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RESUME

En Algérie, les effluents hospitaliers non traitées générées par les établissements de la
santé peuvent poser une menace sur la santé publique et I’environnement, par la dissémination
des bactéries résistantes aux antibiotiques. Cette étude avait pour objectif la recherche,
I’identification et 1’étude du profil de résistance des bactéries autre que les Enterobacteriaceae
isolées a partir des effluents hospitaliers de trois centres hospitaliers différents (Brahim
tirichine, Frantz Fanon et Ben Bouali) situés dans la wilaya de Blida.

Parmi les 37 souches isolées, 14 souches provenaient des effluents de 1’hopital Frantz
Fanon, 12 souches des eaux usees rejetées par 1’hopital Brahim Tirichin et 11 souches ont été
collectées au niveau des effluents de I’hopital Ben Boulaid. Les résultats obtenus au cours de
notre étude ont montré une prédominance d’Aeromonas hydrophila avec 9 souches, suivie par
8 souches pour chacun de Staphylococcus aureus et Clostridium-ASR. Streptococcus du goupe
D vient par la suite avec 7 souches, suivie par 4 souches de Pseudomonas aeruginosa et en
dernier, une seule souche Vibrio fluvialis.

L’antibiogramme effectué a montré que P. aeruginosa est la bactérie la plus résistante.
Les souches de cette espéce ont présenté une résistance élevee (100%) vis-a-vis des Béta-
lactamines (a 1’exception de I’Imipenéme), des Macrolides, des Aminosides (Kanamycine,
Streptomycine), de la Vancomycine, de 1’Acide fusidique, de la Pristinamycine et de la
Métronidazole , ou les souches d’A. hydrophila et S. aureus montrent une résistance tres élevée
(100%) vis-a-vis Acide fusidique, Métronidazole, alors que toutes les souches de Streptococcus
du groupe D ont affiché une résistance tres élevée (100%) vis-a-vis des Aminosides
(Kanamycine et Streptomycine), Colistine et Métronidazole.

Le calcul de I’indice Multiple Antibiotic Resistance (MAR) pour 1’ensemble des
souches isolées a permis d’obtenir des valeurs supérieures a 0,2, ce qu’indique que les isolats
sont exposés a des sources de risque élevé de contamination ou les antibiotiques sont
fréqguemment utilisés. P. aeruginosa a exprimé la valeur la plus élevée 0,83.

Pour les valeurs calculées de I'indice MAR des sites, elles varient entre 0,33 et 0,54.
L’effluent hospitalier de Frantz fanon est le plus contaminé avec une valeur MAR de 0,54.

Mots clés : effluents hospitaliers, bactéries, identification, résistance, antibiotique, indice MAR
(multiple antibiotic resistance).
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Abstract:

In Algeria, hospital wastes non treated generated by the establishment of the health can be a
threat on the public health and the environment, by the scattering of bacterium tough to
antibiotic.

This study had for objective the research, the identification and the stady of the profile of the
bacterium resistance on the other side the Enterobacteriaceae isolated from the hospital wastes
from three different hospital centers (Brahim Tirichin, Frantz Fanon and Ben Boulaid) sited in
the wilaya of Blida.

Between the 37 isolated stumps coming from the hospital wastes of Frantz Fanon, 12 stumps
of worn waters throwing back by Brahim Tirichin hospital and 11 stumps had been collected at
the level of the hospital wastes of Ben Boulaid.

The results obtained during our study showed a predominance of Staphylococcus aureus and
Clostridium -ASR. Streptococcus of group D which comes after with 7 stumps, followed by 4
stumps of Pseudomonas aeruginosa and at the end, only one (1) stump Vibrio fluvialis.

The performed antibiogram showed that P. aeruginosa is the most resistant bacteria.

The stumps of this kind presented a high resistance (100%) towards of “Beta-Lactamines (
exception of the imipeneme) , of “Macrolides”, of “Aminosides” ( Kanamycine |,
Streptomycine) , Vancomycine , Fusidic Acid , Pristinamycine and Metronidazole, or the
stumps of “ A. hydrophila and S. aureus showed a very high resistance (100%) towards Fusidic
Acid , Metronidazole, even though all the stumps of Streptococcus of groupe D put up a very
high resistance (100%) towards the Aminosides ( Kanamycine and Streptomycine) , Colistine
and Metronidazole.

The sign calculation multiplies Antibiotic Resistance (MAR) for all isolated stumps
permitted to obtain values which are upper 0.2 which indicate that the isolates are displayed to
sources of a high risk of antibiotics are frequently used.

“Pseudomonas aeruginosa “expressed the highest value which is 0.83.

For the calculated values of the sign “MAR” of the sites, the varied between 0.33 and 0.54. The
hospital waste of Frantz Fanon is the most contaminated with a value MAR of 0.54.

Key Words:

The hospital wastes, bacteria, identification, resistance, antibiotic, sign MAR (multiple
antibiotic resistance).
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L’usage de I’eau en milieu hospitalier est trés varié, et pourrait étre contaminée par de
nombreuses bactéries pathogenes (Barbut et Denis, 2006). Elle serait un vecteur privilégié de
nombreuses pathologies d’origine bactérienne, pouvant ainsi engendrer des infections chez des
patients fragilisés ou immunodéprimés (Diduch et al., 2016).

Les établissements de la santé produisent des grandes quantités d’effluents, en moyenne
750 litres d’eaux usees par lit et par jour (Boller, 1997). De nombreux médicaments non
métabolisé excrétés a partir des patients et des produits chimiques résiduels pénétrent dans les
eaux usées, ou ils interagissent avec la microflore des eaux usées de I'ndpital. Cette microflore
comprend des bactéries saprophytes de I'atmosphere, du sol et de I'eau utilisée dans la pratique
a I'hopital.

Selon Morifiigo et al., (1990), les agents pathogénes sont principalement libérés avec
les excrétions du patient. En raison de l'utilisation des antibiotiques dans les hopitaux, les
effluents hospitaliers contiennent un grand nombre de germes résistants que les eaux usées
domestiques

Il est clair aujourd’hui que les antibiotiques jouent un réle central dans la sélection de la
résistance bactérienne, et la propagation des genes de résistance et des bactéries résistantes qui
contribuent également au probléme de la santé public (Stuart, 2002).

Cependant, la résistance aux antibiotiques est non seulement un probléme médical, mais
aussi une question écologique. A comprendre le processus par lequel la résistance se propage,
il est nécessaire de tenir compte non seulement milieu hospitalier, mais aussi I'écologie et
I'évolution des micro-organismes résistants (Martinez ,2012)

C’est dans ce contexte que cette etude s’inscrit. Elle avait pour but d’une part d’évaluer,
d’isoler et d’identifier les bactéries autres que les Enterobacteriacea et d’autre part d’étudier le
profil de la résistance bactérienne aux antibiotiques a partir des effluents de trois grands
hopitaux, il s’agit de Ben Bouali, Brahim Tirichine et Frantz Fanon.
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I. GENERALITES SUR LES EFFLUENTS HOSPITALIERS

1.1. Définition

Les hopitaux consomment et rejettent un important volume d’eau par jour. Ces effluents
hospitaliers sont les résultats de I'utilisation des eaux disponibles au milieu hospitalier destinés
a des utilisations tres divers chacune répond a des normes spécifiques et nécessite une
surveillance particuliére (Hygis, 1998).

Ces effluents représentent un type particulier des eaux usées (Pauwels et al., 2006). En
effet, leurs caractéristiques présentent des différences qualitatives et quantitatives (Kosma et
al., 2010 ; Liu et al., 2010 ; Verlicchi et al., 2010 ; Altin et al., 2003).

1.2. Origine des effluents liquides hospitaliers

Selon Emmanuel (2004) et Deloffre-Bounamour (1995), les effluents liquides
hospitaliers peuvent étre classés en trois grandes catégories :

+ Les rejets d’origine domestique : qui regroupent les eaux provenant des cuisines, des
eaux de toilette chargées de matiéres organiques azotes.

+ Les rejets assimilables a des effluents industriels : qui sont générés par les différents
équipements et machineries spécifiques (chaufferies, ateliers, climatiseurs ...).

+ Les effluents spécifiques aux établissements de santé par les activités de soins, d’analyse
et de chirurgie.

Cette derniére catégorie est chargée de micro-organismes pathogénes, pharmaceutiques
partiellement métabolisés, des éléments radioactifs et autres produits chimiques et substances
toxiques. En outre, dans les effluents hospitaliers, les polluants conventionnels comme la
DBOS5, la DCO et les TSS (Total suspended solids ou Total des solides en suspension), sont en
général plus élevés que dans les eaux usées urbaines (Verlicchi et al. 2010). Les rejets liquides
spécifiques aux activités de soins sont consignés dans le Tableau XX (Annexe I).

1.3. Menace des effluents hospitaliers

La flore hospitaliére est composée de la flore des malades, du personnel soignant, des
visiteurs, et des germes de 1’environnement présents sur les sols, I’eau et dans I’air. Concernant
cette flore, les valeurs retrouvées dans les effluents liquides hospitaliers révélent des
concentrations assez faibles, de I’ordre de 3 x108 UFC/L (Darsy et al., 2002 ; Jehannin, 1999),
en comparaison avec les valeurs pour la flore totale généralement présente dans les rejets
liquides communaux est de 10** UFC/L (Bernet et Fines, 2000 ; Mansotte et Jestin, 2000).

I1 faut signaler que la consommation de 1’eau dans un établissement hospitalier est trés
importante par rapport aux autres établissements et habitats cela se traduit par une dilution des
effluents hospitaliers et permettent d’expliquer ainsi les plus faibles concentrations en micro-
organismes compareés aux effluents urbains (Jehannin, 1999).



I.4. Bactéries multirésistances dans les milieux aquatiques

Dans le monde, les milieux aquatiques sont soumis a des niveaux ¢€levés d’impact
anthropique (Halpern et al., 2008), ou ils deviennent des réservoirs important pour la résistance
aux antibiotiques grace a la présence des bactéries multi-résistantes et des éléments génétiques
mobiles EGM ou transposons provenant d’une variét¢ de sources, conjointement avec
I’augmentation des concentrations des antibiotiques de notre flux de déchets, tous réunis dans
cet environnement (Baquero et al., 2008).

Par ailleurs, de grandes quantités de bactéries résistantes se déversent dans les eaux
usées avec les déjections humaines. Dans le domaine agricole, la diffusion des BMR s’effectue
par le paturage du bétail et I’épandage du lisier et passe par le sol avant d’atteindre le milieu
aquatique et éventuellement les eaux souterraines (Burgman, 2014).

1.5. Bactéries multirésistances dans les effluents hospitaliers

Les bactéries des effluents hospitaliers résistent a des concentrations en antibiotiques
plus élevées encore que celles des eaux usées municipales (Haenn et al., 2007). Parmi toutes
les BMR, les Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) et les entérobactéries
productrices de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE) sont les plus préoccupantes compte
tenu de leur pouvoir pathogéne, de leur diffusion au sein des hopitaux et de leur potentiel de
diffusion dans la communauté.

Les effluents non traités générés par les activités hospitaliéres peuvent contribuer
largement a la dissémination des BMR dans I’environnement en particuliers dans les eaux de
surface. Ces BMR sont généralement responsables des infections nosocomiales (Mehmet et
al., 2008 ; Dzidic et Bedekovic, 2003).

Parmi les principales causes de I'émergence de ces germes multi-résistants aux
antibiotiques, est I'utilisation non prudente des antibiotiques. Des études récentes ont estimé
que 50% des prescriptions d'/ATB dans les hépitaux sont données en 1’absence d’un signe
évident d’infection ou d’une indication médicale suffisante. La méme étude montre que des
ATB ont été administrés a plus de 50% des patients souffrant de rhume et des infections
respiratoires supérieures, alors que plus de 90% de ces infections sont virales (Willey et al.,
2008).

Les travaux réalisés sur la microbiologie des effluents hospitaliers mettent en évidence
de facon systématique la présence de germes ayant acquis des caractéres de résistance aux
antibiotiques. La présence d'agents antibactériens dans le milieu aquatique a conduit a une
préoccupation croissante au sujet du potentiel pour I'environnement les risques et le maintien et
la propagation de la résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes (Leprat, 1998).



1. ANTIBIOTIQUES ET RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

I1.1. Antibiotique
11.1.1. Définition

Les antibiotiques sont des composés chimiques, élaborés par un microorganisme ou
produits par synthése et dont I’activité spécifique se manifeste a faible dose sur les
microorganismes (Crouzilles, 2012). Ils détruisent ou empéchent la croissance d'un autre
microorganisme (Madigan et Martinko, 2007).

11.1.2 Classification et mode d’action des antibiotiques

Les ATB peuvent étre classés selon plusieurs critéres : 1’origine, la nature chimique, le
mode d’action ou le spectre d’action (Bryskier, 1999).

L’action antibactérienne de ces ATB s’effectue selon quatre principaux mécanismes :

e Inhibition de la synthése des constituants de la paroi (le peptidoglycane).

e Action sur la structure de la membrane plasmique.

e Inhibition de la synthése protéique.

e Inhibition de la synthése des acides nucléiques (Carip, 2008). Le Tableau | résume les
principaux mécanismes des ATB

Tableau | : Classes d'antibiotiques et leurs mécanismes d'action.

Mécanismes d'action Classes Exemple

Inhibition de la synthése du Penicilline, Ampicilline,

peptidoglycane (Bryskier, Béta-lactamines* Amoxicilline, Aztreonam
1999) Cefotaximen, Céfazoline,

Céphaloridine

Glycopeptides Vancomycine

Action sur la structure de la
membrane plasmique Polypeptides basiques Polymyxines

(Nauciel et Vlide, 2005)

Inhibition de la syntheése “Fluoraquinolones

; uinolones
des ADN (Flandrois et al., Q - Oflaxine
1997)
Inhibition de la synthése Rifamycines Rifamycine

des ARN (Pebert, 2003)




Phénicoles -Chlc?ramph,ér_licol,
-Thiamphénicol
Inht'?'t'on(ie La Si’n;ggsse) Cyclines -Tétracyclines
protéique (Pebert, . .
Aminosides Kanamycme,
-Streptomycine
-Erythromycine
Macrolides -Lincomycine
-Josamycine
Autres Acide fusidique

(Bryskier, 1999).

* Divisé en quatre sous-classes : pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactamines.

11.2. Antibiorésistance

La propagation des organismes pathogenes réesistants aux antibiotiques est une des
menaces les plus sérieuses pour un traitement efficace d’une maladie (Bocq-Callberg et
Dusart, 2007).

Les antibiotiques peuvent étre naturellement inefficaces contre certaines bactéries
(résistance naturelle) ou devenir inefficace contre des bactéries au préalable sensibles a
I’antibiotique (résistance acquise) (Baudry et Brézelle, 2006).

L’antibiorésistance se définit alors par I’inefficacité de la dose d’antibiotique au niveau
du site infectieux (Michelbriand, 2012).

I1.2.1. Nature de ’antibiorésistance
+ Résistance naturelle :

Certains antibiotiques sont naturellement inefficaces contre certaines bactéries. Cette
résistance naturelle définit le spectre d’action de 1’antibiotique. Elle est connue et se manifeste
chez tous les individus de la population bactérienne (Baudry et Brézelle, 2006).

L’information responsable de cette résistance fait partie du patrimoine génétique de la
bactérie (Pebert, 2003).

+ Resistance acquise

La résistance acquise apparait a la suite d’un mécanisme chromosomique ou extra-
chromosomique chez les bactéries (Baudry et Brézelle, 2006).




o Mutation chromosomique

Elles sont induites par des modifications structurales entrainent soit un probleme de
permeéabilité & un ou plusieurs antibiotiques, soit en rendant les cibles spécifiques des
antibiotiques (Baudry et Breézelle, 2006), Si elle vient a modifier le site d’action de
I’antibiotique, ce devenir devient inactif, on parle alors de mutant résistant. Ces mutations
chromosomiques sont rares, spontanés (se produisent en 1’absence des antibiotiques)
spécifiques, héreditaires et réversibles (Pebert, 2003).

o Mutation extra-chromosomique ou plasmidique

Elle s’effectue par acquisition d’un plasmide, fragment d’ADN présent dans le
cytoplasme. Les plasmides transmettent des résistances multiples a différents especes
bactérienne. Trois mécanismes permettent ces transferts de plasmide : la conjugaison, la
transduction et la transformation (Baudry et Brézelle, 2006).

11.2.2. Mécanismes de résistance

Les bactéries peuvent résister a I'action des antibiotiques soit :
v" En empéchant I'accés (ou en altérant) la cible de I'antibiotique,
v En dégradant Il'antibiotique,
v La modification de I'antibiotique et/ou I'extrusion rapide de I'antibiotique (efflux)
(Figurel).
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Figure 1 : Mécanisme de la résistance bactérienne (Willey et al., 2008)



111.2.3. Transmission des bactéries portant des genes de résistance

Les bactéries portent des genes de résistance qui circulent dans la population humaine
et plus encore en milieu hospitalier. La situation s’est aggravée par la transmission des bactéries
par le personnel hospitalier, si les précautions d’hygiéne ne sont pas assez strictes.

Chez les animaux, les antibiotiques ne sont pas utilisés seulement a titre thérapeutique,
mais aussi comme additif dans 1’alimentation. Des souches résistantes, trouvées chez 1’animal
peuvent ensuite étre transmises a la population humain (Nauciel et Vlide, 2005).

I11. CARACTERISTIQUES MICROBIOLOGIQUES DES EFFLUENTS
HOSPITALIERS

A T’hopital également, le milieu hydrique véhicule de nombreux germes bactériens
saprophytes et accidentellement des bactéries pathogenes opportunistes ou pathogénes. Les
canalisations de distribution de I’eau en particulier constituent un danger sur la santé publique
et I’environnement (Jadin et Lafontaine, 1998). Il est tres difficile d’évaluer un risque
d’infection nosocomiale d’origine hydrique en milieu hospitalier puisque les voies de
contaminations sont multiples (orale, cutanéo-mugqueuse, respiratoire...) et I’état immunitaire
des patients trés diversifié (Blech et Hartemann, 1988).

IIL.1. Principales bactéries d’origine hydrique
I11.1.1. Bactéries indicatrices de contamination fécale

Ces bactéries encore appelés bactéries témoins de contamination fécale appartiennent a
la famille des Enterobacteriaceae et sont recherchés en routine dans les eaux (Delarras et al,
2010). Elles sont considérées comme un indicateur de contamination fécale, mais aussi de
contamination par le milieu extérieur. Ces sont des hotes normaux du tube digestif de I'nomme
et de tous les animaux & sang chaud (Freney et Croze, 2007).

Nous ne détaillerons pas ce paragraphe, car ce n’est pas I’objectif de cette étude.

111.1.2. Streptocoques fécaux ou Streptocoques du groupe D

Les streptocoques fécaux du groupe sérologique D de Lancefield font partie de la flore
normale de I’intestin de ’homme et de certains animaux, ils sont responsables d’endocardites
subaigues (Flandrois et al., 1997). lls sont présents dans les matiéres fécales humains et a sang
chaud, bien que constamment retrouves dans des eaux connues pour étre un réceptacle de
contamination fécale (Green et al., 1977).



Le genre Streptococcus comporte des especes et sous-especes, reparties en quatre
ensembles, sous-ensembles et especes (Delarras, 2014).

Leur classification est la suivante :

Domaine : Bacteria ou Eubacteria.
Phylum XII1 : Firmicutes.

Classe : Bacilli.

Ordre : Lcatobacillales

Famille : Streptococcaceae

Genre : Streptococcus (Delarras, 2014).

Leurs caracteres principaux (morphologie, milieux de culture, identification
biochimique) sont résumés dans le Tableau suivant :

Tableau 11 : Caracteres principaux du genre Streptococcus.

Caracteres principaux-Identification biochimique

Morphologie Cocci ovalaire ou sphérique, de 0.6 a 1 um en moyenne,
isolés, en diplocoques chainettes ou chaines

Coloration de Gram Gram®

Capsule Chez Streptococcus pneumoniae
(Diplocoques encapsulés)

Mobilité Immobiles en général

Type respiratoire Aero Anaérobies facultatifs

Catalase Négative

Conditions de culture e Température générale : 20 a42 C°
e Température optimale : 35a 37 C°
e pHoptimal:7.2a74

Identification biochimique e API 20® strep bioMérieux ®

(Delarras et al., 2010)




111.1.3. Clostridium Sulfito-Réducteurs

Les clostridies sont des bacilles anaérobies stricts, sporulés, non capsulés (a I’exception
de Clostridium perfringens). La spore est de grande taille, parfois plus grande que la bactérie.
La plupart des clostridies sont mobiles (flagelles péritriches) (Carip, 2008).

Ils sont ainsi dénommeés, car ils sont capables de réduire les sulfites en sulfures. Ceux ci
se combinent avec un sel de fer pour donner du sulfure de fer noir. Les colonies noires entourées
d’un halo noir sont caractéristiques des bactéries sulfito-réductrices (ou anaérobies
sulfitoréducteurs) (Delarras et al., 2010).

Dans les eaux, les espéces de Clostridium sont des germes indicateurs de contamination
fécale. Ils regroupent des especes telles que Clostridium perfringens ; Clostridium
bifermentans ; Clostridium sporogenes ; Clostridium novyi ; Clostridium fallax ; Clostridium
septocum.

Leur classification est la suivante :
e Domaine : Bacteria ou Eubacteria.
e Phylum : Firmicutes ou bactéries a Gram +
e Classe : Clostridia.
e Ordre : Clostridiales.
e Familles : 19 familles dont la famille I des Clostridiaceae.
e Dans la famille des Clostridiaceae : 13 genres dont le genre Clostridium (Delarras,
2014).

Clostridium perfringens est I’espéce spécifique parmi les Clostridium sulfito-
réducteurs. Elle est présente dans les matiéres fécales, mais elle peut aussi étre isolée des eaux
superficielles, des vases, des boues. Elle est notamment considérée comme indicateur de
malpropreté au niveau du réseau de distribution d’eau potable (Delarras, 2007).

Espéce thermophile, sa température optimale de croissance étant comprise entre 40 et
45 °C, mais elle est toutefois capable de se développer a des températures comprises entre 15
°C et 50 °C. Les spores thermosensibles de C. perfringens résistent 5 minutes a 100 °C et
produisent I’entérotoxine responsable des intoxications alimentaires (Fosse et Margas, 2004 ;
Cavalli, 2003).

Elles sont catalases négatives et ne possédent pas de superoxyde-dismutase, ce qui
explique leur intolérance a 1I’oxygene aussi bien pour la survie que pour la multiplication. La
plupart des souches sont hémolytiques (Carip, 2008).

111.1.4. Bacteries pathogénes pour I’homme

Elles ont pour habitat principal ou secondaire les eaux selon les germes.



% Staphylocoques

Les Staphylocoques sont des cocci Gram positifs immobiles, isolés ou groupés en
diplocoques ou, le plus souvent, en amas de plusieurs éléments. Leur diametre moyen varie
entre 0.8 et 1 um.

Ils peuvent étre répartis en souches pathogénes et relativement non pathogénes sur la
base de la synthése de coagulase. L’espéce coagulase-positive Staphylococcus aureus est
I’agent le plus pathogéne pour I’étre humain. Les Staphylocoques coagulase-négative
Staphylococcus epidermidis ne produisent pas de coagulase, et sont non pigmentés et
généralement moins invasifs (Willey et al., 2008). La grande majorité des souches de
Staphylococcus aureus sont capsulées, mais les souches peuvent perdre leur capsule apres
culture (Larpent, 2000).

Leur classification est la suivante :
e Domaine : Bacteria ou Eubacteria.
e Phylum XIII : Firmicutes.
e Classe : Bacilli.
e Ordre : Bacillales.
e Famille : Staphylococcaceae
e Genre : Staphylococcus avec trente-huit espéces et des sous espéces (Delarras, 2014).

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes qui peuvent vivre :
e En bactéries saprophytes dans la nature (sols, air, eaux, aliments...) ;
e En bactéries commensales sur la peau et les muqueuses de ’homme et des animaux
(mammiferes) ;
e En bactéries pathogenes, agents d’infections humaines qui peuvent étre redoutables
(Delarras, 2007).

Certaines espéces de staphylocoques sont capables de croitre dans des conditions
hostiles. Ce caractére est parfois mis a profit (surtout en bactériologie alimentaire), dans
I’utilisation de milieux sélectifs (milieu de Chapman) pour les isoler. Staphylococcus aureus
présente une bonne croissance sur milieu usuels en 18-24h a 37°C (culture entre 10 et 40°C).

Sur gélose ordinaire, les colonies de Staphylococcus aureus lisses, rondes, d’un
diametre de 1 a 3 mm, arrondies, bombées, opaques, parfois colorees (pigment jaune a jaune-
oronge, pour Staphylococcus aureus (Larpent, 2000).

De nombreuses études permettent de dresser des profils métaboliques pour la plupart
des espéeces de staphylocoques. Les principaux caracteres biochimiques pris en compte sont la
production de catalase, la capacité a métaboliser les sucres et la production d’arginine
dihydrolase (ADH) (Larpent, 2000). Oxydase négative, ils réduisent les nitrates. 1ls produisent
¢galement des coagulases, des phosphatases alcalines et d’autres enzymes (Carip, 2008).



Les Staphylococcus aureus possédent des facteurs antigeniques de surface utilisés dans
des classifications (Avril et al., 1992). Il existe des antigenes capsulaires, de nature

polysaccharidique et des antigénes pariétaux caractérisent I’espéce S. aureus (Leminor et
Veron, 1989).

Vis-a-vis des antibiotiques, actuellement prés de 80% des souches intra ou
extrahospitalieres sont résistantes a la pénicilline G due une pénicillinase d’origine
plasmidique.

Quatre types d’enzymes extracellulaires ont été décrits, A, B, C, D. Ces enzymes
hydrolysent les pénicillines du groupe 1, la céphaloridine et la céfazoline (Bryskier, 1999).

La vancomycine reste I’antibiotique de recours pour traiter les septicémies et les
endocardites dues a des souches de Staphylococcus aureus multirésistantes (Avril, 1997).

Environ 30% des souches hospitalieres de Staphylococcus aureus sont résistantes a la
méticilline (SARM). Les SARM hébergent le gene mecA qui code pour une PLPa2 aditionnelle,
protéine de liaison a la pénicilline de faible affinité, responsable de la résistance intrinséque a
toutes les B-lactamines, ainsi qu’aux inhibiteurs des f -lactamines (Denis et al., 2007). Les
principaux caractéres biochimiques sont résumés dans le Tableau XXI (Annexe I).

«» Pseudomonas

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles Gram négatifs aéro anaérobies
facultative, non capsulés, non sporulés, mobiles (plusieurs flagelles polaires), mésophiles,
producteurs de pigments fluorescents (fluorescéine) ou pas (pyocyanine, pyorubine). Ce genre
est capable de synthétiser le film bactérien (Carip, 2008).

Leur classification se présente comme suit :
e Domaine : Bacteria ou Eubacteria.
e Phylum XII : Proteobacteria.
e Classe : Gammaprotebacteria.
e Ordre des Pseudomonadales.
e Familles : Pseudomonadaceae ...
e Dix genres dans cette famille dont les genres Pseudomonas et Flavimonas (Delarras et
al., 2010)

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est une bactérie ubiquiste, saprophyte
dans les eaux douces et marines, dans 1’air, dans les sols humides ou sur les végétaux. Elle est
commensale des téguments et des muqueuses de I’homme et des animaux, mais aussi pathogene
pour eux. Cette bactérie se rencontre dans I’environnement hospitalier au niveau du matériel,
médical ou chirurgical. Chez I’homme, P. aeruginosa est I’agent du pus bleu, des infections
cutanées post chirurgicales, de septicémies, d’endocardites etc ... Ce germe est aussi un
pathogéne opportuniste et constitue une cause majeure d’infections nosocomiales diverses chez
des personnes fragilisées ou immunodéprimées (grands brilés, cancéreux ...) (Delarras, 2007).
Les principaux caractéres biochimiques sont résumés dans le Tableau XXII (Annexe).



Vis-a-vis des antibiotiques, Pseudomonas aeruginosa est résistant naturellement aux
céphalosporines de 1% ¢ 2me génération et quelques céphalosporines de 3°™ génération, a la
rifampicine, cette résistance est liée a deux mécanismes : la production d’une céphalosporine
chromosomique et une mauvaise perméabilité membranaire (Nauciel, 2000).

« Vibrio

Les Vibrio sont des bacilles a Gram négatifs, droits ou incurvés, aéro-anaérobies
facultatifs, d’un diameétre compris entre 0,5 et 0,8 um et d’une longueur comprise entre 1,4 et
2,6 um. Ils présentent habituellement une mobilité polaire avec la présence d’un seul flagelle.
Certaines souches possédent plusieurs flagelles latéraux lorsqu’elles poussent sur un milieu
solide en particulier pour 1’espéce Vibrio parahaemolyticus (Twedt, 1989).

Ils croissent sur des milieux ordinaires, réduisant les nitrates en nitrites, fermentant les
glucides et donnant une réaction d’oxydase positive (Holt et al., 1994).

Vibrio cholerae est le germe responsable du choléra. L’une des plus graves maladies
infectieuses épidémiques de I’histoire de I’humanité (Carip, 2008).

Leur classification est la suivante :
e Domaine : Eubacteria ; Gracilicutes ou bactéries a Gram- ;
e Classe : Proteobacteria
e Sous-classe : Gamma-proteobacteria
e Ordre : Vibrionales
e Famille : Vibrionaceae
e Genre : Vibrio
e 36 especes de Vibrio dont 9 nouvelles (Larpent, 2000).

Les bactéries du genre Vibrio sont des germes aquatiques. lIs se retrouvent dans les eaux
de surface (lit des fleuves) et dans 1’eau de mer (surtout dans les zones cotiéres) comme
saprophytes.

Leur résistance vis-a-vis des antibiotiques est rare. Dans la plupart des cas, la résistance
semble intrinséque a l'espece plutdt que l'acquisition par le transfert de plasmide ou par
I'exposition aux antibiotiques. La seule exception a cette généralisation, est la résistance aux
antibiotiques trouvée dans quelques foyers de V. cholerae, qui sont devenus résistants par
I'acquisition de facteurs R (Dworkin et al., 2006).



< Aeromonas

Les bactéries du genre Aeromonas sont des habitants naturels des sols et des milieux
hydriques et peuvent étre considerées comme faisant partie de la flore autochtone des riviéres.
Ce sont des bacilles a Gram négatif, non capsulés, mobile. 1ls sont parfois coccobacillaires (Don
et al., 2004). lls sont aéro-anaérobies facultatives. Oxydase + ; fermentant le glucose avec ou
sans gaz, reduisant les nitrates en nitrites. La température optimale de croissance est de 30C°,
le pH optimal est de 7 (Denis et al., 2007).

Ces micro-organismes ont émergé comme pathogénes opportunistes responsables
principalement de gastro-entérites, de péritonites, de septicémies, d’infections des plaies et des
tissus mous, ainsi que d’une variété d’autres symptomes cliniques chez les patients
immunodéprimés (Gofi-Urriza et al., 2000).

A I’heure actuelle, parmi les 13 espéces identifiées, trois espéces d’Aeromonas sont les
plus fréguemment retrouvées dans les infections humaines : A. hydrophila, A. caviae et A.
veronii var. sobria (Denis et al., 2007).

Leur classification est la suivante :
e Domaine : Eubacteria, Gracilicutes ou bactéries a Gram- ;
e Classe : Proteobacteria ;
e Sous-classe : Gamma-proteobacteria
e Ordre : Aeromonadales
e Famille : Aeromonaceae
e Genre : Aeromonas (Don et al., 2004).

La plupart des espéces Aeromonas sont résistantes a la pénicilline, a I'ampicilline, a la
carbénicilline et a la ticarcilline, mais continuent d'étre sensibles aux céphalosporines de
deuxiéme et troisieme génération, aux aminosides, aux carbapénémes, au chloramphénicol et
aux tétracyclines (Denis et al., 2007 ; Don et al., 2004).
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I. MATERIEL ET METHODES

Cette étude consiste a isoler, identifier et déterminer les profils de résistance des
bactéries autre que les Enterobacteriaceae isolées a partir des échantillons d’eau issus des
effluents hospitaliers de trois établissements de santé situés dans différents points de la wilaya
de Blida.

Une campagne de prélévement allant du 31 janvier au 2 Mai 2016 a raison d’un
prélevement par quinzaine (a I’exception du mois de Janvier et du mois de Mai, ou nous avons
réalisé qu’un seul prélévement).

L’étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’Hygiéne de la wilaya de Blida

I.1.Description des sites d’étude de prélévement

La description, ainsi que les caractéristiques des différents sites ont été fournis par les
différents services administratifs et sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 111 : Présentation des sites d’étude.
Hopital Ben Hopital Brahim Hopital Frantz
Bouali Tirichine Fanon
Rue Mohamed | Rue Kriteley Mukhtar- | Centre Zabana— Route
Siege Boudiaf-Blida Blida de Htatba-Blida
Surface (m?) 11729.38 - 350000
Nombre de services 7 11 16
Nombre des employés 890 - 1442
Nombre de lits 189 126 986
Consommation de
I’eau/jour (m3) 21,7 20-30 50-150
Types des antibiotiques
utiliseés pogr chaque g 10 10-20
service
Consommation des
antibiotiques (g/jour)
50-100 50-100 100-200
Nombre des patients
traités/jour 110 100-120 120-400
Nombre de prélévement 8 8 8

Le taux des précipitations durant cette étude a ete fourni par le site officiel de 1’office
national de météorologie (ONM) ainsi que le site historique-météo pour étudier I’influence des
précipitations sur la croissance bactérienne dans nos différents prélevements.



1.2. Matériel

Nous avons utilise un matériel représenté par des milieux de culture, des tests
d’identification, disques d’antibiogramme, appareillage et verreries (Annexe 1)

1.3. Méthodes
1.3.1. Echantillonnage et transport

Des prélévements manuels instantanés ont été effectués pour la collecte des échantillons
d’eau issus des effluents dans les trois établissements hospitaliers décrits précédemment. Ces

prélévements ont eu lieu dans la zone d’écoulement de 1’égout ou la circulation de I’eau est la
plus active (Figure2).

;

Figure 2 : Site du prélévement au niveau de I’hopital Fféntz Fanon.

Les échantillons d’eau sont stockés dans des flacons en verre de 250 ml, stérilisés
préalablement dans 1’autoclave (120°C durant 15 minutes) puis recueillis dans une glaciere avec
blocs réfrigérants et acheminés au laboratoire d’Hygiene. Le transport doit s’effectuer le plus
rapidement possible en prenant toutes les précautions pour éviter les risques de contamination
et de dégradation des constituants dans le respect du délai et de la température de conservation
4°C.

1.3.2. Analyses bactériologiques
1.3.2.1. Dilution

Plusieurs séries de dilution décimale (10 a 107°) sont effectués afin de diminuer la
charge bactérienne présente avec une densité trés élevée.



1.3.2.2. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

En milieu liquide, la technique utilisé est celle du NPP (nombre le plus probable) qui
fait appel a deux tests consécutifs a savoir :

% Test de présomption :
Réserver a la recherche des streptocoques fécaux
Le mode opératoire est le suivant : A partir de 1’eau a analyser, porter aseptiquement :
e 50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu Roth double concentration D/C.
e 3 fois 10 ml dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu Roth double concentration D/C.

e 3 fois 10 ml dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu Roth simple concentration S/C
(Figure3).

Incubation :
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures.
Lecture :

Les tubes présentant un trouble microbien sont considérés comme positifs.



Eau a Analyser (250 ml)

1 x50ml 3x10m 3x1ml

vV vV

ROTHE D/C ROTHED/C ROTHE S/C

«— Incubation a 37°C pendant 24a48H
Résultat positif Résultat négatif

= e — —

Figure 3 : Test de présomption.



% Test de confirmation

Reéserver a la confirmation réelle des streptocoques fécaux a partir des tubes positifs du test
de présomption. Pour cela, nous avons suivi les étapes suivantes :
Les tubes de Rothe trouvés positifs feront donc 1’objet d’un repiquage a I’aide d’un ose bouclée
dans un tube contenant le milieu EVA Litsky (Figure 4).
Incubation :

L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

Lecture :

Les tubes considérés positifs, celles qui présentant a la fois

= Un trouble microbien.

= Une pastille violette (blanchétre) au fond des tubes.

Expression des résultats :

Le nombre de tube positif dans chaque série et en se reporte a la table de NPP (Tableau
XXI1I1, Annexe 1) pour obtenir le nombre de streptocoques présents dans 100 ml.



5246 gouttes

\4

Incubation a 37°C pendant 24a48H

Résultat positif Résultat négatif
= Un trouble microbien.
= Une pastille violette (blanchatre) au fond des tubes

Figure 4 : Test Confirmatif.



1.3.2.3. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

Pour la recherche et le dénombrement des ASR, nous avons suivi les étapes suivantes :

Introduire dans quatre tubes a essai 5 ml de I'eau a analyser.

Placer les tubes au bain marie a 80°C pendant 10minutes.

Apres chauffage, réaliser un choc thermique pour les 4 tubes sous 1’eau froid.

Ajouter les additifs, Alun de fer et sulfite dans un flacon contenant de la gélose VF
(viande foie) puis remplir les quatre tubes

Mélanger doucement sans incorporation de I'air.

Incuber & 37°C et faire une premiere lecture aprés 24h et une deuxieme aprés 48h
(Figureb).

Expression des résultats :

La présence d'un résultat positif d'une spore de bactérie anaérobie sulfito-réductrice est

exprimée par l'apparition des colonies entourées d'un halo noir.



3. Chauffage a 80°C/10 minutes 4. Choc thermique sous I’eau de
robinet

5. Ajouter environ 15 ml de gélose VF fondue puis refroidie a 45 + 1°C
Laisser solidifier puis incuber a 37°C, 16 — 24 puis 48 heures

Résultat positif Résultat négatif

Figure 5 : Recherche des spores de Clostridium Sulfito-réducteurs sur milieu VF.



1.3.2.4. Recherche de Staphylococcus aureus
Pour la recherche de Staphylococcus aureus, nous avons suivi les étapes suivantes :
a. Enrichissement

e Préparer d'abord le milieu d'enrichissement par addition de 15 ml de tellurite de
potassium a 0,8% dans un flacon de 250 ml de bouillon de Giolitti Cantoni.
e Ensemencer 3 tubes de 15 ml de ce milieu avec 1ml des dilutions (10, 1072, 10°3).

e Incuber a 37°C pendant 24 a 72heures. Apres la période d'incubation, les tubes
ayant virés au noir seront considerés comme positifs, (Ait hamlet, 1998)
(Figure6).

b. Isolement

A partir des tubes d'enrichissement positifs, effectuer des isolements sur milieu de
Chapman. L’ensemencent doit étre massif, en stries serrées, ou par inondation. Incuber a 37°C
pendant 24 a 36h, (Guillaume, 2004 ; Marchal et al., 1982).

c. Lecture

e Les colonies de S. aureus sont de tailles importantes. Elles s'entourent d'un halo
jaune d0 a l'attaque du mannitol et élaborent souvent leur propre pigment dont la
production s'accentue apres la sortie de I'étuve, (Guillaume, 2004 ; Rodier et al.,
1996).

e Les autres espéces de Staphylococcus donnent des colonies généralement plus
petites, rosées et n'entrainent pas de virage du milieu.

Le milieu de Chapman permet seulement une orientation pour l'identification de l'espéce
S. aureus, une confirmation par des tests plus spécifiques reste obligatoire, (Marchal et al.,
1982).

Le dénombrement correspond a I'inverse de la derniére dilution (Tableau XXIV, Annexe
I1) ou les colonies de S. aureus sont apparues.



A partir des dilutions décimales

M

15m GC 15m GC 15m GC

Iml

\

«—— Incubation a 37°C/ 24a48H

Isolement sur Chapman

=

Incubation a 37°C /24 a 48h
Identification (Test Catalase, test coagulase)
Figure 6 : Recherche de Staphylococcus aureus



d. ldentification :
Repérer les colonies suspectes, et effectuer les tests suivants :
4+ Coloration Gram

Les staphylocoques apparaissent a I'examen microscopique : Ce sont des cocci a Gram
positif regroupés en diplocoques ou en petits amas (grappes de raisin) (Figure7).

Figure 7 : Observation de Staphylococcus aureus au microscope optique (Gx 100) apres
coloration Gram.

= Test catalase :

Certaines bactéries ont la faculté de dégrader le peroxyde d’hydrogene (H,0O,) selon la
réaction suivante : H,0, — » H,0+%0,

Mode opératoire :

e Déposer une goutte d'H,O, a 10 volumes sur une lame porte-objet.
e Dissoudre une colonie de la bactérie, prélevée sur la culture en milieu gélosé,
(Delarras, 1998).

Lecture :

La présence de la catalase est marquée par un dégagement immédiat des bulles gazeuses.
Toutes les especes du genre Staphylococcus sont catalase positive, (Berche, 1991) (Figures 8
et 9).



Figure 8 : Test Catalase positif.

Figure 9 : Test Catalase négatif.

+ Test coagulase :

Mode opératoire :

e Mettre 2ml de plasma humain dans un tube a essai.
Ajouter 2ml d’une suspension bactérienne.
e Incuber dans 1’étuve a 37°C pendant 24h.

Un tube témoin servira comme un contréle du test et pour validation du résultat (pour
confirmer que le plasma est incapable de se coaguler seul).

Lecture : Interprétation des résultats aprés 2h, 4h et 24h d’incubation a 37°C.

v' Si le résultat est négatif, laisser jusqu’aprés 24h,

v" S’il y a coagulation de plasma, le fibrinogéne a été transformé en fibrine. La bactérie
est dite coagulase positive (Figurel0).

CoommgLorne Comonygalalec—)

PR

==

Figure 10 : Test coagulase positif/négatif.



1.3.2.5. Recherche des Vibrio et Aeromonas
Nous avons suivi le mode opératoire suivant :
a. Premier Enrichissement :

Le premier enrichissement s’effectue sur milieu Eau Peptonée Alcaline 10 fois
concentré réparti a raison de 50 ml par flacon auquel on ajoute aseptiquement 450 ml d’eau a
analyser au moment du prélevement. Ce dernier sera par la suite incubé a 37°C pendant 18 a 24
heures (Figurell).

b. Deuxiéme enrichissement et Isolement :

Ce flacon fera I’objet :
e D’une part, d’un deuxiéme enrichissement sur milieu EPA en tubes a raison de 1 ml
e D’autre part, d’un isolement sur gélose GNAB 1.
L’incubation se fait donc a 37°C pendant 24 h.

c. Lecture des boites :

e D’une part, le tube d’EPA fera I’objet d’un isolement sur GNAB 2,

e D’autre part, la boite de gélose GNAB 1 subira une lecture en tenant compte du fait que les
Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de grosses colonies lisses et transparentes
caractéristiques.



Eau a Analyser (250ml)

Incubation a 37°C/ 24a48H
Isolement DeUX|eme enrichissement

GNAB 1 Bouillon EPA 10X

Identification (Oxydase, API 20E...) i

Isolement sur GNAB2

Figure 11 : Recherche des Vibrio et Aeromonas.



d. ldentification :

Les colonies de Vibrion sont fines, blanches sur gélose hyperalcaline .L'identification
est faite sur des colonies provenant de I'un et de I'autre de ces milieux comme suit :

+ Test de I'oxydase :
Le test de ’oxydase est fondé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire. En présence d’oxygéne atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme oxyde
le réactif pour former un composé coloré en violet.

Les étapes du mode opératoire sont :

A T’aide d’un ose bouclée ou d’une pipette Pasteur, étaler la colonie sur un disque
imprégné d’une solution aqueuse a 1% de chlorhydrate de diméthyle para-phéryleine diamine.

Lecture :
La réaction est instantanée, formation d’un complexe violet au contact de cette enzyme

indique un test positif (Figure12). La bactérie est dite : oxydase positive.
La réaction tardive ou absence de couleur indique un test négatif (Figurel3).

Figure 12 : Oxydase positive Figure 13 : Oxydase négative.

<+ Galerie biochimique API 20E :

La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs (Figurel4).

La lecture de ces réactions se fait a 1’aide d’un logiciel d’identification ou catalogue
analytique.



Mode opératoire :

e Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ Sml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

e Placer la galerie dans la boite d’incubation.

e A l’aide d’une pipette, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé d’une
culture jeune.

e Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries
dans le milieu

e Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I’aide de la méme
pipette ou seringue médicale selon le type du test :
o Pour lestests [CIT|, MP|, IGEL| remplire tube et cupule.
o Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non pas les cupules)
o Pourlestests: ADH,LDC,ODC, H2S , URE créer une anaérobiose en remplissant

leur cupule d’huile de paraffine.

e Renfermer la boite d’incubation.
e Incubation a 37°C pendant 18-24 heures.

Lecture :

Apres la durée d’incubation révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs :

e Test TDA : 1goutte de réactif TDA

e Test IND : 1 goutte de réactif Kovacs

e Test VP : 1goutte de réactifs VP1 et VP2.

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (Tableau XXV,
Annexe II). L’identification est obtenue a I’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel
d’identification :

» Deétermination du profil numeérique :

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4
est indiquée pour chacun. La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant a l'intérieur
de chaque groupe les valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres ; la
réaction de l'oxydase qui constitue le 21éme test est affectée de la valeur 4 lorsqu'elle est
positive.

> Lecture:

A T’aide du logiciel d’identification api web ™ : Entrer manuellement au clavier le profil
numérique a 7 chiffres



Figure 14 : Galerie API 20E.

1.3.2.6. Recherche de Pseudomonas aeruginosa
a. Isolement

Etaler 0,5 ml d'eau a la surface de la gélose au cétrimide. Incuber a 37°C pendant 24
heures.

b. Lecture

Les colonies de Pseudomonas aeruginosa ont un diametre de 1,5 a 2 mm, un contour
circulaire, une surface lisse et brillante, une couleur blanc-creme, un aspect muqueux et sont
parfois déja accompagnées d'une production de pigment bleu-vert qui commence a diffuser
avec émission de fluorescence sous U.V, (Rodier et al., 1996).

c. ldentification

Pour la confirmation de P. aeruginosa, procéder aux différents tests biochimiques
d'identification communs, cités précédemment, et réaliser les recherches plus spécifiques
suivantes :

d. Recherche des pigments spécifiques

L'élaboration des pigments est influencée par la composition du milieu, ce qui justifie
I'utilisation de deux milieux différents :
> La production de pyocyanine : est due spécifiquement a P. aeruginosa. Elle est
favorisée par la présence d'ions inorganiques et de certains acides aminés qui
composent le milieu King A. Les colonies typiques sur ce milieu sont colorées en
bleu-vert, parfois en brun-rose, (Ould Brahim Elkory, 1998) (Figurelb5).



» La production de pyoverdine : caractéristique du groupe fluorescent, elle se
manifeste par une coloration jaune-verte est dépend de la nature des peptones. Elle
est favorisée par une teneur élevée en phosphate présents dans le milieu King B
(Figurels).

Nous avons procedé comme suit :

Ensemencer les deux milieux : King A et King B en faisant une strie médiane a la surface
de la gélose. Fermer les tubes sans serrer et incuber a 37°C pendant 24-48 heures, (Delarras,
1998 ; Ould Brahim Elkory, 1998).

Lecture

La présence de pigments diffusibles se traduit par I'apparition d'une couleur qui peut
diffuser sur toute la pente, (Guillaume, 2004).

Figure 15 : Pyocyanine sur milieu King A. Figure 16 : Pyoverdine sur milieu King B



1.3.3. Technique de dénombrement NF 1SO 7218

Le but de numération (ou du dénombrement) est de déterminer la concentration des
bactéries contenues dans une préparation initiale, elles nécessitent une ou plusieurs dilutions
décimales.

Durant cette étude, la technique utilisée pour le dénombrement des Pseudomonas et des
Aeromonas est le dénombrement sur milieu solide (en surface). Elle s’effectue selon la norme
NF ISO 7218 (Manipulation réaliser en ensemencement 2 boites par dilution)

Mode opératoire

e A partir d’une suspension bactérienne, préparer une série de dilution décimale.
e Prélever un volume précis a I’aide d’une pipette stérile del ml

e Déposer 0,1 ml au centre de la gélose pour les 2 boites de pétrie

e FEtaler a I’aide d’une pipette rateau le volume sur toute la gélose.

e Incubation a 37 °C pendant 24 heures.

Lecture

Observation de la croissance des bactéries qui possedent un aspect macroscopique
caractéristique.

Exploitation des résultats

Le dénombrement des colonies se fait par calcul manuel. On procéde au comptage des

colonies en surface sur les boites interprétables contenant entre 30 et 300 colonies.

_2C

La concentration bactérienne N est calculée en UFC/ml en utilisant la relation N= LD

d’ou :
e ¥C :somme des colonies comptées sur les 2 boites retenues.
e V: volume de I’'inoculum (0,1 ml)
e d: dilution correspondant a la premicre boite retenue, avec 1’inoculum le moins dilué



1.3.4. Antibiogramme

L’antibiogramme est un examen de laboratoire courant, qui consiste en la détermination
de la sensibilité d’une bactérie aux antibiotiques.

La méthode de diffusion dite « des disques » en milieu solide est la plus simple. Elle est
réalisée dans une boite de Pétri et consiste a ensemencer en surface un milieu solide par
inondation de la souche a tester. Des quantités connues de composés antimicrobiens sont
déposées sur des disques de papier-filtre qui sont ensuite placés en surface de la gélose. Le
développement ou non des bactéries autour du disque renseigne sur la sensibilité de la bactérie
a I’antibiotique testé (Crouzilles, 2012 ; Madigan et Martinko, 2007)

Nous avons suivi le protocole suivant :
a. Préparation de I'inoculum

L'inoculum est préparé de facon a obtenir apres incubation des colonies juste
confluentes. Il est obtenu a partir d'une culture jeune de 18 a 24 heures, (Antibiogramme en
diffusion, 1998).

Prélever au moins 3 colonies de la bactérie et émulsionner dans 5 ml de I'eau physiologique
stérile.

b. Ensemencement

L’ensemencement se fait par la méthode de Kirby-Bauer, par écouvillonnage.

e Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.

e Le sortir du tube en I'essorant doucement sur la paroi.

e Ensemencer la boite de Mueller-Hinton dont I'épaisseur de la gélose est de 4mm, en
frottant I'écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de 60°C afin d'assurer
une bonne distribution de I'inoculum.

e Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes.

c. Application des disques et incubation

e Appliquer les disques d’ATB (Tableau V) a l'aide d'une pince préalablement
flambée, en appuyant Iégérement (Figurel?).

e Ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de 90mm.

e Laisser les boites 20min a la température ambiante pour permettre une pré-diffusion
de I'antibiotique.

e Incuber a 37°C pendant 16 a 18h.



Tableau 1V : Noms, abréviations et charge des disques d’antibiotiques utilisés durant cette

étude.
Classe d’antibiotique Antibiotique Abréviation Charge du disque
Beéta-lactamines Pénicilline G P 10pg
Amoxicilline AX 30ug
Oxacilline OX 10png
Ampicilline AM 10png
Imipénéme IMP 10ug
Céfazoline Cz 30ug
Céfotaxime CTX 30ug
Glycopeptides Vancomycine VA 30ug
Polypeptides basiques Colistine CL 10pg
Quinolones Ofloxacine OFX Sug
Phénicoles Chloramphénicol C 30ug
Cyclines Tétracycline TE 30ug
Aminosides Kanamycine K 30ug
Tobramycine TOB 10pg
Gentamicine GEN 10ug
Streptomycine S 100pg
Macrolides Linomycine L 15ug
Erythromycine E 15pg
Clindamycine CD 15pg
Autres Acide fusidique FA 10ug
Metronidazole MET Sug
Pristinamycine PT 15pg

Figure 17 : Photo montrant I’application des disques d’antibiotiques sur miliecu Mueller-
Hinton.




d. Lecture

Pour chaque antibiotique : mesurer le diametre de la zone d'inhibition a I’aide d’un pied
a coulisse ; au revers de la gélose, et reporter cette mesure sur I'échelle de concordance
correspondante (Figurel8).

Figure 18 : Zones d’inhibition.

Les bactéries sont classées dans 1’une des catégories R, I, S par la comparaison de la
zone d’inhibitions aux valeurs critiques citées dans la standardisation de ’antibiogramme a
I’échelle national (Tableau XXVI, XXVII, Annexe II).

Les trois catégories de sensibilité aux antimicrobiens sont définies comme suit :

e Sensible (S) : ’infection provoquée par la souche testée répondra probablement au
traitement par cet antibiotique.

e Résistant (R) : 'infection provoquée par la souche testée ne répondra probablement
pas au traitement & cet antibiotique.

e Intermédiaire (I) : la réponse au traitement est imprévisible.

1.3.5. Souches de référence

Afin de valider les différents tests effectués, nous avons utilisé des souches de référence
(Tableau V) provenant de I’Institut Pasteur d’ Algérie qui sont les suivantes :

Tableau V : Souches de référence utilisées dans cette étude.

Souches Référence
Staphylococcus aureus subspecies aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853




1.3.6. Indice MAR (Multiple Antibiotic Resistances)

L’indice MAR a été recommandé par Krumperman (1983) dans le but d’évaluer le
risque de la contamination de I’environnement par les antibiotiques. Les indices MAR ont été
calculés pour chaque isolat et site d'échantillon en utilisant les approches indiquées ci-dessous
et les tableaux (VI, VII) :

4 Pour les isolats,

Nombre des antibiotiques auxquels lrisolat était résistant

Indice MAR =

Total des antibiotiques testés

Tableau VI : Interprétation de I’indice MAR pour un isolat.

Indice MAR > 0,2 Indice MAR < 0,2
Risque de contamination Elevee Absence ou tres faible
Utilisation des antibiotiques Importante Rare

+ Pour les sites,

Nombre d’antibiotiques pour lequel tous les isolats sont résistants

Indice MAR pour un site=

Nombre des isolats présents dans le site X Nombre des antibiotiques testés

Tableau VII : Interprétation de 1’indice MAR pour un site.

Indice MAR > 0,4 Indice MAR < 0,4

Risque de contamination Elevée Absence ou tres faible

Origine de la contamination Humaine Non humaine
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1. RESULTATS ET INTERPRETATION

Cette étude a été réalisée depuis le 31 janvier jusqu’au 2 Mai 2016 au laboratoire de
I’Hygiéne de la Wilaya de Blida. Au total, 24 prélévements ont été effectués a partir des
effluents de trois établissements de santé (Brahim Tirichine, Frantz Fanon et Ben Bouali) situés
dans les différents points de la wilaya de Blida.

11.1. Précipitations

Durant la période de notre étude, les résultats ont montré que le mois de Mars recoit la
quantité de pluies la plus importante (le record maximum de précipitation sur une journée était
de 60 mm) par rapport aux autres mois, avec une précipitation totale de 153 mm (Tableau V1I).
Pour les autres mois, les précipitations varient entre un minimum de 37 mm enregistré pour le
mois de Janvier et 58 mm pour le mois d’Avril (Figure 19).

Tableau VII : Taux de précipitation durant cette étude.

. Mois Janvier Février Mars Avril
Precipitation
PreC|p|tajuons moyennes par 5 2 5 5
jour (mm)
Record d_e precllpltatlon sur 14 13 60 29
une journée (mm)
Pre_(:lpltatlon totale sur le 37 48 153 58
mois (mm)
6
gs
5
E
£,
g
€
23
.g
£ 2
| I I t
0
Janvier Février Mars Avril
Mois

Figure 19 : Précipitations moyennes (mm/jour) enregistrés pendant cette étude.




11.2. Contamination des échantillons des effluents provenant de I’ensemble des sites
étudiés

Dans les 24 prelévements effectués, 19 prélevements se sont révélés contaminés et 5
prélévements ne sont pas contaminés (Figure 20).

M Contaminés M Non contaminés

Figure 20 : Répartition des échantillons contaminés et non contamines.
Parmi les 19 échantillons contaminés, sept échantillons soit 36,84% sont issus des

effluents de I’hopital Brahim Tirichine, et six échantillons (31,58%) sont issus des eaux usées
pour chacun des deux autres hépitaux a savoir Frantz Fanon et Ben Bouali (Tableau 1X).

Tableau IX : Nombre des échantillons contaminés dans les différents sites de préléevement

Site Effluents Effluents Effluents Total
(Brahim (Ben Bouali) (Frantz Fanon)
Tirichine)
Nombre
d’échantillons 7 6 6 19
contaminés
Pourcentage % 36,84 31,58 31,58 100

I1.3. Germes isolés dans ’ensemble des effluents étudiés

Les résultats de 1’identification par la méthode NPP, les tests biochimiques et par la
galerie API 20E sont présentés dans le tableau suivant :



Tableau X : Illustration de I’identification par les tests biochimiques

Tgst_ ) Test positif Souches identifiés
biochimique
-+ | - + + |- - - - - -] - -
Pseudomonas aeruginosa
e B R B + + |+ -] - - + | - |+ +
Aeromonas hydrophila
API 20F
S R B B + + |+ -] - - + | -] - +
Vibrio fluvialis
NPP (\Voir Figure 3) Strptococcus du groupe

D




Staphylococcus aureus
Catalase

+

Coagulase

MilieuV.F (Voir Figure 5) Clostridium-ASR

- : Test négatif ; + : Test positif




11.4. Espeéces identifiees

Sur les 37 souches identifiées, nous avons noté qu’deromonas hydrophila occupait la
1% position (9 souches) avec un taux de 24,32%, suivie par Staphylococcus aureus et
Clostridium-ASR (8 souches chacun) avec un taux de 21,62%. Streptococcus du goupe D vient
en 3™ position (7 souches) avec un taux de 18,92%, suivie par Pseudomonas aeruginosa (4
souches) avec une fréquence de 10,82%, et en dernier, Vibrio fluvialis (1 souche) avec un taux
de 2,7% (Figure 21).

21,62%
24,32%

21,62%

10,82%

B S. aureus W Streptococcus du groupe D B P. aeruginosa M Clostridium W A. hydrophila V. fluviatis

Figure 21 : Répartition globale des différentes espéces isolées.

11.5. Dénombrement des germes
La présence des germes identifiés differe d’un prélévement a un autre selon le lieu et la
date de prélévement (Tableau XI).

En effet, nous avons remarqué que le taux de précipitation jouait un role trés important
dans la diminution de la charge bactérienne (Tableau XXVIII, Annexe II).

4 Streptococcus du groupe D

Le nombre moyen des Streptococcus du groupe D est de 550 UFC/ml au niveau des
effluents de 1’hopital Brahim Tirichine. Alors que 500 et 300 UFC/ml respectivement sont
dénombrés dans les effluents de 1’hopital Ben Bouali et ’hopital Frantz Fanon.



+ Aeromonas hydrophila

Le dénombrement a révélé la présence de 59,05x10° UFC/mI dans les eaux usées de
I’hopital Brahim Tirichine, 10,5x10° UFC/ml au niveau des effluents de 1’hopital Ben Bouali
et une charge bactérienne moyenne de 60,65x10° UFC/ml dans ceux de 1’hopital Frantz Fanon.

+ Pseudomonas aeruginosa
Une moyenne de 88,05x10® UFC/mI a été dénombrée au niveau des eaux usées de
’hopital Brahim Tirichine, 50,05x10° UFC/ml a été dénombré au niveau des effluents de
I’hopital Frantz Fanon.

+ Vibrio fluvialis

Apparition d’une seule fois au niveau des effluents de 1’h6pital Brahim Tirichine, avec
une concentration bactérienne de 70x10° UFC/m.

4 Clostridium sulfito-réducteurs

Le nombre moyen des spores est variable selon les sites du préléevement ou nous avons
dénombré 39 spores/20ml au niveau des eaux rejetées par 1’hopital Brahim Tirichine et une
moyenne de 44 spores/20ml dans les effluents de 1’hopital Ben Bouali et 153 spores/20ml au
niveau de 1’hopital Frantz Fanon.

+ Staphylococcus aureus
La moyenne la plus élevée 1000 UFC/mI a eté dénombré au niveau des effluents de

I’hopital Brahim Tirichine et 400 UFC/ml dans les eaux usées de 1’hopital Ben Bouali et 325
UFC/ml dans celles de Frantz Fanon.



Tableau XI : Nombre des souches et moyennes des charges bactériennes dans les trois sites

d’étude.
Effluents Brahim Effluents Ben Effluents Frantz
Tirichine Bouali Fanon
N.g x.C N.g x.C N.g x.C
Strep 2 550UFC/ml 3 500 UFC/ml 2 300 UFC/ml
Aero 4 59,05x10° 1 10,5x10° 4 60,65x10°
UFC/ml UFC/ml UFC/ml
Pseudo 2 88,05x10° 0 - 2 50,05x10°
UFC/mlI UFC/ml
Vib 1 - 0 70x10° 0 -
UFC/ml
Clos 2 39spore/20ml 4 44 2 153
spore/20ml spore/20ml
Staph.a 1 1000 UFC/ml 3 400 UFC/ml 4 325 UFC/ml

N.g : Nombre de fois ou le germe est apparu

- : Absence

Strep : Streptococcus du groupe D

Aero : Aeromonas hydrophila

Pseudo : Pseudomonas aeruginosa

Vib : Vibrio fluvialis

Staph.a : Staphylococcus aureus

X.C : Moyenne des nombres des colonies dans les prélevements

11.6. Répartition des especes identifiées selon les différents sites de prélévement

Nous avons remarqué une variabilité dans la distribution des germes identifiés. Sur les
37 espéces répertoriees, 14 (37,84%) souches provenaient des effluents de 1’hopital Frantz
Fanon, 12 souches (32,43%) des eaux usées rejetées par 1’hopital Brahim Tirichine et 11
souches (29,72%) ont été collectées au niveau des effluents de 1’hopital Ben Bouali (Tableau
XI11I).

Tableau XI1 : Répartition et pourcentage des souches dans les effluents des 3 sites d’étude.

Effluents /Hopital | Brahim Tirichine Ben Bouali Frantz Fanon Total
Nombre de 12 11 14 37
souches
Pourcentage % 32,43 29,72 37,84 100




% Pour les eaux usées rejetées par 1’hopital Brahim Tirichine : 4 souches (33,33%)
appartiennent a Aeromonas hydrophila, suivie par 2 souches (16,67%) de Clostridium ASR,
2 souches (16,67%) pour Streptococcus du groupe D et 2 souches (16,67%) pour
Pseudomonas aeruginosa. Vibrio fluvialis et Staphylococcus aureus sont représentés par
une seule souche chacun (8,33%) (Figure22).

% Pour les effluents de I’hopital Ben Bouali, la 1°® place était occupée par Clostridium ASR
dont le nombre de souches était de 4 (36,36%), suivie par S. aureus et Streptococcus du
groupe D avec chacun 3 souches (27,27%) et A. hydrophila avec une seule souche (9,1%).

% Pour les eaux rejetées par I’hopital Frantz Fanon, la 1°® position était occupée par S. aureus
et A. hydrophila avec une fréquence de 28,6% (4 souches) pour chacun, suivi par
Streptococcus du groupe D, P. aeruginosa et Clostridium ASR avec un taux de 14,28% (2
souches) pour chacun.
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Figure 22 : Répartition des différentes especes isolées au niveau des effluents des trois sites
étudiés

11.7. Antibiorésistance des espéces identifiées

Chaque souche identifiée a été soumise a un antibiogramme afin de déterminer sa
sensibilité aux antibiotiques (Tableau 1V). Rappelons que, I’antibiogramme a été réalisé par la
méthode de diffusion des disques sur gélose Muller-Hinton et interprété aprés la mesure des
diameétres des zones d’inhibition selon (SAEN, 2011).

11.7.1. Aeromonas hydrophila

L’analyse des résultats de 1’antibiogramme a montré que les souches d’Aeromonas
hydrophila résistent avec un taux de 100% aux différents antibiotiques suivant : Tétracycline,
Acide fusidique, Méthronidazole, les Béta-lactamines. A 1’exception de la Cefotaxime, ou nous
avons observé un taux de résistance de 88,9% (Figure 23).



Ainsi une résistance élevée a la Vancomycine (77,8%), les macrolides comme :
Clindamycine (100%), Lincomycine (88,9%), Erythromycine (55,5%) a été notée.

Pour les Aminosides, une résistance importante a été observée (88,9%) vis-a-vis de la
Kanamycine.Les taux les plus bas sont enregistrés pour la Streptomycine (44,44%), la
Gentamicine (44,44%) et la Tobramycine (33,33%).

Des taux de 55,4% pour 1I’Ofloxacine, 22,22% vis-a-vis de la Colistine et 11,1% pour le
Chloramphénicol et la Pristinamycine ont été observés.

Toutes les souches d’A. hydrophila ont un taux de sensibilité tres élevé (100%) vis-a-
vis de I’Imipeneme qui inhibe la croissance bactérienne de ce type de souches.
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Figure 23 : Pourcentage de I’antibiorésistance chez les souches d’Aeromonas hydrophila.

« Phénotype de résistance

L’analyse des résultats obtenus sur I’antibiorésistance des 9 souches d’A. hydrophila
montre qu’elles sont résistantes aux Tétracycline, Acide fusidique, Métronidazole,
Clindamycine, Linomycine (pour ce dernier antibiotique a I’exception d’Aero2) et les Béta-
lactamines (a I’exception d’Aero 3 donne une résistance a la Céfotaxime).

Parmi ces souches seulement Aero 2 et Aero 5 (isolées & partir de 2¢m et 5éme
prélévement, voir Tableau XVI1I) expriment une résistance a la Vancomycine, alors qu’Aero 6
et Aero 8 sont résistantes a la Colistine.

Concernant la résistance aux Quinolones (Ofloxacine), a été obtenue par 4 souches
(Aero3, 5, 6 et 7). Pour les Aminosides, de méme que pour la Tobramycine, 3 souches (Aero2,
3 et 7) résistent, alors que les souches Aerol, 2, 6 et 8 résistent a la Gentamicine. La souche
Aerol est la seule insensible aux Chloramphénicol et Pristinamycine (Tableau XIII).

Un taux de 136 (68,7%) sur 198 cas testés (Figure 24) est considéré comme résistant.
La répartition par sites de préléevement montre que la premiére position était occupée par les



effluents de 1’hopital Brahim Tirichine avec un taux de 44,12% (62 cas) (Figure 25), 36,03%
(60 cas) pour les effluents de I’hopital Frantz Fanon. La derniére position revient aux eaux usées
de I’hopital Ben Bouali avec 19,85% (14 cas) cas résistants.

M Sensible M Intermédiaire i Résistante

Figure 24 : Pourcentage de résistance globale des souches Aeromonas hydrophila
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Répartition des souches Aeromonas hydrophila résistantes dans les 3 sites



Tableau X111 : Phénotype de I’antibiorésistance de toutes les souches isolées d’ Aeromonas hydrophila

Souches Béta-lactamines Glycopeptide| Polypeptide | Quinolone |Phénicole | Cycline Aminosides Macrolides Autres
Aerol P;AX;0X ;AM;CZ ;CTX VA - - C TE K ;GEN L;CD FA ;MET ;PT
Aero2 P;AX;0X ;AM;CZ ;CTX - - - - TE K ;TOB.GEN CD FA;MET
Aero3 P;AX;0X ;AM;CZ VA - OFX - TE K;TOB L ;CD FA ;MET
Aero4 P;AX ;00X ;AM;CZ ;CTX VA - - - TE K;S L;CD FA ;MET
Aeros P;AX;0X ;AM;CZ ;CTX - - OFX - TE K;S L;CDE FA ;MET
Aerob P;AX ;00X ;AM;CZ ;CTX VA CL OFX - TE GEN L;CDE FA ;MET
Aero7 P;AX;0X ;AM;CZ ;CTX VA - OFX - TE K;TOB;S L;CDE FA ;MET
Aero8 P:AX ;OX ;AM;CZ :;CTX VA CL - - TE K:;GEN ;S L;CD:E FA ;MET
Aero9 P;AX;0X ;AM;CZ ;CTX VA - - - TE K L;CDE FA ;MET
Légendes :

- - Absence de résistance

Pénicilline G (P), Amoxicilline (AX), Oxacilline (OX), Ampicilline (AM), Imipénéme (IMP), Céfazoline (CZ), Céfazoline (CTX), Vancomycine
(VA), Colistine (CL), Ofloxacine (OFX), Chloramphénicol (C), Tétracycline (TE), Kanamycine (K), Tobramycine (TOB), Gentamicine (GEN),
Erythromycine (E), Linomycine (L), Clindamycine (CD), Streptomycine (S), Acide fusidique (FA), Metronidazole (MET), Pristinamycine (PT).




11.7.2. Staphylococcus aureus

Les résultats des 8 souches de Staphylococcus aureus montrent (Figure 26) une
résistance trés élevée (100%) vis-a-vis de la Métronidazole et de 1’Acide fusidique.

Une diminution légére du taux de résistance vis-a-vis des Béta-lactamines dont
1I’Oxacilline (87,5%) et I’Amoxicilline et I’ Ampicilline 75%.

Une résistance importante a la Kanamycine (87,5%) (en la comparant avec Aeromonas
hydrophila) est observée.

Des taux moyens de résistance vis-a-vis des Aminosides dont la Streptomycine (62,5%),
la Gentamicine (50%) ainsi que less macrolides (37,5-62,5%) ont été notés.

Une faible fréquence de résistance est constatée vis-a-vis de la Colistine (42,85%), la
Vancomycine (20%) et la Pristinamycine (20%), 1I’Ofloxacine (12,5%) et la Chloramphénicol
(12,5%).

L’Imipenéme, la Tétracycline et la Tobramycine sont les seuls antibiotiques qui peuvent
inhiber la croissance de la totalité des souches de S. aureus au niveau de tous les sites de
prélevement.
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Figure 26 : Pourcentage de I’antibiorésistance chez les souches de Staphylococcus aureus.
% Phénotype de résistance

Toutes les souches de S. aureus sont résistantes a 1’Acide fusidique et a la Métronidazole.
A T’exception de Staph.a-1(isolée dans le 1% prélévement, voir Tableau XVIII), toutes les
souches sont résistantes a la Kanamycine. Les isolats Staph.a-4, 5, 7 et 8 partagent le méme
profil de résistance vis-a-vis des Béta-lactamines, pour la Vancomycine 3 souches Staph.a-5, 7
et 8 sont résistantes a cet Glycopeptide.

Parmi les 8 isolats de S. aureus, la souche Staph.a-2 est résistante vis-a-vis du
Chloramphénicol. La résistance a I’Ofloxacine est élevée uniquement pour Staph.a-5.



Concernant les Macrolides, 4 souches (Staph.a-2, 4, 5, 7 et 8) sont résistantes a la

Linomycine et Clindamycine, alors que la résistance a I’Erythromycine est enregistrée par
Staph.a-2, 5 et 7 (Tableau XIV).

Parmi les 176 tests d’antibiogramme qui ont été appliqués sur les souches de S. aureus
(Figure 27), nous avons remarque que 49,43% sont des cas résistants. Parmi les souches
résistantes, 64,37% (56 cas) ont été enregistrés dans les effluents de 1’hopital Frantz Fanon
(Figure 28), 32,18% (28 cas) au niveau des eaux usees de 1’hopital Ben Bouali et 3,45% (3 cas)
pour ceux de I’hopital Brahim Tirichine.
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Figure 27 : Pourcentage de résistance globale des souches Staphylococcus aureus.
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Figure 28 : Répartition des souches Staphylococcus aureus résistantes dans les 3 sites.



Tableau XIV : Phénotype de I’antibioésistance de toutes les souches isolées de Staphylococcus aureus

Souches Béta-lactamines Glycopeptide| Polypeptide | Quinolone |Phénicole |Cycline Aminosides Macrolides Autres
Staph.a-1 | OX - - - - - - - FA ;MET
Staph.a-2 | AX ;0X ;AM - - - C - K L;CD;E FA ;MET
Staph.a-3 | P;AX ;0X - - - - - K ;GEN ;S - FA ;MET
Staph.a-4 | P;AX;OX ;AM; CZ;CTX - CL - - - K;S L;CD FA ;MET
Staph.a-5 | P ;AX ;0X ;AM ; CZ ;CTX VA CL OFX - - K ;GEN ;S L;CD;E FA ;MET
Staph.a-6 | AM ;CTX - - - - - K - FA ;MET
Staph.a-7 | P ;AX ;0X ;AM ; CZ ;CTX VA CL - - - K;GEN ;S L;CD;E FA ;MET
Staph.a-8 | P;AX;OX ;AM; CZ;CTX VA - - - - K;GEN ;S L;CD FA ;MET




11.7.3. Streptococcus du groupe D

Les 7 souches de Streptococcus du groupe D ont affiché (Figure 29) une résistance tres
élevée (100%) vis-a-vis des Aminosides (Kanamycine et Streptomycine), Colistine et
Métronidazole.

Une augmentation de résistance (100%) est constatée pour la Cefotaxime par rapport a
Staphylococcus aureus et Aeromonas hydrophila.

Nous relevons ainsi une résistance moyenne qui varie entre 14,3% et 57,14% vis-a-vis
des Macrolides (Lincomycine (42,85%), Clindamycine (57,14%), Erythromycine (28,58)), des
Béta-lactamines (Amoxicilline (42,85%), Cefazoline (42,86%), Oxacilline (28,57%)),
I’Ofloxacine (42,85%), I’Acide fusidique (28,57%), la Tétracycline (28,57%), la
Chloramphénicol (14,3%), la Pristinamycine (14,3%) ainsi que d’autres Aminosides comme la
Gentamicine (28,7%) et la Tobramycine (28,56%).

L’Imipenéme, I’ Ampicilline, la Pénicilline G et la Vancomycine sont les antibiotiques
les plus efficaces avec un taux de sensibilité plus éleve.
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Figure 29 : Pourcentage de I’antibiorésistance chez les souches Streptococcus du groupe D.

% Phénotype de résistance

Les 7 souches de I’espéce Streptococcus du groupe D ont une similarité de résistance
aux Polypeptides basiques (Colistine), les Béta-lactamine (Céfotaxime), les Aminosides
(Kanamycine, Streptomycine) et a la Métronidazole. Nous avons observé qu’il y a des
différences de résistance a plusieurs antibiotiques entre ces souches d’ou : les Strept-D1,-D2 et
-D3 (isolées dans le 1°" prélevement, voir Tableau XVIII) sont les souches les plus résistantes



aux Béta-lactamines (Amoxicilline, Céfazoline), et Strept-D6 est la seule souche résistante a
I’Oxacilline.

La résistance vis-a-vis des Quinolones (Ofloxacine) est apparue avec les Strept-D1,-D6
et -D7 uniquement. Alors que pour la Tétracycline, elle a été obtenue avec 2 souches Strept-D1
et -DA4.

La seule souche résistante au Chloramphénicol est Strept-D6 et le seul cas de résistance
a la Pristinamycine est enregistré par la souche Strept-D4 (Tableau XV).

La résistance des souches de Streptocoques Fécaux présente 42,21% (Figure 30) parmi
la totalité des tests d’antibiogramme réalisés sur ces souches.

Leur distribution est la suivante : 35,38% (19 cas) sont issues des effluents de 1’hdpital
Brahim Tirichine, 40% (26 cas) de 1’hopital Ben Bouali et 24,62% (16 cas) ont été enregistres
au niveau des eaux usées rejetées par 1’hopital Frantz Fanon (Figure 31).
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Figure 30 : Pourcentage de résistance globale des souches Streptococcus du groupe D.
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Figure 31 : Répartition des souches Streptococcus du groupe D résistantes dans les 3 sites



Tableau XV : Phénotype de I’antibioésistance de toutes les souches isolées de Streptococcus du groupe D

Souches Béta-lactamines |Glycopeptide| Polypeptide | Quinolone | Phénicol | Cycline Aminosides Macrolides Autres
Strep-D1 | AX;CZ;CTX |- CL OFX - TE K:TOB:S L:CD:E | MET
Strep-D2 | AX;CZ;CTX | - CL - - - K S N MET
Strep-D3 | AX;CZ;CTX | - CL - - - K;GEN ;S - FA :MET
Strep-Dd | CTX : cL : - TE  |KS L;CDE | MET PT
Strep-D5 | CTX - CL - _ ; K:S CD: MET
Strep-D6 | OX; CTX - CL OFX C - K: L:CD: MET
TOB ;GEN ;S
Strep-D7 | CTX - CL OFX - - K:S _ FA MET




11.7.4. Pseudomonas aeruginosa

Les 4 souches de Pseudomonas aeruginosa ont un pourcentage trés élevé (100%) aux
nombreux antibiotiques utilisés dans cette étude comme : les Béta-lactamines (a I’exception de
I’Imipenéme), les Macrolides, les Aminosides (Kanamycine, Streptomycine), la Vancomycine,
I’ Acide fusidique, la Pristinamycine et la Métronidazole (Figure 32).

Ces souches ont une résistance importante vis-a-vis de 1’Ofloxacine et la Gentamicine
avec un taux de 75% contrairement aux Staphylococcus aureus et Aeromonas hydrophila, et
50% vis a vis de la Tobramycine.

Le taux de resistance le plus faible a été enregistré vis-a-vis de 1’Imipenéme et la
Tétracycline qui est de 25%.

La Colistine reste I’ATB de choix qui bloque la croissance de la totalité des P.
aeruginosa.
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Figure 32 : Pourcentage de I’antibiorésistance chez les souches de Pseudomonas aeruginosa.

+«+ Phénotype de résistance

La totalité des souches de P. aeruginosa partagent le méme profil de résistance vis-a-
vis de plusieurs antibiotiques tels que les Béta-lactamines (Pénicilline G, Amoxicilline,
Oxacilline, Ampicilline, Céfazoline et Céfotaxime), la Vancomycine, le Chloramphénicol, les
Aminosides (Kanamycine et Streptomycine), les Macrolides, 1’Acide fusidique, la
Métronidazole et la Pristinamycine.

Les 3 souches Pseudol, 2 et 3 (isolées & partir de 28™, 3®Me et 5¢Me prélévement
respectivement, voir Tableau XVIII) ont montré une résistance vis-a-vis des Quinolones
(Ofloxacine). La seule résistance vis-a-vis de la Tétracycline, est observée par la souche
Pseudo4.



L’Imipénéme a une action efficace sur la majorité des souches de P. aeruginosa a
I’exception de Pseudo3 (Tableau XVI).

Parmi 88 tests d’antibiogramme réalisés sur P. aeruginosa ; (84,09%) sont considérés
résistantes (Figure 33). Ce sont les effluents de 1’hopital Brahim Tirichine qui ont hébergé

(50%) (37 cas) de cette résistance. Un taux de (50%) (37 cas) a eté enregistré dans les effluents
de I’hopital Frantz Fanon (Figure 34).
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Figure 33 : Pourcentage de résistance globale des souches Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 34 : Répartition de la résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa dans les 3
sites de prélévement.



Tableau XVI : Phénotype de I’antibioésistance de toutes les souches isolées de Pseudomonas aeruginosa

Souches Béta-lactamines Glycopeptide| Polypeptide | Quinolone |Phénicole |Cycline Aminosides Macrolides Autres

Pseudol |P;AX;OX;AM;CZ;CTX VA - OFX C - K;S L;CDE FA ;MET ; PT
Pseudo2 | P;AX ;OX:AM;CZ CTX VA - OFX C - K ;GEN ;S L ;CDE FA ;MET ; PT
Pseudo3 | P;AX ;OX ;AM;IMP ;CZ;CTX VA - OFX C - K;TOB;GEN;S |L;CD;E FA ;MET ; PT
Pseudo4 | P;AX ;OX:AM;CZ CTX VA - - C TE K;TOB;GEN:S |L;CD:E FA ;MET ; PT




11.7.5. Vibrio fluvialis

Un antibiogramme composé de 12 antibiotiques uniquement a été réalisé vis-a-vis de la
souche de V. fluvialis. Aprés mesure des zones d’inhibition (Tableau XVII), cette souche a
montré une résistance vis-a-vis de quatre antibiotiques : I’ Ampicilline et 1’Oxacilline, I’ Acide
fusidique et la Vancomycine.

Cette souche est sensible au reste des antibiotiques : trois appartiennent a la classe des
Béta-lactamine qui sont : I’ Amoxicilline, la Pénicilline et I’Imipenéme, en plus des Aminosides
(Kanamycine), le Chloramphénicol, la Tétracycline, I’Erythromycine et I’Ofloxacine.

Tableau XVII : Mesure des zones d’inhibition de Vibrio fluvialis.

Antibiotique | AM | AX | P OX |IMP | K |C E OFX |FA | VA | TE

Zone 0 25 25 |0 37 24 |35 |30 |34 0 0 35
d’inhibition

Le Tableau suivant résume la globalité des souches identifiées par site selon leurs
phénotypes de résistance :

Tableau XVII1 : Souches identifiées accompagnées de leurs abréviations isolées des
différents prélévements et par site

Espéces | Abréviation des souches identifiées apres | Effluent concerné Numéro de
réalisation de I’antibiogramme prélevement
Strep-D1 Brahim Tirichine 1
a Strep-D2 Ben Bouali
3 Strep-D3 Frantz Fanon
§ Strep-D4 Brahim Tirichine 2
§ Strep-D5 Ben Bouali
% Strep-D6 Ben Bouali 3
Strep-D7 Frantz Fanon
« Aerol Brahim Tirichine 2
%_ Aero2 Brahim Tirichine 4
_g Aero3 Frantz Fanon
Z Aero4 Ben Bouali 5
3 Aero5 Frantz Fanon
2 Aerob Brahim Tirichine 6
2 Aero7 Frantz Fanon
< Aero8 Brahim Tirichine 8




Aero9

Frantz Fanon

< Pseudol Brahim Tirichine

§ Pseudo2 Frantz Fanon

g

% Pseudo3 Brahim Tirichine

<

c

o

£

o

5

§ Pseudo4 Frantz Fanon

Vibrio Vib Brahim Tirichine

fluvialus

n Staph.a-1 Brahim Tirichine

> .

o Staph.a-2 Ben Bouali

§ Staph.a-3 Frantz Fanon

§ Staph.a-4 Ben Bouali

3 Staph.a-5 Frantz Fanon

o

> Staph.a-6 Ben Bouali

g Staph.a-7 Frantz Fanon

o Staph.a-8 Frantz Fanon
Clos-1 Brahim Tirichine

& Clos-2 Ben Bouali

<

= Clos-3 Frantz Fanon

>

:'g Clos-4 Ben Bouali

1%]

8 Clos-5 Brahim Tirichine
Clos-6 Ben Bouali
Clos-7 Frantz Fanon

Clos-8

Ben Bouali




11.8. Résultats du calcul de ’indice MAR

L’indice MAR calculé pour I’ensemble des souches isolées est supérieur a 0,2. P.
aeruginosa exprime la valeur la plus élevée (0,83). V. fluvialis montre la valeur la plus faible
(0,33) (Figure 35).
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Figure 35 : Indice MAR calculé a partir des différents isolats.

Concernant les résultats de I'indice MAR des sites, deux valeurs supérieures a 0,4 sont
enregistrees pour les effluents issus e 1’hopital Frantz Fanon (0,54) et I’hopital Brahim Tirichine
(0,43). L’indice inférieur a 0,4 est représenté par les effluents de 1’hopital Ben Bouali (0,33)

(Figure 36).
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Figure 36 : Indice MAR calculé a partir des différents sites.







I11. DISCUSSION

Durant la derniére décennie, un nombre croissant d’études sur la résistance bactérienne
vis-a-vis des antibiotiques a été réalisé. Cette résistance s’avére trés préoccupante et menace la
santé mondiale en raison de 1’utilisation excessive et abusive des antibiotiques (Petrovic et al.,
2013).

Les établissements de santé, peuvent étre d’une part une source dans I’augmentation du
nombre des bactéries pathogénes résistantes aux antibiotiques dans 1’environnement aquatique
et d’autre part ils peuvent également étre un des facteurs primordiaux dans la croissance du
nombre d’infections nosocomiales graves (Kimmerer, 2004).

Durant la période d’échantillonnage, la région de Blida a été marquée par une période
pluvieuse avec des taux de précipitation tres élevés (surtout au mois de Mars) ce qui nous laisse
supposer qu’il y a un lien entre ces précipitations et les différentes concentrations bactériennes
des espéces isolées dans les différents prélevements des effluents pour les trois hopitaux
(Tableau XXVIII, Annexe Il). L’étude de Lindeman et Upper (1985) sur I’environnement a
estimé que 10° des bactéries au niveau de phyllosphéres et sur certaines surfaces ont été perdus
ou éliminés durant les premieres 15 minutes de chute des pluies. Dans d’autres études, les
valeurs retrouvées dans les effluents liquides hospitaliers révelent des concentrations assez
faibles de I’ordre de 3x108 UFC/I (Darsy et al., 2002 ; Jehannin, 1999), en comparaison avec
les valeurs pour la flore totale généralement présente dans les rejets liquides communaux qui
est de 10'* UFC/I (Bernet et Fines, 2000 ; Mansotte et Jestin, 2000). Il faut signaler que
I’hopital est aussi un grand consommateur d’eau ; la consommation par lit et par jour varie de
400 a 1200 litres (Jehannin, 1999).

L’ensemble des espéces Streptococcus du groupe D et les Clostridium-ASR, sont des
bactéries commensales de la flore intestinale humaine et animal, ces bactéries sont recherchées
en tant qu’indicateurs de contamination fécale dans les eaux et certaines especes peuvent étre
pathogenes, par contre les Aeromonas, Pseudomonas et quelques especes de Vibrio, sont des
germes ubiquistes dans la nature. Selon les especes, elles peuvent se retrouver dans les eaux
douces et marines. Staphylococcus aureus est 1’espéce majeur des staphylocoques d’origine
humaine, animal ou environnemental ou non spécifique responsables des plusieurs infections
chez ’homme. L’ensemble de ces bactéries sont souvent présent en milieu hospitalier dans des
habitats liés a la présence humaine, aux activités du personnel médicale ; ces germes transportés
par I’eau. (Delarras, 2007)

L’analyse bactériologique a permis d’identifier 23 souches Gram positif et 14 souches
Gram negatif. Dans cette étude, parmi toutes les souches isolées, Aeromonas hydrophila
domine avec un taux d’isolement de 24,32% (9 souches) suivie par S. aureus et Clostridium-
ASR avec la méme fréquence d’isolement de 21,62%, Streptococcus du groupe D (18,92%),
Pseudomonas aeruginosa (10,92%) alors que Vibrio fluvialis occupe la derniere place avec un
pourcentage de 2,7%. Cette répartition en fonction des taux n’est pas la méme que celle



rapportée par Guessennd et al., (2013) ou P. aeruginosa était 1’espéce la plus fréquemment
rencontrée (33,08%) suivie par Staphylococcus (17,6%) et A. hydrophila (0,7%).

Ainsi, ces especes se répartissent difféeremment selon les sites de prélevement. Au
niveau des effluents de I’hdpital Fabor, A. hydrophila est I’espéce bactérienne la plus dominante
car elle représente 33.33%. Clostridium-ASR était la plus fréquemment isolée dans les effluents
de I’hopital Ben Boulaid (36,36%) alors que pour les eaux usées rejetées par ’hdpital Frantz

Fanon, nous avons noté que deux espéces €taient prédominantes, il s’agit de S. aureus et d’A.
hydrophila (28,6%).

Dans cette étude, nous avons constaté qu’a partir des 37 souches isolées, les effluents
de I’hopital Frantz Fanon sont les plus contaminés cela est probablement due au nombre de
services composant cette structure hospitaliere et qui était plus important par rapport aux deux
autres hopitaux (\Voir Tableau V1).

Le volume des antibiotiques utilisé dans les hdpitaux et qui est libéré dans les eaux usées
des effluents est a ’origine d’une pression de sélection sur les bactéries (Kimmerer et
Henninger, 2003) ou ce type d’effluents contiennent un nombre tres élevé de bactéries
résistantes et de résidus d'antibiotiques (Fontaine et Hoadley, 1976, Linton et al., 1974 ;
Grabow et Prozesky, 1973).

Des études ont montré que les effluents hospitaliers pourraient augmenter le nombre et
la sélection de bactéries résistantes dans I’environnement aquatique via leurs rejets directs dans
la nature ou par le biais des STEPS dont le dysfonctionnement serait a I’origine de ce type de
contamination (Fontaine et Chopade, 1994 ; Walter et Vennes, 1985 ; Linton et al., 1974 ;
Grabow et Prozesky, 1973)

Dans cette étude, nous avons retracé I'antibiorésistance de 5 especes isolées a partir des
effluents hospitaliers non traitées. Fait intéressant, la plupart de ces souches avaient un profil
de résistance aux antibiotiques peu différent. La bactérie la plus fréquente est P. aeruginosa
avec des taux de résistances tres élevés aux différentes classes des antibiotiques. En effet, les
souches isolées de cette bactérie ont montré un taux de résistance trés important (100%) vis-a-
vis des antibiotiques appartenant aux Béta-lactamines a 1’exception de I’Imipenéme oU on a
enregistré un taux de résistance le plus faible (25%). Ces taux sont semblables a ceux rencontrés
dans la littérature par Igbinosa et al., (2012) en Afrique du sud et contraire a ceux obtenus par
Acton (2013) aux Etats Unis d'’Amérique ; Eyquem et al, (2000) en Italie et Hygis (1998) en
France. Ces auteurs ont rapporté des taux différents de 16.6% ; 75% et 16% pour Oxacilline,
Imipénéme et Céfotaxime respectivement.

Cette résistance serait liée a I’imperméabilité de la paroi bactérienne ainsi qu’a
I’hydrolyse des béta-lactamines par une enzyme inductible pouvant étre produite par toutes les
souches (Eyquem et al, 2000).

Pour les aminosides, le taux le plus important a été observé pour la Streptomycine
(100%) suivi de la Gentamicine (75%) et de la Tobramycine (50%), en comparaison a ceux
rapportés par Hygis (1998), 47% vis-a-vis de la Gentamicine et 28% pour la Tobramycine.



D’apreés les travaux d’lgbinosa et al., (2012) I’Ofloxacine, la Cefotaxime et le
Chloramphénicol sont les antibiotiques de choix sur I’ensemble des souches de P. aeruginosa
avec un taux sensibilité de 100%.

Les souches A. hydrophila ont montré une résistance trés importante vis-a-vis des Béta-
lactamines a I’exception du Céfotaxime qui présente un pourcentage de résistance légérement
plus faible (88,88%). Selon Eyquem et al., (2000), dans le genre Aeromonas, la résistance aux
Béta-lactamines est caractérisée par une grande hétérogéneité inter et intra-especes. De
nombreux phénotypes de résistance ont été décrits dans la littérature pour A. hydrophila, et il
semble qu’une grande variabilité intra-espéces existe en termes d’équipement enzymatique. La
résistance aux Béta-lactamines, d’A. hydrophila est due a la présence, séparée ou simultanée,
d’au moins deux Béta-lactamases inductibles chromosomiques, une carbapénémase et une
céphalo-sporinase.

Dans cette étude, les taux de résistance étaient différents de ceux de Diouara (2006),
les souches d’A. hydrophila présentaient une grande sensibilité pour I’ Imipeneme avec des taux
allant de 88,88 % a 100 %.

Nos souches d’A. hydrophila sont résistantes a la Tétracycline (100%), aux Aminosides,
a la Kanamycine (88,9%), la Tobramycine (33,3%), la Gentamycine et la Sterptomycine
(44,44%) et plus sensible au Chloramphénicol (11,12% sont résistantes). Ces taux obtenus sont
en contradiction avec ceux d’Eyquem et al., (2000) ou en générale, les Aeromonas étaient plus
sensibles aux Cyclines, au Chloramphénicol et aux Aminosides.

Les souches de S. aureus ont manifesté une grande résistance a 1’ Acide fusidique et a la
Métronidazole (100%).

Les souches de S. aureus isolées dans cette étude avaient une résistance assez élevée vis
avis des Béta-lacatmines tels que la Pénicilline G (62,5%), I’Amoxicilline, I’Ampicilline (75%)
et I’Oxacilline (87,5%). Nos résultats concernant le taux de résistance a la Pénicilline sont
moins elevés en comparaison avec 1’étude de Diouara en 2006 ou le taux était de 86,25%, mais
par contre il a rapporté un taux faible pour I’ Amoxicilline (43%.). Ainsi, selon Ramoul (2014),
37,5% des S. aureus sont résistants a 1’Oxacilline, ce taux est trés faible par rapport a nos
résultats.

Selon Daurel et Leclercq (2008), la sensibilité des souches de S. aureus sauvages aux
Béta-lactamines varie selon la molécule, 80 % a 95 % des souches produisent une pénicillinase
qui inactive la pénicilline G et I’ampicilline, rendant leurs indications obsoléetes dans le cadre
d’une infection a S. aureus.

Plusieurs études ont €t¢ menées sur la relation entre les germes de I’hopital et les
effluents de ce milieu. Il faut ensuite tenir compte que 15% de P. aeruginosa sont abondamment
présents dans tous les réservoirs d’eau de 1’hopital contaminant le patient par I’intermédiaire
des activités humaines (Yernault et Demedts, 1997). D’aprés Astie — Deyna (1982), il semble
qu’il n’y ait pas de barriére entre les germes véhiculés dans 1’hopital et les eaux usées. En effet
dans son étude, ce sont bien les Sérotypes 06 et 11 de P. aeruginosa, les plus représentatifs des
infections hospitaliéres, qui sont rencontrés le plus fréguemment dans les eaux usées. Leclerc
et Oger en (1974) ont mis en évidence une différence entre la concentration en P. aeruginosa
et en S. aureus dans les effluents urbains et les effluents hospitaliers. Selon Schlosser (1999),



les eaux hospitalieres ne seraient pas davantage polluées que les eaux usées urbaines, exception
faite pour les P. aeruginosa (plus de 10 fois supérieur) et les staphylocoques pathogénes. Nous
suggérons que les germes que nous avons isolés a partir des effluents hospitaliers peuvent étre
d’origine hospitaliére.

A T’avenir, des enquétes comparant les souches cliniques et environnementales doivent
étre meneées pour pouvoir établir les éventuels liens entre une infection résistante et le réservoir
qui peut étre I’eau mais également d’autres éléments de 1’environnement du malade.

Selon Lévi (2006), la présence de bactéries résistantes a un ou plusieurs antibiotiques
est avérée dans pratiquement tous les types d’eaux, sans qu’il soit facile d’évaluer des tendances
claires sur 1’aggravation du phénoméne ou son association avec les usages d’antibiotiques
humains et vétérinaires. Il est évident que les effluents en provenance d’hommes ou d’animaux
malades et traités aux antibiotiques transportent des bactéries résistantes. C’est ensuite tout le
devenir de ces germes qu’il faut appréhender pour décrire avec précision les survies, les
abattements, les transferts de génes et les éventuelles proliférations.

Le tableau suivant montre une comparaison des résultats obtenus dans cette étude avec
ceux trouvés par d’autres auteurs :



Tableau XIX : Comparaison succincte des taux de résistance des germes isolés dans cette étude avec ceux des auteurs
Espece Staphylococcus aureus Streptococcus du groupe D Aeromonas hydrophila Pseudomonas aeruginosa
Antibiotiques Auteurs Original Auteurs Original Auteurs Original Auteurs Original
Béta- Pénicilline G 86,25% 62,5% 53,8% 0% 100% 100% 100% 100%
lactamines Diouara (2006) Fatou (2002) Eyquem et al Igbinosa et al
(2000) (2012)
Amoxicilline 43% 75% 15,4% 42,85% 100% / 100%
Diouara (2006) Fatou (2002)
Oxacilline 37,5% 87,5% 100% 28,57% 100% 16.6% 100%
Ramoul (2014) Bekkari et al Acton (2013)
(2016)
Ampicilline / 75% 100% 0% 100% 100% 100%
Bekkari et al Igbinosa et al
(2016) (2012)
Imipéneme / 0 / 0% 80% a 100% 100% 75% 25%
Diouara (2006) Hygis (1998)
Céfazoline / 50% 42,86% 100% 100% / 100%
/ Eyquem et al
Céfotaxime / 62,5% 100% 100% (2000) 88,88% 16% 100%
Bekkari et al Hygis (1998)
(2016)
Glycopeptides VVancomycine / 37,5% 0% 0% / 77,8% 100% 100%
Fatou (2002) Igbinosa et al
(2012)
Polypeptides Colistine / 37,5% / 100% / 22,22% / 100%
basiques
Quinolones Ofloxacine / 12,5% 0% 42,85% / 44,44% 100% 75%
Bekkari et al Njall et al (2013)
(2016)




Phénicoles Chloramphénicol 12,5% 50% 14,3% 0% 11,12% 100% 100%
Bekkari et al Eyquem et al Hygis (1998)
(2016) (2000)
Cyclines Tétracycline 0 100% 28,57% 0% 100% 100% 25%
Bekkari et al Eyquem et al Igbinosa et al
(2016) (2000) (2012)
Aminosides Kanamycine 87,5% / 100% 0% 88,9% / 100%
Tobramycine 0 100% 28,56% | Eyquemetal 33,3% 28% 50%
Bekkari et al (2000) Hygis (1998)
(2016)
Gentamicine 50% 100% 28,57% 44,44% 47% 75%
Fatou (2002) Hygis (1998)
Streptomycine 62,5% 0% 100% 44,44% 100% 100%
Fatou (2002) Hygis (1998)
Macrolides Linomycine 62,5% / 42,85% / 88,9% / 100%
Clindamycine 62,5% 0% 42,86% / 100% / 100%
Fatou (2002)
Erythromycine 37,5% 3.6% 28,58% / 55,55% 0% 100%
Fatou (2002) Igbinosa et al.,
(2012)
Autres Acide fusidique 100% / 28,57% / 100% / 100%
Metronidazole 100% / 100% / 100% / 100%
Pristinamycine 12,5% / 14,3% / 11,12% / 100%




Concernant, les résultats de I’indice MAR, quand une valeur de I’indice est > 0,2 ¢’est-
a-dire que les isolats sont exposes a des sources de risque élevé de contamination ou les
antibiotiques sont fréquemment utilisés. Par contre, lorsque 1’utilisation des antibiotiques est
rare a ce moment, une valeur de I’indice est inférieure ou égale a <0.2. Dans cette étude, tous
les isolats bactériens ont montré une valeur MAR supérieure a 0,2 par contre dans 1’étude de
Atieno et al., (2013), la valeur de I'indice MAR est de 0,20 pour toutes les espéces de bactéries.

Nous avons également noté que P. aeruginosa est le germe bactérien qui exprime la
valeur la plus élevée de cet indice (0,83) par rapport a ceux rapportés par Odjadjare et al.,
(2012) ou I’indice MAR se situait entre 0,26 et 0,5. L'étude a démontré que les espéces
Pseudomonas étaient assez répandues dans les effluents finaux des stations d'épuration des eaux
usées en Afrique du Sud,

Ces valeurs tres élevées que nous avons obtenues, nous permettent de supposer qu’elles
sont en relation avec l'utilisation abusive des antibiotiques dans le traitement des infections
nosocomiales bactériennes chez les patients hospitalisés au niveau des structures qui ont fait
I’objet de cette étude.

Pour les valeurs calculées de I'indice MAR des sites varient entre 0,33 et 0,54. Pour les
effluents hospitaliers ayant une valeur supérieure a 0,4 le risque de contamination est élevé
d’origine humaine. Lorsque les valeurs sont inférieures a 0,4, il y a une absence ou faible
contamination d’origine non humaine. Dans cette étude 1’effluent hospitalier de Frantz fanon
est le plus contaminé avec une valeur MAR de 0,54.

Pour éviter la contamination des écosystémes aquatiques, le prétraitement des eaux
usées des effluents hospitaliers est fortement conseillé.






CONCLUSION

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent une variété d’espéces identifiées. Parmi
les 37 souches isolées a partir de trois effluents d’origine hospitalier, les plus fréquentes sont
Aeromonas hydrophila (24,32%), Staphylococcus aureus et Clostridium-ASR (21,62%),
Streptococcus du groupe D (18,92%) et Pseudomonas aeruginosa (10,92%).

Un nombre élevé de ces souches a révélé des phénotypes de résistance vis-a-vis de
plusieurs classes d’antibiotiques en particulier les Béta-lactamines a 1’exception d’Imipenéme
(25%-100%), les Aminosides (24%-100%), les Quinolones (12,5%-75%), les Glycopeptides
(37,5%-100%), les Polypeptides basiques (22,22%-100%), les Phénicoles (11,12%-100%), les
Cyclines (28,57%-100%) et autres antibiotiques comme 1’ Acide fusidique (28,57%-100%), la
Métronidazole (100%) et la Pristinamycine (11,12%-100%).

L’Imipenéme reste I’antibiotique de choix le plus actif avec un taux de résistance de
25%. Ces niveaux de résistance sont associés a de nombreux mécanismes qui
peuvents’exprimer seuls ou de fagon concomitante.

L’étude indique en plus que toutes les souches isolées sont multirésistantes (BMR).
Cette multirésistance a été mise en évidence par le calcul de I’indice MAR considéré comme
un excellent outil danalyse de la prévalence relative des bactéries résistantes dans
I'environnement. 100% des isolats bactérien ont montré une valeur de MAR supérieure a 0,2,
ce qui est une indication possible que les isolats bactériens ont été exposés a plusieurs
antibiotiques. Pseudomonas aeruginosa exprime la valeur la plus élevée (0,83). Ces résultats
montrent les risques qu'ils peuvent obtenir en raison de l'utilisation excessive d'antibiotiques au
niveau environnementale et sur la santé publique.

Les valeurs calculées de I'indice MAR des sites varient entre 0,33 et 0,54 ce qui indique
que 66 ,66% des effluents étaient contaminés par des selles d’origine humaine.

A I’avenir, nous espérons que les résultats de cette étude contribueront a rendre les
autorités de la santé publique plus consciente dans la prescription des antibiotiques pour limiter
la diffusion des bactéries résistantes dans les plans d'eau et fourniront des informations a propos
de la bonne gestion des effluents hospitaliers.



Quelques perspectives de recherche se dessinent a la lumiére des résultats obtenus :

X/
°

Accomplir 1’étude par I’apport de la biologie moléculaire (PCR) par rapport a la
détection des genes de résistance vis-a-vis des antibiotiques qui sont omnipresents dans
la nature.

Mettre en ceuvre un réseau séparatif efficace et limiter les ruissellements d’eau pluviale
Connaitre les conditions de rejet des effluents d I’établissement et étre capable de
mesurer les débits et les flux de polluants de facon fiable

Mettre en ceuvre les pré-traitements et générés par ceux-ci.

Créer au sein de I’établissement un poste de responsable « Environnement-Qualite »,
chargé de gérer les déchets liquides, les déchets solides, les installations classées a
I’intérieur de 1’établissement, la récupération des déchets toxiques et dangereux.
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Annexe |

Rejets de nature physico-chimique Rejets de nature médicamenteux . ReJ.EtS
biologiques
Ce sont des produits chimiques capables de Substance chimique produite par un microorganisme
réaliser une désinfection, c’est-a-dire de détruisant ou empéchant la croissance d’un autre
Désinfectants de:truire les ”germes path'og,érrles. Les Antibiotique microorganisme (Madigan et Martinko, 2007).
désinfectants n’étant pas considérés comme .
- . Urines
des médicaments, leur fabrication et leur
distribution sont libres (Carip, 2008).
C’est un composé chimique qui en dissout un C’est un médicament (au sens du Code de la santé
Solvants autre. Par exemple, 1’eau dissout le sel de publique) utilisé pour réaliser une antisepsie. Les
cuisine ou le sucre (Thomas, 2006). Antiseptique | antiseptiques sont fabriqués et distribués par le reseau L CR
pharmaceutique. (Carip, 2008). e
Toute substance dont aucun usage n’est prévu Substances reduisant la coagulabilité du sang en
Déchets de et dont le niveau de radioactivité ne permet pas agissant sur I’une au plusieurs étapes de la coagulation
radioactive la- décharge  sans  controle  dans | Anticoagulant | (EncyclopediaUniversalis, 1990).
I’environnement.
Pollution Rejets d’eau chaude. Sang
thermique
Un détergent est défini comme étant une -Anti-inflammatoire
matiére tensio-active qui est dissoute dans de - Anti-oxydants
Détergents l'eau ou un solvant organique afin - Antiviraux Selles
d'augmenter le pouvoir de nettoyage de I'eau Autres -Comprimé, sirop, solutions nasales... etc.
ou de solvant (Brill, 1951).

Tableau XX : les différents rejets des effluents hospitaliers.




Tableau XXI : Les différentes caractéristiques du genre Staphylococcus.

S'. - S. . S. ) Autres

epidermidis | haemolyticus |saprophyticus
Coagulase _ _ _ ~
Fermentation Glucose + + +

+
Mannitol _ \Y/ + \Y/
Xylitol _ _ + _
Phosphatase + _ ~ VvV
Dnase + _ _ V2
(Denis et al., 2007)
V : Variable

+:90% ou plus de souches positives
-1 90% ou plus de souches négatives



Tableau XXII : Les caractéres biochimiques de différentes espéces de Pseudomonas.

Espéce |P. P. P. putida P. monteillii
Caractéres aeruginosa | fluorescens
Pigment PC+PV PV PV PV
Nombre flagelles 1 >1 >1 >1
Oxydase + + + +
Croissance + - _ _
A4rce
A4ce + + + ~
Réduction NO3z + - _ _
ADH + + + +
Hydrolyse + - _ _
Gélatine
Lécithinase \% - _ _
Urée \ - _ \Y
Citrate Simmons + + + +
Glucose + + + +
Acidification | Tréhalose _ + _ _
Mannitol + + _ _
Xylose + + + _
Maltose _ _ \ _
(Denis et al., 2007)
V : variable

+:90% ou plus de souches positives a
- :90% ou plus de souches négatives



Annexe Il :
Matériel non biologique :

Milieux de culture liquides :
e Rothe (Glucose a I’azide de sodium)
e EVALITSKY
e Giolitti Cantoni
e EPA : Eau Peptonee Alcaline

Milieux de culture solides :
e Chapman
e Gélose au cétrimide
e GNAB : Gélose Nutritive Alcaline Biliée
e VF: Gélose viande de foie
e Mueller Hinton
e KingA
e KingB

Réactifs et colorants
e Tellurite de potassium
e Alun de fer
e Sulfite de sodium
e Kovacs
e TDA (tryptophane désaminase)
e VPIET VP Il (Voges-Proskauer)
e Violet de gentiane

e Fuschine.
e Lugol
e Alcool

e Huile de vaseline

Petits matériels

- Bouteilles stériles de 250 ml
- Glaciére

- Bloc réfrigeérant

- Tubes a essai

- Portoir pour tubes a essai

- Pipettes pasteur

- Pipettes graduées

- Ecouvillons

- Anse d’inoculation et support
- Boites de Pétri stériles



- Eau physiologique stérile
- Lames et lamelles

- Microscope

- Pied a coulisse

- Pinces stériles

- Bec Bunsen



: Table NPP

Tableau XXIII

Nombre
caractéristique

<1

10

12

5x 1ml

5x10 ml

1x50ml




11

14

18

21

o K W DN

13

[

17

22

28

35

43

ol O B~ WD

24

|

35

54

92

160

ol o o o1 o o B~ B~ BB W W W W

gl B WD

>240

Tableau XXIV : Méthodes de dénombrement de Staphylococcus aureus sur milieu solide

Dilution
101 102 103 UFC/ml
Boites
1 + + 1000
> n + 100
3 n - 10




Tableau XXV : Lecture de la galerie miniaturisée Api 20E

Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée Api 20

Tests Substrat Réactions-enzymes Résultats
Négatif Positif
ONPG | Ortho-nitro-phenyl- Beta-galactosidase Incolore Jaune
galactosidase
ADH Arginine Arginine dé hydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine Lysine décarboxylase
OoDC Ornithine Ornithine décarboxylase
CIT Citrate de sodium Utilisation de citrate Vert pale /jaune Bleu-vert/vert
H2S Thiosulfate de Production de H2S Incolore/grisatre Dépbt noir
sodium
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orange
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase Réactif TDA
Jaune Marron foncé
IND Tryptophane Production d indole Réactif de KOVACS
Jaune Anneau rouge
VP Pyruvate de sodium | Production d’acétoine VP1+VP2/10min
Incolore Rose/Rouge
GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion de
pigment noir
GLU Glucose
MAN Mannitol
INO Inositol
SOR Sorbitol Fermentation /oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamanose
SAC Saccharose
MEL Melibiose
AMY Amyglaline
ARA Arabinose




Tableau XXVI : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Pseudomonas

aeruginosa
Antibiotiques Charges des Diameétres critiques (mm)
testés disques R i S
Imipenéme 10pug <13 14-15 >16
Gentamycine 10pg <12 13-14 >15
Tobramycine 10pug <12 13-14 >15
Colistine 10pug <10 | - >11

Tableau XXVII : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Staphylococcus

spp.
Antibiotiques Charges des & Diameétres critiques (mm)
testés disques R I S
Oxacilline (S. 10ug <10 11-12 >13
aureus)
Gentamycine 10pg <12 13-14 >15
Kanamycine 30ug <13 14-17 >18
Erythromycine 15ug <13 14-22 >23
Clindamycine 15pg <14 15-20 >21
Vancomycine 30ug T e
Ofloxacine Sug <14 15-17 >18
Tétracycline 30ug <14 15-18 >19
Chloramphénicol 30ug <12 13-17 >18
Pristinamycine 15pg <19 19-21 >22
Acide fusidique 10ug <24 | - >24




Tableau XXVIII : Les charges bactériennes dans 1’ensemble des prélévements

Date 31/01/2016 14-29/02/2016 13-27/03/2016 10-24/04/2016 02/05/2016
Prélevement P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Hopital |[BT |BB| FF | BT [BB |FF [BT | BB | FF | BT [BB | FF | BT [ BB | FF [ BT | BB | FF | BT | BB | FF | BT | BB | FF
Unité :UFC/100 ml dans une solution mere
StepD | 6 [ 7 [ 5 [5[3] -] -]5 [t ]-]-]-]-]-]-]-]-] ] ]
Unité : 10%/ml dans une dilution de 10
Aero 79 - | - - |31] - [182] - |105[143] 66 69,1 88,1 141
Pseudo 107 - | - 801| - | - | - |691] - |20 | - - - -
Vib - - -] - - - - - - -] 22,3
Unité :spore/20ml dans une dilution de 10
Clos [ 63 [72]105] - [ - [ -] - [ - [ -] -]-[15]22]20] -] -] ] (70 ]
Unité : UFC/ml
Staph.a | 1000 | 100 | 1000 | - | | - | - [1000|100] - [100|100| - [ - | IR B | - ] 100

BT : Brahim Tirichine / BB: Ben Bouali / FF: Frantz Fanon







