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[1. MEDECINE |

LISTE DU PERSONNEL ENSEIGNANT
PAR GRADE POUR L'ANNEE UNIVERSITAIRE 1995/1996

PROFESSEURS TITULAIRES
M. José-Marie AFOUTOU Histologie-Embriologie
M. Salif BADIANE Maladies infectieuses
M. Oumar BAO Thérapeutique
M. Fallou CISSE Physiologie
M. Fadel DIADHIOU Gynécologie-Obstétrique
M. Baye Assane DIAGNE Urologie
M. Lamine DIAKHATE Hématologie
M. Samba DIALLO Parasitologie
M. Adrien DIOP Chirurgie générale
+ M. El Hadj Malick DIOP O.R.L.
Mme Thérése Moreira DIOP Médecine Interne (Clinique Médicale)
M. Sémou DIOUF Cardiologie
M. Mohamadou FALL Pediatrie
M. Mamadou GUEYE Neuro-Chirurgie
M. Nicolas KUAKAVI Pédiatre
M. Aristide MENSAH Urologie
M. Bassirou NDIAYE Dermatologie
M. Papa Demba NDIAYE Anatomie pathologique
M. Ibrahima Pierre NDIAYE Neurologie
& M. Mohamadou Mansour NDIAYE Neurologie
+ M. Mamadou NDOYE Chirurgie infantile
M. René NDOYE Biophysique
M. Abibou SAMB Bactériologie-Virologie
§ M. Abdou SANOKHO Pédiatrie
M. Mamadou SARR Pediatrie
Mme Awa Marie COLL SECK Maladies infectieuses
+ M. Dédéou SIMAGA Chirurgie générale
§ M. Abdourahmane SOW Maladies infectieuses
M. Ahmédou Moustapha SOwW Médecine Interne (Clinique Médicale Il)
M. Housseyn Dembel SOW Pédiatrie
M. Moussa Lamine SOW Anatomie
+ M. Cheikh Tidiane TOURE Chirurgie générale
M. Pape TOURE Cancérologie
+ Professeur Associé B

& Personnel mis en Disponibilité

§ Personnel en Détachement



M. Alassane WADE Ophtalmologie

M. Ibrahima WONE Médecine préventive
PROFESSEUR SANS CHAIRE
M. Ibrahima - SECK Biochimie médicale

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES

M. Mamadou BA Pédiatrie
M. Sérigne Abdou BA Cardiologie
M. Moussa BADIANE Radiologie
M. Seydou Boubacar BADIANE Neuro-Chirurgie
M. Mohamed Diawo BAH Gyneécologie-Obstétrique
§ M. Mamadou Diakhité BALL Dermatologie
M. Moussa Fafa CISSE Bactériologie-Virologie
M. Abdarahmane DIA Anatomie
M. Babacar DIOP Psychiatrie
M. El Hadj Ibrahima DIOP Orthopédie-Traumatologie
M. Said Nourou DIOP Médecine Interne (Clinique Médicale Il)
M. Raymond DIOUF O.R.L.
M. Souvasin DIOUF Orthopédie-Traumatologie
M. Babacar FALL Chirurgie Générale
Mme Mame Awa FAYE Maladies Infectieuses
Mme Sylvie SECK GASSAMA Biophysique
M. Oumar GAYE Parasitologie
M. Momar GUEYE Psychiatrie
M. Abdoul Almamy HANE Pneumophtisiologie
Mme Bineta SALL KA Anesthésie-Reanimation
M. Salvy Léandre MARTIN Pédiatrie
M. Victorino MENDES Anatomie-Pathologie
x M. Madoune Robert NDIAYE Ophtalmologie
Mme Mbayang NDIAYE NIANG Physiologie
& M. Mohamed Fadel NDIAYE Médecine Interne (Clinique Médicale 1)
M. Mouhamadou NDIAYE Chirurgie Thoracique
et Cardio-vasculaire
M. Pape Amadou NDIAYE Ophtalmologie
M. Moustapha SARR Cardiologie
M. Seydina Issa Laye SEYE Orthopédie-Traumatologie
M. Mamadou Lamine SOW Médecine Légale
Mme Haby SIGNATE SY Pédiatrie

x Chef de Clinique-Assistant Associé
§ Personnel en Détachement



M. Omar SYLLA Psychiatrie

M. Doudou THIAM Hématologie

M. Meissa TOURE Biochimie Médicale
CHARGES D'ENSEIGNEMENT

M. Mohamadou Guélaye = SALL Pédiatrie

. Mamadou

. Boubacar

. El Hadj Souleymane
. Jean Marie

. Michel

* M. Massar

. Amadou Gallo

. Bernard Marcel

. Ibrahima Bara
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. Alassane
. Boucar
. Saliou
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. Ibrahima

Mme Gisele Woto

* M. Sérigne Magueye
M. Abdoul

M. Jean Charles

* M. Claude

M. Abdoulaye

& M. Adama Bandiougou
M. Issa

. El Hadj

. Niama Diop

. Amadou Makhtar

. Birama

. Gora

. Ahmed lyane

Mme HassanatouTOURE
M. Pape Salif
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MAITRES - ASSISTANTS

BA
CAMARA
CAMARA
DANGOU
DELEVOUX
DIAGNE
DIOP
DIOP
DIOP
DIOUF
DIOUF
DIOUF
FALL
GAYE
GUEYE
KANE
MOREAU
MOREIRA
NDIAYE
NDIAYE
NDIAYE
NIANG
SALL
SECK
SECK
SECK
SOW
SOW
SOw

Urologie

Pédiatrie
Orthopédie-Traumatologie
Anatomie Pathologique
Dermatologie

Neurologie

Neurologie

Maladies infectieuses
Cardiologie

Gynécologie

Médecine Interne (Clinique Médicale 1)
Pédiatrie

Chirurgie générale
Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gynécologie-Obstétrique
Pédiatrie

Anatomie Chirurgie
Immunologie (Hématologie)
GRL

Radiologie

Biochimie médicale
Psychiatrie

Psychiatrie

Physiologie
Bactériologie-Virologie
Biophysique

Maladies Infectieuses

* Maitre-Assistant Associé
& Personnel mis en Disponibilité



M. Cheickhna
M. Alé

SYLLA
THIAM

Urologie
Neurologie

ASSISTANTS DE FACULTE - ASSISTANTS DES SERVICES UNIVERSITAIRES
DES HOPITAUX

M. Boubacar Samba
M. Abdoulaye Séga
M. Yémou

M. Dialo

M. Mamadou

M. Moctar

Mme Mame Coumba
. Oumar

. Oumar

. Lamine

. El Hadj Alioune

. Ismaila

. Mamadou

. Oumar

. Abdoulaye
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. Ndéné Gaston
Mme Anta

M. Kamadore

M. Issa

DANKOKO
DIALLO
DIENG
DIOP

DIOP

DIOP
GAYE FALL
FAYE
FAYE
GUEYE

LO
MBAYE
MBODJ
NDOYE
SAMB
SARR

TAL DIA
TOURE
WONE

Médecine préventive
Histologie-Embryologie
Parasitologie
Bactériologie-Virologie
Anatomie
Histologie-Embryologie
Médecine Légale
Histologie-Embryologie
Parasitologie
Physiologie

Anatomie

Médecine Légale
Biophysique
Biophysique
Physiologie

Biochimie médicale
Médecine préventive
Médecine préventive
Médecine préventive

CHEFS DE CLINIQUE - ASSISTANTS DES SERVICES
UNIVERSITAIRES DES HOPITAUX

M. El Hadj Amadou

$ Mme Marieme

M. Momar Codé

M. Moussa

M. Cheikh Ahmed Tidiane
Mme Mariama Safiétou
M. André Vauvert

§ Mme Elisabeth FELLER
M. Ibrahima

M. Djibril

M. Saidou

BA

BA GUEYE
BA

BA

CISSE
KA-CISSE
DANSOKHO
DANSOKHO
DIAGNE
DIALLO
DIALLO

Ophtalmologie
Gynécologie-Obstétrique
Neuro-Chirurgie
Psychiatrie
Gynécologie-Obstétrique
Médecine Interne
Orthopédie-Traumatologie
Maladies infectieuses
Pédiatrie
Gynécologie-Obstétrique
Médecine Interne (Clinique Médicale I)

$ En Stage



Mme Sokhna BA

M. Ahmadou

x M. Mame Thiermo

M. Jean Frangois

M. Rudolph

M. Mamadou Lamine
Mme Elisabeth

M. Edouard Marcel Ignéty
M. Limamoulaye

x M. Mamadou Mourtalla
M. Assane

x M. Abdoul Aziz

Mme Aminata DIACK
x M. Mouhamadou

M. Amadou Koura
Mme Coura SEYE

M. Cheikh Tidiane

M. Alain Khassim

Mile Paule Aida

x M. Abdou
M.Abdoulaye

x M. Youssoupha

M. Mamadou

Mlle Anne Aurore

M. Doudou

Mme Anna

Mlle Fatou

M. El Hassane

x M. Masserigne

M. Charles Mouhamed
. Daouda

. Mouhamadou Habib
. Abdou Rahmane

. Gilbert

i -

DIOP
DEM
DIENG
DIENNE
DIOP
DIOUF
DIOUF
GUEYE
HANE

KA

KANE
KASSE
MBAYE
MBENGUE
NDAO
NDIAYE
NDOUR
NDOYE
NDOYE
NIANG
POUYE
SAKHO
SANGARE
SANKALE
SARR
SARR
SENE
SIDIBE
SOUMARE
SOwW
SOwW

SY

TALL
TENDENG

Radiologie

Cancérologie

Dermatologie
Anesthésie-Réanimation
Stomatologie

Médecine interne
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Urologie

Méedecine Interme (Clinique Médicale 1)
Dermatologie

Canceérologie

Pédiatrie

Médecine Interne(Clinique Médicale |)
Neurologie

Ophtalmologie

Maladies Infectieuses

Urologie

Ophtalmologie

Medecine Interne (Clinique Médicalel)
Médecine Interne (Clinique Médicalel)
Neuro-Chirurgie
Gynécologie-Obstétrique

Chirurgie générale

Psychiatrie

Medecine Interne (Cliniqgue Médicalel)
Neurologie

Médecine interne

Maladies infectieuses
Orthopédie-Traumatologie
Psychiatrie
Orthopédie-Traumatologie

O.R.L.

O.R.L.

ATTACHES - CHEFS DE CLINIQUES

<

. Oumar
M. Saiba

BA

CISSOKHO

"‘

Pneumophtisiologie
Pneumophtisiologie

x Chef de Clinique- Assistant Associé



M. Arona Kane
Mlle Pauline
M. Mor

M. Néloum
Mlle Oumou Koulsome

DIALLO Neurologie
DIOUSSE Dermatologie
NDIAYE Pneumophysiologie

ATTACHE-ASSISTANT
DJIMADOUN  Histologie-Embriologie
SY Biochimie Médicale




[1I. PHARMACIE |

PROFESSEURS TITULAIRES

M. Doudou

M. Emmanuel

x M. Babacar

M. Issa

+ M. Souleymane
x M. Oumar

BA Chimie Analytique et Toxicologie
BASSENE Pharmacognosie

FAYE Pharmacologie et Pharmacodynamie
LO Pharmacie Galénique

MBOUP Bactériologie-Virologie

NDIR Parasitologie

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES

M. Mamadou

M. Cheikh Saad Bouh
M. Mounirou

M. Balla Moussa
Mme Aminata SALL

M. Pape Amadou

BADIANE Chimie thérapeutique

BOYE Bactériologie-Virologie

CISS Toxicologie

DAFFE Pharmacognosie

DIALLO Physiologie Pharmaceutique
(Pharmacologie et Pharmacodynamie)

DIOP Biochimie Pharmaceutique

CHARGES D'ENSEIGNEMENT

M. Bernard

Mme Aissatou GAYE

M. Alioune

M. Amadou

Mme Rita Béréhoundougou

Mile Issa Bella

M. Idrissa

x M. Aynina

M. Mounibé

Melle Thérese

x M. Amadou Moctar
M. Yérim Mbagnick

M. Ahmédou Bamba K.

WILLER Chimie Analytique

MAITRES-ASSISTANTS

DIALLO Bactériologie-Virologie
DIEYE Biochimie Pharmaceutique
DIOUF Toxicologie

NONGONIERMA Pharmacognosie

ASSISTANTS
BAH Parasitologie
BARRY Pharmacognosie
CISSE Physique Pharmaceutique
DIARRA Physique Pharmaceutique
DIENG Parasitologie
DIEYE Pharmacologie et Pharmacodynamie
DIOP Chimie Analytique
FALL Pharmacie galénique

\

x Chef de Clinique- Assistant Associé

+ Professeur Associé



M. Dijibril

M. Modou

Mme Philomeéne

M. Tharcisse N.

x M. Augustin

Mme Maimouna NIANG
M. Boubacar

Mme Maguette Deme
Mme Aissatou Gueye
Mme Aminata GUEYE
M. Amadou Matar

Mme Khadissatou

x M. Elimane Amadou
$ M. Oumar

M. Alassane

M. Antoine

M. Ciré

M. Alioune Badara
M. Aly Coto

Mme Frangoise NDOUR
M. William

FALL Pharmacie Chimique
et Chimie Organique
LO Botanique
LOPEZ SALL Biochimie Pharmaceutique
MFURA Chimie Analytique
NDIAYE Physique Pharmaceutique
NDIAYE Physiologie Pharmaceutique
NIANE Chimie Analytique
SYLLA NIANG Biochimie Pharmaceutique
SANKHARE  Toxicologie
SANOKHO Pharmacologie et Pharmacodynamie
SECK Pharmacie chimique
et Chimie Organique
SECK FALL  Hématologie
SY Chimie Générale et Minérale
THIOUNE Pharmacie Galénique
WELE Chimie Physique
ATTACHES
DIEDHIOU Biochimie Pharmaceutique
DIENG Pharmacologie et Pharmacodynamie
DIOP Pharmacie Galénique
NDIAYE Physiologie Pharmaceutique
(Pharmacologie et Pharmacodynamie)
NGOM Hematologie
DIATTA Botanique

X : Assistant Associé
$ : En Stage



[1Il. CHIRURGIE DENTAIRE |

PROFESSEURS TITULAIRES |

M. Ibrahima BA
Mme Ndioro NDIAYE

Pédodontie-prévention ‘
Odontologie Préventive et Sociale |

MAITRE DE CONFERENCES AGREGE

M. Malick SEMBENE Parodontologie
MAITRES ASSISTANTS
M. Boubacar DIALLO Odontologie Chirurgicale
M. Papa Demba DIALLO Parodontologie
Melle Fatou GAYE Dentisterie opératoire
M. Abdoul Wahab KANE Dentisterie opératoire
Mme Charlotte FATY NDIAYE Pathologie et Thérapeutique spéciale
M. Abdoul Aziz YAM Pathologie et Theérapeutique Spéciales

ASSISTANTS DE FACULTE

& Mme Christiane JOHNSON AGBOTON

Mme Khady DIOP BA

M. Aissatou BA TANMBA

& Mme Maimouna BADIANE
M. Daouda CISSE
M. Fallou DIAGNE
Mme Affissatou NDOYE DIOP
Mme Fatou DIOP

M. Libasse DIOP

M. Mamadou Moustapha GUEYE

x M. Malick MBAYE

Mme Paulette Mathilde A. MIGAN
M. Edmond NABHANE
Mme Maye Ndave NDOYE NGOM

M. Paul Débé Amadou NIANG

x M. Mohamed Talla SECK

Mme Soukéye DIA TINE

M. Said Nour TOURE

M. Younes YOUNES
-

Prothése Dentaire

Orthopédie dento-faciale
Pédodontie-Prévention
Dentisterie opératoire
Odontologie préeventive Sociale
Orthopédie Dento-Faciale
Dentisterie opératoire
Pédodontie-Prévention

Prothése dentaire

Odontologie Préventive et Sociale
Dentisterie Opératoire

Matieres Fondamentales
Prothése Dentaire

Parodontologie

Chirurgie Buccale

Prothése Dentaire

Pathologie et Thérapeutique Spéciales
Prothese Dentaire

Prothese dentaire

X : Assistant Associé
& : Personnel mis en Disponibilité



M. Abdou

M. Abdoulaye

Mme Adam Marie Awa

M. Malick

M. Cheikh Mouhamadou M.
M. El Hadj Babacar

M. Mohamed

Mme Fatoumata DIOP

ATTACHES

BA

DIOP

SECK DIALLO
FAYE

LO

MBODJ

SARR

THIAW

Chirurgie Buccale

Parodontologie

Parodontologie
Pédodontie-Orthodontie

Odontologie Préventive et Sociale
Prothése Dentaire

Odontologie Conservatrice Endodontie
Odontologie Conservatrice Endodontie




AU NOM D'ALIL A H,
TOUT CLEMENT,
TOUT MISERICORDIEU X

Louange a ALLAH , ['Eternel, ['Omniscient, [e
Tout—Puissant.

Ta misericorde est sur ceux qui espere de toi.

Tu nous as permis de passer ces difficultes avec
serenite.

Guides nos pas sur le chemin qu'il nous reste a
parcourir afin que nous demeurions fidele a tes

recommandations.

Ouvres—nous les portes de ton savoir et de ta
connaissance; certes tu es ['Omniscient.

"AMIN "
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A MES GRANDS PARENTS "IN MEMORIUM"

EN SOUVENIR DE MON GRAND PERE EL HADJI OMAR DIAW

7u fus un modele de générosité. 77on assistance ne m'a jamais fait défaut.
Guel tristesse je vessens a constater aujourd'hui ton absence.

QRue la texve de (N'gox te soit légeve.

A MA GRAND-MERE RAMA KANDJI

7u as été la grand-meve couveuse et éducatrice.

Que Dicu, vous garvde encore longtemps a nos cotes.

A MON PERE

“u nous as toujours exhorte dans le travail.
Tes prieres et tes conseils m'ont suivie et m'ont permis d'atteindre le bout
du chemin. .

ag _ . - ~ - - L wge - .
=/ i vu en toi un perve exemplaive. 77a simplicite, ton humilite, ta modestie
et ton honnéteté m'ont beaucoup marqués. Sois assuré de mon affection, de
mon attachement et de mon admivation.

Ce travail est le tien.

A MA MERE

Ln réussite de tes enfants a toujours été ton souci majeur. 7rouve cn ce
tvavail, le pale veflet de tes efforts.
Les mots me manquent aujourd'hui pour texprimer toute mon affection et

ma profonde gratitude.



A MA FEMME NGONE SANGARE

7n compréhension et ton soutien ne m'ont jamais fait défaut.
/e suis de tout cocur avee toi.

A ta famille et tes chafmantes copines.

A MES ENFANTS SALOUM ET RAMA

Jluisse ce travail vous servir d'exemple.

A MES FRERES ET SCEURS

Restons unis commse nous ['avons toujours ete.

A MA SOEUR RAMA DIAW ET A SA FAMILLE.
A MES ONCLES ET TANTES.
A MES COUSINS ET COUSINES.

'A MES NEVEUX ET NIECES.

A TOUS MES AMIS EN TEMOIGNAGE DE MES SENTIMENTS
SINCERES.

A MES CAMARADES DE PROMOTION.

A TOUS LES INTERNE ET ANCIENS INTERNES DES HOPITAUX DE
DAKAR.

A TOUS CEUX QUI M'ONT AIME ET SOUTENU.



- A TOUS MES MAITRES.

(YDerci de votre enseignement

A MES AMIS DU PAVILLON I : GADIAGA, FALL, MOR, AZIZ.

A MES AMIS DE LA MEDINA DE GRAND DAKAR.

A TOUS CEUX QUI ONT MAL QUELQUE PART.
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A NOS MAITRES
ET JUGES

A NOTRE MAJITRE ET PRESIDENT DE JURY
SLE PROSFESSEUR DOUDOU FBA

Vous nous avez honové en acceptant spontanement de présider le jury de

ndtve thése ; vous avez toujours montré un grand intérét pour tout ce qui

touche notre formation.

Vous étes en cela plus qu'un maitre. SAvee tout le vrespect et toute les

considévations, nous vous prions de bien vouloir agréer nos sentiments de

profonde geatitude.

A NOTREMAITRE ET DIRECTEUR DE THESE
LE PROFESSEUR SOULEY YNANE MNBOUP

Votre disponibilité et votre rigucur dans le travail nous ont seduits.

JYous avons surtout apprécié la vichesse de votve expeévience dans le

domaine de [a micvobiologic. SAujourd’hui, soyez-en vemercie.
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A NOTRE YVAITRE ET DIRECTEUR DE F5ESE
LE PROFESSEUR ACRECE CHEIXE SAAD BOUA
JBOYE

Vous avez bien voulu nous accepter dans votre laboratoive et vous étes
évertué a nous assurer malgré vos nomhbreuses occupations unencadrement

aussi satisfaisant que possible.

Ce teavail vous est personnellement dedie.

A NOTRE YWNWAITRE ET FUGE
LE PRPOSFESSEUR ACRECE PANPE AMADOU

DJIOP

Vous avez spontanément acceptée de faive partie de notre jury de these.

Veuillez trouver ici 'expression de notre profonde reconnaissance et nos

sentiments vespectucux.



" Par délibération, la faculté a arrété que les opinions émises
dans les dissertations qui lui sont présentées, doivent étre
considérées comme propres a leurs auteurs et qu'elle n'entend

leur donner aucune approbation ni improbation

n
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ADH
ADN
ASM
ATCC
BCP
BPO
BPS
CDC
CS
G+C%
GLU
IND
INO
KES
LAC
LDA
LDC
LPS
MAN
NAD
NIT
OoDC
ONPG
PDA
PGUR
RM
SAC
SH,
SOR
SPpP

TDA
VP

ABREVIATIONS

Arginine dihydrolase

Acide désoxyribonucléique
American society for microbilogie
American type culture collection
Bromocrésol pourpe

Bactéries pathogénes opportunistes
Bactéries pathogénes spéciliques
Center for Desease Control (Atlanta)
Citrate de Simmons

Pourcentage en guanine + cytosine
Glucose

Indole

[nositol
Klebsiella-Enterobacter-Serratia
Lactose

Lysine désaminase

Lysine décarboxylase
Lipopolysaccharide

Mannitol

Nicotinamide Adenine Dinucléotide
Nitrate |
Ornithine décarboxylase
Ortho-nitrophényl béta D Galactopyranoside
Phénylalanine désaminase
Paranitrophénol D Glucuronique
Rouge de Méthyl

Saccharose

Hydrogene sulfuré

Sorbitol

Espece

Témoin

Tryptophane désaminase

Voges Proskauer



INTRODUCTION
Premieére partie
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

GENERALITES SUR LES ENTEROBACTERIES
I-DEFINITION
II-CLASSIFICATION
III-HABITAT
IV-POUVOIR PATHOGENE NATUREL
IV-1- Bactéries pathogénes spécifiques
IV-2- Bactéries pathogénes opportunistes (BPO).
V- CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
V-1 - Morphologie
V-2- Caractéres culturaux
V-3- Caractéres biochimiques et métaboliques
V-3-1 - Etude de l'utilisation des glucides
V-3-2- Etude de la production de SH2 (hydrogéne sulfuré).
V-3-3 - Recherche de I'uréase.
V-3-4- Mise en évidence de la production d'Indole.

V-3-5 - Recherche des Décarboxylases
V-3-5-1- Principe
V-3-5-2- Réactions catalysées

V-3-6- Recherche des désaminases
V-3-7- Utilisation du citrate de Simmons
V-3-8 - Utilisation du Malonate
V-3-9- Test au Rouge de Méthyle (RM)
V-3-10- Réaction de Voges Proskauer (VP).
V-3-11- Test a I'ONPG.

V-4- Caractéres antigéniques
V-4-1 - Antigéne commun ou de KUNIN
V-4-2- Antigéne O.
V-4-3- Antigéne 11.
V-4-4 - Antigéne K

VI- Méthodes d'identification biochimique

VI-1 - Mini-galerie d'identification

VI-2 - ldentification par galeriec API
VI-2-1 - Api 20 E ( Entérobactériaceae )
VI-2-2 - Api Rapid 20E
V1-2-3 - Galerie ATB 32 GN
VIi-2-4 - MIS Enterobacteriaceae 18 11
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Deuxiéme partie
TRAVAIL PERSONNEL
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INTRODUCTION

Les entérobactéries constituent une part importante des bactéries isolées
lors du diagnostic bactériologique des infections humaines (9, 25, 35).

On les rencontre dans des prélevements trés divers, mais particuliérement
dans les urines (4, 16) et les prélevements sanguins, qui constituent une part
importante de l'activité du laboratoire de bactériologie.

La famille des Enterobactericeae compte actuellement plus de 100 especes
bactériennes (32, 41). Mais, dans ces laboratoires ne sont isolées avec une
certaine fréquence qu’une vingtaine d’espéces bactériennes qui peuvent
présenter un intérét médical, voire méme €tre potentiellement pathogenes et qui
doivent étre identifiées correctement quels que soient les moyens techniques mis

€n ocuvre.

L’identification de ces bactéries bénéficie depuis de nombreuses années
déja de I’existence de plusieurs méthodes :

% les galeries classiques avec un nombre de caractéres limité. Elles
nécessitent parfois le recours d’autres tests biochimiques complémentaires.

*» les galeries Api qui sont trés performantes mais de colt élevé.

L’objetif de notre étude est de mettre au point une microméthode
d’identification, adaptée a la routine et de codt bas.

Ce travail comprend essentiellement deux parties :

O La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique relative aux
généralités sur les entérobactéries.

O La deuxie¢me partie est consacrée au travail personnel avec :
® |a mise au point et I’évaluation de la méthode
® les résultats et commentaires

® |a discussion.
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GENERALITES
I- DEFINITION (12, 16, 29).

La famille des Enterobactericeae est constituée de genres bactériens qui
sont rassemblés en raison de leurs caracteres bactériologiques communs :

- ce sont des bacilles a Gram négatif ;

- mobiles par une ciliature péritriche, ou immobiles ;

- se developpant en aéro-anaerobiose et sur gelose nutritive ordinaire ;

- acidifiant le glucose par voie fermentative avec souvent production de gaz ;
- ne possédant pas d’oxydase ;

- possédant une catalase a I'exception des Shigella dysenteriae du sérotype 1

- réduisant les nitrates en nitrites a l'exception de certaines souches d'Erwinia et
de trés rares mutants.

Le contenu en G+C p.100O de leur ADN est échelonné de 39 a 59 moles
p. 100. (16, 28, 29)

II- CLASSIFICATION (7, 13, 14, 15, 16, 24, 29, 30).

La classification des entérobactéries a toujours fait I’objet de confusions,
des progrés récents réalisés en taxonomie font que de nouvelles espéces sont
constamment décrites.

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres et
especes dont la liste résumée ci-dessous, inspirée de FARMER ET AL (15) donne
un apergu. (Tableau I)

En 1993 BRUCHEN ET AL (6) du CDC d’Altanta ont proposé une nouvelle
classification ol les espéces qui n’ont pas été suffisamment étudiées pour
recevoir un nom d’espeéce ou €tre rattachées a une espece déja existante sont
désignés sous le nom d’”’Enteric group ’’ (Tableau 1I).
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Tableau I : Principaux genres et espéces de la famille des entérobacteries actuellement dénommés (29).

Buttiauxella Leminorella Serratia
B. agrestis* Escherichia-Shigella L. grimonii* S. marcescens*
Cedecea E. coli* L. richardii* S. liguefaciens™
C. davisae* Shigella* S. rubidaea*
C. lapagei* E. fergusonii* Moellerella S. odorifera*
C. neteri* E. hermanii* M. wisconsensis S. plymuthica*
E. vulneris* S. ficaria*
E. blattae Obesumbacterium
Citrobacter O. proteus
C. freundii* Ewingella Tatumella
C. diversus* E. americana* Proteus T. ptyseos™
C. amalonaticus* P. mirabilis*
Hafnia P. vulgaris* Xenor
Edwardsiella H. alvei* P. morganii* X. luminescens
E. tarda*™ P. rettgerii* X. nematophilus
E. hoshinae Klebsiella P. penneri*
E. ictaluri K. pneumoniae* P. myxofaciens Yersinia
K. oxytoca* Y. enterocolitica*
Enterobacter K. planticola* Y. frederiksenii*

E. aerugenes™

K. ozaenae*

Providencia

Y. intermedia*

E. cloacae*

K. rhinoscleromatis*

P. stuartii*

Y. kristensenii*

E. asburiae

K. terrigena

P. alcalifaciens*

Y. pestis*

E. agglomerans*

P. rustigianii*

Y. pseudotuberculosis

E. gergoviae*

Kluyvera

E. sakazakii*

K. ascorbata*

Rhanella

Yokenella

E. taylorae*

K. crycrescens™*

R. aquatilis*

Y. regensburgei*

E. amnigenus*

E. intermedium

Koserella

Salmonella

K. trabulsii*

* Ont été isolées de prélévements d’origine humaine

S. enterica
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Tableau Il : Classification des entérobactéries selon BRUCHEN ET COLL (6)

NOM COURANT

SYNONYME

NOM COURANT

SYNONYME

Cedecae davisae
Cedecae lapagei
Cedecae neteri

Cedecae species 3
Cedecae speces 5
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter diversus
Citrobacter freundii
Edwarsiella tarda
Enterobacter aerugenes
Enterobacter amnigenus
Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacea
Enterobacter gergoviae
Enterobacter hormaechi
Enterobacter hormaechi
Enterobacter sakazakii
Enterobacter taylorae
Escherichia coli
Escherichia fergusonii
Escherichia hermannii
Escherichia vulneris
Ewingella americana
Hafnia alvei

Klebsiella ornithinolytica

Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Klebsiella planticola

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella
rhinoscleromatis
Kluyvera ascorbata
Kluyvera cryocrescens
Leclercia adecarboxylata

Leminorella grimontii
Leminorella richardii
Moellerella wisconsinsis
Morganella morganii ssp.

morganii
Morganella morganii ssp
sibonii

Enteric group 15

Cedecae species 4

Levinea amalonatica
Citrobacter koseri
Colobactrum freundii

Aerobacter aerogenes

Enteric group 17

Enteric group 75
Enteric group 19

Enteric group 10

Klebsiella oxyloca
ornithine positive

Escherichia
adecarboxylata
Enteric group 57

Enteric group 46
Proteus morganii

Proteus morganii

Pantoea agglomerans
Proteus mirabilis
Proteus penneri

Proteus vulgaris
Providencia alcalificiens
Providencia retigerii
Providencia rustigianii
Providencia stuartii
Rahnella aquatilis
Salmonella subgroup |
serotypes

Salmonella subgroup 2
Salmonella subgroup 3a
Salmonella subgroup 3b
Salmonella subgroup 4
Salmonella subgroup 5
Serratia ficaria

Serratia fonticola
Serratia grimesii
Serratia liqueficiens
Serratia marcescens

Serratia odorifera

Serratia plymuthica
Serratia  proteamaculans
spp-

quinovora

Serratia rubidaea

Shigella boydii
Shigella dysenteriae
Shigella flexneri

Shigella sonnei
Tatumella ptyseos
Trabulsiella guamensis
Yersinia bercovieri

Yersinia enterocolitica
Yersinia frederiksenii
Yersinia intermedia
Yersinia kristensenii
Yersinia mollaretii

Yersinia pestis
Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia rohdei
Yokenella regensburgei

Enterobacter aerugenes

Proteus
positive

vulgaris  indole

Proteus inconstans
Proteus retigerii
P. alcalificiens biogroup3

Salmonella choleraesuis
Salmonella enteritidis
Sualmonella gallinarum
Salmonella paratyphi
Salmonella pullorum
Salmonella typhi

Enterobacter liqueficiens

Shigella hiogroup C
Shigella biogroup A
Shigella biogroup B

Shigella biogroup D

CDC group E 9

Enteric group 90

Yersinia enterocolitica
biogroup 3a

Pasteurella enterocolitica

Yersinia enterocolitica
biogroup 3b

Pasteurella pestis
Pasteurella

pseudotuberculosis

Koserella trabulsii
Enteric group 45




III- HABITAT

Le nom d'entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en
général des hotes normaux ou pathologiques du tube digestif de I'homme et des
animaux.

Les entérobactéries sont largement retrouvées au niveau des plantes, dans
l'eau et le sol (29,43).

Quelques especes ont une écologie tres limitée.
Salmonella typhi donne la fievre typhoide et est seulement retrouvé chez
I'hnomme (14, 20, 24). Par contre les souches de Klebsiella pneumoniae sont
largement retrouvées dans l'environnement (33).
IV- POUVOIR PATHOGENE NATUREL.

Sur le plan de la pathologie humaine, il convient de distinguer :
% les especes pathogenes spécifiques.
*» Les especes pathogenes opportunistes.

IV-1- Bactéries pathogénes spécifiques (BPS).

Nous les retrouvons a 1’état commensal (en dehors des porteurs sains) et
dont la présence dans les milieux exterieurs n’est qu’un phémonéne transitoire.
Les maladies qu’elles engendrent sont dues a un défaut d’hygi¢ne et la
contamination se produit soit par contact direct, soit par I’intermédiare d’un

vecteur (alimentaire ou animal); citons les Salmonella, les Shigella et les
Yersinia.

IV-2- Bactéries pathogénes opportunistes (BPO).

Ces bactéries peuvent provenir de la flore digestive commencale
normalement résidante.
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Les infections qu’elles peuvent engendrer ont pour origine :

- soit par un point de départ endogéne, ce qui s’explique par leur
commensalité

- soit par un point de départ exogéne. Il convient alors de distinguer deux
aspects :

* I'un est rencontré dans I’hospitalisme infecticux ot un défaut
d’asepsie permettra la transmission a partir d’un milieu contaminé ou d’un
malade par instrumentation ou voie manuportée ;

* Iautre s’explique par le fait que ces bactéries de la flore digestive
peuvent se retrouver par élimination dans la nature a |’état transitoire.

Si elles n’engendrent généralement pas d’infection, elles sont cependant le
signe d’une contamination fécale, voire un défaut d’hygiéne.

V- CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
V-1 - Morphologie (29)

On ne peut donner que des moyennes pour les dimensions qui varient
selon I' age de la culture, I' espece et la souche. Nous avons :

- les entérobactéries de type coliformes, ayant 2 a 6 pm de long et 1 a 1,5 pum de
large; il s' agit de Escherichia coli, Klebsiella, Entérobacter, Citrobacter.

- les entérobactéries de longueur moyenne ou courte, ayant 1 a 3um de long et
0,5a 1 pm de largeur; il s' agit de Salmonella, Shigella, Hafnia, Serratia,
Proteus.

- les entérobactéries de type parvobactéries se présentant sous forme de
coccobacille; il s' agit essentiellement de Yersinia.

Certains genres ou espeéces de la famille ne contiennent que des bacilles
immobiles : Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis.

La plupart des bactéries classées dans les autres genres sont au contraire
mobiles.
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V-2- Caractéres culturaux (12).
Les entérobactéries se développent bien dans un bouillon ou sur une
gélose ordinaire incubée 18 heures a 37°C.

- Les formes S (Smooth) sont I'aspect habituel au sortir de I'organisme.

Les colonies sont lisses, bombées, brillantes et humides, elles ont 2 4 4
mm de diamétre.

Le bouillon est trouble de fagon homogéne.

- Les formes R (Rough) s'observent surtout avec des souches ayant subi
plusieurs repiquages.

Les colonies sont rugueuses, seches, & contours irréguliers et de teinte
mate.En bouillon, les formes R donnent un aspect grumeleux.

- Les colonies muqueuses sont habituelles avec les Klebsiella. Leur diamétre
peut dépasser 10 mm ; elles ont une tendance a la confluence.

On peut les rencontrer aussi dans d'autres espéces, notamment Salmonella
paratyphi B.

- Les colonies naines s'observent avec des souches déficientes dans certaines de
leurs chaines métaboliques ; elles ne sont pas exceptionnelles chez les souches
d’Escherichia coli isolés d'infections urinaires.

V-3- Caractéres biochimiques et métaboliques
C'est sur I'étude de ces caractéres que repose en pratique le diagnostic de

genre et d'espéce qui ne doit étre abordé qu’apres que le diagnostic de famille ait
établi avec certitude.
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Les caractéres biochimiques et métaboliques étudiés sont :
V-3-1 - Etude de I'utilisation des glucides

* Milieu d’étude de la voie d’attaque des glucides (MEVAGQ).

Ce sont des géloses molles en culot contenant un indicateur de pH et un
sucre. L’utilisation du sucre est mise en évidence par une acidification du milieu
conduisant & un changement de coloration (virage de I’indicateur). Le milieu de
base est le milieu de Hugh et Leifson.

* Eau peptonnée additionnée de sucre.

Comme pour le milieu MEVAG, il y’a acidification du milieu et virage de
I’indicateur de pH si le sucre est métabolisé. Le milieu est constitu¢ par I’eau
peptonnée additionnée de sucre a la concentration finale de 0,5 %. L’indicateur
de pH peut étre le rouge de phénol ou le bleu de bromothymol a la concentration
finale de 0,2%.

V-3-2- Etude de la production de SH2 (hydrogéne sulfuré).

Les micro-organismes peuvent produire des sulfures (S qui selon le pH du

milieu peut donner I'ion hydrogenosulfure SH ou I'hydrogéne sulfuré) par deux
processus différents :

- le catabolisme des acides aminés soufrés essentiellement Ila
désulfhydratation de la cysteine.

- la réduction des composés minéraux soufrés : sulfates, sulfites et surtout
thiosulfates conduit a la formation de sulfures.

Les milieux utilisés ne doivent pas contenir d'acides aminés soufrés; ce
processus est celui utilisé pour l'identification des Entérobactéries.

La mise en évidence des sulfures se fera par incorporation de fer ou plomb
dans le milieu.

11 se forme un précipité noir de sulfure de fer ou de plomb.
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V-3-3 - Recherche de I'uréase. (ﬁgl{re 1)

L4

L’uréase est une enzyme hydrolysant |'urée. La réaction catalysée par
I’uréase peut étre écrite de plusieurs fagons,

La réaction (1) rend compte de la production de deux moles d'ammoniac
qui alcalinisent le milieu selon la réaction (2).

Mais le CO2 est un acide comme le montre la réaction (3).

Toutefois la quantité supérieure d'ammoniac, sa meilleur solubilité
conduisent a l'alcalinisation qui peut étre écrite selon la formule (4) plus
compatible avec les conditions du pH du mjilieu.

+
L'hydrogenocarbonate produit peut libérer un H supplémentaire pour
donner un ion carbonate.

[l faut une uréase particulierement forte pour obtenir cet ion. Dans ce cas
la réaction globale pourrait s'écrire ainsi : (5)

Cette écriture ne rend pas compte de fagon claire de l'alcalinisation, un
acide (ion ammonium) et une dibase (ion carbonate) devant se neutraliser

réciproquement .

Techniquement, le résultat observé est une alcalinisation appréciée par le
virage de l'indicateur de pH qui est le rouge de phénol.

V-3-4- Mise en évidence de la production d'Indole.

Certaines bactéries dégradent le tryptophane grace a une tryptophanase. Il
se forme de I'Indole, de l'acide pyruvique et de 'ammoniac.

L'indole est apolaire, donc plutdt soluble dans les solvants organiques et
réagit fortement avec le para dimethylamino-benzaldehyde en milieu acide.



ficure 1 : Recherche de I'uréase

NH, IH,
Y+}]20__Mﬂss__:},2m[3+coz (1)
urée 3 ammoniac
2NH4 + 24" = 2NH, )
€Oy + Hy0 = HCO5 + H' 3
NH,

NH, NH,
+ 3
+ 2H,0 > 2NH, + COj )
ion amumonium  ion carbonate

i
Y + 2H,0 . >2NH, + HCOz+H' ()
o " 7 hydrogeénocarbonate
Y
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V-3-5 - Recherche des Décarboxylases
V-3-5-1- Principe

Il repose sur I'alcalinisation du milieu de culture par le produit ou les
produits formés.

Elle est mesurée par la variation de la teinte de l'indicateur de pH
(Bromocresol pourpre).

Cette alcalinisation est due :

- a 'apparition de produits particulierement alcalins ( Cadaverine pour la
LDC, Putrescine pour I'ODC et Ornithine pour ['ADH).

- a la disparition de la fonction carboxylique de I'acide aminé sous forme
de CO2 de moindre acidité et volatil.

V-3-5-2- Réactions catalysées (figure 2 et 3)

- Lysine décarboxylase (LDC)
- Ornithine décarboxylase (ODC)
- Arginine dihydrolase (ADH)

V-3-6- Recherche des désaminases (figure 4)
La réaction générale catalysée par ces enzymes est la suivante : (1)
Les éléctrons libérés sont captés par un coenzyme de transport généralement le

NAD .

Il s'agit donc d'une désamination oxydative dont le mécanisme se
décompose en deux €étapes.

e lére étape : oxydation de I'acide-aminé en acide-iminé/
e 2éme étape : hydrolyse de I'acide-iminé en acide cétonique/

Le radical R varie avec I'acide aminé : en bactériologie il s'agit en général
du tryptophane, de la phenyl alanine ou de la lysine.



Figure 2: Recherche des decarboxylases

Lysine décarboxylase:
COOH
LDC
W > co, + NHWNH:
NH NH
2 2 Cadavérine
Lysine
Ornithine décarboxylase:
COOH



Figure 3 : Recherche de I'arginine dihydrolase

Voici les deux types de réactions envisageables :

H
NH, | NELy
N
Y \/\/\coon
Ny, H,0

Arginine
1/ Hydrolyse
3
Citrattine Y Moon

Pi: Phosphate inorganique

H,0 B
1 2
COy + NH; NH, o ADP ol
Y P CO,.+NH,
| 0
H’N\/\/k Carbamyl-phosphate
COOH

Ornithine




Figure 4 : Recherche des désaminases

NH2 0O
/I\ /\
HoO + R COOH —» R COOH + NHg + 2HY + 2e”

Acide aminé Alpha-céto-acide
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= Tryptophane Désaminase (TDA)
~ Phenyl Alanine Désaminase (PDA)
= Lysine Désaminase (LDA)

V-3-7- Utilisation du citrate de Simmons

Le milieu au citrate de Simmons permet de voir si la bactérie est capable
de pousser en présence de citrate comme seule source de carbone,notons que le
citrate est le premier composé du cycle de Krebs ; s’il est utilisé, il ya croissance
et le milieu s’alcalinise.

[l est important d’ensemmenser ce milieu a partir d’un milieu gélosé pour

éviter d’apporter des substances nutritives au milieu synthétique que constitue le
citrate de Simmons.

V-3-8 - Utilisation du Malonate
Le Malonate est un inhibiteur de la succinate dehydrogenase du cycle de
Krebs. Si le malonate est utilsé, le cycle de Krebs reprend et le milieu
s'alcalinise.

V-3-9- Test au Rouge de Méthyle (RM)

Le test permet de préciser I'évolution du pH en milieu glucosé. Les acides
produits par les micro-organismes sont de deux ordres :

= du CO, acide faible et volatil

- des acides organiques plus ou moins forts : ac. succinique, malique, etc...

Les bactéries RM+ sont des bactéries produisant des acides organiques

relativement forts. Et les bactéries RM- produisent des acides organiques
relativement faibles et plutot du CO2.
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V-3-10- Réaction de Voges Proskauer (VP).
On étudie la formation d'un produit du métabolisme du glucose, I'acétyl
methyl carbinol ou acetoine. En présence d'une base forte, I’acétoine donne une
coloration rouge en milieu trés oxygéné (oxydation en diacétyl).

V-3-11- Test a I'ONPG.

ONPG = ortho nitropheny! B-D Galactopyranoside

Il met en évidence la présence de B Galactosidase qui scinde le lactose en
glucose et galactose.

L’ONPG en présence de B Galactosidase donne I’ortho nitrophénol
(jaune) et le galactose

V-3-12- Recherche de la Nitrate Réductase

L'étude de la réduction des nitrates se fera par la mise en évidence des
nitrites formés.

Ces derniers en milieu acétique ou sulfurique donnent une coloration rose
en présence d'acide sulfanilique et d'a naphtylamine (Réaction de Griess).

Toutefois certaines bactéries réduisent les nitrates au-dela du stade
"nitrites", en conséquence toute réaction ne révélant pas nitrites doit étre
complétée par I'épreuve de Zo Bell, épreuve qui consiste a ajouter un peu de zinc
au milieu.

V-4- Caractéres antigéniques (12).

V-4-1 - Antigéne commun ou de KUNIN

Cet antigéne n'est pratiquement retrouvé que dans cette famille et a un
intérét taxonomique.

V-4-2- Antigéne O.

Ce sont des antigenes de paroi constitués de lipopolysaccharides (LPS)
qui sont thermostables et résistent a I'alcool ou a I'acide.
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Les réactions d'agglutination ou ils interviennent se produisent lentement, sont
constituées d’agglutinants granulaires, difficilement dissociables par agitation.

V-4-3- Antigéne H.

Ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont donc présents que chez les
souches mobiles.

[ls sont constitués d'une protéine : la flagelline ; ils sont thermolabiles et
inactivés par l'alcool.

Les réactions d'agglutination ou ils interviennent se produisent
rapidement, sont constituées d'agglutinats floconnneux, facilement dissociables
par agitation.

V-4-4 - Antigéne K

Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d'une couche
externe polysaccharidique.

Parmi les antigenes K, se trouvent les antigénes L,A,B des E coli et
I'antigene Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter.

[ls sont détruits par une €bullition de deux heures .

Les antigenes d'adhérence ou adhésines, de nature protéique, en relation
avec la présence de pili sont classés parmi les antigénes K (K88, K99).

VI- Méthodes d'identification biochimique(23, 35, 38, 39, 40)
VI -1 - Mini-galerie d'identification (8)
L' identification repose sur |' utilisation des milieux suivants:

- milieu de Kligler - Hajna ( fermentation du glucose et du lactose, production
de SH? et de gaz, test a ’ONPG)

- milieu mannitol - mobilité - nitrate ( fermentation du mannitol, envahissement
par les bactéries mobiles, réduction des nitrates en nitrites )
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- milieu urée - indole ( uréase, TDA, indole )

- milieu citrate de Simmons

Pour l'identification de quelques espéces, les caractéres indiqués ci -
dessous peuvent étre complétés par :

- L' étude du profil des décarboxylases ( LDC, ODC, ADH, )

- La réaction de Voges Proskauer : VP (voie métabolique particuliére :
production d' acétoine a partir du glucose )

Les principaux caractéres biochimiques différentiels des genres et especes
le plus fréquemment rencontrés chez I' homme sont donnés par le tableau III
(29)
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Tableau I1I : Principaux caractéres biochimiques différentiels des genres et espéces le plus fréquemment rencontrés

chez ’homme(29).

MOB

LAC

ONPG

SH2

LDC

obC

ADH

URE

TDA
PDA

IND

MAL

GEL

MAN

SAC

INO

ADO

GAL

Salmonelia ™’

+

Citrobacter freundii

+/x

Levinea

++ |+

o+ |+

Escherichia coli

++ [+ +

+/x

Shigella

ala|+|:

- E-Ni-

al+|+|

"

+|a e+ |+ ]+

Klebsiella
pneumoniae

L}

+la+ [+ |+]"

+

+

+|alal+|+]|+

+ | |e|a|et

+lal+ |+ +]

enterobacter
cloacea

+

+

+

3

Hafnia alvei

+

d*

Q.

+

Serrania
marcescens

e

+

=3

Proteus vulgaris

+

Proteus mirabilis

[-F =%

Proteus morganii

+|4+|

e+

Proteus retigerii

+ 4|+ |+

Providencia

+ |+ |+ |+ [+

+ 4+ +

+(+]|

alal+|+|+

o+

Yersiniae
enterolitica

*

+

+

+

o+ +|+]"

o+ |+ |+ |+ |+

L] [=9 + []

Yersiniae

+*

pseudotuberculosis

+*

Sauf pour les méthodes rapides (test ONPG, uréase, désaminases)
+ : positif en 12 2 jours

d : différents types biochimiques
Méthodes rapides :
+: positifen 1 & 2 heures
(1) : Salmonella sous-espéces 1. Exceptions importantes

S.I ser. typhi : LDC+ ; ODC- ; citrate- ; gaz - ; SH2 x

: négatif
+* et d* : positif a4 22°C, négatif a 37°C

- : négatif en 24 heures

S.1 ser. paratyphiA : LDC- ; ODC+ ; citrate- ; gaz +- ; SH2 -
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VI - 2 - Identification paf galerie API (19, 36)
VI-2-1Api 20 E (Entérobactériaceae ) (1, 2, 11, 22)
Le systeme Api 20 E est constitué¢ d'une galerie de 20 microtubes
contenant des substrats déshydratés; la suspension bactérienne répartic dans les

tubes dissout les substrats.

Les métabolites produits sont mis en €vidence par des réactions colorées
ou par addition de réactifs apres 24 a 48 heures d' incubation a 35 - 37° C.

La composition de la galerie est donnée par le tableau [V .

Tableau 1V : Composition de la galerie Api 20E.

TESTS SUBSTRATS
ONPG O. Nitrophenyl B.D galactopyranoside
ADH Arginine

LDC Lysine

ODC Ornithine

CIT Citrate de sodium

H2S Thiosulfate de sodium
URE Urée

TDA Tryptophane

IND Tryptophane

VP Pyruvate de sodium

GEL Gelatine

GLU Glucose

MAN Mannitol

INO [nositol

SOR Sorbitol

RHA Rhamnose

SAC Saccharose

MEL Melibiose

AMY Amygdaline

ARA Arabinose




17
VI -2 -2 - Api Rapid 20E

Les galeries Rapid 20 E sont constituées de 20 microtubes contenant des
substrats deshydratés, destinés a la mise en évidence d' activités enzymatiques et
de fermentations sucrées ; le temps d' incubation est de 4 Heures.

La lecture se fait a l'oeil nu, éventuellement apres addition d'un ou de
plusieurs réactif (s) et conduit a I'établissement d'un code d' identification.

VI--2-3 - Galerie ATB 32 GN (10, 19, 44)

Les galeries ATB 32 GN sont basées sur l'assimilation de 32 substrats
carbonés répartis dans autant de cupules. L'incubation se fait 24 H a 30° C,en
chambre humide hermétique.

La lecture et l'interprétation des galeries ATB 32 GN sont faites
automatiquement par le lecteur ATB 1510 et I'analyseur de données ATB 1530.

VI -2 - 4 - MIS Enterobacteriaceae 18 H (13, 15)

MIS Enterobacteriaccae 18H est un nouveau systéme d'identification des
enterobactéries sur microplaques.

Par cette méthode, l'identification repose sur la réalisation de 21 réactions
biochimiques :

- Production d'indole

- Production d'H,S

- Réaction de Voges Proskauer

- hydrolyse de I'esculine

- Mise en évidence d'enzymes : uréase, tryptophane désaminase (TDA),
décarboxylases (LDC, ODC), arginine dihydrolase (ADH), glucosidases : B
galactosidase (ONPG), B glucuronidase (PGUR)

- Utilisation de substances comme seule source de carbone (citrate,

malonate)
- Fermentation de glucides (glucose, rhamnose, saccharose, adonitol,

inositol, xylose, sorbitol)
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Quatre cupules controles sont prévues.

La lecture est effectuée au photomeétre programmé ou réglé a différehtes
longueurs d'onde.
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MATERIEL ET METHODES
I- MISE AU POINT DE LA METHODE
I-1- Milieux liquides
I-1-1- Matériel

- Agitateur magnétique

- Balance de précision

- pH meétre

- Seringue

- Filtres de 0,2 pl de diamétre
- Micropipette

- Embouts stériles

- Flacons en verre avec bouchon a vis de 50, 100 et 150 ml
- Tubes stériles

- Cryotubes

- Erlen Meyer

- Papier emballage

- Mortier

I-1-2- Réactifs

- glucides : glucose, mannitol, Inositol, lactose, sorbitol, saccharose

- bleu de bromothymol, peptone bactériologique, peptone trypsique, rouge de
phénol.

- chlorure de sodium

- soude

- bouillon nutritif

- L tryptophane, L lysine, L arginine, L ornithine, L phenyl alanine

- phosphate monopotassique et dipotassique

- citrate trisodique, malonate de sodium

- urée

- alcool 95°

- extrait de levure

- sulfate d'ammonium

- sulfate de magnesium
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- phosphate d'ammonium
--thiosulfate de sodium

- sous acetate de plomb

- nitrate de potassium

- poudre d’ONPG , tampon phosphate.

I-1-3- Concentration des milieux
Les milieux solides sont rendus liquides en enlevant dans leurs formules la
quantit¢ d'agar. Pour les milieux liquides nous avons maintenu les mémes

formules.

Trois lots de milieux, de concentration différentes ont été préparés :
le premier lot est de concentration normale.

le deuxiéme lot est de deux fois plus concentrée c'est & dire que pour
chaque formule, les quantités en g/l sont multipliées par deux et pour le méme
volume d'eau.
le troisieéme lot est trois fois plus concentré.

Une fois préparés, les milieux sont testés avec le méme inoculum
plusieurs fois afin de savoir le meilleure concentration. Nous avons les meilleurs

résultats avec les milieux deux fois concentrés.

I-1-4- Préparation des milieux de culture (deux fois concentrés)

1- Milieu pour I'utilisation des glucides

- eau peptonée
- bleu de bromothymol
- glucides

pH7,4-7,5

* Préparation de I'eau peptonée
Peptone trypsique...asesssssiss 3g
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Les poudres sont dissoutes a chaud et le pH ajusté a 7,4. Le milieu est
ensuite réparti dans un flacon et autoclavé pendant 20 mn a 120°C.

* Préparation du bleu de bromothymol (formule de KAUFFMAN)

bleu de bromothymol......... 02g
Th13 00 0 ) e 5 mi
eau distillee. .o 95 ml

Broyer dans un mortier 0,2 g de l'indicateur dans 5 ml de soude 0,1 N.
Ajouter progressivement I'eau distillée.
Autoclaver pendant 10 mn a 110 °C ,
Ajouter le bleu de bromothymol pour : 2-8 ml/100 ml de milieu.

Le milieu ainsi préparé (eau peptoné + indicateur) est reparti stérilement
dans des tubes.

* Adjonction des glucides dans le milieu

Les sucres sont ajoutés a la concentration de 2% dans le milieu.

En appliquant la formule ci-dessous, on détermine le volume de glucides a
ajouter dans le milieu

Vg = volume de glucide a ajouté

V = volume du milieu

Cf = concentration finale du milieu en glucide
Cg = concentration du glucide

Nous avons donc :

glucose 30 Yo..ccussmsmive 2 ml/30 ml de milieu
mannitol 20 %................. 2 ml/20 ml de milieu
lactose 25 Yo..ueereennnennennns 2 ml/25 ml de milieu
Hitgitol 3 % s 2 ml/5 ml de milieu

saccharose 30 %............. 2 ml/30 ml de milieu

sorbitol 10 %..eueevevuenrennen 2 ml/10 ml de milieu
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2- Milieu pour la recherche de SH?

* Préparation du bouillon nutritif

Peptone ..:cuenad g/l
Extrait de viande..3 g/I
pli=7

Mettre 1,6 g de milieu sec dans 100 ml d’eau distillée. Mélanger soigneusement
jusqu’a dissolution compléte. Répartir puis stériliser a I’autoclave a 121°C
pendant 15 mn.

* Adjonction des autres constituants :
- thiosulfate de sodium a 10 % : une goutte pour 5 ml de bouillon nutritif.
- Sous acétate de plomb au 1/1000 : 4 gouttes pour 5 ml de bouillon
nutritif.

3- Milieu pour la recherche de 'uréase

=1 ACYPLOPhane ummmmwsrsasmiss 0,6 g
- phosphate monopotassique................. 02g
- phosphate dipotassique........cecveereireeennes 02g
- chlorure de sodium.......cccceeceiiincuecnnnnn lg
5 TS oxas exssuussansinssonnssummnssosssssasamesssssmesessns 4g
= alco0] 95°...ciiiirieri s 2 ml
- fouge de phénnl ... 0,5ml
= B NS o wvismmmsmsssseissssmssmaviss 100 ml

La stérilisation se fait par filtration sur membrane

4- Milieu pour la recherche des décarboxylases

Milieu de Falkow

~ EXERIL 6 [EVUIE cioissasvssssssessisssisinns 0,6 /100 ml
= BIUCOSE ..eevveereeeeernriecirenees veeeraieenns 0,2 g/100 ml
- chlorure de sodium .......cccovevineeinnnns 1 /100 ml
- Bromocresol pourpre.......cccovieneenne. 0,2 ml

Prévoir 3 lots auxquels on ajoute respectivement :
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-1 % de L lysine
- 1 % de L arginine
- 1 % de L ornithine

pH=6,3 - 6,4 . Stérilisation 120°C pendant 15 mn
répartir dans deg tubes ,

S- Milieu pour la recherche de I'!ndole
Pour cette recherche, nous avons comparé 2 milieux :

- le milieu urée indole
- eau peptonce exempte d'indole

Ce dernier a donné une réaction plus nette a lire.

Sa formule est la suivante:

- Peptone bactériologique ........ccovueereeriveenenanne. 2g
- CHIGHITe 38 SOAMNN simuemmassasmsmsnsso lg
R T T T—— 100 ml

Les poudres sont disssoutes a chaud ; le pH ajusté a 7,2
Stérilisation a 120°C pendant 15 mn.

6- Milieu au citrate de simmons

- CRlorure de SO cuwwsnsminsia 10 g/l

= Sulfate de magn@sium ;.....oviuma 0,4 g/l

- Phosphate d'ammonium.........cccceeveereiuvnreenne 2 g/l

- ICitrate WiSOIGUE::..c.sisssissnsassssisssisis 4 g/l

- Bleu de bromothymol ...........c.ccouvvenne. 0,16 g/l
pH=7

Stérilisation a 120°C pendant 20 mn.
Les poudres sont dissoutes a chaud, sauf le bleu de bromothymol qui sera
dissout a part dans un peu d'eau avant d'étre ajouté. Si on dissout toutes les
poudres en méme temps , l'indicateur va flotter au dessus du milieu.



24

7- Milieu pour I'utilisation du ma!onate

» Extratt de levine.cuisaissssissiesssss 2 g/l

- Malonate de sodium........cccceevervneceerenns 6.g/1
-« CHUBORR e ms s A ~.0,5 g/l
» Chlorure de s0dium... s 4 g/
- Sulfate de magnésium...............cccceu... 4 g/l

- Phosphate dipotasique..........c.ccuuernne. 1,2 g/l

- Bleu de bromothymol........................0,05 g/I
pH=17

Stérilisation a 120°C pendant 20 mn

Comme précédemment l'indicateur sera ajouté aprés la dissolution des
autres constituants

8- Milieu pour le test au rouge de méthyle et la réaction de Voges Proskauer

- Peptone trypsique......c.occveereeecrvenseenne 20 g/l
- Phosphate dipotassique..........cecueennne 4 g/l
& CHUGOSE s @y 20 g/l
pH=1,5

Stérilisation a 120°C pendant 20 mn

9- Milieu pour la recherche de la phényl alanine désaminase (PDA)

~ Lophényl alanine cssomssisisss sossasase 2 g/l
ou D-L phényl alanine .........cccceeeneeeee. 4 g/

- Extrait de levure .....cccccevcvneeeeiccenenne. 6 g/l
= Chlorute de sodiiti s suiamavsss 10 g/l
- Phosphate dipotassique..........c.ccevuenneee 2g/l
pH=73

Stérilisation a 120°C pendant 15 mn
Dissoudre a chaud les poudres,
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10- Milieu pour la recherche de la nitrate rédyctase

C’est un bouillon nutritif additionné de nitrate (2 %)

* Formule du bouillon nqtritif

- Peptone......coccuvvvivccnicncnnnn S g/l
- Extrait de viande................. 3 g/l
pH =7

* Mettre 1,6 g du milieu sec (bouillon nutritif) et 2 g de nitrate de
sodium dans 100 ml d’eau distillée. Mélanger jusqu’a dissolution compléte a
chaud. Répartir puis stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 mn.

11- Milieu 3 'ONPG

Dissoudre 80 mg d’ONPG dans 15 ml d’eau distillée portée a 50°C.

Laisser refroidir, ajouter 5 ml de solution tampon phosphate a pH 7.

Conserver a 4°C. Avant I’emploi, laisser le réactif quelques minutes a 37°C pour
remettre le phosphate en solution.

I-1-5 -Ensemencement

Répartir dans chaque microtube 50 pl de milieu et 50 pl d'un suspension
bactérienne d’opacité correspondant au point 0,5 de [’échelle de Mac
Farland.Recouvrir d'huile de paraffine les microtubes ol sont recherchés la
production de I'nydrogene sulfureux, les fermentations des glucides, la recherche
de l'uréase et des décarboxylases.

Les microplaques sont ensuite recouvertes d'un film adhésif et incubées a
37 °C sur un support humide (papier buvard imbibé: d'eau) pour éviter la

déhydratati.on.

Au bout de 18 H d'incubation, on peut faire la lecture,
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I-2- Milieux deshydratés
I-2-1 Matériel

- Etuve stérile munie d'un thermométre

- microplaques contituées de 20 et 96 puits
- embouts stériles

- micropipettes

- dessicateur (gomme arabique)

- plastique pour emballage

- film adhéssif

1-2-2- Concentration des milieux

Nous avons préparé des milieux 2, 10 et 15 fois concentrés.
Ces milieux sont répartis dans des plaques et déshydratés. Avec un méme
inoculum, nous avons ensemenceé les plaques.

Pour les milieux 10 fois et 15 fois concentrés, les décarboxylases n'ont pas
donnés de bons résultats. Le témoin ne vire pas au jaune.

Seul les milieux 2 fois concentrés ont donné des résultats corrects.
I-2-3- Température de deshydratation

Les milieux liquides sont répartis dans la microplaque qui est ensuite
portée des températures différentes (37°C, 40°C et 42°C) en présence de
dessicateur.

A 37°C il faut 48H pour la deshydratation ,

A 40°C il faut au moins 24H ,

A 42°C il faut 18H ,

I-2-4- Temps de déshydratation

A 42°C les plaques sont deshydratées en moins de 18 H en présence de
dessicateur.
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I - EVALUATION DE LA METﬁpDE
IL.1. Souches bactériennes
102 souches d'entérobactéries isolées de prélévements d'origines variée
ont été étudiées. Leur répartition par genre et espéce bactérienne est fourni par le

tabl,aau Vi

Tableau V :Echantillonnage des 102 souches d'entérobactéries étudiées

Entérobactéries Nombre de souches
Citrobacter amalonaticus 2
Citrobacter freundii 2
Citrobacter malonaticus 6
Escherichia coli 30
Klebsiella oxytoca 5
Klebsiella pneumoniae 10
Morganella morganii 2

Proteus mirabilis 4

Proteus vulgaris I
Providencia stuartii
Salmonella typhi
Shigella boydii
Shigella dysenteriae Al
Shigella flexneri
Shigella sonnei

Entérobacter cloacae

BN B b LAt h 00 n

Entérobacter aerogenes

—_—

Providencia rettgerii

Total 102
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I - 2 - Matgriel
II -2 -1 - Milieux

- Milieu pour I'utilisation des glucides

- Milieu pour la recherche de la production de SH2

- Milieu pour la recherche de l'uréase

- Milieu pour la recherche des decarboxylases (ADH, ODC, LDC)

- Milieu au citrate de Simmons

- Mmilieu au malonate

- Milieu pour le test au rouge de méthyl (RM) et la réaction de Voges Proskauer
(VP)

- Milieu pour la recherche de I'indole

- Milieu pour la recherche de la phénylalanine désaminase (PDA)

- Milieu pour la recherche de la nitrate réductase

- Milieu pour le test a 'ONPG

- Milieu BCP

11 - 2 - 2- Galerie API
Nous avons utilisé la galerie Api20E
II -2 - 3 - Réactifs

- Huile de paraffine

- KOH

- alpha naphtol

- acide sulfanilique

- alpha naphtylamine
- réactif de KOVACS
- perchlorure de fer

- rouge de méthyle
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II - 3 - Méthode

II- 3 - 1 - Principe

La plaque est constituée de 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés, destinés a la mise en évidence d'activités enzymatiques et de
fermentation (ou oxydation) sucrées (tableau V1)

TABLEAU VI : COMPOSITION DE LA GALERIE D'IDENTIFICATION

TESTS SUBSTRATS
GLU GLUCOSE
MAN MANNITOL
LAC LACTOSE
INO INOSITOL
SAC SACCHAROSE
SOR SORBITOL
NIT NITRATE DE POTASSIUM
SH2 THIOSULFATE DE SODIUM
UREE UREE
IND TRYPTOPHANE
ve GLUCOSE
RM GLUCOSE
CS CITRATE DE SODIUM
MAL MALONATE
PDA PHENYL ALANINE
ONPG O. NITRO PHENYL Beta D. GALACTOPYRANOSIDE
ADH ARGININE
obDC ORNITHINE
LDC LYSINE
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II - 3 -2 - Préparation de la plaque

- Répartir dans chaque microtube 50 pl de milieu.

- Déshydrater les milieux a I'étuve (42°C) en présence de dessicateur (gomme
arabique) pendant 18 heures.

- Recouvrir la plaque d'un film adhésif avant de mettre le couyercle.

- Mettre sous emballage avec un déshydratant.

- Conserver a 4°C ou -20°C.

II -3 -3 - Ensemencement

- Répartir 100ml d'une suspension d'opacité correspondant au point 0,5 de
I’€chelle de Mac Farland.

- Recouvrir d'huile de paraffine les microtubes ot sont recherchés les caractéres
biochimiques suivants :

* la fermentation des glucides

* ]a recherche de I’uréase

* la production de H2S

* la recherche des décarboxylases

Il - 3 -4 - Incubation
24 heures a 37°C (étuve) sur un plateau recouvert de papier buvard imbibé d'eau.
II -3 -5 - Lecture

Notre méthode donne lieu a des réactions colorées, dont la lecture se fait a
I'oeil nu, éventuellement apres addition d'un ou plusieurs réactif (s) (tableau
VII)


http:l'.�chelle.de
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Tableau VII: TABLEAU DE LECTURE

A4

INTERPRETATION DES REACTIONS

TESTS REACTIFS A AJOUTER
POSITIF NEGATIF
GLU
MAN
LAC vert a jaune bleu
INO
SAC
SOR
I goulte d'acide sulfanilique Rouge Incolore
NIT +
| goutte d'alpha naphtylamine
SH2 Précipité noir Incolore
UREE rouge violacéé jaune
IND 1 goutte de réactif de KOVACS Anneau rouge Anneau jaune
vp 1 goutte de KOH puis 1 goutte d'alphanaphtol Rouge Incolore
Attendre 10 mn avant la lecture
RM I goutte de rouge de méthyl Rouge Jaune orangé
Cs Bleu Vert
MAL Bleu Jaune vert
PDA 1 goutte de perchlorure de fer Vert Jaune
ONPG Jaune incolore
ADH Violet jaune
oDC Violet jaune
LDC Violet jaune
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IT - 3 - 6 -Paramétres d’évaluation.
IT -3 -6 - 1- Contrdéle de qualité (3)

Notre méthode est soumise a un contréle de qualité par une méthode
bactériologique normalisée.

Chaque lot de préparation de milieu est testé avec une souche sélectionnée
pour sa sensibilité et sa spécificité (souche de référence).

Cette souche provient de I'Américain Type Culture Collection (ATCC) E.
coli 35218

Il -3 - 6 -2 - Reproductibilité.

Elle est estimée en testant plusieurs fois la souche de reférence avec les
différents lots de préparation de milieu.

II - 3 - 6 - 3- Fiabilité

Afin d'évaluer la performance de notre méthode, nous l'avons comparé
au. . galerie Api 20E.

Parmi les 102 souches entérobactéries, nous avons réidentifié 48 par
galeries Api20E, afin de voir les concordances et les disconcordances

éventuelles.

Nous avons enfin comparé les résultats obtenus par la galerie Api 20E
avec ceux fournis par notre méthode.

Il - 3 - 6 - 4- Stabilité

Un lot de plaques est préparé et conservé a 4°C et -20°C;chaque semaine,
nous testons 2 plaques du lot pour apprécier la stabilité.
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Il -3 -6 -5- Rapidité dy test.

C'est la moyenne du temps de réalisation d’un test par des personnes
différentes.

II-3-6-6- Coit.

Le colit est évalué par la détermination de la valeur de tous les constituants des
milieux. La plaque est exclue du prix.
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RESULTATS ET COMMENTAIRES
I- IDENTIFICATION

Le tableau VIII présente les résultats de I’identification de 102 souches
d’entérobactéries :
89,3% des souches ont été correctement identifiées en genres et especes.
0,9 % sont identifiées correctement avec les tests supplémentaires.
C’est une souche d’Enterobacter acrogenes ol nous avons testé en plus la
fermentation du rhamnose pour confirmer le genre.
9,8 % sont incorrectement identifiées.
11 s’agit =
- C. amalonaticus
- E. aerogenes
- K. oxytoca
- M. morganii
- S. typhi
- Sh. sonnei

~ NN W~ O~
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Tableau VIII : Résultats de I'identification des 102souches d’entérobactéries

Nombre de souches identifiées

Espéces

correctement

correctement
avec des tests
suppléméntaires

incorrectement

Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freudii
Citrobacter malonaticus
Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacaea
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Salmonella typhi
Shigella boydii

Shigella dysenteriae Al
Shigella flexneri
Shigella sonnei

Shigella stuartii
Providencia retigerii

— u S
OMLOOO\N

—_lnthhthhhh b ON— O

SO CO O OO OO OCO—OOOO

OO0 OO ~NOONODWO—OO O —

TOTAL

91

10

Pourcentage

89,3 %

0,9 %

9,8 %




36

Nous avons ensuite exprimé le pourcentage de réactions positives des 102

souches testées (tableau IX)

Tableau IX

: Pourcentage de réactions positives des 102 entérobactéries testées

G 1 S I[N |S (U |l |V (R [C |M (0]
L [A |A [N 1 HZ [R P A |D [N
U |N |C R |T E P
E G
C. amalonaticus 100 | 100 J100 |0 |50 [100 (100 o |0 100 |0 100 |50 o |0 |100 [0 [50 [50
C. freundii 100 [ 100 ) 100 {0 | 100 {100 [100 {100 ]0 |0 |0 100 {100 |50 o [100 |50 o [0
C. malonaticus 100 1100 |67 |50 |67 [100 (100 |0 |0 100 |0 100 {67 100 [0 100 | 67 | 100 | 67
E. aerogenes 100 ] 100 | 100 | 100 [ 100 [ 100 J100 O |50 |0 100 |0 100 {100 [0 ]100 O | 100 |50
E. cloaceae 100 1100 | 100 {100 [ 100 [ 100 [100 |0 |0 [0 100 |0 | 100 400 |0 100 | 100 [ 100 | O
E. coli 100 | 100 J 100 [0 |57 |97 1000 o [97 [0 i00j]o _Jo |o 100 |17 |80 |87
K. oxytoca 100 | 100 |80 | 100 |80 | 100 [100 |0 100 | 100 | 100 {0 [100|100 |0 |100 [40 [40 |00
K. pneumoniae 100 | 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 {100 [0 |90 |0 100 [0 100 | 100 | 0 100 {10 {0 [100 |
M. morganii 100 | 100 |0 100 | 50 | 100 [ 100 [0 100 | 100 |0 100 |0 |50 {1000 o [100 100
P. mirabilis 1000 o Jo |25 |0 100 {100 [ 100 |0 O 100 |50 |0 100 {0 Jo [75 |oO
P. vulgaris oo (o (o fo fo |o 100 | 100 [ 100 | 100 |0 100 | 100 | 100 [ 100 [0 0 [0 |O
P. rettgeri 100 [100 |0 100 |0 |O 1000 100 | 100 | 100 [ 100 {100 {100 J100 O foOo o |0
P. stuarti 1000 Jo |60 |20 |oO 100 |0 100 | 100 |0 100 |80 |0 100 {0 o Jo |o
S. typhi 100 /100 J0 |0 |o |87 [loo]62 |0 [0 |o 1000 Jo Jo Jo Jo |50 |75
Sh. sonnei 100 {1000 o o0 o 1000 Jo Jo |o 000 o |0 100 | 0 100 | 0
Sh. spp* 100167 |0 |20 |4 [20 [100|0 O |7 |O oo Jo 0o Jo |o fo |oO

* 8. spp = 8. dysenteriae Al, S. flexneri et S. boydii.




Photo |- Plaque témoin Photo 2- Fscherichra calr
ATCC 35218

Pholo 3: kJebsieils preumonise Photo 4: Shigelis flexneri

Photo 1: Plague contenant des milteux rehydratés avec de 1’eau physiologigue

Photo 2: Profil biochmque de 1a souche de réference qui nous a permis de faire
le contrile de qualite.

Photo 3: Profil bochirmgue d’une souche de Xedsrells preumeonise

Photo 4 Profi] biochimique 4’ une souche de S@igeile flexperi
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II - EVALUATION

48 entérobactéries parmi les 102, ont été testées par galerie Api20E ; leur
répartition est fournie par le tableau X

Tableau X : Echantillonnage des 48 souches d'entérobactéries testés par Api20E

ENTEROBACTERIES NBRE DE
SOUCHES

Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freudii
Citrobacter malonaticus
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Proteus vulgairis
Providencia stuartii
Salmonella typhi
Shigella sonnei

Shigella boydii

Shigella dysenteriae Al
Shigella flexneri
Entérobacter cloacae
Entérobacter aerogenes

N A WWMNhDNDLBL U= b — WL W — —

s
(* ]

TOTAL
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Le tableau XI présente les tésultats comparatifs de l'identification des 48
souches d'entérobactéries a I'aide de notre méthode et la galerie Api 20E.

Nous obscrvons une concordance dans le diagnostic de genre et d'espéce
pour prés de 71% dcs souches. ‘

Dans les discordances qui atteignent 29 %, nous avons fait figurer tous les autres
cas :

0 différences dans le diagnostic de genre bactérien (0%).

0 différences dans le diagnostic d'espéce au sein d'un genre bactérien
f6%).

0 réponse de type :

- "profil douteux" (4 %): c’est quand le profil présente au mions deux
caracteres inhabituels ; mais qui n’empéche pas de faire une identification.

- "profil inaceptable” (2 %): c’est quand le profil obtenu ne permet pas de
une identification.

- "discrimination insuffisante entre“q 7%): c’est quand le profil obtenu
permet une identification correcte bien qu’il ait un caractére discordant avec la
galerie Api 20E,
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Tableau X1 : Résultats comparatifs de I’identification des 48 souches d’entérobactéries a I’aide de notre méthode et la galerie

Api 20E.
CONCORDANCES DISCORDANCES
Genre Espéce "Profil "Profil "Discrimination | Total
bactérien bactérienne | douteux' | inacceptable" |insuffisante entre"
[Nombre de _
% 71 0 6 Bl 2 17 100
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Nous avons ensuite exprimé le pourcentage de concordance des caractéres
¢tudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour chaque espéce.

I1-1 Citrobacter

Pourcentage de concordance des caracteres étudiés sur Api 20E et selon notre
méthode pour Citrobacter.

Aucune discordance n'a eté observée pour C. amalonaticus etc. C.
Sfreundii. Par contre pour C. malonaticus, la concordance est de 67% pour
I'ADH.

Tableau XII : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api
20E et selon notre méthode pour Citrobacter.

C. amalonaticus C.freudii C.malonaticus

GLU 100 100 100
MAN 100 100 100
INO 100 100 100
SAC 100 100 100
SOR 100 100 100
SH2 100 100 100
UREE 100 100 100
IND 100 100 100
VP 100 100 100
CS 100 100 100
PDA 100 100 100
ONPG 100 100 100
ADH 100 100 67

ODC 100 100 100
LDC 100 100 100

I1-2 - Escherichia coli

Pour Escherichia coli, nous avons observé 60% de concordance pour
I'ODC, 80% pour le saccharose et 100% pour les autres caractéres.(_Tableau

XIII)
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Tableau XIII : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour I'espéce
Escherichia coli

G M |I S (S |[SH:|U I VP |CS [P |O A |0 |[L

L A IN (A (O R N D |N D |D |D

u [N |[O (C |R E D A |P H |€C |C
E G

Escherichia 100 [100 {100 {80 100 |100 {100 |100 |100 (100 (100|100 (100 |60 |100
coli
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II -3 - Klebsiella

Pour Klebsiella oxytoca, nous avons 67% de concordance pour I'ADH,
pas de concordance pour I'ODC et 100% de concordance pour les autres
caracteres.

Et pour Klebsiella pneumoniae, 1'urée présente 67% de concordance et les
autres caracteres présentent 100% de concordance (Tableau XIV)

Il -4 - Morganella morganii

Aucune concordance n'a été observée pour les décarboxylases et le
sorbitol . Et pour les autres caractéres, nous avons 100% de concordance.
(Tableau XV)

I1-5 - Proteus

Aucune discordance n'a été observée pour les Proteus (Tableau XVI).

I1- 6 - Providencia stuartii

Pour Providencia stuartii, nous avons une concordance de 80% pour
I'inositol et 100% pour les autres caractéres (Tableau XVII).

II- 7 - Salmonella typhi

Pour Salmonella typhi, nous avons une concordance de 60% pour le SH,,
80% pour I'ODC et 100% pour les autres caractéres (Tableau XV1II).

I1- 8 - Shigella

Aucune discordance n'a été observée pour S.dysenteriae A1, S.flexneri et
S. sonnei. (Tableau XIX).
Et pour Shigella boydii, nous avons 50% de concordance aussi bien pour
I'Inositol que pour le saccharose et 100% pour les autres caractéres.
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Tableau XIV : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour les
souches de Klebsiella

G M |1 S S S U | VP |CS |P O A O L
L A N A O H, |R N D N D D D
U N O C R E D A IF H - C
E G
Klebsiella
oxytoca 100 { 100 | 100 | 100 100 {100 [ 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 |100 |67 0 100
Klebsiella
prneumoniae 100 { 100 | 100 | 100 100 | 100 | 67 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100
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Tableau XV : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour I'espéce
Morganella morganii

G M |I S S SH, |U I VP |CS |P O A |O L,

L A N A |0 R N D |N D |D D

U |N O C R E D A P H C C
E G

Morganella |
morganii 100 |{ 100 [ 100 (100 |O 100 | 100 100 |{ 100 | 100 | 100 | 100 0 0 0




Tableau XVI : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour les

souches de Proteus
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G M I S S S U | VP {CS |P O A O L
L A N A O H, |R N D N D D D
U N O C R E D A P H C ¢
E G
Proteus |
mirabilis 100 | 100 100 100 | 100 | 100 | 100 100 |{ 100 | 100 {100 | 100 100 100 | 100
Proteus
vulgaris 100 | 100 100 100 | 100 | 100 {100 100 | 100 { 100 | 100 | 100 100 100 | 100
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Tableau XVII : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour I'espéce
Providencia stuartii

SH; VP | CS

co
2 o 2
oz
QP ©n
O W
o o
g iz
> O
OTZO
T O >
Ngo
0ot

Providencia
stuartii 100 | 100 | 80 100 | 100 {100 {100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 100
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Tableau XVIII : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour les
souches de Salmonella typhi

SH; VP | S

=l
Z > 2
o -
P w»
X O W
mm®c
ko2 =
>0
Q9ZO
T O >
NnYo
PRl

Salmonella
typhi 100 | 100 {100 | 100 | 100 |60 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 80 100
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Tableau XIX : Pourcentage de concordance des caractéres ¢tudics sur Api 201 et selon notre méthode pour les

Shigelles
G M |1 S & SH, | U I VP | CS i O A O L
L A N A O R N D N D D D
U N 0O |C R ks D A P H 8 L
_ i L PSS SR T -
Shigella dysgnteriae s :

Al 100 100 100 100 100 100 100 104} 10 1040 100 100 100 100 100
Shigella flexneri 100 100 100 1o 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Shigella boydii 100 100 30 S0 100 160 100) 100 100 10 o 106 104 100 100
Shigella sonnci 100 100 oo 100 100 100 100 L) 1o 100 100 100 100 100 100
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I1 -9 - Enterobacter

Nous n’avons pas de discordance pour E. cloaceae.
Pour E. aerogenes nous avons 50% de concordance pour I’urée et la LDC
et 100% pour les autres caracteres

Tableau XX : Pourcentage de concordance des caractéres étudiés sur Api
20E et selon notre méthode pour les Enterobacter.

E. cloacae E. aerugenes

GLU 100 100
MAN 100 100
INO 100 100
SAC 100 100
SOR 100 100
SH2 100 100
UREE 100 50

IND 100 100
VP 100 100
CS 100 100
PDA 100 100
ONPG 100 100
ADH 100 100
ODC 100 100
LDC 100 50
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II1I- PARAMETRES D’EVALUATION
I1I-1- Controéle de qualité

Le profil biochimique obtenu avec la souche de reférence est donné par le
tableau XXI.

Tableau XXI : Profil biochimique de E. coli ATCC 35218

G (M |L | S S N [S u |1 V |[R |C M |P O |T A |O |L

L |A|A([N]|JA |O (I H|R |[N [P M |S A |D |N D |D |D

U GO e | RTT |2 B D L [A|P H |C |[C
E G

+ |+ |+ + |+ |+ + + = + + |+

III-2- Reproductibilité

La souche de reférence testée plusieurs fois avec le méme lot ou de lots
différents de milieu a donné les mémes résultats.

I11I- 3- Fiabilité

Sur 48 souches d’entérobactéries, testées par Api 20E, nous avons
42 qui concordent sur le plan identification avec notre méthode.

I11-4- Stabilité

Elle est d’environ 2 semaines a +4°C et plus d’un mois a -20°C
ITI-5- Rapidité

La moyenne du temps de réalisation d’un test est de 3 mn.
I11-6- Coiit

Le prix hors taxe d’un test est estimé a 21,7 francs CFA (la plaque
exclue). TABLEAU XXII
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TABLEAU XXII : Evaluation en francs CFA du test.

TESTS PRIX EN CFA DE 100 ml PRIX EN CFA DE 50 ml
GLU 1706,54 0.85327
MAN 574,74 0,28737
LAC 422,04 0,21102
INO 9857,54 4,92877
SAC 1017,14 0,50857
SOR 4997,54 2,4987
CS 50,59 0,025295
MAL 43479 2,174
UREE 1407,14 0,7036
IND 176,54 0,08827
VP 281,6 0,1408
RM 281,6 0,1408

| T 46,9 0,02345
ADH 2713 0,1356
LDC 64829 3,2414
OoDC 3646,3 1,8234
SH2 50,15 0,025075
NIT 60,95 0,030475
ONPG 7560 3,78
PDA 200,64 0,10032
TOTAL 43 440,05 21,720
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DiSCUSSl@N
I- IDENTIFICATION
Nous avons étudié 102 souches d’entérobactéries :
Q 89,3 % ont été bien identifiées.
Q 0,9 % necessitent des testes complémentaires pour leur identification,
Q 9,8 % n’ont pas été correctement identifiées

Une étude fait par SCHRECKENBERGER et Coll. (43) sur
I’identification de 152 souches par le systtme RapID onE a donné des valeurs
voisines :

Q 92,1 % sont correctement identifiées.

Q 1,3 % sont identifiées pour le genre bactérien .

Q 6,5 % sont mal identifiées .

Ce systeéme a été amélioré puis KITCH T. et COLL. (26) I’ont évalué sur
364 entérobactéries.

Q 95,8 % des souches sont correctement identifiées.

Q 1,0 % des souches sont correctement identifiées avec des tests
complémentaires.

Q 3,2 % sont incorrectement identifiées.
Les souches qui n’ont pas été bien identifées par ces auteurs concernent

surtout les entérobactéries du groupe KES et quelques especes de Salmonella et
de Citrobacter.



53

II - EVALUATION
- Les identifications réalisées par notre méthode concordent dans environ
71% des cas avec les résultats de la galerie Api 20E prise comme référence.

Ces chiffres sont voisins de ceux rapportés dans la littérature par d'autres
auteurs.

REYNAUD A.E et Coll (36) ont 80% de concordance dans une étude
comparative de 97 souches d'entérobactéries a I'aide de galeries rapid 20E et Api
20E.

HOLMES B. et coll (21, 30) ont 77% de concordance dans I'évaluation
de leur méthode d'identification sur 511 souches d'entérobactéries.

Une incubation plus prolongée jusqu'a 48heures améliore le pourcentage
de concordance de notre méthode (76%).

-Parmi les 29% de discordance, il faut noter que nous n'avons pas observé
de discordances concernant le genre bactérien contrairement aux travaux de
REYNAUD A. E et coll qui ont 1% de discordance majeure avec la galerie Api
20E.

Q Les discordances concernant le diagnostic d'espece bactérienne sont obsevées
avec trois souches de Klebsiella oxytoca qui sont identifiés par la galerie Api
20E comme K.ornithinolytica. Monnet D. et coll (31, 42) ont montré que la
majeure partie des K.oxyfoca isolés dans les laboratoires de microbiologie
correspondait a des K. ornithinolytica d'ou l'intérét de la recherche des
decarboxylases dans I'identification des enterobacteries (18).

Ces discordances concernent le diagnostic d'espéce des entérobactéries du
groupe KES ; ces genres bactériens font partie de ceux les plus fréquemment
rencontrés dans les résultats discordants rapportés par d'autres auteurs (10, 17,
21, 27)

O Les "Profil douteux" repésentent 4% des discordances ; sont observés avec
deux souches.



o4

* une souche de Salmonella typhi qui est ODC+ et SH,- alors que
habituellement, les Salmonella typhi sont ODC- et SH,+ ‘

* une souche Shigella boydii qui fermente l'inositol et le saccharose alors
que habituellement les Shigelles ne fermentent pas ces deux sucres.

Ce "profil douteux" ont été décrit par REYMOND A.E. (8%) et
HOLMES B. (15%).

Q Les "profil inacceptable" représentent 2% et sont observés avec une souche
de Morganella morganii qui n'a pu étre identifi¢ par notre méthode.

Cette espéce faisant partie des genres qui presentent souvent des résultats
discordants.

REYMOND A.E. a eu 3% et HOLMES BB. 8%.
Ce type de profil nécessite le renouvellement du test.

Q Les réponses de type "Discrimination insuffisante entre" représentent 17%.
Ce pourcentage est diminué par une incubation de 48 heures.

Au total parmi les 29% de discordances, celles liées a la recherche des
décarboxylases représentent 58% d'ou la nécessité d'améliorer cette recherche en
utilisant comme indicateur de pH plus sensible et plus stable comme par
exemple le rouge de phenol.

Les discordances liées a la production de SH, représentant 9% des
discordances.

Elles sont généralement levées apres une incubation de 48 heures.

Les discordances liées a la recherche de 'uréase (9%) sont aussi levées par
une incubation plus longue ou un ensemencement dense de la souche
bactérienne. Ces discordances sont observées avec les Klebsielles qui ont une

activité uréasique faible.

18% des discordances sont liées a ['utilisation des glucides.
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II- Avantages.de méthode.

O Elle permet la mise en oeuvre systématique d’un nombre de tests trés
supérieurs a celui d’une galerie classique en bactériologie de routine.

O La méthode permet un gain de place par rapport aux méthodes
classiques : elle diminue I’encombrement du laboratoire aussi bien en ce qui

concerne la préparation et la stérilisation que les postes de travail (paillasse,
étuve).

O Elle a un colit moins élevé par rapport aux méthodes classiques et les
galeries Api (1000 FCFA par test).

I11- Inconvénients.

Q La préparation necessite une bonne maitrise lors de dessication afin
d’éviter I’altération des principes actifs et les souillures.

O La stabilité des milieux déshydratés doit étre améliorée.

Q La stérilisation des microplaques necessite des appareils comme le four
a micro-ondes.


http:11-Avantages.de
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CONCLUSION

Les infections humaines a entérobactéries occupent une place importante
en pathologie infectieuse en raison de leur fréquence et de leur gravité tant a
I’hopital que dans les populations.

La mise au point d'une microméthode permettant leur identification est
d'un grand intérét.

Notre méthode utilise une microplaque constituée de 20 cupules contenant
des substrats déshydratés, destinés & la mise en évidence d’activités
enzymatiques et de fermentation sucrées.

La suspension bactérienne répartie dans les cupules dissout les substrats.
Les métabolites produits sont mis en évidence par des réactions colorées ou par
addition de réactifs aprés 24 H d’incubation a 37°C.

102 souches d'entérobactéries ont ét¢ identifiées par notre méthode :

89,3% des espéces sont correctement identifiées

0,9% sont identifiées avec des tests complémentaires

9,8% sont mal identifiées et concernent surtout les espéces du genre :
Klebsielle, Enterobacter, Salmonella Shigella, Morganella.

Afin d’évaluer la performance de la méthode, nous I’avons comparé avec
la galerie Api20E prise comme reférence.

48 souches ont été retestées et nous ayons .
@ 71 % de concordance dans le diagnostic du genre et d'espéce

@ 29 % de discordance dont :

. 58 % liées a la recherche des décarboxylases
.9 % liées a la production de SH?2

. 9 % liées a la recherche de l'uréase
. 18 % liées a la fermentation des sucres.
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Cette méthode mise au point offre des avantages :
® Sécurité d'identification
® Gain de temps
® Gain de place
® Collt bas par rapport aux galeries habituelles
Dans le but d'élargir l'utilisation du test dans les autres structures de la

place des améliorations seront apportées. Elles concernent surtout Ja stabilité, le
temps d’incubation et le conditionnement.






BIBLIOGRAPHIE

1 - ALDRIDGE K. E., GARDNER B. B., CLARK S.J., MATSEN J.M.
Comparison ot Micro-ID, Api 20E, and conventional media systems in
identification of Enterobacteriaceae.

J Clin Microbiol., 1978 ; 7 : 507 - 513.

2- ALDRIDGE K E., HODGES R.L.

Correlation studies of Entero-Set 20. Api 20E. and conventional media

systems for Fnterobactericeac identilication
1 Clin Microbiol., 1981 ;13 :120 - 125.

3 - BARTLETT R.C.

Quality control i clinical microbiology. In : Balows A., Hausler Ir. W.J.,
Herrmann K. L. Isenberg H.D.. Shadomy H.!I eds. Manual of clinical
microbiology.\Washington DC : ASM. 1990 ; 14-23

4- BLAZEVIC D.J.. STEMPER .J.L.

Orgamims encountered i urine culture over a 10 years period
Appl Microbiol . 1972 123 - 421 - 422

5- BRENNER D.J.

Introduction to the family Enterobacteriaceae.

In: Starr M. P.. Stolp H., Triiper H. G, Balows A., Schelegel H.G. eds.
the prokaryotes.

Springer-Verlag K.G., Berlin, 1981 . 1105-1127.




6 - BRUCKNER D. A, COLONNA P.
Nomenclature for aerobic and facultative bacteria.
Clin Inf Dis., 1993 : 16 : 598-605.

7- BUCHANAN R.E., GIBBONS N.E.
Bergey's manual of detenyinative bacteriology.8th ed.
The Willhams and Wilkins Co., Baltimore, 1974.

8- CARBONNELLE B., DENIS F., NARMONIER A., PIGNON G.,
VARGUES R, KOUYOUMDJIAN S.
Les techmques et les étapes de I'analyse. eds Bactériologie médicale.
Techniques usuelles.
Paris, SIMEP. 1987 : 9-28.

9 - CHRISTIE A. B.
Infectious diseases - epidemiology and clinical practice. 2™ ed.
Churchill Living store, London, 1974 :122-147.

10 - CROIZE J., RONIHAN D, LE NOC P.
Identification des bactéries a Gram negatif acrobies ct aero-anaerobies non
exigents par le systeme ATB 32 GN
Ann Biol Clin.. 1987 ; 45274

11- D’ANATO R. F., MC LAUGHLIN J. C.,, FERRANO NI J.
Rapid Manual and Mechanized / Autoimated Methods for theDetection and
identification of Bacteria and yeasts.

In: Lennette E H . Balows A, Hausler Jr. W. 1., Shadomy H. .
eds.Manual of Clinical Mrcrobiology, Washington DC : ASM., 1985 ; 52-65.




12- DENIS F., DABERNAT H., MONTEIL H., AVRIL J.L.
Bactériologie clinique.
Edition Marketing, Paris, 1988; 144-145.
13 - EDWARDS P.R., EWING W.H.
Identification of Enterobacteriaceae.3" ed.
Minneapolis Minn (Burgess Publishing Co.) 1977.

14 - EWING W.H.

Edwards and Ewing’s identification of Enterobacteriaceae. 4th Ed.
Elsevier Science publishing Co., New York, 1986.

15 - FARMER IIT J.J., DA\'IS B.R., HICKMANN-BRENNER F. ET AL.
Bicchemical identification of new species or biogroup of Enterobacteriaceae
isolated from clinical specimens
J Chin Microbrol., 1985, 21 : 46-76.

16 - FARMER I11 J.J., KELLY M.T.

Enterobactericeae. [n : Balows A, Hausler Ir. W.I.. Herrmann K. L.,

Isenberg H.D_, Shadomy H.I. eds. Manual of Clinical Microbiology.
Washington DC : ASM., 1990 . 360-383,

17 - FLEURETTE J., FRENEY J., LABAN P., DESNONCEAUX M., .
ALEXANDRE I1., POGGI B., GAYRAL J.P.

An automatic micromethod for the identification of Gram negative bacilli by
carbon substrate assimilition tests.

In:1Vth International Symposium on Rapid method and automation in
microbiology and Immunology. Berlin, 1984,



18 - FOURQUET R.

Un milieu ornithine decarboxylase-mobilité-indole-tryptophane-désaminase
d'utilisation systématique dans le diagnostic des bactéries a Gram néeatif.
Arch Inst Pasteur Madagascar, 1973 - 42 : 49-00.

19- FRENEY J., HERVE C., DESMONCEAUX M., ALLARD F.,
BEAUFGRAS J.M., MONGET D., FLEURETTE J.

Description and evaluation of the semi-automated 4 hours ATB 32E
method for Enterobactericeae identification.
J Clin Microbiol | 1991 ;29 : 138-141

20 - HICKMAN .\, AND FARMER III J.J.

Salmonella typhi : identification, antibiograms, serology and bacteriophage
typing.
AnnJ Med Technolo,, 1978 ©44 : 1 149-1159.

21 - HOLMES B., COSTAS M., GANNER M., ON S.L.W. AND
STEVENS ML

Evaluation of biology system for identification of some Gram negatif
bacteria of clinical importance
J Chin Microbiol, 1994 32 :1970-1975.

22 - HOLNES B, WILLCOX W.R., LAPAZE S.P.

Identification of Enterobacteriaceae by the Api 20E system.
I Chin Pathol.. 1978 ; 31 :2 -39,

23- 1ZARD D., HUSSON NLO., VINCENT P., LECLERC H.

Methodes rapides et automat®jues d'identification des entérobactéries.
Ann Clin ;198> 141 :419-429.



2 ———

==

24 - KAUFFMANN F,

The bacteriology of Enterobacteriaceae .
The willlams and wilkins Co., Baltimore, 1966.

25- KELLY M.T., BRENNER D.J., FARMER III J.J.

Enterobactericeae.
In: Leunette E.H., Balows A., Hansler Jr. W.J., Shadomy H.I.
eds. Manual of Clinical Microbiology. Washington DC : ASM , 1985 ; 263-267.

26- KITCHT., JACOB M.R., APPELBAUM P.C.

Evaluation of RapID onE system for identification of 379 strains in the family
Enterobactericeae and oxidase-negative Nonfermenters.
J Chin Microbiol, 1994 ; 32 :931-934.

27- KINGLER J.M., STOWE R.P., OBENHUBER D.C., GROVES T.O.,
MISHRA S.K. AND PIERSON D.L.

Evaluation of the biolog automated microbial identification svstem.
Appl Environ Nicrobiol <1992 : 58 : 2089 - 2092,

28 - KRIEG N.R.

Bergey's manual of svstematic bacterilogy.
The Williams and Wilkins CO., Baltimore, 1984 . Vol 1.

29 - LE MINOR L., VERON M.

Bactérnologie medicale. 2éme ¢éd.
Medecine Science Flammarion, Panis, 1990 ; 389-472



30- MILLER J.M. AND RHODEN D.L.

Preliminary evaluation of a carbon source utilization method for bacterial
identification
I Clin Microbiol., 1991 ;29 : 1143-1147

31- MONNET D. AND FRENEY J.

Method for differentiating klebsiella planticola and klebsiella tertigena
from other klebsiella species.
T Chn Microbiol., 1994 : 32 : 1121-1122.

32- MONNET D., HANSEN W.,, BOLLET C., FRENEY J.

Autres Enterobactericeae.

Dans : Freney J.. Renaud F | Hansen W ., Bollet C. eds. Manuel de
Bacteriologie Clinique.

Option Bio, Paris, 1992 ; 2 : 785-853.

33- ORSKOV L.

Genus V. Klebsiella Trevisan.
In Krieg N.R eds. Bergey's manual of systematic bacteriology'.
The Wilhams and Wilkins Co.. Baltimore, 1984 . 1 : 461-465.

34 - PENNER J.L.

The tribe Proteae.
In : Starr M.P., Stolp H., Triiper H.G, Balows A, Schlegel H G.eds. The
prokaryotes. Springer-Verlag KG, Berlin, 1981 ; 1204-1224

35- PINON G., COLLOC M.E, PARVERY F.

[.es Enterobactériaceae ( Yersinia pestis exclu).

Dans:Carbonelle B., Denis F., Marmonier A Pignon G, Vargues R. eds.
Bactériologie Medicale. Techimques uselles.

Paris , SIMEP. 1987 ; 121-136.



36 - REYNAUD A.E., COUDE DU FORESTO B., COURTIEU A.L.

Etude comparative de diverses galeries Api pour l'identfication des bactéries a
Gram négatif.
Ann Biol Clin., 1988 : 46 : 259-262

37 - RICHARD C.

Intérét des cultures sur les milieux contenant des sucres fermentescibles
pour la mise en évidence de I'urease de Klebsiella.
Ann Microbiol (Inst, Pasteur), 1975, 126 B : 201 - 208,

38 - RICHARD C.

Enzymes utiles au diagnostic des bactéries Gram négatif,
Ann Biol clin.. 1978 ;36 : 407 - 424

39 - RICHARD C.
Solutions a quelques problemes de diagnostics diftérentiels dans la famille des
entérobacteéries
Techn Biol., 1981 :4 :219-220
40- RICHARD C.
Onentation du diagnostic des bacilles a Gram negatif. Rappel de quelques

notions de base.
Bull Ass.des anciens Eleves Inst Pasteur,1988 : 30 : 7 - 16.

41 - RICHARD C.

Enterobactericeae : genres et especes en 1988
Ann Biol Clin.. 1988 ;46 : 781-785



42- SAKAZAKI R., TAMURA K., KOSAKO Y. AND YOSHIZAKI E.

Klebsiella ornithinolytica sp. nov.. formels knows as omithine positive

klebsiella oxytoca
Curr Microbiol,, 1989 ; 18 : 201-206.

43- SCHRECKENBERGER P., MONTERO M., AND HELDT N.

Evaluation of the RapID onE plus panel for identification of

Enterobactericeae. »
Abstr.93rd Ann Meet Am Soc Microbiol. Washington DC : ASM, 1993 : 500,

abstr. C-309.

44 - VERON M.

Nutrition et taxonomie des Entérobactéries et bactéres voisines. Méthode

d'étude des auxonogramimes.
Ann Microbiol. (Institut Pasteur), 19752 126 : 267.



(CLE D'IDENTIFICATION )

ANNEXE 1

cu® T @
Lac® ONPG (9
®+
VP
l S
é CS
cDC ‘é }
| . !
* * Citrobacter £
O ; e
© Kiebsiella uréase O
Entérobacter + SHp IND @
l IND # ! *
| 4 b
E. deaceae E. aerugenes * } o 9
- : ADH @ @ @ I
LDC@ LDC @ K. oxytoca K. pneumoniae * ) 'é?
© e

C. malonaticus

C. amalonaticus



— — ANNEXE 2
(CLE D'IDENTIFICATION )
GLUE NT @
LAC(D  ONPG (O
PDA
@ | &
SH2 LDC
SH2
® = cs
* v ® | o©
Proteus Cs * +
Y e ®
IND * * Salmonella Shigella
@ I @ Morganella morganii Providencia *
OoDC *
* * @ REAS WAN
P. wlgaris P. mirabilis . =
e | o @ | o
P. alcalifaciens MXN S ﬂex!erﬁ *
S. boydii
@ | ) S sggn;; S. dysenteriae



SERMENT DE GALIEN :

Je jure, en présence des Maitres de la Faculté, des Conseillers de 1’Ordre des

Pharmaciens et de mes Condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de
leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer dans I’'intérét de la Santé Publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la Iégislation en vigueur, mais aussi les
regles de I’honneur, de la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade

et sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour

corrompre les moeurs et favoriser des actes crimincls.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele 3 mes promesses ;

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si )’y manque.



ANNEXE I

VU VU
LE PRESIDENT DU JURY . LE DOYEN )/' .

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
LE RECTEUR DE L'UNIVERSITE CHEIKH ANTA DIOP DE DAKAR




