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Abstract

Abstract

The Effluents generated by the hospital activity represent a potential source of antibiotic
resistant pathogenic germs, particularly enterobacteria, and thus constitute a danger to human
health. The objective of this study was to identify enterobacteria producing carbapenemases
isolated from hospital wastewater from the Kheldi Abd Laziz Mother and Children hospital in
the City of Tébessa; to evaluate their levels of resistance to different families of antibiotics.

First, 10 samples were taken for a period of 3 months from the hospital’s final wastewater
collector. Then the samples were filtered and homogenized. Then, the isolation of multidrug
resistant enterobacterial strains was carried out in mac Conkey selective medium with added
antibiotic (imipenem,Ertapename) the isolates were selected for biochemical tests by a
miniaturized APl 20E system. Antibiotic sensitivity was tested with an antibiogram with 13
antibiotics using the Mueller Hinton medium. Finlly, The minimum inhibitory concentrations

of imipineme and E-test strips determined different families of antibiotics.

A total of 14 enterobacterial strains were isolated, biochemical identification revealed a
diversity of enterobacterial species that colonize hospital effluents; predominantly Escherichia
coli (n=4) and salmonella (n=4). The isolated strains showed very high resistance to all beta-
actamines; the majority of these strains expressed significant cross-resistance to aminosids,

quinolons and sulfamids.

Finally, this study shows the presence of multi-resistant enterobacteria in hospital effluent
that can spread to the environement. Finall, the installation of a device of management of
pathological waste in the hospital and for the post-treatment of hospital effluents governs the

disposal of these bacteria becomes indispensable.

Key words: Hospital effluents, Enterobacteriaceae, antibiotics resistants, carbapenemases



Résumé

Résumé

Les effluents générés par I’activité hospitaliére représentent une source potentielle de
bactéries pathogénes multirésistantes aux antibiotiques particulierement les entérobactérie,
constituant ainsi un danger pour la santé¢ humaine. L’objectif de cette étude était d’identifier les
entérobactéries productrices des carbapenémases isolées a partir des eaux usées hospitaliéres
de I’hopital mére et enfant Kheldi AbdLaziz de la ville de Tébessa et d’évaluer leurs niveaux

de résistance aux différentes familles d’antibiotiques.

D’abord 10 prélévements ont été effectués durant 3 mois a partir du collecteur final des
caux usées de I’hopital. Puis, les échantillons ont été filtrés et homogénéisés. Ensuite,
I’isolement des souches d’entérobactéries productrices de carbapénémases a été réalisé en
milieu sélectif mac conkey additionné d’antibiotiques (imipeneme et értapénéme) en autre, Les
isolats ont été identifiés par tests biochimiques utilisant le systeme miniaturisé API 20E. La
sensibilité aux antibiotiques a été testée par un antibiogramme comportant 13 antibiotiques
selon la méthode de diffusion des disques sur milieu Mueller Hinton an fin, les concentrations
minimales inhibitrices de I’imipenéme et différentes familles d’antibiotiques ont été

déterminées par bandelettes E-test.

Au totale, 14 souches d’entérobactéries ont été sélectionnées, I’identification biochimique
a révélé une diversité d’espeéces d’entérobactéries qui colonisent les effluents hospitaliers avec
prédominance d Escherichia coli (n=4) et Salmonella arizonae (n=4). Les souches isolées ont
montré une résistance trés élevée a tous les bétalactamines ; la majorité de ces souches ont

exprimés une résistance croisée importante aux aminosides, aux quinolones et aux sulfamides.

Finalement, cette étude montre la présence des entérobactéries pathogenes multi-résistantes
dans les effluents hospitaliers qui peuvent propager dans I’environnement. En définitif,
I’installation d’un dispositif de gestion de déchets pathologiques a I’hdpital et de post-traitement

des effluents hospitaliers régissent I’élimination de ces bactéries devient indispensable.

Mot clés: Effluents hospitaliers, Enterobacteriaceae, résistance aux antibiotiques,

carbapénémases.
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introduction

Introduction

Les eaux usees genérés par les activites hospitaliéres peuvent présenter un danger potentiel
pour ’homme et son environnement. Cela, compte tenu de 1’importance des substances

chimiques qu’ils contiennent (27).

Les effluents hospitaliers peuvent contribuer largement a la dissémination des bactéries

multi résistantes aux antibiotiques (BMR) et leur support génétique dans 1’environnement (70).

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif présents au sein de la flore intestinale
normale des hommes et des animaux. Responsables d’infections variées (infections urinaires,
septicémies, pneumonies, infections hépato-digestives, méningites...). Les entérobactéries sont

considérées comme la source principale d’infections communautaires et hospitaliéres (69).

Les carbapénémases sont identifiées de facon croissante chez les entérobactéries dans le

monde entier, les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) représentent
actuellement un probleme majeur de santé publique (70).
La diffusion des carbapénémases chez les entérobactéries revét une importance clinique
particuliére. En effet, les souches productrices de carbapénemases résistent a la majorité des -
lactamines et sont souvent résistantes a d’autres familles d’antibiotiques comme les aminosides
et quinolones. Elles ont un réle important en pathologie humaine, Conduisant ainsi a un échec
thérapeutique (65).

Les eaux usées non traitées générés par les activités hospitaliéres peuvent contribuer
largement a la dissémination des bactéries multi résistantes (BMR) dans 1’environnement. Les
BMR des effluents proviennent essentiellement soit des produits biologiques (sang, urines, pus
etc.) des patients colonisés, soit de transfert horizontal de génes de résistance entre les souches

multi-résistantes infectieuses et des souches environnementales (35).

Les BMR par leurs fréquences, ou leurs conséquences thérapeutiques justifient une

surveillance spécifique tant a I’hopital que dans 1’environnement (68).

Dans la région de Tébessa, il existe seulement une étude réalisée en 2018 qui permet de
décrire le niveau de résistance des entérobactéries aux antibiotiques au niveau des eaux usees
hospitaliéres. L’objectif de cette étude était d’identifier les entérobactéries résistantes aux

carbapénémases isolées au niveau du collecteur final des eaux usées hospitali¢res de 1’hopital



introduction

Meére et enfants Khaldi Abd Laziz de la ville de Tébessa, par ailleurs, déterminer leurs niveau
de résistance aux principales familles d’antibiotiques.

De ce fait, I’objectif de ce travail, consiste a déterminer et estimer la prévalence des
entérobactéries productrices de carbapénemases isolées des eaux usées hospitaliers de Tébessa.
Ce manuscrit s'articule autour de quatre parties :

La premiére Partie portera principalement sur un bref rappel sur les entérobactéries, leurs
mécanismes résistance aux antibiotiques ainsi qu’une généralité sur les effluents hospitaliers.
La deuxieme partie présentera le matériel et les méthodes expérimentales utilisées. La troisieme
partie portera sur I’ensemble des résultats obtenus et aux discussions qui en découlent. Nous
terminerons ce travail par une quatrieme partie qui sera consacrée a la conclusion et les

perspectives de recherche a venir.



Chapitre I : les entérobactéries

1. Définition

La famille des entérobactéries comprend d’environ 30 genres de bactéries et de plus de 100
especes. Ce sont des bacilles a Gram négatif, immobiles ou mobiles grace a une ciliature
péritriche. Ils sont aéro-anaérobies facultatifs et se développent sur milieu ordinaire (1). lls
sont dépourvus d’oxydase et ont la faculté de fermenter le glucose, mais aussi de réduire les
nitrates en nitrites. Les différences entre les nombreux genres et espéces viennent de critéres
plus précis, comme la fermentation des différents sucres, la production ou non de sulfure,

la présence ou 1’absence d’enzymes du métabolisme (désaminases, décarboxylases) (1).
2. Habitat

Elles sont tres répandues, certaines ne sont retrouvées que dans l'environnement, en
particulier dans les milieux humides. La plupart des genres comportent des especes
pathogénes qui provoquent des troubles dont la gravité varie énormément d'une souche a
l'autre. Certaines sont responsables de maladies des végétaux (phytopathogenes) et d'autres

pour I’animal (2).
On peut les retrouver dans de nombreux ecosystemes :

« certaines espéces sont seulement saprophytes : milieux humides surtout, sols, eaux,

vegetaux, produits alimentaires.

« mais la plupart des espéces sont commensales, isolées dans l'intestin de I'nomme et des

animaux, d'ou le nom d’entérobactéries (3).
3. Classification

Actuellement, les entérobactéries sont classées sur la base du séquencage des ARNr 5S et 16S

dans: Domaine : Eubacteria.
Phylum XII : Proteobacteria.
Classe : Gammaproteobacteria.
Ordre : Enterobacteriales.
Famille : Enterobacteriaceae.

44 genres dont les genres récents Alterococcus, Arsenophorus, Brenneria, Pectobacterium,

Raoultella, Samsonia, Sodalis(4).



Chapitre I : les entérobactéries

Les genres de cette famille sont regroupés en cinq tribus, d’aprés leurs propriétés

fermentatives:Escherichiae, Klebsielleae,Proteae, Yersiniae et Erwiniae(b).
4. Caractéres bactériologiques

4.1. Caractéres morphologiques

Ce sont des bacilles a Gramnégatif, de 2 a 3 microns de long et de 0,6 microns de large,
généralement polymorphes(6).La plupart des entérobactéries sont mobiles, grace a leur
ciliature péritriche. D’autres sont immobiles, telles que Klebsiella et Shigella. Les espéces

pathogénes pour I’homme possédent des facteurs d’adhésion : fimbriae ou pili(7)..
4.2. Caracteres culturaux

Les entérobactéries se développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires, en aéro-
anaérobiose. La température optimale de croissance est de 37 °C mais la culture est possible
entre 20 et 40 °C (6). Leurs exigences nutritionnelles sont en général, réduites et la plupart se
multiplient en milieu synthétique avec une source de carbone simple comme le glucose. Sur
milieux gélosés, les colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogeéne (type « smooth » ou S). Cet aspect peut évoluer apres cultures successives
pour donner des colonies a surface seche rugueuse (type « rough » ou R). Les Klebsiella
forment des colonies souvent trés mugqueuses, larges et luisantes. Les Proteus ont tendance a
envahir la gélose et a y former un tapis uniforme. En milieu liquide, les entérobactéries

occasionnent un trouble uniforme du bouillon (7),(8).
4.3.Caracteres biochimiques

L’identification du genre et espéce bactérienne repose d’abord sur I’étude des caracteres
biochimiques (7). Des galeries biochimiques permettent de déterminer avec précision le genre

et I’espece, se basant sur :
L’étude du métabolisme glucidique (dégradation des sucres : glucose, lactose, galactose),

*L’¢tude du métabolisme peptidique par la dégradation des acides aminés,recherche d’uréase

et de tryptophane désaminase (TDA),
[ utilisation du citrate comme seule source de carbone,

*La production d’acétoine, d’H2S (9).
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4.4.Caracteres antigéniques
Les entérobactéries possédent différents antigénes :
4.4.1. Antigéne de Kunin ou(ECA)

C’est un antigéne qui n'existe que chez les entérobactéries et, de ce fait, a un intérét

taxonomique.
4.4.2. Les antigenes O ou somatiques

Tres toxiques, ils correspondent aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides (LPS). Ils
sont thermostables et résistent a I‘alcool. Les bactéries portant des antigénes O sont

agglutinées par les anticorps correspondants (6).
4.4.3. L’antigéne R

correspond au polysaccharide du core central. La disparition de I'antigéne O rend les souches
"rough” (colonies rugueuses) autoagglutinables dans I'eau physiologique, plus sensibles aux

substances bacteéricides du sérum, facilement phagocytées et moins pathogenes (7).
4.4.4. Les antigénes H ou flagellaires

Ils n'existent que chez les souches mobiles. Constitués de protéines spécifique dénommées
flagelline, ils sont thermolabiles et inactivés par I'alcool. On peut les mettre en évidence par

agglutination sur lame avec des sérums spécifiques (7).
4.45. Lesantigénes K

C’est I’antigene capsulaire, de nature polysaccharidique. Ils masquent l'agglutination par
les anticorps anti O qui peut étre restituée aprés chauffage de la souche car ils sont détruits par
ébullition. Ce sont des antigenes de surface (6).

5. Etude de quelque espéces d’ entérobactéries

5.1. Escherichia
5.1.1. Habitat

E. coli est une bactérie intestinale des mammiféres, commensale du tube digestif de
I'nomme et de nombreux animaux, c'est I'espece aérobie la plus représentée dans le tube
digestif (10).
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5.1.2. Caracteres bactériologiques

E. coli est une entérobactérie mobile capable de fermenter le lactose et de produire de

Iindole. Il est en outre acétoine -, citrate -, H2S -, gaz +, uréase- (10).
5.1.3. Pouvoir Pathogéne

En médecine humaine, les E. coli peuvent donner lieu a divers types d’infections :
infections urinaires, intestinales, néonatales, septicémies et méningites(11). Certaines souches
d'E. coli sont virulentes, d’autres appartenant a la flore commensale, peuvent étre

responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets immunodéprimés(12).

5.2. Salmonella
5.2.1. Habitat

Les salmonelles sont des parasites intestinaux des animaux vertébrés qui se disséminent
dans la nature par les excréta. Chez les animaux a sang chaud, elles sont souvent pathogenes.
Les aliments susceptibles de contenir ces bactéries, citons les viandes crues ou

insuffisamment cuites, le lait non pasteurise et les ceufs. Les fruits et les 1égumes (13).
5.2.2. Caracteres bactériologiques

Les Salmonelles sont uréase-, indole -, lactose -, H2S +, citrate +. Certains sérovarsont des

caracteres particuliers (13).
5.2.3. Pouvoir Pathogéne
Les salmonelloses peuvent donner lieu a trois types de manifestations cliniques :

*Des formes bactériémiques, strictement humaines, qui sont les fiévres typhoide et

paratyphoide dues a Salmonella Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B et Paratyphi C.

*Des toxi-infections alimentaires donnant lieu a des gastro-entérites dues a tous les autres

sérovars mais également a Paratyphi B et C.

*Des manifestations extra-digestives dans lesquelles divers sérovars sont en cause et qui
sont plus fréquentes chez les sujets fragilisés (infections pleuro-pulmonaires, atteintes ostéo-

articulaires, ...) (14).

5.3. Enterobacter
5.3.1. Habitat
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Les Enterobacter sont présents dans I'environnement, et également des commensaux du tube
digestif (15).

5.3.2. Caracteres bactériologiques

Ce sont des entérobactéries mobiles, \VP+, Lactose+, ONPG+, Urée-, Indole-, Citrate+,
H2S- (15).

5.3.3. Pouvoir Pathogéne

Ce sont des pathogenes opportunistes responsables, en milieu hospitalier surtout,
d'infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses (15).

5.4. Serratia
5.4.1. Habitat

D'une maniéere genérale, les especes du genre Serratia sont isolées des plantes (Iégumes,
champignons, mousses), on les trouve aussi dans le tube digestif de I'hnomme, des rongeurs,
des insectes, ainsi que dans le sol, I'eau. Serratia est capable aussi de se développer sur des

aliments tels que le pain, la viande et le lait (16).
5.4.2. Caracteres bactériologiques
sont des bactéries ONPG, VP, indole, H2S ,urease, TDA.
5.4.3. Pouvoir pathogéne

Les espéces de Serratia sont des agents pathogénes opportunistes. Elles sont a I'origine d'une
multitude d'infections, dont la bactériémie, la pneumonie, les infections liées aux cathéters
intraveineux, l'ostéomyélite, I'endocardite, mais elles sont rares. En médecine vétérinaire,

Serratia marcescens est un agent des mammites chez la vache laitiére (17).
5
5.5.Yersinia

5.5.1 Habitat

Yersinia enterocolitica a un réservoir treés vaste: environnement (eaux, sols,). ou animaux
(rongeurs, porcs, etc.), avec souches adaptées ou non a des especes animales voire a I'homme
(18) .

5.5.2. Pouvoir pathogéne
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Yersinia  enterocolitica est responsable d'entérocolite chez le jeune enfant, d'adénite
mésentérique chez l'adolescent et I'adulte jeune. Les formes septicémiques sont plus rares et
surviennent sur terrain fragilisé, immunodéprimé, et des manifestations cliniques un variées

ont été décrites (abceés profonds, endocardite, méningite, etc.)(18).

5.6 .Proteus
5.6.1. Habitat

Les Proteus sont largement répondus dans 1’environnement naturel, y compris 1’eau

polluée, le sol et le fumier, on les rencontre aussi dans la viande putride, des abceés (19).
5.6.2.Caractere bactériologiques

Les bactéries appartenant a 1’espéce Proteus. Ont une morphologie des petits bacilles a
Gram négatif en forme de batonnet, généralement trés mobiles, Proteus mirabilis a la capacité
de s'allonger et secréter un polysaccharide lorsqu'il est en contact avec des surfaces solides, ce
qui rend extrémement mobiles sur des éléments tels que I'equipement medical. Elle se

caractérise par sa capacité a fermenter le maltose et son incapacité a fermenter le lactose (19).
5.6.3.Pouvoir pathogéne

Elle est I'un des principaux agents pathogénes de I'appareil urinaire humain chez les patients
hospitalisés. Ces infections urinaires peuvent donner lieu a des bactériémies hautement
mortelles et qui sont difficiles a traiter et souvent fatale. Qui peuvent étre opportunistes et

causer des lésions septiques sur d'autres sites du corps (19).
5.7.Morganella
5.7.1.Habitat

Il existe comme commensal dans le tractus intestinal des humains, des mammiféres et des

reptiles comme une flore normale (20).
5.7.2 .Pouvoir pathogéne

A Tlorigine, il s'agissait d'une cause fréquente de diarrhée estivale, mais des infections

cliniques associées aux voies urinaires, a la peau et aux tissus mous et au tractus
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hépatobiliaire Infection urinaire Infections extra-digestives diverses. Rares infection materno-

faetale Bactériémies et septicémies (20).
6.Les facteurs de la virulence

6.1. llots de pathogénicité

Ce sont des géne codées pours les facteurs du virulences, porté sur des segment d° ADN ou
bien de plasmides, il y a plusieurs genres et especes portent ces ilots comme E. Coli,

Salmonella, Shigella(21).
6.2. La capsule

Elle joue un role trés important dans la pouvoir pathogéne, car elle s’oppose a la
phagocytose, et a l'activation de la voie alterne du complément. Elle posséde chez E. coli et
Klebsiella(22).

6.3. Lepili
Est un filament court (<1um) et nombreux un a plusieurs centaines, plus fine que les
Flagelles (3 a 10 nm).Leur role est 1’adhésion(7).

6.4. Variation antigéniques

C'est la capacité des microorganismes de changer ses antigenes de surface, est la capacité

génétiquement réversible de certaines bactéries de désactiver(21).
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1. Définition des eaux usées

Les eaux usées sont les eaux chargées de polluants, solubles ou non, prévenants

essentiellement de I’activité humaine.

Les activités humaines, domestiques, agricoles et industrielles produisent toutes sortes

de déches et de souillures qui sont transportées par voie liquide.

IIs sont susceptibles d’engendrer déférentes sorte de pollution et de nuisance dans le
milieu récepteur .Cet ensemble d’eau rejetées et de déchet constitue ce qu’on appelle les eaux

usées (23) ,(24).

2. Problématique des effluents hospitaliers

L'un des principaux problémes environnementaux posés par les effluents hospitaliers
est leur rejet, au méme titre que les effluents classiques urbains, vers le réseau
d’assainissement communal sans traitement préalable Le dosage des polluants d’origine
hospitaliere montre que certaines substances, particulierement les composés organohalogénes
et les résidus de médicaments, quittent le plus souvent les stations d’épuration avec peu de

dégradation

Un questionnement sur le devenir des polluants hospitaliers dans I’environnement et sur
la nécessité de développer des outils de gestion durable des eaux usées de ces

établissements(25).

3. Origine de I’effluent hospitalier

Les établissements hospitaliers produisent trois types de rejets liquides :

*Les rejets d’origine domestique :les eaux provenant des cuisines.les rejets résultats des

activités de blanchisserie , de | * hygiene des patients et du personnel .

* les rejets industriels :les eaux provenant des garages et des ateliers contenant le plus

souvent un volume important d ' huiles et de détergents .

* Les rejets générés par les activités de soins, d'analyse et de recherche, qui sont tres
spécifiques aux hoépital .Ces rejets peuvent contenir des produits chimiques et radioactifs, des
liquides biologiques, des déjections / excrétions contagieuses et également des résidus de

médicaments élimines dans les excrétions des patients (26).
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4. Caractéristiques microbiologique des effluents hospitalieres
Les hdpitaux donne naissance a de grands volumes de rejets liquides chargés de micro-
organismes pathogeénes, dont certains sont multi résistants aux antibiotiques, de substances
chimiques toxiques et des radio-isotopes Bien que la consommation élevée en eau des centres
hospitaliers puisse assurer une dilution importante des charges organiques et inorganiques des

effluents des différents services.

Les effluent non traité généré par les activités hospitalieres peuvent contribuer
largement a la désamination des bactéries multi-Résistances  (BMR) dans les effluents

hospitaliéres et d’évalué leur niveaux de résistance vis a vis des antibiotiques (27).
5. Les bactéries photogenes des eaux usées hospitaliere

Les bactéries sont les plus fréquentes des agents pathogenes microbiens présents dans
les eaux usées. Il existe une large gamme d'agents pathogénes bactériens et des agents
pathogenes opportunistes qui peuvent étre détectés dans les eaux usées (28).

Les bactéries des eaux usees ont été caractérisées et appartiennent aux groupes suivants :

e Bactéries Gram négatives anaérobies facultatives : par exemple, Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, selmonellaEnterobacter, Escherichia, Klebsiella, et Shigella.

e Bactéries aérobies a Gram négatif : par exemple, Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium,Acinetobacter.

o Bactéries sporulantes Gram positif : par exemple, Bacillus spp.

o Bactéries non sporulantes Gram positif : par exemple, Arthrobacter,
Corynebacterium, Rhodococcus(29).

6. Risque sanitaire et environnementaux

Les notions de danger et de risque sont directement liées a 1’existence de substances

dangereuses dans les milieux. Le danger est potentiellement ce qui peut générer un risque.

Les eaux usées représentent a la fois une ressource et un danger. Les eaux usees non

traitées renferment divers organismes excrétés.

Ces organismes peuvent contaminer les cultures, les sols, les eaux de surface, les eaux
souterraines. Les eaux usées représentent un important véhicule d’agents biologiques et

chimiques issus de I’activité humaine et/ou industrielle. Les agents pathogenes peuvent étre

11
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transmis a 1’homme lors du contact direct avec les eaux usées ou indirectement par la
consommation de cultures irriguées avec ces eaux usees, ou encore par des produits d’origine

animale (30).

12
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. Les antibiotiques

1. Définition
Un antibiotique est une substance produite par des micro- organismes vivants ou
substance analogue obtenue par synthése, capable d’inhiber in vivo, la multiplication de
micro- organismes pathogénes (action bactériostatique) ou capable de provoquer leur

destruction ( action bactéricide) (31).

2. Meécanisme d’action des antibiotiques

Quatre catégories d’antibiotiques peuvent étre distinguées par rapport a leur mode
d’action :

les antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne : bétalactamines,

glycopeptides, fosfomycine .

e les antibiotiques inhibant la syntheése des protéines : aminosides, macrolides,
rifampicine, tétracyclines .

e les antibiotiques inhibant le fonctionnement de I’ADN : quinolones,

sulfamide/triméthoprime.

o les antibiotiques entrainant la destruction de la membrane cytoplasmique (32).

MEMBRANE _— INHIBITION BIOSYNTHESE
CYTOPLASMIQUE . = 1 PAROI
Polymyxine B - Colistine v 2 p-lactamines
Daptomycine Glycopeptides

Fosfomycine - Bacitracine

INHIBITION SYNTHESE
ACIDES NUCLEIQUES
Topoisomérases : Fluoroquinolones
ARN polymérase : Rifamycines
SU 308 : Aminosides, Tétracyclines Synthése acide folique : Sulfamides - TMP
SU 508 : MLSK, Oxazolidinones, Phénicolés
Facteur d’'élongation EF-G : Acide Fusidique

INHIBITION SYNTHESE
PROTEINES

Figure 01: cible des principales familles d’antibiotiques (33).
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3. Spectre d’activités des antibiotiques

Selon leur structure, leur cible d’action, et leurs propriétés pharmacocinétiques, les
antibiotiques sont actifs sur les bactéries a Gram positif ou a Gram négatif (spectre étroit) ou
sur les deux a la fois (spectre large). Les antibiotiques ont une action bactériostatique ou
bactéricide, et leur action est soit dépendante de la durée de traitement (temps- dépendants) ou
de la concentration (concentration- dépendants). Ces différentes notions permettent de définir
le spectre d’activité des antibiotiques ainsi que les profils de sensibilité des bactéries (souches

résistantes, sensibles ou intermédiaires).(33)
4. Type de la résistance aux antibiotiques

La résistance se définit alors par 1’inefficacité de la dose d’antibiotiques au niveau du site
infectieux : la concentration d’antibiotique est trés inférieure a la CMI permettant d’arréter la

croissance de la bactérie.(33).

4.1. Résistance naturelle

La résistance a un antibiotique est dite naturelle si ce caractere est présent chez toutes
Les souches d’une méme espéce ou d’'un méme genre ; elle peut étre liée aux caractéres
physiologiques de I’espéce ou a la présence constitutive d’un géne de résistance. La résistance
naturelle est due, le plus souvent, a I’inaccessibilité de la cible a I’antibiotique ou a une faible
affinité de la cible pour ’antibiotique. On peut citer par exemple, la résistance naturelle des
Entérobactéries et de Pseudomonas spp aux macrolides (molécules volumineuses ne pouvant
étre transportées via les porines), des bactéries a Gram négatif a la vancomycine
(inaccessibilité du peptidoglycane). Enfin, certaines Entérobactéries produisent de fagon
naturelle des bétalactamases : c’est le cas, par exemple, de Klebsiellapneumoniae

(pénicillinase) ou d’Enterobactercloacae (céphalosporinase).(33)

4.2. Résistance acquise

La résistance a un antibiotique est dite acquise si elle n’est présente que chez certaines
souches d’une espéce normalement sensible. L’acquisition de la résistance peut étre liée a

deux mécanismes :

> soit a une mutation affectant un gene de structure ou un géne de régulation ;

> soit a l’acquisition de matériel génétique exogene (plasmides, intégrons,
transposons). Les plasmides de résistance codent le plus souvent pour des
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enzymes inactivatrices comme les bétalactamases ou des phosho- ou

acétyltransférases (résistance aux aminosides). Un plasmide peut porter

» plusieurs genes de résistance et une méme bactérie peut contenir plusieurs
plasmides, ce qui explique une résistance a de multiples antibiotiques non lies
structurellement. (33).

4.3. Résistances croisées :

La résistance croisée résulte de la présence d’un seul mécanisme biochimique et
concerne des antibiotiques appartenant ou non a la méme famille, comme par exemple la
résistance aux macrolides- lincosamides- streptogramines, conférée par la méthylation de
I’ARN 23S.(33)

4. 4. Résistances associees :
La résistance associee est liee a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistance
impliqués) et concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles ; ces genes peuvent

étre portés par un plasmide par exemple. (33).

5. Mécanismes de résistances des entérobactéries
Les entérobactéries peuvent développer quatre grands mécanismes de défense pour

résister contre les antibiotiques :

» la membrane externe des entérobactéries forme une barriére hydrophile
compacte expliquant la résistance naturelle de toutes les entérobactéries aux
antibiotiques hydrophobes et de haut poids moléculaire (ex. pénicillines G, V
et M, macrolides et apparentés, rifampicine, glycopeptides) ;

> l'efflux actif d0 a des systemes de « pompes » qui permettent d'expulser

activement les antibiotiques vers I'extérieur de la bacteérie.
Ce mécanisme explique des résistances de bas niveau croisées a différentes
classes d'antibiotiques (ex. P-lactamines, quinolones, chloramphénicol,
tétracyclines). A noter que I'efflux actif est souvent combiné a l'imperméabilité
chez les entérobactéries, ces deux mécanismes diminuant la concentration
intracellulaire des antibiotiques;

» la modification des cibles moléculaires des B-lactamines (c'esta-dire les
protéines liant les pénicillines ou PLP) ce qui entraine une diminution d‘affinité
de l'antibiotique pour sa cible. Ce type de résistance est tres rare chez les

entérobactéries ;
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» la production d'enzymes inactivatrices appelées [B-lactamases. Ceci est le
principal mécanisme de résistance des entérobactéries vis-a-vis des p-
lactamines. A noter qu'il existe de nombreuses p-lactamases avec des structures

et des spectres d'hydrolyse différents.(34).

6. Déterminants genétiques de la résistance aux antibiotiques

6.1.Résistance par mutation chromosomique :

Les résistances bactériennes par mutation chromosomique sont induites par des
modifications structurales pouvant se traduire soit par un probleme de perméabilité a un ou
plusieurs antibiotiques, soit en rendant les cibles spécifiques des antibiotiques indifférentes.
La résistance chromosomique est un phénoméne qui présente plusieurs caracteres
exceptionnels. Il s’agit premierement de sa rareté puisqu’il intervient en moyenne tous les
10°5 a 10°10 divisions de la bactérie. Ensuite elle posséde un caractére aléatoire car
I’antibiotique n’est par une molécule mutagene donc n’induit pas de mutation chez la bactérie.
Cependant 1’antibiotique participe a la sélection des bactéries mutantes. On note aussi son
caractere spécifique (affecte un antibiotique ou une famille d’antibiotiques qui ont le méme

mécanisme d’action), son indépendance et son absence de transmissibilité. (34).

6.2. Résistance par acquisition de genes :

Il s’agit ici de la résistance par un gain d’ADN extra-chromosomique le plus souvent
un plasmique. Le plasmide est un fragment d’ADN extra-chromosomique (présent dans le
cytoplasme) et qui peut porter un ou plusieurs geénes de résistance. Ces fragments d’ADN
peuvent étre transmis d’une bactérie donneuse a une autre bactérie dite receveuse ; cette
transmission peut se faire entre deux especes différentes de bactéries. A travers ce mécanisme,
on se trouve face a une facilit¢ d’acquisition de résistance et méme de multi-résistance

contrairement a celle acquise par mutation d’ADN chromosomique.(34).
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Figure 02: principaux mécanismes de resistance aux antibiotiques. A :
inactivation enzymatique de I’antibiotique B : Diminution de la perméabilité
et efflux actif ; C : Modification de la cible ; D : Protection de la
cible/Séquestration de I’antibiotique.(33)
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7.Mécanisme de résistance par famille d’antibiotiques /entérobactéries

les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour développer une résistance aux
antibiotiques: il peut s'agir de troubles de perméabilité pour les antibiotiques, ce qui empéche la
pénétration de l'antibiotique dans la bacténe; de systéemes d'efflux qui permettent d'évacuer les
antibiotiques qui auraient pénétré dans la bactérie; ou de modification de la cible bactérienne de
I'antibiotique ex : PBP, ce qui empéche la synthése de la paroi de la bactérie ou la modification
de la gyrase pour les quinolones). Mais le plus fréeqguemment, il s'agit d'enzymes détruisant les

béta-lactamines, les bétalactamases.(34)
7.1-B. Lactamine

7. 1. 1. définition

Sont les antibiotiques les plus couramment utiliseés dans le monde pour traiter les

infections bactériennes a cause de leur large spectre d’activité et leur faible toxicité.(36)
7. 1. 2. Classification
Les B -lactamines sont classées en quatre groupes:

= Les pénicillines : (noyau pename) dont font partie la pénicilline G, la méticilline, les
amino-benzyl pénicillines (ampicilline et amoxicilline), les uréido-pénicillines
(pipéracilline), les carboxy-pénicillines (ticarcilline) et les amidino-pénicillines
(mécillinam).

= Les céphalosporines : (noyau cépheme) constituées de 4 générations : la premiére
(céfalotine, céfaloridine), la deuxieme (céfamandole, céfoxitine), la troisieme
(céfotaxime, ceftazidime) et la quatrieme génération (céfépime, cefpirome).

= Les carbapénémes (noyau carbapéneme) qui sont les plus efficaces actuellement
(imipénéme, méropénéme).

= Les monobactames : (noyau azétidine) représentés par 1’aztréonam(36).
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7.1.3. mode d’action

Tous ces antibiotiques agissent sur les bactéries en phase de croissance, en inhibant la
formation des liaisons peptidiques spécifiques de la paroi bactérienne : ce sont des inhibiteurs

compétitifs des enzymes polymeérisant de la paroi bactérienne.(33).

’ Arrét de la
- - - synthése du
peptidoglycane

Béta-lactamine Inactivation de la PLP

Figure 3 :Action des béta-lactamine

Béta-lactamine

Membrane externe
{gram-)

Membrane interne

Cytoplasme

Figure 4 :Résistance aux béta-lactamine
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7.1.4 Blactamases

La production d’enzymes variées inactivant 1’antibiotique : les beta lactamases qui
existent naturellement dans les génes de la bactéries et permettent sa prolifération parmi la

flore de son biotype, et qui coupent le cycle béta-lactame en 1’inactivant.

Les beta-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes secrétees par les
entérobactéries qui leurs conférent une résistance a la plupart des béta-lactamines(pénicilline ;

céphalosporines ;aztreonam)(37).
7.2. Les aminosides

7. 2. 1. définition

» Les aminosides sont des hétérosides de bases fortes.

> Antibiotiques bactéricides, leurs spectre antibactérien est large.

> lls comprennent de nombreux produits : streptomyicine,kanamycine , gentamycine
tobramycine , paromomycine, meéomycine,framycétine, spectinomycine
sisomycine.....

> Inhibent la synthése des protéines bactériennes des grams négatifs.(37).

7.2.2. Mode d’action des aminosides

IIs agissent par fixation sur ’ARN 16S, au niveau de la sous- unité 30S du ribosome
bactérien, entralnant un changement morphologique de I’ensemble du ribosome et une
altération de toutes les étapes de la synthese des protéines. En raison des nombreuses erreurs
de lecture, il y a synthése de protéines anormales, incorporées ensuite dans la membrane

cytoplasmique qui perd son intégrité (37).
7. 2. 3. Mécanisme de résistance

L’utilisation des aminosides a contribué a la sélection de souches résistantes par
différents mécanismes incluant 1’inactivation enzymatique, la modification de la cible
ribosomale et la diminution de leur accumulation intracellulaire. Ces mécanismes peuvent étre
isolés ou coexister, ils génerent dans ce dernier cas des résistances cumulées qui compliquent
la compréhension du phénotype. En préalable a 1’analyse phénotypique, il convient de
rappeler que les mécanismes de diminution d’imperméabilité membranaire affectent 1’activité
de tous les aminosides. Les modifications de la cible ribosomale relevent de trois

mécanismes : mutation de I’ARN16S, mutation de protéines de la sous-unité 30S et
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méthylation de I’ARN16S sur certaines bases impliquées dans la fixation des aminosides au
niveau du site A .(38)

7.3. Les quinolones

7. 3. 1. définition

Sont des antibiotiques inhibant le fonctionnement de I’acide désoxyribonucléiques Elles
inhibent des topoisomérases, enzyme intervenant dans la conformation de I’ADN et plus

particulierement la topoisomérase 1l (ou ADN gyrase) et la topoisomérase 1V. (39)
7.3. 2. mode d’action

» Elle se fixe sur le complexe formé par la topoisomérase et L’ADN.les quinolones de
premicre génération dont le chef de fil est I’acide nalidixique, n’agissent que sur les
bacilles a gram négatifs et ne sont utilisé que dans le traitement des infections
urinaires.(39)

> les quinolones de 2éme génération ou fluoroquinolones comprennent principalement
la pefloxacine, 1’ofloxacine et la ciprofloxacine, elles sont bactéricides et sont 100 fois

plus actives que celles de la 1ére génération.(40)

7. 3. 3. Mécanisme de résistance

La résistance aux quinolones est principalement chromosomique, généralement due a une
diminution d’affinité de I’antibiotique pour sa cible. Ceci est dii a une modification de ’ADN
gyrase et/ou de la topoisomérase IV par mutations ponctuelles. A noter que ce mécanisme est
le seul responsable du phénotype de résistance de haut niveau aux fluoroquinolones. Les
mutations apparaissent quasiexclusivement dans de courtes régions conservées des deux
protéines appelées « quinolone résistance-determiningregions » (QRDR) . Ce type de
résistance est multi-étapes (mutants de ler niveau, de 2e niveau,...) avec une premiére
mutation facilitant la sélection d’une seconde et ainsi de suite (potentiellement jusqu’a 3 ou
4), une augmentation du niveau de résistance avec le nombre de mutations et une mutation de
ler niveau au niveau de la cible primaire (généralement I’ADN gyrase chez les bactéries a
Gram négatif. Un phénotype de résistance, en général de bas niveau, peut étre di a une
diminution d’accumulation intracellulaire de 1’antibiotique par imperméabilité et/ou efflux
actif . Le mécanisme d’imperméabilité est dii a une modification qualitative et/ou quantitative

d’une porine de la membrane externe des bactéries a Gram négatif impliquée dans 1’entrée de
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fluoroquinolones hydrophiles (ex. norfloxacine, ciprofloxacine). L’efflux actif, di a I’hyper-
expression de systemes de pompes d’efflux par mutations au niveau des régulateurs, confére
généralement un phénotype de résistance croisée a plusieurs familles d’antibiotiques de

structures différentes. (38)

Plus récemment, des mécanismes de résistance plasmidique ont été décrits chez les
bactéries a Gram négatif, généralement associés aux mécanismes chromosomiques. Il y a trois
types de résistance plasmidique décrits a ce jour : la protection de la cible due aux
protéines Qnr décrite en 1998, I’inactivation enzymatique identifiée en 2005.et I’efflux actif

médié par la pompe QepA rapporté en 2007 (40).

I1. Les carbapénémes

1. Définition
Les carbapénemes sont des B-lactamines a large spectre ils sont actifs vis-a-vis de tres
nombreuses especes de bacilles a Gram négatif dont les entérobactéries.(41)ils font partie des
antibiotiques utilise en premier ligne au cours du traitement probabiliseé des infection

nosocomiales séveres Trois molécules sont commercialisées : I'imipéneme, le méropéneme et

ertapénéme.(42).
2. Mode d’action

L'activité de ces carbapénemes est liée en particulier a la rapidité de leur pénétration a
travers la paroi externe des bacilles a Gram négatif et a leur stabilité vis-a-vis de la plupart des

R-lactamases naturelles ou acquises

Les carbapénémes exercent leur activité bactéricide en se liant aux protéines de liaison
des pénicillines (PLP). Contrairement aux céphalosporines et aux aminopénicillines qui se
lient principalement & la PLP3, les carbapénémes ont pour cibles privilégiées les PLP1a,1b et
2, avec pour conséquence une lyse sans filamentation préalable et une moindre libération

d’endotoxine par les bacilles a Gram négatif.(41).
3. Les carbapénémases

3.1. Définition :

Les enzymes qui possedent une activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes, les

carbapénémases, appartiennent a trois des quatre classes d’Ambler (A, B et D) Comme les
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souches qui produisent ces enzymes sont fréquemment résistantes a d’autres classes
d’antibiotiques, elles constituent une menace sanitaire par risque d’impasse thérapeutique.
L’émergence des carbapénémases chez les entérobactéries au cours de ces derniéres années a
conduit les autorités sanitaires de certains pays a mettre en place des programmes visant a
maitriser leur diffusion.(43).

3.2. Classes et épidémiologie des carbapenemases

3.2.1. Les carbapénémases de la classe A d’Ambler :
Les carbapénémases de classe A sont partiellement inhibées par 1’acide clavulanique
Les enzymes KPC sont les carbapénémases de classe la plus fréeguemment identifiées en
Bactériologie clinique). Les carbapénémases de type KPC sont majoritairement produites par
des souches de K pneumoniae d'origine hospitaliere mais dans une moindre proportion, elles

peuvent étre isolées chez d'autres espéces d'enterobactéries et chez P aeruginosa.(38).

3.2.2. Les carbapénémases de la classe B d’Ambler Les Métallo Lactamases
(MBL)

Les carbapénemases de classe B (groupe fonctionnel 3) Les métallo-B-lactamases
(MBL) sont essentiellement des enzymes de type IMP (IMiPéménase) ou VIM (Veronal
Mipéménase) responsables d'épidémies hospitalieres sévéres dans certains pays, Ces MBL
possedent des ions zinc dans leur site actif et hydrolysent fortement toutes les B-lactamines a
I'exception de lI'aztreonam. Leur activité est inhibée par EDTA.
NDM-1 (New Delhi metallo- B-lactamase 1), identifiée en 2008, est une nouvelle zine-
metallo- B-lactamase identifiée dans une souche de K pneumoniae et dans une souche d'E
coli.(38)

3.2.3.Les carbapénémases de la classe D d’Ambler :

Carbapénémases de classe D: L'enzyme OXA-48, initialement décrite dans une
souche de K. pneumoniae isolée en Turquie (167), hydrolyse faiblement les pénicillines et
carbapénemes mais pas les C3G. Cette particularité la rend difficile a détecter en I'absence
d'un autre mécanisme de résistance associé aux B-lactamines. Elle peut étre associée a une
BLSE, en particulier CTX-M-15 et SHV-12, rendant les souches résistantes a toutes les B-

lactamines.(38)
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3.3.Epidémiologie

3.1.Classe A
., L€ premier variant de cette famille a été identifié en Caroline du Nord, aux Etats-Unis
en 1996 (52), puis a diffusé dans les états voisins de la cote Est des Etats-Unis, a Porto Rico,

en Colombie, en Israél, en Gréce et en Chine 1’absence de cette famille en Algérie.

La distribution est mondiale, a probablement joué un réle important dans la diffusion
des enzymes KPC-2 et KPC-3 (58-60). Les isolats producteurs de KPC sont actuellement
endémiques aux Etats-Unis, en Colombie, en Grece et en Italie.(44)

[] unknown distribution of KPC producers
D Sporadic spread of KPC producers

- Outbreaks caused by KPC producers
- Endemicity of KPC producers

Figure05 : Distribution géographique des isolats producteurs de carbapénémases KPC(44)

3.2.Classe B
VIM-1 a initialement été décrite en 1997 & Vérone, en ltalie, chez P. aeruginosa A la

fin des années 1990 et au début des années 2000 cette enzyme était principalement rapportée
dans des souches du genre Pseudomonas responsables d’épidémies dans les hopitaux italiens
ont émergé dans de nombreux pays en, Europe Ce pays étant également confronté a une

endémicitédes carbapénémases de type KPC

On a vu émerger ces dernieres années des souches co-produisant les enzymes KPC-2 et VIM-
1 (82, 83). L’Espagne, I’Italie et I’ Autriche Dans les autres pays européens, aux Etats-Unis, en
Afrique du Nord et en Asie du Sud-Est, des cas de portage ou d’infection a entérobactéries

productrices de VIM ont été rapportés ces cas étant le plus souvent importés de Grece

Les enzymes de type IMP ont été les premiéres MBL acquises décrites. Chez les
entérobactéries, le variant IMP-1 a été décrit pour la premiere fois en 1991 au Japon, chez S.
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marcescens.Depuis, les enzymes IMP ont été identifiées chez d’autres entérobactéries,chez P.
aeruginosa et A. baumannii dans de nombreuses régions du monde. Toutefois, a I’exception
de I’Asie du Sud-Est (44).
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oo FOSE = £y , i el
: = Puerto Rico - .. ., - = s ? =
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Colgmbia—"" % gn. - " India

Brazil—
Ausvatia ———— &,

Argentina —

@ ViM-producing isclates/outbreaks
@ ViMinternospital spread

® ViIM high prevalonce

@ IMP-producing isclates/outbreaks
® 1P high prevalence

Figure 6 : Distribution géographique mondiale (A) et européenne (B) des EPC de type
VIM et IMP (44).

L’enzyme NDM-1 a été décrite pour la premiere fois en 2008 dans une souche de K.
pneumoniaechez un patient Suédois ayant séjourné en Inde, pays dans lequel cette enzymea
diffusé trés rapidement, Les Balkans, le Moyen-Orient, 1’ Afrique et la Chine constitueraient
des réservoirs secondaires a 1’origine de la dissémination de ces enzymes .Depuis 2010, des
souches cliniques d’EPC de type NDM impliquant différentes especes ont été isolées sur tous

les continents .(44).

n distribution of NDM producers
pread of NDM producers
cause d by NDM producers
city of NDM producers

Figure 7. Distribution géographique des isolats producteurs de carbapénémases NDM
(44)

3.3.Classe D

L’enzyme OXA-48 a été identifiée pour la premiere fois en 2003 dans une souche de K.
pneumoniae, en Turquie Depuis, les EPC de type OXA-48 ont largement diffusé dans de
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nombreux pays du pourtour méditerranéen et semblent actuellement endémiques en Turquie
et en Afrique du Nord Leur support génétique est généralement un plasmide du groupe
IncL/M, diffusant principalement chez K. pneumoniae et E. coli . Dans le sous-continent
indien,

Trois autres variantes dérivent également de 1’enzyme OXA-48. Le variant OXA-204 a
été décrit chez plusieurs isolats de K. pneumoniae hébergés par des patients ayant un lien avec
la Tunisie ou I’Algérie. Le variant OXA-232 a été identifié en France chez des patients
rapatriés d’Inde. Les variants OXA-163 et OXA-247 ont récemment émergé en Argentine et,
pour OXA-163, en Egypte. Leur capacité d’hydrolyse des carbapénémes est inférieure a celles
de I’enzyme OXA-48 mais leur spectre est élargi vis-a-vis des C3G. Par ailleurs, leur activité

est partiellement inhibée par I’acide clavulanique.(45)

[] Unknown distribution of OXA-48 producers
[[] sporadic spread of OXA-48 producers

- Outbreaks caused by OXA-48 producers
- Endemicity of OXA-48 producers

Figure 8. Distribution géographique des isolats producteurs de

carbapénémases OXA-48-(45)
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1. Cadre de ’étude

Cette étude a été menée en 3 mois de Février a Avril 2019 au laboratoire de
microbiologie de I’université de Tébessa. Les prélevements ont été collectés a partir
des eaux usées hospitaliéres de 1’hopital Kaldi Abd EL-Aziz Tébessa.

Cet hopital se situé au centre-ville de la willaya de Tébessa. Il est réserve
exclusivement maladies maternelles et infantiles et a la pédiatrie avec une capacité de
120 lits.

Les différentes techniques bactériologiques ont été réalisées au niveau de labatoires
de microbiologie de I'université de Tébessa.

2. Matériel utilisé

Le matériel utilisé dans cette étude sera cité au fure et a mesures des techniques
réalisées.

3. Méthodes

3.1 Prélevement :

10 prélévements ont été effectués a partir du collecteur final des eaux usées de
I’hopital Khaldi Abd Laziz de la willaya de Tébessa, des échantillons de 100 ml ont été
acheminés au laboratoire une fois par semaine en moyenne durant une période de 03

mois de février a avril 2019.
Les nombres et les dates des prélevements sont mentionné dans le tableau suivant :

Tableau 01 : le nombre et les dates des prélévements.

Nombre de prélevement La date
Prélevement n°® 1 17 février 2019
Prélevement n°2 24 février2019
Prélévement n°3 03 Mars2019
Prélevement n°4 05 Mars2019
Prélévement n°5 8 avril 2019
Prélévement n°6 9 avril 2019
Prélévement n° 7 14 avril 2019
Prélevement n°8 22 avril 2019
Prélevement n°09 23 avril 2019
Prélevement n°10 28 avril 2019
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3.2Préparation de I’échantillon

Les échantillons d’caux usées hospitaliéres ont été filtrés sur une compresse stérile

pour éliminer les dechets solides, et ensuite homogénéises.

FigureQ9 : les étapes de filtration du prélévement

3.3Préparation des dilutions décimales :

Des dilutions successivement décimales de 10t a 10 ont été effectuées a partir de

I’échantillon dans 1’eau physiologique stérile.

Figure 10 : Préparation des dilutions decimales
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4. Selection des entérobactéries résistantes aux carbapénemes :

Nous avons mis en ceuvre trois méthodes dans notre étude pour la séléction des

bactéries résistantes aux carbapénemes.

4.1. La premiére Méthode : isolement sur milieu mac conkey additionné

d’imipinéneéme et d’értapénéme

L’ensemencement a été réalisé sur milieu mac-conkey une quantité de 0.0001
(1mg) d’antibiotique en poudre (imipeneme) et (2mg) (d’ertapenem) a été pesé a
I’aide d’une Balance a précision .puis additionnée a 500 ml de milieu stérile en

surfusion dans un agitateur pour bien mélangé a poudre et homogénéisé le milieu.

Figurell : préparation du milieu d’isolement

o Ensemencement

Les dilutions de 1’échantillon ont été ensemencées sur une boite de milieu de
culture mac-conkey sans antibiotigue comme témoin négatif, et sur les boites qui
contiennent Le milieu additionné d’antibiotique (imipeneme et ertapenéme) par des
stries a 1’aide d’une anse de platine stérile. Aprés ces boites ont été incubé a 37C°
pendant 24 h.

o Lecture

Tableau 02 : couleur des colonies sur la gélose mac conkey

Couleur des colonies Lactose
Rose Lac+
Incolore Lac-
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4.2. La deuxiéme méthode : Bouillon nutritif additionné d’imipénéme et
d’értapénéme :

Cette méthode est baseée sur I’addition de 05 ml de bouillon nutritif, puis I’ajout
d’un disque de 10 pg d’imipenéme afin d’atteindre la concentration de 2 Ug /ml
d’imipenéme et 01 ml de 1‘échantillon a analysée.

Dans un autre tube on a mis 10 ml de bouillon nutritif, puis on ajoute un disque
d’ertapénéme de 10 pg et 01 ml de I’echantillon. Afin d’atteindre la concentration de
1 pg/ml.

Apreés I’incubation a 37 C° pendant 24 heures, nous avons ensemence les cultures

positives (bouillon trouble) dans le milieu kligler iron agar (KIA) ou mac conkey.

Figurel2 : ensemencement de 1I’échantillon dans un tube de bouillon
nutritif contenant disque d’imipenéme et ertapénéme.

4.3-la troisieme méthode : milieu Kligler iron agar contenant un disque
d’imipenéme et d’ertapénéme.

Cette méthode est basée sur la préparation d’une suspension bactérienne, puis
I’ensemencement a partir de 1’échantillon de deux boites contenant le milieu sélectif
des bactéries gram négatifs (kia ou Mac conkey par la méthode d’écouvillonnage,
Ensuite, 1’application d’un disque d’imipénéme et d’értapénéme au centre des deux

boites. L’incubation a été faite a 37°C pendant 24 heures.
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Figurel3 : les étapes de ’ensemencement de I’échantillon sur milieu kligler
iron agar (KI1A) ou mac conkey contenant un disque d’imipenéme au centre
de la gélose

4.4. Purification des isolats
Les isolats ont été purifiés apres plusieurs passages (repiquage plusieurs fois) sur
le milieu kligler iron agar, Ensuite, ces isolats ont été conservés dans des tubes de gélose
nutritive inclinée pour réaliser une identification et des tests de sensibilité aux

antibiotiques ultérieurement.

5. Identification des isolats
5.1. Coloration de Gram

Un frottis fixé a la chaleur, est colorée pendant une minute au violet de cristal ; il
est ensuite rincé rapidement a 1’eau courante, traité pendant une minute par la solution
de lugol et de nouveau rincée rapidement. On soumet alors le frottis coloré a une étape
de décoloration on le traitant avec un solvant comme 1’éthanol. 1l s’agit ici de 1’étape
critique : la lame est maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le frottis pendant
01 a 03 secondes seulement, jusqu’a ce que le colorant cesse de s’échapper librement
du frottis. Celui-ci est alors immédiatement rincé a 1’eau courante. A ce stade, les
cellules gram négatives comme les entérobactéries apparaissent sous forme de bacilles
roses, les cellules gram positives en violet. On soumet ensuite le frottis a une contre
coloration de 30 secondes a la fuschine basique dilué, pour colorer les cellules gram
négatives présente. Aprés un bref ringage, on séche le frottis au buvard et on I’examine

a I’objectif @ immersion (grossissement x 1.000 environ) (46).
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5.2. Identification biochimique

5.2.1 Test oxydase

L’oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydoréduction impliquant
une molécule de dioxygene (02) comme accepteur d’¢électrons (48). Sa présence ou son
absence représente un des critére systématique les plus discriminatifs et les plus
employés pour I’identification des BGN. Ce test permet de distinguer les
entérobactéries, qui sont oxydase négatif, des Aeromonas ,qui sont oxydase positive,

les bactéries du genre Acinetobacter sont, en revanche, oxydase négative (49).
5.2.1.1 Technique

La mise en évidence de I’oxydase a été faite selon la méthode des disques d’oxydase

qui consiste a :

e Déposer sur une lame un disque d’oxydase, et I’imbiber avec une goutte d’eau
physiologique stérile.
e Prélever une colonie a I’aide d’une pipette pasteur et 1’étaler sur le disque (48).
5.2.1.2 Lecture
On déduit I’absence d’une cytochrome-oxydase, en 20 a 60 secondes, si rien
n’apparait, cela signifie que la bactérie est oxydase négative et qu’elle ne posséde pas

I’enzyme respiratoire (cytochrome oxydase).
522Api 20 E

Api20E est un systéme standardisé pour 1’identification des entérobactéries et autre
Bacille a Gram négatif non fastidieux .Comprenant 21 testes biochimiques miniaturisé

ainsi qu’une base de données.
5.2.2.1 Principe

La Galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydrates ;
la suspension bactérienne répartie dans les microtubes dissous les substrats. Aprés
incubation, les réactions sont mises en évidence par les virages colorés spontanés ou
par I’ajout de réactif. La lecture de la galerie est faite a I’aide d’un codeur qui transforme

automatiquement les 20 résultats des tests biochimiques en nombre de 7 chiffres appelé

31



Matériel et méthodes

« profil numérique » ; I’identification est alors obtenue grace au catalogue analytique
(38).

5.2.2.2 Technique
Préparation de la galerie

v" Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml
d’eau distillée stérile dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide

v" Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

v" Sortir la galerie de don emballage.

v" Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation (47).

Figure 14: préparation de la galerie API 20 E

Préparation de I’inoculum

Préparer une suspension bactérienne dense dans 10ml d’eau physiologique stérile

a partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h sur GN (47).

Ensemencement de la galerie AP1 20 E

e Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a 1’aide d’une pipette
pasteur stérile, pointe appuyée a ’intérieur et sur le coté pour éviter la formation
de bulles d’air :

e Pour les caracteres soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE, ensemencer le tubule
par la suspension et la capsule par I’huile de vaseline stérile.

e Pour les caracteres encadres VP, CIT, GEL, ensemencer le tubule et la cupule par

la suspension.
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e Pour les caracteres non encadres, non soulignés ensemencer uniquement le tubule

par la suspension.

e Refermer la boite d’incubation et la placer & 37°C pendant 18 a 24 heures (47).

5.2.2.3 Lecture de la galerie :

e Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture.

e Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats
toutes les réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant 1’addition de
réactifs :

v' Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-
rougeétre indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

v' Test IND : ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose
diffusant dans toute la cupule indique une réaction positive a noter sur
la fiche de résultats.

v' Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au
minimum 10 minutes (47).

Figurel5 : ajout de réactifs

5.2.2.4 Interprétation

L’identification a été réalisée a ‘aide d’un logiciel d’identification feuille Excel

pour I’identification microbiennes) (47).
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6. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

6.1. Antibiogramme standard

L’antibiogramme standard est un test in vitro de sensibilité d’un germe a un ou

plusieurs antibiotiques par la technique de diffusion sur milieux gélosé.

Le test de sensibilité des souches vis a vis 13 antibiotiques (tableau) a été

déterminé par la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton (MH) selon

les recommandations du comité francaise de 1’antibiogramme de la société

francaise de microbiologie (49).

Tableaux 03 : Les antibiotiques utilisés dans notre étude (50).

ABRV | Antibiotiques Charge du | Diameters Concentratins Famille
disque d’inhibition(mm) | critiaues mg/L
§> R < S< R>
CTX Céfotaxime 30 20 17 01| 02| p-lactamines
IPM Imipéneme 10 22 16 02 | 08 | Carbapénemes
ATM Aztreonam 30 26 21 01| 04| p-lactamines
AML Ampicilline 30 14 14 08| 08| B-lactamines
CEP Cephalothin 30 18 14 08 | 16 | Céphalosporine
AUG Amoxicillin/clavulanic | 30 19 19 323 | 323 | Pénicillines
Acid
ETP Ertapénem 10 25 22 0.5| 01| Carbapénemes
OFX Ofloxacine 5 24 22 0.25| 0.5 Quinolones
CIP Ciprofloxacine 5 26 24 025 | 05 Quinolones
K Kanamycine 30 16 13 02| 04| Aminosides
AK Amikacine 30 16 18 08| 16| Aminosides
CS Colistine 10 11 8 02| 02 Polymixines
SXT Triméthoprime- 25 14 |11 23| 43| Sulfamides

sulfamétoxazole

34




Matériel et méthodes

6.1.1 Technique

A partir d’une culture visible du prélévement, réaliser une suspension
bactérienne en solution salée.

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et
¢liminer 1’excés de liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube.
Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans quatre directions.
Déposer les disques a la surface de la gélose inoculée. Les disques une fois
déposés ne peuvent étre déplacés car la diffusion des antibiotiques est tres
rapide.

Incuber les boites a 37°C pendant 24 heures (50).

Figure 16: les étapes d’antibiogramme

6.1.2 Lecture et interprétation

Pour chaque antibiotique : mesurer le diamétre de la zone d’inhibition au revers de

la gélose. L’interprétation des souches (sensible, intermediaires ou résistantes) se fait

selon les diamétres critiques recommandés par (50).
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6.2. détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

par E-test

Le principe de la CMI par E-test est basé sur la combinaison des deux concepts :
dilution et diffusion. Le systéeme E-test consiste en une bande de plastique, non poreuse,
calibrée par un gradient préétabli de concentration d’antibiotiques, pour déterminer la
CMI en par pg/ml d’une souche testée en milieu gélosé. Le gradient couvre une rangée

de concentration allant de 0.016 a 256 pg/ml ou 0.002 a 32 ug/ml selon I’antibiotique.

L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de colonies obtenues d’une
culture pure de 18 a 24 heures, dans de I’eau physiologique, I’ensemencement a été
effectué par écouvillonnage sur la gélose Mueller Hinton. Lorsqu’une bandelette E-test
et appliquée sur une boite de gélose ensemencée, I’antibiotique est immédiatement libéré
de la surface du support et se diffuse sur la surface de la gélose. Un gradient continu et
exponentiel de concentration en antibiotique se crée juste en dessous du support. Apres
18 a 24 heures d’incubation, ce qui rend la croissance bactérienne visible, une ellipse
d’inhibition symétrique, axée sur le support, se forme, les bords de I’ellipse d’inhibition

indiquent la valeur de CMI, exprimée en pg/ml (38).

Figure 17: Les étapes d’E-test
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1. Souche Bactérienne

Notre étude a porté sur 14 souches de bacilles a Gram négatif résistantes aux carbapénémes
collectés durant une période de 03 mois de février a avril, 10 préléevements d'eau useée
hospitaliére ont été réalisée a partir du collecteur final de I'eau usée de I'nopital Khaldi Abd
Laziz de la willaya de Tébessa. Le tableau montre les résultats de culture des BGN fermentaire

pour chaque préléevement.

Tableau04 : Résultat de culture selon le prélevement

Prélevement Résultat
1 Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif

Positif

OO INO OB~ WIN

[EEY
o

1.1 Aspect macroscopiques des isolats

o Méthode 01

Apres incubation des boites de la méthode 01 (mac-conkey additionné d'imipénéme et
d’ertapénéme ) nous avons remarqué une poussée bactérienne sous forme de 02 types de

colonies:

e Lactose+ : des colonies roses.

e Lactose - : des colonies transparentes.
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Figure 19: Aspect de culture selon la méthode 01
o Meéthode 2 :

Aprés incubation I’apparition d’Un trouble a I’intérieure des tubes , résultat positive.

Exprimant une résistance 1’imipénéme et ertapéneme .

Figure20 : Aspect de culture dans bouillon nutritif

Apres ensemencement sur milieu sélectif kligler Mac conkey des BGN nous avons

remarqué 02 types de colonies :

e Rose: lactose +

e Transparente : lactose -
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Figure2l :résultat de culture par la méthode 02

o Meéthode 3

Nous avons observé apres 1’utilisation de disque d’imipenéme et d’ertapénéme au centre

de la boite une mélange de colonies

Figure22 : Résultat de culture par la méthode 03
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Figure 23 : aspect macroscopique apres reisolement de la souche
salmonella sur kligler iron agar

1.2 Aspect microscopique des isolats

Apres coloration de Gram, I’observation microscopique montre des bacilles a Gram

négatif (BGN) droits, courts, moyens ou longs, épais ou fins, isolés ou regroupés.

Figure 24 : aspect microscopique des isolats
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2. ldentification biochimique

Tableau 05: Identification biochimique des isolats.

Référence de la Type de souche Profile numérique
souche
01 Salmonella Arizonae 7704572
02 Enterobacter sakazaki 7357562
03 Escherichia coli 1 7347572
04 Escherichia coli 1 6145572
05 Salmonella Arizonae 3717552
06 Yersinia enterocolitica 0174120
07 Salmonella Arizonae 3544552
08 Morganellamorganii 0170000
09 Escherichia coli 1 5144572
10 Proteus mirabilis 0134000
11 Escherichia coli 1 6145572
12 Serratia odoriferal 7172753
13 Serratia odoriferal 7372753
14 Salmonella Arizonae 7704572

41



Résultats

3. identification des especes isolées selon le prélevement

3.1Test d’oxydase

Rien n'apparait pour la totalité des souches isolés, cela signifie que les bactéries sont
oxydase (-) et qu'elles ne possédent pas I'enzyme respiratoire (cytochrome oxydase).

Figure 25 : Résultat de teste oxydase de la souche E.coli (références de

souches 10)

3.2. Distribution des souches isolées selon les prélevement

Tableau06 : identification des entérobactéries selon les prélevements

N° de prélevement Espéces Référence de la souche
01 Salmonella Arizonae 01
Escherichia coli 1 02
02 03
Enterobacter sakazaki
03 Escherichia coli 1 04
Escherichia coli 1 05
Salmonella Arizonae 06
05 Yersinia enterocolitica 07
Salmonella Arizonae 08
06 / /
07 Morganellamorganii 09
Escherichia coli 1 10
08 Proteus mirabilis 11
Escherichia coli 1 12
09 / /
10 Serratia odoriferal 13
Salmonella Arizonae 14

Figure 26: le résultat d’identification biochimique par API20E de
I’espéce Escherichia coli 1 (Référence de souche 04)
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3.3 distribution des souches isolées selon les espéces

Tableau 07 : Effectif et pourcentage des souches selon les especes

GENRE EFFECTIF POURCENTAGE
Escherichia coli 1 04 26.66%
Salmonella arizonae 04 26.66%
Serratia adorifera 02 13.33%
Enterobacter sakazakii 01 6.66%
Morganella morganii 01 6.66%
Yersinia enterocolitica 01 6.66%
Proteus mirabilis 01 6.66%
W E.coli

M Salmonella arizonae
I Serratia adorifera

B Enterobacter sakazaki

13,33%

Morganilla morgani
Yersinia enterocolitica

B Proteus mirabilis

Figure30 : Distribution des entérobactéries selon les
éspeces .

Parmi le totale des souches isolées I'espéce Escherichia coli 1 et salmonella arizonae

représentent la fréquence le plus élevée (26.66%) avec un nombre 04 souches de la totalité 14

souches

43



Résultats

La fréequence de I'espece de Serratia adorifera 1 (13.33%) avec un nombre de 02 souches

isolées, et les espéces enterobacter sakazaki, morganella morganii, proteus mirabilis, et
yersinia enterocolitica avec fréquence de(6.66%).

4. Biotypage

4.1. Biotypage des souches d’E. coli 1 selon les profils numériques en APl 20 E :

1,8 t ‘
1,6 |
1,4
1,2

0,8 1 ‘ : |

0,6 ‘

0,4

0,2 ? | 1
7347572 6145572

|
[
|
|
J

5144572

Figure 32: Fréquence des profils numériques en API 20E des souches
d’E. coli 1.

Le profil numérique le plus abandon est 6145572(2 souches),suivis par les fréquences
7347572 et 5144572 (une souche).

4.2. Biotypage des souches de salmonella Arizona selon les profils numériques en API
20E

Série 3

71704572 3717552 3544552

Figure33 : Fréquence des profils numériques en APl 20E des
souches salmonella Arizonae.
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Le profil numérique le plus abandon est 7704572 (2souches), suivis par les fréquences
3717552 et 3544552 (une souche).
Le profil numérique le plus abandon est 7172753 (2souches), et 7372735(2souches)

5. Reésultats des tests de sensibilité aux antibiotiques des souches

d’entérobactéries

Les profils de sensibilité aux ATB des souches testées sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Taux des souches sensibles et résistants.

Famille d’ATB ATB
Effectif % Effectif %
B-lactamines Céfotaxime 14 100% 00 0%
Aztreonam 05 35.71% 09 46.29%
Ampicilline 14 100% 00 0%
Carbapénemes Ertapénem 14 100% 00 0%
Imipéneme 05 35.71% 09 46.29%
Céphalosporine Cephalothin 14 100% 00 0%
Pénicillines Amoxicillin/clavulanic 14 100% 00 0%
Acid
Quinolones Ofloxacine 12 85.71% 02 14.29%
Ciprofloxacine 10 71.42% 04 28.57%
Aminosides Amikacine 04 28.57% 10 71.42%
Kanamycine 06 42.86% 08 57.14%
Polymixines Triméthoprime- 09 46.29% 05 35.71%
sulfamétoxazole
Sulfamides Colistine 09 46.29% 05 35.71%

45




Résultats

Tableau 09 :le profile détaillé de chaque souche isolées :

Souche ATB AML | AUG |CTX | CEP | IM A | CIP ATM | ETP | OFX | SXT | CS
codes P K

Salmonella F1 R R R R S S R R R S R S
Arizona

Enterobacter F2 R R S R S S R S R R R R
Sakazaki

Escherichia F3 R R S R S R R S R R S S
Colil

Escherichia F4 R R S R S S S S R S S S
Colil

Salmonella F5 R R R R S S R R R R R R
Arizona
Yersinia F6 R R R R R R R R R R R R

enterocolitica

Salmonella F7 R R R R S S R S R R R R
Arizona

Morganella F8 R R R R R S R S R R S R
Morganii

Escherichia F9 R R R R S S S R R R R R
Colil
Proteus F10 R R R R R R R R R R R R
Mirabilis

Escherichia F11 R R R R S R S S R R S S
Colil
Serratia F12 R R S R R S R S R R R R

Odorifera 1
Serratia F13 R R R R R R R R R R R R

Odorifera 1

Salmonella F14 R R R R S S S S R R S S
Arizona
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Figure35 : Sensibilité aux antibiotiques des 14 souches isolées vis-a-
vis les antibiotiques testés.

R : résistant, S : sensible

Aprés I’étude de profil de résistance aux antibiotiques de 14 souches des entérobactéries,
nous avons noté une résistance élevé vis-a-vis tous des béta-lactamines
(100%).Céfotaxime(71.42%),Aztréonam (28.57%) amoxicicilline + 1’acide clavulanique,
(100%).et a la céphalosporine (100%).

Concernant La résistance aux carbapéneémes nous avons remarqué que toutes les souches

ont une forte résistance a I’ertapéneme (100%) et (35%) a I’imipénéme.
Par ailleurs, une résistance remarquable pour les quinolones :ofloxacine(85.71%) et
ciprofloxacine (70%), et une résistance pour les sulfamides de (64.28%).Pour les aminosides
nous avons remarqué une faible résistance au kanamycine(36%) et pour la colistine
(Polymixines)(71%).
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Figure 36 : résultat de I’antibiogramme de la souche serratia
adorifera(référence de souche 13)

SXT : triméthoprime-sifamétozole ;
CS :colistine ;k :kanamycine ;CIP :ciprofloxacine ;OFX :ofloxacine ; ETP :erapénemes ;
AUG :amoxicilline+H’acide clavulanique ;CEP :cephalothin ;AMC :

ampicilline ;ATM :aztrenom

6. détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des
principales familles d’antibiotiques

Les souches de notre sélection ont montré un niveau de résistance trés élevée aux f-
lactamines ;05 souches étaient résistantes a 1I’imipenéme avec des (CMI ) comprise entre 08
ug/ml et 32 ug/ml ,concernant les aminosides 04 souches étaient résistante au Gentamicine
avec une (CMI) de 32 ug/ml a 48 ug /ml ,la majorité des souches étaient résistantes aux
fluroquinolones qui étaient résistantes a la ciprofloxacine avec une (CMI) de 0.5 a 1.5 ug /ml
Finalement , les plupart des souches étaient résistantes aux triméthoprime-sulfamétocazole
avec des (CMI) de > 32ug / ml.
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Figure 33 :E-Test trimethoprime-sulfamathexazole (SXT) de la souche

serratia odorifera (référence de la souchel3)>32 ug/ml

Figure 34 :E-Test imipeneme (IMP) de la souche serratia odorifera (référence
de la souchel3) >32ug/ml

Figure36 :ETest Gentamicine (GM) de la souche Escherichia coli 1
(référence de la souchell) 32 a 48 ug/ml
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Discussion :

Les entérobactéries multirésistantes constituent un danger pour la santé humaine a cause
des options de traitement limitées disponibles ; les hdpitaux sont un élément clé qui favorise
I’émergence et la dissémination de ces bactéries. L’utilisation a grande échelle d’antibiotiques
en milieu hospitalier a contribué a une augmentation des résidus d’antibiotiques. Par
conséquent, les eaux usées peuvent servir de voie de transfert des déterminants de résistance

bactérienne des hopitaux dans I’environnement (51).

La propagation des bactéries Gram négatif multirésistantes est devenue un probleme
mondial. Leur prévalence augmente, tant dans les hdpitaux que dans I’environnement (51).
les carbapenemes sont considérées comme le traitement de dernier choix cependant 1’utilisation
de ce médicaments a contribuées a I’émergence de la résistance a ces antibiotiques ce qui peut
conduire a un échec thérapeutique (52).

La surveillance des effluents hospitaliers pour les BMR pourrait avoir des applications
importantes dans la détection et la gestion des risques de la diffusion non reconnue dans le

milieu des soins de santé et d’environnement.

A la région de Tébessa il existe seulement une étude réalisée en 2018 qui porte sur la
résistance aux antibiotiques des entérobacteries isolées des effluents hospitaliers au niveau du
collecteur final des eaux usées de I’hopital Khaldi Abd Laziz de la ville de Tebessa (53).
L’objectif de cette étude était d’identifier les entéobactéries productrices des carbapénémases
et de déterminer le niveau de résistance a différents familles d’antibiotiques et de comparer nos
résultats avec 1’étude précédente dans le but de suivre I’évolution du phénomene de la résistance
aux antibiotiques dans le méme collecteur.

Durant une durée de 3 mois d’étude, les souches bactériennes résistantes aux
carbapénémes ont été isolées, a partir des prélévements des eaux usées de I’hopital Mére et
enfants Kheldi Abd Lazize Tébessa .Tous les échantillons ont été examinés pour la production
de carbapénemases.

Durant la période d’étude prélevements ont été analysés. les isolats ont été sélectionné sur
milieu mac conkey et kligler iron agar additionnées d’antibiotiques (Imipénéme,Ertapénéme)

pour I’isolement des entérobactéries productrice des carbapénémases.

Dans notre étude nous avons trouvés 14 souches qui ont poussé sur les milieux sélectifs.

Ces résultats indiquent que les souches isolées des eaux usées hospitaliéres produisent des
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carbapénémases, ceci peut étre due a 1’utilisation massive des carbapénémes a 1’hopital par ce
qu’ils sont de plus en plus utilisés dans le monde entier car c’est souvent le médicament de

dernier recours (54).

Dans notre étude nous avons sélectionné quatre souches d’Escherichia coli 26.66% de
I’ensemble des 14 souches des entérobactéries résistant, ce résultat est tres proche a celui trouvé
en cote d’ivoire 34.7% en 2013 (55). par ailleurs il est plus élevé que celui trouvé en France
19% en 2016 (56).

Il a egalement été conclu que : E. coli a été le principal vecteur de la résistance aux

antimicrobiens en flore fécale.

Une étude menée sur les eaux de surface en Australie a indiqué que plus de 50 % des
isolats d’E. coli dans les eaux de surface sont susceptibles d’avoir été provenu des eaux USEes
soulignant I’importance du traitement des eaux municipales considéré comme une source

potentielles de pathogenes dans les eaux de surface (57).

L’espéce Salmonella enterica arizonae, c’est la deuxiéme bactérie prédominante dont
nous avons sélectionné 4 souches 26.66% de 1’ensemble des entérobactéries isolées dans notre
étude ; cette bactérie Salmonella enterica a été déja decrite dans les eaux de surfaces et les
ressources d’eau dans les régions agricoles du canada, des Etats-Unis et de I’ Argentine pour un
résultat : entre 9 % - 14 %; 8 % et 8,8 % respectivement. Ces derniers résultats sont plus bas
par apport au résultat présentait par notre étude qui lui aussi reste plus bas par rapport au taux
de détection de Salmonella dans I’eau des riviéres de Taiwan (riviére Puzih et riviere Kaoping)
qui était de 31,7 a 42,2 % entre les années 2010 et 2011 (58).

L’Isolement de Salmonella spp a partir d’échantillons cliniques et environnementaux de
Salmonella enterica isolées en arabie saoudite ; a présenté Salmonella enterica Arizona d’une
fréquence de 12,1 % (59).

Deux souches de Serratia odorifera 13.33% ont été sélectionnés dans notre étude, cette
bactérie a été déja décrite dans les efflues hospitaliers lors d’une étude réalisée a el madinah Al
mounwwarah en 2008, par contre la majorité des études ont rapporté ’espéce Serratia
marcescens comme représentant du genre comme celle en Pologne de fréquence 1.3%. Ce

résultat semble logique par ce que le genre Serratia est connue par sa haute resistance au stress
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environnemental particuliérement aux agents antiseptiques qu’on trouve dans les eaux usées
hospitalieres (60).

L’émergence des souches multirésistantes dans les hdpitaux est souvent signalé comme
un probléme de santé majeur, en particulier B-lactamase produisant du Proteus mirabilis, qui
pourrait étre considéré comme le plus important agent pathogene opportuniste responsable des
infections nosocomiales et communautaires ; Nos résultats démontrent une souche de Proteus
mirabilis productrices des carbapénémases et BLSE . Un taux de 9% de production de béta-
lactamases déclaré en tunisie durant une étude de 2010 & 2013. Ce n’est pas le cas pour la
Communauté européenne, y compris I’Espagne, 1’ Allemagne et la Belgique qui ont déclaré un
faible taux de BLSE 1,2 % entre ao(t 2013 et Janvier 2014 (61).

Nous avons remarqué une diversité d’espeéces d’entérobactéries productrice de
carbapénémases (EPC) isolées dans notre étude a savoir une souche d’Enterobacter qui a été

isolé dans notre étude, ce résultat est proche de celui observé en Pologne (2009) 4.0% (51).

Une souche de Morganilla morgani 6.66% a été isolée ; Notre résultat est proche a

celui trouvé lors d’une étude réalisée a Bejaia 5,30% en 2013 (62).

et une souche de Yersinia entérolitica , Ce résultat est proche de celui rapporté également a
Bejaia 6.45% en 2017 (63).

Les souches de Proteus , Morganella et Serratia productrices de carbapénemases sont
naturellement résistantes a la colistine, Ces bactéries Extensively drug resistant ( XDR) ont
limité d’avantage le choix thérapeutique. Le probléme majeur de ces souches productrices de
carbapénemases c’est la résistance naturelle a la colistine qui est considéré comme la derniere
option thérapeutique des EPC, Dans la présente étude nous avons remarqué une souche
d’Escherichia coli résistante a la colistine. Dans ce contexte cette résistante est inquiétante, car
la colistine est le médicament de dernier choix pour le traitement des infections causée par E.

coli productrices de carbapénémases (65).

Par ailleurs Plusieurs études ont montré que de différentes classes d’antibiotiques se
trouvent dans I’environnement et de nombreuses especes d’organismes peuvent ne pas recevoir
une attention particuliére. A cet égard, la resistance aux différentes familles d’antibiotiques :
les B.lactamines ; les carbapénemes ; les aminosides ; pourraient déclencher une perturbation
écologique importante. Bien que certaines études suggerent que le risque de propagation de

la résistance aux antibiotiques dans les eaux usées des hopitaux est limitee (66).
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Dans la présente étude les entérobactéries isolées avaient une résistance remarquable aux béta-
lactamines : les 14 souches sélectionnées étaient résistante a I’amoxicilline ; a I’amoxicilline +
acide clavulanique résistante aux céphalosporines aux 1 ere génération 1(C1G) (cephalothin)
100%, ainsi que 10 souches étaient résistante aux céphalosporines de 3eme géneration (C3G)
(céfotaxime)  ce résultat est inférieur a celui trouvé en Pologne; Les souches
d’Enterobacteriaceae isolées des effluents hospitaliéres en olsztyn trouvé également en
Pologne 95,2 % étaient résistantes au céfotaxime (67). Par ailleurs nos résultats sont tres éleves
comparés avec ceux rapportés en Portugal : une résistance a la céfatoxime de 22%, a
I’amoxicilline +acide clavulanique 43.5%, et pour Aztrioname 21.3% (68).

; De plus nous avons constaté que cing souches 36% ont résisté a I’imipeneme, ce résultat est
plus élevé par rapport a celui trouvés dans une étude en France en 2016 ou des souches
résistantes a 1’imipénéme ont été détectées a un taux de 16.81%, Quatre souches 29% ont résisté
aux aminosides ce résultat est plus bas que celui trouvé dans la méme étude réalisée en France
en 2016 dont 60% des isolats étaient résistantes aux aminosides (69).

Ainsi qu’une autre étude réalisée en 2018 a Tébessa avec un taux de résistance plus elevé aux
aminosides 72% (53).

Neuf souches 86% ont résisté aux sulfamides et dix souches 71% ont resisté aux
fluoroquinolones qui sont d’un niveau trés élevés par rapport a celui trouvées au Portugal 21.1%
et 14.1% pour sulfamides et fluoroquinolones respectivement a partir d’un prélévement des

eaux usées hospitaliéres en 2015 (68).

La totalité de nos souches d’E.coli ont marqué une résistance faible 25% aux
fluoroquinolone , Ce résultat est plus bas que celui trouvé dans une une étude réalisée en 2018

a Tébessa avec un taux de résistance de 65% (53).
Notre résultat est proche de celui trouvé a la cote d’ivoire 29.4% (55).

Concernant les souches de Salmonella arizonae trois souches isolées sont hautement
résistantes a tous les bétalactamines : ’amoxicilline, 1’amoxicilline+acide clavulanique, le
céfotaxime et l’ertapénéme ce qui signifie une production trés élevés de BLSE et de
carbapénémases une souche a résisté également 1’imipénéme Une telle résistance élevée de
Salmonella isolée des eaux usees hospitaliere indique un risque élevé de contamination de
I’environnement. Des isolats de Salmonella multirésistants provenant des eaux usées ont

également été observés dans d’autres études (70).
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La totalité de nos souches de Serratia odorifera et de Morganilla morgani ont résisté a
tout B-lactamines(céfotaxime,aztreonam,ampicilline,amoxicilline+acide  clavulanique) vy
compris I’imipénémes et aux autres familles d’antibiotiques (sulfamides et quinolones) .ce
résultat est similaire a celui trouve des souches isolées a AL-Madinah Al-Mounwwarah ou
toutes les souches 100% étaient résistantes a 1I’imipénéme, Serratia odorifera et Morganilla
morgani qui sont naturellement résistantes aux colestine . Le taux de résistance de Serratia
odorifera dans une étude réalisé en 2018 a Tébessa vis-a-vis les différentes familles
d’antibiotiques était le suivant 100% a I’Ertapénéme, 65% a I’mimipénéme,60% aux

aminosides, 65% aux quinolones et 100% aux sulfamides) (53).

Ces souches multirésistantes limitent d’avantage Les options thérapeutiques des
infections nosocomiales causées par les entérobactéries ; Toute résistance aux carbapénémes
chez les entérobactéries, indépendamment du mécanisme, est un probleme clinique et
thérapeutique. Mais les souches productrices de carbapénemases portées par des structures
génetiques mobiles sont un probléme plus inquiétant encore par le risque de dissémination
qu’elles leur conferent. Pour cela il est devient indispensable de développer des techniques
simple et rapide de dépistage des carbapenemases afin de controler la désamination des souches

multirésistantes (71).

Concernant la recherche d’entérobactéries productrices de carbapéneémases, il n’existe
pas actuellement de milieu qui soit a la fois trés sensible et trés spécifique. Dans 1’état actuel
des connaissances, il est donc recommandé d’ensemencer le prélévement sur un milieu selectif
utilisé pour I’identification de souches productrices. En outre, L’identification de telles
bactéries doit également faire I’objet d’un signalement car le nombre est en perpétuelle

évolution (71).

En Irlande, comme dans de nombreux pays d’Europe, les effluents des hopitaux sont
généralement rejetés non traités dans les eaux usees urbaines pour étre traités dans une usine de
traitement des eaux usées avant d’étre rejetés dans I’environnement. Le traitement des eaux
usées urbaines vise principalement a éliminer les contaminants organiques et inorganiques ;
toutefois, il n’est pas congu pour éliminer les résidus d’antibiotiques ou les BRA .Des bactéries
résistantes aux antimicrobiens ont déja été détectées dans les effluents traités des usines de

traitement des eaux usées urbaines (70).
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L’organisation mondiale de la santé (OMS) recommande que les hdpitaux disposent
d’installations sur place pour le traitement des effluents hospitaliers avant leur rejet dans le flux
général des eaux usées afin d’éliminer la présence de composants dangereux, y compris les
agents pathogénes microbiologiques, les médicaments radioactifs, les produits chimiques
toxiques et les antibiotiques. Au cours des derniéres années, certains pays, dont I’ Allemagne et
le Danemark, ont commencé a traiter sur place les effluents des hopitaux pour 1’élimination de
tous les contaminants nocifs avant leur rejet dans le flux général d’eaux usées.
Malheureusement, en raison des colts élevés et des défis opérationnels associés au traitement
sur place des effluents hospitaliers, les progres dans ce domaine ont été lents dans de nombreux

autres pays (70).

Comprendre les risques associés aux antibiotiques multirésistants dans I’environnement
est essentiel pour clarifier comment les pressions de sélection environnementale peuvent
attribuer a des problémes accrus d’infections causées par des bactéries résistantes (70).

Les bactéries multirésistantes (BMR) qui cumulent de nombreuses résistances acquises
posent des problémes particuliers : diffusion épidémique, circulation des patients ou animaux
porteurs, mode de transmission, menace de diffusion des genes de résistance impliqués a
d’autres especes bactériennes. Les BMR, par leur fréquence ou leurs conséquences
thérapeutiques, tant a 1‘hopital que dans I’environnement, justifient une surveillance spécifique
chez ’homme, a I’hdpital et dans la communauté, chez 1’animal et dans 1’environnement. Cette
surveillance permet d’aider a la prise de mesures et d’apprécier I’impact des mesures de
préventions.  En outre, les risques importants consistent en la possibilit¢ d’un transfert
horizontal de génes de résistance a d’autres bactéries & proximité et la possibilité de contact
direct avec les résidus d’antibiotiques présents dans les eaux usées (69).

Apres le processus du traitement des effluents, les eaux usées se déversent dans les
riviéres, les microbes se propagent dans I’environnement, et ceux-Ci pourraient potentiellement

coloniser la faune (69).

Enfin, notre étude tire 1’alarme sur la propagation des bactéries MDR dans
I’environnement a partir des eaux usées hospitaliéres non traitée et espérons sensibiliser les
autorités algérienne afin d’établir un systéme de trait de déchets bactériologiques dans nos

hopitaux avant d’étre jetés dans le réseau d’assainissement.
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conclusion

Conclusion

L’analyse bactériologique des eaux usées hospitalieres de ’hopital Kheldi Abd Laziz de
lawillaya de Tébessa a révélé d’abord une diversité pour les especes d'entérobactéries

productrices de carbapénémases,

lanalyse bactériologique de 10 prélevements d'effluent hospitaliers a permis d'isoler 14
souches d'entérobactéries et a montré la prédominance de I'espece Escherichia coli
L’identification de ces souches bactérienne sa montré la prédominance de 'espece Esherichia
coli suivie par Serratia odorifera et Salmonella arizonea ; des pathogénes opportunistes qui
colonisent souvent les effluents hospitaliers qui constituent un milieu de culture riche pour la

prolifération des entérobacteéries .

Une résistance élevée de toutes les souches a la majorité des classes d’antibiotiques

cliniquement pertinents y compris les carbapénemes et la colistine.

Enfin nos résultats signalent le risque de propagation de ces bactéries multirésistantes et

leurs génes de résistance dans I’environnement.

En définitif, les BMR par leurs fréquence ou leurs conséquences thérapeutiques, justifient

une surveillance spécifique dans I’environnement.

Cette surveillance permet d’aider a la prise de mesures et d’apprécier I'impact des mesures
de préventions. En outre les risques importants consistent en la possibilit¢ d’un transfert
horizontal de génes de résistance a d’autres bactéries a proximité et la possibilit¢é de contact

direct avec les résidus d’antibiotiques présents dans les eaux usées.



PERSPECTIVES

Perspectives
Comme perspective pour ce travail, nous croyons qu’il est important de :

. Etudier les génes responsables de ces résistances pour mieux comprendre les
mécanismes de résistances aux antibiotiques testés par des techniques de biologie
moléculaire.

. Identifier le support génétique (chromosomique ou plasmdique) de ces genes afin de
voir les possibilités de transfert entre les bactéries par des expériences de conjugaison
bactérienne.
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Annexes 01

Tableaux de lecture de L’API 20E

Les testes Résultat négatif Résultat positif

ONPG Incolore Jaune

ADH Jaune Rouge/orangé

LDC Jaune Rouge/orangé

OoDC Jaune Rouge/orangé

CIT Vert pale Bleu vert —bleu

H2S Incolore/grisatre Dépbt noir

URE Jaune Rouge/ orangé

TDA Jaune Marron/rougeatre

IND Incolore /vert pale/jaune Rose

VP Incolore/rose pale Rose/rouge

GEL Non diffusion Diffusion de pigment
noire

GLU Bleu/bleu-vert Jaune/jaune grise

MAN Bleu-vert/bleu Jaune

INO Bleu-vert/bleu Jaune

SOR Bleu-vert/bleu Jaune

RHA Bleu-vert/bleu Jaune

SAC Bleu-vert/bleu Jaune

MEL Bleu-vert/bleu Jaune

AMY Bleu-vert/bleu Jaune

ARA Bleu-vert/bleu Jaune
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Annexes 2

Tableaux : caractéres biochimique des 14 souches isolées

Rls (S| (B|IRRB|I8] IR|IB| I8 I8 |kt
Test
+ |+ |+ |- - + |- + |- |+ - + + I ONPG
+ |+ [+ |+ |- |- - -+ |+ + + + ADH
+ [+ [+ [+ |- |+ |- [-]-]- [+ + |+ + | LDC
+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ + |+ + |+ + ODC
+ |- |- |- |- = = - -+ - - + + CIT
S e e e = I o e I S - - + H2S
+ |+ [+ |- |+ - [+ -]+ |- - |+ + URE
I D - - - TIDA
+ [+ [+ |+ [+ |+ |- |+ ]|+]- + + i + IND
e A S e e I I A + + + + VP
+ [+ [+ [- |- |- |- [-]-]+ |- + |+ + GEL
+ |- -+ I+ - + [+ |+ |+ + + + + GLU
+ |+ [+ |+ |- |+ |- [|[+[+|+ |+ + + + MAN
-l e e e e - - - - |- - INO
+ [+ [+ [+ [- [+ |- [+]|-]|+ |+ + + + SOR
+ |+ |+ [+ - |+ - -+ + - + RHA
+ |- |- |+ |- |+ |- |-|+]- S o o “F SAC
+ |+ |+ |+ |- |+ |- |+ |+ + + + + MEL
- = = e = 1= = == = = - |- s AMY
+ |+ [+ |+ |- |+ - -+ |+ + + + ARA
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Figure : le résultat d’identification biochimique par API20E de
I’espeéece Selmonella Arizonae (Référence de souche 01)

Figure : le résultat d’identification biochimique par API20E
de I’esnéce Selmonella Arizonae (Référence de souche 01)

Annexes 03

1. milieu Kligler

1.1préparation du milieu

Mettre en suspension 52g du milieu déshydraté dans un litre d’eau distillé bien
mélanger et chauffer en agitant fréquemment .Faire bouillir une minute en 1’autoclave

121c°pendant 15min
2. Gelose Nutritive (GN)

2.1. Composition

e Extrait de viande : 1,0g

o Extrait de levure : 2,5¢

e Peptone : 5,0g

e Chlorure de sodium 5,0 g
e Agar:150gpH: 7,0
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2.2.préparation

20,0 g dans 1 litre d'eau distillée ou déminéralisée. Porter lentement le milieu a
ébullition sous agitation constante et I'y maintenir durant le temps nécessaire a sa
dissolution. Répartir en tubes ou en flacons. Stériliser a l'autoclave a 121°C pendant

15 minutes
3. Gelose Mac Conkey

3.1. .Composition

Peptone: 20,0 g Lactose : 10,0 g Sels biliaires : 5,0 g Cristal violet: 0,001 g Rouge
neutre : 0,075 g Chlorure de sodium : 5,0 g Agar: 12,0 g

3.2. Préparation

Suspendre 52g dans 1 litre deau distillée. Porter a ébullition pour dissoudre
completement Stériliser a I'autoclave a 121°C pour 15 minutes. Verser dans des boites

de Pétri stériles

4. Gélose Mueller-Hinton
4.1Définition
La gélose Mueller—Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour
I’étude de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de

diffusion ou de dilution en gélose

4.2. Composition

e Peptones 3,0

e Hydrolysat de caséine 17,5

e Agarl5

o Ca2+20-25mg/L

e Mg2+10- 12,5 mg/L

e pHfinal 7,4 £0,2

e Suppléments : + 5%

e sang de mouton (pour le milieu MHB) ou 5% sang de cheval (pour le milieu
MHF) B-NAD (pour le milieu MHF) 20 mg/
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4.3. Préparation du milieu :
Homogéneiser la poudre contenue dans le flacon. Mettre 35 grammes de milieu
déshydraté dans 1 litre d’eau fraichement distillée. Porter a ¢bullition jusqu’a

dissolution complete

5. Bouillon nutritif :
5.1 Définition

Le Bouillon Nutritif est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-
organismes peu exigeants. Il est recommandée dans de nombreuses méthodes

standardisées d’analyses des aliments, des laitages, de I’eau et d’autres produits.
5.2. Composition
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée

e .Peptone5,00
o Extrait de viande3,00
e pHfinal a25°C:6,8+0,



