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RESUME 

 

Les effluents hospitaliers et ceux des STEP engendrent une menace pour la santé 

publique et l’environnement en raison de leur forte charge en bactéries résistantes aux 

antibiotiques. 

 Cette étude a pour objectif d’isoler, identifier et comparer la diversité que contiennent 

les effluents hospitalier et les eaux usées de la STEP en bactéries pathogènes et résistantes Pour 

cela nous avons procédé au dénombrement des bactéries indicatrices de contamination fécale  

à savoir : les coliformes totaux, les coliformes fécaux, les Streptococcus fécaux et les spores 

d’anaérobie sulfito-réducteurs, ainsi que la recherche de bactéries pathogènes : Staphylococcus 

aureus et Pseudomonas aruginosa dans les deux effluents. 

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches isolées ont présenté une 

résistance aux antibiotiques avec un pourcentage de 100% pour les Beta-lactamines (sauf pour 

l’Imipénème), les Aminosides, les Macrolides.  

La souche de S.aureus a montré une résistance très élevé vis-à-vis de l’acide fusidique, 

et de la Métronizadole. Les souches de Strepctococcus du groupe D ont présenté une résistance 

vis-à-vis des Aminosides (Kanamycine et Streptomycine), de la Colistine et de la 

Métronisadole. Une  forte résistance vis-à-vis des Aminosides et des Métronizadoles a été 

constaté avec la souche de Pseudomonas aeruginosa. 

 

Mots clés : Eaux usées, Effluents hospitaliers, STEP, Bactéries Résistantes, Antibiotiques. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Hospital effluents and those from WWTPs pose a threat to public health and the environment 

due to their high load of bacteria resistant to antibiotics. 

 The objective of this study is to isolate, identify and compare the diversity contained in 

hospital effluents and wastewater from the WWTP in pathogenic and resistant bacteria.To do 

this, we have counted the bacteria indicative of faecal contamination, namely: total coliforms , 

faecal coliforms, faecal Streptococcus and sulfite-reducing anaerobic spores, as well as the 

search for pathogenic bacteria: Staphylococcus aureus and Pseudomonas aruginosa in the two 

effluents. 

The results obtained showed that all the strains isolated exhibited resistance to antibiotics with 

a percentage of 100% for beta-lactams (except for Imipenem), Aminoglycosides and 

Macrolides. 

The S.aureus strain showed very high resistance to fusidic acid, and to Metronizadole. Group 

D strains of Strepctococcus exhibited resistance to aminoglycosides (Kanamycin and 

Streptomycin), Colistin and Metronisadole. Strong resistance to Aminoglycosides and 

Metronizadoles has been observed with the strain of Pseudomonas aeruginosa. 

 

Keywords : Wastewater, Hospital effluents, WWTP, Resistant bacteria, Antibiotics. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص 

 

  ΍لΒϜي΍ ήلحϤل بسΒب ΍ϭلΒي΍ ،ΔΌلعامΔ لμϠحΔ تϬديد΍ ΍ًلμحي ΍لήμف ϭميا΍ ϩلϤسΘشفياΕ في ΍لϤسΘع΍ ΔϠϤلϤياϩ تشϜل

ϱάل΍ ϱوΘيه تحϠع ϩάه ΕفاياϨل΍ ΔϠلسائ΍ يا منήيΘϜΒل΍ ΔمϭقاϤل΍ Ε΍ΩضاϤϠل Δلحيوي΍ .ϥدف كاϬل΍ من ϩάه Δس΍έلد΍ هو  ϝعز  

مح΍ ϭ ΔτلϤسΘشفϰ  في ΍لμحي ΍لήμف مياϩ تحϬϠϤا ΍لΘي ΍ϭلϤقاϭمΔ للأم΍ ν΍ήلϤس΍ ΔΒΒلΘϜΒيήيا تϨوϭ ωمقاέنϭ Δتحديد

Δل معالج΍ϩياϤ، لكάكϭ Δنέيا مقاήيΘϜΒل΍ ΔفϠΘΨϤل΍ ΓΩوجوϤل΍ في ϩάه ϩياϤل΍ ΔϠϤعΘسϤل΍. 

 ΍ coliformes totaux، coliformes fécauxلϱί΍ήΒ لϠΘϠو΍ ΙلϤس΍  ΔΒΒلΘϜΒيήيا تعدΩ΍ ع΍ ϰϠلΒحث يعϤΘد

streptococcus groupe D spores d’anaéobie sulfito-réducteur، لكάكϭ حثΒل΍ يا عنήيΘϜΒل΍ ΔΒΒسϤل΍  لل

ν΍ήأمStaphylococcus aureus، Pseudomonas aeruginosa يΘل΍ ها عن كشفتΩجوϭ دفقين فيΘل΍. 

ΕήϬυيع أϤج Εلسلالا΍ ΔلϭعزϤل΍ Δمϭمقا Ε΍ΩضاϤϠل ،Δلحيوي΍ ΔΒسϨا٪ 100 بΘيΒل ϡاΘلاك (اءϨثΘباس ،)يمϨيΒيϤإي 

،Ε΍يدίوϜيϠوغϨأميϭ ،لايدϭήماكϭ Δسلالϭ S.aureus ήϬψت Δمϭمقا Δعالي ΍ًض ضد جدϤلفوسيديك ح΍ ϝϭΩ΍نيزϭήΘميϭ .اϤϨبي  

ΕήϬυأ Εسلالا ΔوعϤجϤل΍ D من Strepctococcus Δمϭمقا Ε΍يدίوϜيϠوغϨومايسين(، كاناميسين)  للأميΘبήΘسϭ ينΘكوليس 

ϝϭΩنيساϭήΘميϭ .ΔΒسϨبال ϰإل Pseudomonas aeruginosa، كانت ΔمϭقاϤل΍ Δلقوي΍ ضد Aminoglycosides 

ϭMetronizadoles . 

 

 Εالكلما:Δالمفتاحي 

 

ϩف مياήμل΍ في ΕشفياΘسϤل΍ ، ϩف مياήμل΍ حيμل΍ ، Δمعالج ϩف مياήμل΍ ، ياήيΘϜΒل΍ ، ΔمϭقاϤل΍ ، Ε΍ΩضاϤل΍ Δلحيوي΍  



 

Introduction  



Introduction 

 

La rareté de l’eau, ou autrement dit «l’or bleu», constitue de nos jours un grand problème 

touchant la globalité de la terre. Aujourd’hui, il est nécessaire de la préserver par tous les 

moyens possibles : diminution du gaspillage ; réutilisation des eaux usées et introduction de ces 

dernières dans des techniques spéciales de recyclage (Ghettas, 2009). 

L’utilisation des eaux engendre un nouveau produit appelé effluent ou eau usée. Les 

problèmes liés aux eaux usées sont aussi anciens que ces eaux elles même et ils s’aggravent 

suivant la croissance démographique, l’amélioration de la qualité de vie des populations et le 

développement des activités industrielles (Salghi, 2010). 

La  composition  des  eaux  usées  est  extrêmement  variable  en  fonction  de  leur  

origine (industrielle,  domestique,  etc.).  Elles  peuvent  contenir  de  nombreuses  substances,  

sous forme  solide  ou  dissoute,  ainsi  que  de  nombreux  micro-organismes.  En  fonction  de  

leurs caractéristiques physiques,  chimiques,  biologiques  et  du  danger  sanitaire  qu’elles 

représentent,  ces  substances  peuvent  être  classées  en  quatre  groupes  :  les  micro-

organismes, les  matières  en  suspension,  les  éléments  traces  minéraux  ou  organiques et  

les  substances nutritives (Belaid, 2010). 

Une eau usée est toute eau soumis à une modification défavorable ou nocive des 

propriétés physico-chimiques et biologiques (Metahri, 2012). Elle serait un vecteur privilégié 

de nombreuses pathologies d'origine bactérienne pouvant ainsi engendrer des infections chez 

des patients fragilisés ou immunodéprimés (Diduch et al., 2016). 

Au fil des années, l'utilisation continue de divers agents antibactériens / antimicrobiens 

a conduit les microorganismes à développer des mécanismes de résistance qui sont à l'origine 

de la résistance à un ou plusieurs médicaments (multidrug resistance, MDR) (Giedraitienė et 

al., 2011). 

Afin de contribuer à une meilleure connaissance des eaux usées provenant de la STEP 

de Beni Merad et de l’hôpital de Frantz Fanon et notamment de mettre en évidence le profil de 

résistance des bactéries pathogènes isolées et identifiées et enfin comparer la diversité 

bactérienne des différents point d’eaux usées, nous avons réalisé la méta-analyse de mémoires 

de masters et de publications dans la littérature. 
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bibliographique  
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I. GENERALITES SUR LES EAUX USEES  

I.1. Effluents hospitaliers  

I.1.1. Définition  

Ces effluents sont générés par toutes les activités de l'hôpital, y compris médicales 

(opérations, urgences, premiers soins, laboratoires, diagnostic, radiologie, etc.) et non 

médicales (toilettes, cuisines, buanderie, etc.)  (Carraro et al., 2016).  

I.1.2. Origine des effluents hospitaliers  

        D’après Carraro et al., (2016), celles-ci peuvent être classées en deux catégories 

principales :  

� Les rejets domestiques des cuisines, des laveries et des toilettes des salles normales ; 

� Les rejets spécifiques générés par les soins, l'analyse et les activités de recherche.  

Ces rejets peuvent contenir des désinfectants, des détergents, des excréments / excréments 

contagieux, des liquides biologiques, des résidus de médicaments, des radioéléments 

métalliques et de nombreux autres produits chimiques (acides, alcalins, solvants, benzène, 

hydrocarbures, colorants, etc.). Ils peuvent potentiellement contenir certaines substances 

dangereuses ayant une activité génotoxique ou cytotoxique, des produits chimiques toxiques ou 

dangereux ou des résidus pharmaceutiques, et des agents radioactifs et/ou infectieux (Carraro 

et al., 2016). 

I.2. Station d’épuration des eaux usées (STEPS)  

        Les stations d’épuration jouent un rôle principal pour la protection de l’environnement et 

de la santé humaine et évite aussi le problème de contamination de la nappe phréatique. Elles 

peuvent permettre également une économie d’eau grâce à la réutilisation de celle-ci. Cependant, 

ce procédé n’est que très peu pratiqué en raison du coût élevé de sa mise en place (Mahdjar, 

2016). 

        Toutefois, les STEP constituent un mécanisme potentiel de propagation de bactéries 

résistantes et pathogènes provenant des eaux usées d'origines diverses, dans l'environnement, 

et peuvent ainsi contribuer à la dissémination environnementale de la virulence et de la 

résistance déterminants qui constituent une préoccupation importante à la santé publique 

(Calhau, 2015).  



 

 

 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

3 

I.2.1. Origine  

       Les principales sources de pollution de l'eau proviennent des eaux usées domestiques et 

des eaux usées industrielles. Ces dernières représentent généralement la grande majorité (Deng 

et al., 2018). 

� Origine domestique  

Les effluents domestiques sont un mélange d’eaux contenant des déjections humaines : 

urines et fèces contenues dans les eaux de toilettes (eaux vannes) et les eaux de nettoyage des 

sols, linges et des aliments (eaux ménagères). Ces eaux sont généralement   constituées de 

matières organiques   dégradables de matières minérales sous forme dissoute ou en suspension 

(Abibsi, 2011). 

� Origine industrielle  

Elles  sont  représentées par les rejets des exploitations industrielles et semi-industrielles 

(de  lavage  et  graissage,  station  d’essences , etc.),  qui  sont  caractérisés  par  une  grande 

diversité  de  la  composition  chimique (tel que le chrome VI, le zinc, phosphates, cyanures, 

nitrites, etc ), présentant  ainsi  un  risque  potentiel  de  pollution (Khadraoui et Talab, 2008).  

I.3. Caractéristiques physico-chimique des eaux usées   

Les paramètres les plus étudiés en routine sont la présence et la charge de matières 

organiques ou inorganiques, mesurée par la conductivité, la Demande Biochimique en Oxygène 

(DBO), la Demande Chimique en oxygène (DCO), les Matières totales en Suspension (MS), et 

l’azote total (Oliveira et al., 2017 ; Wiest et al., 2017).  
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II. DIVERSITE BACTERIENNE DES EAUX USEES  

Les bactéries sont les microorganismes les plus communément rencontrés dans les eaux 

usées. Les eaux usées urbaines contiennent environ 106 à 107 bactéries/100 ml dont la plupart 

sont des espèces d’Entérobactéries, dont les genres Salmonella, Shigella, et l’espèce 

Escherichia coli.  

Le tableau I montre les bactéries les plus retrouvées dans les eaux usées (Belaid, 2010).   

Tableau I. Bactéries pathogènes retrouvées dans les eaux usées 

Agent pathogène Symptômes/ 

maladies 

Nombre de 

bactéries 

pour un 

litre d’eau 

usée 

Voies    de    contamination   

principales 

Salmonella Typhoïde, 

paratyphoïde, 

salmonellose 

23 à 80 000 Ingestion 

Shigella Dysenterie bacillaire 10 à 10 000 Ingestion 

E. coli Gastro-entérite  Ingestion 

Yersinia Gastro-entérite  Ingestion 

Campylobacter Gastro-entérite  Ingestion 

Vibrio  Choléra 100 à 100 000 Ingestion 

Leptospira Leptospirose  Cutanée/Inhalation/Ingestion 

Legionella Légionellose  Ingestion 

Mycobacterium Tuberculose  Ingestion 

(Baumont et al., 2009).                          

II.1. Principales bactéries de contamination hydrique  

Elles sont appelées bactéries témoins de contamination fécale, appartenant à la famille 

des Enterobacteriacea et sont recherchées en routine dans les eaux (Delarras et al., 2010).  
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II.1.1 Entérobactéries  

La définition de la famille est circonscrite biochimiquement et génétiquement à un large  

groupe  apparenté  qui  présente  une  hétérogénéité  substantielle  du  point  de  vue  écologique,  

éventail  d’hôtes,  et  du  pouvoir  pathogène  pour  l’homme,  les  animaux,  les  insectes et les 

plantes. Les  relations  phylogénétiques  entre  genres au sein de la famille Enterobacteriaceae 

sont basées sur l’analyse des séquences de l’ARNr 16S et ces séquences permettent de placer 

la famille des Enterobacteriaceae dans le  Domaine :  Bacteria ou  Eubacteria, Phylum ou  

Division : Proteobacteria, Classe: Gammaproteobacteria, Ordre: Enterobacteriales (Brenner 

et al., 2005 ; Dworkin  et al., 2006).   

•  Habitat et pouvoir pathogène  

Les  entérobactéries  sont  des  bactéries  ubiquitaires  avec  un  habitat  très  large  :  eau  

douce,  sol,  végétaux,  animaux  (insectes jusqu'à l'homme)  et  peuvent  contaminer  des  

denrées alimentaires. Certaines espèces sont responsables de diarrhées et/ou d’infections 

opportunistes (infections urinaires, infections respiratoires, surinfections des plaies,   

septicémies, méningites.). Chez l'homme, les entérobactéries, notamment Escherichia coli, 

Klebsiella  spp.,  Enterobacter  spp.,  Proteus  spp.,  Providencia  spp. Et Serratia marcescens 

subsp. marcescens, sont responsables d'environ 50 % des infections nosocomiales (Brenner et 

al., 2005 ; Dworkin  et al., 2006).   

II.1.2. Coliformes totaux  

Ce sont des entérobactéries qui incluent des espèces qui vivent dans l’intestin des 

animaux homéothermes, mais aussi dans l’environnement en général (sols, végétation et eau). 

Ce  groupe  bactérien  est  utilisé  comme  indicateur  de  la  qualité  microbienne de l’eau car 

il contient notamment des bactéries d’origine fécale (Chevalier et al.,2017). 

II.1.3. Coliformes fécaux  

Appelées aussi coliformes thermo-tolérants sont un sous-groupe des coliformes totaux 

capables de fermenter le lactose à une température de 44,5°C. L’espèce la plus fréquemment 

associée à ce groupe bactérien est l’Escherichia coli et, dans une moindre mesure, certaines 

espèces des genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella (Chevalier et al., 2017). 

Les groupes de coliforme fécaux regroupent les espèces suivantes : Citrobacter feundii,   

Citrobacter diversus, Citrobacter amalonaticus, Enterobacter cloacae, Enterobacter 
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pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli (sous genre III   

arizona), Yersinia enterocolitica. (Rodier et al., 2005). 

II.1.4. Salmonelles  

Ce sont des bactéries en forme de bâtonnets, Gram négatif anaérobies facultatives 

appartenant à la famille des Enterobacteriaceae. Bien que les espèces de ce genre soient 

mobiles par ciliature péritriche. Certaines souches peuvent être non mobiles résultant de 

flagelles dysfonctionnels (Doyle et Beuchat, 2007). 

Les bactéries se développent de manière optimale à 37 °C et catabolisent le d-glucose 

et d'autres glucides avec la production d'acide et de gaz. Les salmonelles sont oxydase négative 

et catalase positive, elles se développent sur le citrate comme seule source de carbone, 

produisent généralement de l'hydrogène sulfuré, provoquent la décarboxylation de la lysine et 

l'ornithine et n'hydrolysent pas l'urée (Doyle et Beuchat, 2007). 

II.1.5. Streptocoques fécaux ou Streptocoques du groupe D  

          Les streptocoques du groupe D (possèdent l’antigène D) sont des coques à Gram positif, 

catalase négatif, immobiles, anaérobies facultatifs, et non sporulant formant quand ils sont 

cultivés en milieu liquide des diplocoques et/ou des chainettes (Gillespi, 2006). Tous les 

caractères morphologiques et culturaux sont présentés dans le Tableau X, annexe 1. 

Selon Delarras (2014), leur classification est comme suit : 

Domaine : Bacteria ou Eubacteria. 

      Phylum XIIl : Firmicutes. 

         Classe : Bacilli. 

            Ordre : Leatobacillales. 

                 Famille : Sireptococcacede. 

                         Genre : Streptococcus. 

II.1.6. Clostridium sulfito-réducteur   

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont des bacilles Gram positif, anaérobies stricts, 

capable de sporuler (Bonnefoy et al., 2002). Ils sont ainsi dénommés, car ils sont capables de 

réduire les sulfites en sulfures, Ceux-ci se combinent avec un sel de fer pour donner du sulfure 

de fer noir. Les colonies noires entourées d'un halo noir sont caractéristiques des bactéries 

sulfito-réductrices (ou anaérobie sulfitoréducteurs) (Delarras et al., 2010). 
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La présence de l’espèce de Clostridium dans les eaux, est un indicateur de contamination 

fécale. Ils regroupent des espèces telles que Clostridium perfringens Clostridium bifermentans 

; Clostridium sporogenes ; Clostridium novyi ; Clostridium fallax ; Clostridium septocum 

(Delarras, 2014). 

D’après Delarras (2014) leur classification est la suivante : 

    Domaine : Bacteria ou Eubacteria. 

          Phylum : Firmicutes ou bactéries à Gram + 

               Classe : Clostridia. 

                    Ordre : Clostridiales. 

II.1.7. Staphylocoque 

Les Staphylocoques sont des cocci Gram positif, immobiles, isolées ou groupées en 

diplocoques ou le plus souvent en amas. Leur diamètre moyen varie entre 0,8 et 1 µm. leurs 

caractères biochimiques sont présentés dans le tableau XI, annexe 1. 

Ils peuvent être répartis en souches pathogènes et relativement non pathogènes sur la 

base de la synthèse de coagulase. L'espèce coagulase-positive : Staphylococcus aureus est 

l'agent le plus pathogène pour l'être humain. Les Staphylocoques coagulase-négative : 

Staphylococcus epidermidis ne produisent pas de coagulase, sont non pigmentés et 

généralement moins invasifs (Willey et al., 2008). 

D’après Delarras (2014), leur classification est comme suit : 

     Domaine : Bacteria ou Eubacteria. 

         Phylum : Firmicutes. 

              Classe : Bacilli. 

                  Ordre : Bacillales. 

                       Famille : Staphylococcaceae. 

                           Genre : Staphylococcus  

II.1.8. Pseudomonas 

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles Gram négatif, aéro-anaérobies 

facultatifs, non capsulés, non sporulés, mobiles (plusieurs flagelles polaires), mésophiles, 

producteurs de pigments fluorescents (fluorescéine) ou pas (pyocyanine, pyorubine). Ce genre 

est capable de synthétiser un film bactérien (Carlp, 2008). 

Selon, Delarras et al., (2010), leur classification se présente comme suit : 



 

 

 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

8 

      Domaine : Bacteria ou Eubacteria. 

          Phylum XII : Proteobacteria. 

              Classe : Gammaprotebacteria. 

                    Ordre : Pseudomonadales. 

                         Familles : Pseudomonadaceae. 

Il existe dix genres dans cette famille dont les genres Pseudomonas et Flavimonas  

Pseuaomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est une bactérie ubiquiste, saprophyte 

dans les eaux douces et marines, dans l'air, dans les sols humides ou sur les végétaux. Cette 

bactérie se rencontre dans l'environnement hospitalier au niveau du matériel médical ou 

chirurgical. Chez I ‘homme, P.aueruginosa est l’agent du pus bleu, des infections cutanées post 

chirurgicales, de septicémies, d'endocardites etc. Ce germe est aussi un pathogène opportuniste 

et constitue une cause majeure d'infections nosocomiales diverses chez des personnes 

fragilisées ou immunodéprimées (grands brules, cancéreux) (Delarras, 2007). 

Les principaux caractères biochimiques sont résumés dans le Tableau XII, annexe 1. 
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III. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES ET CONTAMINATION DES 

EAUX PAR LES BACTERIES MULTIRESISTANTES 

III.1 Antibiotiques   

III.1.1 Définition  

Les antimicrobiens sont des produits chimiques naturels ou synthétiques qui tuent ou 

inhibent la croissance des micro-organismes sensibles. Ils sont utilisés pour traiter et prévenir 

les infections microbiennes en médecine humaine et vétérinaire depuis des décennies (Tesfaye 

et al., 2019). 

Les antibiotiques sont une découverte thérapeutique importante en pratique médicale. 

Ils ont joué un rôle important dans le traitement des infections microbiennes. Ces molécules ont 

également permis de surmonter les complications dans certaines situations, notamment la 

transplantation d’organes (Bouyahya et al., 2017). 

III.1.2 Classification des antibiotiques    

Ils peuvent être classés par des principes différents (l’origine, la nature chimique, le 

mécanisme d’action et le spectre d’action) (Papanov et al., 2016).  

Selon Papanov et al., (2016) la classification générale pharmacologique des 

antibiotiques est comme suit : Rifampicine, Lincosamides, Carbapenemes, Amfénicoles, Beta-

lactaminees, Aminoglycosides, Tetracyclines. 

Selon Carip (2008), l'action antibactérienne de ces ATB s'effectue en quatre 

principaux mécanismes (figure 01) : 

- Inhibition de la synthèse des constituants de la paroi (le peptidoglycane). 

- Action sur la structure de la membrane plasmique. 

- Inhibition de la synthèse protéique.  

- Inhibition de la synthèse des acides nucléiques.  
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Figure 01. Mode d’action des différents antibiotiques (Mainardi, 2015) 

III.2 Antibiorésistance  

III.2.1 Définition   

L'antibiorésistance se définit par l'inefficacité de la dose d'antibiotique au niveau du site 

infectieux (Briand, 2012). 

L’antibiorésistance est un phénomène biologique connu du monde médical depuis la 

découverte des antibiotiques, qui constituait un risque potentiel, mais ne devait produire ses 

effets néfastes que dans la mesure où leur usage serait désordonné ou excessif (Arquembourg, 

2015) (figure 02). 
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Figure 02. Découverte des antibiotiques et apparition des résistances bactériennes : vers une 

impasse thérapeutique (Brun-Buisson, 2016)  

III.2.2 Causes de l’antibiorésistance 

Avec le temps, les bactéries ont développé certaines formes de résistances vis-à-vis des 

antibiotiques. Ce phénomène de résistance est dû à plusieurs facteurs tels que l’utilisation sub-

optimale des antibiotiques au cours des traitements. Son émergence est due également à 

l’hospitalisation prolongée, les comorbidités, le non-respect des pratiques hygiéniques et le 

transfert des malades entre les hôpitaux (Bouyahya et al., 2017). 

III.2.3 Origines de la résistance 

 D’après Julian et Dorothy (2010), la résistance bactérienne aux antibiotiques aurait 

deux origines essentielles, naturelles et acquise. La première est programmée au niveau du pool 

génomique alors que la seconde est développée en fonction des conditions métaboliques. 

•  Résistance naturelle   

 C’est une résistance intrinsèque, commune à une population, due essentiellement à la 

présence de gènes spécifiques (Allen et al., 2010).  
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Elle se caractérise par des modifications structurales dans le cas de la membrane externe 

des bactéries à Gram négatif et métaboliques, dans le cas du bacille de la tuberculose insensible 

à un grand nombre d’antibiotiques en s’opposant à l’action des antibiotiques par le biais de son 

métabolisme original. Les gènes de résistance sont exprimés soit d’une manière constitutive ou 

bien induite en répondant à un signal enzymatique établi par la mise en œuvre d’un processus 

d’échappement vis-à-vis de l’antibiotique (Bouyahya et al., 2017). 

•  Résistance acquise  

 D’après Springman et al., (2009), elle est due à des modifications dans le profil 

d’expression génique via des mutations ponctuelles ou acquises. Grâce à ce processus, les 

bactéries partagent entre elles des informations génétiques, ce qui leur confère un très grand 

pouvoir d’adaptation aux milieux environnementaux qu’elles habitent.       

III.2.4 Mécanisme de résistance des antibiotiques  

 Les mécanismes de résistance aux antibiotiques ont été largement étudiés et de 

nombreuses cibles des fonctions cellulaires ont été impliquées dans ces mécanismes 

(Giedraitiene et al., 2011).  

 Les sites de résistance sont variables entre les espèces bactériennes et sont classés en 

plusieurs voies. Dans certains cas, au sein de la même souche bactérienne on peut trouver 

plusieurs mécanismes de résistance différents (figure 03). Les mécanismes de résistance ont été 

décrits chez plusieurs souches bactériennes telles que Pseudomonas aeruginosa (Bouyahya et 

al., 2017).  
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Figure 03. Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques Les bactéries 

possèdent différents modes de résistance aux antibiotiques. 1) Diminution de l’adsorption des 

aminoglycosides. 2) Modification de l’interaction des lipopeptides avec la membrane cellulaire. 3) Modification 

de l’activité enzymatique des aminoglycosides.  4)  Modification de liaison des β-lactamines à des cibles 

intracellulaires. 5) Modification de liaison à des ciblesmembranaires. 6) Réduction de l’affinité des 

glycopeptides à des cibles membranaires (Bouyahya et al., 2017). 

•  Inhibition d’antibiotiques  

 Certaines bactéries synthétisent des enzymes qui inhibent l’action des antibiotiques en 

dégradant ou en modifiant ce dernier. La modification des antibiotiques peut se faire de 

différentes façons selon les réactions chimiques catalysées (Bouyahya et al., 2017). 

Selon Bouyahya et al., (2017), l’inhibition des antibiotiques peut se faire par : 

- Modification induite par inactivation : les aminoglycosides, le chlo-ramphénicol, les 

streptogramines, les macrolides et les rifampicines 

- Blocage et/ou dégradation des antibiotiques par des enzymes : la β-lactamase est une 

métalloenzyme détruisant les antibiotiques de la famille des β-lactamines 

- Modification de l’affinité des antibiotiques vis-à-vis de leurs cibles : les ami-noglycosides : 

acétyltransférases, les nucléotidyltranférases et les phosphotransférases vis-à-vis des ami-

noglycosides. 
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•  Modification des cibles des antibiotiques  

 Le deuxième mécanisme de résistance est celui qui affecte les cibles des antibiotiques. 

Dans certaines situations, la bactérie modifie l’affinité de ses protéines de liaison à des 

antibiotiques spécifiques. En plus de la modification enzymatique, certaines souches 

pathogènes mobilisent le positionnement de leurs organites pour échapper à l’action des 

antibiotiques (Bouyahya et al., 2017).  

•  Empêchement de l’entrée de l’antibiotique  

 Certaines souches bactériennes empêchent les antibiotiques de rentrer dans la cellule 

bactérienne et cela grâce à un mécanisme de transport particulier dit pompe à efflux qui leur 

permet d’exporter les antibiotiques à l’extérieur (Bouyahya et al., 2017).  

 III.2.5 Bases génétiques de la résistance  

 Quelle que soit la nature de la résistance : innée ou acquise, elle s’établit via des allèles 

spécifiques dans le pool génétique d’une souche bactérienne. L’origine de la diversité génétique 

est due essentiellement à deux phénomènes globaux : les mutations chromosomiques ou parfois 

des hyper-mutations et le transfert horizontal de gènes entre les espèces de nature différente 

(Bouyahya et al., 2017).  

•  Mutations chromosomiques  

 Elles peuvent se produire spontanément lors de la réplication de l’ADN (en absence 

d’un vrai système de réparation). Cette marque génétique donne lieu à des protéines 

biochimiquement modifiées. Ce type de mutation est plus étudié chez Escherichia coli dont la 

mutation du gène gyrA lui confère une forte résistance. Chez Pseudomonas aeruginosa, une 

mutation dans le gène mexR cause la répression de l’opéron mexAB-oprM et confère la 

multirésistance à cette souche pathogène (Bouyahya et al., 2017). 

•  Hypermutation  

 L’hypermutation est un phénomène génétique qui désigne un état transitoire durant 

lequel une souche bactérienne subit un taux de mutation très élevé, permettant ainsi 

l’acquisition de la résistance aux antibiotiques. Cet état a été montré chez certaines souches 

pathogènes telles qu’Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa. D’autres souches bactériennes utilisent cette stratégie pour lutter 

contre d’autres agents pathogènes (Bouyahya et al., 2017). 
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•  Transfert horizontal de gènes 

Les espèces microbiennes partagent des éléments génétiques entre elles d’une manière 

perpétuelle. Cet échange est appelé transfert horizontal du matériel génétique. Selon Bouyahya 

et al., (2017), ce transfert est généralement réalisé grâce à trois phénomènes essentiels : 

- La transduction : le transfert des gènes via les bactériophages  

- La transformation : l’incorporation par une bactérie des fragments d’ADN libérés par 

d’autres bactéries  

- La conjugaison : le transfert des fragments via des plasmides conjugatifs. 

Il peut se produire entre des bactéries phylogénétiquement éloignées, essentiellement 

entre les bactéries à Gram+ et celles à Gram–. Le transfert horizontal des gènes a donné lieu à 

une résistance aux différentes classes d’antibiotiques. D’autres éléments responsables du 

transfert des gènes entre les bactéries sont appelés les intégrons. Ce sont des fragments d’ADN 

connus sous le nom des cassettes des gènes que les bactéries s’intègrent dans certaines régions 

d’ADN chromosomique via un mécanisme de recombinaison. Ces éléments transfèrent des 

gènes impliqués dans la résistance bactérienne aux antibiotiques (Bouyahya et al., 2017).  

III. 3 Antibiotiques dans les eaux usées  

La pollution est généralement définie comme : « l’entrées nocives des produits 

chimiques, biologiques et physiques, des déchets produits dans l'environnement provenant de 

diverses sources telles que les hôpitaux, les maisons, les industries agricoles et urbaines » 

(Rahube et Yost, 2010). 

Les stations de traitement des eaux usées (STEP) jouent un rôle essentiel dans la gestion 

de matières fécales et la suppression des contaminants toxiques organiques et inorganiques 

contenus dans les déchets provenant des deux activités municipales et agricoles. L'objectif d'un 

processus de traitement des eaux usées est de réduire la concentration, la dissolution du carbone 

organique, de l'azote et du phosphore et d'éliminer les agents pathogènes viables de l'effluent 

liquide. Des procédés physiques (ex : filtration), chimiques (ex : désinfection) et les activités 

microbiennes sont utilisés efficacement pour remédier à l'entrée des déchets à la station. La 

diversité des communautés microbiennes dans une station d'épuration peuvent être importantes 

selon les constituants biochimiques reçus par la station d'épuration (Rahube et Yost, 2010). 
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I. Matériel et Méthodes  

Cette étude consiste à isoler, identifier, et mettre en évidence les profils de résistance des 

bactéries pathogènes existantes dans les eaux usées brutes échantillonnées de l’hôpital Frantz fanon 

et la STEP de Beni-Mered dans la wilaya de Blida. 

I.1 Présentation de la zone d’étude  

I.1.1 Présentation de la STEP de Beni-Mered  

La station d'épuration (STEP) de Béni Mered est à boue activée (figure 04). Elle est située à 

1’Est de la route nationale N°1 à proximité de l'oued Béni-Aza et fait partie des installations de 

protection des cours d'eau de la wilaya de Blida contre la pollution. 

Cette station construite sur six hectares, traite les eaux usées domestiques issues de la ville de 

Blida. Sa capacité nominale depuis 2015 est de 383000 EH pour un débit de pointe de 51 560 m3/j. 

 

Figure 04. Photo de la station d’épuration de Beni-Mered 
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I.1.2 Présentation de l’hôpital de Frantz Fanon  

Toutes les informations concernant l’hôpital sont mentionnées dans le tableau ci-dessous :  

Tableau II. Présentation de l’hôpital Frantz Fanon. Blida 

Siège Centre de Zabana 

route de Htatba-Blida 

Surface (m²) 350000 

Nombre de service 16 

Nombre des employés 1442 

Nombre de lit 986 

Consommation de l’eau par jour en m3 50-150 

Types d’antibiotiques utilisés pour 

chaque service 

10-20 

Consommation des antibiotiques 

(g/jour) 

100-200 

Nombre des patients traités par jour 120-400 

  

I.2 Matériels  

•  Matériels biologique  

Le matériel biologique est : 

- Eau usée brute de l’hôpital Franz Fanon 

- Eau usée brute de de la STEP de Beni-Mered 

 

•  Matériels non biologique  

  Le matériel non biologique (appareillage, réactifs et milieux de cultures) est mentionné en 

annexe II. 

I.3 Méthodes 

I.3.1 Mode de prélèvement des échantillons et transport 

 Le prélèvement doit s'effectuer dans des conditions d'asepsie rigoureuse.  
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Pour éviter les risques de contamination, les flacons d'échantillonnage ne doivent être ouverts 

qu'au moment du prélèvement. Une fois l'échantillon est prélevé, les flacons doivent être fermés 

hermétiquement jusqu'au moment de l'analyse (Rodier et al., 2009). 

L’ensemble des prélèvements doivent être transportés directement dans une glacière dont la 

température doit être comprise entre 4 à 6°C. L’analyse bactériologique doit être effectuée le plus 

rapidement possible, dans un délai ne dépassant pas 8 heures.  

 

I.3.2 Analyses physico-chimiques  

•  Température  

La mesure de ce paramètre est effectuée sur le terrain en utilisant un thermomètre. 

•  pH 

La mesure de la température et du pH aurait été réalisée avec un pH mètre, qui indique la valeur 

du pH ainsi que celle de la température. 

•  Mode opératoire  

− Prélever 100 ml d’eau a analysée dans un bécher. 

− Rincer avec de l’eau distillée les électrodes du pH mètre, ces derniers seront trempés dans 

le bécher.  

− Après stabilisation du pH mètre, les valeurs de la température et du pH seront notées. 

 

I.3.3 Analyses Bactériologiques  

� Préparation des dilutions  

  Afin de diminuer la charge des bactéries présentent avec forte densité dans les eaux brutes 

analysées, on procède à la dilution de l’échantillon, plusieurs séries de dilutions décimale (10-1-10-4) 

sont réalisées (figure 05). 
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Figure 05. Principe de la dilution 

� Recherche des bactéries indicatrices de contamination fécale  

Les indicateurs de contamination fécale permettent d’apprécier avec plus ou moins de sûreté 

ou de précocité, le risque d’une contamination par des matières fécales pouvant véhiculer des 

microorganismes pathogènes (Rodier et al., 2009). 

La recherche et le dénombrement des coliformes fécaux sont réalisés en suivant la méthode 

en milieu liquide par la technique du nombre le plus probable NPP. 

� Principe de la méthode du NPP  

La technique du NPP fait appel à la méthode de fermentation en tubes multiples. Elle consiste 

à prendre au moins trois séries (3 séries) consécutives de trois à cinq tubes (3 à 5 tubes), correspondant 

à trois dilutions successives, dont l’échantillon ou la suspension mère. Pour chaque tube on réalise un 

test de présomption (milieu non véritablement sélectif) et un test de confirmation (Delarras, 2008). 

Le dénombrement du nombre de bactéries par 100 ml est effectué à l’aide de la table du NPP 

(AnnexeII) à cinq tubes par dilution (Delarras, 2008). 

Ce  nombre  caractéristique  obtenu  correspond  d’après  la  table  de  Mac  Grady (AnnexeII)  

au nombre  de  bactéries  présentes  (NPP)  dans  le  prélèvement  correspondant  à  la  plus  faible 

dilution  prise  en  compte.  Le calcul de concentration cellulaire dans la suspension initiale se fait en 

tenant compte les dilutions effectuées (Rodier et al., 2009). 

I.3.3.1 Recherche et dénombrement des Coliformes totaux et fécaux   

La technique en milieu liquide fait appel à deux tests consécutifs (figure 06 et 07) à savoir : 
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- Test de présomption : réservé à la recherche et au dénombrement des coliformes totaux. 

- Test de confirmation : encore appelé test de Mac Kenzie est réservé à la recherche et au 

dénombrement des coliformes fécaux (thermotolérants) à partir des tubes positifs du test de 

présomption.  

a) Test de présomption 

A partir de l’eau à analyser, porter 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, 

comme l’indique le schéma n° 1. 

- Chassez le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélangé le milieu 

et l’inoculum.  

 

Après inoculation, agiter pour homogénéiser sans faire pénétrer d’air dans la cloche de 

Durham, et placer les tubes dans une étuve à 37°C pendant 24h (Rodier et al., 2009). 

� Incubation 

L’incubation se fait à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

� lecture 

Pour que le flacon/tube soient considérés comme positifs ils doivent présenter à la fois :  

- Un trouble microbien accompagné d’un virage de la couleur initiale du milieu au jaune 

- Un dégagement gazeux (supérieur 1/10 de la hauteur de la cloche)  

Ces deux caractères sont témoins de la fermentation du lactose en produisant du gaz (figure 

06). On note le nombre de tubes positifs dans chaque série et la lecture finale se fait selon les 

prescriptions de la table NPP (annexe II) pour obtenir le nombre de coliformes présents dans 100 ml 

d’eau.  
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Figure 06. Recherche et dénombrement des coliformes en milieu liquide (test de 

présomption) (Lebres et al., 2002 ; Azizi, 2009) 

b) Test de confirmation ou test de Mac-Kenzie  

Le test de confirmation ou test de Mac-Kenzie est basé sur la recherche de coliformes 

thermotolérants dont la recherche exclusive de la présence d'Escherichia coli (Rodier, 1996). 

Escherichia coli est un coliforme thermotolérant ; dont les caractéristiques sont : 

- Production de l'indole à partir du tryptophane à 44°C. 

- Donne un résultat positif à l'essai au rouge de méthyl. 

Les tubes de BCPL trouvés positifs lors du dénombrement de coliformes totaux feront l'objet 

d'un repiquage dans des tubes contenant le milieu Schubert muni d'une cloche de Durham (figure 07). 

Chasser le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélanger le milieu et 

l'inoculum. 
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� Incubation  

Pour cette fois l'incubation se fait à 44°C pendant 24 heures. 

� Lecture  

Seront considérés comme positifs, les tubes présentant à la fois : 

- Un dégagement gazeux, 

- Un anneau rouge en surface, témoin de la production d’indole par Escherichia Coli après 

adjonction de 2 à 3 gouttes du réactif de Kowacs. 

La lecture finale s'effectue également selon les prescriptions de la table NPP en tenant compte 

du fait qu'Escherichia coli est à la fois productrice de gaz et d'indole à 44°C. 

Les résultats sont exprimés en nombres de coliformes dans 100 ml d’eau analysée en prenant 

en considération les dilutions.  

 

Figure 07. Recherche et dénombrement des coliformes en milieu liquide (test de 

confirmation) (Lebres et al., 2002 ; Azizi, 2009) 
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I.3.3.2 Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux 

La recherche et le dénombrement des streptocoques fécaux est rarement effectuée 

indépendamment de celle des coliformes présumés, les méthodes sont identiques seuls les milieux 

diffèrent (Rodier, 1996). 

Tout comme la méthode de recherche de coliformes en milieu liquide, celle de la recherche et 

le dénombrement des streptocoques fécaux fait appel à deux tests consécutifs qui sont : 

- Test de présomption 

- Test de confirmation : réservé à la confirmation réelle des Streptocoques fécaux à partir des 

tubes positifs du test de présomption. 

a) Test de présomption 

A partir de l’eau à analyser, porter aseptiquement : 

- 50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu ROTHE D/C, 

- 5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTHE D/C, 

- 5 fois 1 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTHE S/C,  

- Bien mélanger le milieu et l’inoculum. 

• Incubation : 

L'incubation se fait à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

• Lecture : 

Seront considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien (figure 08). Ces 

derniers doivent absolument faire l'objet d'un repiquage sur milieu EVA-LITSKY dans le but d'être 

confirmés. 
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Figure 08. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux (test de présomption) (Lebres et 

al., 2002 ; Azizi, 2009) 

b) Test de confirmation 

Le test de confirmation est basé sur la confirmation des streptocoques fécaux éventuellement 

présents dans le test de présomption. 

Les tubes de ROTHE trouvés positifs feront donc l’objet d’un repiquage à l’aide d’une öse bouclée 

dans tube contenant le milieu EVA-LITSKY, comme l’indique la figure 09. 

Bien mélanger le milieu et l’inoculum. 

• Incubation : 

L'incubation se fait cette fois-ci à 37°C pendant 24 heures. 

• Lecture :  

Sont considérés comme positifs, les tubes présentant à la fois : 

- Un trouble microbien,  
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- Une pastille violette (blanchâtre) au fond des tubes. 

Parfois, la culture s’agglomère au fond du tube en fixant le colorant et en formant une pastille 

violette (Rodier et al., 2009). 

La lecture finale s'effectue également selon les prescriptions de la table NPP (Annexe). 

Les résultats sont exprimés en nombres de coliformes dans 100 ml d’eau analysée en prenant 

en considération les dilutions.  

 

Figure 09. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux (test de confirmation) (Lebres et 

al., 2002 ; Azizi, 2009) 
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I.3.3.3 Recherche et dénombrement des spores des Anaérobies Sulfito-Réducteurs (ASR) 

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont souvent considérés comme des témoins de pollution 

fécale. La forme sporulée, beaucoup plus résistante que les formes végétatives des coliformes fécaux 

et des streptocoques fécaux, permettrait ainsi de déceler une pollution fécale ancienne ou intermittente 

(Rodier et al., 2009). 

            La recherche et le dénombrement des spores de Clostridium Sulfito-Réducteurs est réalisée 

selon la méthode par incorporation en milieu gélosé et est basée sur la recherche des formes sporulées 

(Rodier et al., 2009). Pour cela, les étapes suivantes doivent être suivies (figure 10) : 

- Agiter soigneusement l'eau à analyser.  

- Répartir à l'aide d'une pipette graduée stérile 25 ml d'eau dans des tubes stériles à raison de 5 

ml par tube.  

- Porter les tubes au bain-marie à 80 °C, pendant 10 min.  

- Refroidir immédiatement à l'eau du robinet.  

- Faire préalablement fondre 250 ml du milieu viande-foie, ajouter après refroidissement 12,5 

ml de la solution de sulfite de sodium à 5%, et 2,5 ml de la solution d'alun de fer à 5%, 

mélanger sans faire des bulles.  

- Verser la gélose VF sulfitée, dans chacun des tubes contenant l'eau traitée à raison de 15 ml 

par tube. 

- Remplir et mélanger doucement sans incorporer d'air.  

- Laisser les tubes solidifier sur la paillasse.  

•  Incubation  

Elle est réalisée à 37°C pendant 48h avec une première lecture à 16 h. 

•  Lecture  

Les colonies entourées d'un halo noir sont comptées comme susceptibles de provenir de 

bactéries Anaérobies sporulées Sulfito-Réductrices. 
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Figure 10. Etapes de recherche des ASR (Lebres et al., 2002 ; Azizi, 2009). 

� Recherche des germes pathogènes pour l’homme  

        Il existe une grande variété de bactéries pathogènes ou potentiellement pathogènes 

(opportunistes) pour l’homme dans tous les types d’eaux. Celles-ci vivent ou survivent dans 

l’environnement, soit provenant des rejets humains, éliminées par des sujets malades ou des porteurs 

sains, soit étant autochtones et pouvant s’adapter à l’homme (Rodier et al., 2009). 

I.3.3.4 Recherche des Salmonelles  

La recherche des Salmonelles se fait en 4 étapes (figure 11). 

1ère étape : Enrichissement primaire 

- Introduire 50 ml d'eau à analyser dans 100 ml de bouillon sélénite-cystéine D/C. la solution 

obtenue est appelée SFB I, est incubée à 37°C pendant 18 à 24 heures. 
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2ème étape : Enrichissement secondaire et isolement 

- La solution SFB I incubée la veille fera l'objet d'un deuxième enrichissement sur bouillon 

sélénite-cystéine en tube (SFB II) à raison de 1 ml par tubes et un isolement sur gélose Hecktoen I. 

- L'incubation est à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

3ème étape : Isolement 

- Effectuer à partir du bouillon SFB II un isolement sur gélose Heckoten II. 

- Prendre ensuite 1 ml du SFB II et l'introduire dans un bouillon sélénite cystéine en tube SFB 

III, puis l'incuber à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

- Effectuer la lecture de la boite de gélose Hecktoen. 

4ème étape : Lecture et identification 

- La boite de gélose Heckoten II préalablement incubée ferra objet d'une lecture. 

- Les Salmonelles apparaissent le plus souvent sous formes de colonies grises avec ou sans centre 

noire. Ces dernières subiront une identification biochimique avec une galerie Api 20 E (annexe). 
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Figure 11. Etapes de recherche des Salmonelles (Lebres et al., 2002 ; Azizi, 2009) 

 

I.3.3.5 Recherche des Staphylococcus aureus   

Ces bactéries possèdent une catalase et une coagulase et sont capables de se développer en 24 

à 48 heures à 37°C sur un milieu sélectif Chapman au mannitol. L’espèce Staphylococcus aureus est 

pathogène et est la plus redoutée (Rodier et al., 2009). 

La recherche des staphylocoques se fait comme suit (figure 12) :  

En tout premier, faire fondre un flacon de gélose Chapman et la couler dans des boites de pétri 

puis laissez sécher à côté du bec bunsen. 

A partir de la solution mère (l’eau à analyser) et des dilutions décimales, on porte aseptiquement 

0,1 ml (2 gouttes) dans les boites de pétri qu'on étale à l'aide d'un râteau (ou en utilisant la méthode 

des cadrans). 

• Incubation  
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L’incubation se fait à 37°C pendant 48 heures. 

• Identification  

L'identification s’effectue en une série d'étapes suivant un ordre bien déterminé, les souches 

isolées sont identifiées par des techniques microbiologiques standards. 

Les résultats obtenus au cours de chaque étape permettent l’orientation des démarches 

ultérieures.  

a) Examen macroscopique  

Sur le milieu de Chapman, les colonies jaunes entourées d’une zone jaune, mannitol+ sont des 

S. aureus, S. saprophyticus… 

b) Examen microscopique 

Des colonies cultivées sur milieu Chapman vont subir une coloration de Gram, pour confirmer 

la présence de Cocci en diplocoques et en grappe de raisin. 

Les frottis sont observés au microscope optique, on ajoute de l’huile à immersion (Objectif 

x100). 

c) Identification biochimique 

L’identification est également basée sur des caractères biochimiques de ces bactéries 

•  Test de Catalase  

         Le test de catalase facilite la détection de l'enzyme catalase dans les bactéries. L'enzyme catalase 

sert à neutraliser les effets bactéricides du peroxyde d'hydrogène. La catalase accélère la dégradation 

de l'hydrogène peroxyde (H2O2) en eau et oxygène (2H2O2 + Catalase→2H2O + O2). Cette réaction 

est évidente par la formation rapide de bulles (Reiner, 2010). 

A partir d’un isolement, une petite quantité de culture bactérienne est prélevée, puis placée 

sur une lame, on fait réagir la colonie dans une goutte de peroxyde d’hydrogène (H2O2). 

•  Test de Coagulase 

La coagulase libre est présente chez S.aureus.  

La détermination de cette dernière se fait en ajoutant dans un tube à hémolyse 0,5 ml de plasma 

humain, et 0,5 ml d’une culture de staphylocoques de 24h en bouillon BHIB. 
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Le mélange est placé pendant 24h dans une étuve à 37°C. La formation d’un coagulum indique 

la présence de la coagulase. 

 

 

Figure 12. Recherche de Staphylococcus aureus (Lebres et al., 2002 ; Azizi, 2009) 

I.3.3.6 Recherche des Pseudomonas aeruginosa    

L’objectif de la recherche de Pseudomonas dans les milieux aquatiques est d’étudier sa 

répartition au sein des compartiments d’un cours d’eau récepteur et définir ses habitats préférentiels. 

Commencer par agiter soigneusement l'eau à analyser puis étaler 0,5 ml d'eau à la surface de 

la gélose au cétrimide (figure 13).  
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• Incubation  

  Elle se fait à 37°C pendant 24 heures. 

• Lecture  

Les colonies de Pseudomonas aeruginosa ont un diamètre de 1,5 à 2 mm, un contour 

circulaire, une surface lisse et brillante, une couleur blanc crème, un aspect muqueux et sont parfois 

déjà accompagnées d'une production de pigment bleu-vert (pyocyanine) qui commence à diffuser 

avec émission de fluorescence sous U.V 

• Confirmation  

Pour confirmer la présence de Pseudomonas aeruginosa on procède à la recherche des 

pigments spécifiques sur les milieux King A et King B. 

Ensemencer les deux milieux King A et King B en faisant une strie médiane à la surface de la 

gélose. Fermer les tubes sans serrer et incuber à 37°C pendant 1 à 4 jours. 

• Lecture  

La présence de pigments diffusibles se traduit par l'apparition de différentes couleurs qui 

peuvent diffuser sur toute la pente. 

� Sur le milieu King A  

Les colonies typiques sur ce milieu sont colorées en bleu-vert, parfois en brun-rose 

(pyorubine). La pyocyanine est extraite par le chloroforme. 

On verse 0,5 ml de chloroforme sur la culture et on laisse 10 à 15 min, en position inclinée la 

pyocyanine très soluble dans la chloroforme le colore en bleu. 

� Sur le milieu King B  

La production de pyoverdine se manifeste par une coloration jaune-verte, avec une 

fluorescence observée au U.V à 340 nm. Ce pigment est insoluble dans le chloroforme. 
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Figure 13. Etapes de recherche de Pseudomonas aeruginosa (Lebres et al., 2002 ; Azizi, 2009) 

 

I.3.4 Identification des bactéries 

I.3.4.1 Etude macroscopique et microscopique  

Lors de l’identification bactérienne d’une souche il est important de commencer en premier 

par la description macroscopique et microscopique des colonies isolées (figure 14 ; tableau III). 
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Figure 14. Etude macroscopique et microscopique des bactéries 

 

Culture bactérienne sur laquelle 

l’étude sera faite 

Examen macroscopique 

L’identification des germes est 

basée sur l’observation de l’aspect 

macroscopique des colonies 

obtenues à partir des différents 

milieux d’isolement à savoir : 

- La taille,  

- La forme, 

-  La couleur,  

- La consistance, l’opacité,  

- l’allure du contour 

(Delarras, 2007). 

 

Examen microscopique  

 Afin d’observer l’aspect 

microscopique des bactéries 

isolées il est important de 

réaliser : 

- Un état frais (mobilité, 

ciliature, nombres de 

bactéries),  

- Une coloration de Gram 

(Gram positif/ Gram négatif, 

la morphologie et le mode de 

regroupement des bactéries 

(Annexe II) 

(Denis, 2007).  
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Tableau III. Aspects macroscopique des bactéries étudiées sur les milieux de culture sélectifs 

Milieu d’isolement Aspects des colonies Bactéries suspectes 

 

Hekteon 

− Jaunes saumon sans centre noir 

− jaunes saumon à centre noir 

 

− vertes ou bleuâtres sans centre 

noir 

 

− vertes bleuâtres a centre noir 

− Colifornnes, Serratia, Arizona, 

Levinea, Yersinia 

− Citrobacter freundii, Proteus 

vulgaris 

− Shigella, Salmonella à H2S (-). 

− Proviadentia, Proteus morganii, 

Proteus rettgeri 

− Salmonella, Proteus mirabilis 

 

Salmonella-shigella 

− Colonies rouges. 

 

− Colonies rouges à centre noir 

− Colonies incolores 

 

− Colonies incolores à centre noir 

 

− Enterobacter, Klebsiella, autres 

coliformes (E.coli) 

− Citrobacter freundii, Arizona 

− Salmonella H2S (-), Shigella, 

Serratia, Alkalescens, Enterobacter 

hafniae, Proteus morganii 

− Salmonella H2S (+), Proteus 

vulgaris, Proteus mirabilis 

 

Chapman 

− Colonies jaunes entourés d'une 

zone jaune, mannitol (+) 

 

− Colonies roses rouges ou 

pourpres, mannitol (-) 

− Staphylococcus aureus 

− Staphylococcus saprophyticus 

− Staphylococcus epidermidis 

− Staphylococcus xylosus 

− Sraphylococcus hominis 

 

Citrémide 

− Colonies de grande taille avec 

un aspect œuf sur plat (fried 

eggs), en reflet métallique, avec 

une pigmentation bleu-vert 

− Pseudomonas aeruginosa  

(Rodier et al., 2005 ; Delarras, 2007). 

 



 

 

 MATERIEL ET METHODES 

36 

I.3.4.2 Galerie biochimique classique  

L'indentification sur galerie classique des bactéries met en évidence plusieurs caractéristiques 

biochimiques telles que la présence ou absence de certaines enzymes et/ou la fermentation de certains 

sucres. Elle est réalisée en suivant le protocole ci-dessous (figure 15) : 

•  Ensemencer quelques gouttes de la suspension bactérienne suspecte sur les milieux suivant :  

− Gélose TSI (Triple SugarIron),  

− Agar citrate de Simmons,  

− Mannitol mobilité, 

− Urée Indole,  

− ONPG (Ortho-Nitro-Galactosidase)  

 

 

 

 

Figure 15. Tests utilisés en galerie biochimique classique 
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I.3.4.3 Galerie biochimique miniaturisé (Api 20E)  

Le  système  API  (Appareillage  et  Procédé  d’Identification)  est  une  version miniaturisée    

et    standardisée    des    techniques    biochimiques    conventionnelles    pour l’identification des 

bactéries (Freney et al., 2000). 

L'identification  des  bacilles Gram négatif dont les entérobactéries est fondée  sur  l'étude  des  

caractères biochimiques et enzymatiques, par l’ensemencement et la  lecture  colorimétrique    sur  

les galeries miniaturisées API 20 E (bio  Mérieux  SA,  Marcy  l'étoile,  France)  après  24  heures 

d'incubation (Ebongue et al., 2015). 

Elle est ensemencée en remplissant les micro-cupules par la suspension bactérienne à tester à 

partir du milieu TSI. Pour la suspension bactérienne ; elle doit être préparé dans de l’eau 

physiologique (figure 16). 

- Pour les tests CIT, VP et GEL remplir tubes et cupules. 

- Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules). 

- Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur cupule 

d'huile de vaseline. Refermer la boite est incubée 24 heures à 37°C. pour la lecture le tableau  

 

 

Figure 16. Galerie Api 20 E non ensemencée  
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I.3.5 Antibiogramme  

C'est l'étude de la sensibilité d'un germe vis-à-vis des différents antibiotiques, afin de 

surveiller la résistance vis-à-vis de ce dernier et mettre en évidence les bactéries multirésistantes (Jehl 

et al., 2015). 

•  Préparation de l'inoculum  

La densité de l’inoculum bactérien est un élément primordial. La suspension cellulaire doit 

être préparée dans de l’eau physiologique stérile à partir d’une culture jeune de 18 à 24 heures et pure 

sur milieu d’isolement approprié. Elle doit être ajustée à l’aide d’un densitomètre (échelle de 

McFarland).   

L’antibiogramme est réalisé par diffusion en milieu gélosé, et est réalisé avec une suspension 

calibrée à 0,5 McFalrland, contenant environ 108 bactéries par ml, en employant un 

spectrophotomètre pour ajuster l’inoculum (CA-SFM, 2020). 

•  Ensemencement  

L’ensemencement se fait dans les 15 min qui suivent la préparation de l’inoculum, il est réalisé 

par écouvillonnage ou par inondation, de telle façon à avoir après incubation des colonies bien 

distinctes mais jointives.  

La technique de l’écouvillonnage se fait comme suit, selon les recommandations du comité de 

l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie : 

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

- Sortir l'écouvillon du tube en l'essorant doucement sur la paroi. 

- Ensemencer la boîte de Mueller-Hinton dont l'épaisseur de la gélose est de 4 mm, en frottant 

l'écouvillon sur sa surface et en tournant la boîte 3 fois de 60°C afin d'assurer une bonne 

distribution de l'inoculum. 

- Laisser sécher les boîtes pendant 15 à 20 minutes (CA-SFM, 2020). 

 

•  Application des disques et incubation  

L'application des disques se fait 3 à 5 minutes après l'ensemencement. Il est préférable de ne 

pas mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une boite de 90 mm de diamètre. Les disques 

d'antibiotiques doivent être espacés de 24 mm, centre à centre. Ils sont déposés sur la gélose à l'aide 

d'une pince bactériologique stérile pour s'assurer de son application. Une fois appliquée le disque ne 
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doit pas être déplacé (car la diffusion commence dès que l’antibiotique a été déposer) (CA-SFM, 

2020) (figure 17). 

 

Figure 17. Schéma explicatif en coupe d’une gélose Mueller-Hinton utilisée pour un 

antibiogramme standard (CA-SFM, 1997) 

• Incubation  

Les géloses sont incubées entre 16 à 18 heures à 37°C + 2°C. 

• Lecture  

La lecture est faite par la mesure des différents diamètres des zones d'inhibition, à l'aide d'un 

pied à coulisse métallique. Les mesures seront prises en procédant par transparence à travers le fond 

de la boite de Pétri fermée (CA-SFM, 2020). Les résultats sont comparés aux valeurs écrites figurant 

dans le Tableau VII, annexe I.  

Selon le comité   de l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (2003), trois 

catégories cliniques ont été retenues pour l'interprétation des tests de sensibilité in vitro : Sensible 

‘S’, Résistant ‘R’ et Intermédiaire ‘I’ (figure 18) : 

• Les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles la probabilité de Succès thérapeutique est 

forte dans le cas d'un traitement par voie systémique avec la posologie recommandée. 

• Les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d'échec 

thérapeutique quels que soient le type de traitement et la dose d'antibiotique utilisée. 
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• Les souches catégorisées I sont celles pour lesquelles le succès thérapeutique est imprévisible. 

Ces souches forment un ensemble hétérogène pour lequel les résultats obtenus in vitro ne sont pas 

prédictifs d'un succès thérapeutique (CA-SFM, 2003).  

Deux concentrations critiques sont définies pour chaque antibiotique : La concentration 

critique basse ‘c’ et la concentration critique haute ‘C’ aux quelles correspondent des diamètres 

critiques ‘D’, et ‘d’, respectivement. Les concentrations critiques sont établies sur la base des 

concentrations sériques obtenues après administration d'une posologie «usuelle» (c) et de la posologie 

maximale tolérée (C) (Jehl et al., 2015). 

 

Figure 18. Concentrations critiques inférieures (lower break point des anglosaxons) et supérieures 

(upper break point) (Jehl et al., 2015). 

Pour certains couples antibiotiques/bactéries, ils n’existent qu’une seule concentration 

critique. Ce sont des CMI seuils, des bornes, qui permettent de statuer sur la sensibilité ou la résistance 

d’une bactérie donnée à un antibiotique par comparaison à ces seuils de la CMI prise par cet 

antibiotique vis-à-vis de cette bactérie (Jehl et al., 2015). 

Chaque antibiotique a ses concentrations critiques propres. Pour une bactérie et un 

antibiotique donnés, le diamètre d'inhibition mesuré est comparé aux diamètres critiques (Jehl et al., 

2015). 
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II. RESULTATS ET DISCUSSION  

De ce fait, cette partie résultats et discussion consistera en une Méta-analyse des 

publications et des mémoires de master. Une recherche méthodique de la littérature a été 

effectuée sur la STEP de Beni-Mered, et l’hôpital Frantz Fanon dans la wilaya de Blida  

II.1 Paramètres physico-chimiques 

II.1.1 Température  

La température de l'eau est un facteur écologique important agissant sur la densité, la 

viscosité, la solubilité des gaz dans l'eau, la dissociation des sels dissouts, de même que sur les 

réactions chimiques et biochimiques, le développement et la croissance des organismes vivants 

dans l'eau et particulièrement les micro-organismes (Makhoukh et al., 2011). 

D’après les mesures obtenues par Bouzelouf et Serir, (2016), les valeurs de la 

température étaient les suivantes : la température de l’eau usée de l’hôpital de Frantz Fanon 

oscillait entre un minimum de 15,6°C et un maximum de 20,6 °C avec une température 

moyenne de 16,1°C. Au niveau de la STEP, la température la plus faible était de 15°C et la plus 

élevée était de 20°C, avec une valeur moyenne de 18,25±1,58°C (Belkacemi et Saad, 2019) 

D’après l’étude de Idrissi et al., (2015), la température des eaux usées brutes minimale 

est de 14,3°C et maximale de 22,7°C avec une moyenne de 15,75°C.  

Ces températures enregistrées sont incluses dans la fourchette des valeurs limites de rejet 

direct dans le milieu récepteur, et restent acceptables car elles ne dépassent pas la norme de 

30°C fixée par le JORA (2006).  

I.1.2. pH  

Les valeurs du pH des eaux usées brutes de la STEP variaient de 7,20 à 8,20 avec une 

moyenne de 7,81±0,36 (Belkacemi et Saad, 2019).  

Le pH des eaux usées de l’hôpital de Frantz Fanon variait entre un pH minimal de 2,22 et 

un pH maximal de 8,50 (Bouzelouf et Serir, 2016). 

Des eaux dont le pH est inférieur à 7 sont généralement des eaux plus acides. Cette acidité 

est due aux acides carboniques, humiques, l’acide fulvique et autres acides organiques. Alors 

que des eaux dont le pH est supérieur à 7 peuvent supporter une plus grande charge de 
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substances dissoutes et sont capables de soutenir une bonne vie végétale (Naveen et al., 2017). 

L’intervalle des limites des rejets directs est compris entre 6,5 et 8,5 (Idrissi et al., 2015).  

II.2 Paramètres bactériologiques  

Les différentes valeurs obtenues dans la littérature sont présentées par le tableau 

suivant :  

Tableau IV. Récapitulatif des différents résultats obtenus dans la littérature 

  Etude de 

Bouzelouf et 

Serir 

(2016) 

Etude de 

Belkacemi et 

Saad (2019) 

Etude de 

Ameziane et 

al., (2014) 

Etude de 

Hammadi et 

Sebsi (2016) 

Coliformes 

totaux (CT) 

Effluents 

STEP 

 79,125×106 

UFC/100ml 

11,79×107 

UFC/100ml 

 

Effluents 

hospitaliers 

6,38×106 

UFC/100ml 

 10,6×107 

UFC/100ml 

 

Coliformes 

fécaux (CF) 

Effluents 

STEP 

 31,5×105 

UFC/100ml 

10,5×106 

UFC/100ml 

 

Effluents 

hospitaliers 

3×106 

UFC/100ml 

 7,44×106 

UFC/100ml 

 

Salmonella  

 

Effluents 

STEP 

 Absente  Absente  

Effluents 

hospitaliers 

Absente  Absente   

Streptocoques 

fécaux (SF) 

 

Effluents 

STEP 

 52×105 

UFC/100ml 

8×106 

UFC/100ml 

 

Effluents 

hospitaliers  

  2,28×106 

UFC/100ml 

300 UFC/ml 

Spores 

d’Anaérobie 

Sulfito-

Réductreurs 

(ASR)  

 

Effluents 

STEP 

 16,66×104 

spores/20ml 

  

Effluents 

hospitaliers 

   153 

spoures/20ml 

Pseudomonas  Effluents 

STEP 

 6,75×104 

UFC/100ml 
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Effluents 

hospitaliers 

   50,05×106 

UFC/ml 

Staphylococcus  

 

Effluents 

STEP 

 7,25×104 

UFC/100ml 

  

Effluents 

hospitaliers 

   325 UFC/ml 

 

II.2.1 Recherche et dénombrement des coliformes totaux (CT)  

Les coliformes totaux constituent un groupe hétérogène de bactéries d’origine fécale et 

environnementale. D’après les résultats des études des années précédentes, le nombre de 

coliformes présents dans les effluents de l’hôpital de Frantz Fanon variait entre 18×106 et 1×106 

UFC/100ml d’eau analysée, avec une moyenne de 6,38×106 ±2315,03 UFC/100ml d’eau 

analysée (Bouzelouf et Serir, 2016). 

Le nombre de coliformes retrouvé dans les effluents bruts de la STEP oscillait entre un 

minimum 35×105 UFC/100ml de et un maximum de 160×105 UFC/100ml d’eau analysée, avec 

une moyenne de 79,125×105 ±39,42×105 UFC/100ml d’eau analysée (Belkacemi et Saad, 

2019). 

Les eaux usées des effluents hospitaliers sont moins chargées en coliformes totaux que 

celles des STEPs, ce qui corrobore avec les résultats obtenus par Ameziane et al., (2014), pour 

qui les charges moyennes en CT étaient de 10,6×107 UFC/100ml pour les effluents de l’hôpital 

Mohamed V (Maroc) et de 11,79×107 UFC/100ml pour la STEP de Ain Choubbik (Maroc).  

Ainsi que pour les CT des eaux usées retrouvés à Hambourg par Ajonina et al., (2015) 

était de 8,1×105 UFC/100ml pour le premier prélèvement et de 7,8×105 UFC/100ml pour le 

deuxième prélèvement. Ces résultats se rapprochent de ceux de l’hôpital Mohamed V, mais ils 

sont un peu moins chargés que ceux de l’hôpital de Frantz Fanon. 

Cette charge est due à l’enrichissement des eaux usées brutes en matières organique. Elle 

peut être expliquée par le fait que les eaux usées présentent constamment des variations 

importantes. En effet, plus un milieu aquatique est enrichi en matières organique assimilable 

directement (production primaire) ou indirectement (un apport d’eau usée), plus le nombre de 

germes aérobie mésophile s’accroit (Rheinheimer, 1985).  
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Le nombre des coliformes totaux est un paramètre très important pour estimer le degré de 

pollution d'un écosystème aquatique et surtout pour déterminer l'origine de la contamination 

(Dellarras, 2003). 

La présence de coliformes totaux dans les eaux traitées ou leur dépassement par rapport 

aux normes réglementaires n'implique pas nécessairement un risque pour la santé publique, en 

effet, la plupart des espèces de ce groupe se trouvent naturellement dans le sol ou la végétation 

(Edberg et al., 2000). Mais ils peuvent indirectement être associer à une pollution d'origine 

fécale (Rodier, 2009). 

II.2.2 Recherche et dénombrement des coliformes fécaux (CF)  

Les données recueillies dans leurs précédentes études par Belkacemi et Saad, (2019), 

montre que la charge en coliformes fécaux des effluents brut de la STEP était comprise entre 

un maximum de 45×105 et un minimum de 17×105 UFC/100ml, avec une moyenne de 31,5×105 

±11,19×105 UFC/100 ml d’eau analysée  

Selon Bouzelouf et Serir, (2016) la charge en CF des effluents hospitaliers se situait entre 

un maximum de 5×106 et un minimum de 1×106 UFC/100ml, avec une moyenne de 3×106 

±1620,18 UFC/100ml d’eau analysée. 

Ces résultats sont inferieurs de ceux obtenus par Ameziane et al., (2014), dont la valeur 

moyenne des CF des effluents de l’hôpital Mohamed V était de 7,44×106 UFC/100 ml, celle 

des eaux usées brutes de la STEP de Ain Choubbik était de 10,5×106 UFC/100 ml d’eau 

analysée.  

Selon Ameziane et al., (2014), la charge des CF dans les effluents hospitaliers se 

rapproche de celle des eaux usées de la STEP, ce qui corrobore avec les résultats obtenus pour 

l’hôpital de Frantz Fanon et la STEP de Beni-Mered. 

II.2.3 Recherche du genre Salmonella  

Pour les deux effluents, de la STEP de Beni-Mered et les effluents de l’hôpital de Frantz 

Fanon, le genre salmonella était absent, sauf pour les deux derniers prélèvements qui se sont 

révélés positifs. Ces résultats sont en accord avec ceux de Ameziane et al., (2014), qui ont 

montré une absence totale du genre Salmonella dans tous les prélèvements analysés. 

Selon Aboulkacem et al., (2007), l'absence des Salmonelles peut être expliquée d’une 

part par l’absence des porteurs asymptomatiques de la population habitante dans cette région, 
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et d'autre part la difficulté de recherche de ces germes du fait de leur nombre très faible par 

rapport aux germes communément retrouvés. 

 

II.2.4 Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux (SF) 

Selon les résultats obtenus par Belkacemi et Saad, (2019), la charge des SF dans les 

effluents bruts de la STEP de Beni-Mered était comprise entre 240×105 et 14×105 UFC/100 ml, 

avec une moyenne de 52×105 ±76,61×105 UFC/100 ml. Celle des effluents de l’hôpital de 

Frantz Fanon était de 300 UFC/ml d’eau analysée (Hammadi et Sebsi, 2016). 

Ces résultats ne corroborent pas avec les résultats obtenus par Ameziane et al., (2014), 

qui ont eu des valeurs différentes pour la STEP de Ain Chooubbik (8×106 UFC/100 ml) et 

l’hôpital Mohamed V (2,28×106 UFC/100 ml).  

L'ensemble des espèces Streptococcus du groupe D, sont des bactéries commensales de 

la flore intestinale humaine et animale, ces bactéries sont recherchées en tant qu'indicatrices de 

contamination fécale dans les eaux, certaines espèces peuvent être pathogènes (Delarras, 

2007). 

II.2.5 Recherche et dénombrement des Spores d’Anaérobie Sulfito-Réductreurs (ASR)  

Les Anaérobies sulfito réducteurs, permettent de mettre en évidence un groupe de 

bactéries anaérobies, caractérisées par la résistance de leurs spores et par un équipement 

enzymatique réduisant plus au moins activement les sulfites en sulfures (Attab, 2011). 

Selon Belkacemi et Saad, (2019), le nombre des ASR dans les eaux usées brutes de la 

STEP de Beni-Mered variait autour d’une valeur moyenne de l’ordre de 16,66×104 ±8,38×104 

spores/20 ml. En revanche, pour l’hôpital de Frantz Fanon, la valeur moyenne des ASR était de 

153 spores/20 ml (Hammadi et Sebsi, 2016). 

La charge en ASR dans les effluents de la STEP dépasse celle des effluents de l’hôpital 

de Frantz Fanon. Ces résultats ne corroborent pas avec ceux de Ameziane et al., (2014), en 

effet dans leur étude, ils ont noté une charge plus importante en ASR dans l’hôpital Mohamed 

V que celle retrouvée dans la STEP de Ain Choubbik.   

Les spores d'Anaérobies Sulfito-Réducteurs sont extrêmement persistantes dans 

environnement et résistantes au processus de désinfection de l'eau. Par conséquent, leur valeur 

comme indicateur de contamination fécale a été mise en doute car les spores pourraient se 
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trouver naturellement dans l'environnement (Pitkanen, 2010). Ce qui pourrait expliquer la 

charge importante retrouvée dans les effluents bruts de la STEP de Beni-Mered. 

 

II.2.6 Recherche des bactéries du genre Pseudomonas   

Les résultats des études de Belkacemi et Saad, (2019) ont mis en évidence la présence 

de Pseudomonas dans les effluents brutes de la STEP de Beni-Mered, avec des valeurs 

moyennes qui oscillait autour de 6,75×104 ±10,52×104 UFC/100 ml d’eau analysée. En ce qui 

concerne l’eau usée des effluents de l’hôpital de Frantz Fanon, la valeur moyenne était de 

50,05×106 UFC/ml d’eau analysée (Hammadi et Sebsi, 2016). 

La charge en Pseudomonas retrouvée dans les eaux usées des effluents hospitaliers 

dépasse celle des effluents bruts de la STEP. Ces résultats concordent avec ceux de Ameziane 

et al., (2014), pour qui le nombre de Pseudomonas était plus élevé pour l’hôpital de Mohamed 

V que celui retrouvé dans les effluents de la STEP de Ain Choubbik.  

Selon Amazian et al., (2010), Pseudomonas est un agent pathogène essentiellement 

responsable d’infection nosocomiale, d’où sa présence massive dans les effluents hospitaliers. 

 

II.2.7 Recherche des bactéries du genre Staphylococcus  

La valeur moyenne de la charge de Staphylococcus retrouvée dans les eaux usées brutes 

de la STEP variait autour de 7,25×104 ±13,80×104 UFC/100 ml (Belkacemi et Saad, 2019). 

Concernant les effluents de l’hôpital de Frantz Fanon la valeur moyenne était de 325 UFC/ml 

(Hammadi et Sebsi, 2016). 

La charge de Staphylococcus obtenue par Amazian et al., (2010), dans les effluents de 

l’hôpital Mohamed V est similaire à celle retrouvé dans les effluents de Frantz Fanon. Cela peut 

être expliqué par l’utilisation de détergents et de désinfectants par l’hôpital  

La présence du germe Staphylococcus dans les rejets d’eaux usées est significative des 

déchets humains : salive, crachat et sécrétion nasales (Ceaerq, 2012). 

Selon les études rapportées par Guessennd et al., (2013), Pseudomonas aeruginosa était 

plus fréquent que Staphylococcus aureus dans les effluents hospitaliers, contrairement aux 

résultats ci-dessus P. aeruginosa est plus présente que S. aureus.  
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II.3 Identification des souches d’Entérobactéries isolées  

Après 24h d’incubation à 37°C, les isolats bactériens ont montré divers aspects 

culturaux, en fonction du milieu de culture utilisé. 

 

� Examen macroscopique  

 

Tableau V. Examen macroscopique des colonies suspectes d’Entérobactéries 

Effluents Colonies        

suspectes 

Forme Relief Couleur 

STEP  CS 1 Irrégulier Plat Saumon 

CS 2 Ronde Bombé Saumon 

CS 3 Irrégulier Bombé Blanche 

CS 4 Ronde Surélevé Bleut-vert à 

centre noir 

CS 5 Ronde Bombé Orange 

Hôpital  CS 1 Irrégulier Plat Saumon 

CS 2 Ronde Bombé Saumon 

CS 3 Ronde Bombé Orange 

CS 4 Ronde Surélevé Saumon 

CS 5 Ronde Bombé Orange 

(Bouzelouf et Serir, 2016 ; Belkacemi et Saad, 2019) 

� Examen microscopique 

L’examen microscopique permet d’établir une pré-identification des germes isolés. Le 

tableau ci-dessous montre les résultats obtenus par Belkacemi et Saad (2019) et les résultats 

des études d’Adjroud et Nahal (2014) effectués dans les eaux usées de l’oued Messida (El 

Taref).  
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Tableau VI. Examen microscopique des colonies suspectes d’Entérobactéries  

Effluents Colonies    

suspectes 

Aspect morphologique Coloration de 

Gram 

STEP  CS 1 Bacille -  

CS 2 Bacille  - 

CS 3 Bacille  - 

CS 4 Bacille en forme de bâtonnet  - 

CS 5 Bâtonnet - 

Hôpital  CS 1 Bacille - 

CS 2 Bacille - 

CS 3 Bacille - 

CS 4 Bâtonnet - 

CS 5 Bâtonnet - 

 

(Adjroud et Nahal, 2014 ; Belkacemi et Saad, 2019)  

� Test d’orientation rapide 

Tableau VII. Résultats des tests d’orientation rapide 

Effluents   Colonies   

suspectes 

Catalase Oxydase Coagulase 

STEP  CS 1 + - Non déterminé 

CS 2 + - Non déterminé  

CS 3 + - Non déterminé 

CS 4 + - Non déterminé 

CS 5 + - Non déterminé 

Hôpital  CS 1 + - Non déterminé 

CS 2 + - Non déterminé 

CS 3 + - Non déterminé 



 

 

 RESULTATS ET DISCUSSION  

49 

CS 4 + - Non déterminé 

CS 5 + - Non déterminé 

 (+) : positif, (-) : négatif  (Adjroud et Nahal, 2014 ; Belkacemi et Saad, 2019)  

� Galerie biochimique  

Apres identification macroscopique et microscopique, et identification par galerie Api 20 

E, le Tableau VII montre les différents genres d’Entérobactéries trouvés dans les effluents de 

la STEP (Belkacemi et Saad, 2019), dans l’hôpital Frantz Fanon (Bouzelouf et Serir, 2016) 

et des deux hôpitaux de Bejaia et Tizi-Ouzou (Yousfi et al., 2019). 

 

Tableau VIII. Nombre de souches d’Entérobactéries trouvées dans chaque effluent de la 

STEP de Beni-Mered, de l’hôpital de Frantz Fanon et des deux hôpitaux de Bejaia et Tizi-

Ouzou 

Colonies 

suspectes 

Nombre de colonie 

et souches pour les 

effluents bruts de la 

STEP de Beni-

Mered 

Belkacemi et Saad 

(2019) 

Nombre de colonies et 

souches pour les effluents 

de l’hôpital de Frantz Fanon 

Bouzelouf et Serir (2016) 

Nombre de colonies et 

souches trouvées par 

Yousfi et al., (2019) pour 

les deux hôpitaux de 

Bejaia et Tizo-Ouzou 

CS 1 (n=4) Escherichia 

coli 

(n=5) Escherichia coli1 (n=19) E.coli  

CS 2 (n=3)  Klesbsiella 

spp 

(n=3) Klebsiella oxytoca, 

(n=4) Klebsiella 

pneumoniae spp 

pneumoniae, (n=10) 

Klebsiella ornithinolytica, 

(n=2) Klebseilla terrigena 

 

(n=14) Klebsiella 

pneumoniae, (n=7) 

Klebsiella oxytoca   
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CS 3 (n=1) Citrobacter 

freundii 

(n=3) Citrobacter Freundii, 

(n=5) Citrobacter koseri, 

(n=1) Citrobacter youngae, 

(n=1) Citrobacter braakii 

(n=9) Citrobacter 

Freundii, (n=2) 

Citrobacter youngae, 

(n=4) Citrobacter braakii 

 

CS 4 (n=2) Proteus 

mirabilis 

(n=1) Proteus vulgaris (n=2) Proteus vulgaris 

CS 5 (n= 2) Serratia 

odorifera1 

(n=3) Serratia marcescens, 

(n=4) Serratia odorifera1 

(n=4) Enterobacter spp  

CS : Colonies suspecte   n : nombre de colonie 

 

On remarque que les effluents de Frantz Fanon sont plus chargés en Entérobactéries que 

ceux des effluents de la STEP de Beni-Mered. Les résultats obtenus corroborent parfaitement 

avec ceux de Yousfi et al., (2019) effectués sur 2 hôpitaux de Bejaia et deux autres de Tizi-

Ouzou. On remarque aussi que pour les trois résultats il y a les deux souches E. coli et Klebsiella 

spp qui sont les plus présents avec un nombre très important.  

Contrairement à l’étude de Belkacemi et Saad (2019) et Bouzelouf et Serir (2016) pour 

les effluents de la STEP et de l’hôpital de Frantz Fanon respectivement qui ont trouvé le genre 

Serratia, Yousfi et al., (2019) ont trouvé le genre Enterobacter.  

 

II.4 Antibiogramme  

L'antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion des disques sur gélose Muller-

Hinton et interprété après la mesure des diamètres d'inhibition selon la standardisation de 

l'antibiogramme à l'échelle nationale (Rahal et al., 2011). 

La sensibilité et la résistance des souches obtenues pour chaque effluent est présenté dans 

les Tableaux VIII et IX :  
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Tableau IX. Sensibilité et résistance des souches des effluents bruts de la STEP 

Souches testées Sensibilité aux antibiotiques Résistance aux antibiotiques 

Streptocoques du groupe D Amoxicilline + acide 

clavulanique,  

Ampicilline, Vancomycine, 

Céfotaxime, Gentamicine 

100% au Ceftriaxone, 

Erythromycine, Céfoxitine, 

Céftazidime, Kanamycine, 

Ticarcilline+acide 

clavulanique 

Pseudomonas aeruginosa Ticarciline + Acide 

clavulanique, Céftazidime, 

Gentamicine, Aztreoname 

100% au Cefotaxime, 

Erythromycine, Céfoxitine, 

Ampicilline, Vancomycine, 

Céfalexine, 

Amoxiciline + Acide 

Clavulanique 

Escherichia coli 100% Céfotaxime, 

Chloramphénicol, 

Céftriaxone,  

 25% Céfazoline 

100% Ampicilline, 

Vancomycine, Oxacilline, 

Erythromycine, Pénicilline, 

l’Imipenème 

Klebsiella spp 100% Céfotaxime, 

Céfazoline, Céftriaxone, 

100% Ampicilline, 

Vancomycine, Oxacilline, 

Erythromycine, Pénicilline, 

l’Imipenème 

Serratia odorifera1 Amoxicilline, Céftriaxone, 

Céfotaxime, 

Chloramphénicol, 

Imipenème 

Pénicilline, Oxacilline, 

Erythromycine, 

Vancomycine, 

50% Ampicilline, 

Céfazoline 

Proteus mirabilis Chloramphénicol, 

Cefazoline, 

Imipeneme 

100% Vancomycine, 

Oxacilline, Erythromycine, 

Pénicilline 50% 

Ampicilline, 

Amoxicilline, Ceftriaxone, 

Céfotaxime 
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Citrobacter freundi Imipenème et 

Chloramphénicol 

Ampicilline, Céfazoline, 

Oxacilline, Erythromycine, 

Pénicilline 

(Belkacemi et Saad, 2019) 

 

Tableau X. Résistance des souches des effluents de l’hôpital de Frantz Fanon 

Souches testées Résistance des souches aux antibiotiques 

Klebsiella spp 100% Pénicilline, Ampicilline, Amoxicilline/Acide clavulanique, 

Tétracycline, Acide fusidique, 

Vancomycine et Triméthroprime/ sulfaméthoxazole, 

Lincomycine 

66,66% Imipenème, Rifampicine et de la Céfazoline, 100% 

Kanamycine, 33,33% Aztréonam 

Escherichia coli 100% Pénicilline, Oxacilline, Triméthroprime/sulfaméthoxazole, 

Acide fusidiqua et Rifampicine, Lincomycine, 80% pour 

l’Ampicilline, l'Amoxicilline/acide Clavulanique, 

66,66% pour l’Imipenème 

Citrobacter freundi 100% Pénicilline, Ampicilline, Amoxicilline/Acide clavulanique, 

Oxacilline, Céfazoline, Céfotaxime, Tétracycline, Lincomycine, 

Triméthroprime/sulfaméthoxazole 

Acide fusidique et Vancomycine, 66,66% pour Kanamycine, 

Staphylococcus 

aureus 

100% Métronidazole, l'Acide fusidique 

l'Oxacilline 87,5% et l'Amoxicilline et l'Ampicilline 75%, 

Kanamycine (87,5%), Streptomycine (62,5%), 50% 

Gentamicine, 

37,5-62,5% macrolides, (42,85%) Colistine, 20% Vancomycine 
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Streptocoques du 

groupe D 

100% Kanamycine et Streptomycine, Colistine et Métronidazole, 

Cefotaxime 

14,3-57,14% Lincomycine, Erythromycine 28,58, 

Amoxicilline 42,85%. Céfazoline 42,86%, Oxacilline 28,57%, 

l'Ofloxacine 42,85%, l'Acide fusidique 28,57%, la Tétracycline 

28,57%, la 

Chloramphénicol 14,3% 

Pseudomonas 

aeruginosa 

100% Macrolides, Aminosides, Vancomycine, 

Acide fusidique, Pristinamycine et Métronidazole,  

Ofloxacine et Gentamicine 75%,  

50% Tobramycine,  

Imipenème et Tetracycline 25% 

(Bouzelouf et Serir, 2016 ; Hammadi et Sebsi, 2016) 

 

Pour les streptocoques du groupe D, on remarque que les souches des différents effluents 

sont résistantes aux même antibiotiques, seul le pourcentage de résistance diffère. Nous avons 

constaté par exemple que pour les effluents de la STEP, 100% des souches étaient résistantes 

vis-à-vis de l’Erythromycine alors que 28,58% est le taux obtenu pour celles qui sont isolées 

des effluents de l’hôpital de Frantz Fanon.  

Le taux de résistance des Streptocoques fécaux vis-à-vis l’Amoxicilline est de 42,85%. 

Ce résultat est élevé par rapport à celui trouvé par Fatou (2002) au Dakar(Sénégal) qui est de 

15,4%. Par contre le taux de résistance à l’Oxacilline est de 28,57%, ce taux est faible par 

rapport au taux de 100% obtenu par Bekkari et al., (2016) au Maroc. 

Pour les Entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa, les souches des deux effluents 

étaient résistantes aux mêmes antibiotiques, avec le même pourcentage de résistance.  

Selon El Bouamri et al., (2013), les deux espèces E. coli et K. pneumoniae étaient les 

plus résistantes aux Béta-lactamines. 

Nous avons également noté dans la littérature, la sensibilité de quelques souches testées 

(E. coli, Serratia odorifera1) vis-à-vis des Céphalosporines de troisième génération 

(Céfotaxime). Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Oubrim et al., (2012) pour les 

deux STEP de Settat et Soualem au Maroc. 
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La résistance des Entérobactéries vis-à-vis la Pénicilline était de 100%, pour les effluents 

hospitaliers. Les Pénicillines sont majoritairement prescrites en médecine humaine, ce qui 

conduit à la forte résistance des Entérobactéries vis-à-vis ces derniers (Petit, 2018). 

Les souches de S. aureus ont manifesté une grande résistance à l'Acide fusidique et à la 

Métronidazole (100%).  

Les souches de S. aureus isolées dans l’étude de Hammadi et Sebsi, (2016), avaient une 

résistance assez élevée vis à vis des Béta-lacatmines tels que la Pénicilline G (62,5%), 

l'Amoxicilline, l'Ampicilline (75%) et 1’Oxacilline (87,5%). Ces résultats concernant le taux 

de résistance à la Pénicilline sont moins élevés en comparaison avec l'étude de Diouara en 

2006 dans la STEP de Bamako(Mali), où le taux était de 86,25%, par contre il a rapporté un 

taux faible pour l’Amoxicilline (43%). Ainsi, selon Ramoul (2014) pour les effluents du CHU 

de Annaba, 37.5% des S. aureus sont résistants à l'Oxacilline. Ce taux est très faible par rapport 

aux résultats ci-dessus. 

La bactérie la plus fréquente est P. aeruginosa avec des taux de résistances très élevés 

aux différentes classes des antibiotiques. En effet, les souches isolées de cette bactérie dans 

l’étude de Hammadi et Sebsi, (2016), ont montré un taux de résistance très important (100%) 

vis-à-vis des antibiotiques appartenant aux Béta-lactamines à l'exception de 1'Imipenème où on 

a enregistré un taux de résistance le plus faible (25%). Ces taux sont semblables à ceux 

rencontrés dans la littérature par Igbinosa et al., (2012) en Afrique du sud et contraire à ceux 

obtenus par Acton (2013) aux Etats Unis d'Amérique, ou le taux de résistance de l’Oxacilline 

est de 16,6%. 

Les bactéries avaient montré une sensibilité vis-à-vis l’Imipenème (pour une résistance 

de 25%), pour les effluents de la STEP. Ces résultats concordent avec ceux de El Bouamri et 

al., (2013) avec une résistance de 10% pour l’hôpital Avicenne de Marrakech (Maroc).    

Plusieurs composés antibiotiques ne sont pas complètement dégradés dans le processus 

de traitement des eaux usées et sont donc rejetés dans l'environnement par les effluents où ils 

peuvent sélectionner des bactéries résistantes aux antibiotiques (Gatca et al., 2013).  
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C’est en 1928 qu’a eu lieu la découverte révolutionnaire du premier antibiotique. Depuis 

l’antibiothérapie n’a cessé d’évoluer en découvrant d’autres antibiotiques et en sauvant des vies. 

Toutefois l’utilisation massive et répétée de ces molécules a provoqué l’apparition de bactéries 

multirésistantes (BMR). On peut retrouver ces BMR même dans les milieux aquatiques. Ces 

germes peuvent être acheminés jusqu’à l’homme par la chaîne alimentaire ou par les activités 

de loisirs ce qui constitue un problème de santé publique et exige l’évaluation de leur résistance 

dans les milieux aquatiques.  

Les effluents hospitaliers et ceux des STEPs engendrent une menace pour la santé 

publique et l’environnement en raison de leur forte charge en bactéries résistantes aux 

antibiotiques. 

Dans cette étude Méta-analyse, les analyses bactériologiques ont révélé la présence 

d’une diversité bactérienne dans les eaux usées de la STEP de Beni Merad à savoir 

CT (79,125×105 UFC/100ml), CF (31,5×105 UFC/100 ml), SF (52×105 UFC/100ml), ASR 

(16,66×104 spores/20 ml), Staphylococcus aureus (7,25×104 UFC/100ml), Pseudomonas 

aeruginosa (6,75×104 UFC/100ml). 

Pour les effluents de l’hôpital de Frantz Fanon, nous avons également noté la présence 

de CT (6,38×106 UFC/100ml), de CF (3×106 UFC/100ml), de SF (300 UFC/ml), de ASR (153 

spores/20 ml), de Staphylococcus aureus (325 UFC/ml), de Pseudomonas aeruginosa 

(50,05×106 UFC/ml).  

Pour certaines bactéries, la charge était importante pour l’hôpital (Klebsiella 

pneumoniae) et pour d’autres c’était dans les prélèvements de la STEP où il y avait une plus 

forte charge en Escherichia coli.  

Pour les entérobactéries, il y avait une prédominance des deux souches Escherichia coli 

et Klebsiella spp avec un pourcentage de 26,66% et 20% respectivement. Les effluents 

hospitaliers étaient plus chargés en entérobactéries que ceux de la STEP. 

Quant à la résistance aux antibiotiques, l’analyse de la littérature a montré qu’un nombre 

élevé des souches isolées s’est révélé résistante vis-à-vis de plusieurs classes d’antibiotiques : 

les Béta-lactamines (25%-100%) à l'exception d'Imipenème, les Aminosides (24%-100%), les 

Quinolones (12,5%-75%), les Glycopeptides (37,5%-100%), les Polypeptides basiques 

(22,22%-100%), les Phénicoles (11,12%-100%), les Cyclines (28,57%-100%) et autres 



CONCLUSION 
 

 
56 

antibiotiques comme l'Acide fusidique (28,57%-100%), la Métronidazole (100%) et la 

Pristinamycine (11,12%-100%). 

L'Imipenème reste l'antibiotique de choix le plus actif avec un taux de résistance de 

25%. Ces niveaux de résistance sont associés à de nombreux mécanismes qui peuvent 

s'exprimer seuls ou de façon concomitante. 

En perspectives, l’antibiorésistance est un phénomène qui ne cesse de s’agrandir. En 

effet, c’est de notre responsabilité et de notre devoir à tous de lutter contre ce fléau en diminuant 

la consommation d’antibiotiques afin de préserver la santé humaine et animale et même celle 

de l’environnement.  
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Annexes 



Annexe I 

Matériel pour les analyses physicochimiques 

- Thermomètre 
- PH-mètre   
 

Matériel pour les analyses microbiologiques 

•  Appareillages et verreries  

− Bain marie 80°C 

− Bec Bunsen. 
− Boites de Pétri. 
− Etuves. 
− Glacière. 
− Lame et lamelle 
− Pince stérile. 
− Pipettes Pasteur. 
− Portoir. 
− Réfrigérateur. 
− Tubes à essai. 
 

•  Réactif, additifs et solution  

− Additif Hektoen. 

− Additif SFB. 

− Alcool. 

− Alun de fer. 

− Disques d'ONPG. 

− Disques d'antibiotiques. 

− Eau distillée. 

− Eau de Javel. 

− Fushine. 

− Huile de vaseline. 

− Huile d'immersion. 

− Lugol. 

− Sulfite de sodium. 

− Réactif kovacs. 

− Réactif VP1 et VP2 (Vosges-Proskauer). 

− Rouge de méthyle. 

− TDA (Tryptophane desaminase). 

− Violet de Gentiane. 

 

 

 



•  Milieux de cultures  

Bouillon lactosé au bromocrésol pourpre (BCPL, milieu double et simple 

concentration) 

Peptone ....................................................................................................... 5g 

Extrait de viande ......................................................................................... 3g 

Lactose........................................................................................................ 10g 

Pourpre de bromocrésol.............................................................................. 0,3g 

Bacto agar difco.......................................................................................... 15g 

Eau distillée ................................................................................................ 1000ml 

PH final= 6,9 ±0,2 

Bouillon de Schubert en g/l d’eau distillée  

Tryptophane................................................................................................ 0,2g 

Acide glutamique ....................................................................................... 0,2g 

Sulfate de magnésium ................................................................................ 0,7g 

Citrate de sodium........................................................................................ 0,5g 

Sulfate d’ammonium .................................................................................. 0,4g 

Chlorure de sodium .................................................................................... 2g 

Peptone ....................................................................................................... 10g 

Mannitol ..................................................................................................... 7,5g 

Phosphate disodique ................................................................................... 4g 

Phosphate monopotassique......................................................................... 0,6g 

Eau distillée ................................................................................................ 500ml 

PH final= 7,4 ±0,2 

Milieu Rothe (milieu simple et double concentration) en g/l 

 S/C D/C 

Hydrolysat trypsique de casaeine ......................... 12,6g ............................ 25,2g 

Peptone bacteriologique ....................................... 8g ................................. 16g 

Glucose ................................................................. 5g ................................. 10g 

Chlorure de sodium .............................................. 5g ................................. 10g 



Phosphate dipotassique......................................... 2,7g .............................. 5,4g 

Phosphate monopotassique................................... 2,7g .............................. 5,4g 

Azide de sodium ................................................... 0,2g .............................. 0,4g 

PH final= 6,8 ±0,2 

Milieu Litsky (EVA BROTH) en g/l d’eau distillée 

Peptone ....................................................................................................... 20g 

Glucose ....................................................................................................... 5g 

Chlorure de sodium  ................................................................................... 5g 

Phosphate dipotassique............................................................................... 2,7g 

Phosphate monopotassique......................................................................... 2,7g 

Azothydrate de sodium ............................................................................... 3g 

Ethyl violet ................................................................................................. 5ml 

Eau distillée ................................................................................................ 1000ml 

PH final= 6,8 ±0,2 

Bouillon sélénire de sodium cystéine (SFB) 

Lactose........................................................................................................ 4g 

Tryptophane................................................................................................ 5g 

Phosphate disodique ................................................................................... 10g 

Sélénite de Sodium ..................................................................................... 0,01g 

L-Cystine .................................................................................................... 0,01g 

Eau distillée ................................................................................................ 1000ml 

PH final= 7,2 ±0,2 

Gélose Hektoen  

Peptone ....................................................................................................... 12g 

Extrait de viande ......................................................................................... 3g 

Lactose........................................................................................................ 12g 

Saccharose .................................................................................................. 12g 

Salicine ....................................................................................................... 2g 

Citrate de fer et d’ammonium .................................................................... 2g 



Sels biliaire ................................................................................................. 9g 

Fuchsine acide ............................................................................................ 0,1g 

Bleu de Bromothymole .............................................................................. 0,065g 

Agar  ........................................................................................................... 13g 

PH = 7,6 ±0,2 

Gélose viande fois (VF) 

Base Viande foie ........................................................................................ 30g 

Glucose ....................................................................................................... 2g 

Agar ............................................................................................................ 6g 

Eau distillée ................................................................................................ 1000ml 

PH= 7,6 

Gélose Chapman 

Extrait de viande ......................................................................................... 1g  

Peptone ....................................................................................................... 10g 

Chlorure de Sodium ................................................................................... 5g 

Mannitol ..................................................................................................... 10g 

Rouge de phénol  ........................................................................................ 25g 

Gélose  ........................................................................................................ 15g 

Eau distillée ................................................................................................ 1000ml 

PH= 7,4 

Gélose King A 

Peptone bactériologique « A » ................................................................... 20g 

Glycérol ...................................................................................................... 10ml 

K2SO4 ........................................................................................................ 10g 

MgCl2 ......................................................................................................... 1,4g 

Agar purifié ................................................................................................ 1,2g 

PH=7,2 ±0,2 à 25°C 

Gélose King B 

Peptone bactériologique « B ».................................................................... 20g 



Glycérol  ..................................................................................................... 10ml 

Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4) ......................................... 1,5g 

Sulfate de Magnésium hydraté (MgSO47H2O) ......................................... 1,5g 

Arag purifié ................................................................................................ 12g 

PH= 7,2 ±0,2 à 25°C 

Gélose au Cétrimide  

Peptone de gélatine ..................................................................................... 16g 

Peptone de caséine...................................................................................... 10g 

Bromure de Tetradonium (Cétrimide) ........................................................ 0,2g 

Acide nalidixique ....................................................................................... 0,015g 

Sulfate de Potassium .................................................................................. 10g 

Chlorure de Mgnésium ............................................................................... 0,4g 

Agar  ........................................................................................................... 10g 

PH= 7,1 

Gélose TSI (Tree Sugar Iron) 

Extrait viande bœuf .................................................................................... 3g 

Extrait de levure ......................................................................................... 3g 

Peptone trypsique  ...................................................................................... 20g 

Chlorure de Sodium.................................................................................... 5g 

Citrate ferrique ........................................................................................... 0,3g 

Thiosulfate de Sodium................................................................................ 0,3g 

Lactose........................................................................................................ 10g 

Glucose ....................................................................................................... 1g 

Saccharose .................................................................................................. 10g 

Rouge de phénol  ........................................................................................ 0,05g 

Agar ............................................................................................................ 12g 

PH= 7,4 

Milieu Citrate de Simmons 

Citrate de Sodium ....................................................................................... 2g 



Chlorure de Sodium.................................................................................... 5g 

Sulfate de magnésium ................................................................................ 0,2g 

Phosphate monoammoniaque ..................................................................... 1g 

Phosphate bipotassique............................................................................... 0,01g 

Bleu de bromothymol ................................................................................. 0,08g 

Agar ............................................................................................................ 15g 

PH= 7.0- 7,2 

Milieu Urée Indole 

L-tryptophane ............................................................................................. 3g 

Phosphate Monopotassique ........................................................................ 1g 

Phosphate bipotassique............................................................................... 1g 

Chlorure de Sodium.................................................................................... 5g 

Urée ............................................................................................................ 20g 

Alcool à 95 ................................................................................................. 10g 

Rouge de phénol ......................................................................................... 0,025g 

PH=7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau XI. Différents caractères du genre Streptococcus 

Caractères principaux-identification biochimique 

Morphologie Cocci ovalaire ou sphérique, de 0.6 à 1µm en moyenne, 
isolés en diplocoques ou chaines 

Coloration de Gram Gram+ 

Capsule Chez Streptococcus pneumoniae (Diplocoques encapsulés) 

Mobilité Immobiles en général 

Type respiratoire Aéro-Anérobies faculatifs 

Catalase Négative 

Conditions de culture •  Température générale : 20 à 42 C° 

•  Température optimale : 35 à 34 C° 

•  pH optimal : 7.2 à 7.4 

Identification biochimique •  API 20® strep bioMérieux ® 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau XII. Différentes caractéristiques du genre Staphylococcus 

 

                               (Denis et al., 2007) 

V : variable 

+ : 90% ou plus de souches positives. 

- : 90% ou plus de souches négatives. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 S.épidermidis S.haemolyticus S.saprophyticus autres 

Coagulase - - - - 

 

Fermentation 

Glucose + + + + 

Mannitol - V + V 

Xylitol - - + - 

Phosphatyase + - - V 

Dnase + - - V 



Tableau XIII. Caractères biochimique de différentes espèces de Pseudomonas 

(Denis et al., 2007) 

V : variable 

+ : 90% ou plus de souches positives. 

- : 90% ou plus de souches négatives. 

 

 

 

 

Espèce 

Caractères 

P.aeruginose P.fluorescens P.putida P.monteillii 

Pigment PC+PV PV PV PV 

Nombre flagelles 1 >1 >1 >1 

Oxydase + + + + 

 

Croissance 

À47 C° + - - - 

À 4 C° + + + - 

Réduction NO3
- + - - - 

ADH + + + + 

 

Hydrolyse 

Gélatine + - - - 

Lécithinase V - - - 

Urée V - - V 

Citrate Simmons + + + + 

 

 

Acidification

Glucose + + + + 

Tréhalose - + - - 

Mannitol + + - - 

Xylose + + + - 

Maltose - - V - 



Annexe II 

Tableau XIV. Table de Mac-Grady 

  Nombre 

caractéristique 

Nombre de 

microorganisme 

Nombre 

caractéristique 

Nombre de 

microorganisme 

000 

001 

010 

011 

020 

100 

101 

102 

110 

111 

120 

121 

130 

200 

201 

202 

210 

211 

212 

220 

221 

0.0 

0.3 

0.3 

0.6 

0.6 

0.4 

0.7 

1.1 

0.7 

1.1 

1.1 

1.5 

1.6 

0.9 

1.4 

2.0 

1.5 

2.0 

3.0 

2.0 

3.0 

222 

223 

230 

231 

232 

300 

301 

302 

310 

311 

312 

313 

320 

321 

322 

323 

330 

331 

332 

333 

3.5 

4.0 

3.0 

3.5 

4.0 

2.5 

4.0 

6.5 

4.5 

7.5 

11.5 

16.0 

9.5 

15.0 

20.0 

30.0 

25.0 

45.0 

110.0 

140.0 

 

 



Tableau XV. Table NPP 

 

1 × 50 ml 5 × 10 ml 5 × 1 ml Nombre 

caractéristique 

0 0 0 ≤1 

0 0 1 1 

0 0 2 2 

0 1 0 1 

0 1 1 2 

0 1 2 3 

0 2 0 2 

0 2 1 3 

0 2 2 4 

0 3 0 3 

0 3 1 5 

0 4 0 5 

1 0 0 1 

1 0 1 3 

1 0 2 4 

1 0 3 6 

1 1 0 3 

1 1 1 5 

1 1 2 7 

1 1 3 9 



1 2 0 5 

1 2 1 7 

1 2 2 10 

1 2 3 12 

1 3 8 8 

1 3 1 11 

1 3 2 14 

1 3 3 18 

1 3 4 21 

1 4 0 13 

1 4 1 17 

1 4 2 22 

1 4 3 28 

1 4 4 35 

1 4 5 43 

1 5 0 24 

1 5 1 35 

1 5 2 54 

1 5 3 92 

1 5 4 160 

1 5 5 ≥240 

 

 

 

 



Coloration de Gram  

La  coloration  de  Gram  ou  coloration  différentielle  s’effectue  de  la  manière suivante: 

-Préparation d’un frottis bactérien : prélever la colonie bactérienne à identifier, et l’étaler sur 
une goutte d’eau physiologique déposée sur une lame propre puis la fixer par simple passage 
sur la flamme du bec bunsen ; 

-Coloration  par  le  violet : chaque  frottis  fixé  à  la  chaleur  est  coloré  pendant  une minute 
au violet de Gentiane, il est ensuite laver rapidement par l’eau courante; 

-Mordançage : traiter durant une minute par la solution de Lugol et laver à l’eau ;  

-Décoloration : en traitant avec l’alcool,  couler  le  solvant  sur  frottis  pendant  une  à trois  
secondes  puis  laver  immédiatement à l’eau courante.  

A ce stade, les cellules Gram négatives seront incolores, les cellules Gram positives restent 
violettes ;  

-Recoloration : soumettre le frottis durant trente secondes à une courte coloration par la  
Fuchsine  pour  recolorer  les  cellules  Gram  négatives  présentes,  puis  rincer  et sécher 
entre deux feuille de papier buvard propre ;  

-Examiner le frottis, à immersion à l’objectif ×100. 

 Lecture : Les  bactéries  Gram  positif  sont  bien  colorées  en  violet  alors  que  les  
bactéries Gram négatif sont bien colorées en rose (Madani, 2003). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau XVI. Lecture de la galerie miniaturisée API 20 E 

Tests Réactions/Enzymes Résultats négatifs Résultats positif 

ONPG Galactosidase Incolore Jaune 

ADH Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange 

LDC Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orange 

ODC Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orange 

CIT Citrate utilisation Vert pâle/jaune Blue-vert/blue 

H2S H2S production Incolore/grisâtre Dépôt noire/fin liseré 

URE Urease Jaune Rouge/orange 

TDA Tryptophane désaminase TDA/immédiat 

Jaune Marron-rougeâtre 

IND Indole production icolore JAMES/immédiat 

Vert-pâle/jaune Rose 

VP Acetion production VP1 + VP2 / 10 min 

Incolore Rose/rouge 

GEL Gelatinase Aucune diffusion Diffusion du 
pigment noire 

GLU Glucose fermentation/oxydation Blue/blue-vert Jaune/jaune gris 

MAN Mannitol 
fermentation/oxydation 

 

 

 

Blue 

 

 

 

Blue-vert/jaune 

INO Inositol fermentation/oxydation 

SOR Sorbitol fermentation/oxydation 

RHA Rhamnose 
fermentation/oxydation 

SAC Sarcose fermentation/oxydation 



MEL Melibiose 
fermentation/oxydation 

AMY Amygdalin 
fermentation/oxydation 

  

ARA Arabinose 
fermentation/oxydation 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tableau XVII.  Valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour Pseudomonas 

aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antibiotique 

testés 

Charge des 

disques 

Diamètres critiques (mm) 

R I S 

Imipenème 10µg ≤13 14-15 ≥16 

Gentamycine 10µg ≤12 13-14 ≥15 

Tobramycine 10µg ≤12 13-14 ≥15 

Colistine 10µg ≤10 ----- ≥11 



Tableau XVIII. Valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour Staphylococcus 

spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antibiotique 

testés 

Charge des 

disques 

Diamètres critiques (mm) 

R I S 

Oxacilline (S. 

aureus) 

10µg ≤10 11-12 ≥13 

Gentamycine 10µg ≤12 13-14 ≥15 

Kanamycine 10µg ≤13 14-14 ≥18 

Erythomycine 30µg ≤13 14-22 ≥23 

Clindamycine 15µg ≤14 15-20 ≥21 

Vancomycine 30µg ----- ----- ----- 

Ofloxacine 5µg ≤14 15-17 ≥18 

Tétracycline 30µg ≤14 15-18 ≥19 

Chloramphénicol 30µg ≤12 13-17 ≥18 

Pristinamycine 15µg ≤19 19-21 ≥22 

Acide fusidique 10µg ≤24 ----- ≥24 



Tableau XIX. Valeurs critiques des diamètres d’inhibition et des CMI pour les 
entérobactéries (Rahal et al., 2008) 

Antibiotique Charge du 
disque 

Concentrations 
critiques 
(mg/L) 

  S               R 

Diamètres 
critiques 

(mm) 

              
R        S 

Remarques  

Ampicilline 

 

Amoxicilline  

10µg 

 

25µg 

≤4 

 

≤4 

>8 

 

>8 

≥19 

 

≥21 

<16 

 

<16 

Interprétation valable 
pour bacampicilline, 
pivampicilline  

Cf. règles (1) et (2) 

Cf. règles (1) et (2) 

Ampicilline/sulbactam 

Amoxicilline/ac.clavulamique 

Ticarcilline  

 

 

ticarcilline/av. clavulanique 

Pipéracilline 

 

Pipéracilline/tazobactam 

Mécillinam 

Imipénéme 

Méropénéme 

Ertapénéme 

 

 

Doripénéme 

Aztréonam  

10/10µg 

20/10µg 

75µg 

 

 

75/10µg 

75µg 

 

75/10µg 

10µg 

10µg 

10µg 

10µg 

 

 

10µg 

30µg 

≤4/8 

≤4/2 

≤8 

 

 

≤8/2 

≤8 

 

≤8/4 

≤8 

≤2 

≤2 

≤0.5 

 

 

≤1 

≤1 

>8/8 

>8/2 

16 

 

 

>16/2 

>16 

 

>16/4 

>8 

>8 

>8 

>1 

 

 

>4 

>8 

≥19 

≥21 

≥21 

 

 

≥24 

≥20 

 

≥21 

≥24 

≥24 

≥22 

≥28 

 

 

≥24 

≥27 

<16 

<16 

<22 

 

 

<22 

<16 

 

<17 

<22 

<17 

<15 

<26 

 

 

<19 

<21 

Cf. règle (1b) 

Cf .régle (1b) et (5) 

Interprétation valable 
pour un traitement 
intraveineux Cf .règles 
(1) , (2) et (3) 

 

Interprétation valable 
pour un traitement 
intraveineux Cf .règles 
(1) , (2) et (3) 

 

Interprétation 
uniquement pour les 
souches isolées des 
urines. 

 

Déterminer la CMI en 
cas de résistance par 
diffusion à 
l’értapénéme avec 



 

Céfalotine 

 

 

 

 

 

 

 

 

Céfuroxime 

Céfamanadole 

Céfoxitine 

Céfotétan 

Lalamoxef 

 

 

 

30µg 

 

 

 

 

 

 

 

 

30µg 

30µg 

30µg 

30µg 

30µg 

 

≤8 

 

 

 

 

 

 

 

 

≤8 

≤8 

≤8 

≤4 

≤4 

 

>32 

 

 

 

 

 

 

 

 

>8 

>32 

>32 

>32 

>32 

 

 

 

 

≥18 

 

 

 

 

 

 

 

 

≥22 

≥22 

≥22 

≥23 

≥23 

 

 

 

 

<12 

 

 

 

 

 

 

 

 

<22 

<15 

<15 

<17 

<17 

sensibilité à 
l’imipéneme. 

 

Cf.régles (4) et (5). 

 

 

 Interprétation valable 
pour les céphalopaires 
injectables de 1ére 
génération ( céfapirine , 
céfacoline). 

Interprétation 
également valable pour 
les céphémes orale de 
1ére génération 
(céfadroxil, 
céfalexine,céfaradine,cé
faclor 

loracbef) mais 
uniquement pour les 
souches isolées des 
urines. 

 

 

 

 

Non commercialisé en 
France 



Céfotaxome 

Céftriaxone 

Céfftazidine 

Céfépime 

Céfpinorre 

Céfixine 

 

 

 

30µg 

30µg 

30µg 

30µg 

30µg 

10µg 

≤1 

≤1 

≤1 

≤1 

≤1 

≤1 

>2 

>2 

>8 

>8 

>8 

>2 

 

 

≥26 

≥26 

≥26 

≥24 

≥24 

≥25 

 

 

<23 

<23 

<19 

<17 

<17 

<21 

Pour les 6 
céphalsoporines de ce 
groupe Cf. régles (4) et 
(5). 

 

 

 

Interprétation valable 
uniquement pour les 
souches isolées des 
urines. 

Kanamycine 

 

 

30µg ≤8 >16 ≥17 <15 Interprétation valable 
pour néomycine, 
framyoétine,paromomy
cine. 

Tobramycine 

Amikacine 

Isépamicine 

Gentamicine 

Nétilmicine 

10µg 

30µg 

30µg 

15µg(10UI) 

30µg 

≤2 

≤8 

≤8 

≤2 

≤2 

>4 

>16 

>16 

>4 

>4 

≥18 

≥17 

≥17 

≥18 

≥21 

<16 

<15 

<15 

<16 

<19 

Cf.régles (6),(9) et 
(11). 

Cf.régles (6),(7) 

Cf.régles (6),(7) 

Cf.régles (6),(8) et 
(11). 

Cf.régles (6),(10) et 
(11) 

 

 

 

 


