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Résumé

Résumé

Les effluents générés par ’activité hospitaliere représentent une source potentielle de
germes résistants aux antibiotiques particulierement les entérobactéries et constituent ainsi une
réelle menace pour la santé publique. L’objectif de cette étude était d’identifier les
entérobactéries multirésistantes isolées des eaux usées hospitalieres de I’hopital Mére et enfants
de la ville de Tébessa, d’évaluer leur niveau de résistance aux antibiotiques et le comparer avec

celui des souches d’entérobactéries cliniques isolées dans le méme hopital.

D’abord, 10 prélevements ont été effectués de février a avril 2018 a partir du collecteur
final des eaux usées de 1’hopital. Puis, les échantillons ont été filtrés, homogénéisés et dilués en 4
dilutions décimales. Ensuite, 1’isolement des souches d’entérobactéries multirésistantes a été
réalisé sur des milieux sélectifs de Mac Conkey additionnés de différents antibiotiques en
poudre (céfotaxime, ertapéneme, imipenéme et colistine) selon le profil de résistance recherché
(BLSE, carbapénémases et résistance a la colistine). En outre, L’identification des souches a été
faite biochimiquement par systéme miniaturisé API 20E .Enfin, La sensibilité aux antibiotiques
a été testée par un antibiogramme comportant 11 antibiotiques selon la méthode de diffusion de

disque sur milieu Mueller Hinton.

Au total, 25 souches d’entérobactéries ont été isolées de différents milieux sélectifs.
L'identification biochimique a révélé une diversité d’especes d’entérobactéries qui colonisent les
effluents hospitaliers avec prédominance d’Escherichia coli (52%). Les souches isolées ont
montré une résistance tres €levée a tous les bétalactamines notamment au carbapénemes. La
majorité de ces souches ont exprimés une résistance croisée aux aminosides (62%), aux
quinolones (68%) et aux sulfamides (92%), avec une résistance alarmante a la colistine (92%).
Nous avons donc noté une augmentation significative dans les taux de résistance de nos souches
spécifiquement la résistance aux carbapénémes (80%) et a la colistine qui était nulle chez les

souches cliniques isolées au méme hopital en 2017.

Finalement, cette étude montre la présence des entérobactéries multi-résistantes dans les
effluents hospitaliers, d’ou le risque potentiel de dissémination et du transfert de bactéries
pathogenes et ses génes de résistance a I’environnement. En définitif, I’installation de dispositifs

de traitement adéquats et une réglementation stricte régissant leur élimination sont nécessaires.

Mots clé: Effluents hospitaliers, Enterobacteriaceae, Multirésistances aux antibiotiques, BLSE

Carbapénemases, Colistine.



Abstract

Abstract

The effluents generated by the hospital activity represent a potential source of antibiotic-
resistant germs, especially enterobacteria, and thus constitute a real threat to public health. The
objective of this study was to identify multidrug-resistant enterobacteria isolated from hospital
wastewater from the Mother and Children Hospital of Tebessa City, to evaluate their level of
resistance to antibiotics and to compare it with that of enterobacterial strains isolated clinics in

the same hospital.

First, 10 samples were taken from February to April 2018 from the hospital's final
wastewater collector. Then, the samples were filtered, homogenized and diluted in 4 decimal
dilutions. Then, the isolation of multiresistant enterobacterial strains was carried out on Mac
Conkey selective media supplemented with various powdery antibiotics (cefotaxime, ertapenem,
imipenem and colistin) according to the desired resistance profile (ESBL, carbapenemases and
resistance to colistin). In addition, the identification of the strains was made biochemically by
API 20E miniaturized system. Finally, antibiotic sensitivity was tested by an antibiogram

comprising 11 antibiotics according to the Mueller Hinton disk diffusion method.

A total of 25 enterobacteria strains were isolated from different selective media.
Biochemical identification revealed a diversity of enterobacterial species that colonize hospital
effluents with predominance of Escherichia coli (52%). Isolated strains showed very high
resistance to all betalactamines, especially carbapenems. The majority of these strains have
expressed cross-resistance to aminoglycosides (62%), quinolones (68%) and sulfonamides
(92%), with alarming resistance to colistin (92%). We therefore noted a significant increase in
resistance levels of our strains specifically resistance to carbapenomas (80%) and colistin that

was zero in clinical strains isolated at the same hospital in 2017.

Finally, this study shows the presence of multi-resistant enterobacteria in hospital
effluents, hence the potential risk of dissemination and transfer of pathogenic bacteria and its
resistance genes to the environment. Ultimately, the installation of adequate treatment devices

and strict regulations governing their disposal are necessary.

Key words: Hospital effluents, Enterobacteriaceae, Multiresistance to antibiotics, ESBL

Carbapenemases, Colistin.
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Introduction

Introduction

Les effluents générés par les activités hospitalieres peuvent présenter un danger potentiel
pour ’homme et son environnement. Cela, compte tenu de la nature et de I’importance des

substances qu’ils contiennent comme les résidus médicamenteux, les réactifs chimiques.

En outre, les effluents hospitaliers contiennent des bactéries potentiellement pathogenes,
des virus et des champignons. Ces déchets liquides sont évacués au méme titre que les rejets
urbains classiques vers le réseau d’assainissement communal sans traitement préalable et surtout

vers les eaux de surface comme les eaux lagunaires.

Les effluents non traitées générés par les activités hospitalieres peuvent contribuer
largement a la dissémination des bactéries multirésistantes (BMR) dans I’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 entérobactéries forment une vaste famille de bactéries a Gram-négatif, qui sont a
I’origine de maladies de gravité trés variable, en raison de mécanismes pathogéniques distinct.
Les especes de cette famille ont été depuis une vingtaine d’années largement exposées a une
utilisation extensive des antibiotiques. Revers de la médaille, elles n’ont pas été épargnées par la

résistance croissante aux molécules les plus fréquemment utilisées (19).

L’émergence des bactéries multi-résistantes (BMR) est un enjeu majeur de santé publique
dans le monde entier qui nécessite une attention immeédiate. Parmi ces bactéries, les plus
fréquentes rencontrées sont les entérobactéries exprimant une bétalactamase a spectre étendu
(BLSE) (12). Les isolats bactériens producteurs de carbapéneémases posent actuellement un
probléme clinique sévere, car la non-susceptibilité aux béta-lactamines est souvent accompagnée
d'une résistance aux classes de médicaments supplémentaires, par exemple des aminosides ou
des quinolones et polymixines qui peuvent entrer a la modification des geénes des bactéries et

deviennent les résistantes, qui favorise entrainant fréquemment des échecs thérapeutiques (54).

Les conséquences en sont trés nombreuses, dont une augmentation de la morbidité et de la
mortalité, un accroissement des couts des soins de santé, cause par des hospitalisations plus

longues, et la nécessite d’utiliser des médicaments plus couteux et souvent plus toxiques.



Introduction

Certaines infections résistent méme a tous les antibiotiques actuellement disponibles sur le

marché (66).

Dans la région de Tébessa, il n’existe pas de données qui permettent de décrire le niveau
de résistance des entérobactéries aux antibiotiques au niveau des effluents hospitaliers. L’objectif
de cette étude ¢était d’identifier les entérobactéries multirésistantes isolées au niveau du
collecteur final des eaux usées hospitalieres de I’hdpital Mere et enfants Khaldi Abd Laziz de la
ville de Tébessa, d’évaluer leur niveau de résistance vis-a-vis les principaux antibiotiques et
comparer ce niveau de résistance avec celui des souches d’entérobactéries cliniques isolées dans

le méme hopital lors d’une étude précédente.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre parties : la premicre Partie portera principalement
sur un bref rappel sur les entérobactéries leurs mécanismes de résistance aux antibiotiques, ainsi
qu’une généralité sur les effluents hospitaliers. La deuxiéme partie présentera le matériel et les
méthodes expérimentales utilisés. La troisiéme partie portera sur I’ensemble des résultats
obtenus et aux discussions qui en découlent. Nous terminerons ce travail par une quatriéme

partie qui sera consacrée a la conclusion et les perspectives de recherche a venir.






Chapitre 1: La famille des Enterobacteriaceae

1. Taxonomie des Entérobactéries

Tableau 1: La classification des entérobactéries (10), (17), (32).

Rangs taxonomiques Classification
Domaine Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae

La famille des Enterobacteriaceae comprend actuellement 130 especes répertoriées.
Les especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12 Genres :
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,

Providencia, Salmonella, Seratia, Shigella, Yersinia (17), (32), (56).

2. Habitat

Les entérobactéries sont des hotes de tube digestif de ’homme et des animaux (61). Ils
sont retrouvées partout dans le sol, dans 1‘eau, soit a I’état de pathogeéne, soit a 1’état de

commensaux, ils participent aussi a la dégradation des maticres organiques (55), (18), (17).

3. Caractéres bactériologiques
3.1. Les caractéres morphologiques

Ce sont des bactéries a Gram négatif de 2 a 3 micrométres de long sur 0,6 micrométre de
large, polymorphisme; formes longues et filamenteuses ou petits bacilles droits (Proteus),
mobiles grace a une ciliature péritriche. Certaines sont immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia
pestis). Les Klebsiella sont capsulées. La plupart des especes pathogénes pour 1'homme

possedent des fimbriae ou pili communs qui sont des facteurs d'adhésion (67), (55), (18), (17).

3.2. Les caractéres culturaux

Les entérobactéries se poussent en aéro-anaérobiose, sur des milieux sélectifs comme
DCL, Hektoéne, MacConkey...

Dans une température de culture de 30 a 37°C. Les colonies sont lisses et régulieres et
atteignent 2 millimetres de large sauf celles des Yersinia qui sont plus petites. Les Proteus ont
tendance a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme. Selon I1‘espéce, on identifie le
caractéere macroscopique de la colonie : type R (rugueux), type M (muqueux: Klebsiella,

certaines souches d’E. Coli, Salmonella), type S (Smooth=lisse) (67), (55), (17).
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3.3. Les caractéres biochimiques
Les propriétés qui définissent la famille doivent étre mises en évidence pour affirmer que la

souche est une entérobactérie.

Les caracteres d'identification sont essentiellement "biochimiques" et utilisent des tests
qui étudient le métabolisme protéique (production d'indole, présence d'uréase, dégradation du
tryptophane) ou la fermentation des sucres (glucose, saccharose, lactose etc..), la présence
d'enzymes (décarboxylases, désaminases), la capacité¢ d'utiliser le citrate, , la production
d'hydrogene sulfuré ou la formation de gaz (67), (55), (61), (17), (11), et autre caracteres dans le
(tableaux 2) qui déterminer quelques caracteéres biochimiques pour quelques especes de la

famille Enterobactericeae



Chapitre 1: La famille des Enterobacteriaceae

Tableau 2: les caractéres biochimiques des quelques espéces de la famille Enterobactericeae

(67).
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Shigella dysenterice

Shigella sonnei

Salmonella paratyphi A
Salmonella paratyphi B

Salmonella typhimurium

Citrobacter freundii

Yersinia enterocolitica

Morganella morganii

Edwardsiella tarda
Serratia marcescens

Haofnia alvei

Provideicic i

Klebsiella oxytoca

K. pneumonice
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes
Salmonella typhi
Proteus mirabilis
Profeus vulgaris

Escherichia coli
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3.4. Les caractéres antigéniques
3.4.1. Antigéne ECA

Antigéne ECA (Enterobacterial Common Antigen) ou antigéne de Kunin, il n’existe que
chez les entérobactéries et de ce fait a un intérét taxonomique. Sa présence chez les Yersinia a
permis d’inclure ce genre dans la famille des entérobactéries (17), (28), (21).
3.4.2 Antigéne O

L'antigéne O est l'endotoxine des bactéries a Gram négatif. Il est composé de
lipopolysaccharides (LPS) complexes qui sont thermostables et résistent a I’alcool, tres toxiques,
I1 est constitué d'une mosaique d'antigenes dont certains sont des constituants communs a toutes
les entérobactéries et germes apparentés, et d'autres, des constituants spécifiques de chaque
espece (67), (55), (61), (37).

3.4.3 Antigéne H

L'antigéne H n'est pas toxique, de nature protéique (flagelline), il est thermolabile et
inactivé par I’alcool.

La flagelline spécifique de chaque type de bactéric a des propriétés antigéniques.
L’antigene flagellaire H (Ag H) utilisé pour I’identification sérologique de certains groupes avec
détermination de sérotype exemple : E. Coli O157 H7 (55), (28).

3.4.4 Antigéne de surface

L’antigene K capsulaire, de nature polysaccharidique, qui entoure la paroi de certaines
entérobactéries et peut masquer l'antigene O, on le trouve chez les Escherichia coli, les Shigelles
ou chez certaines Salmonelles et Citrobacter (ex: antigéne Vi, pour virulence, de Salmonella
typhi). Les antigénes d’adhérence ou andésines de nature protéique, portés par des pilis communs

encore appelés fimbriae (55).

4. Les facteurs de la virulence

On peut distinguer plusieurs facteurs de la virulence chez les Enferobacteriaceae selon la
spécificité de chaque genre ou espece:
4.1. Ilots de pathogénicité

Ce sont des gene 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 (60).
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4.2. La capsule

Elle joue un role trés important dans la pouvoir pathogeéne, car elle s'oppose a la
phagocytose, et a I'activation de la voie alterne du complément. Elle posseéde chez E. coli et
Klebsiella (21).
4.3. Le pili

Est un filament court (<1pm) et nombreux un a plusieurs centaines, plus fine que les

flagelles (3 a 10 nm).Leur role est I'adhésion (17).
4.4. Variation antigéniques

C'est la capacité des microorganismes de changer ses antigenes de surface, est la capacité
génétiquement réversible de certaines bactéries de désactiver et d’activer I’expression de genes

codant pour des antigenes de surface (60).

5. Le pouvoir pathogene

Chez 1'homme, les entérobactéries sont responsables d’environ 50% des infections

nosocomiales et plus particulierement les entérobactéries suivantes :

o Escherichia coli

e Les Klebsiella spp.

e les Enterobacter spp.
e les Proteus spp.

e les Providencia spp.

o Serratia marcescens subsp. Marcescens

Il y a des especes a fort potentiel pathogene, considérées comme des pathogenes stricts.
Elles sont caractérisées par leurs facteurs de virulence (capacité d'adhésion aux cellules de la
muqueuse, capacité d'invasion, capacité de toxinogenese). Leur présence dans I'organisme

(intestin) est anormale et se traduit par des syndromes digestifs (diarrhées).

IT s'agit principalement de Salmonella (Typhi et Paratyphi), Shigella, certains E. coli et
Yersinia. On peut citer le cas particulier de Yersinia pestis, responsable de la peste et qui n'est
pas a tropisme intestinal (60), (61).

Il y a aussi des espéces occasionnellement pathogenes, qui correspondent aux especes
commensales de notre organisme ou a des bactéries de I'environnement. Elles jouent un role
pathogeéne a 1' occasion de la rupture d'une barriere immunologique, lors d'une diminution des
résistances de l'organisme ou lors d'un des équilibres de la flore commensale (antibiothérapie).

Elles sont responsables d'infections urinaires, méningite, et septicémies ... (60), (61).
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1. Généralité

Généralement, les hopitaux fonctionnent 24 heures sur 24 durant les 365 jours de I’année.
Leur spécialité est liée aux types maladies qu’ils traitent. Les différentes pathologies sont
réparties en service, c’est ainsi que 1’on peut retrouver dans un méme hdpital des entités tels que
: un service des maladies tropicales et infectieuses (tuberculose, malaria, choléra, SIDA, etc.), un
service psychiatrique, un service de pédiatrie, un service d’obstétrique, un service de
gynécologie, un service de gastroentérologie...etc (2), (20).

Les hopitaux sont obligés de disposer des équipements de base permettant aux patients
aussi bien qu’aux personnels de santé et aux visiteurs de satisfaire leurs besoins physiologiques.
De ces facilités, on peut citer notamment : les salles de consultations, les salles d’hospitalisation,
les cafétérias, les toilettes (douches, lavabos), les laveries, les salles de repos, les laboratoires, les
unités de chauffage et de climatisation, etc. L’ensemble de ces équipements et les différentes
activités de I’hopital nécessitent un approvisionnement en eau potable adéquat et générent des

eaux usées, des effluents gazeux et des déchets solides (2), (20).

2. Classification des hopitaux

L'American Hopital Association (AHA) estime que le nombre de lits actifs d’un hopital est
un indicateur permettant d’évaluer qualitativement et quantitativement les déchets solides, les
effluents gazeux et les rejets liquides d’un centre de santé. Sous la base de cette hypothese, elle a

classifi¢ les hopitaux en huit groupes. Le tableau 3 fournit la classification de la AHA (2).

Tableau 3: Classification des hopitaux par nombre de lits actifs (2).

Classe Nombre de lits actifs

1 6-24

2 25-49

3 50 -99

4 100 - 199

5 200 — 299

6 300 - 399

7 400 — 499

8 500 ou plus
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W

. Typologie des effluents liquides hospitaliers

Les établissements hospitaliers produisent trois types de rejets liquides :

v’ les rejets d’origine domestique (les eaux provenant des cuisines, les rejets résultant des

activités de blanchisserie, de I’hygiene des patients et du personnel) ;

v’ les rejets industriels (les eaux provenant des garages et des ateliers contenant le plus

souvent un volume important d’huiles et de détergents) ;

v’ les effluents générés par les activités de soins, d’analyse et de recherche, qui sont tres

spécifiques aux hopitaux. Ces rejets peuvent contenir des produits chimiques et

radioactifs, des liquides biologiques, des déjections/excrétions contagieuses et également

des résidus de médicaments éliminés dans les excréta des patients(2).

Tableau 4 : Nature des effluents par lieu de production.

Structure

Nature des effluents liquides

Services d’hospitalisation

- Les liquides biologiques (urines, féces, vomissements)
- Les eaux des lavabos, des bains, des douches...

- L’eau des toilettes des services hospitaliers

Blocs opératoires

- Liquides biologiques : sang, urines, selles, liquides gastriques,
aspiration trachéo-bronchique, liquide d’épanchement péritonéal
ou pleural, de drainage ou d’irrigation.

Laboratoires

- Les liquides biologiques : Ce sont les produits biologiques
liquides restant apres 1’analyse (sang, crachats, urines).

- Les effluents chimiques : Ce sont les stocks de produits
chimiques liquides périmés (acides, bases, réactifs divers,
solvants...)

- Les effluents mixtes chimico-biologiques : Ils sont composés de
liquides biologiques mélangés a des réactifs chimiques lors des
techniques d’analyse manuelles ou automatisées.

Radiologie

- Les effluents liquides des centres de radiologie charges de
produits révélateurs et fixateurs présentent des risques de toxicité
pour I’homme et I’environnement.

Unités de stérilisation

- Effluents liquides chargés de détergents et désinfectants

Nettoyage et entretien des
locaux

- Détergents et désinfectants.
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4. Les caractéres microbiologiques des effluents hospitaliers

La flore microbiologique des effluents hospitaliers montre qu'il y a des marqueurs de
pollution fécale des eaux « les coliformes fécaux, les streptocoques fécaux et les spores des
bactéries sulfitoréductrices». Et la présence aussi des  bactéries multi résistantes aux
antibiotiques (avec des marqueurs comme : Staphylococcus aureus résistant a la méticiline et
Klebsiella pneumoniae porteuse de - lactamase a spectre étendu) (20), (9), (16).
4.1.Les coliformes fécaux : Escherichia coli

E. coli est abondant dans les féces humaines et animales ou il peut atteindre des
concentrations de 10° par gramme de matiéres fraiches. On le trouve dans les eaux d'égout, les
effluents traités, ainsi que dans toutes les eaux naturelles et les sols qui ont subi une
contamination fécale récente, qu'elle soit due a 'homme, a l'agriculture ou a la faune sauvage. Il
a ¢été récemment avancé que E coli peut étre présent et méme se multiplier dans les eaux
tropicales en I'absence de pollution fécale d'origine humaine(9), (20), (53).
4.2. Bactéries coliformes thermotolérantes

Ce terme désigne un groupe de coliformes capables de provoquer la fermentation du
lactose a 44-45°C ; ils comprennent le genre Escherichia, et dans une moindre mesure, certaines
especes de Klebsiella, Enterobacter et Citrobacter. Les coliformes thermotolérants autres que la
E. coli peuvent aussi se trouver dans des eaux enrichies en mati€res organiques, comme les
effluents industriels ou des produits de décomposition des plantes et du sol. (9), (20).
4.3. Streptocoques fécaux

Le terme "streptocoques fécaux" désigne les streptocoques généralement présents dans les
feces de I'homme et des animaux.

Le genre Enterococcus comprend maintenant tous les streptocoques qui se caractérisent par
certaines propriétés biochimiques communes et une large tolérance a des conditions de
croissance défavorables, notamment les especes E. avium, E. casseliflavus, E. cecorum, E.
aurons, E. faecalis E. faecium, E. gallinarum, E. hirae, E malodoratus, E. mundltii et E solitarus.

La plupart de ces especes sont d'origine fécale et peuvent généralement étre considérées en
pratique comme des indicateurs spécifiques d'une pollution fécale humaine. Toutefois, on peut
aussi les isoler a partir de feces d'animaux, et certaines espéces et sous-especes, comme £
casseliflavus, E. faecalis var. liquefaciens E. malodoratus et E solitarius se rencontrent

principalement sur des végétaux (53).
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Les streptocoques fécaux se multiplient rarement dans 1'eau polluée et leur persistance n'est

pas supérieure a celle de 1'E. coli et des coliformes.

4.4. Clostridium sulfito-réductrices

Ce groupe se compose de microorganismes anaérobies sporigénes, dont le plus
caractéristique, Clostridium perfringens, est normalement présent dans les féces, mais en bien
moins grand nombre qu'E. coli. Toutefois, ils ne sont pas d'origine exclusivement fécale et leur
présence dans l'environnement peut avoir d'autres raisons. Les spores de clostridium peuvent

survivre dans l'eau beaucoup plus longtemps que les coliformes et ils résistent a la

désinfection(9), (20), (41).
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Chapitre 3: La résistance des Enterobacteriaceae aux antibiotiques

1. Définition

Antibiotique; du grec anti (contre), et bios (la vie), les ATB sont des composés chimiques
ayant la propriété¢ de tuer ou d'empécher la prolifération des microorganismes pathogenes. Ce

sont des substances produites naturellement par certaines moisissures et bactéries (13) (31).

Ils ont un champ d’efficacité varié, beaucoup sont des antimicrobiens a spectre €troit (une
efficacité limitée) a un petit nombre d’agents pathogenes différents, d’autre ont un large spectre
et attaquent de nombreux types d’organismes pathogenes (33).

La résistance se définit alors par I’inefficacité de la dose d’antibiotique au niveau du site
infectieux : la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’ATB permet d’arréter la croissance de

la bactérie (17), (33).
2. Les types de résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Les génes de résistance
se trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un élément mobile,
comme les plasmides, les ¢léments transposables ou les intégrons (résistance extra
chromosomique). La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise (59).
2.1.Résistance naturelle (ou intrinseque)

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece. Ce type
de résistance est détecte des les premicres études réalisées sur I’antibiotique afin de déterminer
son activité et contribue a définir son spectre antibactérien. Cette résistance peut étre due a
L’inaccessibilit¢ de la cible pour I’antibiotique, a une faible affinit¢ de la cible pour
I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible. Par exemple, la résistance des entérobactéries et
du Pseudomonas aux macrolides (Tableau 5), ou des bactéries a gram négatif a la vancomycine
est naturelle. Résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. La
résistance naturelle est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la
division cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactériec a 1’autre

(transmission Horizontale) (56), (59).
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Tableau 5: Résistance naturelle chez les entérobactéries (65).

AM AMC TIC/ C1G FOX MA CXM GCM TOB TET COL FT

PIP
Kilebsiella spp.
E. hermanii
C. koseri
C. freundii
E. cloacae
E. aerogenes
H. alvei
S. marcescens
P. mirabilis
P. vulgaris, P. penneri
M. morganii
P. stuartii
P. rettgeri
Y. enterocolitica

AXDXNVDO D0
XD

ADIODODD AODDADADDDD
A0 AD
AAVDDADAD
A0 AD

ADIOVODD AVDIOVVAAD
Py
A
A

A0 00

2.2.Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique préalablement sensible,
ce qui implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable. Ces
changements peuvent étre de deux types : soit une mutation spontande, soit I’acquisition de

genes par un autre micro-organisme

3. Mode de transfere des génes de la résistance aux antibiotiques

La mutation chromosomique spontanée constitue un mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environ 10 a 20 % des bactéries. Les génes de résistance se situent alors dans
le chromosome de la bactérie. Une mutation n’affecte qu’un caractére, et la résistance ne
concerne généralement qu’un antibiotique ou qu’une famille d’antibiotiques ayant le méme
mécanisme d’action. L utilisation d’une association de deux ou de plusieurs antibiotiques semble
pouvoir prévenir I’émergence de mutants résistants. Par exemple, la résistance a la rifampicine et
aux quinolones résulte toujours d’une mutation (19) (46) (71).

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogene représente la
majorité¢ des cas 1solés en clinique et s’observe aussi bien chez les bactéries a gram positif qu’a
gram négatif. [.’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire soit par échange direct
de matériel chromosomique, soit par échange d’éléments mobiles. Dans ce dernier cas, les génes
de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien situe a I’extérieur et sur certains
¢léments mobiles du chromosome, tels les plasmides. Cette forme de résistance est transférable

d’une bactérie a ’autre et méme a des bactéries d’especes différentes (19) (46) (71).
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Le transfert d’un seul plasmide augmente aussi le risque d’une résistance a plusieurs
médicaments. Par exemple, le Shigella, responsable de la diarrhée, peut transférer un plasmide
avec résistance a quatre ou cinq antibiotiques différentes genes ou les groupes de genes de
résistance peuvent s’acquérir par transformation, transduction ou conjugaison (19) (46) (71).

La transformation permet I’acquisition et I’incorporation d’ADN libre dans
I’environnement a la suite de la mort de la bactérie mere. (Exemple : le gonocoque résistant a la
pénicilline).

La transduction est un mécanisme de transfert de geénes, dont le vecteur est un virus
bactérien appelé bactériophage. Ce mécanisme permet le transfert d’information génétique entre
bactéries appartenant essentiellement a la méme espéce. Les plasmides sont souvent transferes
par conjugaison(19) (46) (71).

La conjugaison est un processus au cours duquel ’ADN est transfere d’une bactérie
donatrice a une bactérie réceptrice par un mécanisme complexe nécessitant un étroit contact
cellulaire et responsable en grande partie de I’émergence d’une résistance chez les bactéries
pathogenes. En pareil cas, la résistance se transmet aux bactéries filles. Les bactéries ayant regu
cet élément mobile peuvent se rétablir et redevenir sensibles aux antibiotiques si elles ne sont pas
exposées a ces derniers. (Figure 1) résume la mani¢re dont les bactéries peuvent acquérir de la

résistance aux antibiotiques(19) (46) (71).

Figure 1 : échanges génétiques des génes de résistances aux antibiotiques (33).
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4. Mécanisme de la résistance
En fonction de leur nature chimique, les ATB peuvent attaquer différent niveaux de la
bactérie: la paroi, ou la membrane, ou le chromosome, ou bien les ribosomes. Selon la zone

atteinte (Figure 2), la bactérie est soi tuée, soit devenue incapable de se multiplier (19) (40).

Figure 2: schéma d'une BGP (gauche) et BGN (droite) avec les mécanismes d'action des
principales familles d'ATB. EP: espace périplasmique; ME: membrane externe; MC:

membrane cytoplasmique; PG: peptidoglycane (19).
Les bactéries résistent a l'action des antibiotiques en (Figure 3):

1) Empéchant ou altérant I'acceés de I'antibiotique a la cible.
2) Dégradant I'antibiotique.

3) Modifiant 'antibiotique.

4) Et/ ou rejetant rapidement I'antibiotique (59).

Sy
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Figure 3: Mécanismes de résistance aux antibiotiques (59).

Tableau 6 : Mécanismes de résistance et leurs conséquences (19).

Mécanismes de résistance Conséquences

Inhibition enzymatique Production d’une enzyme qui inactive ou
détruit ’antibiotique ;

Mécanisme de résistance le plus répandu.

Réduction de la perméabilité cellulaire Changements de perméabilité de la paroi ou de
la membrane bactérienne empéchant le

médicament d’atteindre sa cible.

Altération des sites de liaison ciblent par Baisse de I’affinité de I’antibiotique pour son

I’antibiotique site d’action.

Pompes a efflux Antibiotique éjecte de la cellule par transport

actif et site d’action devenant inaccessible
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4.1.p. lactamine

Sont les antibiotiques les plus couramment utilisés dans le monde pour traiter les infections
bactériennes a cause de leur large spectre d’activité et leur faible toxicité. Ces antibiotiques ont
actifs sur des bactéries en phase de croissance et agissent en inhibant la syntheése de la paroi
bactérienne (synthése du peptidoglycane) par inactivation des principales enzymes impliquées
dans cette construction: les PLP; protéines liant les pénicillines (33), (6).

Le principal mécanisme de résistance aux béta- lactamineses est la production de l'enzyme
béta-lactamase qui peut les hydrolyser et inactivent les lactamines en détruisant le lien amide sur
le cycle lactame (19), (7).

Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes sécrétées par les
entérobactéries qui leur conferent une résistance a la plupart des béta-lactamines (pénicilline,
céphalosporines, aztreonam) (15), (29).

4.2. Les carbapénémes

Il y a deux mécanismes de résistance aux carbapénémes chez les entérobactéries. L’un
combine I’hyperproduction d’une céphalosporinase a celle de la perte d’une porine comme décrit
chez E. cloacae ou E. aerogenes. L’autre consiste en la production d’une carbapénémase de
classe A en position chromosomique, donc non transférable entre especes. Depuis une dizaine
d’années, le nombre de carbapénémases avec les types IMP (Active on imipenéme), VIM
(Veronaintegron-encodedmetallob-B-lactamase), SME (Serratia marcescens enzyme), KPC
(Klebsiella-pneumoniae-carbapenemase), OXA-48 (Oxacillinase) et NDM-1 (New Delhi
metallo-b-lactamase) a explosé. La derniere évolution identifiée depuis peu est beaucoup plus
inquiétante car elle est liée a la découverte de carbapénémases plasmidique, permettant un

transfert inter-especes et une dissémination rapide (1), (8).

Figure 4: Structure chimique de la Carbapénéme (30).
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4.3. Les aminosides

Sont des antibiotiques ont un spectre d'action étroite et inhibent la synthése des protéines
bactériennes des staphylocoques et des bacilles Gram négatifs. Les antibiotiques de ce groupe, et
particuliecrement la néomycine, sont généralement plus toxiques que les autres apres une prise
prolongée (13).

Mode d'action des aminosides

Ces ATB exercent des effets pléiotropiques sur la bactérie qui conduisent a une bactéricide
puissante et précoce. Ce sont des molécules de petite taille qui traversent de maniére passive les
pores de la membrane externe des BGN, et ensuite le peptidoglycane des BGP et BGN, pour se
concentrer au niveau de la membrane cytoplasmique. Le passage de la membrane
cytoplasmique est un transport actif nécessitant de 1'énergie et qui s'effectuer en deux phases.

La premiere est lente, EDPI (énergie dépendant phase I), et dépendante du gradient
transmembranaire de potentiel électrique.

Les premieres molécules d'aminosides rentrent et se fixent sur l'acide ribonucléique
(ARN) ribosomal 16S, constituant de la sous-unité 30S du ribosome. Il s'ensuit une altération de
la traduction de 'ARN messager, des erreurs de lecture et donc une production de protéines
anormales. L'incorporation de certaines de ces protéines dans la membrane cytoplasmique
entraine une altération membranaire.

C'est alors que débute de la seconde phase du passage membranaire des aminosides
(EDPII). Les molécules rentrent massivement et rapidement a travers la membrane Iésée, se
fixent en grand nombre sur le ribosome et bloquent la synthese des protéines.

Les actions combinées de blocage des syntheses de protéines et d'altération des membranes

expliquent I'action bactéricide des aminosides. (19)

Figure 5: Structure chimique de la famille des aminosides: la streptomycine(30).
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4.4. Les quinolones

Sont des antibiotiques inhibant le fonctionnement de I'acide désoxyribonucléique (33).

Elles inhibent des topoisomérases, enzymes intervenant dans la conformation de I'ADN, et
plus particulierement la topoisomérase Il (ou ADN gyrase) et la topoisomérase V.
Elles se fixent sur le complexe formé par la topoisomérase et I'ADN. Les quinolones de premicre
génération dont le chef de file est I'acide nalidixique, n'agissent que sur les bacilles a Gram
négatif et ne sont utilisées que dans le traitement des infections urinaires (48).

Les quinolones de 2éme génération ou fluoroquinolones comprennent principalement la
pefloxacine, I'ofloxacine et la ciprofloxacine. Elles sont bactéricides et sont 100fois plus actives

que celles de la 1ére génération (14).
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1. Cadre de l'étude

Cette étude a été menée sur une période de 3 mois de Février a Avril 2018 au laboratoire
de microbiologie de l'université de Tébessa. Durant cette période, un total de 25 souches
d’entérobactéries ont été isolées a partir du collecteur final des eaux usées hospitalieres de
I'hopital Khaldi Abd Laziz. Un hopital situé¢ au centre-ville de la wilaya de Tébessa, d’une
capacité de 120 lits.

Cet hopital est réservé exclusivement aux maladies maternelles et infantiles et a la
pédiatrie, et regroupe 06 différents services (Gynécologie, Grossesse a haute risque, Pédiatrie,

Néonatologie, Poste opératoire).

2. Matériel

Le matériel utilisé dans cette étude sera cité au cours des techniques réalisées.
3. Les échantillons

3.1.Prélevement

Cette étude est basée sur des prélevements des eaux usées hospitalieres de 1'hopital de
Khaldi Abd Lazize de la willaya de Tébessa. Des échantillons d'eaux usées de 100 ml ont été
recueillis une a deux fois par semaine, entre 12h et 15h, aupres du collecteur final des effluents
de I'hopital durant une période de 3 mois de février a Avril 2018. Le nombre et les dates des
prélévements sont mentionnés dans le tableau suivant (Tableau 7).

Tableau 7: Le nombre et les dates des prélévements.

N° de prélévement La date
01 18 Février 2018
02 25 Février 2018
03 03Mars 2018
04 04 Mars 2018
05 12 Mars 2018
06 17 Mars 2018
07 19 Mars 2018
08 09 Avril 2018
09 14 Avril 2018
10 15 Avril 2018
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3.2.Préparation des échantillons

Les échantillons d’eaux usées hospitalicres de 100 ml ont été filtrés sur compresse stérile
de 17 fils par cm® pour éliminer les déchets solides et homogénéisés. Ensuite, des dilutions
décimales de (107, 107, 107, 10™*) a partir de 1’échantillon mére ont été préparées dans l'eau

physiologique stérile.

Figure 6: les étapes de filtration du prélevement et la préparation des dilutions

décimales.

4. Isolement des bactéries multirésistantes

Les différentes dilutions des prélévements des eaux usées hospitaliecres ont été
ensemencées sur une boite du milieu de culture sélectif solide Mac Conkey (Annexel) comme
témoin négatif (sans antibiotique) et d’autres boite qui contiennent le milieu Mac Conkey

additionné de différents types d’ antibiotiques en poudre ;en solution injectable utilisé par voie
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intraveineuse de deux concentrations : les § lactamine a large spectre Cefotaxime (2 mg/l), les
carbapénemes: Ertapenéme (1mg/l) et Imipenéme (8 mg/l), et les polymixines: Colistine (2
mg/l) en fonction du profil de résistance recherché : les bétalactamases a spectre étendu (BLSE),
les carbapénémases et la résistance a la colistine.
4.1. Préparation du milieu d'isolement

Nous avons utilisé une balance (mg) pour peser des quantités trés précise des
antibiotiques; céfotaxime, ertapéneéme, imipenéme, et colistine, (0,6 mg, 0,15mg), (0,3mg,
0,07mg), (1,35mg, 0,9mg), (0,45mg, 0,15mg) respectivement pour avoir deux concentrations
minimales inhibitrices de chaque antibiotiques. Ensuite nous avons mélangé la poudre de chaque
antibiotique dans le milieu Mac Conkey stérile en surfusion dans un agitateur pour bien
homogénéiser le milieu de culture

Tableau 8: les concentrations des antibiotiques dans le milieu Macconkey selon le

profil de résistance recherché.

Antibiotiques en
Profil de résistance poudre vois Concentration dans le milieu Macconkey
intraveineuse (mg/ 1)
B lactamine a large
spectre Céfotaxime 2 1
Ertapeneme 1 0,5
Carbapenéme Imipeneme 8 6
Polimixyne Colistine 2 1

Figure 07: la préparation du milieu Macconkey sélectif pour l'isolement.
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4.2. Ensemencement

Nous avons coulé les différents milieux sélectifs de chaque antibiotique (plus une boite
témoin négatif qui contient le milieu Mac Conkey sans antibiotique) dans des boites pour les
dilutions décimales (10°, 107, 107, 10>, 10™) de chaque prélévement d’eaux usées hospitaliéres.
Ensuite a 1'aide d'une seringue stérile nous avons posé une goutte de 1’échantillon et ses dilutions

décimales sur les boites des milieux sélectifs.

L'encensement a ¢té fait a l'aide d’une anse de platine stérile par des stries. L’incubation

des boites a été réalisée pendant 24 heures a 37°C.

Figure 8: I'ensemencement de différentes dilutions de I’échantillon sur milieu

Macconkey sélectif
Apres l'incubation nous avons repiquées les souches qui ont poussé sur le milieu de culture

sélectif (culture positive), puis nous les avons conservées dans des tubes de gélose nutritive

inclinée pour faire l'identification et 1'antibiogramme.
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5. Identification des isolats

5.1. Coloration de Gram
e Technique

Utiliser une lame propre et inonder le frottis bactérien avec la solution de violet de gentiane,
laisser agir 1 min, rincer doucement la lame inclinée avec 1’eau pendant quelques secondes, puis
ajouter a la lame la solution de lugol, laisser agir durant 1 min, rincer doucement la lame inclinée
avec I’eau pendant quelques secondes. Faire couler doucement I’éthanol sur la lame inclinée
pendant 30 sec a 1 min jusqu’a cessation de 1’émission de couleur violette. Rincer pour éliminer
I’alcool. Recouvrir la lame avec la fuchsine pendant 1 a 20 sec, et rincer la avec I’eau. Sécher la
lame avec papier buvard. Finalement mettre des gouttes de I’huile a émersion et observer par

microscope.

e Lecture

V' Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet

v' Les bactéries a Gram négatif comme les entérobactéries, apparaissent sous forme de
bacilles roses.

5.2.1dentification biochimique par API20E

L’identification a été faite par la galerie rapide API systeme (Analytical profil index). API
20E est un systeme pour l'identification des entérobactéries et autres bacilles a Gram négatifs
non fastidieux, utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés, ainsi qu'une base de
données. Ces galeries API 20E sont fournies par I'IPP (Institut Pasteur de Paris), il s'agit de
galerie qui se présente sous forme de produits desséchés que 1'on réhydrate par inoculation de la
suspension du germe a tester (25).

e Technique

On réunit fond et couvercle d'une boite d'incubation avec la répartition environ Sml d'eau
distillé dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide, sans oublié d'inscrire la référence de
la souche sur la languette latérale de la boite.

En effet, on retire la galerie de son emballage individuel et on la dépose dans la boite
d'incubation, puis on prépare l'inoculum bactérien: une colonie dans Sml d'eau physiologique.
Pour inoculer la galerie, il faut remplir a l'aide d'une pipette Pasteur les tubes et les cupules des
tests CIT (citrate utilisation), VP (production d'acétone, réaction Voges Proskauer) et GEL
(gélatinasse) avec la suspension bactérienne, et pour les autres tests; on va remplir uniquement

les tubes (et non les cupules) avec la création d'une anaérobiose dans les tests: ADH (arginine
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dihydrolase), LDS (lysine décarboxylase), ODC (ornithine décarboxylase), URE (Uréase) et H2S
en remplissant leur cupule par 1'huile de vaseline stérile.

Enfin, on incube a 37 C° £ 1C° pendant 18-24 heures.

3| Idrdrdd Ao

Figure 09: I'identification des isolats par le systéme API 20E.

e Lecture

Apres l'incubation, lisez la bande en se référant a la table d'interprétation comprenant
toutes les réactions spontanées sur la fiche, si la réaction du glucose est positive ou que trois tests
ou plus sont positifs, révéler les résultats nécessitant 1'ajout de réactifs : VP, TDA (tryptophane
désaminase), IND (production d'indole).Ajoutez les réactifs requis et enregistrez les résultats sur
la fiche de rapport.

La lecture des galeries API 20E se fait selon les indications du fournisseur. Apres
codification des réactions en un profil numérique (Annexe 3), on se référe a un catalogue
analytique comparez les résultats enregistrés sur la fiche de rapport avec ceux donnés dans le

tableau (Annexe 2) (25).

5.3.Test de sensibilité aux antibiotiques par antibiogramme

Un antibiogramme de 11 antibiotiques spécifiques pour I’étude des entérobactéries a été
réalisé par la méthode de diffusion en gélose (méthode des disques), selon le communiqué du
comité de l'antibiogramme de la société francaise de microbiologie (CA-SFM. 2015), qui repose
sur la connaissance du phénotype caractéristique de l'espeéce et de différents phénotypes de
résistance acquis. Ces dernicres sont définies non seulement par des caracteres de résistance en
termes de catégories clinique ("I" ou "R"), mais aussi en termes de diminution significative de

sensibilité et par des images typiques (Synergie) (25).(Tableau 09)
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e Technique:

Préparation une suspension bactérienne, dans 'eau physiologique (0,9 % NaCl) a été bien
homogénéisée; puis ensemencée par écouvillonnage sur des boites de Pétri gélosées en Mueller-

Hinton, et laisser une période du temps.

v Application des disques d'ATB:

Les disques d’antibiotiques correspondant ont été appliqués a 1’aide d’une pince en

appuyant légerement ; puis incubés pendant 18-24h a 37°C + 1°C.

Figure 10: les étapes de I'antibiogramme.

e Lecture:

La lecture a été faite par la mesurer avec précision les différents diametres des zones
d'inhibition, en comparaison ces résultats aux valeurs critiques. Les bactéries ont été classées
dans l'une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou Résistance selon les recommandations du
comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) et I'EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) publiées en 2015 (Tableau 9).
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Tableau 9 : les antibiotiques utilisés dans notre étude

Antibiotique Abréviation | Charge | Diamétre Famille
du Critique
disque

Amoxicilline AML 30 ng | 221 | <14
Amoxicilline + acide AMC 20 pg | >21 | <14 | P-lactamines
clavulanique
Céfotaxime CTX 30 ng | >26 | <23
Aztréonam ATM 30 pg | 227 | <21
Ertapénéme ETP 10 pg | >28 | <26 | Carbapénemes
Imipénéme IPM 10 pg | >24 | <17
Gentamicine CN 10 pg | >18 | <16 | Aminosides
Amikacine AK 30pg | 217 | <15
Ciprofloxacin CIp Spg | 225 | <22 Quinolones
Triméthoprime - SXT 25png | 216 | <10 Sulfamides
sulfamétoxazole
Colistine CT 10 pg | >11 | <8 Polymixines
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1. Souche bactérienne

Notre étude est basée sur 25 souches d’entérobactéries collectées durant une période de 2
mois (19/02/2017 26/04/2017), a partir du prélévement des eaux usées hospitaliers de 1’hopital
mere et enfants Dr. Khaldie Abd Laziz a Tébessa. L’isolement des souches des entérobactéries
durant cette période a été fait sur milieu MacConkey mélangé avec des quantités précises des
antibiotiques en poudre (Céfotaxime, Ertapeneme, Imipenéme, et Colistine), pour la recherche

des BLSE (BLactamase a Spectre Etendu), Carbapenémases, et la résistance  la colistine.

1.1.Aspect macroscopique des isolats
Les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux sur le milieu Mac Conkey, Le
diamétre des colonies est de 1.5 a 3 mm avec un aspect particulier selon les espéces (bombées,

lisses, rondes, brillantes...), de couleur rose, grenas et jaune (Figure 11).
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Témoimn

10-°

Figure 11: les boites contiennent I'antibiotique Imipenéme (8 mg/l) apres I'ensemencement

du prélévement d'eau usée hospitalier, avec une boite témoin.

Figure 12: Aspect macroscopique (réisolement) du la souche Klebsiella pneumoniae spp
pneumoniae isolées sur gélose MacConkey additionné Imipeneme (8 mg /l) (Référence de

la souche 14).

®



Résultats

1.2.Aspect microscopique des isolats
Apres coloration de Gram d’une souche isolée sur MacConkey 1’observation

microscopique a montré des bacilles d’une couleur rose a Gram négatif (Figure 13).

Figure 13: Observation microscopique (x100) aprés coloration de Gram d’une souche

isolée (Klebsiella pneumoniae (Référence de la souche 14).

2. Identification des souches des entérobactéries isolées
L’identification des 25 souches d’entérobactéries isolées dans notre étude a été effectuée
biochimiquement par systeéme Api 20E les résultats sont montrés dans les figures et le tableau

suivants (tableau 10).

Figure 15: le résultat biochimique par Api 20 E de I'espéce Serratia odorifera 1 (référence

de souche 20).
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Figure 16: le résultat biochimique par Api 20 E de l'espéce K.pneumoniae spp pneumoniea

(référence de souche 14).

Tableau 10: Identification et biotypage selon le profil numérique des 25 souches

d’entérobactéries isolées dans notre étude.

Référence Type des souches Profile
de souches numérique
1 Klebsiella pneumoniae spp 5015673
pneumoniae
2 Escherichia coli 1 5344672
3 Escherichia coli 1 5144572
4 Serratia odorifera 1 7347773
5 Escherichia coli 1 5144572
6 Escherichia coli 1 5344572
7 Serratia odorifera 5147771
8 Klebsiella pneumoniae spp 5215773
pneumoniae
9 Escherichia coli 1 5144572
10 Escherichia coli 1 5344572
11 Escherichia coli 1 5144572
12 Serratia odorifera 1 7147773
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2.1.Isolement et identification des souches multirésistantes.
Le tableau suivant (Tableau 11) montre les différents prélévements des eaux usées
hospitaliers et les détails des cultures positives : type de milieu sélectif, le nombre de souches

isolées et la nature de I’espece bactérienne.

Tableau 11: Isolement et identification des souches multirésistantes selon le

numéro de prélévement

Milieu Nombre des . L 2
N° de référence
prélévement ?/Iacg aney+ >0 uc’h ©s L'espéce de la
antibiotique isolées
souche
1 Céfotaxime 1 Klebsiella pneumoniae spp 1
pneumoniae
Ertapénéme 1 Escherichia coli 1 3
2 Céfotaxime 1 Escherichia coli 1 2
Ertapénéme 1 Serratia odorifera 1 4
3 Ertapénéme 1 Escherichia coli 1 5
Imipenéme 1 Serratia odorifera 1 12
4 Ertapénéme 1 Escherichia coli 1 6
Imipenéme 1 Klebsiella pneumoniae spp 13
pneumoniae
Colistine 1 Escherichia coli 1 19
5 Ertapénéme 1 Serratia odorifera 1 7
Imipenéme 1 Klebsiella pneumoniae spp 14
pneumoniae
Colistine 1 Serratia odorifera 1 20
6 Ertapénéme 1 Klebsiella pneumoniae spp 8
pneumoniae
Imipenéme 1 Kluyvera spp 15
Colistine 1 Escherichia coli 1 21
7 Ertapéneéme 1 Escherichia coli 1 9
Imipenéme 1 Escherichia coli 1 16
Colistine 1 Kluyvera spp 22
8 Imipenéme 1 Escherichia coli 1 10
Colistine 1 Escherichia coli 1 23
9 Ertapénéme 1 Escherichia coli 1 11
Imipenéme 1 Kluyvera spp 17
Colistine 1 Serratia odorifera 1 24
10 Imipenéme 1 Escherichia coli 1 18
Colistine 1 Escherichia coli 1 25

Au total 25 souches d'entérobactéries ont été isolées dans cette étude, 9 souches ont été
isolées a partir du milieu additionné d'ertapéneme (36%), 7 souches a partir du milieu

additionné d'imipenéme (28%), et 7 souches a partir du milieu additionné de colistine (28%), et
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seulement 2 souches a partir du milieu additionné de céfotaxime (8%) parce que ce type de
milieu a été utilisé seulement pour les deux premiers prélévements, ensuite nous avons privilégié
les milieux additionnés de carbapenemes parce que les souches qui résistent aux carbapenemes

résistent souvent aux céphalosporine de troisieme génération (8).

2.2.Distribution des entérobactéries selon les especes
Parmi le totale des souches isolées l'espace Escherichia coli I représente la fréquence le
plus élevée (52%) avec un nombre 13 souches de la totalité 25 souches, puis La fréquence de
'espece de Serratia odorifera 1 (20%) avec un nombre 5 souches isolées, et 'espece Klebsiella

pneumoniae spp pneumoniae (16%) (Figure 17).

Kluyvera spp

3) A:
1 2% ;A'.L,/“/.‘{_,‘é |

Klebsiella
pneumoniae
spp
pneumoniae
“

16%

Figure 17: Distribution des entérobactéries selon les espéces.
2.3. Biotypage
2.3.1. Biotypage des souches d’E. coli 1 selon les profils numériques en API 20 E

B Nombr
7 3

O R N W b U1 O
)

. T T 7 Profil numérique
5144572 5344572 5344573 5344672

Figure 18: Fréquence des profils numériques en API 20E des souches d’E. coli 1.
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Les deux profils numériques les plus abandons sont 5144572 (7 souches) et 5344572 (4
souches).

2.3.2. Biotypage des souches de Serratia odorifera 1 selon les profils numériques en

API20E

Nombre
3 =

2.5 1

2 -

1.5

1 -

0.5 -

0 . T ™ Profil numérique
7347773 5147773 7147773

Figure 19: Fréquence des profils numériques en API 20E des souches de Serratia odorifera 1.

Le profil numérique le plus abandon est 7347773 (3 souches), suivis par les fréquences

5147773 et 7147773 (une souche).

2.3.3. Biotypage des souches de K. pneumoniae spp pneumoniae selon les profils

numériques en API20E

nom/bre/
2 -

1.5 A
1 .

0.5 -
0 ' ' 'Profil numérique

5215773 5015673 5235773

Figure 20: Fréquence des profils numériques en API 20E des souches de K. pneumoniae spp

pneumoniae
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Le profil numérique le plus abandon est 5215773 (2 souches), suivis par les fréquences

5015673 et 5235773 (une souche) (Figure 17).

3. Résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques des souches
d’entérobactéries isolées

3.1. Sensibilité des entérobactéries isolées aux antibiotiques
Les résultats de la sensibilité des de 25 souches isolées dans cette étude aux 11

antibiotiques testés selon les diametres critiques de chaque antibiotique (figure 21).

Pourcentage
100

80 A

60 -

H %R
20 ~

T T T T T T T T T T 1

AML AMC CTX ATM ETP IPM CN AK CIP SXT CT Antibiotique testé

Figure 21 : Sensibilité aux antibiotiques des 25 souches isolées vis-a-vis les antibiotiques
testés.
R : résistant, S : sensible.

Apres I’étude de profil de résistance aux antibiotiques de 25 souches des entérobactéries,
nous avons noté une résistance vis-a-vis tous des béta-lactamines : Amoxicilline, Amoxicilline
associé a I’acide clavulanique, Céfotaxime, Aztréonam (100%).

Concernant La résistance aux carbapénémes nous avons remarqué que toutes les souches
¢taient résistantes a I’ertapéneme (100%) et (84%) a I’imipéneme.

Par ailleurs, une résistance remarquable pour les aminosides (Gentamicine 68% et
I’Amikacine 72%), et une résistance pour les fluoroquinolones de 68%, et de 92% pour les

Sulfamides et la colistine (Polymixines) (Figure 22), (Figure 23), (Figure 24).
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Figure 24 : ’antibiogramme de la souche Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae

(référence de la souche 14).
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3.2.Sensibilité d’E. coli 1 aux antibiotiques testés

Pourcentage

100

80

60

m%S 40

m%R L,

A S S s

T T T T T T T T T T

AML AMC CTX ATM ETP IPM CN AK CIP SXT
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Figure 25 : Sensibilité des souches d’E. coli 1 aux antibiotiques testés.

R : résistant, S : sensible.

Les souches d’E. coli

ont montré une résistance complete vis-a-vis 1’amoxicilline,

I'Amoxicilline + acide clavulanique, et aux Céfotaxime, Aztréonam, et Ertapéneme (100%).

Nous avons noté également une résistance totale pour les sulfamides (100%) 65% de résistance

pour les aminosides, 69% de résistance aux quinolones et une résistance élevée de 84,61% pour

la colistine.

3.3.Sensibilité de Serratia odorifera 1 aux antibiotiques testés
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Figure 26: Sensibilité des souches de Serratia odorifera 1 aux antibiotiques testés.

R : résistant, S : sensible.
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Les souches de Serratia odorifera isolées étaient a 100% résistantes a 1'Amoxicilline,
Amoxicilline + acide clavulanique, Céfotaxime, Aztréonam, et Ertapénéme. 80% des souches
d¢taient résistantes a I'Tmipenéme.Ces souches ont enregistré également une résistance tres élevée

aux aminosides (60%), aux quinolones et aux sulfamides (80%) .

3.4. Sensibilité de Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae aux antibiotiques testés

Poucentage
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Figure 27 : Sensibilité des souches de Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae aux antibiotiques
testés, R : résistant, S : sensible.

La totalité des souches de Klebsiella pneumoniae isolées étaient résistantes a I'Amoxicilline,
Amoxicilline + acide clavulanique, Céfotaxime, Aztréonam, et Ertapénéme, et aussi a
I’Imipenéme. Ces souches ont enregistré également une résistance trés élevée aux aminosides

(75%) et aux sulfamides (80%), aussi aux quinolones (75%), avec une résistance totale pour la
colistine (100%).
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Discussion

Les eaux usées des hopitaux sont dangereuses pour la santé et I'environnement car elles
contiennent probablement de nombreux types de polluants tels que des déchets radioactifs,
chimiques et pharmaceutiques et des micro-organismes pathogenes. Le rejet d'eaux usées
hospitalier dans I'environnement peut €tre un facteur important de la prolifération des pathogénes

tels que la famille des Enterobacteriaceae dans l'environnement (69).

Des niveaux élevés d'antibiotiques sont généralement rejetés dans les déchets hospitaliers,
suffisamment pour inhiber les bactéries sensibles et fournir un avantage sélectif aux bactéries

résistantes, et la diffusion des bactéries multirésistantes aux antibiotiques (69), (49), (42).

A la région de Tébessa, il n’existe pas de données sur les entérobactéries multirésistantes
d'origine effluente hospitaliere. Les objectifs de cette étude consistaient a évaluer la résistance
aux antibiotiques des souches d’Enterobacteriaceae isolées des effluents hospitaliers de
I’hopital de la ville de Tébessa, de mettre en évidence la prévalence des souches productrices de
BLSE, de Carbapenémases et la résistantes a la colistine. Enfin, de comparer le niveau de
résistance de ces souches avec d’autres cliniques isolée dans le méme hopital.

Notre étude a porté sur 25 souches d’Enterobacteriaceae collectées durant une période de
3 mois de Février a Avril 2018, a partir de prélevements des eaux usées de I’hopital Mére et
Enfants Dr. Khaldi Abd Laziz a Tébessa.

Durant la période d’étude 10 prélevements ont été analysés, on a isolé 25 souches des
entérobactéries sur milieu Mac Conkey additionné de différents antibiotiques (Céfotaxime,
Ertapénéme, Imipeneme, Colistine) en poudre en solution injectable utilisé par voie
intraveineuse, pour la recherche des § lactamine a large spectre (BLSE), des Carbapenémases et
la résistance a la colistine respectivement.

Dans notre étude nous avons trouvé que les souches isolées ont poussé sur milieu
additionné d’Ertapéneme d’un nombre 9 souches (36%) puis sur le milieu qui contenait de
Imipenéme de 7 souches (28%), et celui qui contenait de la Colistine de 7 souches aussi (28%).
Ces résultats indiquent que les souches isolées des eaux usées hospitalieres produisaient en
grande partie des carbapénémases, ceci peut étre due a 1’utilisation massive des carabapénémes a
I’hopital parce que ils sont de plus en plus utilisés dans le monde entier car c'est souvent le
médicament de dernier recours pour traiter les infections graves causées par les entérobactéries

productrices de BLSE (52), (44).

Dans notre étude lespece Escherichia coli présentait 52% de I’ensemble des

entérobactéries isolées, ce résultat est treés proche a celui trouvé en Pologne (49,3%) en 2013 par

40



Discussion

Korzeniewska et al (43). Par ailleurs, il est plus élevé de celui trouvé en France (19%) par
Hocquet et al en (38), et en cote d'ivoire (34,7%) par Guessennd. J et al en 2013 (35), mais il
reste plus bas par rapport aux études présentées, parmi Varela et al en 2015 au Portugal et
Galvin S et al en 2010 en Irlande, et Martins et al en 2016 en Afrique du sud qui ont trouvé

100% des entérobactéries isolées présentées par 1’espece Escherichia coli (26), (47), (68).

Une fréquence 20% de ’espéce Serratia odorifera a été enregistré dans notre étude cette
bactérie a ¢été déja décrite dans les effluents hospitaliers lors d’une étude réalisée a Al-
Madinah Al- Mounwwarah par Atef M.Diab et al en 2008 (5), par contre la majorité des
¢tudes ont rapporté 1’espece Serratia marcescens comme représentant du genre comme celle au
Poland de fréquence (1,3%) (43). Ce résultat semble logique parce que le genre Serratia est
connue par sa haute résistance au stress environnemental, particulicrement aux agents

antiseptiques qu’on trouve dans les eaux usées hospitalieres (58), (57).

Concernant 1’espeéce Klebsiella pneumoniae, elle constituait 16% de 1’ensemble des
entérobactéries isolées dans notre étude. Cette fréquence est proche de celle rapportée au Brésil
(26%) en 2008 a partir des effluents hospitaliers par Prado T et al (58), plus basse par rapport au
ce qui a été trouvé en Cote d'ivoire (32,7%) ; le pourcentage le plus élevé qui été enregistré en
2013 par Guessennd. J. al a partir d'un prélevement des effluents et boues d'une station
d'épuration d'hopital de la ville d'Abidjan (35), par contre la fréquence la plus basse a été

enregistré en Pologne (8%) la méme année par Korzeniewska et al (43).

Dans la présente étude les entérobactéries isolées avaient une résistance remarquable aux
béta-lactamines : la majorité de nos souches étaient résistantes a ’amoxcilline, a I’amoxcilline +
acide clavulanique et résistance aux Céphalosporine de 3°™ génération (C3G) (Cefotaxime) et
Aztrioname (100%) Ce qui indique notre prévalence de production de bétalactamase a spectre
¢tendu (BLSE), ce résultat est tres proche a celui trouvé en Polangne (95,2) (43). Par ailleurs nos
résultats sont trés élevés a ceux rapportés en Portugal : une résistance a la céfotaxime de 22%, a
I’amoxcilline + acide clavulanique 43,5%, et pour Aztrioname 21,3% (3). Pa ailleurs, nous avons
trouvé une fréquence de 100% de résistance a l'értapeneme, et 84% de résistance au
l'imipeneme ; ce qui constitue un taux tres élevé de production de de carbpenemases.

La résistance aux sulfamides et fluoroquinolones sont respectivement 68%, et 92%, qui
sont des fréquences tres élevée par rapport a celle trouvées au Portugal 21.1% et 14,1% pour
sulfamides et fluoroquinolones respectivement a partir d'un prélevement des eaux usées

hospitaliers en 2015 (3). On a détecté également une résistance a la colistine de 92% incluant

aussi les souches de Serratia odorifera qui est naturellement résistantes a ce médicament de
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dernier recours, ce résultat confirme ce qui a été rapporté par Liu YY al en 2016 en Chine (45),
(64).

La totalit¢ des souches de Esherichia coli isolées dans notre étude ont montré une
résistance vis-a-vis de molécules suivantes : I’amoxcilline, a I’amoxcilline + acide clavulanique
et résistance aux C3G (100%) ce qui indique notre taux de production de BLSE. Ce résultat est
tres élevé par rapport au taux de résistance au C3G de 55,6% rapportée en 'Afrique du sud (47).
Notre taux de résistance aux cabapénemes (100% a l'ertapéneme et 80% a l'imipéneme) ces
résultats contredient ceux en Tunisie et en Cote d’Ivoire qui ont montré que l'ertapenéme et
I'imipeneme ne sont pas active sur les souches isolées d'E.coli isolées des éfflents hospitaliers
(35), (50). Par ailleurs, juste une résistance de 3% des souches a l'imipenéme a été enregistrée
en Inde en 2012 par Diwan V et al (23), (27).

Nos souches d'E.coli marquent une résistance remarquable aux fuloroquinolones (65% a
la ciprofloxacine ) cela est plus bas du résultat trouvé a Alger (85%) par Anssour et al en 2016,
et proche de celui rapporté en chine (69%) en Iran (63,8%) en en France (67%) ( 4), (5), (62),
(38), et plus élevé de celui trouvé au cote d'ivoire ( 29,4%) (35).

Dans la présente étude, nous avons remarqué une résistance alarmante a la colistine
(84,61%). Cette résistance est tres inquiétante car elle touche 1’antibiotique de dernier choix pour
le traitement des infections causées par E. coli. Cela est peut-étre dii a I’expression du nouveau
gene mcr-1, ce dernier a été déja détecté lors d'une étude de dépistage de la présence
d'entérobactéries résistantes a la colistine dans les eaux usées hospitalieres en Chine en 2016
(45).

Concernant les souches de Serratia odorifera, elles ont exprimé un taux de 100% de
production de BLSE et de carbapénemases (100% de résistance a I’ertapéneme), et de résistance
65% a I'imipénéme ; un résultat plus bas par rapport aux souches isolées a Al-Madinah Al-
Mounwwarah ou toutes les souches (100%) étaient résistantes a l'imipeneme (5). Ces souches
ont exprimé également une résistance élevée aux autres familles d’antibiotiques (60% aux
aminosides, 65% aux quinolones 65% 100 aux sulfamides) .

La totalité des souches de Klebsiella pneumoniae (100%) a exprimé produisait BLSE et
des carbapénemases ; une fréquence est tres élevée par rapport a celle trouvé en Brésil en 2017
(27,3% pour la résistance aux C3G et 5,4% pour la résistance au carbapénémes) (22, (49). Nos
souches isolées de K.pneumoniae ont marqué une résistance de 100% pour la colistine ; ce
résultat confirme celui trouvé en chine en 2017 ou cette résistance était due a la présence du
gene mcer-1 (24).

Notre étude portée sur les souches d’entérobactéries isolées des eaux usées hospitalieres de

I’hopital mere et enfants Dr. Khaldie Abd Laziz a Tébessa a enregistrée une résistances plus
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importante a I’ensemble des antimicrobiens par rapport a une étude antérieur réalisée en 2017
par Salem W et al ,mais qui portait sur les souches d’entérobactéries isolée a partir de
prélevements bactériologiques a visée diagnostique recus au laboratoire de bactériologie du
méme hopital, spécifiquement le taux de résistance aux carbapénémes de 100% enregistré dans
notre étude  qui contredit ce qui a été trouvé chez les souches cliniques ou toutes les souches
¢taient sensibles a ces médicaments (63). Par ailleurs, dans notre étude nous avons trouvé une
co-résistance des souches d’entérobactéries productrices de BLSE avec les aminosides et les
quinolones d’une fréquence de 65%, et 90% de co-résistance aux sulfamides. Ces fréquences
sont tres €levés par rapport a ce qui a été trouvé chez les souches cliniques (un taux de 30%
avec les aminosides, 25% avec les quinolones et seulement 10% avec les sulfamides) (63). Ces
phénotypes multirésistants limitent davantage les options thérapeutiques des infections causées
par ces bactéries.

La majorité des souches cliniques d’entérobactéries multirésistantes isolées dans la
présente étude ont été diagnostiquées dans les urines (68.88%) qui sont inévitablement jetés
dans les toilettes et dans le réseau d'eaux usées, ce confirme le taux élevé d'entérobactéries
multirésistantes isolées des eaux usées hospitalieres du méme hopital dans notre étude (63).

Nos résultat montrent que des mutations chez les souches d'entérobactéries sensibles qui
deviennent résistantes dans le milieu liquide d'eau usées hospitalieres car c’est environnement
riche en nutriments et qui favorise des conditions optimales pour le transfert horizontal de genes,
ce qui implique fréquemment le passage de plasmides et de transposons codant pour la résistance

aux antibiotiques (70), (36), (34), (12).

En définitif, les eaux usées hospitalieres sont dangereuses pour la santé, car elles
véhiculent des micro-organismes pathogeénes dans I’environnement et constituent est un habitat
potentiel des geénes de résistance présents sur les éléments génétiques mobiles des bactéries qui

sont facilement transférés a d'autres bactéries a proximité.






Conclusion

Conclusion

Les résultats de cette étude réveélent d’abord une certaine diversité pour les especes
d’entérobactéries identifiées, 1'analyse bactériologique de 10 prélevements d'effluent hospitaliers
a permis d'isoler 25 souches d’entérobactéries. L’identification de ces souches bactériennes a
montré la prédominance de 1’espece Esherichia coli suivie par Serratia odorifera, K.
pneumoniae et Klyuvera spp; des pathogenes opportunistes qui colonisent souvent les effluents
hospitaliers qui constituent un milieu de culture riche pour la prolifération des entérobactéries.

Les tests de la sensibilité¢ aux antibiotiques ont montré un taux élevé de résistance aux
principales familles d’antibiotiques (béta-lactamines, aminosides, quinolones, Sulfamides, et
polymixine) qui était la pluparts du temps simultanée, avec une prédominance de souches
résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération, aux carbapénémes, qui peut étre due a
l'acquisition d’un plasmide portant une 3 -lactamases a spectre étendu et des Carbapénemases.

Par ailleurs, Dans notre étude nous avons remarqué une augmentation dans le taux de
résistance chez les souches isolées des eaux usées hospitalieres spécifiquement la résistance aux
carbapénémes et a la colistine qui était nulle. Chez les souches cliniques isolées a partir de

produits pathologiques au niveau du méme hopital a en 2017.

Finalement, Nos résultats ont montré la présence des entérobactéries multi-résistances dans
les effluents hospitaliers, d’ou le risque potentiel de la dissémination et du transfert des bactéries
et ses genes de résistance aux antibiotiques dans 1’environnement car ces effluents sont souvent
rejetés dans les égouts, les rivicres, les lacs et les mers sans traitement préalable.

Dans ce sens, I’installation de dispositifs de traitement adéquats et une réglementation stricte
régissant leur élimination est nécessaire, pourrait contribuer a réduire l'impact de la résistance

aux antibiotiques.
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Perspectives

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

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

e 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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Annexe 1

Annexes

& Composition chimique du milieu sélectif :

¢ Gélose de MacConkey :

Formule en g/L d'eau distillée :

Peptone de caséine..................... 17
Peptone de viande........................ 3
Sels biliaires........cccovvveveeevevinnnes 1,5
Cristal violet..........oovvieeveninens 0,001
Lactose......covueereeeieeiiciceeee, 10
Rouge neutre.........ccceeennenee. 0,03
NaCl..oiiiiiiieeceee 5
Agar... ... 13,5
pH=7,1

¢ Gélose de VRBL:

Formule en g/L d'eau distillée :

Peptone............coooiii 7
Extraitde levure.................. .. 3
Lactose....ooeveeeeeeiian. .. .10

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

M¢élange sel biliaire............... 1,5
Cristal violet.................... 0,002
Rouge neutre..................... 0,03
Agar-agar............oeiiiiiiinnn.. 15
PH. .o 7,4
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Annexes

Annexe 2

5144572 | 5344572 | 5344573 | 5344672 | 5215773 | 5015673 | 5235773 | 7347773 | 5147773 | 7147773 | 7144573 | 7344573
ONPG + + + + + + + + + + + +
ADH - - - - - - - + + + + +
LDC + + + + + + + + + + + +
0DC + + + + - - - + + + + +
CIT - + + + + + + + - - - +
H25 - - - - - - - - - - - -
UREE - - - - + + + = = = = =
TDA - - - - - - + - - - - -
IND + + + + - - - + + + + +
VP - - - - + + + + + + - -
GEL - - - - - - = + + + = =
GLU + + + + + + + + + + + +
MAN + + + + + + + + + + + +
INO - - - - + - + + + + - -
SO0R + + + + + + + + + + + +
RHA + + + = + + + + + + + +
SAC + + + + + + + + + + + +
MEL + + + + + + + + + + + +
AMY - - - - + + + + + + + +
ARA + + + + + + + + + + + +
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