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Résumé :
L’objectif de ce travail consiste a évaluer la qualité bactériologique des eaux destinées

a ’hémodialyse, en isolant et en identifiant les bactéries présentes dans ces eaux et a étudier

I’¢état d’antibiorésistance des souches isolées vis-a-vis différentes familles d’antibiotiques.

Les résultats de contréle bactériologique montrent que I’eau de 05 échantillons
(17.86%) provenant des cliniques privées est de mauvaise qualité bactériologique. Notre étude
a révélé une contamination de trois échantillons d’eau prélevés a partir de robinet
d’hémodialyse par les coliformes totaux (>240 UFC/100ml). Un seul échantillon était
contaminé par les coliformes fécaux, ce dernier provient de la clinique LILIA a raison d’un
taux supérieur a 240g/100ml. Les résultats relatifs a la mise en évidence des streptocoques
fécaux montre qu’un seul échantillon de la clinique SIDI ABDEL KADER ¢tait contaminé
(43g/100ml). De plus, nous avons noté la présence des spores d’anaérobies sulfito-réductrices
dans un seul échantillon. Les résultats de nos analyses indiquent que tous les prélévements ne
présentent aucune croissance des germes pathogenes suivants : Salmonelles, Pseudomonas

aeruginosa, et les vibrions cholériques.

Les résultats d’antibiogrammes des souches isolées vis-a-vis quelques
antibiotiques de différentes familles sont décrits. La majorité des souches isolées présente une
résistance accrue vis-a-vis les antibiotiques testés principalement aux beta-lactamines, au

metronidazole et aux tetracyclines.

Mots clés: cau d’hémodialyse, controle bactériologique, identification, bactéries,

antibiorésistance, stations d’hémodialyse.



Abstract:

The objective of this work is to evaluate the microbiological quality of water used for
hemodialysis, by isolating and identifying bacteria in those waters and to study the antibiotic

resistance profile of isolated strains towards different families of antibiotics.

The results of bacteriological control show that water of 05 samples (17.86 %) from
private clinics is of poor bacteriological quality. Our study revealed a contamination of three
water samples by total coliforms (> 240 UFC / 100ml). One sample was contaminated with
fecal coliforms, it comes from LILIA clinic with of a rate exceeding 240g/100ml. The results
related to the detection of fecal streptococci show that one sample of clinic SIDI ABDEL
KADER was contaminated (43g/100ml). Besides, it was noted the presence of sulfite-
reducing anaerobic spores in a single sample. The results of our analysis indicate that all
samples show no growth of the following pathogenic germs: Salmonella, Pseudomonas

aeruginosa, and Vibrio cholerae.

The results of antibiotic susceptiblity testing of isolated strains towards some
antibiotics from different families are described. The majority of isolated strains present an
increased resistance versus tested antibiotics mainly to beta -lactams, metronidazole and

tetracyclines.

Keywords: hemodialysis water, biological control, identification, bacteria, antibiotic

resistance, hemodialysis stations.



:pedla

LSS aasts Joe ol e o ASI Jug olial A gl g g Sl Ao il i s Al Al 08 (e gl
Cildbaal) (pe ddlide et Ay jaall YL A pall Cilaliaall daglie Ala Al s olaal) lli 8 5 g sall

A sl

b a dalal) Clabal) e dadldll (717.86) slaall (e Silise 05 Ol dan s sn S 481 jal) il s
Coliformes totaux < ISV dae ) sina sbie o Gline EOE Gl L j3 RIS A0 ) dan 5l 50 53 A 58
Aadi yo Ay L 3abe s yaae 3 53Y1 3 5 «Coliformes fécaux o & ske cilS as) s e (Je100/8240<)
salie (e 3aal 5 due o @ yedil Streptocoques fécaux oo il Al &l Je100 / 240UFC e
Aan el A0 oS il all E1al asas aa gl ¢ Al ) A8LaYL,(Je100/843<) Lske culS Haldl) de s
A (il a3 sl o850l 3 sl et Y Sl gm0l 8 WS il Sl e il
les vibrions cholériques.Salmonelles Pseudomonas aeruginosa.

O Al Chibiaall any i Ay jaall YL gl Claliadll Tpuluall LAl mill Choay o
Jaala syl 4 pall Clabiadll s dlle L slie @ jedal A 5 jeall VDL alaee L) o 8 ddlide COlle

beta-lactamines, metronidazole -tetracyclines.

S e ¢ A pad) labcaal) daglia ¢ LSl ¢ CadSH ¢ daa ol g iUl 48] yal) c(;ﬁ\d.mf;olzm R.);l:s.w\ <lalsl)
c S e



Sommaire
Introduction......... ... e 1
Chapitre I : Rappels bibliographiques

1. Généralités

L1 Physiolo@ie ré€nale. .........c.oiiuiiiiiii e e 2
[.2 Insuffisance rénale. ......... ..o 2
1.2.1 Insuffisance rénale chronique (IRC) ..., 2
1.2.2 Insuffisance rénale aigue (IRA) ......oooiiiiiiii e 3
L3 HEMOAIALYSE. . ..ttt e 3
[.3.1 Techniques d’hémodialyse..........cooiiiiiiiii e

[.3.1.1 Hémodialyse conventionnelle...............ooiiiiiiiiiiiiiii e 4
L.3.1.2 HEMOTIIration. .. .....oouii e

[.3.1.3 Hémodiafiltration. ... .......oouiiiii e

1.3.1.4 Hémofiltration et hémodiafiltration en ligne..................ccooiiiiiiiiiinn.n. 5

I1. Eaux d’hémodialyse

II.1 Généralités sur les eaux d’hémodialyse...........coooviiiiiiiiiiii e,
I1.2 Objectifs du traitement d’eau pour hémodialyse...............ccooviiiiiiiiiin..
IL.3 Qualité de I’eau utilisée en hémodialyse..............ooiiiiiiiiiiiii i 6
I1.3.1 Importance d’une qualité de I’eau dans hémodialyse..................c.ocoeieine.
I1.3.2 REgIEMENtAtioN. .. ..ovtit e
I1.3.3 Effet d’une mauvaise qualité bactériologique d’eau de dialyse..................... 7
I1.3.4 Qualité de I’eau exigée ou recommandeée. .............ooevvuiiniiiiiniieieennannenn...

I1.4 Traitement de I’eau d’hémodialyse..............oooeiiiiiiiiiii e, 9



I1.4.1 Description technique du traitement d’eau en hémodialyse....................... 10

I1I. Risque infectieux lié a I’eau de dialyse

IILT COlfOrmES. ..ot 13
IL1.1 Coliformes totaUX. ... ..uuueeine ettt 13
I1.1.2 Coliformes fECAUX. .....ouiniie i 13
IT1.2 StreptoCOqUES fECAUK . .. ..uuintt ettt ettt et e 13
IIL3 SalmONEIleS. ... nveeeeee e e 14
1.4 Pseudomonas QeruginoSa. ..............o.uuuuuiuiieiiii i 14

II1.5 Clostridium sulfito-réducteur ou bactéries anaérobies sulfito-réductrices

IV. Antibiotiques et antibiorésistance

LA BN 13 o 103 10 1015 15
IV.L T DEINItION. .ot e 15
IV.1.2 Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action........................ 15
IV.2 ANtiDIOTESIStANCE. . ...ttt 16
IV.2.1 DEFINItION. .ottt 16
IV.2.2 Différents types de la résistance bactérienne aux antibiotiques................... 16
IV.2.2.1 Résistance naturelle...........o.oiiiiiii 16
IV.2.2.2 RESISTANCE QCQUISEC. ...ttt ettt eitete et et et et e e e et e teeaeeeenae e, 16

IV.2.2.3 Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques.................... 16



Chapitre I1 : Matériel et méthodes

I1.1. Matériel

IL.1 Matériel biologIqUe. ... ...voeiit e e e aaaes 18
I1.1.2 Matériel non biologIqUe. .......ovurineiiiii e, 18
I1.2 Méthodes

I1.2.1 Techniques de prélévement et tranSport..........couvueiueieireiiiiiiiniiieaneeens 18
I1.2.2 Test de chlore résiduel............ooouiii i 19
I1.2.3 Analyses bacterioloiqUes. ... ...ouveuuiitietii e 20
I1.2.3.1 Recherche et dénombrement des coliformes (la colimétrie) .................... 20
I1.2.3.2 Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux...................cenee. 22
I1.2.3.3 Recherche des salmonelles.......... ..o 23
I1.2.3.4 Recherches des Pseudomonas aeruginosa................cc.uveuiueeineninnannn 24

11.2.3.5 Recherche et dénombrement des clodtridium sulfito-réducteurs ou bactéries

anaérobies sulfito-réductrices (ASR) ......coiiiiii 26
I1.2.3.6 Recherche des vibrions chol€riques...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
I1.2.4 Galerie APT20".........ooiiiiiiiiiie i 29
IL.2.5 AntibDIOZramIme. .......ouuiitiit et et e et e e e e aeeeaans 29

Chapitre III : Résultats et discussions

ITLI.1 Test de chlore résiduel.............. ... 31
I11.2 Résultats de controle bactériologique...........................ociiiiii 32
II1.2.1 Résultats de controle bactériologique de I’Hopital FRANTZ FANON......... 32

II1.2.2 Résultats de controle bactériologique de la clinique d’hémodialyse SIDI
ABDEL KADER . ...t 33



II1.2.3 Résultats de controle bactériologique de la clinique LILIA....................... 34
II1.2.4 Résultats de contrdle bactériologique de la clinique IFRADJ.................... 35

III.2.5 Résultats de la recherche des Coliformes totaux et fécaux et Streptocoques

L7 10 b 36
I11.3 Résultats de controle de I’antibiorésistance....................................... 39
II1.3.1 Antibiorésistance des souches d’Enterobacteriaceae isolées..................... 41
II1.3.2 Antibiorésistance des souches de Pseudomonaceae isolées....................... 48
I11.3.3 Antibiorésistance des souches de Streptococcaceae isolées....................... 51
I11.3.4 Antibiorésistance des souches de Vibrionaceae isolées........................... 53
ConCluSION. ... 57

Références bibliographiques

Annexes



Abréviations :

IR : Insuffisance rénale

AV : Artério-véneux

HD : Hémodialyse

DP : Dialyse péritonéale

MSP : Membrane semi-perméable

PM : Poid moléculaire

RA : Rein artificiel

FG : Filtration glomérulaire

PE : Pharmacopée Européenne

PF : Pharmacopée Frangaise

JORA : Journal Officiel de la République Algérienne
E.colie : Escherichia coli

ATB : Antibiotique

ARNm : Acide Ribonucléique méssager
MLS : Macrolides, Lincosomides, Synergistines
VF : Viande Foie

BGN : Bacille a Gram Négatif

BGP : Bacille a Gram Positif

CGN : Cocci a Gram Négatif

CGP : Cocci a Gram Positif

GN : Gélose Nutritive



RASRBA : Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance des Bactéries aux

Antibiotiques

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ISO : International Standardization Organization
AFNOR : Association Francaise de Normalisation
g : germe

BQB : Bonne Qualité Bactériologique

MQB : Mauvaise Qualité¢ Bactériologique

C.T : Coliformes totaux

C.F : Coliformes fécaux

S.F : Streptocoques fécaux

S : Salmonelles

P.a: Pseudomonas aeruginosa

V.C : Vibrions cholériques

Ech : échantillon



Glossaire :

Néphron : unit¢ morphologique et fonctionnelle du rein, composée d’un glomérule et

d’un tubule urinifére (Marcel et al., 2006).

Glomérule rénal : pelote de capillaires du corpuscule rénal, au niveau desquels se

forme I’urine primaire (Jacques et al., 2007).

Filtration glomérulaire : formation d’un ultrafiltrat du plasma dans les corpuscules
rénaux par filtration a travers la membrane basale de 1’endothélium des capillaires du

glomérule rénal (Jacques et al., 2007).

Amyloidose : Ensemble de maladies caractérisées par le dépot de substance amyloide

dans les organes périphériques (Jacques et al., 2007).

Encéphalopathie : ensembles de troubles cérébraux qui compliquent parfois
certaines infections, certaines altérations de 1’état général ou certaines intoxications et

correspondant a des altérations anatomiques séveres et variées (Marcel et al., 20006).
Ostéopathie : affections osseuses (Jacques et al., 2007).

Méthémoglobinémie : présence dans les hématies d’une quantité excessive de
méthémoglobine (dérivé de ’hémoglobine dans lequel le fer est a I’état trivalent, il est
incappable de fixer 1’0,), pouvant entrainer des symptomes asphyxiques par

anoxémie (Marcel et al., 2006).
Hépatopathie : affections du foie (Marcel et al., 2006).

Ostéoporose : diminution de la masse minérale des os due a un défaut de
renouvellement du tissu osseux, elle s’installe rapidement dans les os qui ne sont plus

soumis a des contraintes (immobilisation, apesanteur) (Jacques et al., 2007).

Ostéomalacie : calcification insuffisante de la substance fondamentale de 1’os de
I’adulte se traduisant par des microfractures de la corticale et des travées osseuses de

1’0s spongieux (Jacques et al., 2007).

Cyanose : couleur bleuté que prend la peau humaine lorsque le sang capillaire est mal
oxygéné. Elle s’observe aussi lorsqu’une partie importante de 1’hémoglobine est

convertie en méthémoglobine (Jacques et al., 2007)
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INTRODUCTION

A D’état naturel, rares sont les eaux qui sont consommables immédiatement. Pour les
rendre potable, un traitement bactériologique et physico-chimique est mis en ceuvre. L’eau
ainsi produite doit étre conforme aux normes définies par le code de la santé publique sous la

monographie « eau destinée a la consommation humaine » (Boudzali et Metahri, 2009).

«L’eau, c’est la vie »; cette affirmation prend un sens tout particulier dans les
hopitaux et les établissements de santé ou ce fluide est un élément essentiel pour leur
fonctionnement. En hémodialyse, 1’eau constitue la matiere premiere, le support d’échange,
indispensable a chaque séance de dialyse participant a 1’épuration du sang du patient lors de
son traitement. Elle compose a 97% le dialysat et constitue un élément essentiel de 1’efficacité
et de la biocompatibilité de cette thérapeutique. La distribution d’une eau de bonne qualité
sera donc nécessaire en permanence ; les patients sont fragiles et la flore microbienne dans
I’eau peut étre le vecteur représente pour eux un risque potentiel (Dorez, 2009).

En fait, Les patients atteints d'insuffisance rénale chronique souffrent d'anomalies du
systétme immunitaire, comme une conséquence directe de l'urémie et de ses conséquences
métaboliques, ce qui les rend plus sensibles aux infections (Jaber, 2005). Chaque patient
dialysé est exposée a entre 18 000 et 36 000 litres d'eau par an, a partir de laquelle, si elle n'a
pas été traitée correctement, divers contaminants bactériens et toxiques peuvent étre transférée
aux patients (Montanari et al, 2009).

De nombreuses ¢épidémies imputables aux procédures inadéquates de traitement de
I’eau de dialyse ont été reportées. Les bactéries présentes dans l'eau et pouvant étre a la source
d'une infection sont essentiellement des bacilles Gram négatif et plus rarement les
mycobactéries non tuberculeuses (Société Francaise d’Hygiéne Hospitaliere, 2005). Ces
bactéries utilisent la solution de dialyse en tant que source de nutriments pour la croissance

(Montanari et a/, 2009).

Pour satisfaire aux dispositions proposées par la Pharmacopée européenne, 1'eau doit
subir un traitement spécifique, méme si elle provient d'un réseau de distribution publique et
des contrbles périodiques de 1’eau devront étre effectués. C’est dans ce contexte qu’une

grande partie de notre travail s’est focalisée.

L’objectif de cette étude consiste a évaluer les parametres microbiologiques reflétant
la qualit¢ des eaux destinées a 1’hémodialyse, en isolant et en identifiant les bactéries

présentes dans cette eau et en déterminant leur profil d’antibio-résistance.



Chapitre II Matériel et méthodes

Chapitre I : MATERIEL ET METHODES

Notre travail a été réalisé durant la période s’étalant du mois de Février
jusqu’au mois de Mai 2016 au niveau du laboratoire d’hygi¢ne de la wilaya de Blida.
Il porte sur le controle bactériologique de I’eau provenant des réseaux de distribution
destinée a I’hémodialyse de quelques centres d’hémodialyse privés et publiques situés

dans la wilaya de Blida, ces centres sont :
-L’hopital de FRANTZ FANON.
-Clinique d’hémodialyse de SIDI ABDEL KADER.
-Clinique LILIA.
-Clinique IFRAD].
II-1 Matériel :
I1-1-1 Matériel biologique :

Les souches isolées des échantillons d’eau destinées a 1’hémodialyse

appartenant aux différentes familles.
I1-1-2 Matériel non biologique :

L’échantillon non biologique est réparti en deux flacons de 250 ml d’eau
traitée destinée a I’hémodialyse prélevée a partir de plusieurs unités d’hémodialyse en

vue d’une analyse bactériologique.

L ‘ensemble du matériel non biologique utilisé est présenté dans I’annexe 1.

I1-2 Méthodes :
I1-2-1 Techniques de prélevement et transport :

Nous avons effectu¢ au total vingt huit (28) prélevements pour 1’analyse
bactériologique des eaux a raison d’un prélévement par 15 jours de chaque unité

d’hémodialyse.

Le prélevement d’un échantillon d’eau est une opération délicate a laquelle le
plus grand soin doit étre apporté. L’échantillon doit étre homogene, représentatif et

obtenu sans modifier les caractéristiques microbiologiques ou physico-chimiques,
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donc il est bien évident qu’un prélévement correct est indispensable a I’obtention des

résultats analytiques significatifs (Rodier et al, 1996).

L’eau doit étre prélevée dans des flacons stériles en verre de 250 ml avec

toutes les précautions possibles, pour cela plusieurs conditions s’imposent :

-Stériliser par un flambage le robinet et laisser I’eau couler de 2 & 3 minutes,
puisque les robinets peuvent étre facilement contaminés par I’environnement et les
parties internes risquent d’étre infectés par la croissance des microorganismes sous

forme d’un biofilm (Ligntfoot et Maier, 2002).

-Flamber rapidement le bord du goulot, remplir presque entierement le flacon,

flamber a nouveau le bord du goulot et mettre le bouchon.

-Les flacons doivent étre étiquetés, il faut inscrire sur I’étiquette les indications

nécessaires a I’identification du prélévement :

o L’origine de I’eau.
o Lieu de prélevement.
o La date et I’heure du prélévement.

-Les échantillons sont transportés dans des glaciéres pour une température
comprise entre 4 et 6°C. L’analyse bactériologique doit débuter dans un délai

maximum de huit heures apres le recueil de 1’échantillon (Roux, 1987).
I1-2-2 Test de chlore résiduel :

Un dosage de taux de chlore total sur I’eau osmosée doit étre réalisé avant
chaque série de séance de dialyse, le taux doit étre inférieur a 0,1 mg/l. Si le taux de
chlore est compris entre 0,1 mg/l et 0,2 mg/l, des dispositions sont a prendre pour
surveiller ce taux et pour 1’abaisser. Si le taux de chlore est supérieur a 0,2 mg/l, les
séances de dialyse sont suspendues a cause du risque accru d’hémolyse chez le patient

ainsi que le risque de détérioration des membranes des osmoses (Kada, 2008).

Ce test c’est le seul test physico-chimique qui s’effectue au niveau de

laboratoire d’hygiéne par la méthode a la Diéthyl-p-phénylénediamine (DPD).

X/

- Technique :
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-Prendre un tube stérile, ajouter une quantit¢ déterminée d’eau a analyser

(presque 5 a 10 ml).

-Ajouter un comprimé de DPD et bien mélanger le contenu du tube pendant 2

minutes.

-En présence de chlore, le DPD donne a pH entre 6,2-6,5 une coloration

rouge-rosatre (Rodier, 1984) (Voir Figure 12, Annexe II).
I1-2-3 Analyses bactériologiques :
L’analyse bactériologique de I’eau destinée a I’hémodialyse consiste a :

-La recherche et le dénombrement des bactéries indicatrices de contamination

fécale (Coliformes totaux, coliformes fécaux et streptocoques fécaux).

-La recherche de certaines bactéries pathogénes (Clostridium sulfito-réducteur,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonelles et Vibrions cholériques).
-Apprécier la qualité bactériologique de I’eau.

Au cours de notre étude, nous avons utilisé la méthode de NPP de Mac Grady
(Nombre le Plus Probable) pour analyser nos échantillons. Cette méthode d’analyse
est préconisée par 1’association francaise de normalisation (AFNOR) et par

I’organisation mondiale de la santé (OMS).
I1-2-3-1 Recherche et dénombrement des coliformes (la colimétrie) :

La colimétrie désigne les méthodes bactériologiques permettant de rechercher
et de dénombrer les coliformes dans un échantillon d’eau. La colimétrie peut se faire

en milieu liquide sur BCPL par la technique de NPP Voir tableau VII, annexe III).
La technique en milieu liquide sur BCPL (Figure 13 et 14, Annexe II) :
La technique en milieu liquide fait appel a deux tests consécutifs :

» Test de présomption : réservé a la recherche des coliformes totaux.
» Test de confirmation ou test de Mac Kenzie : réservé a la recherche des

coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.
A-Test de présomption :
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-Technique : A partir de I’eau a analyser, apporter aseptiquement :

-50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu BCPL (D/C) muni d’une

cloche de Durham.

-5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL (D/C) muni d’une

cloche de Durham.

-5 fois 1 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL (S/C) muni d’une

cloche de Durham.

-Chassez le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham, dévissez

un peu le bouchon des tubes et bien mélangez le milieu et I’inoculum.
-Incubation : a 37°C pendant 24 a 48 heures.
-Lecture : Sont considérés comme positifs les tubes présentant a la fois :
-Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).

-Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui

constitue le témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).

-La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table de NPP (Voir

tableau VII, annexe III).
B-Test de confirmation :

I1 est basé sur la recherche des coliformes thermo tolérants parmi lesquels on
redoute surtout la présence d’Escherichia coli. Les coliformes thermo tolérants ont les
mémes propriétés de fermentation que les coliformes mais a 44°C. Escherichia coli

est un coliforme thermo tolérant qui produit I’indole a partir du tryptophane a 44°C.
-Technique:

Les tubes de BCPL trouvés positifs lors du dénombrement des coliformes
totaux feront 1I’objet d’un repiquage (1ml) dans un tube contenant le milieu Schubert
muni d’une cloche de Durham. Chassez le gaz présent éventuellement dans les

cloches de Durham et bien mélangez le milieu et I’inoculum.

-Incubation : a 44°C pendant 24 heures.
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-Lecture : Sont considérés comme positifs les tubes présentant a la fois :
-Un dégagement gazeux.

-Un anneau rouge en surface, témoin de la production d’indole par
Escherichia coli aprés avoir ajouter 2 a 3 gouttes de réactif de Kovacs (Voir figure

15, Annexe II).

La lecture finale se fait par les prescriptions de la table de NPP en tenant
compte a la fois que Escherichia coli est a la fois producteur de gaz et d’indole a 44°C

(Voir figure 16, Annexe II).

I1-2-3-2 Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux (Figure 17

et 18, Annexe II):

Tout comme la méthode de recherche des coliformes en milieu liquide, cette

méthode fait appel a deux tests consécutifs :
-Test de présomption.

-Test de confirmation : réservé a la conformation réelle des Streptocoques

fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.
-Test de présomption : A partir de I’eau a analyser, apporter aseptiquement :
-50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu ROTH (D/C).
-5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTH (D/C).
-5 fois 1 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTH (S/C).
Bien mélangez le milieu et I’inoculum.
-Incubation : a 37°C pendant 24 a 48 heures.

-Lecture : Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble
microbien, ces derniers ne doivent en aucun cas faire 1’objet d’un dénombrement mais

doivent faire I’objet d’un repiquage sur milieu EVA LITSKY pour la confirmation.
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-Test de confirmation : Il est basé¢ sur la confirmation des Streptocoques

fécaux éventuellement présents dans le test de présomption.

-Technique : Les tubes de ROTH positifs feront 1’objet d’un repiquage (1 ml)

dans un tube de milieu EVA LITSKY. Bien mélangez le milieu et I’inoculum.
-Incubation : a 37°C pendant 24 heures.
-Lecture : Sont considérés comme positifs les tubes présentant a la fois :
-Un trouble microbien.
-Une pastille violette (blanchatre) au fond des tubes.

La lecture finale s’effectue ¢galement selon les prescriptions de la table de NPP.
I1-2-3-3 Recherche des salmonelles (Figure 19, Annexe II):

<> Premier jour : Premier enrichissement

A partir de I’eau a analyser, apporter aseptiquement :

-100 ml dans un flacon contenant 100 ml de milieu Sélénite-Cystéine (SFB)

(D/C) par flacon et ajouter quelques gouttes de 1’additif Sélinite de Sodium.

-Incubation : a 37°C pendant 18 a 24 heures.

X/

> Deuxiéme jour : Deuxiéme enrichissement et isolement
Le bouillon Sélénite cystéiné incubé la veille fera 1’objet :

-D’une part, d’un deuxiéme enrichissement sur milieu Sélinite-Cystéine (SFB)

en tube a raison de 1 ml.
-D’autre part, d’un isolement sur gélose Hektoen.

-Incubation : a 37°C pendant 18 a 24 heures.

X/

> Troisieme jour : Lecture des boites et identification:

-D’une part, la boite de gélose Hektoen fera I’objet d’une lecture en tentant
compte du fait que les salmonelles se présentent le plus souvent sous forme des

colonies de la couleur grise bleue a centre noir.
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-D’autre part, prendre au hasard 4 colonies caractéristiques et distinctes feront
I’objet d’une confirmation (une identification morphologique et biochimique) qui se

déroule comme suite :

o Etat frais (bacilles, mobilité).

e (olorations de Gram (bacilles a Gram négatif).

e Ensemencement d’un tube Kligler (TSI) qui sera incubé a 37°C
pendant 24 heures (Lactose (-), Glucose (+), gaz (+) et HyS(+).

e Ensemencement soit d’une galerie biochimique classique ou d’une

galerie biochimique API 20".
I1-2-3-4 Recherche des Pseudomonas aeruginosa (Figure 21, Annexe II):
On fait la mini galerie ou isolement sur milieu Cétrimide :
1) Mini galerie :
e Culture sur KingA et KingB :

Régénérer les 2 milieux et les incliner, puis on fait I’ensemencement sur la
ponte, le virage du couleur en vert due a la production de la pyocianine et la

pyoverdine par Pseudomonas aeruginosa.

Remarque : King A : correspond a la pyocianine, King B : correspond a la

pyoverdine.

e Les acides aminés Lysine décarboxylase (LDC), Ornithine

décarboxylase (ODC) et Adénine déshydrolase (ADH):
-Réaliser une suspension bactérienne en eau physiologique.

-Verser les trois milieux (ODC, LDC, ADH) dans 3 tubes a essais stériles, puis
ensemencer chacun des 3 tubes avec 2 a 3 gouttes de la suspension bactérienne a

I’aide d’une pipette pasteur.

e Incubation : a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture:
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Virage acide (jaune) : Négatif (-).

Virage alcalin (violet) : Positif (+), pour assurer qu’il y a eu effectivement

une croissance dans le tube, le milieu doit étre trouble.

e C(Citrate de Simmons :

Certaines bactéries sont capables d’utiliser 1’ion citrique comme unique source
de carbone. De telles bactéries sont apres a cultiver sur des milieux synthétiques dont
la seule source de carbone est constituée par le Citrate de Sodium. Cette croissance
peut s’accompagner d’une libération d’ammoniaque d’ou le plus souvent
alcalinisation du milieu. L un des milieux utilisés pour cette étude est celui au Citrate

de Simmons.

e Technique : L ensemencement sera fait par une strie longitudinale.
e Incubation : a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture:
Citrate positif (+) : culture abondante avec bleuissement du milieu.

Citrate négatif (-) : Absence de culture et de virage de couleur, méme apres

plusieurs jour d’incubation.

Tableau VIII : Caractéres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
LDC -

ODC -

ADH

Citrate de Simmons
King A

King B

|+ |+

(Lebres, 2009)

2) Isolement sur milieu Cétrimide :

La gélose au cétrimide (Bromure de cétyl-triméthyl-ammonium) est un milieu

sélectif qui permet I’isolement de des Pseudomonas notamment Pseudomonas
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aeruginosa. Ce milieu proche du milieu King A qui favorise la production de

pigments (pyocianine) par P.aeruginosa.

e Technique : Ensemencer la surface du milieu par des stries serrées a
partir d’une suspension.
e Incubation : a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture : Colonies verdatres = présence des Pseudomonas aeruginosa.

I1-2-3-5 Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteur ou

bactéries anaérobies sulfito-réductrices (ASR) (Figure 22 et 23, Annexe II):
-Technique : A partir de I’eau a analyser, apporter aseptiquement :

-4 fois 5 ml dans 4 différents tubes stériles, qui seront par la suite soumis a un
chauffage a 80°C pendant 8 a 10 minutes, dans le but de détruire toutes les formes

végétatives des ASR éventuellement présentes.

-Apres chauffage, refroidir immédiatement le tube sous 1’eau de robinet (choc

thermique).

-Ajouter environ 18 a 20 ml de gélose Viande Foie (VF), fondue puis refroidie
a 45£1°C dans un bain d’eau additionner d’une ampoule d’Alun de Fer et d’une

ampoule de Sulfite de Sodium.

-Mélanger doucement le milieu et ’inoculum en évitant les bulles d’air et

I’introduction de I’oxygéne.

e Incubation : a 37°C pendant 16, 24 a 48 heures.

e Lecture:

-La premiere lecture doit absolument étre faite aprés 16 heures d’incubation
car treés souvent les colonies des ASR sont envahissantes auquel cas on se trouverait
en face d’un tube complétement noir rendant ainsi l’interprétation difficile voire
impossible et I’analyse sera & refaire en utilisant des dilutions décimales de 107, 107

voire méme plus.

-La deuxieme lecture se fera a 24 heures et la troisiéme et derniére a 48 heures.
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-Dénombrer toute colonie noire d’un diametre supérieur a 0,5 mm poussant en

masse et rapporter le total des colonies a 20 ml d’eau a analyser.
I1-2-3-6 Recherche des vibrions cholériques (Figure 24, Annexe II):
+*» Premier jour : Premier enrichissement
A partir de I’eau a analyser, apporter aseptiquement :

-225 ml dans un flacon du milieu Eau Peptonée Alcaline (EPA) 10 fois

concentré réparti a raison de 25 ml par flacon.

e Incubation : a 37°C pendant 18 a 24 heures.

+» Deuxiéme jour : Deuxiéme enrichissement et isolement :
Ce flacon fera I’objet :

-D’une part, d’un deuxiéme enrichissement sur milieux EPA en tube a raison

de 1 ml.
-D’autre part, d’un isolement sur gélose GNAB (1).

e Incubation : a 37°C pendant 24 heures.

¢ Troisieme jour : Lecture des boites et deuxiéme isolement :
-D’une part, le tube d’EPA fera I’objet d’un isolement sur GNAB (2).

-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.

Prendre au hasard 4 colonies caractéristiques et distinctes feront 1’objet d’une
confirmation (une identification morphologique et biochimique) qui se déroule

comme suite :
-Oxydase (+)
-Coloration du Gram (BGN, forme incurvée)
-Etat frais (mobiles)

-KIA (culot jaune, pente rouge)
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-LDC (+), ODC (+), ADH (-)
e Test de fermentation des sucres: TSI (Triple Sugar Iron)

Ce milieu permet d’étudier la fermentation de trois sucres (Glucose, Lactose,
Saccharose), d’apprécier la production ou non de H,S et de noter la production ou non

du gaz a partir du glucose.

e Technique : Elle consiste a ensemencer en stries serrées la pente de la
gélose puis par piqure centrale le culot.
e Incubation : a 37°C pendant 18h.

e Lecture:
a) Lecture au niveau du culot (glucose et gaz) :
-La fermentation du glucose se traduit par le virage au jaune.

-La production du gaz se traduit par la formation ou non des bulles de gaz dans

la masse ou détachement du milieu.
b) Lecture de pente (lactose, saccharose) :

-La fermentation du lactose et/ou du saccharose se traduit par le virage au

jaune de masse.
c¢) Lecture de H,S :
-La production de H;,S se traduit par un noircissement du milieu.

R o' GERE
Ex g,

-
_\. Lactose +

Saccharose +
Glucose +
Dégagement de gaz +

Production de H,S -

Figure 25 : Exemple de résultat du test de fermentation des sucres TSI
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I1-2-4 Galerie API 20" :

API 20" est un systtme standardis¢ pour Iidentification des
Enterobacteriaceae et certains bacilles a Gram négatif, a réalisation rapide et facile de

20 tests biochimiques miniaturisés déshydratés préts a I’emploi.

e Technique : Les microtubes (contenant les substrats déshydratés) sont
inoculés par une suspension bactérienne d’une densit¢ convenable et les

microtubes soulignés sont additionner de I’huile de vaseline.

Figure 26 : Inoculation de la suspension bactérienne dans les microtubes de
la galerie API 20E

-Incubation : a 37°C pendant 24h.

-Lecture : La production des métabolites par les bactéries durant la période
d’incubation se traduit par des changements des couleurs spontanés ou révélés par

addition des réactifs (TDA, Kovacs, VPI, VPII).

La lecture est réalisée a I’aide d’un tableau de lecture de résultats (Voir
tableau IX, annexe III) et I’identification obtenue a 1’aide du tableau d’identification
du catalogue analytique ou a 1’aide du logiciel d’identification Apiweb TM (Entrer

manuellement au clavier le profil numérique a 7 chiftres).
I1-2-5 Antibiogramme :

L’antibiogramme standard ou les méthodes par diffusion sont les plus utilisées
par les laboratoires cliniques, elles consistent a déposer des disques de papier buvard

imprégnés de concentration déterminée d’antibiotique a la surface d’un milieu gélose
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Muller Hinton. Aprés incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition

circulaires correspondant a une absence de culture (Soude, 2005).

e Technique:

-Préparation de I’inoculum : A partir d’une culture pure (18 a 24h sur milieu
non sélectif adapté aux exigences de la souche), préparer une suspension en eau

physiologique équivalent au standard Mc Farland 0,5 ¢10® UFC/cm?).

-Ensemencement : Avec un écouvillon essoré, ensemencer toute la surface de

milieu en stries serrées (dans 3 orientations décalées 60°).

-Application des disques : Disposer les disques d’antibiotiques a 1’aide d’une
pince stérile (maximum 7 disques par boite) (Voir figure 28, Annexe II) et laisser les
boites 20 min a une température ambiante pour permettre une pré-diffusion de

I’antibiotique.

e Incubation : a 37°C pendant 24h.

e Lecture : Mesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition
(figure 29), et comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans les
tableaux (Voir tableaux XI, XII, XIII et XIV, annexe III) et Classer les

bactéries dans I’une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistance.

Figure 29 : Mesure des diamétres des zones d’inhibition
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Chapitre III : RESULTATS ET DISCUSSION

Notre travail porte sur 1’étude bactériologique de 28 échantillons d’eau destinée a
I’hémodialyse, dont 07 échantillons pour chacune des 04 structures sanitaires (L hopital de

Frantz Fanon, clinique d’hémodialyse de Sidi Abdel Kader, clinique Lilia et clinique Ifradj).
I11.1 Test de chlore résiduel :

Le Tableau XV représente la teneur en chlore résiduel présent dans I’eau de différentes
stations d’hémodialyse. 25% des échantillons ont une valeur de 0,1 mg/l qui dépasse les

normes.

Tableau XV: Les résultats du test de chlore résiduel

Site de travail Test de chlore

Positif Pourcentage Négatif Pourcentage
(0,1mg/1) (%) Omg/l) (%)
Hopital FRANTZ FANON 2 28,57 5 71,42
Clinique d’hémodialyse SIDI 2 28,57 5 71,42
ABDEL KADER
Clinique LILIA 2 28,57 5 71,42
Clinique IFRADJ 1 14,28 6 85,71
Effectif total 7 25 21 75

Selon la Pharmacopée Européenne (2007), le taux de chlore résiduel dans une eau
traitée pour I’hémodialyse doit étre inférieur a 0,1 mg/l. Notre étude réalisée dans 04
différentes structures sanitaires montre la présence du chlore résiduel dans 07 échantillons a
une valeur de 0,1 mg/l qui est supérieur aux normes et son absence dans 21 échantillons (0

mg/l), ces derniers sont déclarés conformes.

Les structures sanitaires (FRANTZ FANON, SIDI ABDEL KADER et LILIA)
présentent le méme pourcentage de positivité (28,57%) sauf la clinique IFRADJ qui est

représentée par un pourcentage inférieure (14,28%).

La chloration est utilisée pour éviter le développement des microorganismes dans le

cas ou I’eau de distribution publique connaitrait des fluctuations chroniques ou passageres de
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son taux de chlore. Un dosage de taux de chlore sur 1'eau osmosée est fait avant chaque série

de séances de dialyse (Cécile et Dejean, 2002).

Le chlore a un rdle important pour une bonne désinfection de I’eau potable pour
obtenir une eau destinée a 1I’hémodialyse. La présence de chlore résiduel dans 25% des
¢chantillons montre soit :

-Un défaut de filtre a charbon par saturation.

-Un sous dimensionnement des filtres.

-Un colmatage du filtre par apport de matiere (boues) liées a des travaux sur le réseau.

- Ou ’inefficacité de la déchloration par le charbon actif.

Si le taux de chlore est inférieur a 0,1 mg/l dans I'eau osmosée, il n'y a pas de risque
particulier. Si le taux de chlore est compris entre 0,1 mg/l et 0,2 mg/l des dispositions sont a
prendre pour surveiller ce taux pour I’abaisser. Si le taux de chlore est supérieur a 0,2 mg/1 les
séances de dialyse sont suspendues a cause de risque accru d’hémolyse chez le patient ainsi

que le risque de détérioration des membranes des osmoses inverses (Kada, 2008).
I11.2 Résultats de controle bactériologique :

Les analyses bactériologiques que nous avons réalisées comportent une analyse
quantitative qui consiste au dénombrement des germes (Coliformes totaux et fécaux et
streptocoques fécaux) et une analyse qualitative qui consiste a la recherche des germes

pathogenes (Salmonelles, Pseudomonas aeruginosa, clostridium et les vibrions cholériques).

Les résultats sont donnés en Unité Formant Colonie (UFC) par 100ml. L’interprétation
des résultats des analyses de 1’eau d’HD se base sur les niveaux exigés de chaque parameétre

microbiologique décrit par la Norme correspondante [PHARMACOPEE EUROPEENNE].
I11.2.1 Résultats de controle bactériologique de I’Hopital FRANTZ FANON

Les résultats d’analyse bactériologique quantitative et qualitative de la structure

sanitaire Hopital FRANTZ FANON sont représentés dans le tableau XVI.

Tableau XVI: Résultats d’analyse bactériologique de I’Hopital FRANTZ FANON
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Date C.T C.F S.F P.a ASR V.C Qualité
(UFC) (UFC) (UFC) (sp/20ml)

1 08/02/16 00 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB |
2 21/02/16 00 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
3 06/03/16 00 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB
4 20/03/16 00 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
5 03/04/16 00 00 04 Abs Abs Abs  Abs BQB
6 17/04/16 00 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
7 02/05/16 00 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB
Normes - <100 <10 <10  Abs Abs Abs Abs BQB

BQB : Bonne Qualité Bactériologique

Tous les échantillons sont conformes aux normes tolérées par la PE et ’OMS. Nous
avons noté 1’absence totale des coliformes totaux et coliformes fécaux dans 100% des
¢chantillons et la présence des streptocoques fécaux dans un seul échantillon avec un taux de
4g/100ml qui ne dépasse pas les normes et derni¢rement 1’absence des germes pathogénes
dans la totalité des échantillons. Donc, les eaux de cette structure sanitaire étaient déclarées de

bonne qualité bactériologique durant toute la période de notre étude.

I11.2.2 Résultats de contréle bactériologique de la clinique d’hémodialyse SIDI ABDEL
KADER

Le tableau XVII présente les résultats d’analyse bactériologique quantitative et
qualitative de la structure sanitaire SIDI ABDEL KADER. L'analyse de lI'eau d’HD de la
clinique SIDI ABDEL KADER révele une contamination par les streptocoques fécaux dans
deux échantillons, dont un seul présente un taux qui dépasse les normes (43g/100ml), par les
ASR dans un seul échantillon a raison de 02 spores/20ml et par les coliformes totaux dans
plusieurs échantillon dont un seul (n=04) est supérieur a 240g/100ml. Les Salmonelles,
Pseudomonas aeruginoa, les vibrions cholériques et les coliformes fécaux n'ont pas été

détectés dans les échantillons des eaux analysés.

Tableau XVII: Résultats d’analyse bactériologique de la clinique d’hémodialyse SIDI
ABDEL KADER
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Date CT CF SF P.a ASR V.C Qualité
(UFC) (UFC) (UFC) (sp/20ml)

1 08/02/16 01 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB |
2 21/02/16 00 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
3 06/03/16 00 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB
4 20/03/16 >240 00 00 Abs Abs  Abs  Abs MOQB
5 03/04/16 43 00 43 Abs Abs  Abs  Abs MOQB
6 17/04/16 21 00 00 Abs Abs 2 Abs MOQB
7 02/05/16 07 00 04 Abs Abs Abs  Abs BQB
Normes - <100 <10 <10  Abs Abs Abs Abs BQB

MQB : Mauvaise Qualité Bactériologique

Selon les résultats obtenus, 3/7 des prélévements analysés dans cette structure ont été
déclarés de mauvaise qualité¢ bactériologique a cause, soit de la présence des germes
indicateurs d’une pollution fécale avec des taux qui dépasse les normes, soit par la présence
des clostridium qui font partie des germes pathogenes. La présence de ces derniers, peut étre
due a leur résistance au chlore utilisé dans la chaine de traitement ou bien par I’inefficacité

des traitements.
I11.2.3 Résultats de controle bactériologique de la clinique LILIA

L'analyse bactériologique des 07 échantillons prélevés de la clinique Lilia montre une
contamination d’un seul échantillon (n=06) par les coliformes totaux et par des coliformes
fécaux qui sont supérieurs a 240g/100ml. Les autres agents pathogénes n'ont pas été détectés

(Tableau XVIII).

Tableau XVIII: Résultats d’analyse bactériologique de la clinique LILIA

Date CT CF SF S Pa ASR V.C Qualité
(UFC) (UFC) (UFC) (sp/20ml)
1 08/02/16 00 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB |
2 21/02/16 00 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
3 06/03/16 02 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
4 20/03/16 01 00 00 Abs Abs  Abs  Abs BQB
5 03/04/16 01 00 00 Abs Abs Abs  Abs BQB
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6 17/04/16 >240 >240 00  Abs Abs Abs Abs MQB
7 02/05/16 05 00 00  Abs Abs Abs Abs BQB
Normes - <100 <10 <10 Abs Abs Abs Abs BQB

A la lumiére des résultats obtenus, un seul prélévement analysé était déclaré de
mauvaise qualité bactériologique a cause de la présence a la fois des Coliformes totaux et
coliformes fécaux, cela ne peut étre traduit que par I’inefficacité des traitements des eaux le
jour de ce préléevement qui peut étre due a la détérioration des membranes des filtres ce qui

permet le passage des contaminants.
I11.2.4 Résultats de controle bactériologique de la clinique IFRADJ

Les résultats présentés dans le tableau XIX montrent une contamination d’un seul
¢chantillon d’eau d’HD par les coliformes totaux (>240g/100ml). En revanche, les autres

bactéries pathogenes n'ont pas été détectées.

Tableau XIX: Résultats d’analyse bactériologique de la clinique IFRADJ

Date C.T C.F S.F P.a ASR V.C Qualité

(UFC) (UFC) (UFC) (sp/20ml)

1 08/02/16 01 00 00  Abs Abs Abs Abs BQB
2 21/02/16 00 00 00  Abs Abs Abs Abs BQB
3 06/03/16  >240 00 00  Abs Abs Abs Abs MQB
4 20/03/16 05 00 00  Abs Abs Abs Abs BQB
5 03/04/16 04 01 00  Abs Abs Abs Abs BQB
6 17/04/16 00 00 00  Abs Abs Abs Abs BQB
7 02/05/16 04 00 00  Abs Abs Abs Abs BQB
Normes - <100 <10 <10 Abs Abs Abs Abs BQB

Une non-conformité aux normes a été enregistrée dans un seul prélévement, qui était
déclaré de mauvaise qualité bactériologique a cause de la présence des coliformes totaux, cela

ne peut étre traduit que par ’inefficacité des traitements.
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I11.2.5 Résultats de la recherche des Coliformes totaux et fécaux et Streptocoques fécaux

Le tableau ci-dessous (Tableau XX) résume I'ensemble des résultats d'analyse
quantitative des 4 structures sanitaires étudiées. Si la valeur d’UFC est supérieure a 100 UFC
pour les coliformes totaux et supérieur a 10 UFC pour les coliformes fécaux et les

streptocoques fécaux 1’échantillon sera déclaré positif.

Tableau XX: Résultats De la recherche des Coliformes totaux, Coliformes fécaux et des
Streptocoques fécaux

Site de

travail Positif Négatif (N)  Positif Négatif (N)  Positif Négatif (N)
o) NDN Abs (N) NDN Abs (N) NDN Abs
Hépital FF 00 00 07 00 00 07 00 01 06
Pourcentage 00 00 100 00 00 100 00 14,28 85,71
(%)

Clinique 01 04 02 00 00 07 01 01 05
SAK

Pourcentage 14,28 57,14 28,57 00 00 100 14,28 14,28 71,42
(%0)

Clinique 01 04 02 01 00 06 00 00 07
LILIA

Pourcentage 14,28 57,14 28,57 14,28 00 85,71 00 00 100
(%)

Clinique 01 04 02 00 01 06 00 00 07
IFRADJ

Pourcentage 14,28 57,14 28,57 00 14,28 85,71 00 00 100
(%)

Effectif total 03 25 01 27 01 27
des éch

Pourcentage 10,71 89,28 3,57 96,42 3,57 96,42
total(%)

NDN : Ne dépasse pas les normes ~ Abs : Absence totale N : Effectif
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Les résultats obtenus apres I'analyse bactériologique quantitative de 1’eau d’HD de 4
structures sanitaires sont assez diversifiés allons de 1’absence totale des tous les germes a
leurs présence avec des concentrations variables par rapport aux normes tolérées par la PE et

I’OMS.
A-Calcul du taux de non-conformité globale (NCG) :

NCG = nombre total des échantillons non conformes / nombre total des échantillons = 5/28 =

0.1785 (17.85%)

Les eaux destinées a I’hémodialyse prélevées de différentes structures sanitaires sont
de bonne qualité bactériologique dans 23 échantillons prélevés (82,14%), alors que les 05

autres échantillons prélevés (17.85%) sont déclarés de mauvaise qualité bactériologique.

Notre étude montre une contamination de trois échantillons d’eau prélevés a partir
de robinet d’hémodialyse (apres traitement) par les coliformes totaux (>240g/100ml). Ces
échantillons proviennent de différentes structures sanitaires ; la clinique d’hémodialyse SIDI
ABDEL KADER, Ila clinique IFRADJ et la clinique LILIA. Un seul échantillon était
contaminé par les coliformes fécaux, ce dernier provient de la clinique LILIA a raison d’un
taux supérieur a 240g/100ml. La présence de ces germes dans I’eau d’HD est un indice de

contamination qui peut étre di a :
-L’inefficacité des traitements des eaux de I’hémodialyse au niveau des filtres,
-Une prolifération bactérienne ou

-Une mauvaise manipulation lors des prélévements ou par un manque d’hygi¢ne

(Kada, 2008).

Nos résultats montrent également que parmi les 03 échantillons positifs pour les
coliformes totaux nous avons noté la présence des coliformes fécaux dans un seul échantillon,
ce qui explique que les coliformes totaux sont plus résistants a la chloration et aux autres

traitements (Singleton, 1999).

En général, la présence des coliformes totaux et fécaux révele que le vieillissement des
réseaux de distribution et de traitement est 1’un des causes de contamination fécale primaire
par I’accroissement des fuites ou par fixation des microorganismes sur les canalisations, ce

qui conduit a la formations des biofilms qui sont des sources inépuisables des bactéries
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reléguées périodiquement dans les circuits d’eau, ce qui affecte la qualité bactériologique de

ces eaux (Dorez, 2009).

Les résultats relatifs a la mise en évidence des streptocoques fécaux montre qu’un seul
échantillon de la clinique de I’hémodialyse SIDI ABDEL KADER ¢tait contaminé
(43g/100ml), alors que tous les autres prélévements sont conformes a la Pharmacopée
Européenne. L’absence de ces germes peut étre expliquée par I’efficacité de traitement surtout
par osmose inverse, ce dernier permet d’éliminer la totalité des germes pour 1’obtention d’une

eau osmosée (Cousin, 1999).

En général, les coliformes et les streptocoques fécaux ne sont pas dangereux de point
de vue sanitaire puisqu’ils ne passent pas a travers les MSP de la dialyse donc il n’y a aucun
risque de contact avec le sang de la personne dialysée mais leur prolifération au niveau des
¢changeurs d’ions provoque la perte ou bien la diminution de 1’efficacité de cette échangeuse

(Simon, 1999).

La résistance des Coliformes aux agents antiseptiques, et notamment au chlore et a ses
dérivés est voisine de la résistance des bactéries pathogenes vis-a-vis desquelles ce type de
traitement est insaturé, ils constituent donc des indicateurs d’efficacité de traitement (Rodier,

1996).

Durant notre étude, il y a eu un seul échantillon de la clinique d’hémodialyse SIDI
ABDEL KADER qui montre la présence des spores anaérobies sulfito-réducteurs avec un
taux de 02spores/20ml. Les Clostridium sulfito-réducteur sont souvent considérés comme des
témoins de pollution fécale, la forme spore est beaucoup plus résistante que les formes
végétatives des CF et des SF, permettant ainsi de déceler une pollution fécale ancienne ou

intermittente (Rodier, 1996).

Les résultats d’analyses indiquent que tous les prélévements ne présentent aucune
croissance des germes pathogénes suivants : Salmonelles, Pseudomonas aeruginosa et les
vibrions cholériques, par conséquence ces échantillons seront déclarés conformes aux normes
de la PE et ’OMS. L’absence de ces germes ne peut étre expliquée que par Iefficacité de

traitement que 1’eau potable a subi pour obtenir une eau ultra pure destinée a I’hémodialyse.

Lorsque I’eau correcte apres son traitement n’est plus conforme au stade de la mise a

dispositions des machines de dialyse, il faut rechercher la cause de cette situation.
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L’accroissement de la population bactérienne peut provenir soit du développement de celles
existantes a I’entrée du réseau, soit de I’intrusion d’une flore extérieure, que ce soit par des
interconnexions entre canalisation, par le mauvais entretien ou par 1’altération des
canalisations. La présence des germes considérés non plus comme des indicateurs, mais

constituant, eux-mémes une nuisance (Rodier, 1996).

Nos résultats ont ét¢ en grande partie similaires a ceux obtenus par plusieurs études
concernant I’eau d’hémodialyse dans les structures sanitaires comme celle faite par Boudzali
et Metahri (2009) qui ont évalué¢ la qualité bactériologique des eaux d’hémodialyse de 25
¢chantillons et elles ont trouvé une absence des germes pathogenes (Salmonelles,
Pseudomonas aeruginosa et les vibrions cholériques), en revanche, elles ont remarqué la

présence des Clostridium au niveau d’un seul échantillon a raison d’un spore/20ml.

D’autres études, comme celle réalisées par Chekhchoukh et Ben Abdi (2012) a montré
I’absence de la totalité des germes pathogenes, y compris les Clostridium et une autre étude
réalisée par Dahri (2012) a révélé seulement la présence des Pseudomonas aeruginosa dans

deux échantillons (avant et aprés traitement).

Par ailleurs, nous avons remarqué d’apres les résultats obtenus que certains centres
privés présentes des taux des germes tres €élevé dépassant ainsi les normes tolérées par la PE
et POMS et des contaminations poly-microbiennes essentiellement indicateurs d’une
pollution fécale contrairement au centre d’état (Hopital FRANTZ FANON) qui présente une
eau d’hémodialyse de bonne qualité bactériologique dépourvue de la plupart des germes
pathogénes. Cela peut étre di aux facteurs économiques concernant les filtres et les

membranes d’hémodialyse qui coutent tres chers.

En général, notre étude montre que 1’eau utilisée au niveau des centres d’hémodialyse
pour la préparation de dialysat est de bonne qualité bactériologique a 1I’exception de quelques

¢échantillons.

I11.3 Résultats de controle de I’antibiorésistance :

16 souches bactériennes ont été isolées a partir des échantillons d’eau analysés dont
les bactéries a gram négatif sont les plus incriminées, dominées par les Enterobacteriaceae

(Tableau XXI).

39



Chapitre III Résultats et discussion

Tableau XXI: Distribution des souches bactériennes isolées

Famille d’ATB Nombre des Les souches

souches isolées

Enterobacteriaceae 08 -Citrobacter freundii
-Citrobacter koseri/amalonaticus
-Serratia rubidaea
-2 Enterobacter sakazakii
-Leclercia adecarboxylata
-Shigella spp

-Escherichia coli

Pseudomonaceae 05 -Chryseomonas luteola
-2 Stenotrophomonas maltophilia

-2 Flavimonas horyzihabitans

Streptococcaceae 02 -Streptocoques groupe D

Vibrionaceae 01 -Photobacterium damsela

Selon Arvanitidou et al/ (1998) et Favero et al (1975), les bactéries a Gram négatives
sont les principaux contaminants de l'eau associée a l'unité d'hémodialyse, ces bactéries
peuvent se multiplier rapidement dans une variété de fluides dans les unités d'hémodialyse y
compris 1’eau distillée, osmosée, et méme I’eau adoucie, qui sont normalement considérées
dépourvues de nutriments mais ces bactéries utilisent la solution de dialyse ajoutée a 1’eau en

tant que source de nutriments pour la croissance.

Selon la figure 31, les Enterobacteriaceae occupent la premicre place avec un taux de
50% contre les Pseudomonaceae, les Streptococcaceae et les Vibrionaceae avec un taux de

31.25%, 12.50% et 6.25% respectivement.
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B Enterobacteriaceae
B Pseudomonaceae
I Streptococcaceae

M Vibrionaceae

Figure 31: Répartition de ’ensemble des familles bactériennes selon leur taux
d’isolement

Pour toutes les souches nous n’avons pas calculé le taux de résistance car nous avons
isolé au maximum 02 souches pour chaque Genre et nous n’avons pas utilisé les méme

antibiotiques pour toutes les souches isolées.
I11.3.1 Antibiorésistance des souches d’Enterobacteriaceae isolées:
e C(Citrobacter freundii:

L’antibiorésistance de Citrobacter freundii a ét¢ étudiée vis-a-vis de 23 antibiotiques,
cette bactérie présente 47,82 % de résistance contre tous les antibiotiques testés et 39,13% de

sensibilité et 13,04 % des antibiotiques a qui le diameétre d’inhibition était intermédiaire.

Cette souche a montré une résistance importante vis-a-vis de la majorité des [-
lactamines avec un taux global de 66,66% a I’Amoxicilline , Pénicilline G, Cefalexine,
Oxacilline, Céfazoline , et I’Ampicilline a I’exception du Gentamycine et I’Imipénéme et

Piperacilline aux quelles elle était sensible avec un taux global de 33,33%.

Un taux de sensibilit¢ de 100% aux aminosides (Tobramycine et Kanamycine ,

Amikacine) a été montré.
Pour les Phénicolés cette souche était sensible a Chloramphénicol.

Pour les tetracyclines cette souche était résistante a la Linomycine et sensible a la

Tetracycline.
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Un diametre d’inhibition intermédiaire vis-a-vis les polypeptides représentés par la

Colistine.

Pour la famille des quinolones, cette souche est sensible a la Norfloxacine et montre

un diamétre d’inhibition intermédiaire a 1’Ofloxacine.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

Un diametre d’inhibition intermédiaire vis-a-vis les Macrolides représentés par

I’Erythromycine.

Nous avons noté une résistance a I’Acide fusidique, la Metronidazole et la

Vancomycine.
e Citrobacter koseri/amalonaticus:

L’antibiorésistance de Citrobacter koseri/amalonatic a été étudiée vis-a-vis de 22
antibiotiques, cette bactérie présente 59,09% de résistance contre tous les antibiotiques testés
et 36,36% de sensibilit¢ et un seul antibiotique a qui le diamétre d’inhibition était

intermédiaire avec un taux de 4,54%.

Cette souche a montré une résistance importante vis-a-vis de la majorité des [-
lactamines avec un taux global de 66,66% a 1’Amoxicilline, Pénicilline G, Oxacilline,
Amoxicillinet+acide clavulanique, 1’Ampicilline et au Céfazoline a 1’exception du
Gentamycine, Céfotaxime et I’Imipéneme aux quelles elle était sensible avec un taux global

de 33,33%.

Un taux de sensibilit¢ de 100% aux aminosides (Tobramycine et Kanamycine) a été

montré.

La famille des phénicolés représentée par un seul antibiotique, le chloramphénicol a

qui cette souche est montrée résistante.
Pour les tetracyclines cette souche était résistante a Linomycine et a la Tetracycline.

Un diametre d’inhibition intermédiaire vis-a-vis les polypeptides représentés par la

Colistine.
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La famille des Sulfamides et associations est representée par un seul antibiotique

(Trimethroprime+sulfamethoxazole) a qui cette souche était sensible.

Pour la famille des quinolones, cette souche est sensible a la Norfloxacine et a

I’Ofloxacine.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

Nous avons noté une résistance a I’Acide fusidique, la Vancomycine, et la

Metronidazole.

e Serratia rubidaea:

L’antibiorésistance de Serratia rubidaea a été étudiée vis-a-vis de 27 antibiotiques,
cette bactérie présente 48.14% de résistance contre tous les antibiotiques testés et 44,44% de
sensibilité et deux antibiotiques a qui le diameétre d’inhibition était intermédiaire avec un taux

de 17,40%.

Pour la famille de B-lactamines un taux global de résistance de 54.54% a la Pénicilline,
Amoxixilline, Oxacilline, Cefexime, Cefotaxime et streptomycine et 45,45% de sensibilité

globale a Ceftriaxone, Imipénéme, Pipéracilline, Aztréname et Gentamycine.

Pour la famille des aminosides, cette souche est sensible a la Tobramycine et montre

un diameétre d’inhibition intermédiaire a la Kanamycine.

La famille des phénicolés représentée par un seul antibiotique, le chloramphénicol qui

est efficace contre cette souche.

Pour les tetracyclines cette souche était résistante a la Doxycycline et la Linomycine

avec un taux global de 66,66% et sensible a la Pristanamycine avec un taux de 33,33%.

Pour la famille des Polypeptides, cette souche est résistante a la Bacitracine et montre

un diametre d’inhibition intermédiaire a la Colistine.

La famille des quinolones est représentée par trois antibiotiques (Acide nalidixique,

Norfloxacine et I’ofloxacine) a qui cette bactérie est 100% sensible.
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La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) qui

est efficace contre cette bactérie.

Nous avons noté une résistance a 1’Acide fusidique, la Metronidazole et la

Vancomycine.
e Enterobacter sakazakii:

L’antibiorésistance des 02 souches d’Enterobacter sakazakii e ont été étudiée vis-a-vis
de 33 antibiotiques, les 02 souches ont montré un profil de résistance identique avec 27,27%
de résistance contre tous les antibiotiques testés et 45,45% de sensibilité et 27,27% a qui le

diamétre d’inhibition était intermédiaire.

Cette souche a montré une sensibilité importante vis-a-vis de la majorité¢ des P-
lactamines avec un taux global de 64,28% a I’Ampicilline, Imipénéme, Céfotaxime
Aztréname, Cefixime, Ceftriaxome, Piperacilline, Streptomycine, Gentamycine a I’exception
du Pénicilline G, Amoxicillinet+acide clavulanique, Oxacilline et Céfazoline aux quelles elle
¢tait résistent avec un taux global de 28,57% et montre un diamétre d’inhibition intermédiaire

a I’ Amoxicilline avec un taux de 7,14%.

Pour la famille des aminosides, cette souche est sensible a la Tobramycine et a

I’ Amikacine et montre un diameétre d’inhibition intermédiaire a la Kanamycine.

Le chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés est efficace contre cette

souche.

Pour les tetracyclines cette souche montre un taux de 50 % de résistance contre la
Linomycine et Tetracycline et un taux de 25 % de sensibilité¢ a la Pristanamycine et un

diamétre d’inhibition intermédiaire a la Doxycycline.

Pour la famille des Polypeptides, cette souche montre un diamétre d’inhibition

intermédiaire a la Colistine et a la Bacitracine.

La famille des Sulfamides et associations est représentée par un seul antibiotique

(Trimethroprime+sulfamethoxazole ) a qui cette bactérie est sensible.
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La famille des quinolones est représentée par trois antibiotiques (Acide nalidixique,
Norfloxacine et 1’ofloxacine) a qui cette bactériec montre un diamétre d’inhibition

intermédiaire.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) qui

est efficace contre cette bactérie.

Nous avons noté une résistance a I’Acide fusidique, la Metronidazole avec un taux

global de 66,66% et un diameétre intermédiaire vis-a-vis la Vancomycine.
e Leclercia adecarboxylata :

L’antibiorésistance de Leclercia adecarboxylata a ¢été¢ étudiée vis-a-vis de 22
antibiotiques, cette bactérie présente un taux 27,27% de résistance et 54,54% de sensibilité et

18,18% a qui le diametre d’inhibition était intermédiaire.

Cette souche a montré une sensibilité importante vis-a-vis de la majorité¢ des P-
lactamines avec un taux global de 70% a la Pénicilline G, I’'Imipénéme, Cefotaxime,
Ceftriaxome, I’ Aztréname, la Pipéracilline et Gentamycine a I’exception de 1’Oxacilline a qui
elle était résistante avec un taux de 10% et un taux de global de 20% des antibiotiques
(I’ Amoxicilline et la Streptomycine) a qui cette bactérie a montré un diamétre d’inhibition

intermédiaire.

Le chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés est efficace contre cette

souche.

Pour les tetracyclines cette souche montre une sensibilité contre la Pristanamycine et

un diameétre d’inhibition intermédiaire a la Linomycine.

La Bacitracine représente la famille des Polypeptides a qui cette souche montre une

résistance.

La famille des sulfamides est représentée par la Trimethroprime+sulfamethoxazole a

qui cette souche montre une résistance.
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La famille des quinolones est représentée par deux antibiotiques (Acide nalidixique et

I’ofloxacine) qui sont efficace contre cette souche.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) qui

est efficace contre cette bactérie.

Nous avons noté une résistance a I’Acide fusidique, la Metronidazole avec un taux

global de 66,66% et un diametre intermédiaire vis-a-vis la Vancomycine
e Shigella spp:

L’antibiorésistance de Shigella spp a été étudiée vis-a-vis de 16 antibiotiques, cette

bactérie présente un taux de résistance de 62,5% et un taux de sensibilité de 37,5%.

Pour la famille des B-lactamines, cette souche montre une résistance avec un taux
global de 42, 85% a I’Oxacilline, I’ Ampicilline et I’ Amoxicilline a 1’exception de Pénicilline
G, I'Imipénéme, la Pipéracilline et la Gentamycine a qui elle était sensible avec un taux de

57.14%.
L’ Amikacine représente la famille des aminosides qui est efficace contre cette souche.

La famille des phénicolés est représentée par le chloramphénicol a qui cette bactérie

est montrée résistante.
Pour les tetracyclines cette souche montre une résistance a la Linomycine.

La famille des quinolones est représentée par I’antibiotique (Ofloxacine) qui est

efficace contre cette souche.

La famille des licosamides est représentée par clindamycine a qui cette souche est

résistante.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) a

qui cette souche est montrée résistante.

Nous avons noté une résistance globale de 100% vis-a-vis 1’Acide fusidique, la

Metronidazole et la Vancomycine.
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e Escherichia coli:

L’antibiorésistance d’Escherichia coli a ét¢ étudiée vis-a-vis de 23 antibiotiques, cette

bactérie présente un taux de résistance de 65,21% et un taux de sensibilité de 34,78%.

Cette souche a montré une résistance treés élevée vis-a-vis de la majorité des B-
lactamines avec un taux global de 70% a 1’Amoxicilline, Pénicilline G, Oxacilline,
Amoxicillinet+acide clavulanique, I’Ampicilline, I’Imipénéme et au Céfazoline a I’exception
du Céfotaxime, Cefalexine et Gentamycine a quel cette souche est montré sensible, ces
résultats concordent avec ceux de Eyquem et a/ (2000) qui a trouvé que que E.coli présente

une sensibilité a la Gentamycine.

Pour la famille des aminosides, cette souche est sensible a la Tobramycine et a la

Kanamycine.

Le chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés est efficace contre cette

souche.

Pour la Tetracycline cette souche est montrée résistante a la Tetracycline, Linomycine

et la Pristanamycine.

La Colistine représente la famille des Polypeptides a qui cette souche montre une
sensibilité.
La famille des sulfamides est représentée par la Trimethroprime+sulfamethoxazole a

qui cette souche montre une résistance.

La famille des quinolones est représentée par 1’antibiotique (Ofloxacine) qui est
efficace contre cette souche, ces résultats concordent avec ceux trouvés par Eyquem et a/

(2000).

Pour la famille des Ilincosamides est représentée par un seul antibiotique

(clindamycine) a qui cette souche montre une résistance.

Nous avons noté une résistance globale de 100% vis-a-vis 1’Acide fusidique, la

Metronidazole et la Vancomycine.
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Nos résultats ne concordent pas avec ceux de Servais et a/ (2006) qui disent qu’aucune
souche d’E.coli n’est résistante a au moins 05 antibiotiques, dans notre ¢tude la souche isolée

était testée vis-a-vis 23 antibiotiques et elle a montré une résistance contre 15 antibiotiques.

D’aprés Feron 1989, E.coli de type sauvage est sensible a tous les antibiotiques actifs
sur les BGN, malheureusement beaucoup des souches ont acquis des résistances, il s’agit en

particulier des souches productrices de -lactamase.

Toutes les souches d’Enterobacteriaceae étaient résistantes a 100% a la clindamycine,
metronidazole et a 1’acide fusidique. Nos résultats concernant la Clindamycine concordent

avec ceux trouvés par Mervet et al (2012).

Il est not¢ que toutes les Entérobactéries sont résistantes au Clindamycines. Le
principal mécanisme de résistance des bactéries aux Clindamycines est inductible, le plus

souvent d’origine plasmidique, régulé par un systéme protéique (Carbonelle, 1987).
I11.3.2 Antibiorésistance des souches de Pseudomonaceae isolées:
e Chryseomonas luteola :

L’antibiorésistance de Chryseomonas luteola a ¢été étudiée vis-a-vis de 19
antibiotiques, cette bactérie présente un taux de résistance de 47,36% et un taux de sensibilité

de 36,84% et 15,78% a qui le diamétre d’inhibition était intermédiaire.

Cette souche a montré une résistance ¢élevée vis-a-vis de la majorité des B-lactamines
avec un taux global de 71,42% a la Pénicilline G, Amoxicilline, Oxacilline, Céfazoline et
Cefalexine a I’exception de Gentamycine et Piperacilline a qui cette souche est montrée

sensible.

Pour la famille des aminosides, cette souche montre 100% de sensibilit¢ a la

Tobramycine et a la Kanamycine.

Cette souche montre un diamétre d’inhibition intermédiaire vis-a-vis le

chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés.

Pour les tetracyclines cette souche montre une sensibilité¢ contre la Tetracycline, une

résistance a la Linomycine et un diametre d’inhibition intermédiaire a la Pristanamycine.
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La Colistine représente la famille des Polypeptides a qui cette souche montre un

diameétre d’inhibition intermédiaire.

La famille des quinolones est représentée par I’antibiotique (Ofloxacine) qui est

efficace contre cette souche.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était sensible.

Nous avons noté une résistance globale de 100% vis-a-vis 1’Acide fusidique, la

Metronidazole et la Vancomycine.

e Stenotrophomonas maltophilia :

L’antibiorésistance des 02 souches de Stenotrophomonas maltophilia ont été étudiée
vis-a-vis de 21 antibiotiques, les 02 souches ont montré un profil de résistance identique avec
52,38% de résistance contre tous les antibiotiques testés et 19,04% de sensibilité et 28,57% a

qui le diametre d’inhibition était intermédiaire.

Pour la famille des B-lactamines, cette souche montre une résistance avec un taux
global de 44,44% a la Céfotaxime, 1’Oxacilline, la Pinécilline G et I’Amoxicilline a
I’exception de I’Imipénéme, Céfazoline et la Pipéracilline a qui elle était sensible avec un
taux de 33,33% et un taux global 22,22% des antibiotiques (la Streptomycine et I’ Aztréname)

a qui cette souche a montré un diamétre intermédiaire d’inhibition.

Cette souche montre un diamétre d’inhibition intermédiaire vis-a-vis le

chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés.

Pour les tetracyclines cette souche montre une résistance a la Linomycine et un

diametre d’inhibition intermédiaire a la Pristanamycine.

La Bacitracine représente la famille des Polypeptides a qui cette souche montre une

résistance.

La famille des sulfamides est représentée par la Trimethroprime+sulfamethoxazole a

qui cette souche montre une résistance.
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La famille des quinolones est représentée par deux antibiotiques, 1’ofloxacine qui est
efficace contre cette souche et 1’Acide nalidixique a qui cette souche montre un diamétre

d’inhibition intermédiaire.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) a

qui cette souche montre un diametre d’inhibition intermédiaire.

Nous avons noté une résistance globale de 100% vis-a-vis 1’Acide fusidique, la

Metronidazole et la Vancomycine.
e Flavimonas horyzihabitans :

L’antibiorésistance des 02 souches de Flavimonas horyzihabitans ont été étudiée vis-
a-vis de 15 antibiotiques, les 02 souches ont montré un profil de résistance avec une petite
différance au niveau des diameétres avec 53,33% de résistance et un taux de sensibilité de

33,33% et 13,33% des antibiotiques a qui le diameétre d’inhibition était intermédiaire.

Pour la famille des B-lactamines, cette souche montre une résistance avec un taux
global de 57,14% a I’Oxacilline, la Pinécilline G, I’Ampicilline et I’Amoxicilline+acide
clavulanique a I’exception de I’Imipéneéme et la Pipéracilline a qui elle était sensible avec un
taux de 28,57% et 14,28% (Amoxicilline) a qui cette souche a montré un diameétre

intermédiaire d’inhibition.

Pour la famille des aminosides, cette souche a montré un diamétre d’inhibition

intermédiaire a I’ Amikacine.

Le chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés est efficace contre cette

souche.
Pour les tetracyclines cette souche montre une résistance a la Linomycine.

La famille des quinolones est représentée par un seul antibiotique, 1’ofloxacine qui est

efficace contre cette souche.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) a

qui cette souche montre une résistance.
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Nous avons noté une résistance a la Vancomycine et la Metronidazole avec un taux

global de 66,66% et une sensibilité vis-a-vis I’ Acide fusidique.

Nos résultats concordent avec ceux d’Avril et al/ 2000, qui disent que les antibiotiques
ayant en général une bonne activité au genre Pseudomonas sont : Pipéracilline, Imipéneme et

les aminosides.

Le phénotype sauvage des Pseudomonas montre que cette résistance est lice a la
production d’une céphalosporinase, couplé a une imperméabilit¢ et d’un efflux actif
constitutif. Ce phénotype se traduit par une résistance aux Pénicillines, seules ou associées a

des inhibiteurs de B-lactamines (Hamdad et Adjal., 2005).

Aucune résistance au Chloramphénicol n’a été observée. De plus, 100% des souches
se sont avérées résistantes a la la Linomycine, le Metronidazole et la Vancomycine. Aucune

résistance a I’Ofloxacine n’a été observée.

Le phénotype de résistance acquise est li¢ a des mécanismes enzymatiques
(Pénicillinases, Céphalosporinases...) ou non enzymatiques (Imperméabilité, efflux et cibles)

(Jehl et al., 2003).
I11.3.3 Antibiorésistance des souches de Streptococcaceae isolées:

e Streptocoques groupe D :

L’antibiorésistance testée pour 02 échantillons de 02 structures sanitaires différentes,
I’'une est privé (Clinique d’hémodialyse de SIDI ABDEL KADER) et I’autre est publique
(Hopital FRANTZ FANON) qui ont été étudiée vis-a-vis de 14 antibiotiques, les résultats de
profil de résistance ont montré une nette différance au niveau de 08 antibiotiques qui
présentent leur activités la plus importante au niveau de I’Hopital. Les streptocoques isolés a
partir de I’Hopital ont montré une sensibilité élevée 78,57% par rapport a ceux isolés a partir
de la clinique 21,42%. Le faible taux de résistance 21,42% des streptocoques au niveau des
eaux d’hémodialyse de I’Hdpital peut étre du a la bonne qualité bactériologique que ces eaux
ont présenté durant toute les 04 mois au niveau de tous les prélévements par contre le taux

50% de résistance de ces souches vis-a-vis les antibiotiques au niveau de la clinique peut étre
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du a la mauvaise qualit¢ des eaux de cette structures démontrée au niveau de 3/7 des

prélevements, alors il peut y avoir une adaptation des souches ce qui explique leur résistance.

Pour la famille des B-lactamines, une résistance avec un taux global de 50% a la
Pipéracilline, I’Oxacilline et I’Ampicilline au niveau de la clinique, un taux de résistance de
16,66% a été noté¢ au niveau de I’Hopital vis-a-vis 1’antibiotique (Oxacilline). Nous avons
noté un taux de sensibilit¢ de 33,33% au niveau de la clinique a la Pinécilline G et la
Gentamycine, une sensibilité plus élevée a été¢ démontré au niveau de 1’hopital (83,33%) vis-
a-vis la Pipéracillins, I’Ampicilline, I’Amoxicilline, la Pénicilline G et la Gentamycine. Un
diamétre d’inhibition intermédiaire a ét¢é monré vis-a-vis 1’Amoxicilline au niveau de la

clinique.

Pour la famille des aminosides, les streptocoques ont montré une résistance a

I’ Amikacine au niveau de la clinique et une sensibilité au niveau de I’hopital.

Le chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés est efficace contre les
streptocoques isolés a partir de I’Hopital et montrent un diamétre d’inhibition intermédiare au

niveau de la clinique.

Pour les tetracyclines les streptocoques montrent une résistance a la Linomycine au

niveau de la clinique et une sensibilité¢ au niveau de I’Hopital.

La famille des quinolones est représentée par un seul antibiotique, 1’ofloxacine qui est
efficace contre ces souches isolées a partir de I’Hopital et montrent un diameétre d’inhibition

intermédiaire au niveau de la clinique.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) a

qui les streptocoques isolés des 02 structures sont résistantes.

Nous avons noté une résistance a la Metronidazole dans les 02 prélévements, une
sensibilité a la Vancomycine et un diameétre intermédiaire d’inhibition au niveau de la clinique

et une sensibilité au niveau de I’Hopital vis-a-vis I’ Acide fusidique.

Nos résultats se diffeérent avec ceux de Nauciel 2005, qui disent que les streptocoques
de groupe D ont une grande résistance a la Pénicilline G et concordent avec ceux trouvés par

Avril et a/ (2000) qui ont montré que ces souches sont sensible a la Pénicilline.
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L’efficacit¢ de la Vancomycine sur les souches de Streptococcus sp, avec une
sensibilité totale a été rapportée par Bounaas et Meddour (2005), Hasseinbey et Soum (2007),

ces résultats concordent avec nos résultats.
111.3.4 Antibiorésistance des souches de Vibrionaceae isolées:
o  Photobacterium damsela :

L’antibiorésistance de Photobacterium damsela a été étudiée vis-a-vis de 21
antibiotiques, cette bactérie présente un taux de résistance de 52,38% et un taux de sensibilité

de 19,04% et 28,57% a qui le diametre d’inhibition était intermédiaire.

Pour la famille des B-lactamines, cette souche montre une résistance avec un taux
global de 44,44% aux Céfotaxime, 1’Oxacilline, la Pinécilline G, et 1’Amoxicilline a
I’exception de Ceftriaxome, la Streptomycine, I’Imipéneme, 1’ Aztréname et la Pipéracilline a

qui elle était sensible avec un taux de 55,55%.

Cette souche montre un diamétre d’inhibition intermédiaire vis-a-vis le

chloramphénicol qui représente la famille des phénicolés.

Pour les tetracyclines cette souche montre une résistance a la Linomycine et un

diametre d’inhibition intermédiaire a la Pristanamycine.

La Bacitracine représente la famille des Polypeptides a qui cette souche montre une

résistance.

La famille des sulfamides est représentée par la Trimethroprime+sulfamethoxazole a

qui cette souche montre une résistance.

La famille des quinolones est représentée par deux antibiotiques, 1’ofloxacine qui est
efficace contre cette souche et 1’Acide nalidixique a qui cette souche montre un diameétre

d’inhibition intermédiaire.

La famille des lincosamides est représentée par un seul antibiotique (Clindamycine) a

qui cette souche était résistante.

La famille des macrolides est représentée par un seul antibiotique (Erythromycine) a

qui cette souche montre un diametre d’inhibition intermédiaire.
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Nous avons noté une résistance globale de 100% vis-a-vis 1’Acide fusidique,

Metronidazole et la Vancomycine.

Il est difficile d’établir des comparaisons entre nos résultats et ceux de la littérature en

raison des différences dans les antibiotiques étudiés.

Les niveaux des résistances bactériennes varient d’un pays a [’autre et d’une année a
I’autre. Ainsi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaire pour le

choix de I’antibiothérapie de premicre intention (El Bakkouri et a/., 2009).

En effet, nous avons remarqué que les fréquences de la résistance et de sensibilité ne
sont pas les mémes pour toutes les antibiotiques testés. Certains antibiotiques ont une
fréquence de résistance trés ¢€levée, d’autres sont efficaces contre plusieurs souches et

présentent une fréquence de sensibilité ¢levée.

Les différents mécanismes de la résistance aux B-lactamines peuvent s’exprimer seuls
ou d’une fagon concomitante agissant alors d’une fagon synergique. Il peut s’agir d’une
diminution d’affinité de la cible, d’'une diminution de la perméabilit¢ de la membrane a
I’expression d’une pompe d’efflux active ou de la production d’enzyme de type B-lactamase
capable d’hydroliser 1’anneau B-lactame commun a cette classe d’antibiotique (Rodriguez,

2006 ; Gangoue, 2007).

D’aprés les résultats obtenus dans cette étude et qui sont représentés dans le tableau
XXIII (annexe III), la majorit¢ des souches sont sensibles a 1’'Imipénéme, ces résultats
concordent avec ceux déclarés a 1’échelle mondiale par Chaudhuri et a/ (2011) et Badal

(2013).

Le mécanisme de résistance principal aux aminoglycosides est 1’acquisition
d’enzymes bactériennes qui modifient les antibiotiques par acétyltransférase (AAC),
adényltransférase (ANT) ou phosphotransférase (APH). Chaque classe de ces enzymes
effectue une réaction régio-spécifique soit sur le groupe amine (AAC) ou un groupe
hydroxyle (ANT et APH) et les produits de ces réactions sont dépourvus d’activité
antibactérienne (Chen et al., 2007).
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La diminution de I’accumulation de 1’antibiotique est un autre mécanisme majeur de
résistance. Les bactéries peuvent exprimer des systémes d’efflux qui résultent d’une

accumulation réduite des aminosides a I’intérieur de la cellule (Durante et al., 2009).

Selon Singleton (1994), les tetracyclines sont des antibiotiques a large spectre. Elles
sont actives sur un grand nombre d’espece bactérienne a Gram Positif et négatif. Cela differe
aux résultats obtenus dans notre étude, qui ont montré que la majorité des souches sont
résistantes aux antibiotiques appartenant a la famille des tetracyclines, et d’apres Li et
Nikaido (2004) la résistance aux tetracyclines se fait par la modification de la cible de ces

antibiotiques.

La résistance a ces antibiotiques est de type plasmidique, elle s’explique par une

expulsion active de I’antibiotique hors de la cellule (Feron, 1989).

Les autres antibiotiques (Metronidazole, I’Acide fusidique et la Vancomycine)

révelent des taux de résistances élevés.

Pour les mécanismes de résistance des autres antibiotiques appartenant aux différentes
familles, ils sont représentés dans le tableau VI (Mécanismes de la résistance bactérienne aux

antibiotiques) abordé¢ dans la partie (rappels bibliographiques).

Les différences des taux de la résistance bactérienne vis-a-vis des divers antibiotiques
dans cette étude pourraient refléter le taux de contamination dans la zone et pourraient étre
considérées comme bio-indicateur pour lancer les programmes de surveillance des profils et

des taux de la résistance des bactéries.

De maniere générale, I’apparition de la résistance bactérienne aux antibiotiques, est

multifactorielle résultant d’interaction complexe entre la bactérie et son environnement.

Les facteurs bactériens sontreliés aux modifications génétiques de la bactérie,
survenant suite a des mutations chromosomiques et/ou plasmidique, ou I’acquisition des
genes de résistance par I’un des moyennes connues dans le transfert du matériel génétique

(conjugaison, transformation et transduction).

Les facteurs environnementaux, concernant I’ensemble des facteurs exercant une
pression de sélection et favorisant 1’évolution et la survie des mutants et des facteurs relatifs a

I’usage et 1’administration des antibiotiques dont le mauvais usage reste parmi les causes
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majeurs de développement de la résistance. Ce mauvais usage est reli¢ principalement a la
surconsommation humaine en antibiotiques et leur utilisation abusive dans certaines

pathologies animales.

Enfin, la résistance vis-a-vis des antibiotiques peut étre considérée comme un
contaminant émergeant de 1’eau, ce qui pouvait contribuer a la diffusion mondiale des geénes
de résistance, un probléme sanitaire s€rieux se posera quand il s’agit de bactéries pathogenes.
Cette résistance a crée en plus des échecs thérapeutiques due a la raret¢ des molécules

d’antibiotiques actives sur les bactéries.
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Conclusion:

Notre travail consiste a évaluer la qualité microbiologique des eaux destinées a
I’HD et a étudier le profil d’antibiorésistance des souches isolées. Il a conduit aux
résultats suivant:

» Le taux de non-conformité globale est de 17.85% soit 5 échantillons
sur 28. Se qui signifie que 17.85% des échantillons prélevés et analysés
présentent une ou plusieurs non conformités par rapport aux normes
correspondantes.

» Notre étude a révélé une contamination de trois échantillons d’eau
prélevés a partir de robinet d’hémodialyse par les coliformes totaux
(>240¢g/100ml).

» Un seul échantillon était contaminé par les coliformes fécaux a raison
d’un taux supérieur a 240g/100ml.

» Les résultats relatifs a la mise en évidence des streptocoques fécaux
montre qu’un seul échantillon de la clinique SAK était contaminé
(43g/100ml).

» La présence des spores d’anaérobies sulfito-réductrices dans un seul
échantillon avec un taux de 02spores/20ml.

» Une absence des salmonelles, des vibrions cholériques et des
Pseudomonas aeruginosa dans la totalit¢ des échantillons d’eau

analysés des stations d’hémodialyse.

Une conformité plus ou moins rapprochée de la majorité des échantillons
aux normes de la Pharmacopée Européenne a été démontré, mais nous constatons que
certains centres d’hémodialyse nécessitent une surveillance réguliére de I’eau au cours

de son traitement afin d’améliorer la qualité de 1’eau, et protéger les patients.

Les résultats de cette étude révelent une diversité des espéces identifiées :

-Parmi les 16 souches isolées de différentes stations d’hémodialyse, les

Entérobactéries €taient les plus répandues avec une fréquence de 50%.
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-Un grand nombre de ces souches ont révélé des phénotypes de résistance vis-
a-vis de plusieurs familles d’antibiotiques en particuliers les [-lactamines a
I’exception du I’Aztréname, Ceftriaxome et Gentamycine mais I’Imipénéme et la
Pipéracilline restent les antibiotiques de choix les plus actifs. Par ailleurs, les
aminosides et les phénicolés ont gardé leur activité inhibitrice. Ces niveaux de
résistance sont associ¢s a de nombreux mécanismes qui peuvent s’exprimer seuls ou

de fagon concomitante.

Enfin, la résistance vis-a-vis des antibiotiques peut étre considérée comme
un contaminant émergeant de 1’eau, ce qui pouvait contribuer a la diffusion mondiale
des génes de résistance, un probléme sanitaire sérieux se posera quand il s’agit de
bactéries pathogeénes. Cette résistance a crée en plus des échecs thérapeutiques due a

la rareté des molécules d’antibiotiques actives sur les bactéries.
Nous proposons comme recommandations :
-Assurer efficacement 1’entretien des réseaux de distribution.
-Assurer un controle quotidien des eaux.

-La mise en place d’un systéme d’assurance qualité avec la coordination des

¢quipes médicales, techniques et pharmaceutiques.

-Surveillance de la résistance des bactéries vis-a-vis des antibiotiques a

intervalle régulier.
Quelques perspectives se dessinent a la lumiere des résultats obtenus :

-Vu le faible effectif de nos échantillons et de la courte durée de la présente
¢tude, nous suggérons la conduite d’une étude de plus grande envergure.
-Effectuer la méme recherche sur d’autres bactéries et leur niveau de

résistance aux antibiotiques dans d’autres centres d’hémodialyse en Algérie.
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Chapitre I : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
I. Généralités
1.1 Physiologie rénale

Le rein, émonctoire de l'organisme, est form¢é d'un ensemble d'unités
fonctionnelles appelées néphrons. Chaque néphron est formé d'un glomérule et d'un
systeme tubulaire.

Au niveau glomérulaire a lieu, grice a un systtme de membrane semi-
perméable, la filtration plasmatique (dite filtration glomérulaire) aboutissant a la
formation de l'urine dite primaire. Cette urine primaire est ensuite remaniée tout au
long du tube grace a des systémes de réabsorption des €léments indispensables a
l'organisme, et des systemes de sécrétion des "toxines" a éliminer. Le pouvoir
épurateur des reins est avant tout dépendant du débit de filtration glomérulaire, qui est
¢gal a la somme des débits de filtration au sein de chaque glomérule. La valeur de ce
débit peut étre déterminée grace au calcul de la clairance de la créatinine, ¢lément
produit de mani¢re quasi constante par les muscles de l'organisme, et qui est
simplement filtré au sein du glomérule, sans subir de remaniement tubulaire ou
presque (Sherwood, 2000).

1.2 Insuffisance rénale

L’insuffisance rénale est définie par une baisse brutale, en quelques heures ou

quelques jours de la filtration glomérulaire (Eliane, 2005).

L’insuffisance rénale peut étre aigué (temporaire et réversible) ou chronique

(persistante).

I.2.1 Insuffisance rénale chronique (IRC)

L'insuffisance rénale chronique (IRC) est définie par une diminution
prolongée et définitive des fonctions rénales secondaires a des Iésions
anatomiques irréversibles du parenchyme rénal (Alain, 2001), qui correspond a la
réduction permanente du débit de la filtration glomérulaire (DFG). En pratique,
elle se traduit par une baisse de la clairance de la créatinine et une ¢lévation de la

créatinémie. L’IRC est deux fois plus fréquente chez I’homme que chez la femme.
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Selon Clermont-Ferrand et al., 2003, parmi les causes principales de

I’insuffisance rénale chronique, il faut mentionner :
-L’hypertension artérielle (31% des cas).
-Le diabete (15%).
-Les glomérulonéphrites (15%) et les néphrites interstitielles (14%).

-La maladie polykystique (des kystes, parfois trés grosses se développent

progressivement dans le rein), a elle seule responsable de plus de 11% des cas.

En général, Un patient atteint d'insuffisance rénale chronique est traité toute sa
vie par des séances d'hémodialyse d'une durée de 3a 4 heures, 3 fois par semaine
(Stora, 2008).

1.2.2 Insuffisance rénale aigué

L’insuffisance rénale aigue (IRA) est définie par I’arrét brusque (en quelques
heure ou jours) de la fonction excrétrice du rein avec diminution extréme ou
interruption compléte de la FG qui se traduit par une élévation rapide de la

créatinémie (Joly, 2006 ; Alain et al., 2001).

L’IRA est une urgence qui peut justifier une dialyse immédiate paralléelement a
la démarche diagnostique. Malgré les progrés techniques et 1’évolution des
connaissances, sa mortalité reste €élevée (45 a 70%), en particulier en présence d’un
¢tat septique grave, d’une défaillance hémodynamique sévere ou poly-viscérale et au

décours d’une intervention chirurgicale (Robert et Lamieire, 2003).

Un traitement par hémodialyse permet de pallier temporairement a la
déficience des reins. Dans 50% des cas environ, si 'IRA persiste, celle-ci se

transforme en IRC définitive (El yemlahi, 2005).

1.3 Hémodialyse

L’hémodialyse est un systéme qui permet d’épurer le sang en éliminant de
nombreuses petites molécules et permet d’extraire 1’eau en exces. Ce mot vient de
grec : « hémo » signifie le sang et « dialyse » signifie épuration. C’est un traitement
médical qui permet d’éliminer les déchets toxique du sang en faisant passer celui-ci

par un filtre. Ce systéme est également connu sous le nom du rein artificiel encore
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appelé « dialyseur », qui fait office de filtre et d’un liquide de dialyse (dialysat).
(Stora, 2008)

L’HD ¢étant la technique d’épuration extrarénale la plus répondue (Kada,
2008 ; Simon, 1999). La Figure 1 schématise le fonctionnement de cette technique.

Les échanges entre le sang et le dialysat s'effectuent essentiellement par
diffusion selon des gradients de concentration. Les pertes par convection (ou
ultrafiltration), réalisées selon un gradient de pression sont essentiellement limitées a
I'¢limination d'un excés d'eau plasmatique. (Circulaire N°DHOS/E4, 2007)
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Figure 1: Schéma du principe d’épuration du sang par hémodialyse
(Canaud et Leray, 2006)
I.3.1 Techniques d’hémodialyse

Les techniques d’hémodialyse font appel & deux mécanismes principaux de
transfert de solutés : la diffusion et la convection. Selon I’importance relative des
mécanismes mis en jeu, les modalités techniques de 1’hémodialyse peuvent différer et
sont dépendantes de la perméabilité des membranes d’échange (membranes a haute et
basse perméabilité). (Circulaire N°DHOS/E4, 2007).

1.3.1.1 Hémodialyse conventionnelle

Dans I’hémodialyse conventionnelle, le transfert des solutés s’opére sur un
mode principalement diffusif, tandis que celui du sodium et de I’eau s’opére sur un
mode principalement convectif, répondant a I’ultrafiltration. (Circulaire N°DHOS/E4,

2007)
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1.3.1.2 Hémofiltration

Dans I’hémofiltration, le transfert des solutés est purement convectif.
L’hémofiltration impose le recours a une membrane de haute perméabilité. La balance
volumique du patient est maintenue en injectant, dans le circuit sanguin, une solution
de substitution de composition voisine de celle d’un ultra filtrat plasmatique normal, a
un débit équivalent a celui du débit d’ultrafiltration, diminué¢ du débit correspondant a
la perte de poids désirée. (Kada, 2008 ; Gabriel, 1988).

1.3.1.3 Hémodiafiltration

L’hémodiafiltration combine a la fois les propriétés de I’hémodialyse
conventionnelle et de I’hémofiltration. Le transfert des solutés est d’une part diffusif,
ce qui assure une soustraction efficace des substances de faible masse molaire, et
d’autre part convectif, ce qui accroit I’extraction des solutés de masse molaire ¢levée.
L’hémodiafiltration nécessite donc a la fois un dialysat et une solution de substitution.

(Alain et al., 2001 ;Kada, 2008).

1.3.1.4 Hémofiltration et hémodiafiltration en ligne

Les techniques d’hémofiltration et d’hémodiafiltration en ligne nécessitent des
volumes importants de solution de substitution. Elles reposent sur la production
extemporanée de la solution de substitution a partir du dialysat affluent. (Circulaire

N°DHOS/E4, 2007)

I1. Eaux d’hémodialyse
I1.1 Généralités sur les eaux d’hémodialyse

Appellation codifiée par la Pharmacopée Européenne (PE) dont D’intitulé

exact est « I’eau pour dilution des solution concentrées pour HD ».

L’eau pour hémodialyse est une mati¢re premiere médicamenteuse dont sa
composition bactérienne et physico-chimique est réglementée par la monographie de

la PE (Cousin, 1999 ; Cécile et Dejean, 2002).

Elle représente 97% de la composition du dialysat, au cours d’une séance de
dialyse de 4 heures, le sang du patient est mis au contact au travers de la membrane du
dialyseur avec 150 litres du dialysat soit environ de 145 litres d’eau. Cette eau est

issue de I’eau de ville qui contient un grand nombre de composés organique et
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inorganique ainsi que bactériologiques qui peuvent s’avéré extrémement nocif pour
le patient. Il est donc nécessaire et essentiel d’apporter une attention particulieére a la
production de cette eau qui est obtenue a partir de 1’eau potable apres un traitement

(Dorez et al., 2009).

I1.2 Objectifs du traitement d’eau pour hémodialyse

L'eau pour hémodialyse est un médicament qui doit répondre a certains

impératifs :

% Bonnes qualités bactériologiques et pyrogéniques.
« Absence de toxicité pour le patient.

+*+ Maintien de la constance physico-chimique de la solution diluée.

Le traitement physico-chimique, bactériologique et endotoxinique de 1’eau
pour HD est donc un processus essentiel dans la prévention des infections en
hémodialyse afin de produire de facon fiable et reproductible une eau de qualité

bactériologique compatible avec le dialysat. Il permet entre autre :

% Eliminer les bactéries présentes dans 1'eau brute.

« Eviter la recontamination bactérienne du systéme

¢ Inhiber la croissance bactérienne.

% Produire une eau de qualité bactériologique compatible avec l'application

finale. (Circulaire N°DHOS/E4, 2007)

I1.3 Qualité de I’eau utilisée en hémodialyse
I1.3.1 Importance d’une qualité de I’eau dans I’hémodialyse

La qualit¢ de I’eau pour hémodialyse constitue un ¢élément essentiel de
I’efficacité et la sécurité de I’HD en raison de I’importance des échanges entre ces
solutés et le sang de malade a travers une membrane de dialyse de quelques microns

d’épaisseur (Dahri, 2012).

La qualité de I’eau peut moduler les interactions du sang avec les membranes
artificielles et contribue largement a la bio-incompatibilit¢ en augmentant plus le
risque de voir apparaitre, chez les hémodialysés chroniques, de nouvelles pathologies
dites iatrogeénes qui ne sont pas toujours liées a I'IR (Owen et Lowrie, 1998 ;

Lindholm et a/, 2004).
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Ainsi, des teneurs limites pour différents agents contaminants de cette eau doit
répondre a des normes pour améliorer la qualité de vie a court et a long terme des

hémodialysés chroniques (Frenkian et al., 1996 ; Barnoux et al., 1997).
I1.3.2 Réglementation

D’apres le Journal Officiel de la République Algérienne (JORA) en ce qui
concerne les normes liées a 1’eau destinée a d’hémodialyse et son traitement, des
limites de qualité ont été proposées par la Pharmacopée Européenne, ISO et AFNOR

pour assurer la sécurité sanitaire des patients insuffisants rénaux.

Pour respecter ces différentes dispositions, les eaux utilisées pour la dilution
des solutions concentrées font 1’objet d’un traitement plus au moins complexe, la
qualité de ce traitement doit étre controlée trimestriellement par des analyses

bactériologiques et physico-chimiques.

Le but du traitement est d'améliorer a la fois les qualités physico-chimiques et
microbiologiques de l'eau pour répondre, au minimum, aux critéres définis par la
monographie de 1'eau pour hémodialyse dans la Pharmacopée Européenne, les valeurs
de certaines limites de qualité proposées par cette derniére sont plus basses que celles
définies pour les eaux destinées a la consommation humaine (micropolluants
minéraux ou organiques, microorganismes et endotoxines). En conséquence, cette eau
subit en général un traitement adaptée plus au moins complet (Ragnon, 2004) (Voir

tableau I, annexe III).

I1.3.3 Effets d’une mauvaise qualité bactériologique d’eau de dialyse

Les complications liées a une eau de dialyse de qualité insuffisante peuvent

étre catégorisées selon la durée de leur manifestation :

A court terme, le passage des microorganismes ou produits de ces derniers
dans le sang du patient peut étre a l’origine des réactions pyogénes (frissons,
myalgies, fievre, nausée, hypotension) pouvant aller jusqu’au choc. Ces réactions
débutent généralement en cours de séance de dialyse. La majorité des états septiques
chez les patients dialysés sont toutefois liés a des infections de cathéters

endovasculaires et de fistules ou a des infections urinaires ou cutanées.
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A long terme, la stimulation répétitive des monocytes par des produits
microbiens est a 1’origine d’une production chronique des cytokines (médiateurs
d’inflammation). Ces substances (TNFa, IL-1, IL-6) sont elles méme responsables
d’une production hépatique de protéine C-réactive (CRP) et B-2-microglobuline
pouvant aboutir a une amyloidose. A 1’inverse, certaines protéines comme 1’albumine
diminuent sous I’effet de I’inflammation chronique et plusieurs études ont montré que
I’hypo-albuminémie prédit la mortalité chez les patients dialysés (Hubert, 2010)
(Tableau II).

Tableau II: Relations entre effets toxiques et concentrations de plusieurs

contaminants physicochimiques et bactériologiques de I’eau pour hémodialyse

Contaminant Effets toxiques Concentration toxique

Aluminium Encéphalopathie de dialysé, | 60 pg/ 1
ostéopathie, anémie

Calcium- Nausée, vomissement, céphalées | 88 mg/l (calcium)

Magnésium flush, myalgie
Trouble tensionnels

Chloramines Hémolyse, = méthémoglobinémie, | 0,25 mg/l
anémie

Cuivre Nausée, frisson, céphalées, | 0,49 mg/l
hépathopatie, fievre

Fluore Ostéoporose, ostéomalacie 1 mg/l

Nitrate Hémolyse, hypotension, cyanose, | 21 mg/l
nausée, méthémoglobinémie

Sodium Hypertension, cedemes, | 300 mg/1
vomissement, céphalée pulmonaire,
tachycardie, insuffisance
respiratoire, crise coma, mort

Sulfate Nausée, vomissement, acidose | 200 mg/l
métabolique

Zinc Nausée, vomissement, fievre, | 0,2 mg/l
anémie

Microbiologique | Frisson, fievre, nausée, septicéme >100 UFC/ml

Endotoxines Hypotension, cyanose, choc >(0,25 EU/ml

(Dahri, 2012)
I1.3.4 Qualité de I'eau exigée ou recommandée
Les critéres de qualité de 1’eau pour I’HD définis par la PE sont nombreux sur
les plans physico-chimiques, microbiologique et endotoxique. Ils sont habituellement

contrdlés au départ et au cours de retour de boucle (Tableau III).
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D’aprés le JORA N°30 du 28 Avril 2002, et la PE (7°™ édition 2011), et la
norme ISO 23500 (Mai 2011), les normes microbiologique de 1’eau destinée a I’HD

sont :
Tableau III : Les normes microbiologique de I’eau pour I’hémodialyse
Eau pour hémodialyse (maximum toléré)
Parameétres JORA Pharmacopée ISO
Européenne 23500
Endotoxines <0,25 pl/ml <0,25 pl/ml <0,25
ul/ml
Bactéries <100 <100 -
revivifiables 24h a | Microorganismes/100ml Microorganismes/100ml
30°C
Bactéries <100 <100 -
revivifiables 48h a | Microorganismes/100ml Microorganismes/100ml
20°C

(Boudzali, Metahri, 2009; Dahri, 2012)
I1.4 Traitement de I’eau d’hémodialyse

L’eau véhicule un grand nombre de composés organiques et inorganiques qui
s’averent trés nocifs pour le patient, par conséquent la qualité de 1’eau est essentielle
dans le processus de ’HD et chaque étape de traitement doit étre maitrisée pour

atteindre les qualités requises (Cousin, 1999 ; Kada, 2008).

L’eau pour I’'HD est préparée a partir de ’eau du réseau intérieur dédi¢ a la
dialyse. Sa production nécessite 1’emploi successif de plusieurs techniques
complémentaires. Les premieres étapes constituent le « prétraitement » permet a
protéger et a faciliter le fonctionnement des osmoseurs. Ce traitement permet de
fournir une eau pour dilution des solutions concentrées pour HD dont les parameétres
physico-chimiques et bactériologiques sont conformes aux exigences de la PE et PF.
En effet, plusieurs épidémies d’infection bactériennes ou de réactions fébriles ont été
décrites du fait de procédures inadéquates de traitement de I’eau et désinfection des

circuits (Kada, 2008).

Les autres traitements de 1’eau peuvent étre effectués par des cartouches de
déminéralisation ou plus souvent par systtme d’osmose inverse, cette dernicre

technique est associée a un prétraitement par filtration et adoucissement (Kada, 2008 ;
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Lusamvuky et al.,, 1999). La Figure 2 représente les principales étapes de traitement

de I’eau pour hémodialyse.

= 30 S D & = = =

Ca** Mg* Cl, '

Na* K* SO, Eau de ville
w NH;’ H':|3' F-CI- @ | Germes

Métaux H* OH- ® | endotoxines =

Produits éliminés Eléments retenus
Ca= Mg Cl,

Ma- K- 50, *
NH,” N0, F- CI @
Métaux H- OH-

Pré filtration

Cl,Na" K* S0, &

Adoucisseurs

Ca~ NH," Ny F CI g
Mg~ Metaux H- OH-
Charbon actif Cl, Ca™ Mg—Ma~ K~ S0,
Métau MH,~ N0y F- CI- H*_OH-
- B
Filtration . Ma+ K- S0, NH, N0, F-
CIF H* OH - ®
Osmose inverse Sets tonisis .
Germes -

andotoxines -

Figure 2: Schéma des principales étapes de traitement de ’eau pour hémodialyse

I1.4.1 Description technique du Traitement d’eau en hémodialyse

Le

traitement comporte généralement trois étapes principales qui sont le

prétraitement, le traitement et la distribution a adapter en fonction de la qualité de

l'eau de ville présente en début de circuit.

«» Prétraitement : Les techniques classiquement utilisées sont :

>

Le disconnecteur : Il est mis a I’entrée de I’installation de traitement
d’eau, permettant la protection du réseau d’eau potable. Il est constitu¢ d’un
ensemble de clapets de soupapes et de membranes qui empéchent le reflux
de I’eau engagée dans le circuit de traitement éliminant ainsi le risque de
contamination du réseau par lequel il est alimenté (Lusamvuky et al., 1999)
(Voir figure 3, annexe II).

La chloration : Elle est utilisée pour éviter le développement des
microorganismes dans le cas ou I’eau de distribution publique connaitrait

des fluctuations chroniques ou passageres de son taux de chlore. Un dosage

10
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de taux de chlore est fait avant chaque séance de dialyse (Cécile et Dejean,
2002).
La filtration : Des filtres destinés a retenir des particules insolubles sont
disposés a différents niveaux de la chaine de prétraitement. Leur porosité
est décroissante depuis le filtre a sable qui est constitué¢ d’un lit de sable et
de gravier jusqu’au filtre de cartouche dont la porosité varie de filtre de
Ium et par exemple utilisé pour retenir les fines particules de charbon actif
(Ragnon, 2004). Le principal probleme de cette technique est la
contamination des filtres, la désinfection périodique des cartouches est
donc nécessaire (Voir figure 4, annexe II).
La filtration a charbon actif : Le charbon actif absorbe les résidus chlorés
et halogénés (Dorez et al., 2009). 1l a trois actions : la destruction par action
catalytique de chlore et chloramine, I’absorption des quantités importantes
de matiere organique et de pyogeéne et la filtration des particules et des
colloides (Baron et al., 2005) (Voir figure 5, annexe II).
L’adoucissement : C’est un traitement physico-chimique qui se fait par
deux adoucisseurs fonctionnant en alternance, 1’'un est en production
pendant que lautre est en phase de régénération. Il va permettre
I’¢limination de carbonate du calcium et du magnésium en échangeant ces
cations contre du sodium. Le principal intérét des adoucisseurs est de
protéger la membrane de 1’osmoseur (Malhiem et al., 2002) (Voir figure 6,
annexe II).

Le testomat : C’est un appareil de mesure installé a la sortie des
adoucisseurs et est utilis¢é pour la surveillance de la dureté de 1’eau

(Lusamvuky et al., 1999) (Voir figure 7, annexe II).

% Traitement : Durant cette phase, les microorganismes, les endotoxines ou

d'autres particules microbiennes encore présentes dans l'eau prétraitée sont

¢liminées. Ce traitement transforme l'eau de ville (eau potable) en eau de

dialyse. (Lusamvuky et al., 1999), elle se fait par :

>

L’osmose inverse : C’est le traitement physico-chimique et antimicrobien
qui va permettre d’éliminer la quasi-totalit¢ des ions, substances
organiques dissoutes et des microorganismes (Guigaz et al, 1995). Il

consiste a appliquer sur la solution a purifier une pression supérieure a la

11
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pression osmotique, obligeant le solvant a aller de la solution la plus
concentrée vers la solution la moins concentrée. Un montage en double
osmose est souvent utilis€¢ d’une part pour limiter les risques liés a une
défaillance du prétraitement et d’autre part pour augmenter le degré
d’épuration des contaminants et produire une eau ultra-pure (Guigaz,
1995) (Voir figure 8, annexe II)

» L’ultrafiltration : Cette technique permet d’éliminer tout micro-
organisme ou endotoxine et constitue I'ultime barriére pour produire le
liquide de substitution avant son injection dans la technique. Les filtres
d’ultrafiltrations 0,2 m sont des membranes dites " stérilisantes " et placés
en départ de boucle de distribution d'eau de dialyse (Lusamvuky et al.,
1999).

+«» Distribution : L’cau traitée circule en permanence dans une boucle de
distribution lin€aire, afin d’alimenter les générateurs d'hémodialyse (Voir
figure 11, annexe II). Cette opération doit garantir une non-altération des
propriétés physicochimiques et bactériologiques obtenues en fin de phase de

traitement. Les zones de stagnation, « bras morts » ou parties transparentes a

la lumiére doivent étre évités car ils sont tous sources de contamination

bactérienne (Cousin, 1999).

I1I. Risque infectieux lié a I’eau de dialyse

De nombreuses ¢pidémies imputables aux procédures inadéquates de
traitement de 1’eau de dialyse ont été reportées. Le dialysat est composé d’eau
déminéralisée et purifiée ou hautement purifiée selon le type de traitement, de
concentré acide et de bicarbonate. L’élément principal pouvant étre contaminé est
I’eau. Son traitement physico-chimique et microbiologique est essentiel dans la
prévention des infections en hémodialyse (Société Frangaise d’Hygi¢ne Hospitalicre,

2005).

Les bactéries présentes dans 1'eau et pouvant étre a la source d'une infection
sont essentiellement des bacilles Gram négatif et plus rarement les mycobactéries non
tuberculeuses. Le principal probléme est dii au passage des endotoxines, li¢ au
phénomene de rétro-filtration (backfiltration) qui peut atteindre jusqu’a 4 litres au

cours d’une séance. Ce passage bien que li¢ a la qualit¢ de la membrane a été

12
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démontré avec tous les types de membranes. Le risque infectieux li¢ a cette rétro-
filtration est réduit lors d’utilisation d’une eau de bonne qualité microbiologique

(Société Francaise d’Hygiene Hospitaliere, 2005).

Une eau traitée ne doit contenir aucun germe pathogene, habituellement les
bactéries pathogénes les plus rencontrées dans 1’eau sont souvent responsables des
maladies infectieuses chez 1’homme (Bourgeois et al., 1996). Les bactéries qui

peuvent se retrouver dans cette eau sont :

II1.1 Coliformes :
II1.1.1 Coliformes totaux (CT) :

Les coliformes sont un sous groupes appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae (Rodier et al., 2005). Selon la norme NF ISO 4832 (AFNOR,
1999), ce sont des bacilles a Gram négatif (BGN), non sporulant, anaérobies
facultatifs, oxydase négatif, capable de fermenter le lactose avec production de 1’acide
et de gaz en 48h a une température de 35 a 37°C (£0,5°C) (Singleton, 1999 ; Larpent,
2000).

I11.1.2 Coliformes fécaux (CF) :

Appelés aussi «les coliformes thermo-tolérants ». Ils sont capables de se
développer a 44°C et constituent une bonne présomption de contamination fécale. Ils
produisent de I’indole a partie du tryptophane a 44°C (Guiraud et Rosec, 2004). Ils

sont alors fortement présomptifs d’Escherichia coli (Leclerc, 1977).

X/

> Escherichia coli : est I’espece dominante de la flore aérobie du
tube digestif. C’est une bactérie commensale, elle peut devenir pathogeéne si
les défenses de I’hdte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de
virulence particuliers (Nauciel, 2005).C’est un indicateur direct d’une

pollution fécale (Rodier et al., 1984).

I11.2 Streptocoques fécaux :

Cette appellation correspond a des streptocoques du groupe D (ou sérogroupe
D de lancefield) (Delarras et Bernard, 2006). Ce sont des cocci a Gram positif,
appartenant a la famille des streptococcaceae, de forme sphérique ou ovoide en

chainettes plus ou moins longues, anaérobies facultatifs, non sporulés, exigeants en

13
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nutriments, catalase négatif, oxydase négatif et homo-fermentaires (Bourgeois et
Leveau, 1991). Les streptocoques fécaux sont capables de se développer en 24 a 48h a
37°C sur milieu sélectif a [’azoture de sodium en donnant des colonies

caractéristiques, réduisant le TTC (Tetra Triosol Citrate).
I11.3 Salmonelles :

Elles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a
Gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs, habituellement mobiles grace a une ciliature
péritriche mais certains sont immobiles, non sporulés, nitrate positif, catalase positif,
oxydase négatif, lactose négatif, uréase négatif, H,S positif, possédant deux antigénes
principaux : somatique O et flagellaire H (Leclerc, 1977 ; Bourgeois et al., 1996 ;
Singleton, 1999).

I11.4 Pseudomonas aeruginosa :

Ce sont des bacilles a Gram negatif, aérobies strictes, mobiles, a ciliature
polaire monotriche, oxydase positif, catalase positif. C’est la seule espéce de
Pseudomonas produisant deux pigments, la pyocianine et la pyoverdine qui peuvent

étre mis en évidence sur les milieux de King A et King B.

Elle peut se développer a température 30 a 45°C sur milieu gélose nutritive et
sur le milieu sélectif gélose cétrimide. Cette bactérie est opportuniste pathogeéne pour
I’homme, elle est ’agent du pus bleu des infections cutanées post-chirurgicales. Elle
est résistante a certains antibiotiques (Delarras et Bernard, 2006 ; Delarras et al.,

2010).

IIL.S Clostridium sulfito-réducteur ou bactéries anaérobies sulfito-
réductrices (ASR) :

Ce sont des bactéries anaérobies strictes, a Gram positif formant des
endospores (Bourgeois et Leveau, 1991). De la famille des Bacillaceae, ce sont des
gros bacilles, mobiles par ciliature péritriche mais parfois immobiles, thermotolérants,

catalase négatif, les espéces pathogenes secrétent des exotoxines (Schaechter, 1999).

Tous ces germes ont un point commun de réduire le soufre de sodium en
sulfure dans les milieux de cultures solides en présence de sel de fer (Leclerc et

Haslay, 1993).

14
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I11.6 Vibrions cholériques :

Ils appartiennent a la famille de Vibrionaceae, ce sont des batonnets droits ou
incurvés en virgule, isolés par deux ou parfois groupés en chainettes, a Gram négatif,
certains sont mobiles par flagelle polaire et d’autre sont immobiles, aéro-anaérobies,
oxydase positif, catalase positif, indole positif, halotolérants, peuvent étre cultivés a
pH alcalin de 8,6 a 9, non sporulés, saccharose positif et H,S négatif. Ils se
développent a température 37°C sur le milieu sélectif Gélose Nutritive Alcaline Biliée

(GNAB) apres enrichissement sur eau peptonée alcaline (EPA) (Delarras et al., 2010).

La qualité bactériologique de I’eau d’alimentation de générateur de dialyse est

définie par la PE comme il indique le tableau suivant :

Tableau IV : Les normes de la qualité bactériologique d’une eau destinée

a ’hémodialyse (Pharmacopée Européenne, 2007)

Paramétres Unités Recommandations
bactériologiques

Coliformes totaux Germe/ml <100 germes
Coliformes fécaux Germe/ml <10 germes
Streptocoques fécaux Germe/ml <10 germes
Salmonelles Pas d’unité Absence

Vibrions cholériques Pas d’unité Absence
Pseudomonas aeruginosa | Pas d’unité Absence
Clostridium Spores/20 ml Absence

IV.Antibiotiques et antibiorésistance :

IV. 1. Antibiotiques :
IV.1.1 Définition :

Ce sont des produits de métabolisme secondaire de moisissures ou de bactéries
ou leurs dérivés obtenus par synthése chimique, qui inhibent (effet bactériostatique)
ou détruisent (effet bactéricide), méme a trés faible concentration d’autres bactéries.

(Gazengel et Orecchioni, 1999).
IV.1.2 Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action :
(Voir tableau V, annexe III)
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IV.2. Antibiorésistance :
IV.2.1 Définition :

Une souche est dite résistante quand elle supporte une concentration d’ATB
beaucoup plus élevée que celle qui inhibe la majorité des autres souches de la méme
espece. En effet, cette résistance se caractérise par son caractére naturel ou acquis, son

mécanisme et son support génétique (Andrew et Mainardi, 2003).
IV.2.2 Différents types de la résistance bactérienne aux antibiotiques :
IV.2.2-1 Résistance naturelle :

La résistance est dite naturelle (intrinséque) si ce caractére est présent chez
tout les souches d’une méme espéce ou d’'un méme genre et délimité de ce fait le

spectre d’activité de I’ATB (Courvalin et al., 2004).

Elle est toujours transmissible a la descendance car elle est portée par le
chromosome ainsi détermine les phénotypes (Sauvages) des especes bactériennes

(Andrew et Mainardi, 2003).
IV.2.2.2 Résistance acquise :

Elle ne s’applique que pour certaines souches au sein de la méme espece
bactérienne, cette résistance est variable dans le temps, elle est due a une modification
génétique comme la mutation ou acquisition de matériel génétique étranger. De ce fait
deux supports essentiels sont a noter : Support chromosomique et support extra-

chromosomique (Plasmide) (Roussel, 2001).
1V.2.2.3 Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques :

Le tableau VI représente les principaux mécanismes de la résistance

bactérienne aux antibiotiques :
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Tableau VI : Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Modification Efflux
de cible actif

ARN
ribosomal

ribosomal
30S

DHFS1

(Li et Nikaido, 2004)
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Appareillage et verrerie:
Le matériel utilisé pour les analyses bactériologiques est :
-Glaciére ;
-Pipettes Pasteur stériles a usages unique ;
-Tubes a essai stériles ;
-Bec Bunsen ;
-Les boites de Pétrie ;
-Etuve a 37°C et 44°C ;
-Bain Marie ;
-Réfrigérateur ;
-Flacons en verre de 25ml ;
-Portoirs ;
-Pince stérile;
-Seringues de 5 ml ;
-Ecouvillons stériles.
Milieux de culture :
-Bouillon Lactosé au Pourpre de Bromocrésol (BCPL) ;
-Bouillon au Sélénite de sodium cystéine (SFB) ;
-Bouillon Roth ;
-G¢lose Nutritive (GN);
-Eau Peptonée Alcaline (EPA) ;
-Gélose Viande Foie (VF) ;
-Gélose Hektoen ;
-Gélose Nutritive Alcaline Biliée (GNAB) ;
-Bouillon a I’acide de sodium plus d’éthyle de violet (EVA LITSKY) ;
-Bouillon Shubert ;

-Gélose Cétrimide



-Gélose Mueller Hinton ;

-Bouillon Urée Indole ;

-Gélose Triple Sugar Iron (TSI).

Solutions et réactifs :

-Eau distillée stérile ;

-Réactif de kovacs, TDA, VPl et VPII ;

-L’huile de vaseline ;
-Sulfite de sodium ;
-Alun de fer ;
-Sélénite de sodium ;

-Eau de javel.
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Composition des différents milieux de culture :

-Bouillon Lactosé au Pourpre de Bromocrésol (BCPL) : (g/l)

Extrait de viande
Peptone de caséine
Lactose

pH final

Autoclavé a 121°C pendant 15 minutes

-Bouillon Shubert: (g/1)

Peptone

Acide glutamique
Sulfate de magnésium
Citrate de sodium
Mannitol

Peptone bactériologique

Agar

10

0,2

0,5

07

18

BCPL (S/C) BCPL (D/C)
02
14
10
6,7+0,2 6,7+0,2
Tryptone 10
Tryptophane 0,2

Sulfate d’ammonium 0,4
Chlorure de sodium 0,2
Lactose 10

Fushine basique 0,4

pH final 7



Autoclavé a 121°C pendant 15 minutes

-Bouillon Roth: (g/1)

Roth (S/C)

Peptone de caséine 20
Extrait de viande 1,5
Glucose 4

-Bouillon EVA LITSKY: (g/1)

Tryptone 20
Phosphate dipotassique 2,7
Acide de sodium 5
Ethyle violet 0,4
Glucose 5
Chlorure de sodium 2,7
pH final 6

Autoclavé a 124°C pendant 15 minutes

-Gélose Viande Foie (VF) : (g/1)

Base Viande-foie 30
D-Glucose 2
Ethyle violet

Agar 8

-Bouillon sélénite de sodium (SFB) : (g/l)

SFB (S/C)
Chlorure de sodium 5
Phosphate dipotassique 27
Phosphate mopotassique 0,2

pH final 6,9+0,1

Annexe |

Roth (D/C)

40

3

SFB (D/C)
10
54

0,4
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-Eau Peptone Alcaline (EPA): (g/l)

Protéase peptone 10
Peptone 10
Chlorure de sodium 5
Sodium thiosulfate 0,3
pH final 8,6

Autoclavé a 120°C pendant 15 minutes

-Gélose Nutritive Alcaline Biliée (GNAB) : (g/1)

Peptone de viande 5
Extrait de viande 3
Chlorure de sodium 2
Bile de beeuf desséchée 18
pH final 8,6

-Gélose Nutritive (GN) : (g/1)

Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
Peptone 5
Chlorure de sodium 5
Agar 15
pH final 7.4

-Gélose Cétrimide : (g/l)
Peptone de gélatine 16
Peptone de caséine 10
Bromure de tetradonium (Cétrimide) 0,2
Acide nalidixique 0,015
Sulfate de potassium 10

Chlorure de magnésium 1,4
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Agar 10

-Gélose Hektoen : (g/l)

Proteose-peptone 12
Extrait de levure 3

Lactose 12
Saccharose 12
Salicine 2

Citrate de fer III et d’ammonium 1,5

Sels biliaires 9
Fushine d’acide 0,1
Bleu de bromothymol 0,065
Chlorure de sodium 5
Thiosulfate de sodium 5
Agar 14

-Triple Sugar Iron (TSI) : (g/1)

Peptone de caséine 15
Peptone de viande 5
Extrait de viande 3
Peptone de levure 3
Chlorure de sodium 5
Lactose 10
Saccharose 10
Glucose 1

Citrate ammoniacal de Fer III 0,5
Thiosulfate de sodium 0,5
Rouge de phénol 0,024

Agar 12
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-Gélose Mueller Hinton (MH): (g/1)

Infusion de viande de beeuf déshydratée 300

Hydrolysat de caséine 17,5
Amidon de mais 1,5
Agar 13

Composition des différents réactifs :

-Réactif de kovacs : (g)

Peptone bactériologique 10
Phosphate dipotassique 3,5
Lactose 10
Fushine basique 0,1
Agar 18

-Sulfite de sodium a 10% :

Na,SOs, 7H,0 (Hyperhydrate) 10g

Eau distillée 100ml

Ou

Na;SO;3; (Anhydride) 10g

Eau distillée 100ml
-Alun de fer 4 5% :

Citrate ammoniacal (Alun de fer) 5g

Eau distillée 100ml
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Station de traitement d’eau pour hémodialyse de I’hépital de FRENTZ FANON

Figure 3 : Un disconnecteur Figure 4 : Filtre a sable

Figure 5 : Filtre a charbon Figure 6 : Adoucisseurs

=y ==

Figure 7 : Testomat Figure 8 : Osmose inverse
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Figure 9 : Robinet de la station Figure 10 : Station de traitement d’eau pour
hémodialyse de la clinique IFRADJ

Figure 11 : Schéma de modélisation d’une boucle

Figure 12 : Test de chlore résiduel (cas positif)
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A) Test de présomption Eau 4 analyser

s 50 mix1 10 mIx5 1 mlx5 '

BCPL D/C BCPL D/C BCPL S/C

Remarque: Chasser le gaz présent dans les cloches avant I’incubation et

dévissez légérement les bouchons des tubes.

Incubation : a 37°C pendant 24 a 48h

Résultat positif Résultat négatif
;..f;?-;"" i
!'”ﬂ?r
-
g -Virage du couleur + -Virage du couleur -/+
-Trouble + -Trouble -/+
-Dégagement de gaz + -Dégagement de gaz -

Figure 13 : Recherche des coliformes totaux par la méthode de NPP sur le milieu
BCPL
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Ilustration : Noter le nombre des tubes positifs et se référer a la table de NPP

Le nombre caractéristique relatif au dénombrement des coliformes totaux est

donc 120 ce qui correspond sur la table de NPP a § Coliformes totaux.

Figure 14 : Dénombrement des coliformes totaux par la méthode de NPP sur le
milieu BCPL

B) Test de confirmation :

Ajoutez quelques
gouttes de réactif
Kovacs

Résultat négatif

-Apparition d’un -Apparition d’un
anneau rouge + anneau rouge -
(Escherichia coli)

-Dégagement de gaz
-Dégagement de gaz +/-

Figure 15 : Recherche des Coliformes fécaux par la méthode de NPP sur milieu
Schubert
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Ilustration : Noter le nombre des tubes positifs et se référer a la table de NPP

e —
T i -
KT merny |

. 5 ' 5'?-1_—4‘3‘".

oo
S

Le nombre caractéristique relatif au dénombrement des coliformes fécaux est

donc 100 ce qui correspond sur la table de NPP a 1 Coliformes fécaux.

Figure 16 : Dénombrement des coliformes fécaux par la méthode de NPP sur le

milieu Schubert et recherche d’Escherichia coli
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A) Test de présomption Eau a analyser

50 mlx1 10 mlx5s 1 mlx5

Roth D/C Roth D/C Roth S/C

Incubation : a 37°C pendant 24 a 48h

Résultat positif Résultat négatif

-Pastille violette + - Pastille violette -

-Trouble microbien + -Trouble microbien -

Figure 17 : Recherche des streptocoques fécaux par la méthode de NPP sur
milieu Roth
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B) Test de confirmation

A partir des tubes de milieu Roth positifs, repiquer les tubes de milieu Eva Litsky
(5 a 6 gouttes = 1 ml)

Incubation : a 37°C pendant 24 h

Résultat positif Résultat négatif
-Trouble microbien + -Trouble microbien -
-Pastille violette + -Pastille violette -

Le nombre caractéristique relatif au dénombrement des streptocoques fécaux

est donc 145 ce qui correspond sur la table de NPP a 43 streptocoques fécaux.

Figure 18 : Dénombrement des Streptocoques fécaux par la méthode de NPP sur
le milieu Eva Litsky
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Premier enrichissement

Eau a analyser

SFB D/C (100 ml)  Additif Sélinite de Sodium
@ Incubation : a 37°C pendant 18 a 24h

Isolement Deuxiéme enrichissement

Gélose Hektoen 1 | 1 ml x 1 SFB (10 ml) en tube

Incubation : a 37°C pendant 18 a 24h

Deuxieme isolement (Gélose Hektoen 2)

Incubation :

a37°C
pendant 18 a

24h

Lecture finale : Résultat positif (Colonies grises bleues a centre noir)| Confirmation >

TSI ou Galerie API 20E...

Figure 19 : Recherche des Salmonelles
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A partir d’une suspension

Mini galerie Isolement sur milieu Cétrimide

Colonies verdatres (+)

Citrate de Simmons (+)
LDC (-), ODC (-), ADH (+)
King A (+)

King B (+)

Figure 21 : Recherches des Pseudomonas aeruginosa
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Eau a analyser

S5mlx4

Chauffage a 80°C pendant 10 min Refroidir immédiatement sous I’eau de

robinet (Choc thermique)

Ajout de 18 a 20 ml de gélose VF (Additionner des additifs : Alun de Fer et Sulfite de
Sodium) dans chaque tube.

M¢élanger, laissez solidifier et Incuber : a 37°C pendant 16, 24 a 48h

Lecture : Dénombrer toutes les colonies de couleurs noires d’un diametre supérieur a
0,5 mm sur les 4 tubes.

Figure 22 : Recherche des Clostridium sulfito-réducteur
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Illustration :

Rapporter le total des colonies a 20 ml d’eau a analyser.

Colonies noires d’un
diametre supérieur
a0,5mm

2 spores/20 ml

Figure 23 : Dénombrement des Clostridium sulfito-réducteur
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Premier enrichissement

Eau a analyser

Eau Peptonnée Alcaline (EPA) 10 fois concentrée (25 ml)
Incubation : a 37°C pendant 18 a 24h

Premier isolement Deuxiéme enrichissement

/ 3 A\
i - U ~
Gélose GNAB 1 1mIxEPA en tube

Incubation : a 37°C pendant 18 a 24h

Deuxiéme isolement (Gélose GNAB 2)

Incubation :

a37°C
pendant 18 a
24h
Lecture finale : Résultat positif (Colonies grosses lisses et transparentes) Confirmation >

KIA, LDC, ODC, ADH ...

Figure 24 : Recherches des Vibrions cholériques
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API 20E

Chryseomonas luteola

T

ONPG| +

Figure 27 : Logiciel d’identification

par galerie API 20"

Figure 28 : Application des

disques des antibiotiques
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REMUBLICUE ALGERIENSE DEMOCRAT WQUE ET TOPLILAIRE

IZI"_JI.EL_ITCI'I'-.'F?? LA SANTE £T 00 LA IMPLUILATION DE L& WELAYS B8 ILd
FEOA DL FERET A B P . SANTE DY) POMINMTE - CRULET Y A 301 T

LABCEATOIHE IPHYGIENE [ HEFERENTE THE L WILAY A DE PLIDA

TOL: PAX- D0 31E 25 21, &7, 11

ANALYSE DEMANDE PAR :
ECHANTELLOM =
DATE B PRRLEY EMEST
EROVENANEL ¢

HESULTATE DU U TROLE
MACTERIGLOGIOEE

NUMEHATION

COLIFORMES TOTAUX ¢ G/ 100 M1,
COLIFORMES FECAUX ¢ Gr 100 ML

STREFTOCOOQUE GROUPE D Giled M1,
ANAEROBIF, sulfitn-réduetene ©  p /20 WL

SALMONELLES :
VIBRIO.CHOLERTOU T

ALAW LF

N LS

QUALITE
, BACTERIOLOGIQUE

CHLORE mg/L

BANS LES LIMITES CUIT AUTORISE

|UNE ANALYST RACTERIONOCHOUE

LE CHEF DE SERVICE

Figure 30 : Feuille de résultats de controle bactériologique
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Tableau I : Le cadre réglementaire de I’eau pour ’hémodialyse

Date des normes

Normes relatives a I’eau pour

I’hémodialyse

Norme AFNOR NFS 93-310

Définie le systéme de traitement et de
distribution pour dilution des solutions
concentrées pour I’HD.

Publication d’un guide par le
ministére de I’emploi et de la
solidarité en Juin 2000

Recommande 1’établissement d’un systéme
d’Assurance Qualité pour garantir un niveau
de sécurité sanitaire satisfaisant, quelles que
soient les différentes techniques adoptées
pour le traitement d’eau.

La circulaire DGS/DH/AFSSAPS
N°2000/337 du 20 juin 2000

Relative a la diffusion d’un guide pour la
production d’eau pour I’HD des patients
d’IR.

La circulaire DGS/SD5D/SD7A-
DHOS/E4/01 N°2001/518 du 29
octobre 2001

Relative au renforcement des mesures de la
vigilance en maticre de la production et du
traitement d’eau destinée a ’HD dans le
cadre du plan VIGIPIRATE renforcé. Le
taux de chlore total dans 1’eau pour I’'HD
doit étre inférieur a 0,1 mg/l.

Pharmacopée Européenne 2005
(5°™ édition

La qualité du traitement de I’eau doit étre
contrlée trimestriellement par des analyses
bactériologiques et  physico-chimiques
(surtout le dosage de Calcium et de
I’Aluminium) qui doivent étre effectuées
par un laboratoire agrée.

La circulaire N°
DHOS/E4/AFSSAPS/DGS/2007/52
du 30 Janvier 2007

Relative aux spécifications et a la sécurité
sanitaire de la pratique de I’hémofiltration et
de I’hémodiafiltration en ligne dans les
¢tablissements de santé a été appliquée.

La parution en 2008 de 1a norme
AFNOR NF S93-315

La qualité des fluides pour HD, a marqué un
progres en définissant les critéres de qualité
microbiologique du dialysat mais sans
toutefois prendre en compte 1I’importance du
phénoméne de rétrofiltration qui peut
atteindre 3 1/h au niveau du dialyseur.

La parution en Mai 2011 d’une
norme générale par ISO 23500 sous
forme d’un guide

Fournit les recommandations nécessaires
pour la production de I’eau pour I’HD et la
préparation des liquides de dialyse.

Ragnon, 2004




Annexe III

Tableau V : Les principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action

Familles/ATB | Bactéries affectées

| Mécanismes

Antibiotiques inhibant la synthese de la paroi bactérienne

p-lactamines

CGP et CGN et BGP
Entérobactéries
Spirockettes

Germes anaérobies (sauf
Bacillus fragilis)

Ils se fixent sur les protéines enzymatique
membranaires PLP (Protéine Liant la
Pénicilline) et bloquent leur activité
enzymatique ce qui entraine I’inhibition de
la derniére étape de la syntheése du
peptidoglycane.

Vancomycine | Bactéries a Gram positif Ils inhibent la synthese de la paroi des
bactéries a Gram positif en se fixant sur
I’extrémité D-Alanine-D-Alanine terminal
des peptides et la masque pour inhiber la
polymérisation. Ils sont bactéricides de
facon lente. (Dufor et Fantin, 2003)

Antibiotiques actifs sur les membranes

Colistine BGN IIs se fixent sur la membrane externe puis
sur la membrane cytoplasmique, ce qui
provoque la désorganisation de ces
structures. Ils sont bactéricides.

Antibiotiques inhibant la synthese protéique

Aminosides CGP et CGN. Ils altérent la traduction de I’ARNm,

(Anglaret et Mortier, 2003) | conduisant a la production de protéines
anormales, I’incorporation de ces derniéres
dans la membrane cytoplasmique entraine
une altération membranaire. (Gaudy et
Buxeraud, 2005)

Tétracycline | CGP et BGN IIs se fixent de facon irréversible sur la sous
Germes a développement unité 30S du ribosome ce qui provoque une
intracellulaire.(Chopra et interruption de la synthése protéique.
Roberts, 2001 ; yala et (Gaudy et Buxeraud, 2005)
al.,2001)

Macrolides Bactéries a Gram positif Ils se fixent sur la sous unité¢ 50S du
ribosome et vont inhiber la synthése
protéique nécessaire au développement des
bactéries. Ils sont bactéricides a forte doses
intracellulaires. (Gaudy et Buxeraud, 2005)

Phénicoles La plupart des bactéries IIs inhibent la synthése protéique
aérobies et anaérobies bactérienne en se fixant sur la sous unité 50S
Bactéries a développement | ribosomale empéchant ainsi I’élongation de
intracellulaire. (Queneau, la synthese protéique. (Alain, 2000)

1999)
Antibiotiques inhibant la synthése ou la fonction d’ADN

Quinolone Bacilles a Gram négatif IIs inhibent I’ADN gyrase (enzyme

intervenant dans la conformation de I’ADN)
ce qui bloque la ta réplication et la
transcription. (Graham, 2002)

(Bryskier, 1999 ; Gimenz et al.,2000 ; yala et a/.,2001 ; Graham, 2002 ; Dufor et Fantin,

2003 ; Gaudy et Buxeraud, 2005)




Tableau VII : Table NPP ou table de Mac Grady

Annexe III

1X50 ml 5X10 ml 5X1ml Nombre Limites de confiance
caractéristique | Inférieure | Supérieure

0 0 0 <1
0 0 1 1 <0,5 4
0 0 2 2 <0,5 6
0 1 0 1 <0,5 4
0 1 1 2 <0,5 6
0 1 2 3 <0,5 8
0 2 0 2 <0,5 6
0 2 1 3 <0,5 8
0 2 2 4 <0,5 11
0 3 0 3 <0,5 8
0 3 1 5 <0,5 13
0 4 0 5 <0,5 13
1 0 0 1 <0,5 4
1 0 1 3 <0,5 8
1 0 2 4 <0,5 11
1 0 3 6 <0,5 15
1 1 0 3 <0,5 8
1 1 1 5 <0,5 13
1 1 2 7 1 17
1 1 3 9 2 21
1 2 0 5 <0,5 13
1 2 1 7 1 17
1 2 2 10 3 23
1 2 3 12 3 28
1 3 0 8 2 19
1 3 1 11 3 26
1 3 2 14 4 34
1 3 3 18 5 53
1 3 4 21 6 66
1 4 0 13 4 31
1 4 1 17 5 47
1 4 2 22 7 59
1 4 3 28 9 85
1 4 4 35 12 100
1 4 5 43 15 120
1 5 0 24 8 75
1 5 1 35 12 100
1 5 2 54 18 140
1 5 3 92 27 220
1 5 4 160 39 450
1 5 5 >240
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Tableau IX : Table de lecture de la galerie miniaturisée API 20"

Tests Substrat Caractere recherché Résultats
Négatif Positif
ONPG Ortho-nitro-  Beta-galactosidase Incolore Jaune
phenyl-
galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
ODC Ornithine Ornithine Jaune Rouge/orangé
décarboxylase
CIT Citrate de Utilisation de citrate Vert pale/jaune  Bleu vert/vert
sodium
H,S Thiosulfate Production d’H,S Incolore/grisatre  Dépot
de sodium noir/Fin
liseré
UREE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane  Tryptophane TDA/immédiat
désaminase Jaune Marron foncé
IND Tryptophane  Production d’indole IND/2 min, max
Jaune Anneau
rouge
VP Pyruvate de  Production d’acétone VP1+VP2/10 min
sodium Incolore Rosé-rouge
GEL Gélatine de Gélatinase Non diffusion Diffusion du
Kohn pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MAN  Mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
AMY  Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
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Tableau X : Noms, abréviations et charge des disques d’antibiotiques utilisés

Famille Antibiotique Abréviations Charge du
d’antibiotique disque (ng)
Beta- Pénicilline G P 10
lactamines Amoxicilline AX/AMX 25
Amoxicillinet+acide clavulanique =~ AMC 30
Oxacilline (0),¢ 5
Ampicilline AM/AMP 10
Imipénéme IMP 10
Céfazoline CzZ 30
Céfotaxime CTX 30
Aztréname AT 30
Cefixime CFM 5
Ceftriaxome CRO 30
Piperacilline Pl 100
Streptomycine S 10
Gentamycine GEN 10
Cefalexine CX 30
Aminosides Kanamycine K 30
Tobramycine TOB 10
Amikacine AK 30
Phénicolés Chloramphénicol C 30
Tetracyclines Tetracycline TE 30
Linomycine L 2
Pristanamycine PT/RP 15
Doxycycline DO 30
Polypeptides Colistine CL/CT 10
Bacitracine B 10
Sulfamides et Trimethroprime+sulfamethoxazole SXT 25
associations
Quinolones Ofloxacine OFX/OF 5
Acide nalidixique NA 30
Norfloxacine NOR 5
Lincosamides Clindamycine DA/CD 2
Macrolides Erythromycine E 15
Divers Metronidazole MET/MT 5
Acide fusidique FA/FC 10
Vancomycine VA 30
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Tableau XI : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI
pour les Entérobactéries
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(RASRBA avec la collaboration de 'OMS, 6°™ édition 2011)
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Tableau XII : Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et des CMI
pour Pseudomonas aeruginosa

e Charge doa | Dismétros critiguos jmm) Gl it (jigimi) Commantaires
e fiagues R 1 g i 1 5
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(RASRBA avec la collaboration de I’OMS, 6°™ édition 2011)

Tableau XIII : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI
pour Vibrio cholerae
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(RASRBA avec la collaboration de I’'OMS, 6°™ édition 2011)
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Tableau XIV : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI
pour Streptococcus sp
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Tableau XXII: Profil de résistance de toutes les souches isolées

Entero Pseudo Strepto | Vibrio

ATB 1 (2 [3 |4 |5 |6 [7 [8 |9 [10°[11 |12 |13
P R |R [R |R |S S |[R |[R |[R [R |S S R
AX/AMX |[R |[R |R |I | R |R |[R |R |I | S R
AMC R R R R
0),¢ R |[R (R |R R |R R |R R |R |[R |[R |R
AM/AMP |[R | R S R |R R |R |S
IMP S |S S |S S S |R S S S
CZ R |R R R |[R |S
CTX S |R |S S S R R
AT S |S S I S
CFM R |S
CRO S |S S S
PI S S |S S S S |S S R |S S
S R |S |I | S
GEN S |S S |S S S |S S S S
CX R S |R
K S |S |1 | S S
TOB S |S S |S S S
AK S S S | R |S
C S |[R |S |S S |R |[S |I I S | S I
TE S |R R R [S
L R |R |[R |R |I R |R |[R |R |[R |R |S R
RT/RP S |S S R |I | |
DO R |1
CL/CT | | | | S |1
B R |1 R R R
SXT S S |R R R R
OFX/OF |1 S S |1 S S |S S |S S | S S
NA S |1 S I I
NOR S |S S |1
DA/CD R |[R R |R R |R [R |S |R R
E | S |S S |R | R |[R |R |I
MET/MT |R |[R |[R |[R |R |[R |R |[R |[R |[R |R |R |R
FA/FC R |R (R |R R |R [R |R [R |S | S R
VA R |R |[R |I | R |R |[R |[R |R |S S R

R : Résistante S : Sensible I : Intermédiaire

* 1 02 souches isolées avec un profil de résistance identique

1: Citrobacter freundii-2: Citrobacter koseri/amalonaticus-3: Serratia rubidaea-4:
Enterobacter sakazakii-5: Leclercia adecarboxylata-6: Shigella spp-7: E.coli-8:
Chryseomonas  luteola-9:  Stenotrophomonas  maltophilia-10:  Flavimonas

horyzihabitans-11 et 12: Streptocoques groupe D-13: Photobacterium damsela
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Tableau XXIII: tableau indiquant le passage dans les différentes stations

d’hémodialyse
N° Site Test de|C.T |CF |SF |S P.a | ASR | V.C | Qualité
d’éch | de chlore de
travail | 0,1mg/l | O I’eau
1 1 - 10 0 0 BQB
2 2 - 101 0 0 BQB
3 3 - 10 0 0 BQB
4 4 - 101 0 0 BQB
5 1 - 10 0 0 BQB
6 2 - 10 0 0 BQB
7 3 - 10 0 0 BQB
8 4 - 10 0 0 BQB
9 1 - 10 0 0 BQB
10 2 - 10 0 0 o BQB
11 3 - 102 0 0 § BQB
12 4 - [>240 |0 0 2 MQB
13 1 + 0 0 0 % g % BQB
14 2 + >240 (0 0 g _ﬁ g MQB
15 3 + 01 0 0 BQB
16 4 - 105 0 0 BQB
17 1 - 10 0 04 BQB
18 2 - 143 0 43 MQB
19 3 - 101 0 0 BQB
20 4 - 104 01 0 BQB
21 1 + 0 0 0 BQB
22 2 + 21 0 0 2sp MQB
23 3 + >240 | >240 | 0 MQB
24 4 + 0 0 0 § BQB
0
25 1 - 10 0 0 é’ BQB
26 2 - 107 0 04 BQB
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27 3 - 105 0 0 BQB
28 4 - |04 0 0 BQB
Total 07 21 (815 |241 |51 |Abs |Abs |2sp |Abs

1 : Hopital Frantz Fanon

2 : Clinique Sidi Abdel Kader 3 : Clinique LILIA

4 : Clinique IFRADJ
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