-L-:—u:l l_,l‘.-.—.ull r-g_,\i'_s:..l ISHE ﬁ__.l
E,EET.' eS|y | X PV R R Y

Fipnldigue Asdrfenne Dinaseratgns 21 Fanilalye

Klinfslere de I Toveipuenienl Sujérienrs & dz la Racherchs Svismifine

SITE
FaCULTDDIY SCIHENCTS §T DE L' IVGENTERIE

DIPARTEMENT DY B101L0GIE
_\_‘.__I;'-.__‘ ey e III
(g — n —||_I ¢ !
« 2 v B

f ol -l

p _pl

-_---- .

i T N

hemoire de Naster

Tiomaine ; Seiences de la Namre eof de la Vie
Spéciallis @ Blelogie Malfealaive of Celhilafrs
Dhion: Bisingle Mulacmlaire idex Procayoras

Théme : Etude de impact des rejets hospitaliers sur la
imcroflare lotigoe {vas de POoed-Zanati),

Presonle pais

AYACHL MART A

CIlELLIA AMEL
MESBAH NAIMA
Nl re dde oo
Praidens : ROUISNE AL Ty Noiverit e Fmaima
Exmminun e ; MERZOUL 4, REAT Tiiyersit® f= Smalin

Enpgdranye | IMFEFLARMDI L P Naiverdi & o Gudlions

RIS L 1, o b lnlresied de Caelenn

WwWww scantondf eu

i\
.""
m

i

na‘ipdolueds: mmm


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

-

L]

Lewange & Dies gas cons & dowd € aeld, be camsape foors. scozsotion foabos foa
Afienilen dunad veffe dinde aintd gue ¢ andingnee foun Brved T o5 Srod,
s nerueneisvsente sort & Pens azese Gitd Gil eantullind 4 ia 1oatiife Ao e fonsadd.,

air pemficnticr 4 .
o evcarhrants W ROURTIDT WOUSSH rfeacean. s dsiartoned de

H@E&?ﬂ g & galuersdté de f/zze’i;.'zé ol WD, SOULLASLE 9D Aol oo

Kotages, do mous @asis widé praw fense jud dedearn eandedls dunant (olatmating e oo

wdinsa, o Ve d & nemeraios dves Sinebrite oz Ludals of le doation ga'ds

s Gut ELtontE gonk puide oo Pl of moud anl sertout aidd, delmind Lezetioed
Torled ted dlages de wodioatian drn rhaie,

Tess ,.L‘-‘s::‘-r.'!&:ﬁ" 7 A S Teaetodimenlo Ann miciiied, d g {g iméaddent TE
ROUTE] BEDELBARLIH o & ovantoatins ThSD TEDUG <ED
EL DA &' Gaaly @sceptd de Fhper ot Sl 'l dvec oy grated plaiai gue
el Wepres wod NesREgHed & Suggeiliond dase wm tad & undisustisg deidente.
Vs 1o Jors oo wos cotbipoees of @it o £m fumains Srorraiiva de
Fator «ECOT-2NG 5 o eorn gt wogn ont addy.
gfﬁ( st Yoy & @;vf."::dw@ Gt Seelmndlaidness oF et Fg‘ﬁi‘dﬁdﬂ graididec 4
Toute ety quid e red an de foin ont cantridad & ba néalication &y we Frdagal
frimdbaivesat Bl e DIDETT FOUTIA tndmatvize g Apanbormet de
dristiagia. * Voms cnd Gpsid ef seno gote pad o Treemnigd, wowd ol ofSels of

sralena odet 100 wornnds deffdedize,

WWW scantondf eu

na‘jpdolueas: mmm


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

SOMMIAIRE

o

e

INTRODUCTION......cceermeanerecsnncnnons PR PSS TR SRS S bk s s 1

CHAPITRE I : LA POLLUTION DE L’EAU PAR LES REJETS HOSPITALIERS

C—
(Y

L1. Définition de 1a pollution. .. ......ocooviuiivie ot iie i e
I[I. LES PRINCIPALES SOURCES DE POLLUTION D’EBAU ......ooooiioisces e,

=

I1.1. Les effluents liquides hospitaliers ................coveeiimius o e s e e,
{‘ IL1.1. L origine des effluents hospitaliers ... ... .............cocooesnriieiie e,
A. Rejets de nature dOmestiqUES ... ... .......c.oi ittt it e e e e e e

T B. Les rejets de nature spécifique a I'hépital ...................oooovivee ..

IL2. Leseffluents urbaines ... .......c.. oo ovoir s oo s e e

=R Y Y N N A Y

]|'“ IL.3. Les effluents de nature industrielle ... ... ... ...ttt e s,
[I. LES RISQUES PRESENTES PAR LES DIFFERENTES SOURCES DE POLLUTION
: HIL1. Le risque infeCtieuX ... ....oovieiinis oot vir e i ces eee e e veiies e eeneee v eeneene 11

=)
je

.‘ L2, Le fisque toXIQUe. .. ... oo oie it it it e i e e e e ee e e e e 11
: IL3. Le risque radio-actif ... ... e 10
T - IV. TRATTEMENT DES EFFLUENTS HOSPITALIERS .......ccoooviiirisioneennn . 11

CHAPITRE Il : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

[ DEFINITION D’ANTIBIOTIQUE. .. .....oouuiuiis it canire e e s v eee e, 13
| L1. Définition de Iantibiogramime. ..................cocoovie et iie e ci i e, 14
II. LA RESISTANCE ET LA SENSIBILITE DES BACTERIES AUX
[ _ ANTIBIOTIQUES ... oo oo oo oo e e 14
' ILT. Lasensibilité. .. ....c.ooooiimiiirii st e o e e s e evine e 14
IL2. LaT€SIStANCE. .. ..cvvevriiitiin it s ot et e s e et e e e an e e e e eee tee e ee e see e, 14
ILLES MECANISMES DE RESISTANCE DES BACTERIES AUX
IL1. Les mécanismes biochimiques. ..,....c.coooeeiiioiieiaiiis oo, 17
A 1imperméabilité... ... ..o i e e 17
B. [I'inactivation de I"antiblotique... ... ..........ooouirieiineoeen e erinereie e, 18

17

C. Taltération de la cible cellulaire de I’antibiotique.................ocooeveviereeunes o .19
D. Le reflux actif (efflux) de I"antibiotique ..............occoooeiviiviiie e i rairsres. 20


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

SOMMAIRE

E. Augmentation de la synthése du métabolite cible ....................occoviiiiiiieeinannn. 20

II.2. Les mécaniSmes ZENStIQUES ... ..o.ovuterirniirirnaanean s iensasnnnnn e esceeeeeeeeananenes 21

-

A.  Larésistance ChromOSOMIQUE ... v..veeieivniiinrinn veseeeeeneiereee sen v ieeceeiieeeneannee 21
B. Larésistance extra ChrOmMOSOMIGUE. .. ....covvuiviiis v iaeciies et it aee i oeecensevininnnn 22
II1.3. Les principales caractéristiques de la résistance bactérienne aux antibiotiques .............. 24

1II.4. Les facteurs favorisants I’apparition de résistance aux antibiotiques chez les bactéries.... 24

= =B

IL5. Les conséquences de la résistance aux antibiotiques. .. ............ccoovvvvieiiine s 25
IV. VAINCRE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES.........ooveeee oo 25
V. LA RECHERCHE SUR LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES............ccoceveveenn. 26

s —
! L

CHAPITR III : MATERIEL ET METHODES

" L. DESCRIPTION DU SITE........c.o.iiiivitietoeee oo oot onnns 27
) I.1. Apergu sur la zone d’étude (Oued-Zénati)...............ccooreeee oo ieeisicverie e aveienaennaen 27
‘ L1, Lapopulation......cvuur s ireues e ieese s s oo e e e e e e eae e, 29
L2, Lesite d AR, .. oouin it iir re it et ceraes vis e et e e e e et et ereee e 29
»“ - II Matériel et mEthodes. ... .. .oviii ittt iee e s vt e et s e e, 32
IL.1. Matériel experimental... ... ... .. ..ottt ities s vt aee ces s e aeeerevenvasasierenenennnn 32
I1.2. Points de prélevements... ... ..o v i e e et et ai i e vsss oo s rrein s 33

[ IL3. Echantillonnage. .. ... ... ..ocouiiimmiiiiie it it ieiiee e aeie e et i e et et ineeee e s 33
) II.4. Les analyses bactériologiques effectiubes. .. .....c......vveveecoivriieeee it ineeeaee e serane e 35

l IL.4.1. Recherche bactériologique. .. ...........ovvuvveve it iieiee e ees e eee e 35
A. Tsolement des bactérics (Méthode d’ensemencenient sur gélose)..................oovvveee. 35

[ B. Etude culturale.............ovivi i it iiairitin e e s e e ee v e e ene e ieeeeeee 3T
~C. Examen miCroSCOPIQUE. .. . ... uuuuusiiinensnirie i aes s ioien e conean e e aesessireeeennns 37

{ + C.1. Coloration de GTaml. .. ... ... .....oiiiiin cieeiiiseeeaet i sen s ke aeians o §5 Prin « oo s e 37
D. Identification biochimigue. .. ... ...oovui it it s i i e cvinin s eias aeesia e annsiinne, 40

D.1. Réalisation dune galerie biochimique classique..............cooooivirnierircineennn, 40
) D.2. Les testes cOMPIEMENtAIreS. .. ....c..o..oouivnieeeeseee et et ctie e eeeieennane, A6
D.3. Inoculation de la galeris API20E.......... e e e s e 48
E. Antibiogramme. ... ... ...coiiiiiiiaiae it e e e ees s et eeaeee S

CHAPITR IV : RESULTATS ET DISCUSSION

.. RESULTATS ET DISCUSSION .. ..ottt et e et e e e oo e et e e e e e oe e oot 53
L1. Résultats de I’enSemenceIemlt. .. ... ...ve o ee e st e e e e e e oo e e, 53

L2. Observation mMacroSCOPIQUS. .. ... ... .evrcarrnrrsannrae e re e ee s veeeeennceeeaevesnannanneenn 54


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

|

»- 1.3, Examen microscopique apres coloration de Gram............ . .occoovvevniviiinnnneiins s 55

L3.1, Résultats de la galerie biochimique classique et de la galene API20E.......... SO 56
[.3.2. Résultat de I’antibiogramime. .. .............cccvsiiniiriiciancre i aieie i e e eeeianeen. 98

CONCLUSION...cutersasessacarecasacessnsnnscasssase R — svwa o rpusesn ROV ]
REFERENCES BIBLIOGRAFIQUES

RESUME


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

=

LISTE D’ABRIVIATIONS

LISTE DES ABREVIATIONS

A.P.C : Assemblée Populaire Communale.

ADN : Acide désoxyribonucléique.
AMX : Amoxillin.

AN : Amikacin.

ARA : Arabinose.

ARN : Acide ribonucléique.
ATB : Antibiotique,

AX : Amoxicilline.

BMR : Bactérie multi résistante.
C : Chloramphénicol.

C : Dose maximale d'antibiotique.
¢ : Dose minimale d'antibiotique.
CIP : Ciprofloxacin.

CIT : Citrate de Simmons.

CMI : Concentration Minimale Tnhibitrice.

CN : Cefalexin.

DA : Clindamycin.

L. coli : Escherichia coli.

F : Nitrofurantoin.

GEL : Gélatinase.

GLU : Glucose.

GN : Gélose Nutritive.

H2S : Thiosulfate de sodium.
IND : Indole.

LDC: Lysine décarboxylase.
MTR : Metronidazolf.
MAN : Mannitol.

NI : Nitroxolin.

NR : Nitrate réductase.
ODC : Ornithine décarboxylase.

OMS : Organisation mondial de la santé.

ONPG : Orthonitrophényl-béta-D-
galactopyranoside.

OZ : Oued-Zénati.

PB : Polymixin.

PDA : Paraphényléne diamine.

PH : Potentiel hydrogene.

PLP : Les protéines de liaison a la
pénicilline.

RA : Rifamrin.

Réactif NIT 1 : Acide parasulfanilique en
milieu acétique.

Réactif NIT 2 : Alpha-naphtylamine en
milieu acétique.

RM : Rouge de méthyle.

RN : Route nationale.

SAC : Saccharose.

SOR: Sorbitol.

SSS : Sullamides.

TDA : Tryptophane Désaminase.

Tet : Gene codant pour la tétracycline.
TIC : Ticarcilline.

TSI : Triple Sugar Iron Agar.

UNESCO : Organisation des Nations
unies pour l'éducation, la science et la
culture,

VA : Vancomycin,

VP : Voges-Proskauer.

VPI : Alpha-naphtol.

VPII : Hydroxyde de potassium.

WC : Water closet (toilettes).


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

fr—
y ¥

LISTE DES FIGURES

LISTE DES FIGURES

Figure 01 : Le circuit d'¢limination des medicaments.

Figure 02 : Photo présente la résistance de Serratia marcescens.
Figure 03 : Photo présente la résistance d’E. Coli aux ATB.
Figure 04 : Schéma d’une Porine modifiée.

Figure 05 : L’emplacement d’une B- lactamine (Gram -).
Figure 06 : Schéma présente I’emplacement d’une PLP.

Figure 07 : Le mécanisme d’efflux.

Figure 08 : Situation géographique de la ville d’Oued-Zénati.
Figure 09 : Photos présentant la situation de I’Qued-Zénati.
Figure 10 : Situation géographique de 1’Cued-Zénati.

Figure 11 : Réseaux hydrographique du sous-bassin de I’Oued-Zénati.
Figure 12 : Situation géographique des sites de prélévement.
Figure 13 : Méthode d’ensemencement par des stries.

Figure 14 : La paroi des bactéries Gram-positives.

Figure 15 : La paroi des bactéries Gram-négatives.

Figure 16 : Coagulase négatif.

Figure 17 : Coagulase positif.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

LISTE DES TABLEAUX

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 01 : Evolution de la population de 1a ville d’Oued-Zénati.

Tableau 02 : Matériel expérimental utilisé.

Tableau 03 : Lecture et interprétation des résultats de test de nitrate réductase.

Tableaun 04 : Lecture d'une galerie API1 20 E.

Tableau 05 : Résultats de I’ensemencement des milieux de culture utilisés (aprés 24 heures
d’incubation).

Tableau 06 : Résultats de 1’observation macroscopique des colonies aprés une culture sur un
milieu Mac-Conkey:.

Tableau 07 : Résultats de I’observation macroscopique des colonies aprés une culture sur un
milieu de Chapman.

Tableau 08 : Résultats de ’examen microscopique aprés coloration de Gram.

Tableau 09 : Résultats de la galerie biochimique classique du mois d’avril.

Tableau 10 : Résultat de la galerie biochimique classique de mois de mai.

Tableau 11 : Résultat des tests biochimiques complémentaires.

Tableau 12 : Résultats de la galerie API 20 E.

Tableau 13 : Résultat de I’antibiogramme des principales espéces isolées de premier
prélevement (Avril).

Tableau 14 : Reésultat de Pantibiogramme des principales espdces isolées de premicr
prelévement (Aviil).

Tableau 15: Reésultat de I’antibiogramme des principales espéces isolées de dcuxi¢me

prélevement (mois de mai).


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

JOJUBIS AAVAAAA 4

_ o 3Puc

na‘jpdojueds: MMM


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

INTRODUCTION

L’eau constitue un élément indispensable pour la vie des étres vivants et surtout a celle
de I'homme, ["avoir a disposition en quantité suffisante, en qualité, contribue au maintien de
la santé (Makoutode, 1999). Il est indispensable ainsi qu'au développement économique des

nations, cependant elle peut &tre aussi une source de maladies.

Devant les besoins actuels en eau, besoins pressés par la croissance démographique, le
developpement industriel et agricole... (Rajonson ef al., 2005), de nombreux pays sont
confrontés a de graves problémes relatifs au manque de ressources en eau (Fournier, 2006)
remarqué, avec un état plus grave, aux pays arides et semi-arides. Cette problématique ne se
limite pas 4 la quantité des ressources en eau, mais porte également sur la qualité de ces
ressources qu’il faut aujourd’hui plus que jamais bien gérer. Le plus souvent nos cours d'eau
sont pollués par des déchets urbains, industriels et hospitaliers. Selon le ministére de
ressources en €au (2007) la consommation minimal d'eau domestique est estimée 4 100 litre
par habitant et par jour, alors que la valeur généralement admise pour les hopitaux varie de
400 & 1200 litres par lit et par jour, donc cette importante consommation en eau des hopitaux
donne naissance a de grands volumes de rejets liquides (Sellal, 2008). Les rejets liquides (les
effluents) des établissements de santé ont des caractéristiques particuliéres par rapport aux
effluents domestiques. Ces établissements utilisent une grande variété de produits
(antibiotiques, solvants, métaux lourds, radio-éléments... el les medicaments en général) mais
aussi des produits d’hygiéne et d’entretien, qui se retranvent dans les eanx usées. Ces eaux.
peuvent Etre chargées aussi en microorganismes (Champignons, virus, bactéries... parfois

antibio-résistants) (Marchal, 2008).

Les différents problémes résultants des rejets liquides des services de santé suscitent, chez
les scientifiques, 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. La mise en ceuvre d’essais d’écotoxicité montrent que les effluents
hospitaliers ont souvent une toxicité élevée (Leprat er al., 1998). Les résultats des tests de
mutations géniques indiquent que les effluents des services cliniques et des laboratoires
hospitaliers présentent un caractére génotoxique. Ces résultats confirment Iexistence de
substances dangereuses dans les effluents hospitaliers. Les risques liés 4 "existence de ces
substances deviennent un objet de recherche pertinent du fait du rejet d'énormes quantités

d’eau usées hospitaliéres contenant ces produits. L’effet de ces produits est 4 craindre méme a

-1-
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de trés faibles concentrations aient un impact sur la santé et lorsqu'ils sont présents en
permanence provoquent une résistance des bactéries [15]. Lorsque des bactéries sont exposées
a un antibiotique, celui-ci détruit les bactéries sensibles et épargne les bactéries résistantes,
qui peuvent alors se multiplier, coloniser le milieu et se disséminer. Les bactéries qui
survivent 4 l'exposition d'antibiotiques transmettent leurs caractéristiques de résistance 4 de
nouvelles générations de bactéries. 1l faut aussi &tre vigilant car les bactéries multi résistantes
font déja partie aussi bien des milieux hospitaliers, d'autant le nombre de molécules
antibiotiques actives s'amenuise de jour en jour (Rahal, 2008).

L’objectif de cette étude est basé sur la surveillance de l'effet des rejets hospitaliers
"surtout les antibiotiques" sur la résistance bactérienne et leur développement. Pour une
meilleure compréhension de I’évolution de la résistance des bactéries contre les antibiotiques,
nous avons fait des prélévements au niveau de différents sites de I’Oued Zénati pour identifier
des bactéries et réaliser des tests d’antibiogramme,

Dans cette optique nous avons structuré notre travail de la maniére suivante :
- Le chapitre 1 est consacré a I'étude de la pollution des eaux par les différents effluents
hospitaliers.
- Le chapitre II présente une étude bibliographique sur la résistance bactérienne aux
antibiotiquoo.
- Le chapitre III aborde le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail.
- Ft le chapitre TV résultats et discussion.

Enfin une conclusion cléturant le mémoire.
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CHAPITRE I : LA POLLUTION DE L’EAU PAR LES REJETS HOSPITALIERS

L’eau est indispensable a la vie. Elle est au cceur des préoccupations de toutes les
civilisations. Essenticlle 4 de multiples activités humaines (énergétiques, domestiques,
industrielles, agricoles... ), elle est une priorité de santé publique et un miroir de notre avenir.
Les causes majeures des menaces sur les ressources en eau et sur leur qualité ne sont-elles pas
a chercher dans les comportements humains et dans la méconnaissance d’innombrables
acteurs concernés, plus que dans 1’absence de connaissances scientifiques et de solutions
techniques 7 (Zilliox, 2000)

La question de I’eau est ’'une des principaux problémes de ’environnement, en raison
d’une part des conséquences sanitaires et économiques de sa pollution et des pressions
exercées sur les ressources du fait de I’accroissement des besoins en eau et, d’autre part de
I’insuffisance de 1"assainissement surtout dans les pays en voie de développement (Derwich et

al., 2008).

I. LA POLLUTION DES EAUX :

I.1. Définition de la pollution ;

Sous le terme général pollution sont regroupés a 1’heure actuelle, les effets nocifs qui
résultent de I"action de facteurs "altérageénes" qu’on qualifiée de polluants, quelle que soit la
nature de ceux-ci. Ces polluants sont tous des sous-produits organiques et inorganiques des
activités humaines. Cela dit, le terme polluant peut &tre défini comme une modification
défavorable du milieu naturel qui apparait en totalité ou en partie comme un sous-produit de
I"action humaine. Ces modifications peuvent affecter I’homme dircctement ou au travers des
ressources agricoles, en eau et autres produits biologiques. Ainsi le terme pollution désigne
I’ensemble des rejets de composés toxiques que 1’homme libére dans I’écosphére, mais aussi
les substances qui, sans étre vraiment dangereuses pour les organismes vivants, exercent une

influence perturbatrice sur I’environnement (Koller, 2004).

e Définition de Larousse :

La pollution est une dégradation d’un milieu naturel par des substances chimiques et des

déchets industriels.
e Définition de la pollution d’eau admise par PUNESCO :

La pollution d’eau est tout rejet direct ou indirect, de substances ou d'énergie d'origine

humaine qui a un effet nuisible sur les organismes vivants, dangereuse pour la santé humaine,


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

CHAPITRE I : LA POLLUTION DE L’EAU PAR LES REJETS HOSPITALIERS

empéche I'utilisation de I’eau, altére leur qualité ou qui réduit les possibilités d'utilisation aux

fins de loisirs [3].
o Définition de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) :

La pollution des milieux aquatiques est définie par I’OMS comme étant: toute
modification des propriétés physiques, chimiques ou biologiques, ou tout rejet de substances
liquides, gazeuses ou solides dans I’eau de fagon 4 créer une nuisance ou & rendre cette eau
dangereuse ou préjudiciable du point de vue, soit de la santé, de la sécurité et du bien étre
publique, soit de ses usages destinés a des fins domestiques, commerciales, industrielles,
agricoles, récréatives et autres, soit de la faune sauvage et aquatique (Galaf et Ghannam,
2003).

Nous pouvons alors considérer une eau comme " eau usée ou polluée " lorsque son
état et sa composition, sont modifiés par les actions anthropiques dans une mesure telle
qu'elle se préle moins facilement a toutes ou certaines des utilisations auxquelles elle
peut servir a I'état naturel (Mamadou, 2005). Généralement la pollution de ’eau se
caractérise par la dégradation de 1’aptitude de I’eau & un emploi déterminé (notamment pour

la consommation humaine) [8].

II. LES PRINCIPALES SOURCES DE POLLUTION D°EAU :

IL1. Les effluents liguides hospitaliers :

Les rejets liquides (les effluents) des établissements de santé ont des caractéristiques
particuliéres par rapport aux effluents domestiques. En effet ces établissements utilisent une
grande variété de produits (antibiotiques, solvants, métaux lourds, radio-éléments.,.et les
médicaments en général) mais aussi des produits d’hygiéne et d’entretien, qui se retrouvent
dans les eaux usées. Ces eaux peuvent étre chargées aussi en microorganismes (bactéries,

champignons...etc.) (Marchal, 2008).
IL1.1. L’origine des effluents hospitaliers :

L’hopital est un grand utilisateur d’eau, alors qu’en milieu domestique la consommation
est de 150 a 200 1 par habitant et par jour, la valeur moyenne passe de 400 2 1200 1 dans les
hopitaux. Se rajoutent également a cette consommation d’eau, les eaux a usage spécifique tel

’eau stérile (Darsy et al., 2002).


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

[

—

CHAPITRE I : LA POLLUTION DE L’EAU PAR LES REJETS HOSPITALIERS

Il existe cependant plusieurs types de rejets hospitaliers :
A. Rejets de nature domestiques :

Dans cette catégorie, on trouve :

v" Les rejets des cuisines.

v" Les rejets des produits détergents.

v" Les rejets des garages et ateliers.
v" Les rejets de la blanchisserie.
v

Les rejets de la chaufferie et de la climatisation.

Les eaux grasses rejetées en cuisine ne posent pas de risque sanitaire mais peuvent
provoquer un colmatage des réseaux et engendrer un développement bactérien. Ainsi La
consommation de produits d’entretien (blanchisserie, nettoyage des surfaces...) dans un
hopital est considérable et les risques de pollution par ces rejets sont surtout liés a leur nature
chimique et a leur utilisation intensive. Les garages et ateliers peuvent également provoquer
une pollution chimique moindre car les quantités de détergents utilisées sont moins

importantes (Darsy et al., 2002).
B. Les rejets de nature spécifique 2 1'hépital :

Ces rejets sont specifiques dune part de l'activité de soins concernant de nombreux

servives el Jautic parl de 'activilé de cerlaing services
B.1. Les rejets spécifiques communs aux différents services de soins :

Nous retrouvons dans cette catégorie de rejet tout ce qui est relatif :
¥" Aux produits désinfectants et antiseptiques.
v' Aux rejets de germes pathogénes.
v Aux médicaments.

v" Aux métaux lourds.

e Les rejets de produits désinfectants et antiseptiques :

L'hopital est un gros utilisateur de produits désinfectants et antiseptiques, compte tenu
des problémes d'hygiéne que nous y rencontrons.
Les principaux produits désinfectants utilisés pour la désinfection des sols et des surfaces ou

encore pour la désinfection des instruments et des matériels sont soit :
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4 Des produits chlorés, le plus courant étant I'eau de Javel.

< Des produits contenant des aldéhydes tels que par exemple le glutaraldéhyde pour la
désinfection de certains matériels médico-chirurgicaux (endoscopes, fibroscopes...) ou
encore le formaldéhyde sous forme liquide employé pour la désinfection des circuits
d'hémodialyse.

& Des produits contenant des dérivés.

Les antiseptiques, produits chimiques utilisés pour lutter contre les infections bactériennes
des peaux, des plaies sont principalement le soluté de Dakin (dérivé chloré), la Bétadine et la

Chlorhexidine (Darsy ef al., 2002).
® Les rejets contenant des éléments pathogénes :

L'hdpital est un lien ol sont concentrées des personnes potentiellement porteuses de
germes pathogénes et ol peuvent se développer des infections nosocomiales. 11 se pose alors
la problématique de savoir si 'ndpital peut-étre générateur d'une pollution bactériologique. En
effet, il peut exister plusieurs sources de rejet d'éléments pathogeénes a I'hopital, des germes
bactériologiques, viraux et/ou parasitaires peuvent étre évacués avec les eaux vannes et avec
les produits d'analyses des laboratoires s'il n'existe pas de systémes de récupération ou de
traitement spécifiques. De plus, du fait de I'utilisation quelque fois intensive d'antibiotiques &
I'hdpital certaines souches bactériennes peuvent développer des facultés de polyrésistance aux
antibiotiques. Le danger de pollution peut donc étre accentué par la présence de ces permes
dans le réseau d'assainissement public (Darsy er al., 2002).

Cependant, il teste a démontrer que la composition bactérienne des eaux usées
hospitaliéres est notablement différente de celle des eaux usées domestiques et que ses
¢léments pathogeénes sont en concentration suffisante pour causer des maladies et donc parler

de contamination (Darsy ef al., 2002).
e Les rejets médicamenteux :

Les médicaments utilisés dans les établissements de santé sont variés et représentent des
quantités importantes. Nous pouvons citer a titre dexemple: les analgésiques, les
antipyrétiques, les antibiotiques, les antiviraux, les antifungiques, les immunodépresseurs et
les anticancéreux.

Nous distinguons deux voies d'élimination des médicaments, la premiére et la plus

conséquente concerne les excrétas et les liquides biologiques, la seconde le circuit
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d'élimination des médicaments non utilisés et du matériel souillé. Le circuit d'élimination des

médicaments par les patients peut-étre représenté par Ic schéma suivant ;

MEDICAMENTS
MALADES
URINES FECES LIQUIDES BIOLOGIQUES
DIVERS
(sueur, salive, vomissures..,)
\ f#___d-—
S,
VIDOIRS
RESEAU D'ASSAINISSEMENT

Fig.01 : Le circuit d'élimination des médicaments [4].

Suivant la voie d'administration du médicament, le médicament est plus ou moins
métabolisé par I'organisme et nous retrouvons donc en partie les médicaments et les
meétabolites dans le réseau des eaux usés. Pour certains médicaments cela peut poser de graves
problemes de santé publique et d'environnement si aucune précaution n'est prise quant 4 leur
rejet notamment ponr les anticancéreny

'élimination des médicaments non utilisés ou périmés est faite, dans certan cas, via les
¢viers et les vidoirs des services. Cela est évidemment un cas extréme de négligence mais

malheureusement il peut se rencontrer dans certains établissements (Darsy ef al., 2002).
e Les rejets contenant des métaux lourds :

Les métaux lourds pouvant &tre rencontrés 4 I'hdpital sont l'argent (service de
radiologie) et le mercure. Le mercure métal trés dangereux puisque trés toxique, peut-gtre
retrouvé accidentellement dans les eaux usées suite 4 des thermométres cassés. Nous trouvons
également du mercure dans certaines sondes gastriques, certains antiseptiques et dans la

colonne des tensiometres manuels... (Darsy et al., 2002).
B.2. Les rejets spécifiques a certains services de soins :

Les services concernés sont :
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v Hémodialyse.
v" Radiologie.
v' Médecine nucléaire.

v Laboratoires et Pharmacie.

e Le service d'"hémodialyse :

Les rejets de ce service sont de deux types d'une part le rejet conséeutif au traitement du
malade et dautre part les rejets de désinfection des appareils. En effet, le principe des
appareils d'hémodialyse fonctionne par des procédés de transfert de toxines a travers une
membrane depuis le sang du patient vers le circuit de dialysat. Des rejets liquides seront donc
générés et qui dans la majorité des cas se déversent a 'égolit. Or ils peuvent étre chargés en
produits chimiques (médicaments...) et facteurs infectieux. Le second paramétre & prendre en
compte concerne les protocoles de désinfection du matériel utilisant des produits chimiques
tels que le formol et I’'eau de Javel dilués a de I'eau osmosée. Les rejets s'effectuant

directement dans le réseau a 'égout [4].
e Les laboratoires d'analyses et la pharmacie :

Dans le cadre de leurs activités (travaux et analyses, nettoyage des appareils), les
laboratoires utilisent différents produits chimiques (solvants, acides, bases, produits radio-
actifs, des produits de ringage...) et manipulent des liquides biologiques (sang, urines, selles,
expecloralions, cellules...) plus ou moins infectieux. Ces produits présentent des dangers pour
P'ouvivuiewenl of puu Momiee reudand nécessaire des mesures pardeulléres d'utlligatlon et
d'élimination. En considérant que la plupart des produits les plus dangereux sont en principe
récupérés dans des containers, il n'en reste pas moins que la plupart des lavages et ringages
ainsi que certains liquides biologiques négatifs en culture sont évacués au réseau d'égout. La
pharmacie utilise également dans ses activités des produits chimiques dangereux pour
l'environnement et la santé publique. Cependant, de part sa fonction de pharmacovigilance
celle-ci est plus apte a évaluer les risques et par conséquent 4 prendre des mesures adaptées

pour éviter ces risques de pollution [4].
o Les services de Médecine nucléaire :

Pour le diagnostic in vivo ou in vitro ou pour des finalités thérapeutiques, ce service
manipule des éléments radio-actifs qui vont générer des déchets solides mais aussi des

déchets liquides. Les éléments radio-actifs qui nous intéressent dans le cadre de cette étude
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sont les produits radio-actifs en sources non scellées autrement dit susceptibles de dispersion.
Une unité de médecine nucléaire peut rejeter des effluents radio-actifs provenant :

» Des laboratoires de préparation et de manipulation.

» Des sanitaires de ['unité.

» Des chambres protegees réservées a 'hospitalisation des patients faisant l'objet d'une

thérapie anticancéreuse [4].

e Les services de Radiologie-Imagerie médicale :

Il s'agit dans ce cas des effluents photographiques générés lors du développement des
films radiologiques sur support papier ou film. La technique utilise des produits chimiques de
contraste et consomme une grande quantité d'eau en particulier pour les bains de ringage.
On retrouve done les révélateurs, les fixateurs, les sels d'argent (en quantité variable suivant

l'utilisation qui en est faite), dans les eaux usées. Or ces produits sont des sources de pollution

importante [4].
IL.2. Les effluents urbaines :

Le grand défi contemporain est celui de I'assainissement. Ainsi, dans toutes les
agglomeérations de plue de 2 000 habitants, los caux usées rejotées par les ntilisatours devront
étre traitées dans des stations d’épuration et, dans les zones d’habitat peu denses, dans des
installations d’assaimssement autonome controlées par les communes.

Ces rejets urbains proviennent des différents usages domestiques de ’eau ;

4 Les eaux ménagéres provenant des salles de bains, des cuisines, des eaux de lavages

sont chargées de détergents, de graisses, de solvant et de débris organiques.

# Les caux "vannes" provenant des WC sont chargées de maticres organiques azotées

et de germes fécaux,

# Les rejets commerciaux et artisanaux.

4 Les eaux pluviales qui lessivent les toits et le bitume et sont chargées en produits

minéraux et organiques [16].
I1.3. Les effluents de nature industrielle :

L’industrie est responsable de la moiti¢ des rejets polluants organiques et du quasi
totalité des rejets toxiques : métaux lourds et polluants organiques persistants. En 1978, dans

un rapport d’activité des agences de bassin, le ministére d’hydrauliques ensemble des services
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de I’Etat (administration centrale et services déconcentrés) placés sous la responsabilité d’un
ministre de I"environnement estimait que la pollution de I’eau était due pour 55 % 4 des rejets
industriels. Ainsi I"attention s’est longtemps focalisée sur ce type de pollution, au détriment
d’un autre type de pollution, liée 4 de nombreux changements dans les pratiques agricoles et
le faire-valoir des terres [16].

En effet, Les principales sources de pollutions industrielles de 1’eau sont dues a des rejets de
matieres en suspension, de matieres organiques, des produits azotés ou phosphorés, des
produits toxiques...etc. Elles émanent des industries agro-alimentaires, des industries
papetiéres, des industries chimiques, des industries des cuirs et peaux, des industries
extractives, des industries minérales, des industries mécaniques et de traitement de surfaces,
des industries de production d’énergie, des industries sidérurgiques et métallurgiques, des

industries textiles [16].

III. LES RISQUES PRESENTES PAR LES DIFFERENTES SOURCES
DE POLLUTION DES EAUX :

Apres avoir recensés les différents effluents (hospitaliers, urbains et industriels) il est
possible maintenant de citer trois principaux types de risques accompagnaient a ces effluents :
> un risque infectieux.
> un risque toxique.

» un risque radio-actif,

IIL1. Le risque infectieux :

Il est théoriquement possible de retrouver dans les eaux usées hospitalicres et
domestiques des germes pathogénes dont l'origine a été précisée plus haut. Les germes
pathogénes peuvent étre :

v' Des bactéries présentes dans les selles ou urines (Salmonelles, Shigella, Coliformes,
Vibrions, Streptocogues, Entérobactéries...) ou encore des bactéries responsables
d'infections nosocomiales  (Staphylocoques, — Streptocoques, Pseudomonas...). La
particularité et le danger de ces bactéries sont qu'elles sont souvent polyrésistantes aux
antibiotiques.

v' Des virus (Hépatites, Entero-virus, Rotavirus...).

v" Des parasites (amibes, taenia, ascaris, champignons...) [4].
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ITL.2. Le risque toxique :

Le nisque toxique est théoriquement réel, tant pour I'environnement que pour la santé
publique, du fait d'une pollution possible par des métaux lourds (mercure, argent, chrome,
nickel, cobalt...etc.) et par des molécules organiques (solvants, antibiotiques, désinfectants,
detergents, médicaments...etc.). Ces produits solubles représentent donc un danger de
pollution de I'eau puisqu'ils peuvent modifier les caractéristiques physico-chimiques de l'eau
et nuire au bon fonctionnement de la station d'épuration en détruisant sa flore épuratrice. Le
risque toxique concernant les rejets médicamenteux reste encore indéterminé car trés peu
d'¢tudes se sont intéressées au devenir des médicaments aprés leur élimination dans

l'environnement [4].
IIL.3. Le risque radio-actif :

Les risques sont potentiellement élevés dés que nous utilisons des éléments radio-actifs.
Cependant, a la vue de la réglementation trés stricte sur les conditions d’utilisation et
d’élimination, les risques sont minimisés. Il faut rester vigilant car il peut survenir des
accidents ou des fuites. De plus, il subsiste un risque potentiel avec les patients injectés non

soumis & un contrdle particulier apres leur injection [4].
IV. TRAITEMENT DES EFFLUENTS HOSPITALIERS :

La plupart des stations de traitement dont étaient équipés les hépitaux ont arrété de
fonctionner depuis plusieurs années déja. Elles n’ont d’ailleurs, pour la plupart, jamais
fonctionné de maniére optimale. A ce jour, toutes les eaux hospitaliéres de la bande littorale
sont rejetées sans aucun traitement et les hopitaux n’ont toujours pas ’obligation de pré-
traiter ou traiter les effluents hospitaliers. A titre d’exemple, nous pouvons citer 1’hépital
Mustapha Bacha (1800 lits), 'un des plus importants en Algérie, spécialisé dans les
traitements anti-cancéreux dont les déchets liquides sont directement rejetés sur les plages de
Bab-El-Oued, ou dans les nappes phréatiques.

Pour nos interlocuteurs algériens, les besoins sont donc nombreux et concernent tous les
maillons des filiéres :
< Mise 4 disposition de matériels normés de tri sélectif  la source.
< Mise a disposition de matériels normés de translation, de stockage et de transport

interne (conteneurs de différentes capacités... ).
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CHAPITRE IT : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

Chacun d'entre nous héberge sur sa peau, dans sa gorge, & la surface de son
intestin...etc., 10 000 & 100 000 milliards de bactéries, appartenant & plus de 400 espéces
différentes. Heureusement, la plupart de ces bactéries ne sont pas pathogénes (responsables
d'infections), mais certains le sont. La découverte au XXe siécle des médicaments
antibiotiques pour lutter contre les bactéries pathogénes a constituée une révolution.
Malheureusement, l'usage non raisonné de ces antibiotiques en médecine humaine et
vétérinaire a eu pour conséquence la sélection de souches bactériennes capables de fabriquer
des substances empéchant leur action, modifier leur cible ou leur pénétration dans les cellules.
Les bacteries gagnent cette aptitude lors de mutations spontanées ou d'échanges de matériel
genétique. Leur pouvoir pathogene tient largement & leurs capacités d'adaptation et a leur
pouvoir multiplicatif. Elles se dédoublent en quelques minutes. Chaque division est l'occasion
de mutations, certaines conférant aux bactéries un pouvoir de résistance aux antibiotiques. Les
résistances ainsi acquises se distinguent des résistances naturelles des bactéries a partir

desquelles est déterminé le spectre d'activité des antibiotiques [17].
I. DEFINITION D’ ANTIBIOTIQUE :

En 1942, Waksman a défini les antibiotiques comme des substances chimiques,
produites par des micro-organismes et capables, & faible concentration, d'inhiber la croissance
d'autres micro-organismes ou méme de les détruire. Cette définition classique, permettant de
différencier les antibiotiques des substances de synthése dotées d'un pouvoir antibactérien, ne
semble plus justifiée car de nombreuses substances, autrefois obtenues & partir de culture, sont
actuellement synthéiisées ou madifies par synthése [18].

Il existe des millions d’antibiotiques produits principalement par les bactéries de sol et des
mycetes ; ils sont actifs contre des bactéries mais seulement peut d’entre eux peuvent étre
utilisés pour traiter des maladies bactérienne chez 1’homme : ce sont ceux qui ont la propriété
d’étre toxiques vis -a- vis des bactéries et avoir un effet non significatif sur 1’hdte humain
(Nicklin er al., 2000).

En bactériologie médicale, il est préférable de tetenir une définition plus large : un
antibiotique est toute substance chimique, quelle que soit son origine, agissant spécifiquement
sur une ¢tape essentielle du métabolisme des bactéries (antibiotiques antibactériens) ou des
champignons (antibiotiques antifongiques), et dont l'activité spécifique se manifeste 4 dose

faible sur les micro-organismes (Ferron, 1984).
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I.1. Définition de I’antibiogramme :

L’antibiogramme est un examen de laboratoire de bactériologie indispensable dans bien
des cas. Il permet de définir les antibiotiques vis 4 vis lesquels la souche bactérienne isolée est
sensible. Il permet ainsi de guider la prescription et de surveiller la survenue et I'évolution des
résistances acquises. II est impliqué au préalable de pratiquer les prélévements

bactériologiques nécessaires, de fagon impérative avant le début d'une antibiothérapie [19].

L.1.1. Principe :

L'antibiogramme a pour but de déterminer les Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMI) d'une souche bactérienne vis-a-vis les divers antibiotiques. Selon ’O.M.S la CMI est la
plus faible concentration d'antibiotique capable de provoquer une inhibition compléte de la
croissance d'une bactérie donnée, appréciable a l'eeil nu, aprés une période dincubation
donnée (37°C pendant 24 heurs). La détermination de cette valeur est peu précise mais elle est

consacreée par l'usage [18].

II. LA RESISTANCE ET LA SENSIBILITE DES BACTERIES AUX
ANTIBIOTIQUES :

De tres nombreuses souches bactériennes ne sont pas en pratique aussi sensibles aux
antibiotiques que le spectre théorique d’activité de chacun de ces produits pourrait le laisser
croire. En effet, depuis I’introduction successive en thérapeutique des différents antibiotiques,
la sensibilité des bactéries a beaucoup évaluée de sorte que la proportion des souches

résistantes dans de nombreuses espéces est actuellement importante (Ferron, 1984).

11.1. La sensibilité :

Pour qu’un antibiotique soit actif sur une bactérie, un certain nombre de conditions
doivent étre remplies: il doit en premier lieu, pénétrer dans la cellule ; ensuite il doit
rencontrer le récepteur ou la cible moléculaire de son action pour la modifier ou la perturber ;
enfin au cours de son contact avec la cellule, il ne doit subir aucune transformation

susceptible de I"mactiver (Leclerc e al., 1983).

I1.2. La résistance ;

On dit d’une bactérie qu’elle est résistante lorsque, pour une des raisons évoquées, elle
est capable de se développer en présence d’antibiotique avec un taux plus ou égale le taux

habituel. La notion de résistance clinique, est donc corrélative & un échec thérapeutique ; elle
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0'a quiune significaion arbitraire, per rapport an malade ef elle n°s socon sens & 1°éche E

bactériame {Teclere 2t af.. 1983). Wous not one minsi goe les résistsnces baciérienmes aux

antibiotiques pemvent éire naturelles etfou acquises.
A, Lardgistante nsturele =

Nous parlons de résistance naturzlle lorsque femtes les souches d'une méme espic

il

bactérieme sont résistantes 4 nn antibiotique donné 1 s'agit des bactéries qui sont insensibles

at mode d'action de Pantibiotique. Certaiies bactéries sont naturellement résistantes 8 de
pombreuzes melécules : cest le cas du bacilie de la mberculose aui nest sensible qu'alx
quelques antibiotiques bien précis. Pour un antibiotiqoe donné, Ieugemble des espéces
bactériennes qui v sonf sensibles représents sow specire d’activité, Ces notions de résistance
naturelie et de specire sont imporantes . elles ex llque‘n.l pourgic certaing antiblotigues sont
incapables de combattre certaines bactéries. Ainsi. la recherche pharmaceutiqee a {rés vite
cherché 4 comourner ce phénoméne de résismace namrelle ef 3 élargir le spectre des
antibiatiques en modifiant leur siructure chimique, Cest Ie cas des pénicillines plis récentes,
conune Pampicilline, qui est aciive sor les bactéries Gram posifif of oégatif[11]. Au-dala de

4

la résistance naturelle, il exiate J°mures mécanizmes par lesquels cermaines bariéries peivent

devenir résistanies 4 un ou plusienrs Emt?ibieﬁqm:sl_

semple - Larésistaiice en cocarde & Ia colistine de Serpamg marcemsns,
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B. La résistance necquise :

La résistance acquise résulte dune modification du capiral géiétigue permettant i une

bactérie de tolérer une concentration d’antibictique plus élevée que celle qui inhibe les
zouches sensibles de la méme sepéoe, Ha effet Ia résistance acquize a &4 observée dés le
début de I"antibiothérapie mwais sa fFéguence était faible. Ulkéricurement, o zénéralisation de
PPoutlizarion des antibistiques a conduwti & une sélection ded souches résistantes. Nous
constatons, quotidiennement, gue de frés nombreuses souches ne se comportent pas a "égard
de antibiotiques couformément 4 ce que les spectres ¢ activité permettraient de le sUpposer.
Ce phénoméne a atteint une felle amplew que la senle identification bactétienne ne permast

plys de prédice le comportement d’une souche isolée vis-d-viz des antibtotiques [13].

Enemple: la résistance acquise aux pénicillines : Amaxicilline {AMX) ef Ticarcilline {TTC)

chez E. cof (droite souche sanvage).

Fig. 03 : Photo prézents la résshnes '8, Coly aus ATE [15]
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Les mécaniemes, génétiques ef biochimiques, responsables de la résistance des bactéries
aux aotibiofiques, permeitent de mienx comprendre 1'¢pidémiclogie de la résistance
{apparition ¢t diffusion des énes de résistance el des souches régisfantes) et de mieux

appréhender l¢3 facteurs responsables de la sélection des sauches résistantes [21].
ITL1. Les méeanismes blochimigues ;

Geénéralement cinq méranismes peuvent éire emvisagés pour expliquer la résistance
naturelle ef surtont acquite des bactéries aux antibintiqoes :
v Liimperméahilité,

g

< L'ipactivaiion de Pantibiotique,

¥ L’altération de la cible cellulaire de I anfibiotique.

7 e redlux actif (efflux) de Iamibictiire.

¢ Bt l'augmentation de la synthése du métaholite cible [21].
AL U'mapermenbilite :

La résistance par imperméabilig de Penveloppe des bactéries esl uniquement décrite
chez les Lnacléries & Gram négatif, wour changemen! dans la composition de "zaveloppe, qui
tait obstacle 4 1*absorption d*un antibistique donaé, aura pour résuliat une au smenfation de la
CMI au "apparifion d'on haut degré de résistance. Par exemple chez Futerohacter aénogénes,
une amaindrie de perméabilité due & la fermeture des pores par lesguelles les antibiotiques
pénerent dauns la cellule (Sinzleton, 2004) .Ces pores sont constitiés par des protéines qui
formenr des caganx (porines). I pent s'agir dae diminntion quanfitaiive d*on o1 plosieurs

types de porines ou d'une modification de leurs struciures [22].

i Frmrfme gt iflEs }

Fign4 : Belhdns te Torie o i dmiae [22]
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CHAPITRE ji . LA RESISTANCE DES BACTERIES ATX ANTIBIGTIONES

D¢ nombreuses enzymes encodées dane des génes chromosomignes o

=

fos
D,
i
Ty
[l
g,
iz
o}
)
o

pewrvent inactivent ou dégradent un ou phisiears antibiotiques. Certains de ces enzymes sont

inductibles = le modifiant ou I'hydralysa it {Bingleton, 2004).
Ce mécanisme conoeme particulidrement :
¥ La béia-laptamine :

La résistance per inactivation de 'antibictique peut étre due 2 la gynihése d'une énzyme
P-lactamase capable dimaciiver la f-lactantine par cuverture du cyele B-lactame :
- Chez les bacréries & Gram négatif. les f-lactamases sonr localisfes dans 'espace
péciplasminue,
- Chez les bactéries & Gram positif ces enzymes sont séorétés el libérer dans le milieu

eatracellnlaire [21].

-

oo HETHY1

LS|

= fs: =

-
. IE e
AR - ' .
ErioalinEa i

L2000 (i el ot s

Fig. 05 : Pamplacement dune B- lectaming (Gram -1 [27]
¥ Les sningsides =

mmracellulaire, non

Les enzymes imachivamt les aminogides sont des constitutive

nr\.\

diffnsibles, codées par un plasmide done wrensférshble. Elles ne madifient Pantibiotique

quaprés peéneiration de ve dernier dans la cellule baciérisane (Flandrois e 2/, 1988).

traneférase est décelable chez cerlaines em&:ﬁb%ﬂeﬁsa ¢i pammi différentes espices

Em*

appartenant au genre Japiylaonccus et Shepiococors (Flandrois er af. 1988).
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C. Talidratien ds la cible calulaire de entibi uﬁqne

Pour qu*un antibiotique 50it efficace, if faur qu'il se fixe a une cible dans !a bactérie. Si

cette cible est remplacés ou modifide de telle maniére que !‘aﬂuLl{rrlque ne puisse plug »°

—

wer, la hactérie aoquiert une résistance QUi souvent s*&end 3 toute une famille d*antibioti tigue

¥ BModification de PLP ;

Les protéines de liaizon & la pénicilline (FLP) sont des « mes qui interdennent dans
I"assemblage du pepfidoglycane de ia paroi La fiwation des [Ea-lai;cslmiﬂes mactive lewrs
fonctions enzymatiques. La bacérie, privée de paroi, devient ids semsible amr sysiémes
autlytiques, La résistance est due & la dimimution d’afinité de ces
augmentation de leur prodnclion, soil par syntheése de nouvelles PLP de trés faible affinité,

Ce type de résistance est surtout observé cher les Slaok Wosogues « meti Rs, chez les

Prepmiocoguei " de résistance anormale a la péaicilline ™ e plas farement chez les
Entdrocoques. T sagil de résistence mmtationnelles (Sbapdylocogues, Eutérocoguss) ou

arquiges par traosformation Frzumoengues) (Flandrois 2/ &l 1988).

PLP modifite | - T O

T anE J
T SR L = o e
LR n SN, ‘

S RNl TR TR

Tig. 06 : Bchéms présenta [ emp lscernent d'ure FLP 22

# Medification de la ciiide ribosomale -

Lea riboscmes sant Je lieu des synthése & peuvent gire altérés dans lew structire ef
ieur fonchonnement par 1a Axation d'un antibiotigue. Une modification de la cible ribagomale
acgiise par mutation dimivue Paffinité du site de fixation de 1° anfibiotique et rend la bactérie

résistanie. Ce mécanisme est responssble de résistances aux: R acyelines, macrolide

wr

lincosamindes, phéd colea, facidine € ¢l plos rarement aux aminoside ¢z (Flandrois 2f of | 198 a).
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2

¥ Altération de la synthése des acides nncléigaes :

1?ADN gvrase est essentiel pour la réplication de PADN, en paralysant son activité, les
anfibictigues de la famille des quinolones ont un effér bactéricide. Des mulations peuvent

candoire & la production d*enzymes modifiées insensibles & ces entibiotgues.

L*ABN polymérase {renscciprase] est nécessaire 4 la synthése des ARN meswagers, Les

rifamyeines bloquent ["action de cette enzyme. Les résistances acquises par mutation zoal

dues 4 la production de iranscriptase modifide (Flandrois eral., 1948).
0. Le raflux actfl (efilux) de 1'anpddidotinn

Cesiaias sysiémes de transport (tous dépendaat d’énersies) sont capables de pomper
vers Pexidrieur, & #ravers la membrane cytoplssmique ou emveloppe cellulaire. des
aatibioiiqnes particuliers. Certaing de ces systémes sonf des exportateurs mulfi protéiques el
d’sutres soni des gystemes 4 ude seule proténe, appartenant & Ja superfamille majewre des
tarilitateurs.

Exemple 1 La protéine inductible de la membrane cytoplasmique Tet assore Peflux de

téfracyciines chez cerfaines bactéries Grawm négaiives {Singleton, 2004},

" om _'.{__
' I

Fig, 07 : L méramame J «fflux [27]

E. Augmentation de ia synthése do métaliolite of

oy

Conzigie en une production acerus d'un mémbolite particulier, d2 facon 4 sormonter
[*tahibiiion compétitive exercée par [*antibiotique, une forme de résistance anx sulfamides ef

se fype (Singléaton, 2004).

£
L]
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CHAPITRE II : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

III.2. Les mécanismes génétiques :

Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué d’une part d’un génophore
obligatoire et un chromosome et d’autre part de un ou plusieurs génophores facultatifs et extra
chromosomiques et des plasmides. Les génes sont généralement portés par des éléments
genétiques transposables et par des intégrons. Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance
aux antibiotiques par deux grands mécanismes génétiques. L’un a pour support le
chromosome et définit une résistance chromosomique, I'autre a pour support les plasmides ou

les éléments transposables ou les intégrons et ils définissent une résistance extra-

chromosomique [18].

A. La résistance chromosomique :

Cette résistance resulte d’une mutation dont elle en présente tous les caractéres suivants:

* Rareté ;

Une mutation se produit en moyenne toutes les 10° a 10" divisions mais compte tenu de
I’importance des populations bactériennes dans un foyer infectieux la probabilité pour qu’il

existe une bactérie résistante a un antibiotique n’est pas négligeable.

* Hasard :

L’antibiotique ne provoque pas la mutation qui se produit au hasard. Il se contente de

révdler ot de ddlectlonnei les dctéuies mulanles.
* Spécificité :

Une mutation n’affecte qu'un caractére et souvent la résistance ne concerne qu’un
antibiotique ou qu'une famille d’antibiotiques ayant le méme mode d’action. Il existe

toutefois quelques exceptions notables a cette régle lorsque la mutation affecte les porines.

* Indépendance :

La probabilité de deux mutations simultanées est égale au produit du taux des mutations
et elle est donc trés faible. Cette indépendance des mutations constitue un des meilleurs

arguments pour justifier I’association des antibiotiques.
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CHAPITRE 11 : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

* Transmissibilité :

Une mutation résulte de la modification d’un géne, elle est permanente (sauf mutation
reverse) et elle a un caractere héréditaire (transmission sur un mode vertical de bactérie mére
a bactéries filles).

Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine
structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre sélectionnée en 1’absence

d’antibiotique [18].
B. La résistance extra chromosomique :

La résistance extra chromosomique constitue le seul mode d’acquisition de résistance
connu chez les mycobactéries et les brucelles et la résistance A la rifampicine et aux

quinolones résultent toujours d’une mutation [18].
B.1. La résistance plasmidique :

Les bactéries ont la capacité de transférer I’information génétique contenue sur le
plasmide. La plupart de ces cas de résistances se rencontrent 4 1’hdpital. C’est une information
genétique exogene qui est récupérée par la bactérie. Les bactéries peuvent transférer des
€léments mobiles de leur génome : plasmides et transposons.

Souvent les bactéries ont rassemblé plusieurs génes de résistance sur leur plasmide et
I"échangent par :
v" Le transfert vertical est évident entre bactéries de méme espéce.
v" Le transfert horizontal intervient en revanche dans les échanges entre bactérie Gram+,
Gram- ou dans le sens Gram+ vers Gram-. L’inverse, Gram- vers Gram+, n’est pas

réalisable car les génes de Gram- ne sont pas exprimés chez les Gram+.

En effet le premier cas de résistance fut observé en 1951 sur un patient japonais. Il
souffrait d'une infection & Shigelle (une Entérobactérie, auvtrement dit un bacille Gram
négatif, mobile). La Shigelle provoquait une dysenterie qui pouvait étre soignée par des
sulfamidés, mais elle était devenue résistante a ces sulfamidés. Les chercheurs ont démontré
que cette résistance était accompagnée par des résistances i vitro a d’autres antibactériens.

Ils ont isol¢ dans le tube digestif d’autres malades, des souches d’Escherichia coli (une auire
Entérobactérie, trés répandue dans I’eau, le sol, le lait et les selles) qui avaient acquis une

résistance aux sulfamidés par un transfert horizontal entre les deux espéces [13].
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CHAPITRE 11 : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

La dissémination de génes de résistance chez les bactériens auparavant sensibles est un
des principaux facteurs de I’évolution préoccupante de la résistance aux antibiotiques.
Ces genes de résistance, comme n'importe quel géne bactérien, peuvent étre transférés d’une

bactérie a I’autre par plusieurs facteurs [21]:
» La transduction :

Le vecteur est un bactériophage. En se répliquant, le phage intégre une partie du
geénome bactérien. En quittant la cellule, il emporte des génes supplémentaires (bactériens)
qui pourront €tre transfectés dans une autre bactérie. Ce systéme est efficace, mais les
¢changes sont limités en taille (le phage ne peut pas transférer un long morceau dADN

bactérien) aux organismes proches phylogénétiquement pour la reconnaissance phage/bactérie

[13].
» La transformation :

La bactérie acquiert et incorpore de I’ADN exogéne nu présent dans son environnement.
Cela peut étre de I’ADN d’une bactérie morte qui, une fois capté, permet 1’expression de ses

genes par la nouvelle bactérie. C’est un événement trés rare qui existe chez les bactéries

Gram- [13].
» La conjugaison :

L’ADN est transféré d’une bactérie donatrice & une bactérie réceptrice au cours d’un

contact cellulaire étroit (pili). C’est le mode de transmission de transfert horizontal [13].
B.2. Les éléments génétiques transposables et intégrons :

Des génes spécifiant une résistance a un ou plusieurs antibiotiques peuvent étre acquis
par transformation conjugative ou transduction. Dans certains cas, une « cassette génétique »
codant pour de la résistance aux antibiotiques s’insére pour recombinaison localisée dans une
séquence specifique de I’ADN (intégron) qu’on trouve dans les plasmides et les transposans.
Un intégron comprend le site d’insertion et aussi I’intégrase (recombinase) requise (intégrons

et cassette génétique) (Singleton, 2004).
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CHAPITRE I : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

ITL.3. Les principales caractéristiques de la résistance bactérienne aux

antibiotiques :

La résistance bactérienne aux antibiotiques a souvent été rapportée dés l'usage d'un
nouvel antibiotique en clinique. La résistance bactérienne est donc une fatalité mais
d'importance variable selon les pays, l'espéce bactérienne et l'antibiotique, victime de son
SLCCES.

La résistance bactérienne dite acquise présente certaines caractéristiques ci-dessous évoquées:
v Emergence rapide de quelques souches résistantes aprés l'introduction d'un antibiotique.
v" Fréquence de ce nouveau mécanisme rapidement en augmentation mais variable selon
I'antibiotique.

v L'émergence de la résistance des pneumocoques & la pénicilline G constitue une
exception, puisqu'elle est apparue en France en 1984, alors que la pénicilline G a été
utilisée dés les années 45. Ce décalage, peu habituel, est en relation avec un déterminisme
genétique plus complexe qu'a I’accoutumée.

v Résistance transférable, car liée a la présence de génes transférables comme ceux
intégrés dans un plasmide, un intégron ou plus récemment avec I'individualisation de génes
cassettes, Ces genes ftransférables peuvent avoir une diffusion épidémique au sein du
monde bactérien.

¥ L'addition de mécanismes de résistance est devenue monnaie courante dans le monde
bactérien, aussi les bactéries deviennent de plus en plus tésistantes, d'ott I'appellation de

BMR pour Bactéries Multi Résistantes [22].

La résistance acquise peut étre donc, modulable permettant au monde bactérien, une

adaptation possible aux thérapeutiques, mémes les plus récentes.

II1.4. Les facteurs favorisants I’ apparition de résistance aux antibiotiques

chez les bactéries :

L'utilisation massive et surtout anarchique des antibiotiques reste le premier facteur.
Lorsque des bactéries sont exposées 4 un antibiotique, celui-ci détruit les bactéries sensibles et
épargne les bactéries résistantes, qui peuvent alors se multiplier, coloniser le milieu et se
disséminer. Les bactéries qui survivent a l'exposition d'antibiotiques transmettent leurs

caractéristiques de résistance a de nouvelles générations de bactéries.
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Quand le médecin choisit l'antibiotique le plus adéquat et quand il le prescrit avec une
posologie et une durée suffisante, le risque d'apparition de résistance est minime.

Il est malheureux de constater que certains médecins prescrivent pour les infections courantes
et banales telles que des angines ou des infections pulmonaires et des infections urinaires, des
antibiotiques " nouveaux " et " forts ", alors qu'un grand nombre de ces infections peuvent étre
traitées avec efficacité par des antibiotiques découverts dans les années 60 [23].

Le comportement du malade peut étre aussi un facteur favorisant. Le fait d'arréter un
traitement d’antibiotique a comme conséquence de favoriser la prolifération plus forte des
bactéries qui n’ont pas ét¢ éliminées. Certains bactéries qui développent une résistance & un
antibiotique ont la capacité de résister & un autre antibiotique ¢’est ce que nous appelons la
résistance métisse (Neuman, 1979).

L'automeédication ou la délivrance d'antibiotiques sans ordonnance médicale peuvent aussi
geénérer des résistances.

L'utilisation des antibiotiques dans l'industrie agroalimentaire est un facteur aussi important
que les autres facteurs déja cités. Les antibiotiques ajoutés a la nourriture destinée au bétail ou
pulvérisés sur les récoltes de fruits peuvent aussi participer & I'émergence de bactéries
résistantes.

Les facteurs qui favorisent la diffusion des bactéries résistantes sont essentiellement le

manque d'hygiéne avec notamment le non-lavage des mains et les voyages a travers le monde

[23].
IILS. Les conséquences de Ia résistance aux antibiotiques :

Les deux conséquences majeures sont l'augmentation de la mortalité et du cofit des
soins. Les bactéries résistantes entrainent des infections séveéres souvent mortelles et qui
nécessitent une prise en charge thérapeutique cent & mille fois plus cofiteuse que le traitement

d'une infection a germe sensible [23].
IV. VAINCRE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES :

1l semble possible d’arréter, ou méme d’inverser, le développement de la résistance aux
antibiotiques; une chose est stire, on peut en ralentir la progression. Parmi les suggestions des
experts du domaine, il y a 1’abolition de I'usage non médicinal des antibiotiques en
agriculture et dans Iélevage, et son remplacement par d’autres solutions abordables. 11 est

également suggéré que les médecins s’assurent que les antibiotiques ne sont prescrits que

- 25


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

2 &0

CHAPITRE IT : LA RESISTANCE DES BACTERIES AUX ANTIBIOTIQUES

lorsque leur nécessité s’est avérée. En outre, il faut insister sur I’usage et la posologie de ces
médicaments, pour que les malades épuisent leur ordonnance. Parmi les autres mesures, il y a
la sensibilisation du public a la nécessité de bien cuire la viande, de bien laver les fruits et les
légumes crus, et de réduire ou ¢liminer le recours aux produits ménagers antimicrobiens. Les
microbes pathogénes peuvent pénétrer dans 1’organisme lorsque 1’épiderme contaminé des
mains touche le nez, la bouche, ou des blessures; par conséquent, se laver les mains, a la
maison comme en clinique ou a 1’hopital, est une des fagons les plus faciles, mais souvent

négligée, de se prémunir contre ’infection bactérienne.

Certains ont affirmé que la résistance bactérienne aux antibiotiques durera jusqu’a ce que
la perception que le public a des microbes se modifie. Les mesures visant 4 éliminer les
infections pathogénes doivent s’accompagner d’efforts délibérés pour permettre la survie des
lignées non pathogenes, puisque I’élimination des « bonnes » bactéries donne un avantage aux

souches microbiennes résistantes [10].

V. LA RECHERCHE SUR LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES :

Face a I’augmentation des lignées bactériennes qui ont développé une résistance aux
antibiotiques, I’industrie pharmaceutique a accéléré la recherche et le développement de
nouvelles solutions. Certains résultats de la recherche indiquent que les antibiotiques
fonctionnent en déclenchant une réaction chez les bactéries qui conduit 4 leur propre mort;
cette réaction de suicide est maintenant confirmée. Les bactéries qui ne possédent pas cette
« technique » sonl résistanies aux antibiotiques. En outre, on met au point de nouveaux
meédicaments qui interferent avec le mode de défense des cellules résistantes contre certains
antibiotiques. Ainsi, on a trouvé que les bactéries qui résistent  la pénicilline produisent de la
penicillinase, enzyme qui fracture la pénicilline avant qu’elle puisse agir. Nous disposons
maintenant d’un inhibiteur de cette enzyme. En fonction avec la pénicilline, I’inhibiteur
permet & la penicilline de faire son travail, et empéche en méme temps la penicillinase de
détruire I"antibiotique. Certains de ces nouveaux produits sont a |’étape des essais cliniques et
devraient étre sur le marché d’ici deux ou trois ans; d’autres en sont encore au stade du

développement et on espére les amener au stade clinique dans cing ans environ [10].
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CHAPITRE HI: MATERIEL ET METHODES

I. DESCRIPTION DU SITE :

L.1. Apercu sur la zone d’étude (Oued-Zénati) :

La daira d’Oued-Zénati (OZ) appartient 4 la wilaya de Guelma, elle est distante de 40
km du chef lieu de la wilaya "Guelma". Elle se trouve sur la route nationale (RN) 20, & 70 km
a I’Est de la wilaya de Constantine. Sa superficie de 484 km? en 1985 est actuellement de
143,77 km?. La ville est limitée au Nord par les communes de Bordj Sabbat et de Ras El-
Agba, 4 I’Est par les communes de Sellaoua Announa et d°’Ain Makhlouf, 4 I’Ouest par la
commune d’Ain Regada, et au Sud par la commune de Tamlouka (Fig. 08). Elle présente une
altitude moyenne de 640 m, qui se caractérise par une morphologie de collines et de
piedmonts représentant prés de 72 % de la surface communale, les plaines et les plateaux,
n’occupent que 20 %, et le reste soit 3 % de la surface totale de la commune est montagneux
(Bouchadla, 2010).

Du point de vue géologique, la ville est caractérisée par des ensembles assez homogénes
ol |’érosion est plus active sur l'ensemble argileux-marneux au Nord et moins active sur les
crofites calcaires dans la région Sud. L’extension de la mono-culture céréaliére est due
notamment aux conditions favorables que présente le milieu physique homogéne dans son
ensemble.

La ville d’Oued-Zénati est connue comme étant un grand domaine o la céréaliculture est
prédominante. L'agriculture occupe une part trés importante soit 88 % des terres. Les
melllourss wrrey sont cependant sltudes sur le long de la Vallee de I'Uued-Zénati et
principalement vers le Sud de la commune sur les plaines d’Ain Trab. Les premiéres sont
composées de vertisols, jouissants d'un profil homogéne, d'une bonne cohdsion et sont
développées sur des terrasses. La faible pente rend le drainage difficile et la grande proportion
des éléments fins rendent la porosité médiocre, la texture devient done lourde et de ce fait, ces
terres sont souvent utilisées pour les cultures annuelles tels les céréales et les légumes secs. La
jachere ne représente qu’environ 20 % de la surface agricole totale et justifie la vocation
agropastorale de la ville. Elle est surtout située sur les piedmonts des régions
montagneuses.Les fourrages occupent cependant 10% de la surface totale, ’arboriculture et

les cultures maraichéres n’occupent que 0.006% et 0.002% successivement [24].

-27-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

METERIFL ET METHODHES

H NN )
ANNABA
N %
LV : SEIFDS ! i
E R - ) i EL Badk
¥ - HAMAR { EL TARF
5 I besaci L
,Ecuc!EGnu;\
- l
{ AMMED b
[ ™~
X« BOURDY SOUK AHRAS
¥ saBAT
'\., HAMAR HBALE Y
. ]
CONSTAHTINE \
i
) y
__ef"' , y LIATE DE WILAYS
-
TAMLOUKA
-!,’ # £ oum EL BouaGU LIMITE DE DARA
S r CHEF LIEU oE wiLara B
”
S— CHEF LIED DE TOMMUNE |

Fig, M8 Siuehion géographuque da Ja 9ille ¢ Dued-Ténats
(Sonwce AP T & Cued-Tagan

.‘
I
50

WWW scantondf eu

na-jpdojueds MMM


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES

I.1.1. La population :

La ville d’Oued-Zénati a connue une croissance démographique notable ces derniéres

années (Tab.01) qui risque de doubler I’effectif en 20 ans [1]:

Tab.01 : Evolution de la population de la ville d’Oued-Zénati (Source : A.P.C d’Oued-Zénati).

Année Nombre d’habitants
1990 24.595
1995 28.445
2000 31.300
2004 32951
2007 37744
2010 40.000

L2. Le site d’étude :

Le cours d’eau "Oued-Zénati", représentc le plus important oued du réseau
hydrographique de la ville qui porte d’ailleurs son nom, il comprend également plusieurs
Chaébats de moindres importances et qui se présentent comme des affluents de la ville (Fig.
11). 11 vient de I’Ouest, et traverse de part en part la ville d’Oued-Zénati sur une distance de
plus de 2 km. Ces sources prennent naissance & I’Ouest de Ain Regada prés de la région
d’Ain-Abid (Bouchadla, 2010), de la confluence de 1'Oued El M'leh qui prend sa source 4
Djebel Oum Settas (1326m), et chadbet Touifsa qui prend sa source a Kef Eddeb (1142m)
(Benchaiba, 2000), et sa Valée va de Conslantine a Guelma (Fig. 10). 11 recoit sur sa rive
gauche les oueds : Bou Skoum, Berneb, Kalech. chaabet Errassoul, Snoussi; et sur sa rive
droite Chadbet Guelt et Terba, Oued El Gloub, Chadbet Mrassel (Fig. 11). Au dela de la ville
d’Oued-Zénati ’oued passe par Bordj Sabbat, ou il regoit I'Oued El-Meridj qui vient des
plateaux de Constantine (Niox, 2005). L’ensemble affluent 4 1"Oued Bou Hamdane et par
conseéquent finissent dans Oued Seybouse.

Les caractéristiques physiques et morphométriques selon une étude réalisée par la

direction de I’hydraulique de la wilaya de Guelma sont comme suit :

La surface du bassin =592.15 km?

Longueur de I’Oued = 41.30 km
Longueur du rectangle équivalent ; "Lz" = 1.36.2 km
Périmétre ; "P" = 110 km

It

Longueur du talweg principal, " Lp" 45.5 km
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CHAPITRE III:

MATERIEL ET METHODES

II. Matériel et méthodes :

IL.1. Matériel expérimental :

Tab.02 : Matériel expérimental utilisé

Appareilles Objets Milieux de culture et réactifs
¥ Four Pasteur, » Loupe binoculaire, » Les milieux gélosés :
> Autoclave, # Micropipette, v Gélose nutritif,
» Etuve, »> Anse de platine, v" Gélose Chapman,
> Bec benzéne, > Pince, v" Gélose Mac Conkey,
» Centrifugeuse, » Rateau ou un écouvillon, v Gélose Muller -Hinton,
» Microscope » Tubes a essais de 30 ml, v" Milieu TSI,
optique, » Boites de Pétri, v" Citrate de Simmons,
> Pipette pasteur, v Milieu Mannitol —
» Lame, Mobilité,
> Distributeur v" Eau peptonée exempte
d’antibiotiques, d’indole.
> Bouillon nutritif,
» Bouillon nitraté,
» L'eau distillée stérile,
# Le sang (O posilif),
» Les disques d’antibiotiques,
> Les disques d’oxydases,
» Les disques d’ONPG,
» L’API20E,
» Violet de Gentiane, Lugol,
Ethanol, Fuchsine,
» Anticoagulase (Oxalate de

sodium),

L’huile de vaseline,

Réactifs de: TDA, Kovacks, VP I
et VP II, Nitrite I et Nitrite 1T
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CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES

I1.2. Points de prélévements :

En raison de la complexité du lit de I"Oued-Zénati, de la multiplicité et de la diversité
des rejets deversés dans ce dernier, il nous a été tres difficile de faire un choix judicieux des
points de prélevements. De ce fait, trois points de prélévement ont été aléatoirement choisis :

v" Un premier pris comme témoins est réalisé avant I’entrée de la ville d’Oued-Zénati.

v" Le deuxiéme est choisi aprés 1 km de ’entrée du cour d’eau a la ville (sortie de
quelques effluents).

v Le dernier est réalisé juste 4 la sortie de la ville d’Oued-Zénati, on se collecte la somme

de rejets urbains et hospitaliers.

IL.3. Echantillonnage :

Deux compagnes de prélévement, pour chaque site, ont été effectues pendant les mois

d’avril et de mai 2010. Ils sont réalisés, dans la méme journée, de I'amont a I’aval & partir de 8

h du matin jusqu’a 10 h 30 min.,
¢ Prélevement pour les analyses bactériologiques ¢

Les échantillons ont été prélevés a I’aide des flacons en verre pyrex munis de bouchons
a vise, stériles (Derwich et al., 2008). Le flacon débouché et immergé complétement & une
profandenr de 30 cm an pasiticn voricale eiveas'o en Be feoant pa le God, i est ylory
retourné jusqu'a ce que l'ouverture goit légéromont plus haute que I¢ fond ct dirigée dans Ic
sens contraire du courant. Aprés le prélevement, les flacons doivent étre soigneusement
rebouchés. De toutes fagons, il faut éviter de heurter les rives, le fond, la proximité de la

surface (Guiraud, 1998).
® Transport et conservation :

La teneur initial en germes des eaux risque de subir des modifications dans le flacon,
apres le prélévement. C’est pour cela toutes analyses doit étre effectues le plus rapidement
possible. Ainsi Il est admis que le délai maximum entre le prélévement et le début de
I’analyse ne doit excedes 24 heures (de préférence aprés une heure). L’ échantillon étant

maintenu & moins de 4°C (Rodier, 1984).
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CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES

IL.4. Les analyses bactériologiques effectuées :
IL.4.1. Recherche bactériologique :
A. Tsolement des bactéries (Méthode d’ensemencement sur gélose) :

Pour chercher et identifier les bactéries a partir de la solution mere (1’é€chantillon) nous

avons utilisés la technique d’isolement par strie sur géloses coulées dans des boites de Pétri

[9]. Les geloses employées sont :
v' La gélose Nutritive (GN) :

C’est un milieu non sélectif utilis¢ pour I’observation macroscopique des différentes
colonies de la semence. Toutes les colonies se développant hors des stries d’isolements

serraient une contamination possible [9].
v Milieu de Chapman :

C’est un milieu sélectif, surtout utilis€é en microbiologie médicale, permettant la
croissance des germes halophiles (Gram+). Parmi ces germes figurent au premier rang les
bactéries du genre Staphylococcus, mais aussi les Micrococeus, les FEnterococcus, les

Bacillus, et de rares bactéries a Gram négatif [25].

v" Milicu de Mac Conkey :

C’est un milieu sélectif pour l'isolement des bacilles Gram™ Salmonella et Shigella ainsi
que des bactéries coliformes dans les eaux, les produits alimentaires, les produits
pharmaceutiques et biologiques [25].

L’inoculum a ét¢ prélevé directement & partir de I’eau a analyser et déposé sur un point
périphérique de la gélose puis disséminé par stries sur toute la surface. Les boites sont codées

puis incubées a 37°C pendant 24 - 48 heures (Fig. 13).
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CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES

B. Etude culturale :
Apres 24h les colonies se développent et nous pouvons les différencier par :

v" L’odeur.

v La couleur.
v" Le contour.
v" Le diamétre.
v' L’élévation.

C. Examen microscopique:

C.1. Coloration de Gram :

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram qui
mis-au point le protocole en 1884, Clest une coloration qui permet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les
classifier. Son avantage est de donner une information rapide sur les bactéries présentes dans

un produit ou un milieu tant sur le type que sur la forme [12].
C.1.1. Les étapes :
v" Réalisation du frottis :

Elle nécessite d'avoir un frottis fixé, soit par l'alcool durant 5 minutes (et ringage a
T'eau), soit plus classiquement en effectuant une fixation simple a I'eau et 4 la flamme selon
les indications suivantes : sur une lame, déposer une goutte d'eau stérile. Ajouter a I'anse de
platine stérilisée une goutte de la colonie isolée. Etaler et fixer 4 la chaleur 4 environ 40°C
pendant 10 & 15 minutes. Poser la lame séchée sur le portoir reposant sur un bac de coloration

[12].
v Réalisation de la coloration :

La lame est plongée dans un premier colorant : Le violet de Gentiane (ou un produit
proche, le cristal violet). Le violet de Gentiane est un colorant puissant (toxique et
cancerigene). Il va traverser les parois et les membranes des bactéries et se fixer dans leurs

cytoplasmes. Ainsi a cette étape toutes les cellules sont colorées en violet.
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La lame est ensuite traitée au Lugol iodo-ioduré en solution qui sert de mordant ; il va
renforcer le violet de Gentiane contenu dans le cytoplasme des bactéries.

On chasse ensuite le violet avec une solution d'éthanol & 90°. Cette étape est cruciale car
elle détermine quelle bactérie en Gram négatif d’autres en Gram positif selon le principe
suivant : les bactéries Gram positif possedent une paroi riche en peptidoglycane, composant
qui empéche l'alcool d'emporter le violet de Gentiane, celui-ci restant dans le cytoplasme. La
bactérie n’est donc pas décolorée. Le traitement du frottis avec un deuxiéme colorant, la
Fuschine de couleur rose, celle-ci traverse la paroi de toutes les bactéries et colore le
cytoplasme en rose [26].

Les bactéries violettes resteront violettes, car la couleur de la Fuschine n'est pas assez forte

pour remplacer la couleur violette.

Les bactéries dont le cytoplasme a été décoloré par l'alcool vont elles étre colorées par la

Fuschine et elle apparaitre en rose [27].
v Observation au microscope 2 immersion :

Les bactéries Gram (+) sont colorées en violet, par contre les Gram (-) en rose
(Mamadou, 2005).

% Les bactéries Gram-positives :

Les parois des bactéries Gram-positives sont constituées d’une seule couche de
peptidoglycane épaisse de 20-80 nanométres d’épaisseur (Fig. 14). Le peplidoglycane est un
énorme polymeére contenant deux dérivés de sucre (la N-acétylglucosamine et I’acide N-
acétylmuramique) et plusieurs acide aminés (D-glutamique, D-alanine). Ces parois
contiennent aussi une grande quantité d’acide teichoique qui est relié soit au peptidoglycane
ou 4 la membrane plasmique (Prescott ef al., 2003), dans ce demier cas, ils s’appellent des
acides lipoteichoique. Les acides teichoiques peuvent atteindre la surface et conférent a la

cellule une charge négative (Mamadou, 2005).
+ Les bactéries Gram-négatives :

Les parois des bactéries Gram-négatives sont plus complexes (Fig. 15) en effet, elles
sont constituées d’une fine couche de peptidoglycane de 2-7 nanomeétres d’épaisseur et d’une

membrane externe de 7-8 nanometres (Prescott e a/., 2003).
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CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES

D. Identification biochimique :

D.1. Réalisation d’une galerie biochimique classique :

L’identification et la classification des espéces, sont basées essentiellement sur 1’étude
des caractéres suivants :
» Milieu Mannitol — Mobilité.
» Milieu TSI (Triple Sugar Iron Agar).
» Milieu au Citrate de Simmons.
» Recherche des VP — RM.
» Recherche de la Nitrate réductase.

»> Eau Peptonée exempte d’indole.

o Milien Mannitol-Mobilité :

» But:
Ce milieu permet d’étudier :
e  L’utilisation du mannitol (la fermentation),
e La mise en évidence de la mobilité.
La mise en évidence de ces caractéres peut étre un outil précieux pour discriminer les
bactéries entre elles, donc un outil utile pour I’identification bactérienne.

Exemple : le milieu est utilisé dans I"identification de la famille des Entérobactériceae [29].
> Technique :

Ensemencer les tubes par piqire centrale dans la gélose en culot aves les souches a
tester.
Incuber a 37°C pendant 24 heures [7].

» Lecture :

La mobilité se caractérise par une migration des bactéries de la piqiire centrale vers le
reste du milieu entrainant ainsi une turbidité.

La fermentation du mannitol se traduit par le virage de la couleur rouge du milieu au jaune

[71.
e Milieu TSI (Triple Sugar Iron Agar) :

Le but de ce test est de mettre en évidence cing caractéres :
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Fermentation du Glucose.
Fermentation du Lactose.
Fermentation du Saccharose.
Production de Gaz.

Production d’H,S (Lebres, 2004).

LR Y S NN

Le milieu de TSI est un milieu gélosé contenant du glucose, du lactose, du saccharose, de
la peptone, un sel de fer et un indicateur de pH, le rouge de phénol. Ce milieu est reparti en
tubes a essai sous forme semi-inclinée avec un haut culot et une petite tranche. Il est
ensemence par piqlire profonde du culot au fil droit et par ensemencement en stries de la
tranche.

Aprés une période de 24 h 4 37°C le milieu est examiné.

Dans le culot, I’anaérobiose relative favorise I’utilisation du glucose qui entraine une
acidification et le virage au jaune de I’indicateur. Sur la tranche I’aérobiose favorise
I"utilisation du lactose qui entraine le virage au jaune de 1’indicateur. L’acidification due au
glucose, qui est en faible quantité, est neutralisée rapidement a ce niveau par 1’alcalinisation
provenant de la dégradation des peptones. L acidification de la tranche indique donc bien
I’utilisation du lactose. L’apparition des bulles dans le culot traduit la production du gaz, un
noircissement dit & la formation du sulfure de fer traduit celle de H,S. Ce milieu sert aussi 4 la
pratique des réactions a la B-galactosidase et la LDC (lysine décarboxylase). Ce milieu permet
de différencier les Salmonella des Shigella [lactose(-), saccharose (-)] de la plupart des autres
Cntérobactéries (Guiraud, 1998).

e Milien au Citrate de Simmons :

» Principe :

Certaines bactéries sont capables d'assimiler le citrate, autrement dit capables d'utiliser
le citrate comme unique source de carbone et d'énergie. Ces bactéries possédent un citrate
perméase et les enzymes du catabolisme du citrate. De telles bactéries sont capables de croitre
sur un milieu synthétique, le milieu de citrate de Simmons, dont I'unique source de carbone
est le citrate de sodium. Ce milieu contient également des sels d'ammonium comme unique
source d'azote et du bleu de bromothymol comme indicateur de pH. Initialement, le pH du
milieu est de 7 et 4 un tel pH, le bleu de bromothymol a une teinte verte. La croissance sur le
milieu au citrate de Simmons s'accompagne généralement d'une alcalinisation provoquant le

virage au bleu (bleu outre-mer) du bleu de bromothymol [6].
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> Technique :

Ensemencer en surface le milieu au citrate de Simmons 4 partir d'une culture prélevée

sur un milieu gélosé. Incuber a 37 °C pendant 24 heures.

» Lecture :

La majorité des auteurs considére qu'une bactérie est citrate positive lorsqu'elle utilise le
citrate en provoquant une alcalinisation du milieu.
Présence d'une coloration bleue (méme localisée uniquement en surface) : réaction positive.
La présence d'une coloration verte dans tout le milieu est considérée comme réaction négative

(méme en présence d'une culture) [6].
¢ Recherche des VP - RM :
v Test au rouge de méthyle (RM) - Réaction de Voges-Proskauer (VP) :
» Principe :

La mise en évidence des voies fermentaires est d’une grande utilité pour le diagnostique
des micro-arganismes  Roaucoup de bactéries empruntent la voie dite deg acides 1nixles,
abaissant ainsi le pH vers 4,5 4 5 et certaines bactéries VP(+) empruntent surtout la voie dite
du butylene glycol (Lebres, 2004).

La réaction de Voges-Proskauer (VP) permet I'étude des dérivés de l'acide pyruvique. Le
glucose, utilisé par les bactéries, est dégradé en acide pyruvique qui est un intermédiaire clef
du métabolisme des glucides. Selon les bactéries, 'acide pyruvique peut étre complétement
oxydé¢ ou étre le point de départ de diverses voies fermentaires conduisant & une trés grande
variété de composants finaux dont la nature est caractéristique du type fermentaire :

v’ La fermentation acide mixte conduit & la production dacide formique, d'acide

acétique, d'acide lactique, d'acide propionique, d'acide succinique, de dioxyde de carbone,

d'hydrogéne, d'éthanol, etc.

v La fermentation acide mixte provoque une acidification importante d'un milieu

glucosé (Lebres, 2004).

La fermentation acide mixte est étudide par le test au rouge de méthyle. La fermentation
butyleéne glycolique (butanediolique) conduit & la production de 2-3-butanediol. La suite des

réactions conduisant an 2-3-butanediol est la suivante :
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1. Condensation de deux molécules de pyruvate avec décarboxylation et formation
d'acide alpha-acétolactique ;

2. Décarboxylation de I'alpha-acétolactate et formation d'acétoine (hydroxy-3-butanone) ;
3. Réduction de 1'acétoine en 2-3 butanediol.

Le test VP permet de caractériser I'acétoine. En présence d'oxygéne et d'une base forte,
l'acétoine est oxydée en diacétyle qui forme un complexe coloré en rose en réagissant avec
une fonction amine d'un groupement guanidyle des protéines. La réaction est plus sensible et
plus rapide en présence d'alpha-naphtol [6].

Cependant le RM est employé depuis 1915 par Clarck et Lubs comme indicateur de pH
(rouge au dessus de 4.8 et jaune au dessus de 6.3) dans un milieu de culture glucosé pour

différencier parmi les Entérobactéries. Les forts producteurs d’acide (RM") des faibles

producteurs (RM").
Ce test, qui complete le précédent, permet de distinguer les Entérobactéries a

fermentation butanediolique (RM") de celles qui ont simplement une fermentation acide mixte

(RM") (Boukrouma, 2008).
» Technique :

Ensemencer un milieu de Clark et Lubs (peptone, phosphate bipotassique, glucose, pH
7,5). Incuber 48 heures 4 37 °C.
Prélever 1 ml de mulieu el apouter 0.5 ml d'Alpha-naphtal (VPT) et 0.5 ml Hydrosyde de
potassium (VPIT).
Prélever ainsi 1 4 2 ml de culture en milieu Clark et Lubs dans un autre tube stérile et ajouté le

réactif de RM.
» Lecture :

Attendre un temps maximum de 10-15 minutes.
v" Pour la réaction de VP :

<+ La présence d'acétoine (VP positive) se traduit par une coloration rose en surface
mais pouvant diffuser dans tout le milieu.

*» Milieu reste incolore VP (-).
v Pour RM :
¢ Coloration rouge réaction (+).
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% Coloration jaune réaction (-) [6].
® Recherche de la Nitrate réductase :

Le bouillon nitraté est un bouillon de culture donnant la possibilité la recherche de

I'utilisation de I'ion nitrate par certains micro-organismes, surtout par respiration nitrate [30].
> Principe :

Certaines bactéries peuvent utiliser comme accepteur final d'électrons des composés
minéraux riches en oxygeéne (respiration anaérobie). C'est le cas particulier des nitrates qui
sont alors réduits en nitrites. La réduction peut aller au-dela du stade nitrites et conduit a la
formation d'azote gazeux (N,).

La recherche d'une nitrate-réductase se fait par la mise en évidence des nitrites formés.
Les nitrites en milieu acétique ou sulfurique donnent une coloration rose ou rouge en présence
d'acide parasulfanilique et d'alpha-naphtylamine. Toutefois, comme certaines bactéries
réduisent les nitrates au-dela du stade nitrites, toute réaction apparaissant négative (absence de
coloration rose ou rouge) doit étre contrélée pour constater la présence ou la disparition des
nitrates contenus a l'origine dans le milieu. Dans ce but, on ajoute au milieu de la poudre de
zinc. Le zinc est un agent réducteur capable de réduire en quelques minutes les nitrates en
nitrites.
Si Ia réaction est véritablement négative, les nitrates tonjours présents dans le milien sont
réduits en nitrites sons l'action dn zine af une coloration rose ou rouge apparait.
Si la réaction est faussement négative, les nitrates ont été réduits par les bactéries en azote
£aZEeux.
Le milieu ne contient plus de nitrates et lorsque la poudre de zine est ajoutée, la teinte du

milieu n'est pas modifiée [6].
» Technique :

Cultiver la bactérie dans un bouillon nitraté.
Incuber 4 37 °C jusqu'a 'obtention d'une culture abondante.
Ajouter une ou deux gouttes d'acide parasulfanilique en milieu acétique (réactif NIT 1) puis
une a deux gouttes d'alpha-naphtylamine en milieu acétique (réactif NIT 2).

Agiter et faire la lecture immédiatement [7].
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» Lecture et interprétation des résultats :

Tab 03: Lecture et interprétation des résultats de test de nitrate réductase [31]

lere

observation Interprétation et résultats

Coloration rouge

Présence de nitrites souche NR+

Coloration rose :

Le zinc a réduit les nitrates en

Ajouter inte d o . . .
Jouter une pointe de spatule de nitrites qui font virer le milieu au

oudre de zinc (le zinc réduit les ; e
Tacolore P ( rose en présence des 2 réactifs NR -

nitrates en nitrites)
Pas de coloration :

La souche a réduit ies nitrates au

dela du stade nitrites ; elle est NR +

¢ FEau Peptonée exempte d’indole :

L’eau Peptonée exempte d’indole permet la culture des germes ne présentant pas
d’exigences particulieres. Ce milien est surtout employé au cours du test de Mackenzie pour

I’identification d’ Escherichia coli par la production d’indole.

* Principes :

En aérobiose, Escherichia coli dégrade le tryptophane en indole par I'intermédiaire

d’une tryptophanase. L’indole produit est révelé par le réactif de Kowacks.
» Technigue :

Pour P’identification d’Escherichia coli par le test de Mackenzie, cultiver la bactérie

dans un tube d’eau Peptonée exempte d’indole pendant 24 heures a 37°C.
» Lecture :

Apres incubation des tubes inoculés, la présence d’indole est indiquée par 1’apparition
d’une couleur rouge dans la phase alcoolique du réactif de Kowacks, ajouté a raison de 0,5 ml

par tube.
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D.2. Les testes complémentaires :

» Recherche de I’ONPG.
» Recherche de la coagulase.
» Recherche de I'Oxydase.

e Recherche de ’ONPG (Orthonitrophényl-béta-D-galactopyranoside) :
» Principe :

Pour que le lactose soit utilisé par les bactéries, il doit étre scindé par des enzymes
intracellulaires, les béta-galactosidases. Ces enzymes sont spécifiques de la liaison béta-1,4-
osidique et elles hydrolysent le lactose en glucose et galactose. Pour qu'une bactérie utilise le
lactose, il faut que le lactose puisse pénétrer dans la cellule. Cette pénétration nécessite une
autre enzyme, la béta-galactoside perméase. Si cette enzyme est déficiente ou absente, une
bactérie potentiellement capable d'utiliser le lactose (possédant une béta-galactosidase) ne
pourra exprimer ce caractére et paraitra lactose négative.

L'objectif du test ONPG est d'¢étudier l'existence d'une béta-galactosidase (et donc la
possibilité d'acidifier le lactose), indépendamment de la présence ou de I'absence d'une béta-
malactogide perméase, La lecture est alors trés rapide ot on dispore ainki dune rdaction
complémentaire pour I'étude des germes apparaissant lactose négative aprés 24 4 48 heures
d'incubation.

La béta-galactosidase libérée de la cellule bactérienne (lyse théoriquement provoquée par
le toluene) va agir sur un galactose substitué, l'orthonitrophényl-béta-D-galactopyranoside ou
ONPG. L'hydrolyse de 'ONPG libére de l'orthonitrophénol qui présente une coloration jaune
trés stable [6].

» Technique :

Réaliser une suspension du germe 4 étudier dans de l'eau physiologique contenant un

disque d'ONPG. Incuber & 37 °C pendant 24 heures.

» Lecture :

s Apparition d'une coloration jaune : bactérie ONPG positive.

% Absence de coloration : bactéric ONPG négative [6].
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» Remargue :

Toutes les bacréries poseédamt une béfa~galactosidase grésentent un test ONPG positif
Toutefois, cerfainss bagtéries dépourvues de béfa-galactosidase pemvent hvdrolyeer I'ONPG

grace & une antre enzyme appelée ONPG aze. La dénominatien de "iest ONPGY eat donc plus

correcte que la dénomination de "recherche de |z béta-zalaciosidase” ([6] ; [ Tj )

s Reacherche de 1 eoagnlass

W
e
"'.l
E
Eﬂl
find

Le principe de ee test est simple. Nous mettons en contact du plasms oxalté. incapable
de se eoaguler seul, gver le germe étudié. Si I¢ fibrinogéne, soluble dang le plasma, se
transfinrme en Hbrine solide, un caillot se formera an fond du fube.

Nous pouvons également réaliser ce tes par une agglitination sur lame :
Sor uge lame propre #f séche, nous meffons en contact une goutte de plasma sanguin oxalké
avec une gouite de bowllon ensemencé par le gorme étudié (ou L colonig) Si le germe

possdde le récepteur an fbring ogeng, il y* aura yoe agglulindtion visible 4 I'eil me [3].

# Technigue :

Dians un tube 3 hémolyse stérile:
« verser (.5 mi de plasma vxmlis.
v Introdaire, Avee une pipeite Pastenr, le germe 4 teater,
V' Homngénéiser ¢ inoobera 35 - 37 °C [5].
8i le test est effectué sur lame, 1] faut ézalement vérifier le non auvtoagslutinaiion de

boniilan ou de Ia colonie testé [3].

¥ Leckue :

Figl7: Coagulase posihf [37]

T

ig.16: Coagilass mégeiid [32]

WWW scantondf et
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e Recherche de I’oxydase :

La recherche de I'oxydase est un des criteres les plus discriminatifs et les plus employés
pour l'identification des bactéries, surtout celle des bacilles & Gram négatif, Cette recherche
consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie testée a oxyder la forme réduite
incolore de dérivés méthylés du paraphényléne diamine (PDA), en leur forme oxydée semi-

quinonique rose violacé [32].
» Technique :

Nous utilisons le réactif de chlorhydrate ou le PDA, nous l'utilisons généralement avec
des disques imprégnés de ce réactif (disques d’oxydases). Sur une lame, nous plagons un
disque imprégné du réactif, nous déposons ensuite, avec une pipette Pasteur une colonie.
L apparition d'une tache violeite au bout de 30 secondes, signifié que la bactérie est oxydase+
et quelle possede le cytochrome oxydase. Et s'il n'y a rien qui apparait ¢a veut dire que la
bactérie est oxydase- et qu'elle ne posséde pas l'enzyme respiratoire (cytochrome oxydase)

[14].
D.3. Inoculation de la galerie APT 20 E:

La galerie API 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les
milieux. Les réactions produites pundant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par laddition des réactifs. La lecture des réactions et
I’identification se font 2 I’aide des tableaux de lecture et d’identification [28].

» Technique :

v' Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les alvéoles

pour créer une atmosphére humide. Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

v" Préparation de Pinoculum :

Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de Suspension Medium ou dans un
tube d’eau distillée stérile, d’opacité 1égere avec une seule colonie prélevée sur un milien

gélosé.
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v Inoculation de la galerie :

% Lorsque le sigle du test est encadré, ce qui est le cas des tests CIT, VP et GEL, la

suspension doit remplir le tube et la cupule.
% Lorsque que le sigle du test est souligné (ADH, LDC, ODC, URE, H2S), la

suspension doit remplir uniquement le tube. Aprés ensemencement complet de la

galerie, la cupule sera secondairement remplie d'huile de paraffine.
% Lorsque le sigle du test n'est ni encadré ni souligné (ONPG, TDA, IND, GLU,
MAN, INO, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA), la suspension doit remplir
uniquement le tube (Tab. 04).

Refermer la boite d'incubation, écrire les références du prélévement sur la languette du

fond de la boite et placer la boite a 37°C durant 24 h [28].
»> Lecture :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture,
Réaliser les tests nécessitant 1’addition de réactifs
v" TDA : ajouter une goutte du réactif TDA.
v IND : gjouter une goutte du réactif de Kowacks.
¥ VP : ajouter une goutte du réactif VP T et une goutte dun réactif VP 1T
v Nitrate réductase : apres avoir noté le résultat obtenu pour l'acidification du
glucose, ajouter une goutte du réactif NIT 1 et une goutte du réactif NIT 2. Si
aucune coloration rouge n'est obtenue (attendre deux & trois minutes), ajouter une

petite quantité de poudre de zinc (Tab. 04) [28].
v Identification :

Chercher le germe, dans le tableau sur Ia fiche guide, qui correspond au code obtenu sur

la fiche des réactions,
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E. Antibiogramme :

L'antibiogramme est un test qui permet de mesurer la capacité d'un antibiotique 2
inhiber la croissance bactérienne i vitro. Il renseigne, par conséquent, sur la sensibilité des
germes vis-a-vis des agents anti-infectieux. En plus de l'aide 4 la décision thérapeutique qu'il
apporte, I'antibiogramme permet la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne
aux antibiotiques. Il oriente également l'identification bactérienne grice aux phénotypes de

résistance naturelle [2].
E.l. Les étapes :
v" La réalisation d'une suspension bactérienne :

- Disposer de colonies pures sur un milieu de culture.
- Mettre stérilement de I'ean physiologique dans un tube 4 hémolyse,

- Prélever les colonies pures et les metire en suspension [33].
v" Préparation de la gélose :

« Prendre la gélose de Muller-Hinton, vérifier I'absence d'eau a la surface : si il y en
a, laisser sécher.

“ Annoter ou seront positionnés les disques d'antibiotiques sur le fond de la boite (Tl
faut les éloigner de 1 cm du bord minimum).

*¢ Diviser la boite autant dc fois (maximum 5 pour une hoite de 10 em, ou 12 pour
une boite de 15 cm) que vous avez d'antibiotiques.

% Ensemencer la gélose par 1 ml de suspension.

** Etaler le volume avec le riteau du centre vers les bords; ou tremper I'écouvillon
dans la suspension, enlever l'excés d'inoculum par pression sur les bords du tube :
¢couvillonner régulicrement la gélose en tournant la plaque de 60° jusqu'a
ensemencement de la totalité de la surface.

< Laisser sécher de 3 a 5 minutes.

< Déposer les disques d'antibiotiques.

% Incuber 16 a 18 h, 4 37°C (au maximum 24 h) [2].
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v Lecture des résultats :

Mesurer les diamétres des auréoles (zones d'inhibition de croissance de la souche
microbienne).
Pour chaque souche microbienne, la sensibilité ou la résistance 4 un antibiotique est
différente. Elle fait appel aux notions de concentration critique inférieure (c) et de
concentration critique supérieure (C).
¢ : dose minimale d'antibiotique qu'un malade peut recevoir sans dangers et qui fait effet sur
la souche bactérienne.
C : dose maximale d'antibiotique qu'un malade peut recevoir sans dangers et qui fait effet
sur la souche bactérienne.
Pour chaque couple bactérie-antibiotique, on détermine une concentration minimale
inhibitrice (ou concentration minimale inhibitrice, ou CMI). La CMI est la plus petite
concentration d'antibiotique qui inhibe toute croissance visible. En comparant la CMI aux
concentrations critiques, on détermine la sensibilit¢ ou la résistance de la bactérie a
l'antibiotique.
< La bactérie est sensible a l'antibiotique quand la CMI est inférieure a la
concentration critique inférieure,
% La bactérie est résistante & l'antibiotique quand la CMI est supéricure a la
concentration critique supérieure.
< La bactérie est intermédiaire A I'antibiotique quand Ja CMI est comprise entre les

deux concentrations critiques [33].
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I. RESULTATS ET DISCUSSION :

I.1. Résultats de I’ensemencement :

Tab. 05. Résultats de "ensemencement des milieux de culture utilisés (aprés 24 heures d’incubation)

=
=

Milieu de
Mois Gélose Mac
culture Chapman
de prélévement nutritive Conkey
sites
Site I + + +
Avril Site IT + + +
Site IIT + + +
Site I + + -
. " )
Mai Site IT +
Site I % + +

(+) : Culture positive ; () : Culture négative.

Remarque : pour los oultures sur Ic milicu de Chapman des sites I ct IT (mois davril) apids
24 h, nous n’avons trouvé aucune pousse de bactéries, la culture est alors laissée pendant 48

h.

Ainsi, ce tableau montre que la gélose nutritive a permet la prolifération des bactéries
pour I’ensemble des sites de prélévement (milieu non sélectif), alors que le milieu Mac-
Conkey est marqué par la présence de quelques colonies, pour I’ensemble des sites et pour les
deux mois, ses colonies sont tous des bactéries Gram négatif. Dans le milieu Chapman, la

prolifération des bactéries n’est notée que durant le mois d’avril dans les trois sites.
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RESULTATS ET DISCUSSION

L.2. Observation macroscopique :

Tab. 06. Résultats de I"observation macroscopique des colonies aprés une culture sur un milieu Mac-Conkey

Sites
Mois 4 Colonies Odeur Couleur Contour | Diameétre | Elévation
aractére
Réguliere -
Colonie
OB Fermentation | transparente | Smooth- 2mm plate
' (S)
Mel , :
Colonie Colonies a
Fermentation S 2mm bombée
N°:02 centre rouge
Avril Colonie )
5o- Gt Fermentation | transparente S 1-2mm plate
Mec II ' : i
Colonie Colonie &
Fermentation S 1-2mm bombée
N°:.02 centre rouge
Colonie _
B0 Fermentation | transparente S 1-3mm plate
Mc III . i
Colonie . Colomie a
Fermentation S 1-3mm bombée
N°:02 centre rouge
Colonie
. Fermentation orangée S 1-3mm bombée
Mel : i
Colonie
Fermentation | transparente S 1-3mm bombde
N™02
. Colonie )
Mai e Fermentation orangée S 1-3mm bombée
Me II i
Colonie .
_ Fermentation | transparente S 1-3mm bombée
N©:02
Me IIT colonie | Fermentation orangée S 1-3mm bombée

Les résultats nous montrent que la majorité des bactéries ont un contour régulier

(smooth), avec un diamétre compris entre 1 et 3 mm. Toutes les cellules sont soit

transparentes, rouges ou orangees. La dominance des colonies de couleur transparent est trés

nette. Aussi, presque la totalité des bactéries observées se caractérisent par une élévation

bombée (72%) et pour le reste elle est plate. Toutes les bactéries de culture donnent une odeur

de fermentation.
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Tab. 07. Résultats de I’observation macroscopique des colonies aprés une culture sur un milieu de Chapman

Sites
mois Odeur Couleur Contour | Diamétre | Elévation
aractére
_ Réguliere -
Chl Fermentation | transparente Olmm plate
Smooth-(S)
Avril : )
Ch II Fermentation jaune S 0lmm plate
Ch IIL Fermentation | transparente S 01mm plate

Le tableau nous montre que toutes les colonies observées sur le milieu Chapman sont
plates avec un diametre de Imm et un contour régulier. La couleur est soit transparente soit

jaune. Une odeur de fermentation caractérise touts les colonies.
I.3. Examen microscopique aprés coloration de Gram :

Pour toutes les cultures positives, nous avons réalisé des colorations différentielles de

Gram ou nous avons obtenues seulement deux types de cellules bactériennes.

Tab.08. Résultats de ["examen microscopique aprés coloration de Gram

Site p
Géluse
Prélévement Mae¢ Conkey Chapman
nutritive
ilien
N°:01 / Batonnet court de couleur rose | Cocci de couleur violette
1 N°:02 / Bétonnet court de couleur rose | Cocci de couleur violette
prélévement
N°:03 / Béatonnet court de couleur rose | Cocei de couleur violeite
Ne:01 / Bétonnet court de couleur rose /
2éme
N°:02 / Bétonnet court de couleur rose /
prélévement
N° :03 / Batonnet court de couleur rose /

/. Analyse non effectuée.
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Sur le milien Chapman, nous avons obtenu des bactéries cocci regroupés soit en
diplocoque soit en chainette ou en amas avec une couleur violetie indiquant des Streptocogues

ou des Staphylocoques.
Sur le milieu Mac conkey, nous avons obtenu des bactéries batonnets avec une couleur

rose qui sont généralement des Entérobactéries (bacilles ou coccobacilles Gram négatif).

L.3.1. Résultats de la galerie biochimique classique et de la galerie APT20 E :

Tab. 09. Résultats de la galerie biochimique classique du mois d’avril

Milieu de Test de Test de Espéce
Chapman Mannitol Coagulase
Chil + - Staphylococcus intermidius
Ch2 + + Staphylococcus aureus
Ch3 + - Staphylococcus intermidius

(+) : Culture positive ; (-) : Culture négative.

Le genre Staphylococcus aureus posséde des récepteurs au fibrinogéne qui sont
solubles, dans le plasma, se transforme en fibrine solide, un caillot se formera donc au fond
du tube (résultat positive). Le genre Staphylococcus intermidius ne synthétise pas ces

récepteurs (résultat négative).

Tab.10. Résullal de lu galerie biochimique classique de mois de mai

Teste Site I

Glucose +

Saccharose +

TSI Lactose +

H2S -

CO2 +

Citrate Simmons Citrate -

Milieu Manitol Mobilité Manitol +

Mobilité +

Bouillon Clarck et Lubs VP -

RM +

Bouillon de nitrate Nitrate réductase -+

Eau Peptonée exempte d’indole Indole +
Bactérie Escherichia coli

(+) : Résultat positive ; (-) : Résultat négative.
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Tab.11. Résultat des tests biochimiques complémentaires

Test Site 1
ONPG +
Oxydase -

Tab. 12. Résultats de la galerie AP1 20 E

Mois Milieu Code Espéce
Mel 530.776.33 Serratia liguefaciens
Avril Mec2 330.457.33 Enterobacter cloacae
Mc3 ‘ 530.676.33 Serratia liquefaciens
Mecl / /
Mai Mc2 7 /
Mc3 704,411.25 Escherichia coli 1

/. Analyse non effectuée.

D’aprés les résultats des examens microscopiques (Tabs. 9, 10, 11et 12) les principales
especes identifiées sont comme suit :
»  Staphylococcus intermidius.
> Staphylococcus aureus.
» Escherichia coli,
» Serratia liquefaciens.

» Enterobacter cloacae.
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I.3.2. Résultat de I’antibiogramme :

Tab. 13. Résultat de I’antibiogramme des principales espéces isolées de premier prélévement (Avril)

Milieu . Zone
Site de Sigle de Charge o
de prélévement : R d’inhibition | S I R
. Pantibiotique (mcg)
culture espece (mm)
CIP 5 32
F 300 24 +
. Serratia DA 2 06 +
» liquefaciens VA 30 06 *
RA 5 08 %+
C 30 32 %
CIP 5 28
F 300 24 +
Enterobacter DA 2 06
Mac S2 ,
VA 30 06 +
Conkey cloacae
RA 5 06 +
C 30 28 -
CIP 5 19 +
F 300 18
% Serratia DA 2 06 +
[iquefaciens VA 30 06 +
RA 5 06 +
C 30 24 -

Nous avons isolés Serrasia liquefaciens a partir de site I, telle est sensible aux
antibiotiques (CIP, F, C) et résistante aux VA, DA et RA, mais dans le 2°™ site cette espéce a
disparue soit sous l'effet probable de la présence des substances toxiques rapportés par les
rejets urbaines qui ont agit négativement sur sa croissance ou peut étre due aux moyens
utilisées dans notre études, n'ont pas été suffisantes pour l'identification d'un grand nombre
d'espéce, de plus, nous avons marqué la présence dune nouvelle espéce (Enterobacter
cloacae ) caractérisée aussi par une résistance vis-a-vis les antibiotiques: DA, VA, et RA. Dans
le 3% site, la réapparition de l'espéce Serratia liquefaciens plus résistante aux antibiotiques
ou elle a ét¢ isolée une seconde fois. Cette espéce a développé une résistance vis-a-vis des

CIP et C.
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Tab. 14. Résultat de I'antibiogramme des principales espéces isolées de premier prélévement (Awril)

Milien Zone
de Site de prélévement : Sigle de Charge &’inhibition | S i R
exitture espéce Pantibiotique (mcg) (o)
CIP 5 30
F 300 28 +
Staphylococcus DA 2 24
o intermidius VA 30 22 +
RA 5 28 +
C 30 38 +
CIp 5 28 +
F 300 12 -+
Chapman | o Staphylococcus DA 2 08 +
aureus VA 30 20 -
RA 5 16 +
C 30 14 +
CIP 5 22 +
F 300 20 *
Staphylococcus DA 2 12 n
5 intermidius VA 30 16 4
RA 5 08 +
C 30 06 +

A partir du milieu de Chapman, dans le site I, nous avons identifié Staphylococcus
intermidius qui présente une sensibilité vis-a-vis de tous les antibiotiques. Dans le site II, nous
avons identifi€ une autre espece Staphylococcus aureus qui est sensible aux CIP, VA et RA et
résistante aux DA et C. Nous avons trouvé dans le dernier site la méme espéce isolée du ler
site, soit Staphylococcus intermidius qui cette fois & développer une résistance vis-a-vis de la

majorite des antibiotiques exceptions faite pour F.
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Tab. 15. Résultat de I"antibiogramme des principales espéces isolées de deuxiéme prélévement (mois de mai)

Milieu Zone
Site de prélévement ; Sigle de Charge
de d’inhibition | S I | R
espéce Pantibiotique (mcg)
culture (mm)
NI 20 26 +
CN 30 16 -+
S1 PB 300 16 +
AN 30 30 -
Escherichia coli AMX 25 06
4 06 *
Mac MTR ‘
200 22 +
Conkey 858
NI 20 08 +
CN 30 06 +
93 PB 300 16 +
AN 30 22 +
Escherichia coli 1 AMX 25 06 +
MTR 4 06 =
S88 200 18 +

L'espece E.coli identifié a partir de la gélose Mac Conkey dans le site I présente un
caractére de sensibilité plus ou moins nette vis-a-vis de tous les antibiotiques, soit 5 sur 7 des
antibiotiques utilisées. La méme espéce isolée dans le site 111, a développé une résistance plus
ou moins flagrande vis-3-vis de deux antibiotiques (NI et CN). 11 est noté que le diamétre de

la zone d’inhibition 4 aussi diminué pour deux antibiotiques (SSS et AN).

La cause majeure de cette résistance développée chez ces bactéries est le contact direct
avec les rejets hospitaliers. Ces derniers renfermant des taux élevés de substances chimiques
(médicaments, antibiotiques, déchets hospitaliers...) favorisent I’apparition de résistances

bactériennes vis-a-vis des antibiotiques (Eurin et al., 2004).
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CONCLUSION

Cette étude a permet de déterminer les effets graves et les différents dangers provenant 4
partir des différentes substances générées par les effluents hospitaliers rejetés dans 1’Oued
Zénati, en vue d’évaluer I’impact de ces effluents sur la microflore lotique et leur risque

sanitaire.

L’¢étude microbiologique (identification de la microflore existante) a révélée une
apparition et un développement de la résistance de certaines especes de bactéries vis —a- vis
aux différents antibiotiques utilisées d’ot1 I"apparition d’une nouvelle situation qui se traduit
par l'adaptation de ces bactéries aux changements brusques de I’environnement par
I’utilisation des taux élevés d’agents antibactérien, qui constitue sans doute une menace pour

les habitants qui utilisent quotidiennement I’eau de I"oued.

En recommandation et pour faire obstacle 4 cette situation et 4 fin de maintenir I’équilibre
de cette écosystéme aquatique, il faut veiller & certaines points dont les principaux sont :

» Réaliser en traitement préalable des rejets avant qu’il atteigne 1’oued.

> Reéaliser des suivis réguliers de la qualité de ’eau.

> Pour I"agriculture, il est conseillé de ne plus utiliser I’eau de I’oued en irrigation.

> En fin, installer une station de traitement biologique et physicochimique des eaux

rejets dans cet écosystéme,
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SUMMARY

ABSTRACT

The river of Oued-Zenati is considered as a place where they throw household water
and sanitation and often variable amounts of effluent that specifically hospital sewage which
is rich in chemicals especially antibiotics. These waters are causing more pollution, they can
be a source of infection, contributing in the spread of diseases transmitted through water
which contains chemicals is a major problem, so it is necessary to know the microbiological
characteristics of water.

The objective of this study is that the effect of chemicals (antibiotics, drugs ...) in this
hospital discharges on bacteria and specifically on the development of resistance to these

antibiotics.

We realized during two months (April and May 2010), the evolution of bacterial
resistance to antibiotics released into of Oued-Zenati and results show that the presence of a
strong dose of antibiotics resulted by evolution and the emergence of bacterial resistance to
antibiotics.

Keywords: antibiotics, bacterial resistance, Oued-Zenati, hospital sewage, pollution,
microbiological quality of water.
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