sur milieu BCP aprés incubation a 37°C.

JOURS  |Repiquage viabilite des C |purete des C| pigmentation des C | forme du relief des C|allure du contour des C | aspect de la surface des C taille des C
02/01/2012] R1 NL NL NL NL NL NL NL
03/01/2012) R2 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
04/01/2012| R3 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
05/01/2012) R4 viable pure jaune bombés régulier lisse et mugueuse entre 3-4mm de diamétre
06/01/2012| RS viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
07/01/2012)  R6 viable pure jaune bombés régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
08/01/2012) R7 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
09/01/2012) R8 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
10/01/2012)  R9 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
11/01/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
12/01/2012)  R10 viable pure jaune bombés régulier lisse et mugueuse entre 3-4mm de diamétre
13/01/2012) R11 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
14/01/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
15/01/2012)  NR NL NL NL NL NL NL NL
16/01/2012| R12 viable pure mauve bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre
17/01/2012) R13 viable pure jaune bombes régulier lisse et muqueuse entre 3-4mm de diamétre

NR: Non réalisé, NL: Non lu, R: Repiquage, mm: millimetre, C : Colonies, Kp : Klebsiella pneumoniae, BCP : Bromocrésol pourpre
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18/01/2012) R14 viable pure jaune bombés régulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
19/01/2012|  R15 viable pure jaune hombés régulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
20/01/2012]  R16 viable pure jaune bombés régulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
21/01/2012)  NR NL NL NL NL NL NL NL
2/01/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
23/01/2012]  R17 viable pure mauve hombés régulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
24/01/2012| R18 viable pure jaune bombés régulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
25/01/2012] R19 viable pure jaune bombés regulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
26/01/2012] R20 viable pure jaune hombés régulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
7f01/2012) R2A viable pure jaune bombés régulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
28/01/2012] R22 viable pure jaune bombés regulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
29/01/2012)  NR NL NL NL NL NL NL NL
0/01/2012) R viable pure mauve bombés régulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
3/01/2012] RA viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
01/02/2012] R25 viable pure jaunes hombés régulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
02/02/2012) R26 viable pure jaunes bombés régulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
03/02/2012] MR NL NL NL NL NL NL NL
04/02/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
05/02/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
06/02/2012  NR NL NL NL NL NL NL NL

NR: Non réalisé, NL: Non lu, R: Repiquage, mm: millimetre, C : Colonies, Kp : Klebsiella pneumoniae, BCP : Bromocrésol pourpre
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07/02/2012| R27 viable pure mauve bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
08/02/2012| R28 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
09/02/2012| R29 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
10/02/2012| R3O viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
11/02/2012|  NR NL NL NL NL NL NL NL
12/02/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
13/02/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
14/02/2012| R3 viable pure mauve bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
15/02/2012| R32 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
16/02/2012| R3 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
17/02/2012| R34 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
18/02/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
19/02/2012]  NR NL NL NL NL NL NL NL
20/02/2012| R3S viable pure mauve bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
21/02/2012|  R36 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
nRf0yfa012) R viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
23/02/2012| R38 viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
24/02/2012| R3S viable pure jaunes bombés regulier lisse et muqueuse taille réduit des colonies
25/02/2012|  NR NL NL NL NL NL NL NL
26/02/2012|  NR NL NL NL NL NL NL NL
27/02/2012| R4 viable pure mauves bombés regulier lisse et muqueuse taille initiale + taille reduit des colonies

NR: Non réalisé, NL: Non lu, R: Repiquage, mm: millimetre, C : Colonies, Kp : Klebsiella pneumoniae, BCP : Bromocrésol pourpre
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28/02/2012| R4 viable pure jaunes hombés regulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
29/02/2012|  NR NL NL NL NL NL NL NL

01/03/2012] R4 viable pure jaunes bombés regulier lisse et mugueuse taille initiale + taille reduit des colonies
02/03/2012) R43 viable pure jaunes hombés régulier lisse et mugueuse taille réduit des colonies
03/03/2012|  NR NL NL NL hombés NL NL NL

04/03/2012|  NR NL NL NL bombés NL NL NL

05/03/2012) R44 viable pure mauve hombés regulier lisse et muqueuse taille reduit des colonies
06/03/2012|  NR NL NL NL hombés NL NL NL

07/03/2012] R4S viable pure jaunes bombés regulier lisse et mugueuse taille réduit des colonies
08/03/2012) NR viable pure jaunes hombés régulier lisse et mugueuse taille réduit des colonies

NR: Non réalisé, NL: Non lu, R: Repiquage, mm: millimétre, C : Colonies, Kp : Klebsiella pneumoniae, BCP : Bromocrésol pourpre.
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IV.2Les caractéristiques microscopiques apres colation de

gram :

Kp appartient a la famille des entérobactéries, guit sles bacilles a gram
négatif (BGN).

Apres repiquages successifs, I'aspect de granoesie suit :

— Du repiquage 1 au repiquage 6 : Le Gram est mormeo(BGN, non
sporulés, homogenes et uniformes) (Figure33-A)

— Du repiguage 7 au repiquage 11 : a cbte des bammipea pris d’'autres
formes (coccobacilles a gram négatif et longs B@fdominants)
(Figure33-B)

- Du repiquage 12 jusqu’au repiquage 30: les trapeets deKp -
précédemment cités- persistent au niveau du greec, eette fois ci une
diminution du nombre des longs BGN et prédominates coccobacilles
a gram négatif. (Figure33-C)

- Du repiquage 31 au repiquage 41: Le gram est domar les BGN
d’allure normale et par les coccobacille a Gramatiéy(Figure33-D)

- Du repiquage 42 au repiquage 45 : En plus de lagpeécédemment cité
(BGN d’allure normale et coccobacille a Gram ndgpation note

I'apparition de Cocci a gram négatif (Figure33-E).
NB : toutes les colonies prises pour la réalisatitttn gram qu’elles soient

grandes ou petites donnent apres identificatiorcdeacteristiques diip subsp

pneumoniae.
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A:du repiquage 1 au repiquage 6, B:du repiquage 7 au
11, C: du repig 12 au repig 30, D:du

repiquage 31 au repiquage 41, E:du repiquage 42 au
repiquage 45

Figure33: Le gram de&Kp apres repiquages successifabaratoire de microbiologie
'THMIMV Rabat-2012/TORRES Chaimae.

Un gram réalisé au ¥7repiquage & partir des colonisisuée & la périphérie
du diametre d’inhibition de Amoxicilline+Acide clavulaniqgue AMC) nous a

montré de trés longs BGN entremélFigure 34)

Figure 34: Le gram de&Kp BLSE fait & partir d’'une colonie blanchasituée a cété de
I” Amoxicilline+Acide clavulaniqueAMC). Laboratoire de microbiologie & I'HMIM-
Rabat-2012 TORRES Chaimae
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IV.3Les parametres biochimiques
I\VV.3.1 Par la galerie API 20 E (TablearV)
Du repiquage 1 au repiquage 4 nous avons utilesédalerie APl 20 ou les
parametres biochimigsesuivant ce sont avérés en faveurikg(Figure 35)
» Ortho nitro-phénylgalactoside (ONPG): positive.
* Arginine deéhydrolase ADH), Lysine décarboxylaselLDC), ornithine
décarboxylasedDC): négatives.
« Citrate (CIT): positive
» Thiosulfate de sodiunH2S) : négative.
« Urée: positive.
» Tryptophane désaminasTDA) : négative
* Indole (IND) :négatif

» Réaction de VogeBroskaue(VP) : positive.

» Gélatinase (GEL)négativt.
e Glucose(GLU), Mannitol (MAN), Innositol (INO), Soaitbl (SOR),
Rhamnose (RHA), Saccharose (SAC), Melibiose (ME&émygdaline

(AMY), arabinose (AR/) : sont tous fermentés.

Figure 35: Lecture de la galerie miniaturic API120 Eapres incubation a I'étuve 37°
Laboratoire de microbiologie a 'HMIMV Rat-2012- /TORRES Chaimae.
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Tableau V : Les parameétres biochimiquesidp lus par la galerie micronisée API 20 E aprestiation a 37°C

Microtubes|ONPG |ADH |LDC|ODC| CIT |H2S|UREE|TDA|IND| VP | GEL |GLU|MAN|INC|PCR |RHA |SAC | MEL|AMY | ARA
R1 + - - - + - + - - + - + + + + + + |+ + +
R? + - - - + - + - - + - + + + + + + | + + +
R3 + - - - + - + - - + - + + + + + + + + +
R4 + - - - + - + - - + - + + + + + + + + +

R : Repiquage, (+) : Réaction positive, (-) : Réaction négative
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I\VV.3.2 Par la galerie classique (dLEMINOR) (Tableau VI)
Du premier jusqu’au dernier repiquage tous lesataras biochimiques cKp
n'ont pas changéque ca soit la fermentation des su: glucose, lactose
mannitol. La production de gaz, de la lysine déoaylase, de I'acétoine (VP)
de I'Uréase aingjue la non production d’'H2S et d'indoFigure 6)

-
indole VF VP

Urée

Kligler-Hajna LDC Mannitol-mobilité Citrate
de Simmons

Figure 36: aspect de la galerie classiqueLEMINOR ensemencée pHip apres incubation
a 37°C, Laboratoirde microbiologie & 'THMIMV Rab:/ TORRES chaimae

Il en va de méme pour leype respiratoire(aéroanaérobiose facultat) et
limmobilité.
En revanche & partir di6%™ repiquageKp n’utilise plus le citrate de Simmo

comme seule source de carbaFigure37-B)

A: milieu citrate de Simmons ensemencé par Kp du 1 au 35&me repiquage
B: milieu citrate de Simmons ensemencé par Kp & partir du 36éme repiquage

Figure 37: milieu citrate de Simmons ensemencéKlebsiella pneumoniae. Laboratoire
de microbiologie & 'THMIMV Rab:/ TORRES chaimae.
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Tableau VI : Les parametres biochimiqueskie lus par la galerie classique apres incubatior°& 3

T KLIGLER HAINA MANNITOL MOBILITE LDC|VP|UREE|Indole type réspiratoire
Fermentation de L |fermentation de G |production d'H2S |Production de gaz |fermentation du M |MOBILITE
RS CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + [ +| + - |aero-anaerobie facultative
RG CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
NR NR MR NR MR NR NR NR NR [NR| NR | MR NR
R7 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R8 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile[ + | +| + - | aero-anaerobie facultative
NR NR MR NR MR NR NR NR NR [NR| NR | MR NR
RO CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile[ + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R10 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
NR NR MR NR MR NR NR NR NR [NR| NR | MR NR
NR NR MR NR MR NR NR NR NR [NR| NR | MR NR
R11 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R12 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R13 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R14 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R15 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
MR MR MNR NR MNR NR MR NR MR |NR| NR MR MR
NR NR MR NR MR NR NR NR NR [NR| NR | MR NR
R16 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile[ + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R17 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R18 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul aul immobile[ + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R19 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R20 CITRATE PQOSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R21 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
NR NR MR NR MR NR NR NR NR [NR| NR | MR NR

R : Repiquage, NR : Non Réalisé, L : Lactose, G : Glucose, M : Mannitol, (+) : réaction positive, (-) : réaction négative
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R22 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R23 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| # - |aero-anaerobie facultative
R24 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +] + - |aero-anaerobie facultative
R25 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +] + - |aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
R 26 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R27 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R28 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R29 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| # - |aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
R30 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +] + - |aero-anaerobie facultative
R31 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R32 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
R33 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - |aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR NR [NR[ NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR [NR[ NR | NR NR
R34 CITRATE POSITIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| # - |aero-anaerobie facultative

R : Repiquage, NR : Non Réalisé, L : Lactose, G : Glucose, M : Mannitol, (+) : réaction positive, (-) : réaction négative
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R35 | CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immoabile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R36  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R37  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
R38 | CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immoabile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR MR |NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
R39 | CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immoabile| * [ *|* - | aero-anaerobie facultative
R40  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| * [ *|* - | aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
R41  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| * [ *|* - | aero-anaerobie facultative
R42  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
NR NR NR NR NR NR NR NR MR |NR| NR | NR NR
R43  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| + | *| + - | aero-anaerobie facultative
NR NR NR NR NR NR NR NR NR|NR| NR | NR NR
R44  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| + [+ | + - | aero-anaerobie facultative
R45  |CITRATE NEGATIVE oul oul NON oul oul immobile| + | +| + - | aero-anaerobie facultative

R : Repiquage, NR : Non Réalisé, L : Lactose, G : Glucose, M : Mannitol, (+) : réaction positive, (-) : réaction négative
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IV.4Le comportement vis-a-vis de certains antibiotjues (Tableau
VII)

Kp BLSE avec laguelle nous avons travaillé avaitiérmtype suivant :
- Une résistance a: AML, TIC, AMC, CAZ, CTX, FEP, MT KF, CN,
TOB, SXT, NOR.
- Une sensibilité a : IPM, AK, FOS, CT, FOX

Durant les 45 repiquageKp a conservé son comportement vis-a-vis les
antibiotiques auxquelles elle a été résistantesi gue la sensibilité a la CT, la
FOS et le FOX.

En revanche son comportement est devenu instahpestia du 3™ repiquage
vis-a-vis [I'IPM (entre intermédiaire et sensibl)'’AK (entre intermédiaire,
sensible et résistant).

L’'aspect de synergie entre AMC, CAZ, CTX, ATM, eEfF a été conservé
durant les 45 repiquages.

Tableau VIl : Le comportement d€p vis-a-vis certains antibiotiques.

AML |[TIC | AMC |CAZ | CTX | FOX | KF CN | TOB | FOS | CT | SXT | NOR | FEP | ATM
Repl | R |R| R |R| R | S |R R|R|s|[s|R|R|R|R
Rep2 | R |R|R|R|R | S |R RIR|s|[s|R|R[R|R
Rep3 | R |R| R |R| R | S |R RIR|s|[s|R|R|R|R
Repd | R |R| R|R|R | S |R RIR|[s|[s|R|R[R[R
Reps | R |R| R |R|R| S |R RIR|s|[s|R|R|R|R
Rep6 | R |R| R |R|R | S |R RIR|s|[s|R|R[R[R
Rep? | R |[R| R|R|R | S |R RIR|s|[s|R|R[R|R
Rep8 | R |R| R |R| R | S |R R|R|s|[s|R|R|R|R
Rep9 | PR |[PR| PR [PR| PR | PR |PR| PR [PR|PR| PR | PR |PR| PR | PR [PR| PR
Repio| R |R| R |R| R[S |R R|R|s|[s|R|R|R|R
Repil| R |R| R |[R|R | S |R RIR|s|[s|R|R[R[R
Repi2| R |R| R |R| R[S |R RIR|s|[s|R|R|R|R
Repi3| R |R| R |R|R | S |R R|R|s|[s|R|R|R|R
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R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

Rep14
Repl5
Repl6
Repl7
Rep18
Rep19
Rep20
Rep21
Rep22
Rep23
Rep24
Rep25
Rep26
Rep27
Rep28
Rep29
Rep30
Rep31
Rep32
Rep33
Rep34
Rep35
Rep36
Rep37
Rep38
Rep39
Rep40
Rep4dl
Rep42
Rep43
Rep4d4
Rep45

: IntermédiairePR : Pas de résultat sur

Rep: RepiquageR : RésistantS: Sensible]

I'antibiogramme
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V. DISCUSSION




Apres des repiquages successifs d’'une souckéetia ella Pneumoniae (Kp)
subsp pneumoniae BLSE, nous avons noté a chaque repiquage: les
caractéristigues macroscopiques de la souche amtér (pureté, viabilité
pigmentation, aspect des colonies [relief, alluge dontours, surface et taille]),
les caractéristiques microscopiques apres colorad® gram, les parametres
biochimiques ainsi que le comportement de cettdénacvis-a-vis certains
antibiotiques utilisés usuellement.

Cette étude avait comme objectif de détermindfefede ces repiquages
successifs sur le comportementkgevis-a-vis ces différents parametres.

Presque la totalité des caractéristiques macraggepiont été conservés chez
Kp durant les repiquages successifs.

Parmi eux la pureté de la souche qui a demeurétardrsmalgré la non
utilisation d’un milieu sélectif, ceci est vraisel@blement lié a notre maniere
de travailler qui a consisté en la décontaminatiéguliere des surfaces des
paillasses avec un désinfectard]le lavage des mains avant et apres chaque
manipulation[go],le contrdle préalable de la stérilité de tous neiieux de
cultures en les maintenant 18heures a 37°C , lasaBan de toutes les
manipulations a proximité du bec benzene(diamewr&@ cm g1] , et en la
stérilisation de I'anse et de la pipette pastewnavhaque repiquage et apres
chaque ensemencemgnts3].

La viabilité deKp a été aussi conservée durant les 45 repiquagbsésia
successivement et régulierement, puisque le délaisé@parait les différents
repiquages variait de 1 a 4 jours maximum. De plles milieux de cultures
utilisés étaient frais, correctement préparés elimatés préalablement avant
chaque utilisation. Egalement, I'anse et la pippétsteur étaient refroidies aprés

stérilisation par la flamme du bec benzeéne.
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Kp est une entérobactérie qui fermente le lactose, klBnsemencement sur
milieu pourpre de bromocrésol (BCP) donne une pigai®n jaune aux
colonies liée au virage de lindicateur de pH afdr@sa 24heures d’incubation a
37°C.

Cette pigmentation a été conservée durant lespiuages. Ce qui explique
que ces derniers n'influencent pas ce paramB#aecontre nous avons constaté
que d’autres facteurs interviennent dans la maatibo de cette teinte du jaune
au mauve, tel que la durée de conservation etmpéeature gqu’elle soit +37°C,
ambiante ou +4°C.

Si la durée d'incubation & 37°C dépasse les 24kele® colonies prennent la
pigmentation mauve. On remarque le méme résultatlps colonies qui ont été
conservées a +4°C a partir du 18 heures et lesniesl conservées a
température ambiante a partir de 72heures.

Ce virage de pigmentation des colonies du jaunmawe ne signifie pas que
la bactérie a perdu sa capacité a fermenter ledacpuisque nous avons réalisé
sur ces colonies mauves des tests a 'TONPG et sen@ncement sur la pente
du milieu Kligler-Hajna. Nous avons obtenu un résupositif, c’est-a-dire que
la bactérie fermente encore le lactose et le regigude ces colonies sur milieu
neuf BCP nous a confirmé ce résultat par la rédjppades colonies jaunes
apres incubation a 37°C durant 18 heures et aummami24heures.

Ceci est fort probablement lié a l'influence detdanpérature et/ou la durée
sur le pH du milieu.

Nous savons qu’une température de 37°C est fawwm@tlr queKp puisse
croitre et se multiplier, la durée d’incubation #8 a 24 heures permet a la
bactérie de donner des colonies jaunes témoigname diermentation de
lactose. Si on prolonge cette durée la bactériaséple milieu lactose et
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commence a consommer les autres composants dw rflietides) dont les
métabolites sont alcalins, produisant ainsi ungarale la pigmentation des
colonies en mauvig4].

A température ambiante, la bactérie n’est pas tenesonditions favorables
de multiplication, il y a donc un nombre limité Hactéries qui vont utiliser le
lactose restant dans le milieu pour survivre judgpuisement, puis utiliser les
autres composants restants du milieu.

A +4°C, Kp se trouve dans des conditions de températuraiqunue la
fluidité de sa membrane cytoplasmiqes]. Shechter (1997)se], Lee &
Chapman (1987)s7] et Beney & Gervais (2001s8] ont apporté qu'a une
température suffisamment basse, dans des condori®gitation thermique
est faible, toutes les chaines des lipides membvemnant une conformation
trans. On parle d'une conformation ordonnée desineBaou I'état gel
(conformationB). De méme TO (201@p] a montré que la fluidité membranaire
dépend fortement de la conformation des chainessgue les chaines sont
ordonnées, les interactions entre elles sont fogesnouvements sont limités et
la fluidité est donc faible.

Cette relation entre les basses températuredlatdae membranaire pourrait
étre a l'origine de la diminution de l'activité da B-galactosideperméase
membranaire qui permet la pénétration du lactos¢raaers de la membrane
plasmique[90]. Par conséquenkKp cherche autres nutriments plus faciles a
utiliser pour survivre telles que les protides. @espositions restent a vérifier
par des recherches plus pousseées.

La lecture donc sur milieu BCP doit se faire aprezibation a 37°C au
maximum 24heures. Toute incubation des boites hette durée ou toute

lecture retardée des boites conservées a +4°Qem@érature ambiante ne doit
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pas étre prise en considération lors de I'iderdtifan des bactéries a partir de ce
caractere biochimique car plusieurs facteurs Liefice.

Bien entendu, le repiquage réalisé Kirn’a eu aucune influence ni sur le
relief des colonies, ni sur I'aspect de leur stefai sur I'allure de leur contours.

A partir du 14eéme repiguage nous avons constatérémection de la taille
des colonies (1 a 1,5mm du diametre). Ceci s’empligar le fait que les
repiquages successifs induisent I'affaiblissementld capacité de division par
scissiparité, alors que le milieu utilisé BCP mvpas d’influence sur ce
changement. La réapparition des colonies de tailigale (3 a 4 mm du
diamétre) au 40" et 42™ repiquage ne peut étre expliquée que par la fusion
des petites colonies (1 a 1,5 mm du diametre), c&ls reste a confirmer par
I'utilisation d’un microscope a balayagei, 92]

Aprés coloration de gram l'aspect d§ vu au microscope optique a
limmersion a été différent d’'une série de repicesmg l'autre :

Du premier au sixieme repiquage la forme de latésge n’a pas été influencée,
par contre le changement devient évident a pautifame repiquage (apparition
des formes coccobacillaires, Coccoides, et la fahomgée d&p).

Cette détérioration mécanique de la forme ne peetiée qu'a une agression
du peptidoglycang®3].

Le méme résultat a été constaté pour des coloy@a’ pousseé a proximité du
disque d’antibiotique « AMC » ou l'effet est chirag La compréhension de cet
événement ne peut étre apportée que par des métedsologie moléculaire
et par observation sous microscope électronique.

Les paramétres biochimiques Ke n’ont pas subi de modifications suite a

I'action des repiquages successifs.
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En revanche a partir du 36éme repiquigen’a pas pu utiliser le citrate de
Simmons comme seule source de carbone, elle avad grobablement subit
sous l'effet des repiquages successifs une mutatigntionnelle que peut
acquérir certaines bactérigm].L’observation au microscope électronique et
I'utilisation des méthodes de biologie moléculasfavere donc indispensable
pour la compréhension du mécanisme qui en estmeapte.

Pourtant les repiquages successifs n‘avaient peffeti'sur le comportement
de Kp vis-a-vis des antibiotiques. L'instabilité desukats pour 'AK et I'IPM,
n'est probablement due qu'a la qualité des disquiksés, a la non

standardisation de I'inoculum et/ou au non resgeda chaine de froid.
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VI. LIMITES




De nombreux facteurs ont constitués une entraves ldaréalisation de
notre travail.

Tout d’abord, la rupture du stock en la galerie /APl E lors du 4™
repiguage. Ceci nous a conduit a utiliser la galelassique de LEMINOR. Or
cette galerie ne permet pas la mise en évidencdodg les parametres
biochimiques d&p.

De plus, I'absence d’'un densitometre qui servéidda mesure de la densité
de Tlinoculum pour l'antibiogramme a fait que liodum n’a pas été
standardisé et donc le comportemenKgevis-a-vis certains antibiotiques n’a
pas pu étre juge.

Les délais plus aux moins longs (vacances, week-s@parant certains
repiquages avaient influencé certains parametres.

Enfin le manque de documentation concernant leisjuages de bactérie,
de certains matériaux (microscope électronique,rastmpe a balayage,
thérmocycleur, twincubateur), de réactif de biotogioléculaire et du temps ont

constitué un obstacle devant I'explication de éestaomportements d€p.
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VII. PERSPECTIVES
D AVENIR,
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A la lumiere des résultats obtenus durant notreaikgplusieurs constatations

ouvrent une issue pour d’éventuels recherchesysnple :

- La possibilité de préparer un vaccin vivant atééaupartir d’'une souche
de Kp BLSE : les repiquages successifs sur milieux lessfpeuvent-ils
s'averer bénéfigues pour protéger les patients pitadisés,
essentiellement dans le service de réanimation.

- Les gaz produits pdfp durant ces repiquages peuvent étre récupérés et
exploités dans différents domaines en utilisans deéthodes de
biotechnologie.

- En comprenant les mécanismes avec lesquels lepuages successifs
agissent sukKp, on peut déterminer les points faibles de la bectdin de
trouver un remeéde autre que les antibiotiques ; Benpar exemple
I'action du repiquage sur la structure et donclsyreptidoglycane d&p
correspond également a l'effet des béta-lactamihesfaite donc de
trouver une similitude d’abord entre le repiquage&ivo et in vitro ou une
maniere de I'exploiter s’avere intéressant.

- Par allleurs le repiquage peut également servila@élioration de la

conservation de souches.
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VIII. CONCLUSION




Le repiquage en bactériologie permet d’avoir umibie élevé de bactéries a
partir d'une seule souche de départ. La déternainatiu comportement des
bactéries repiquées successivement, dans les méomektions (milieu de
culture, durée et température d’'incubation), s’avdpbnc important.

Les 45 repiquages successifs réalisés sur une esodehKlebsiela
pneumoniae productrice de béta-lactamase a spectre étends,d#es conditions
de stérilisation et d’hygiéne adéquates, n’‘ont pasfluence sur certains
parametres étudiés (pureté, viabilité, aspect dedonies, caracteres
biochimiques sauf le citrate, et antibiogramme) i€orement a leurs effets sur
autres parametres (la taille des colonies, la fodeela bactérie vue au
microscope optique apres coloration de gram eiligation de citrate de
Simmons comme seul source de carbone). L'explicatiécessite des études
plus poussés et du matériel plus performant.

Les constatations faites durant notre travail nEésente qu’une issue pour
d’éventuelles recherches. Le temps et les moyeosseaires a I'explication de
certains phénomeénes notés ont représenté desriakitaant pour notre sujet.

Il serait donc impératif d’effectuer d’autres étagmur arriver a I'explication

des changements notés suite a l'effet des repegusuccessifs.
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RESUME

Titre : L'effet du repiquage d&lebsiella pneumoniae BLSE sur les caracteres
morphologiques, biochimiques et sensibilités aubaniques

Auteur : Torres Chaimae

Mot clé: Repiquage Klebsiella pneumoniae BLSE —Pureté -Viabilité —
Lactose.

Le repiquage consiste en I'ensemencement sucabesié méme bactérie sur
des milieux de culture semblableKlebsiella pneumoniae BLSE est une
entérobactérie impliguée dans des infections sévekes 45 repiquages
successifs n'ont pas influencé certains paramétediés tel que la pureté, la
viabilité, I'aspect des colonies, les caracterexltimiques sauf le citrate, et
I'antibiogramme a I'exception de I'’Amikacine etrfipeneme dont I'instabilité
est expliqguée par la qualité des disques utilis®snon standardisation de
'inoculum et/ou le non-respect de la chaine a&dfrContrairement aux autres
paramétres tel que : la taille des colonies rédaiteartir du 14"¥epiquage,
expliqué par l'influence de ce dernier sur la c#gade division par scissiparité
deKp, une réapparition des colonies de taille initmle39™ et 4F™ repiquage
a été expliquée par la fusion des petites colpaiesnfirmer par le microscope
a balayage. La forme de la bactérie vue au micpmsoptique apres coloration
de gram a subi un changement a partir du 7emeuagégpar apparition des
formes coccobacillaires, Coccoides, et allongéte suune agression mécanique
du peptidoglycane. La compréhension de cet événtengepeut étre apportée
que par des méthodes de biologie moléculaire et qimervation sous
microscope électronique. La non utilisation deatgrde Simmons comme seul
source de carbone piép a partir du 38™ repiquage a pu étre expliquée par une
mutation nutritionnelle que peut acquérir certaibastéries. L'explication de
ces changements nécessite des études plus poeissis matériels plus
performants. Le temps et les moyennes nécessaifegpiication de certains
phénomenes notés ont représentés des facteuraninmour notre sujet. Les
constatations ainsi faites durant notre travailrésentent une issue pour
d’éventuelles recherches
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SUMMARY

Title: the effect of subculturindllebsiella pneumoniae ESBL on

morphological and biochemical characters and geitgito antibiotics.
Author : Torres Chaimae

Keywords: subculturingKlebsiella pneumoniae ESBL, purity, viability, lactose.

Subculturing consists of successive seeding ofcéelia culture from medium
to medium. Klebsiella pneumoniae ESBL Enterobacteriaceae is involved in
severe infections. 45 subculturing did not influercertain parameters studied
such as purity, viability, the appearance of casnibiochemical characters
except citrate, and antibiotic sensitivity exceptmf Amikacin and Imipenem,
whose instability is explained by the quality ofethlliscs used, the non-
standardization of the inoculum and / or not-coanpde with the cold chain.
Unlike other parameters such as the size of thenced decreased from the 14th
subculture, this is explained by the ability of idien by fission ofKp, a
recurrence of initial size colonies in the 39th aftist transplanting was
explained by the fusion of small colonies to be fecored by the scanning
electron microscope. The shape of the bacteria &tam stain has a change
from the seventh transplanting: coccobacillary fereoccoid, and filamentous,
these are consequence of mechanical aggressiowlgugptan; Understanding
this event may be made by methods of moleculaogikbnd by observation
under an electron microscope. The not use of Sinsrodrate as the sole carbon
source byKp from the 36th subculture could be explained bywaton. The
explanation of these changes requires more exessidies and more efficient
equipment. Time and equipment’'s are necessary ftaiexcertain phenomena,
developed more searches essentially about vaammaind find opportunities
ofusingKp gas.
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[intérét de la santé public, sans jamais oublier ma
responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa
dignité humain.
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probité et du désintéressement.
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