
UNIVERSITE CHEIKH ANTA DIOP DE DAKAR 
FACULTE DE MEDECINE DE PHARMACIE 

ET D'ODONTO-STOMATOLOGIE 

ANNEE: 1996 

MISE AU POINT D'UNE MICROM TH 

Président 
Membres 

D'I l ,CAT N 

DES ENTEROS CTERIES 

THESE 
pour obtenir le grade de DOCTEUR EN PHARMACIE 

(DIPLOME D'ETAT) 

présentée et soutenue publiquement 
le 26 Juin 1996 

par 

Ibrahima NDIR 
né le 12 Mars 1967 à Dakar 

Interne des hôpitaux 

MEMBRES DU JURY 

: Mr Doudou Professeur 
Professeur 

E 

: Mr Souleymane 
: Mr Cheikh S. B. 
: Mr Papa Amadou 

Directeur de these:Mr Cheikh S. B. 

BA 
MBOUP 
BOYE 
DIOP 
BOYE 

Maître de conférence agrégé 
Maitre de conférence agrégé 
Maitre de conférence agrégé 



FACULTE DE MEDECINE, DE PHARMACIE 

ET 0'000 NTO-STOMATOLOGI E 

PERSONNEL DE LA FACULTE 

DOYEN 

PREMIER ASSESSEUR 

DEUXIEME ASSESSEUR 

CHEF DES SERVICES ADMINISTRATIFS 

M. René 

M. Doudou 

M. Pape Demba 

M. Assane 

NDOYE 

BA 
NDIAYE 

CISSE 

Liste du Personnel établie le 06/11/1995 



Il. MEDECINE Il 
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 Thérèse Moreira DIOP Médecine Interne (Clinique Médicale) 

M. Sémou DIOUF Cardiologie 

M. Mohamadou FALL Pédiatrie 

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 Pédiatrie 

Mme Awa Marie COLL SECK Maladies infectieuses 

+ M. Dédéou SIMAGA Chirurgie générale 

§ M. Abdourahmane SOW Maladies infectieuses 

M. Ahmédou Moustapha SOW 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 , 
& Personnel mis en Disponibil ité 
§ Personnel en Détachement 



M. Alassane 

M.lbrahima 

WADE 

WONE 

Ophtalmologie 

Médecine préventive 

PROFESSEUR SANS CHAIRE 

M. lbrahima SECK Biochimie médicale 

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES 

M. Mamadou BA 

M. Sérigne Abdou BA 

M. Moussa BADIANE 

M. Seydou Boubacar BADIANE 

M. Mohamed Diawo BAH 

§ M. Mamadou Diakhité BALL 

M. Moussa Fafa CISSE 

M. Abdarahmane DIA 

M. Babacar DIOP 

M. El Hadj Ibrahima DIOP 

M. Saïd Nourou DIOP 

M. Raymond DIOUF 

M. Souvasin DIOUF 

M. Babacar FALL 

Mme MameAwa FAYE 

Mme Sylvie SECK GASSAMA 

M.Oumar GAYE 

M. Momar GUEYE 

M. Abdoul Almamy HANE 

Mme Bineta SALL KA 

M. Salvy Léandre MARTIN 

M. Victorino MENDES 

x M. Madoune Robert NDIAYE 

Mme Mbayang NDIAYE NIANG 

& M. Mohamed Fadel NDIAYE 

M. Mouhamadou NDIAYE 

M. Pape Amadou NDIAYE 

M. Moustapha SARR 

M. Seydina Issa Laye SEYE 

M. Mamadou Lamine SOW 

Mme Haby SIGNATE SY 

x Chef de Clinique-Assistant Associé 
§ Pe rsonnel en Détachement 

Pédiatrie 

Cardiologie 

Radiologie 

Neuro-Chirurgie 

Gynécologie-Obstétrique 

Dermatologie 

Bactériologie-Vi rologie 

Anatomie 

Psychiatrie 

Orthopédie-Traumatologie 

Médecine Interne (Clinique Médicale Il) 

O.R.L. 

Orthopédie-Traumatologie 

Chirurgie Générale 

Maladies Infectieuses 

Biophysique 

Parasitologie 

Psychiatrie 

Pneumophtisiologie 

Anesthésie-Réanimation 

Pédiatrie 

Anatomie-Pathologie 

Ophtalmologie 

Physiologie 

Médecine Interne (Clinique Médicale 1) 

Chirurgie Thoracique 

et Cardio-vasculaire 

Ophtalmologie 

Cardiologie 

Orthopédie-Traumatologie 

Médecine Légale 

Pédiatrie 



M. Omar 

M. Doudou 

M. Meissa 

SYLLA 

THIAM 

TOURE 

Psychiatrie 

Hématologie 

Biochimie Médicale 

CHARGES D'ENSEI'GNEMENT 

M. Mohamadou Guélaye SALL Pédiatrie 

MA~TRES - ASSISTANTS 

M. Mamadou BA Urologie 

M. Boubacar CAMARA Pédiatrie 

M. El Hadj Souleymane CAMARA Orthopédie-Traumatologie 

M. Jean Marie DANGOU Anatomie Pathologique 

M. Michel DELEVOUX Dermatologie 

* M. Massar DIAGNE Neurologie 

M. Amadou Gallo DIOP Neurologie 

M. Bernard Marcel DIOP Maladies infectieuses 

M. 1 brahima Bara DIOP Cardiologie 

M. Alassane DIOUF Gynécologie 

M. Boucar DIOUF Médecine Interne (Clinique Médicale 1) 

M. Saliou DIOUF Pédiatrie 

M.lbrahima FALL Chirurgie générale 

Mme Gisèle Woto GAYE Anatomie Pathologique 

* M. Sérigne Magueye GUEYE Urologie 

M. Abdoul KANE Cardiologie 

M. Jean Charles MOREAU Gynécologie-Obstétriq ue 

* M. Claude MOREIRA Pédiatrie 

M. Abdoulaye NDIAYE Anatomie Chirurgie 

& M. Adama Bandiougou NDIAYE Immunologie (Hématologie) 

M.lssa NDIAYE O.R.L. 

M. El Hadj NIANG Radiologie 

M. N iama Diop SALL Biochimie médicale 

M. Amadou Makhtar SECK Psychiatrie 

M. Birama SECK Psychiatrie 

M. Gora SECK Physiologie 

M. Ahmed Iyane SOW Bactériologie-Virologie 

Mme HassanatouTOURE SOW Biophysique 

M. Pape Salif SOW Maladies Infectieuses 

* Maître-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 DANKOKO Médecine préventive 

M. Abdoulaye Séga DIALLO Histologie-Embryologie 

M. Yémou DIENG Parasitologie 

M. Dialo DIOP Bactériologie-Virologie 

M. Mamadou DIOP Anatomie 

M. Moctar DIOP Histologie-Embryologie 

Mme Mame Coumba GAYE FALL Médecine Légale 

M.Oumar FAYE Histologie-Embryologie 

M.Oumar FAYE Parasitologie 

M. Lamine GUEYE Physiologie 

M. El Hadj Alioune LO Anatomie 

M.lsmaïla MBAYE Médecine Légale 

M. Mamadou MBODJ Biophysique 

M.Oumar NDOYE Biophysique 

M. Abdoulaye SAMB Physiologie 

M. Ndéné Gaston SARR Biochimie médicale 

Mme Anta TAL DIA Médecine préventive 

M. Kamadore TOURE Médecine préventive 

M. lssa WONE Médecine préventive 

CHEFS DE CLINIQUE - ASSISTANTS DES SERVICES 

UNIVERSITAIRES DES HOPITAUX 

M. El Hadj Amadou BA Ophtalmologie 

$ Mme Marième BA GUEYE G yn écologie-Obstétriqu e 

M. Momar Codé BA Neuro-Chirurgie 

M. Moussa BA Psychiatrie 

M. Cheikh Ahmed Tidiane CISSE Gynécologie-Obstétrique 

Mme Mariama Safiétou KA-CISSE Médecine Interne 

M. André Vauvert DANSOKHO Orthopédie-Traumatologie 

§ Mme Elisabeth FELLER DANSOKHO Maladies infectieuses 

M.lbrahima DIAGNE Pédiatrie 

M. Djibril DIALLO Gynécologie-Obstétrique 

M. Saïdou DIALLO Médecine Interne (Clinique Médicale 1) 

$ En Stage 



Mme Sokhna BA DIOP Radiologie 

M. Ahmadou DEM Cancérologie 

x M. Mame Thierno DIENG Dermatologie 

M. Jean François DIENNE Anesthésie-Réanimation 

M. Rudolph DIOP Stomatologie 

M. Mamadou Lamine DIOUF Médecine interne 

Mme Elisabeth DIOUF Anesthésie-Réan imation 

M. Edouard Marcel Ignéty GUEYE Neuro-Chirurgie 

M. Limamoulaye HANE Urologie 

x M. Mamadou Mourtalla KA Médecine Interne (Clinique Médicale 1) 

M. Assane KANE Dermato,logie 

x M. Abdoul Aziz KASSE Cancérologie 

Mme Aminata DIACK MBAYE Pédiatrie 

x M. Mouhamadou MBENGUE Médecine Interne(Clinique Médicale 1) 

M. Amadou Koura NDAO Neurologie 

Mme Coura SEYE NDIAYE Ophtalmologie 

M. Cheikh Tidiane NDOUR Maladies Infectieuses 

M. Alain Khassim NDOYE Urologie 

Mlle Paule Aida NDOYE Ophtalmologie 

x M. Abdou NIANG Médecine Interne (Clinique Médicalel) 

M.Abdoulaye POUYE Médecine Interne (Clinique Médicalel) 

x M. Youssoupha SAKHO Neuro-Chirurgie 

M. Mamadou SANGARE Gynécologie-Obstétrique 

Mlle Anne Aurore SANKALE Chirurgie générale 

M.Doudou SARR Psychiatrie 

Mme Anna SARR Médecine Interne (Clinique Médicalel) 

Mlle Fatou SENE Neurologie 

M. El Hassane SIDIBE Médecine interne 

x M. Masserigne SOUMARE Maladies infectieuses 

M. Charles Mouhamed SOW Orthopédie-T rau matologie 

M.Daouda SOW Psychiatrie 

M. Mouhamadou Habib SY Orthopédie-Traumatologie 

M. Abdou Rahmane TALL O.R.L. 

M. Gilbert TENDENG O.R.L. 

ATTACHES - CHEFS DE CLINIQUES 

M.Oumar 

M. Saïba 

BA 

CISSOKHO 

x Chef de Clinique- As sistant Associé 

Pneumophtisiologie 

Pneumophtisiologie 



M. Arona Kane 

Mlle Pauline 

M. Mor 

M. Néloum 

Mlle Oumou Koulsome 

DIALLO 

DIOUSSE 

NDIAYE 

Neurologie 

Dermatologie 

Pneumophysiologie 

ATTACHE-ASSISTANT 

DJIMADOUN Histologie-Embriologie 

SY Biochimie Médicale 



III. PHARMACIE 1 

M. Doudou 

M. Emmanuel 

x M. Babacar 

M.lssa 

+ M. Souleymane 

x M. Oumar 

PROFESSEURS TITULAIRES 

BA 

BASSENE 

FAYE 

LO 

MBOUP 

NOIR 

Chimie Analytique et Toxicologie 

Pharmacognosie 

Pharmacologie et Pharmacodynamie 

Pharmacie Galénique 

Bactériologie-Virologie 

Parasitologie 

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES 

M. Mamadou 

M. Cheikh Saad Bouh 

M. Mounirou 

M. Balla Moussa 

Mme Aminata SALL 

M. Pape Amadou 

M. Bernard 

Mme Aïssatou GAYE 

M. Alioune 

BADIANE 

BOYE 

CISS 

DAFFE 

DIALLO 

DIOP 

Chimie thérapeutique 

Bactériologie-Virologie 

Toxicologie 

Pharmacognosie 

Physiologie Pharmaceutique 

(Pharmacologie et Pharmacodynamie) 

Biochimie Pharmaceutique 

CHARGES D'ENSEIGNEMENT 

WILLER Chimie Analytique 

IVIAITRES-ASSISTANTS 

DIALLO 

OlEYE 

Bactériologie-Vi rolog ie 

Biochimie Pharmaceutique 

M. Amadou DIOUF Toxicologie 

Mme Rita Béréhoundougou NONGONIERMA Pharmacognosie 

ASSISTANTS 

Mlle Issa Bella BAH 

M.ldrissa BARRY 

x M. Aynina CISSE 

M. Mounibé DIARRA 

Melle Thérèse DIENG 

x M. Amadou Moctar OlEYE 

M. Yérim Mbagnick DIOP 

M. Ahmédou Bamba K. FALL 

x Chef de Clinique- Assistant Associé 
+ Professeur Associé 

Parasitologie 

Pharmacognosie 

Physique Pharmaceutique 

Physique Pharmaceutique 

Parasitologie 

Pharmacologie et Pharmacodynamie 

Chimie Analytique 

Pharmacie galénique 



M.Djibril 

M. Modou 

Mme Philomène 

M. Tharcisse N. 

x M. Augustin 

Mme Maïmouna NIANG 

M. Boubacar 

Mme Maguette Dème 

Mme Aïssatou 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 Françoise f\IDOUR 

M. William 

x : Assistant Associé 
$: En Stage 

FALL 

LO 

LOPEZ SALL 

MFURA 

NDIAYE 

NDIAYE 

NIANE 

Pharmacie Chimique 

et Chimie Organique 

Botanique 

Biochimie Pharmaceutique 

Chimie Analytique 

Physique Pharmaceutique 

Physiologie Pharmaceutique 

Chimie Analytique 

SYLLA NIANG Biochimie Pharmaceutique 

SANKHARE Toxicol'ogie 

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 Hématologie 

DIAnA Botanique 



1111. CHIRURGIE DENTAIRE 1 

PROFESSEURS TITULAtRES 

M.lbrahima 

Mme Ndioro 

BA 

NDIPYE 

Pédodontie-prévention 

Odontologie Préventive et Sociale 

MAITRE DE CONFERENCES AGREGE 

M. Malick 

M. Boubacar 

M. Papa Demba 

Melle Fatou 

M. Abdoul Wahab 

Mme Charlotte FATY 

M. Abdoul Aziz 

SEMBENE Parodontologie 

MAITRES ASSISTANTS 

DIALLO 

DIALLO 

GAYE 

KANE 

NDIAYE 

YAM 

Odontologie Chirurgicale 

Pa rodontolog ie 

Dentisterie opératoire 

Dentisterie opératoire 

Pathologie et Thérapeutique spéciale 

Pathologie et Thérapeutique Spéciales 

ASSISTANTS DE FACULTE 

& Mme Christiane JOHNSON AGBOTON Prothèse Dentaire 

Mme Khady DIOP BA 

M. Aïssatou BA TA NI BA 

& Mme Maïmouna 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 Soukèye DIA TINE 

M. Saïd Nour TOURE 

M. Younes YOUNES 

x : Assistant Associé 
& : Personnel mis en Disponibilité 

Orthopédie dento-faciale 

Pédodontie-Prévention 

Dentisterie opératoire 

Odontologie préventive Sociale 

Orthopédie Dento-Faciale 

Dentisterie opératoire 

Pédodontie-Prévention 

Prothèse dentaire 

Odontologie Préventive et Sociale 

Dentisterie Opératoire 

Matières Fondamentales 

Prothèse Dentaire 

Parodontologie 

Chirurgie Buccale 

Prothèse Dentaire 

Pathologie et Thérapeutique Spéciales 

Prothèse Dentaire 

Prothèse dentaire 



M. Abdou 

M. Abdoulaye 

BA 

DIOP 

ATTACHES 

Chirurgie Buccale 

Parodontologie 

Mme Adam Marie Awa SECK DIALLO Parodontologie 

M. Malick FAYE Pédodontie-Orthodontie 

M. Cheikh Mouhamadou M. LO Odontologie Préventive et Sociale 

M. El Hadj Babacar MBODJ Prothèse Dentaire 

M. Mohamed 

Mme Fatoumata DIOP 

SARR 

THIAW 

Odontologie Conservatrice Endodontie 

Odontologie Conservatrice Endodontie 
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A lVIES GRANDS PARENTS "IN l\ 'IE~'IOIULJl\'I" 

EN SOUVENIR DE !VION GUAND PERE EL HADJI Ol\'IAR DIA W 

7u fus un modèle de 9énérosité. 70n nssistnnce ne m'n jnmnis fnÏl dHnut. 

Quel tristesse je ressens À constnter nujourli'hui ton nbsence. 

A MA GRAND-l\1ERE RAl\1A I(ANDJI 

7u ns été ln 9l'Ond-mère couveuse et éliucntricc. 

Que ..2)ieu, vous !)nrlie encore 10n!Jtemps n nos côtés. 

A MON PERE 

7u nous ns toujours exhorté linns le trnvni(' 

7es prières et tes conseils m'ont suivi~ et m'ont permis d'ntteinlire le bout 

du chemin. 

d'ni vu en toi un père exemplnire. 7n simplicité, ton humilÏlé, tn molicstie 

et ton honnêteté m'ont benucoup mnr'lués . .sois nssuré lie mon nffecdon, de 

mon nttnchement ct lie mon nlimimtion. 

Ce tl'Ovnil est le tien. 

A MA MERE 

J,n réussite lie tes enfnnts n toujours été ton souci IOn je ur. 7rouve en ce 

tl'Ovnll, le pille reflet lie tes efforts. 

J,es mots me mnn'luent nujourli'huipour t'exprimer toute mon nffection ct 

mn profonfle 9l'Otituoe. 

• 



A MA FEl\lME NGONE SANGAH.E 

7 A compn!helJsiolJ t!t tOIJ soutien ne m'ont jnmAis fAit défAut. 

de suis de tout coeur Avec toi. 

02\ tA fAmille ct tes chArmAntes copines. 

A MES ENFANTS SALOUM ET RAl\1A 

puisse ce tl"AVAil vous servil" d'exemple. 

A MES FRERES ET SOEURS 

~estons unls comme nous l'Avons toujours été. 

A l\lA SOEUR RA1\lA DIA W ET A SA FAl\lILLE. 

A l\lES ONCLES ET TANTES. 

A MES COUSINS ET COUSINES. 

·A MES NEVEUX ET NIECES. 

A TOUS !VIES Al\HS EN TEl\'IOIGNAGE DE 1\'IES SENTIl\lENTS 

SINCERES. 

A 1\lES CAMARADES DE PR01\'10TION. 

A TOUS LES INTERNE ET ANCIENS INTERNES DES HOPITAUX DE 

DAI(AR. 

A TOUS CEUX QUI l\l'ONT AIl\'1E ET SOUTENU. 



A TOUS MES MAITRES. 

tY!Jerd rle votre enseignement 

A l\1ES AMIS DU PAVILLON 1 : GADIAGA, FALL, Mon, AZlz. 

A MES AMIS DE LA MEDINA DE GRAND DAKAR. 

A TOUS CEUX QUI ONT MAL QUELQUE PART. 
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"'"'Vous nous Ave2; honoré en AcceptAnt spontAn~ment fie présider le jur!j fie 

nôtre thèse i vous nve2; toujours moutré un !Jrnnd intérêt pour tout cc 'lui 

touche notre formAtion. 

"'"'Vous êtes en CdA plus qu'un mnitre. OZlvec tout le respect et toute les 

consirlérntions, nous vous prions de bien vouloir A!Jréer nos sentiments fie 

profonde !Jrntiwrle. 

dl ~07~e LY!JcAJ7~e ~7 ~J~~C7~Zf~.2)~ 715~~~ 
..te fJ~OJ~~~~Zf~ ~OZf~Yil!loZ\~e tl!JJ60ZffJ 

"'"'Votre flispoltibilité et votre ri!Jueur rlnns le trAvnll nous ont sérluits. 

. . 

JYous Avons surtout Apprécié lA richesse de votre expérience flAns le 

flomAine fie lA microbiolo!Jie. 02\ujourd'hui, s0!le2;-cn remercié. 
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"'1Jous Ave2; bien voulu nous nccepter dnns votre lnborntoire et vous êtes 

évertué À nous Assurer mAlgré vos nombreuses occupAtions UnefJCAt:lrement 

Aussi SAtisfAisAnt que possible. 

Ce trAvAil vous est personnellement dédié. 

dl ~07~~ l}!}OZlJ7~~ ~7 dZlQE:, 
..t~ 1'~OJ~~~~ZI~ OZlQ~~QE:, 1'OZlfJE:, oZ\il1JOZl~OZl 
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"'1Jous Ave2; spontAnément Accepté de fnire pnrtie de notre jur!j de thèse. 

"'1Jeuille2; trouver ici l'expression de notre profonde recol,.,AissnlJce et nos 

sentimelUs respectueux. 
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" Par délibération, la faculté a arrêté que les opinions émises 
dans les dissertations qui lui sont pl'ésentées, doivent être 

considérées comme propres à leurs auteurs et qu'elle n'entend 
leur donner aucune approbation ni improbation " 



ABREVFA TI.ONS 

ADH = Arginine dihydrolase 
ADN = Acide désoxyribonuclèique 
ASM = Aillerican society for n1icrobilogie 
ATCC = American type culture collection 
BCP - BrOinocrésol pourpe 
RrO - Bactéries pathogénes opportunistes 
nrs = Bactéries pathogénes spéci fiq ues 
CDC - Center for Desease Con trot (Atlanta) 
CS - Citrate de Simmons 
G+C% = Pourcentage en guanine + cytosine 
GLU - Glucose 
IND = Indole 
INO = Inositol 
KES = K lebsiell a-Enterobacter-Serratia 
LAC = Lactose 
LDA = Lysine désaminase 
LDC = Lysine décarboxylase 
LPS == Lipopolysaccharide 
MAN = Mannitol . 
NAD - Nicotinalnide Adenine Dinucléotide 
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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 prélèvements très divers, mais particulièrement 
dans les urines (4, 16) et les prélèvements sanguins, qui constituent une part 
importante de l'activité du laboratoire de bactériologie. 

La famille des Enterobactericeae compte actuellement plus de 100 espèces 
bactériennes (32, 41). Mais, dans ces laboratoires ne sont isolées avec une 
certaine fréquence qu'une vingtaine d'espèces bactériennes qui peuvent 
présenter un intérêt médical, voire même être potentiellement pathogènes et qui 

doivent être identifiées correctement quels que soient les moyens techniques mis 
en oeuvre. 

L'identification de ces bactéries bénéficie depuis de nombreuses années 
déjà de l'existence de plusieurs méthodes: 

.:. les galeries classiques avec un nombre de caractères limité. Elles 
nécessitent parfois le recours d'autres tests biochimiques complémentaires . 

• :. les galeries Api qui sont très performantes mais de coût élevé. 

L 'objetif de notre étude est de mettre au point une microméthode 
d' identi fication, adaptée à la routine et de coût bas. 

Ce travail comprend essentiellement deux parties: 

D La première partie est consacrée à une revue bibliographique relative aux 
généralités sur les entérobactéries. 

D La deuxième partie est consacrée au travail personnel avec: 

• la mise au point et l'évaluation de la méthode 

• les résultats et commentaires 

• la discussion. 
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6 ENERA UTES 

1- DEFINITION (12, 1~, 29). 

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

- ce sont des bacilles à 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 à l'exception des Shigella dysenteriae du sérotype 1 

- réduisant les nitrates en nitrites à l'exception de certaines souches d'Erwinia et 

de trés rares mutants. 

Le contenu en G+C p.l 00 de leur ADN est échelonné de 39 à 59 moles 
p. 100. (16,28,29) 

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

La classification des entérobactéries a toujours fait l'objet de confusions, 
des progrés récents réalisés en taxonomie font que de nouvelles espèces sont 

constamment décrites. 

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres et 
espèces dont la liste résumée ci-dessous, inspirée de FARMER ET AL (15) donne 
un aperçu. (Tableau 1) 

En 1993 BRUCH EN ET AL (6) du CDC d'Altanta ont proposé une nouvelle 
classification où les espèces qui n'ont pas été suffisamment étudiées pour 
recevoir un nom d'espèce ou être rattachées à une espèce déjà existante sont 
désignés sous le nom d"'Enteric group" (Tableau Il). 
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Tableau 1 : Principaux genres et espèces de la famille des entérobacteries actuellement dénommés (29). 
Buttia uxella Leminorella Serratia 

B. agrestis * Escherichia-Shigella L. grimonii* S. marcescens* 
Cedecea E. coli* L. richardii* S. Iiquefaciens* 

C. davisae* Shigella* S. rubidaea* 
C. lapagei* E. ftrgusonii* M oellerella 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* Pro viden cia 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. regensburJ:ei* 
E. amnigenus* 
E. intermedium Koserella Salmonella 

K. trabulsii* S. enterica 
* Ont été ISolées de prélèvements d'origine humaine 
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Tableau 1/: Classification des entérobactéries selon BRUCHEN ET COLL (6) 
NOM COURANT SYNONYME NOM COURANT SYNONYME 

Cedeeae davisae 
Cedeeae lapagei 
Cedeeae ne/eri 

Cedeeae speeies 3 
Cedeeae speees 5 
Ci/rohae/er amalona/ieus 
Ci/robae/er diversus 
Citrobae/er freundii 
Edwarsiella larda 
En/erobae/er aerugenes 
En/erobae/er amnigenus 
En/erobae/er asburiae 
En/erobae/er c/oaeea 
En/erobae/er gergoviae 
En/erobae/er hormaeehi 
En/erobae/er hormaeehi 
En/erobae/er sakazakii 
En/erobae/er /aylorae 
Eseheriehia coli 
Eseheriehia fergusoni i 
Eseheriehia hermannii 
Eseheriehia vulneris 
Ewingel/a amerieana 
Hafnia alvei 
Klebsiel/a orni/hinoly/iea 

Klebsiella oxy/oea 
Klebsiella ozaenae 
Klebsie/la plan/ieola 

Klebsiel/a pneumoniae 
Klebsiella 
rhinosc/eroma/is 
Kluyvera aseorba/a 
Kluyvera cryoereseens 
Lec/ereia adeearboxyla/a 

Leminorella grimon/ii 
Leminorella riehardii 
Moellerella wiseonsinsis 
Morgane/la morganii ssp. 

morganii 
Morganella morganii s!.p 

sihonii 

En/erie group 15 

Cedeeae speeies 4 

Levinea amalona/iea 
Ci/robae/er koseri 
Colobae/rum freundii 

Aerohae/er aerogenes 

En/erie group 17 

En/erie group 75 

En/erie group 19 

En/eric group 10 

Klebsiel/a oxy/oea 
orni/hine positive 

Eseheriehia 
adeearboxyla/a 
En/erie group 57 

En/erie group 46 
Pro/eus morganii 

Pro/eus morganii 

Pan/oea agglomerans 
Pro/eus mirabilis 
Pro/eus penneri 

Pro/eus vulgaris 
l'rovidencia alealificiens 
Provideneia rel/gerii 
Providencia rus/igianii 
Provideneia s/uar/ii 
Rahne/la aqua/ilis 
Salmonella subgroup 1 
sero/ypes 

Salmonella subgroup 2 
Salmonella suhgroup 3a 
Salmonella subgroup 3b 
Salmonella subgroup 4 
Salmonella suhgroup 5 
Serra/ia fiearia 
Serra/ia fon/icola 
Serra/ia grimesii 
Serratia Iiquefieiens 
Serra/ia mareeseens 

Serra/ia odorifera 
Serratia plymu/hiea 
Serratia pro/eamaeulans 
spp. 
quinovora 
Serra/ia rubidaea 

Shigella boydii 
Shigella dysen/eriae 
Shigella j/exneri 

Shigella sonnei 
Ta/umella ptyseos 
Trabulsiella guamensis 
Yersinia bereovieri 

Yersinia en/eroeoli/iea 
Yersinia frederiksenii 
Yersinia in/ermedia 
Yersinia kris/ensenii 
Yersinia mollare/ii 

Yersinia pes/is 
Yersinia pseudo/ubereulosis 

Yersinia rohdei 
Yokenella regensburgei 

En/erohae/er aerugenes 

Pro/eus vulgaris indole 
positive 

Pro/eus in cons/ans 
Pro/eus retlgerii 
P. alealificiens biogroup3 

Salmonella eholeraesuis 
Salmonella en/eritidis 
Salmonella gallinarum 
Salmonella para/yphi 
Salmonella pullorU/1l 
Salmonella typhi 

En/erobae/er liquefieiens 

Shigella hiogroup C 
,'ihigella biogroup A 
Shigella biogroup B 

Shigella biogroup D 
CDC groupE 9 
En/erie group 90 
Yersinia en/erocoli/iea 
biogroup 3a 
Pasteurella en/eroeoli/iea 

Yersinia en/eroeoli/iea 
biogroup 3b 
Pas/eurella pestis 
Pas/eurella 
pseudo/ubereulosis 

Koserella /rabulsii 
En/erie group 45 
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111- HABITAT 

Le nom d'entérobactéries a été donné parce que ces bactéries sont en 
général des hôtes nonnaux ou pathologiques du tube digestif de l'homme et des 
ammaux. 

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

Quelques espèces ont une écologie très limitée. 

Salmonella typhi donne la fièvre typhoïde et est seulement retrouvé chez 
l'homme (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 espèces pathogènes spécifiques . 

• :. Les espèces pathogènes opportunistes. 

IV-l- Bactéries pathogènes spécifiques (BPS). 

Nous les retrouvons à l'état commensal (en dehors des porteurs sains) et 
dont la présence dans les milieux exterieurs n'est qu'un phémonène transitoire. 
Les maladies qu'elles engendrent sont dues à un défaut d'hygiène et la 
contamination se produit soit par contact direct, soit par l' intermédiare d'un 

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

Yersinia. 

IV -2- Bactéries pathogènes 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 endogène, ce qui s'explique par leur 
commensalité 

- soit par un point de départ exogène. Il convient alors de distinguer deux 

aspects: 

* l'un est rencontré dans l'hospitalisme infectieux où un défaut 
d'asepsie permettra la transmission à partir d'un milieu contaminé ou d'un 

malade par instrumentation ou voie manuportée ; 
* l'autre s'explique par le fait que ces bactéries de la flore digestive 

peuvent se retrouver par élimination dans la nature à l'état transitoire. 

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

V-CARACTERESBACTERlOLOGIQUES 

V -1 - Morphologie (29) 

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

- les entérobactéries de type coliformes, ayant 2 à 6 Jlm de long et 1 à 1,5 Jlm de 

large; il Si agit de Escherichia coli, Klebsiella, Elltérobacter, Citrobacter. 

- les entérobactéries de longueur moyenne ou courte, ayant 1 à 3 Jlm de long et 

0,5 à 1 Jlm de largeur; il Si agit de Salmonella, Shigella, Ha/nia, Serratia, 
Proteus. 

- les entérobactéries de type parvobactéries se présentant sous forme de 

coccobacille; il Si agit essentiellement de Yersinia. 

Certains genres ou espèces 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- Caractères culturaux (12). 

Les entérobactéries se développent bien dans un bouillon ou sur une 
gélose ordinaire incubée 18 heures à 37°C. 

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

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

Le bouillon est trouble de façon homogène. 

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

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

- Les colonies muqueuses sont habituelles avec les Klebsiella. Leur diamètre 

peut dépasser 10 mm ; elles ont une tendance à la confluence. 

On peut les rencontrer aussi dans d'autres espèces, notamment Salmonella 
parafyphi B. 

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

V-3- Caractères biochimiques et métaboliques 

C'est sur l'étude de ces caractères que repose en pratique le diagnostic de 
genre et d'espèce qui ne doit être abordé qu'après que le diagnostic de famille ait 
établi avec certitude. 
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Les caractères biochimiques et métaboliques étudiés sont: 

V-3-1 - Etude de l'utilisation des glucides 

* Milieu d'étude de la voie d'attaque des glucides (MEVAG). 

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 à un changement de coloration (virage de l'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 
l'indicateur de pH si le sucre est métabolisé. Le milieu est constitué par l'eau 
peptonnée additionnée de sucre à la concentration finale de 0/5 %. L'indicateur 
de pH peut être le rouge de phénol ou le bleu de bromothymol à la concentration 

finale de 0/2%. 

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

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

milieu peut donner l'ion hydrogenosulfure SH ou l'hydrogène sulfuré) par deux 
processus différents: 

le catabolisme des acides aminés soufrés essentiellement la 

désulfhydratation de la cysteine. 

- la réduction des composés minéraux soufrés: sulfates, sulfites et surtout 

thiosulfates conduit à 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. 

Il se forme un précipité noir de sulfure de fer ou de plomb. 
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V-3-3 - Recherche de l'uréase. (fig~re 1) 

L'uréase est une enzyme hydrolysant l'urée. La réaction catalysée par 
l 'uréase peut être écrite de plusieurs f~çons. 

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

Mais le C02 est un acide comme le montre la réaction (3). 

Toutefois la quantité supérieure d'ammoniac, sa meilleur solubilité 
conduisent à l'alcalinisation qui peut être écrite selon la formule (4) plus 
compatible avec les conditions du pH du l11ilieu. 

+ 
L'hydrogenocarbonate produit peut libérer un H supplémentaire pour 

donner un ion carbonate. 

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

Cette écriture ne rend pas compte de façon 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 grâce à une tryptophanase. Il 
se forme de l'Indole, de l'acide pyruvique et de l'ammoniac. 

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



figure 1 : Recherche de l'lU'éase 

~~+ 
urée " 

~o 

o 

uréase 

----;>2NH; 

----;> "C03 + "+ 

(1) 

(2) 

(3) 

~~ 
V + 2HzO ·----;>2~ + "C03 +"+ (4) 

~ - - Jiydrogènocmonaœ 

(5) 

ion ammonium ion ca.tbonate 
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V -3-5 - Recherche des Décarboxylases 

V -3-5-1- Principe 

Il repose sur l'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: 

- à l'apparition de produits particulièrement alcalins ( Cadaverine pour la 
LDC, Putrescine pour l'ODC et Ornithine pour l'ADH). 

- à la disparition de la fonction carboxylique de l'acide aminé sous forme 
de C02 de moindre acidité et volati 1. 

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

- Lysine décarboxylase (LDC) 

- Ornithine décarboxylase (ODC) 

- Arginine di hydrolase (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 . 

• 1ère étape: oxydation de l'acide-aminé en acide-iminé/ 
• 2ème étape: hydrolyse de l'acide-iminé en acide cétonique/ 

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



Figure 2: Recherche des decarboxylases 

COOH 

NH2 
Lysine 

LDC 
--~ cO2 

Ornithine décarboxylase: 

COOH 

Ornithin.e 

Cadavérine 



Figure 3 : Recherche de l'arginin~ dihydrolase 

Voici les deux types de réactions envisageables: 

H 
MI 1 Ml2 

2 N'-. At.. .1 
~ "" '\;'~OOH Arginine 

N, ~o 
H 

1/ H!'drolvse 

3 

CitndUne 

Pi: Phosphaœ inorganique 

NH\v0--Pi AD",- ~TP 
H 
1 NU2 

u'N~OOH 

n3., C02 .+NU3 

o 
Carluunyl-phosphaœ 

Ornithine 



Figure 4 : Recherche des désaminases 

NH2 

A 
H20 + R COOH 

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. 

Il est important d'ensemmenser ce milieu à 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 l'évolution du pH en milieu glucosé. Les acides 
produits par les micro-organismes sont de deux ordres: 

- du CO2 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 plutôt du C02. 
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V -3-10- Réaction de Voges Proska uer (VP). 

On étudie la formation d'un produit du métabolisme du glucose, l'acétyl 
methyl carbinol ou acetoïne. En présence d'une base forte, l'acétoïne donne une 
coloration rouge en milieu très oxygéné (oxydation en diacétyl). 

V -3-11- Test à l'ONPG. 

ONPG = ortho nitrophenyl J3-D Galactopyranoside 
Il met en évidence la présence de J3 Galactosidase qui scinde le lactose en 

glucose et galactose. 

L'ONPG en présence de J3 Galactosidase donne l'ortho nitrophénol 
Gaune) 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-delà du stade 
"nitrites", en conséquence toute réaction ne révélant pas nitrites doit être 
complétée par l'épreuve de Zo Bell, épreuve qui consiste à ajouter un peu de zinc 
au milieu. 

V-4- Caractères antigéniques (12). 

V-4-1 - Antigéne commun ou de KVNIN 

Cet antigène n'est pratiquement retrouvé que dans cette famille et à un 
intérêt taxonomique. 

V -4-2- Antigène O. 

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

V -4-3- Antigène H. 

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

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

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

V-4-4 - Antigène K 

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

Parmi les antigènes K, se trouvent les antigènes L,A,B des E coli et 
l'antigène Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter. 

Ils sont détruits par une ébullition de deux heures. 

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

VI- Méthodes d'identification biochimique(23, 35, 38, 39, 40) 

VI - 1 - Mini-galerie d'identification (8) 

L'identification repose sur l'utilisation des milieux suivants: 

- milieu de Kligler - Hajna ( fermentation du glucose et du lactose, production 
de SH2 et de gaz, test à l'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 espèces, les caractères indiqués Cl -

dessous peuvent être complétés par: 

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

- La réaction de Voges Proskauer : VP (voie métabolique particulière: 

production d' acétorne à partir du glucose) 

Les principaux caractères biochimiques différentiels des genres et espèces 
le plus fréquemment rencontrés chez l' homme sont donnés par le tableau III 
(29) 
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Tableau III : Principaux caractères biochimiques différentiels des genres et espèces le plus fréquemment rencontrés 
chez l'homme{29}. 

MOB LAC ONPG SH2 LOC ODC ADH URE TDA IND CS MAL VP TIR GEL GAZ- MAN RHA SAC ARA INO ADO GAL DNas 
E PDA GLU e 

Salmonella 11) + + + + + + + + + d 
Citrobacter freundii + +/x + + + + + + + d + + 
Levinea + + + d + + d d + + + d + d + 
Escherichia coli + +/x + d d d + + d d d + + 
Shigella d d d d d d d d 
Klebsiella + + + (+) + + + + + + + + + + + 
e.neumoniae 
enterobacter + + + + + + + + + + + + + + d d + 
cloacea 
Hafnio alvei +* + + + d* d +* d + + + + + 
Serraria + + + + + + d + + d d + + 
marcescells 
Proteus vu/garis + + + + + d + + + + 
Proteus mirabilis + + + + + d d + + + d 
Proteus morganii + + + + + + + d 
Proteus rettgerii + + + + + + d d d + + 
Providencia + + + + + d d d d 
Yersillille +* +* + + d d* d + + + 
enterolitica 
Yersin;ae +* +* + + + d d 
pseudotuberculosis 

Sauf pour les méthodes rapides (test OI'o'PG, uréase, désaminases) 
+ : positif en là 2 jours - : négatif 
d : différents types biochimiques +* et d*: positif à 22°C, négatif à 37°C 

Méthodes rapides: 
+ : positif en 1 à 2 heures - : négatif en 24 heures 

(1) : Salmonella sous-espèces 1. Exceptions importantes 

S.I ser. typhi : LDC+ ; ODC- ; citrate- ; gaz - ; SH2 x S.I ser. paratyphiA : LDC- ; ODC+ ; citrate- ; gaz +- ; SH2 -
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VI - 2 - Identification par galerie API ( 19,36 ) 

VI - 2 - 1 Api 20 E ( Entérobactériaceae ) (1,2, Il,22) 

Le système Api 20 E est constitué d'une galerie de 20 microtubes 
contenant des substrats déshydratés; la suspension bactérienne répartie dans les 
tubes dissout les substrats. 

Les métabolites produits sont mis en évidence par des réactions colorées 
ou par addition de réactifs après 24 à 48 heures dt incubation à 35 - 37° C. 

La composition de la galerie est donnée par le tableau IV . 

Tableau IV : Composition de la galerie Api 20E. 

TESTS 
ONPG 
ADH 
LOC 
ODC 
CIT 
H2S 
URE 
TOA 
INO 
VP 
GEL 
GLU 
MAN 
INO 
SOR 
RHA 
SAC 
MEL 
AMY 
ARA 

SUBSTRATS 
O. Nitrophenyl B.O galactopyranoside 
Arginine 
Lysine 
Omithine 
Citrate de sodium 
Thiosulfate de sodium 
Urée 
Tryptophane 
Tryptophane 
Pyruvate de sodium 
Gelatine 
Glucose 
Mannitol 
Inositol 
Sorbitol 
Rhamnose 
Saccharose 
Melibiose 
Amygdaline 
Arabinose 
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VI - 2 - 2 - Api Rapid 20E 

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

La lecture se fait à l'oeil nu, éventuellement après addition d'un ou de 
plusieurs réactif (s) et conduit à l'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 à 30° C,en 
chambre humide hermétique. 

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

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

MIS Enterobacteriaceae 18H est un nouveau système d'identification des 
enterobactéries sur microplaques. 

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

- Production d'indole 
- Production d'H2S 
- Réaction de V oges Proskauer 
- hydrolyse de J'esculine 
- Mise en évidence d'enzymes: uréase, tryptophane désaminase (TDA), 

décarboxylases (LDC, ODC), arginine dihydrolase (ADH), glucosidases : ~ 
galactosidase (ONPG), ~ glucuronidase (PGUR) 

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

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

inositol, xylose, sorbitol) 



18 

Quatre cupules contrôles sont prévues. 

La lecture est effectuée au photomètre programmé ou réglé à différentes 

longueurs d'onde. 
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MATERIEL ET METHODES 

1- MISE AV POINT DE LA METHODE 

1 -1- Milieux liquides 

1-1-1- M~tériel 

- Agitateur magnétique 
- Balance de précision 
- pH mètre 
- Seringue 

- Filtres de 0,2 !lI de diamètre 
- Micropipette 
- Embouts stériles 
- Flacons en verre avec bouchon à vis de 50, 100 et 150 ml 
- Tubes stériles 
- Cryotubes 
- Erlen Meyer 
- Papier emballage 
- Mortier 

1-1-2- 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 pho~lPhate. 

1-1-3- Concentration des milieux 

Les mÙieux solides sont rendus liquides en enlevant dans leurs formules la 
quantité d'agar. Pour les milieux liquides nous avons maintenu les mêmes 
formules. 

Trois lots de milieux, de concentration différentes ont été préparés: 

Je premier lot est de concentration normale. 

le deuxième lot est .de deux fois plus concentrée c'est à dire que pour 
chaque formule, les quantités en g/l sont multipliées par deux et pour le même 

volume d'eau. 

le troisième lot est trois fois plus concentré. 

Une fois préparés, les milieux sont testés avec le même inoculum 

plusieurs fois afin de savoir le meilleure concentration. Nous avons les meilleurs 

résultats avec les milieux deux fois concentrés. 

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

1- Milieu pour l'utilisation des glucides 

- eau peptonée 

- bleu de bromothymol 

- glucides 

pH 7,4 - 7,5 

* Préparation de l'eau peptonée 
Peptone trypsique~ ....... ~........ 3 g 
NaCI........................................... 1 g 

Eau distillée ............................... 1 00 ml 
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Les poudres sont dissoutes à chaud et le pH ajusté à 7,4. Le milieu est 

ensuite réparti dans un flacon et autoclavé pendant 20 mn à 120°C. 

* Préparation du bleu de bromothymol (formule de KAUFFMAN) 

bleu de bromothymol.. ....... 0,2 g 

soude 0,1 N ......................... 5 ml 

eau distillée ......................... 95 ml 

Broyer dans un mortier 0,2 g de l'indicateur dans 5 ml de soude 0,1 N ~ 

Ajouter progressivement l'eau distillée. 

Autoclaver pendant 10 mn à 110°C , 

Ajouter le bleu de bromothymol pour: 2-8 mVlOO 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 à la concentration de 2% dans le milieu. 

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

Cf 

V g = v ------­

Cg 

Vg = volume de glucide à ajouté 

V = volume du milieu 

Cf= concentration finale du milieu en glucide 

Cg = concentration du glucide 

Nous avons donc: 

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

mannitol 20 % ................. 2 ml/20 ml de milieu 

lactose 25 % ................... 2 ml/25 ml de milieu 

inositol 5 % ................... 2 ml/5 ml de milieu 

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

sorbitol 100/0 .................. 2 ml/lO ml de milieu 
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2- Milieu pour la recherche-de SH2 
! 

* Préparation du bouillon nutritif 

Peptone ...... _.~.u.5 g/l 
Extrait de yiande .. 3 gli 
pH=7 

Mettre 1,6 g de milieu sec dans 100 ml d'eau distillée. Mélanger soigneusement 

jusqu'à dissolution compléte. Répartir puis stériliser à J'autoclave à 121°C 
pendant 15 mn. 

* Adjonction des autres constituants: 
- thiosulfate de sodium à 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 l'uréase 

- L tryptophane ..................................... 0,6 g 
- phosphate monopotassique ................. 0,2 g 
- phosphate dipotassique ......................... 0,2 g 

- chlorure de sodium ................................. 1 g 
- urée .. _ ........... ~ ....................................... -4 g 

- alcool 95°............................................ 2 ml 
- rouge de phénol ................................. 0,5ml 
- Eau distillée ....................................... 100 ml 

La stérilisation se fait par filtration sur membrane 

4- Milieu pour la recherche des décarboxylases 

Milieu de Falkow 
- Extrait de levure .............................. 0,6 gl100 ml 
- glucose ........................................... 0,2 gl100 ml 
.; chlorure de sodium .......................... 1 gI 100 ml 
- Bromocresol pourpre ....................... 0,2 ml 

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

- 1 % de.L argininc 

- 1 % de L ornithine 

pH = 6,3 - 6,4 . Stérilisation 120°C pendant 15 mn 

répartir dans de~ tubes. 

5- Milieu pour la recherche de qndole 

Pour cette recherche, nous avons comparé 2 I1lilieux 

- le milieu urée lndole 

- eau peptonée exempte d',ndole 

Ce dernier a donné une réaction plus nette à lire. 

Sa formule est la su~vante: 

- Peptone bactériologique ............................... 2 g 
- Chlorure de sodium ........................................ 1 g 

- Eau distillée ............................................. 100 ml 

Les poudres sont disssoutes à chaud; le pH ajusté à 7,2 

Stérilisation à 120°C pendant 15 mn. 

6- Milieu au citrate de sÎmmons 

- Chlorure de sodium .............................. 10 g/l 

- Sulfate de magnésium ........................... 0,4 g/l 

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

- Citrate trisodique ...................................... 4 g/l 

- Bleu de bromothymol .......................... 0,16 g/l 

pH=7 

Stérilisation à 120°C pendant 20 mn. 

Les poudres sont dissoutes à chaud, sauf le bleu de bromothymol qui sera 

dissout à part dans un peu d'eau avant d'être ajouté. Si on dissout toutes les 
poudres en même temps, l'indicateur va flotter au dessus du milieu. 
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7- Milieu pour l'utilisation du malonate 
j 1 

- Extrait de levure ..................... ............. 2 gli 
- .Malonate de sodium ................... ~ .. ~.~~ .. 6.-gll 
- Glucose .................. .................. _ .... ~0,5 g/I 
- Chlorure de sodium ............ __ ~_~. __ ~. 4 gli 

- Sulfate de magnésium ................... ~~ ... 4 gll 
- Phosphate dipotasiqu~ ........ ........... ~.l,2..gL.L 

- Bleu de bromothymol.. ............. _ ....... 0.,05 gll 
pH=7 
Stérilisation à 120°C pendant 20 mn 

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

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

- Peptone trypsique.............................. 20 gli 
- Phosphate dipotassique ..... .......... ........ 4 gll 
- Glucose................ .............. . ............... 20 gll 
pH = 7,5 
Stérilisation à 120°C pendant 20 mn 

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

- L phényl alanine .............................. 2 gli 
ou D-L phényl alanine ...................... .4 gli 

- Extrait de levure ........................ .......6 gli 
- Chlorure de sodium .......... ................. 10 gli 
- Phosphate dipotassique....................... 2 gli 
pH = 7,3 
StérHisation à 120°C pendant 15 mn 

Dissoudre à chaud les poudres # 

- -" ~- --"- - - - -
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10- Milieu pour la recherche de la nitrate rédvctase 

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

* Formule du bouillon n, tritif 

- Peptone .................. _ ... ~ ......... 5 g/I 

- Extrait de viande~.~ ...... 3 g/l 

n~=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'à dissolution compléte à 
chaud. Répartir puis stéril iser à l'autoclave à 121°C pendant 15 mn. 

11- Milieu à J'ONPG 

Dissoudre 80 mg d'ONPG dans 15 ml d'eau distillée portée à 50°C. 

Laisser refroidir, ajouter 5 ml de solution tampon phosphate à pH 7. 
Conserver à 4°C. Avant l'emploi, laisser le réactif quelques minutes à 37°C pour 
remettre le phosphate en solution. 

1-1-5 -Ensemencement 

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

Les microplaques sont ensuite recouvertes d'un film adhésif et incubées à 
37 oC 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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1-2- Milieux deshydratés 

1-2-1 Matériel 

- Etuve stérile munie d'un thermomètre 

- microplaques contituées de 20 et 96 puits 
- embouts stériles 

- micropipettcs 
- 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 même 
inoculum, nous avons ensemencé 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. 

Seulles milieux 2 fois concentrés ont donné des résultats corrects. 

1-2-3- 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 • 

1-2-4- Temps de déshydratation 

A 42°C les plaques sont deshydratées en moins de 18 H en présence de 
dessicateur. 
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II - EVALUATION DE LA METI-JpDE 

II.1. Souches bactériennes 

102 souches d'entérobactéries isolées de prélèvements d'origines variée 

ont été étudiées. Leur répartition par .genre et espèce bactérienne est fourni par le 

tablfau V. 

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 

Providencia stuartii 5 

Salmonella typhi 8 

Shigella boydii 5 

Shigella dysenteriae Al 5 

Shigella flexneri 5 

Shigella sonnei 5 

Entérobacter cloacae 4 

Entérobacter aerogenes 2 

Providencia rettgerii 1 

Total 102 
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II - 2 - Matfriel 

II - 2 - 1 - Milieux 

- Milieu pour l'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 l'indole 

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

- Milieu pour le test à l'ONPG 

- Milieu BCP 

II - 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 KOV ACS 
- perchlorure de fer 

- rouge de méthyle 
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II - 3 - Méthode 

11- 3 - 1 - Principe 

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

TABLEAU VI: COMPOSITION DE LA GALERIE D'IDENTIFICATION 

TESTS SUBSTRATS 

GLU GLUCOSE 

MAN MANNITOL 

LAC LACTOSE 

INO TNOSITOL 

SAC SACCHAROSE 

SOR SORBITOL 

NIT NITRATE DE POTASSIUM 

sm THIOSULF A TE DE SODIUM 

UREE UREE 

IND TRYPTOPHANE 

YP GLUCOSE 

RM GLUCOSE 

CS CITRATE DE SODIUM 

MAL MALONATE 

PDA PHENYL ALANINE 

ONPG o. NITRO PHENYL Beta D. GALACTOPYRANOSIDE 

ADH ARGlNlNE 

ODC ORNITHlNE 

LDC LYSINE 
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II - 3 - 2 - Préparation de la plaque 

" Répartir dans chaque microtube 50 ~l de milieu. 
" Déshydrater les milieux à l'étuve (42°C) en présenc.e de dessicateur (gomme 

arabique) pendant 18 heures. 
- Recouvrir la plaque d'un film adhésif avant de mettre le.couy..ercle. 
" Mettre sous emballage avec lln-1iéshydratant. 
- Conserver à 4°C ou -fO°C. 

II - 3 - 3 - Ensemenc~ment 

- Répartir 100ml d'une suspension d'opacité correspondantau pojnt D,5 de 
l'.échelle.de Mac Farland. 

" Recouvrir d'huile de paraffine les microtubes où sont recherchés les caractères 
biochimiques suivants: 

* la fermentation des glucides 
* la recherche de l'uréase 
* la production de H2S 
* la recherche des décarboxylases 

II - 3 - 4 - Incubation 

24 heures à 37°C (étuve) sur un plateau recouvert de papier buvard imbibé d'eau. 

II - 3 - 5 - Lecture 

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

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

INTERPRETATION DES REACTIONS 
TESTS REACTIFS A AJOUTER 

POSITIF NEGATIF 

GLU 

MAN 

LAC vert àjaune bleu 

INO 

SAC 

SOR 

1 goutte d'acide sulfanilique Rouge Incolore 

NIT + 

1 goutte d'alpha naphtylamine 

SH2 Précipité noir Incolore 

UREE rouge violacéé jaune 

IND 1 goutte de réactif de KOV ACS Anneau rouge Anneau jaune 

VP 1 goutte de KOH puis 1 goutte d'alphanaphtol Rouge Incolore 

Attendre 10 mn avant la lecture 

RM 1 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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II - 3 - 6 -Paramétres d'évaluation. 

II - 3 - 6 - 1- Contrôle de qualité (3) 

Notre méthode est soumise à un contrôle 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 l'Américain Type Culture Collection (ATCC) E. 
coli 35218 

II - 3 - 6 - 2 - Reproductibilité. 

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

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 ré identifié 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. 

II - 3 - 6 - 4- Stabilité 

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

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

II - 3 - 6 - 6- Coût. 

Le coût 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 

1 - IDENTIFICATION 

Le tableau VIll présente les résultats de l'identification de 102 souches 
d'entérobactéries : 
89,3% des souches ont été correctement identifiées en genres et espèces. 
0,9 % sont identifiées correctement avec les tests supplémentaires. 
C'est une souche d'Enterobacter aerogenes où nous avons testé en plus la 
fermentation du rhamnose pour confirmer le genre. 
9,.8 % sont incorrectement identifiées. 
Il s'agit :. 

- C. amalollaticus 1 
- E. aerogenes 1 
- K. oxytoca 3 
- M. morganii 2 
- S.-typlû 2 
- Sil. sonne; 1 
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Tableau VIII: Résultats de l'identification des l02souches d'entérob~qtéries 

Nombre de souches identifiées 
~orrecternen t correcteme-n t incorrecternen t 

Espèces 
avec des tests 
suppléméntaires 

Citrobacter amalonaticus J 0 l 
Citrobacter freudii 2 0 0 
Citrobacter malonaticus 6 0 0 
Escherichia coli 30 0 0 
Enterobacter aerogenes 0 l l 
Enterobacter cloacaea 4 0 0 
KlebsieUa oxytoca 2 0 3 
Klebsiella pneumoniae 10 0 0 
Morganella morganii 0 0 2 
Proteus mirabilis 4 0 0 
Proteus vulgaris 1 0 0 
Salmonella typhi 6 0 2 
Shigella boydii 4 0 1 
Shigella dysenteriae A J 5 0 0 
Shigella flexneri 5 0 0 
Shigella sonnei 5 0 0 
Shigella stuartii 5 0 0 
Providencia rettgerii J 0 0 

TOTAL 91 l 10 

Pourcentage 89,3 % 0,9 % 9,8 % 
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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 M L 1 S S N S U 1 V R C M P 0 A 0 

L A A N A 0 1 H2 R N P M S A D N D D 

U N C 0 C R T E D L A P H C 

E G 

C. amalonaticus 100 100 100 0 50 100 100 0 0 100 0 100 50 0 0 100 0 50 

C.freundii 100 100 100 0 100 100 100 100 0 0 0 100 100 50 0 100 50 0 

C. malonaticus 100 100 67 50 67 100 100 0 0 100 0 100 67 100 0 100 67 100 

E. aerogelles 100 100 100 100 100 100 100 0 50 0 100 0 100 100 0 100 0 100 

E. c/oaceae 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 100 0 100 100 0 100 100 100 

E.coli 100 100 100 0 57 97 100 0 0 97 0 100 0 0 0 100 17 80 

K.oxytoca 100 100 80 100 80 100 100 0 100 100 100 0 100 100 0 100 40 40 

K. pnellmon;ae 100 100 100 100 100 100 100 0 90 0 100 0 100 100 0 100 10 0 

M. mor/[anii 100 100 0 100 50 100 100 0 100 100 0 100 0 50 100 0 0 100 

P. mirahilis 100 0 0 0 25 0 100 100 100 0 0 100 50 0 100 0 0 75 

P. vul/[aris 100 0 0 0 0 0 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 0 0 

P. rett/[er; 100 100 0 \00 0 0 \00 0 100 \00 \00 100 \00 100 100 0 0 0 

P. sluart; 100 0 0 60 20 0 100 0 100 100 0 100 80 0 100 0 0 0 

S. tJ'ph; \00 100 0 0 0 87 100 62 0 0 0 100 0 0 0 0 0 50 

Sh. so""e; 100 \00 0 0 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 0 100 0 100 

Sir. spp* 100 67 0 20 4 20 \00 0 0 7 0 100 0 0 0 0 0 0 

4< S. spp = S. dysellteriae Al, S. j1exller; et S. boydii. 

L 

D 

C 

50 

0 

67 

50 

0 

87 

100 

100 

100 

0 

0 

0 

0 

75 

0 

0 



Photo 1: P16que témoin 

Phot o 3: Klebsiello pneumonilJe 

Photo 2: EscherichilJ coli 
ATCC 352/8 

Photo 4: ShigelllJ flexneri 

Pho (1 ! : Plaque contenant des mllleux rehydratés avec ,je j'eau phy::;ÎO]oglQue . 
Ph(1~o 2: Profil blOctllnnque de la souche de référenc.e qlJl nous il permis de faire 

le contrôle ,je qualité 
Phot.o 3: Profil blOCh, rmque d'une souche de KlelJ.!Jll!/la pnelll1U1nilN! 
Photo .:l Profll hiochi miQue d'une ~;t)u(:he de Shigt:/la flexl#r1 
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II - EVALUA'l'10N 
, 

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

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

ENTEROOACTERIES NORE DE 
SOUCIIES 

Citrobacler amalonalicus 1 
Citrobacler freudii 1 
Citrobacter malonaticus 3 
Escherichia coli 5 
Klebsiella oxyloca 3 
Klebsiella pneumoniae 3 
Morganella morganii 1 
Proteus mirabilis 4 
Proteus ,!ulgairis 1 
Providencia sluarlii 5 
Salmonella typhi 5 
Shige/la sonnei 2 
Shige/la boydii 2 
Shigella dysenteriae Al 3 
Shigella jlexneri 3 
Entérobacter c/oacae 4 
Entérobacter aero~enes 2 

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

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

Dans les discordances qui atteignent 29 0/0, nous avons fait figurer tous les autres 
cas: , 

o différences dans le diagnostic de genre bactérien (00/0). 

o différences dans le diagnostic d'espèce au sein d'un genre bactérien 

f6%). 

o réponse de type : 

- "profil douteux" . (4 %): c'est quand le profil présente au mions deux 
caractères inhabituels ; mai~ qui n'empêche pas de faire une identification. 

- "profil inaceptable" (2 0/0): c'est quand le profil obtenu ne permet pas de 
une identification. 

- "discrimination insuffisante entre"(17%): c'est quand le profil obtenu 
permet une identification correcte bien qu'il ait un caractère discordant avec la 

galerie Api 20E f 
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Tableau XI : Résultats comparatifs de l'identification des 48 souches d'entérobactéries à l'aide de notre méthode et la galerie 
Api 20E. 

CONCORDANCES DISCORDANCES 

Genre Espèce "Profil "Profil h I)iscrimination TQtal 
bactérien bactérienne douteux" inacceptable" irtsuffisante entre" 

Nombre de 
souches 34 0 3 2 1 8 48 

% 71 0 6 4 2 17 100 
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Nous avons ensuite exprimé le pourcentage de concordance des caractères 
étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour chaque espèce. 

11-1 Citrobacter 

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

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

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

C. amalonaticus Cfreudii C. malonat icus 
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 
LOC 100 100 100 

11-2 - Escherichia coli 

Pour Escherichia coli, nous avons observé 60% de concordance pour 
l'ODC, 80% pour le saccharose et 100% pour les autres caractères.( Tableau 
XIII) 
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Tableau XIII: Pourcentage de concordance des caractères étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour l'espéce 
Escherichia coli 

G M 1 S S SH2 U 1 VP CS P 0 A 0 L 
L A N A 0 R N D N D D D 
U N 0 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 Klehsiella oxytoca, nous avons 67% de concordance pour l'ADH, 
pas de concordance pour l'ODC et 100% de concordance pour les autres 
caractères. 

Et pour Klehsiella pneumoniae, l'urée présente 67% de concordance et les 
autres caractères 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 caractères, nous avons 100% de concordance. 
(Tableau XV) 

11-5 - Proteus 

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

11- 6 - Providencia stuartii 

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

II - 7 - Salmonella tJ'piti 

Pour Salmonella typhi, nous avons une concordance de 60% pour le SH2, 

80% pour l'ODC et 100% pour les autres caractères (Tableau XVIII). 

11- 8 - Shigella 

Aucune discordance n'a été observée pour S.dysenteriae Al, S.flexneri et 
S. sonne;' (Tableau XIX). 
Et pour Shigella hoydii, nous avons 50% de concordance aussi bien pour 
l'Inositol que pour le saccharose et 100% pour les autres caractères. 
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. 
Tableau XIV : Pourcentage de concordance des caractères étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour les 

souches de Klebsiella 

G M 1 S S S U 1 VP CS P 0 A 0 L 
L A N A 0 H2 R N 0 N 0 D D 
U N 0 C R E D A P I-J C C 

E G 
Klebsiella 
oxytoca 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 67 0 100 
Klebsiella 
pneumoniae 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 caractères étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour l'espèce 
Morganella morganii 

G M 1 S S SH2 U 1 VP CS P 0 A 0 L 
L A N A 0 R N D N D D D 
U N 0 C R E D A P H C C 

E G 
Morganella 
morganii 100 100 100 100 0 100 100 100 100 100 100 100 0 0 0 
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Tablèau XVI : Pourcentage de concordance des caractères étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour les 
souches de Proteus 

G M 1 S S S U 1 VP CS P 0 A 0 
L A N A 0 H2 R N D N D D 
U N 0 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 

Proteus 
vulgaris 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

L 
D 
C 

100 

100 
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Tablèau XVII: Pourcentage de concordance des caractères étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour l'espèce 
Providencia stuartii 

G M 1 S S SH2 U 1 Vp CS P 0 A 0 L 
L A N A 0 R N D N D D D 
U N 0 C R E D A P H C C 

E G 
Providencia 
stuartii 100 100 80 100 100 10d 1ÙO 100 100 100 100 100 100 100 100 
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Tableau XVIII: Pourcentage de concordance des caractères étudiés sur Api 20E et selon notre méthode pour les 
souches de Salmonella typhi 

G M 1 S S SH2 U 1 VP cs P 0 A 0 L 
L A N A 0 R N D N D D D 
U N 0 C R E b A P H C C 

E G 
Salmonella 
typhi 100 100 100 100 100 60 100 100 100 100 100 100 100 80 100 



Tableau XIX Pourcentage de concordance des caractères étudiés sur Api 20E ct scIon notre méthode pour les 
Shigcllcs 

G M 1 S S SH 2 U J VP CS P 0 A 0 
L A N A 0 R N D N 0 0 
U N 0 C R E 0 A P H C 

E Cl 
Slti};ellu (~\'SI//1I<'1i(I(' • • 

AI 100 100 100 1110 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Shigellil j1c.\ïIeri 100 100 100 100 100 100 100 100 1011 11111 100 100 100 100 

Shi};ellil hO.l'dii 1011 100 :'i0 :'iO 100 100 10() 100 100 100 100 IOIl 100 100 

SIIiJ;ellu slJIlllei 100 100 IO() 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

L 
0 
C 

100 

100 

100 

100 
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II -9 - Enterobflcter 

Nous n'avons pas de discordance pour E. cloaceae. 
Pour E. aerogenes nous avons 50% de concordance pour l'urée et la LOC 
et 100% pour les autres carqctères 

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

E. c/oacae E. aerugel1es 

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 
POA 100 100 
ONPG 100 100 
AOH 100 100 
ODC 100 100 
LOC 100 50 
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111- PARAMETRES D'EVALUATION 

111-1- Contrôle 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 1 S S N S U 1 V R C M P 0 T A 0 L 
L A A N A 0 1 H R N P M S A D N D D D 
U N C 0 C R T 2 E D L A P H C C 

E G 

+ + + - + + + - - + - + - - - + - - + + 

111-2- Reproductibilité 

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

111- 3- Fiabilité 

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

111-4- Stabilité 

Elle est d'environ 2 semaines à +4°C et plus d'un mois à -20°C 

111-5- Rapidité 

La moyenne du temps de réalisation d'un test est de 3 mn. 

111-6- Coût 
Le prix hors taxe d'un test est estimé à 21,7 francs CFA (la plaque 

exclue). T ABLEA U XXII 



51 

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 4347,9 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 271,3 0,1356 

LDC 6482,9 3,2414 

ODC 3646,3 1,8234 

SH2 50,15 0,025075 

NIT 60,95 0,030475 

ONPG 7560 3,78 

PDA 200,64 0,10032 

TOTAL 43440,05 21,720 



'. 
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DISCUSSION 

1- IDENTIFICATION 

Nous avons étudié 102 souches d'entérobactéries : 

o 89,3 % ont été bien identifiées. 

o 0,9 % necessitent des testes complémentaires pour leur identification. 

o 9,8 % n'ont pas été correctement identifiées 

Une étude fait par SCHRECKENBERGER et Coll. (43) sur 

l'identification de 152 souches par le système RapID onE a donné des valeurs 
VOISines: 

o 92,1 % sont correctement identifiées. 

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

o 6,5 % sont mal identifiées. 

Ce système a été amélioré puis KITCH T. et COLL. (26) l'ont évalué sur 

364 entérobactéries. 

o 95,8 % des souches sont correctement identifiées. 

o 1,0 % des souches sont correctement identifiées avec des tests 

complémentaires , 

o 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 espèces de Salmonella et 

de Citrobacter. 
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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 à l'aide de galeries rapid 20E et Api 
20E. 

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

Une incubation plus prolongée jusqu'à 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 
REYNA UD A. E et coll qui ont 1 % de discordance majeure avec la galerie Api 
20E. 

o Les discordances concernant le diagnostic d'espèce bactérienne sont obsevées 
avec trois souches de Klebsiella oxytoca qui sont identifiés par la galerie Api 
20E comme K.ornithil1olytica. Monnet D. et coll (31, 42) ont montré que la 
majeure partie des K.oxytoca isolés dans les laboratoires de microbiologie 
correspondait à des K. ornitlzinolytica d'où l'intérêt de la recherche des 
decarboxylases dans l'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 40/0 des discordances; sont observés avec 
deux souches. 
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* une souche de Salmonella typhi qui est ODC+ et SH2- alors que 

habituellement, les Salmonella typhi sont ODC- et SH2+ 

* une souche Slzigella 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%). 

o Les "profil inacceptable" représentent 2% et sont observés avec une souche 

de Morganella morganii qui n'a pu être identifié 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. 

o 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 à la recherche des 

décarboxylases représentent 58% d'où 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 à la production de SH2 représentant 9% des 

discordances. 

Elles sont généralement levées après une incubation de 48 heures. 

Les discordances liées à la recherche de l'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 à l'utilisation des glucides. 
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11- Avantages.de mét~ode. 

o Elle permet la mise en oeuvre systématique d'un nombre de tests très 
supérieurs à celui d'une galerie classique en bactériologie de routine. 

o La méthode permet un gain de place par rapport aux méthodes 
classiques : elle diminue l'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 coût moins élevé par rapport aux méthodes classiques et les 
galeries Api (1000 FCF A par test). 

111- Inconvénients. 

o La préparation necessite une bonne maîtrise lors de dessication afin 
d'éviter l'altération des principes actifs et les souillures. 

o La stabilité des milieux déshydratés doit être améliorée. 

o La stérilisation des microplaques necessite des appareils comme le four 

à micro-ondes. 

http:11-Avantages.de
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CONCLUSION 

Les infections humaines à entérobactéries occupent une place importante 
en pathologie infectieuse en raison de leur fréquence et de leur gravité tant à 
1 'hôpital que dans les populations. 

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

Notre méthode utilise une microplaque constituée de 20 cupules contenant 
des substrats déshydratés, destinés à 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 après 24 H d'incubation à 37°C. 

102 souches d'entérobactéries ont été identifiées par notre méthode: 

l29 89,3% des espèces sont correctement identifiées 

l29 0,9% sont identifiées avec des tests complémentaires 

129 9,8% sont mal identifiées et concernent surtout les espèces du genre: 
Klebsielle, Enterobacter, Salmonella Shigella, Morganella. 

Afin d'évaluer la performance de la méthode, nous l'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'espèce 

• 29 % de discordance dont: 
.58 % liées à la recherche des décarboxylases 
· 9 % liées à la production d~ SH2 

· 9 % liées à la recherche de l'uréase 
· 18 % liées à la fermentation des sucres. 
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Cette méthode mise au point offre des avantages: 

• Sécurité d'identification 

• Gain de trmps 

• Gain de place 

• Cont 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 la stabilité, le 
temps d'incubation et le conditionnement. 
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