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Infroduction

Infroduction

L'environnement est "la ¢ié d'une meilleure sani¢", déclare I'OMS (L'Organisation
mondiale de la santé), 4 la Conférence ministérielle "santé et environnement" 4 Londres en
juin 1999. Elle inclut dans le terme Environnement des paramétres physigues liés aux milieux
(pollution de l'eau, impact des déchets...) et 4 I'ensemble des activités humaines (air ambiant,
accidents domestiques, violences urbaines...).

Les activités de services médicanx, vaccinations, recherches médicales incluant les
essais diagnostiques, traitements meédicaux et examens de laboratoire par exemple, protégent,
rétablissent la sant€ et sauvent des vies (OMS, 2000). En dépit de leur caractére humanitaire,
elles n’échappent pas, elles non plus, au double processus «d*appropriation-désappropriation»
qui caractérise toute activité technique (Blanc, 1999). La production de biens et de services de
sant¢ neécessite 12 mobilisation de ressources naturelles. Comme c’est le cas pour toutes les
actvités qui mettent en ceuvre de la matiére, celles relevant du domaine de la santé sont

également génératrices de pollution et de transfert vers les milieux naturels. D'une fagon

".é‘?:ﬁérale, les hopitaux agissent 4 deux niveaux sur les écosystémes aquatigues. Iis ont une

demande en eau potable importante. Parallélement, ils produisent des effluents liquides,
pollués par des microorganismes pathogénes, par des radioéléments et par des substances
ehimigues dont certaines peuvent avoir un caraciére peu biodégradablc,

La consommation minimale d'ean domestique est de 100 litres par habitant et par jour
(Gadelle, 1993), alors que la valeur généralement admise pour les hpitaux varie de 400
1200 litres par lit et par jour.

A c6té de cette demande élevée d’eau potable, se rajoutent des besoins en eaux
spécifiques telles que I’eau physiologique ou stérilisée et les sérums. Cette importante
consommation en eau des hopitaux donne naissance & de grands volumes de rejets liquides
chargés de microorganismes pathogénes, dont certains sont multirésistants aux antibiotiques,
de substances chimiques toxiques et des radioisotopes (Leprat. 1998). Bien que Ila
consommation élevée en eau des centres hospitaliers puisse assurer une dilution importante
des charges organiques et inorganiques des effluents des différents services, leur rejet dans Ie-
réseau d’assainissement communal ou dans le milieu naturel n’est pas exempt de risques pour
les espéces vivantes qui seront exposées aux substances dangereuses comtenues dans ces

effluents.
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Introduction

Les objectifs du présent PFE sont de trois ordres : scientifiques, méthodologiques et

d’amélioration de gestion.

= Les objeetifs scientifiques visent 4 améliorer les connaissances sur les effets des

effluents hospitaliers vis-a-vis des écosystémes aquatiques :

w Les objectifs méthodologigues viseni & contribuer & I'amélioration des méthodologies
d'évaluation des risques écotoxicologiques et plus pariiculiérement de la phase
"caractérisation des effets" ; ceci d'un point de vue général et pour le scénario
spécifique de « rejet des effluents hospitaliers dans le réseau des eaux usées en

direction du cours d’eau récepteur ».

~ Les objectifs d’amélioration de gestion visent 2 exploiter les résultats de ce PFE en
fournissant des recommandations aux acteurs en charge de la gestion des effluents
hospitaliers (responsables des hopitaux, collectivités locales et services de I'Etat en
charge du contréle des effluents).

Dans cette optique nous avons structuré notre fravail de la maniére suivante :

# Le chapitre | est consacré & 1"étude de la biologie de Saccharomyces cerevisiae.

# lLe chapitre Il présenfe une éwde bibliographique sur les effluents hospitaliers.
L'objectif de cette partie est de synihétiser les informations sur la typologie, les
caractéristiques biologigues, physicochimiques, toxicologigues et écotoxicologiques
et des molécules susceptibles d'émre & I'origine du polentiel écotoxique des rejets
provenant des établissements de la santé.

% Le chapitre Il aborde le matériel et les méthodes utilisés tout au long de ce travail.

4 Le chapitre IV traite les résultats, discussions et perspectives.
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Chapitre 1 Saccharomyces cerevisiae

1. La levure modéle de cellule eucaryote :

Les levures sont des champignons unicellulaires et présentent donc wune structure
cellulaire eucaryote. Leur seul caractéristiqne commun est I’état unicellulaire bien que de
aombreuses levures soient aussi capables de faire dans certaines conditions un pseudo-
mycélium comme le genre Brertanomyces, voire un véritable mycélinm comme Candida

albicans (Didigr, 1996).

La levure est un organisme modéle chez lequel de nombreux processus cellulaires ot

moléculairés communs a toutes les cellules ont été élucides.

Egalement I'état nnicellulaire, la capacité 8 se multiplier rapidement et la rusticité des
exigences nuiritionnelles conférent & ces eucaryotes des qualités qui permette de les cultiver .
de les gtudier et de les utiliser aussi facilement que des miicroorganismes procaryotes

cependant , les plus communément utilisés Saccaromyces cerevisiae (Didier. 1996) .
2. Saccharomyces cerevisiae :
2.1, Définition :

Elle appartient & la classe des Ascomyeétes, 3 la famille des Saecharomyeetoideas.

genre Saccharomycas (Roiris ol Tevean 1997) (Fig:A1)

C’est un microorganisme utilisé pour sa fermentation alcooligue ainsi appelé levare de
biere (cerevisiae), mais aussi et surtout dans Ie domaine des boulangeries la ou elle est appelé
« levure de boulanger ». Due 4 son mode de reproduction, elle est découverte, isolée et

identifier au milieu du XIXéme siécle soit reconnue comme étarit le petit champignon

(-myces) se nourrissant de sucre (saccharose) responsable de la fermentation. Elle fut

logiquement appelée Saccharomyces cerevisiae (Thuriau, 2004).
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Chapitre I

Figure 1 3 Saccharomyces cerevisiae (1],

2.2. Classification scientifique |1 ]:
Sous-embranchement : Saccharomycoting
Classc : Hemiascomycete
Ordre : Saccharomycelales
Famille : Saccharomyceraceae
Genre : Saccharomyces
Les cellules de levures du genre Succharomyces, en particulier Saccharomyces
cerevisiae, sont arrondies, plus ou moins ovalaires, elles ont la formes d'un ellipsoide de
révolution dont le grand axe aticint une longueur d’environ 5 pm chez lﬁ-éﬁﬂiﬂﬁ_ diploides
(Fig : 2).

Aspect de levures 4 la coloration de Gram, on peut visualiser les parois (ttanslucides) qui
entourent les cellules.

WwWww scantondf eu

na‘ipdolueds: mmm
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Chapitre I Saccharomyces cerevisiae

> La parei fait environ 20% du poids de Iz levure, enfourant la membrane

plasmique et protégeant la levare des agressions physico-chimiques du milieu extérieur [2].

Ce poreux d*environ 200 nm de large (trois fois plus large que la membrane cytoplasmigue)
laisse passer les petites molécules et détermine la forme et Ia rigidité des cellules ( Thurauy.
2004). Elle est constituée d'une couche externe de mannoprotéines, associés & des glucanes et

une couche interne de glicanes assaciés 4 une petite quantité de chitine [2].

- Une membrane cytoplasmique composée principalement de phospholipides
double couche (partie hydrophile & l'extérieur et partie lipophile 4 l'intérieur). Elle contient
aussi de nombreux complexes protéiques intrinséques et exirinséques dont les rdles sont
variés, par exemple des enzymes appelées proiéases ménent les transports de substances du
milieu extérieur vers le milien intracellulaire et/ou inversement avee ou non transformation du

substrat durant le passage.

- Le¢ noyan, généralenient en position centrale & un diamétre d’environ 2 pm
chez les cellules haploides, contenant I'information génétique du génome chromosomique de

la levure

- Le cytoplasme conticnt des vacuoles en nombre variable, organites a i'aspect
homogéne, qui servent d'espaces de stockage pour diverses substances. ces vacuoles

fusionnent le plus souvent chez les cellules dgées.

On frouve également dans le cytoplasme des inclusions de glycogéne el des
microvésicules, les peroxysomes contenant notamment. le catalase. Lorsque les levures sont
on aérobiose, on trouve des mitochondries qui jouent un réle important dans la respiration et
la production d'ATP [2] .Les mitochondries disparaissent en anaérobiose. La plupart des
constituants cellulaire peuvent étre distingués au microscope sur la base de leur affinité
sélective pour tel ou tel colorant (Didier Pol. 1996),

Malgré leur petite taille, le microscope optique permet d’obtenir diverses informations
sur les levures en particulier si 'on utilise des techniques de coloration. L’observation
d’organites caractéristiques permet de sitver les levures dans la classification (Didier Pol,
19986).
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Chapitre T Saccharomyces cerevisie

@« Caractéristigues génétiques :
i Chromesomes : les levures soni des organismes eucaryotes el possédent un noyau

avec des chromosomes linéaires. Chez les Saccharomyces, les chromosomes sont au
nombre de 16 simples ou 16 paires selon la forme haploide ou diploide de 1a cellule.

£: Plasmides : & c6t¢ des chromosomes, il existe dans le noyau des petites molécules
d'ADN circulaire d'environ 6 000 paires de bases, les plasmides, présents entre 50 et
100 exemplaires par cellule.

Ces plasmides sont autoréplicables et autotransférables sans affecter la viabilité¢ de la cellule.
Iis portent I'information génétique de quelques caractéres rion essentiels a la viabilité de la
levure.
2 ADN mitochondrial : chaque mitochondrie renferme plusicurs molécules cir¢ulaires
d'ADN qui portent l'information de certaines enzymes de la chaine respiratoire.

L’observalion vitale peut aussi éwe utile pour comparer des cellules d’espéce différentes,
souvent trés semblables, et montrer ainsi les limites de cette approche pour apprécier les
différences spéeifiques [2].

Figure 2 : Caractéristiques principales du Saccharomyces cerevisiae |3].
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Chapitre { Saccharomyces cerevisiae

2:4. Cycle biologique :

l Une levare présente un cycle haplodiplophasique. La plupart d’entre elles peuvent se
multiplier par reproduction asexuée aussi bien sous la forme haploide.

=

A I'étal diploide, elles peuvent aussi subir Ia méiose et donne alors des spores haploides
capable de se muitiplier par voie asexuée en un clone haploide. Deux cellules haploides de

signe sexuel apposé penvent fusionner (Fig. : 3).

——

Le zygote qui en résulte est & "origine de Ia phase diploide du cyele ( Didier Pol, 1996),
/K A Conagan:

| \v .

Figure 3 : Le cycle biologique de Saccharomyces cerevisiae |3].

2.4.1. Reproduction asexuée :

La multiplication asexuée s’effectue chez Suecharomyces cerevisiae par une forme de

division cellulaire atypique : « le bourgeonnement » (Didier Pol. 1996).

* Bourgeonnement :

Les cellules de S. cerevisiae ont un mode division cellulaire assez exceptionnel
chez les eucaryotes, le bourgeonnement (Fig : 4). qui crée une différence dans la durée
individuelle des cycles. En effet, le bourgeon est plus petit que la cellule mére & ['issue de
la division, d’ot une période de croissance plus longue avant qu’il ne produise lui-méme

5
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Chapitre T Saccharomyces cerevisiae

un nouvean bourgeon, faute de quoi les cellules deviendraient plus petifes 4 chaque
division.

Pour éviter une telle « catastrophe mitotique », la cellule issue du bourgeon a donc
une phase pré-réplicative (GI) plus longue (70 min) gue celle de ia cellule mére (30 min),
et ne déclenche Ia réplication de son ADN (qui coincide & peu prés avec la formation du
nouvean bourgeon) que lorsqu’elle a atfeint une taille eritique appropriée. La phase S (20
min ) et les phases G2 et M (50 min ) complétent le cycle ., de sorte gque le bourgeon et sa
meére ont , respectivement , un cycle de division long (140 min ) et court ( 100 min ) , avee
une valeur moyenne de 120 min pour I'ensemble de la population cellulaire (Fig 5)
(Thuriaux 2004).

Figure 4 : Le bourgeonnement | 3],

"/

~
0 "O\ /@)\k ;L‘
'«‘“*b /\jx *

S 2 M

Figure 5 : Les différentes étapes du cycle cellulaire metiant en avant les

changements de forme de la levure au cours de bourgeonnement | 3.
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Chapitre I Saccharomyces cerevisiae

2.4.2. Reproduction sexuée :

| Chez S.cerevisiae, les spores issues de la méiose germent pour donner des cellules
. haploides qui, en milieu riche, produisent en permanence la phéromone sexueile
! correspondant aux haplotypes MATa et MA4Ta Ces cellules s'engagent done
spontanément dans un processus de fécondation qui produit un zvgote ol les deux
noyaux fusionnent immédiatement, formant un diplotype MATa/MATa qui est certes

—m

compétent pour la méiose, mais ou celle —ci ne se produit que dans des conditions de

carence sévere, et pour autant que les cellules soient compétentes pour la respiration. La

présence d’acétaic favorise la méiose, pour des raisons inconnues ( Thuriaux ,2004).

2.5, Condition de croissance @

Les conditions de croissance de Saccharomvees cerevisiae se rapportent 4 cenx de la

levure en générale, ainsi pour leur développement les levures ont besoins *

@ De composés carbonés : source de carbone et d*énergie.

@ De composés azotés réduits sous forme d’ammoninm ; quelques levures peuvent
cependant utiliser des composés oxydés (comme les nitrates) ou organiques pour
la synthése de protéines et d’acides nucléiques.

@ Déléments minéraux variés, vitamines et facteurs de craissance qui varient selon

les levures [2].
' Les levures surviennent & un large spectre de type environnemental :

w» Gammie de tolérance de température : de 0° 4 55°C.

-« Température de prolifération : de 12 4 40°C.

=+ Tolérance presque compléte vis-a-vis de la dessiccation (levures séches)

w Tolérance vis-a-vis de la pression osmotique : les levures peuvent pousser
et fermenter jusqu'a des concentrations en sucre de Iordre de 3 M.

w» Tolérance alcoolique : jusqu’a 20% d alcool [2].
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Chapitre 1 Saccharomyces cerevisine

2.6. Métabplisme :

e S.cerevisige une levure aérobie facultative :

La fermentation produit deux molécules d"ATP par molécules de giucose oxydée, un
bilan énergétique évidemment irés modeste par rapport & la respiration. On comprend donc
que la quasi-totalité des eucaryotes non photosynthétique privilégient la respiration en
présence d'02,

On appelle effet pasteur cetie adaptation a 1'oxygéne. S.cerevisiae échappe a cet effet, et
I'on parle d’effet Crabirec pour qualifier sa forte adaptation & la fermentation méme on
présence de I"oxygéne. S.cerevisiae aérobie facultative. En outre S.cerevisie discrimine entre
les sucre qu’elle est capable de fermenter et privilégier fortement le glucose ou le fructose. on

parle alors d’effet glucose (ou répression catabolique carbonée) (Thuriawy, 2004,
2.6.1. Métabolisme oxydatif :

Le métabolisme oxydatif du glucose est une oxydation compléte de la molécule de
sucre en ¢au et en gaz carbonique & travers les voies métaboligues de la glycolyse, du cycle de
Krebs et de la phosphorylation oxydative. Deux conditions sont néeessaires 4 ce métabolisme,
Outre la présence d'oxygéne, la concentration en glucose doit rester faible; pour un
changoment métabolique. chez S corowsiae comme ehez d'putre organismez cucaryolcs, los
différenies enzymes qui catalysent les réactions du cyele de Krebs sont situées dans la

mitochondrie (Flammarion et al .. 2000).

Le bilan énergétique théorique maximal de cetie voie métabolique est le suivant :

CsH 205 (gincose) + 60, — 6CO;, + 6H,0 + énergie utilisable

En plos de la production de coenzymes réduits sous forme de NADH et FADH2, le
cycle de Krebs sert a4 former de nombreux précurseurs pour la synthése de macromolécules de
la composition cellulaire. La phosphorylation oxydative régénére les coenzymes réduits
NADH et FADH2 en NAD+ et FAD. Les €lectrons ainsi libérés sont transférés 4 "oxygéne
moléculaire pour former une molécule d’eau. Les protons exportés permettent le maintien du
potentiel transmembranaire entre I"espace inter membranaire et la matrice de la mitochondrie.
Ainsi, 'entrer des protons & Iintérieur de la mitochondrie permet la synthése d’ATP et Pi
grice 4 I'ATPase membranaire (Mourei, 2006).

8
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2.6.2. Métabolisme fermentaire

Le métabolisme fermentaire peut étre défini comme I’ensemble des réactions qui se
réalisent en I"absence d’oxygéne comme accepteur final d’électron. Cette foncfion est alors
assurée par des molgcules organiques. Ainsi ce métabolique produit de I"thanol, du dioxyde
de carbone et des produits secandaires. La glycolyse est la voie principale de dégradation du
sucre en pyruvate .La distinction entre voie oxydative et fermentaire est le devenir du
pyruvate. Dans le cas d'un métabolisme fermentaire, il est transformé en éthanol et dioxyde

de carbone.
Le bilan énergétique de la dégradation du glucose en éthariol est alors suivant :
CsH 204 (glucose) — 2C0; + 2CH;CH,0H (étbanol) + énergie

Le rendement théorique en éthanol est de 0,51 g d'éthanol par grammie de glucose

consomme,

Cependant les réactions de maintenance, de synthése des infrastructures cellulaires et la
formation des composés secondaires (glycérol, acide acétique, substances de réserve) limitent
ce rendement 2 80 -90 % de sa valeur théorique. Le rendement en biomasse est de 'ordre de
0.10g .g" O de glucose. En plus de I'éthanol, se forment d’autres sous-produits dont le plus
important est le glycérol.

Le but de la production de glycerol est de rééquilibrer la balance redox en réponsc a la

production de biomasse associée a la réaction fermentaire (Marlene, 2006).
2.6.3. Effet glucose :

Le glucose peut devenir un répresseur des enzymes de 13 veie de la glucondogenése,
de la respiration et des enzymes qui assurent le catabolisme des sucres autres que le glucose.

On parle alors « d’effet glucose ». Le niveau des enzymes est plus faible et lié soit 2 une
diminution de la concentration en ARNm correspondants, soit 4 une diminution de leur
traduction voire 4 une augmentation de la vitesse de dégradation de ces enzymes. Cét effet
peut étre déclenché par d"autres hexoses tels le fructose ou le mannose (Garcedo. 1998),
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2.6.4, Effet pasteur :

L effet pasteur est une inhibition de la fermentation par la respiration. On assiste ainsi

2 une diminution de Ia vitesse de consommation de sucre en présence d’oxygéne, L’effet

pasteur est trés peu marqué chez la levire S .cerevisiae car elle est plus sensible au glucose

(effet Crabtree et répression cataboligue) (Leveau et Bouix. 1993),
2.6.5. Effet Crabtree :

Crabtree, en 1929, éindier le métabolisme des sucres chez les cellules animales. 1l
observe que la respiration n'exerce pas d'effet imhibiteur sur la fermentation, mais qu’a
I'inverse, La respiration est inhibée par P'activiié fermeniaire des cellules. Suite & cetie
découverte, des travaux ont permis de définir I’effet Crabtree comme ["inhibition d*une voie
énergétique. La respiration par une autre voie énergétique, la fermentation. Il s’agit d”un
phénoméne contradictoire & 'effet Pasteur. 1l est parfois nommé « contre —effet » Pasteur.

Un effet similaire sur les levures a éié réalisé par De Deken en 1966. L’ auteur monire
que plusieurs types de levures présentent le méme comportement que les cellules animales
étudiées par Crabtree. 1l a observé que lorsqu’une souche de S.cerevisiae utilise du glneose
ou du fructose comme source de carbone en présence d’air, le métabolisme est principalement
fermentaire. Ce serait le résultat d'une répression de la synthése d’enzymes du métabolisme
respiratoire dii 4 une vitesse de fermentation élevée (Guay, 1999)

% Définition :

L’effet Crabtree correspond & la transition respiro-fermentaire en conditions aérobies,
c’est —a- dire 4 une production d’éthanol en présence d’oxygene. En aérobiose, lorsque Ia
vitesse d'apport du substrat dépasse un certain sevil, la levure passe d’un métabolisme
purement oxydatif 4 un métabolisme oxydo-réductif.

Le niveau de sensibilité est variable selon Ie type de levure considéré. Certaines
levures, telles que Saccharomyces cerevisiae, sont fortement Crabiree positives ef produisent

déja de I"éthanol an-dela de 1g.L™" de glicose (Mouret. 2006},

10
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Chapitre I Saccharomyces cerevisiae

3. Intérét biologique :

L’engagement de ces microorganismes dans divers phénomeénes naturels a toujours
soulevé un intérét scieptifique cousidérable a leur égard. Actuellement, les levures sont

probablement les organismes eucaryotiques dont 14 biologie cellulaire esi le mienx étudide.

Les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et les techniques du
génie-génétique ont permis d'utiliser des levures pour la production de protéines animales et
humaines , comme la présure , ’hormone de croissance humaine ou le vaccin contre

I’hépatite B ( Leveau et Bouix . 1993 ).

Sans oubli€ aussi leur intérét dans 'industrie agro-alimentaire. L'état unicellulatre, Ia
capacité & se multiplier rapidement et la rusticité des exigences nuiritionnelles conférent a ces
eucaryotes des qualités qui permettent de les cultiver, de les éudier et de les utiliser aussi
facilement que des microorganismes procaryotes (Didier Pal. 1996),

4, Biomargueur :

Un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au mniveau
moléculaire. biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révéle
"exposition présente ou passée d*un individu 2 au moins une substance chimique i caractére

polluant {Flammarion et al .. 2000).
Les différents types de biomarqueur sont :

w Biomarqueunr d’exposition : Ils permettent la mise en &vidence d une exposition
actuelle ou passée 2 un polluant d’un organisme. Par éxemple les adduits °ADN
sont ufilisés comme biomarqueur d’exposition 4 des cellules cancérigénes ou
genotoxigues.

w Biomarqueur d’effet : Ils sont utilisés pour évaluer les effets des xénobiotiques
sur les individus, les populations ou les écosystémes.

w Biomarqueur de sensibilité : Ce sont des composés qui raduisent les variations

de la sensibilité.

11
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5. Bioindicatenr :

Un bioindicateur est un indicatenr constitué par une espéce végétale, fongique on
animale ou par un groupe d'espéces (groupe éco-sociologique) ou groupement végétal dont la
présence (ou 1"état) renseigne sur certaines caractéristiques écologiques (¢’est-a-dire physico~
chimiques, microclimatique, biologiques et fonctionnelle) de ["environnement, ou sur
Pincidence de certaines pratiques. On les utilise notamment pour Ia bioévaluation
environnementale (suivi de I"état de I'environnement, ou de [efficacité de mesures

compensatoires ou restauratoires).

Son principe est d'observer des effets biologiques ou écosystémiques, au niveau de
I'individo et /ou de population ou écosystémes (& I"échelle de la biosphére ou de grands

biomes éventuellement).

Ces effets doivent étre mesurables via I'observation de divers degrés d’altérations
morphologiques, comportementales, tissulaires ou physiologiqueés (croissance et
reproduction), conduisant dans les cas extrémes 4 la mort de ces individus ou 3 la disparition

d’une population. (FFlammarion et al. 2000).

5.1.Propriétés d’un bioindicateur :

% |1 doit suihisamment (normalement ou anormalement) répandu sur le territoire
concerné et y €tre relativement abondant, et si possible facilement détectable.
@ Sauf dans le cas oz 1"on veut mesurer la mobilité d’espéce, il doit &tre le plus

sédentaire possible pour refléter les conditions locales.

# [l doit avoir une taille rendant possible 1’étude de ces différents tissus et de
leurs composantes (muscles, 0s, organes dans le cas d’un animal.....).
% [l doit tolérer les comaminants avec des effets sub-Iétaux.

4 11 doit aussi survivre hors du milien naturel le tolérer différentes conditions de
laboraioires (ph, température ...).
@ Une relation entre la concentration en contaminants dans le milieu externe &t la
concentration dans I'organisme doit exister.
Certains bioindicateurs sont aussi des bivintégrateurs ; ils peuvent étre doublement utiles

dans les cadres de programmes de biosurveillance (Flammarion et al .. 2000

12
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Chapitre 11 Les effinents hospitaliers

1. Contexte :

Consommation de l'eau : 1. hopital est un grand consommateur d'eau, en effet par
comparaison avec la consommation en milien domestique dont la moyenne retenue par
habitant et par jour est de 150 2 200 litres, pour les hopitaux la valeur moyenne passe de 400 a
1200 litres par jour et par lit |4].

Par conséquent, si les volumes d'eau entrant dans I'hépital sont importants, les

volumes rejetés dans le réseau d'assainissement public le sont également ; ces rejets pouvant

générer une pollution de 'environnement.

Les usages de l'ean A I'hépital : Ils sont trés variés : usage alimentaire, sanitaire, technique et

thérapeutigue..., et générent donc différents types d'effluents [4].

2. Typologie des effluents liguides hospitaliers :

Tableau 1 : Types de rejets et produits ufilisés & nature domestique ou indusirielle pour un
hépital (Olivier, 2007).

| Type de rejets | Produits rejetés Impacts

Huiles ef graisses | Issus de la préparation de mets, ils
| £ i sont chargés de matiéres grasses et
Re_ie?s de Mati¢re organique huileuses oecasionnant de_s frais
cmismes ¢levés d'eniretien de collecteurs
pour les collectivités.

Huiles usagées Hydrocarbures .
Rejets de nature industrielle dont

Rejets de Solvants Lubrifiants les produits font souvent appel a
garages une réglementation particuliére. Les
et d’ateliers —  huiles usagées par exemple sont
Particules peu biodégradables et réduisent
métalliques I'oxygénation du milie.
Lessives Bactériostatiques
— — ' L’ean de Javel est I'élément le plus
Eau de Javel Décontaminant | yilisé et le plus nocif puisquelle
Rejets de : - forme des composés toxiques en se
blanchisserie B:smlﬁte de ALSIpHESIEE décomposant.
sodium
Eau oxygénée Acide acétigue

13
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Les effluents hospitaliers

Tableau 2 : Types de rejets et produits utilisés de nature spéeifique 3 un hopital

(Olivier. 2007).

T:; l;:tge Produits rejetés Impacts
Halogénes : chlorés Aldéhydes : Un ETS et un gros
et iodés Formol et consapimatiys dagents  de
Glutaraldéhyde désinfection notamment pour
— palier aux problémes
; ) v o .. . | diofections nosocomiales. Les
Rejets Biguanides Dérivés phénols ammeniut;i;s tquatemaxres s?nt
L PR , _ _ | souvent {rés toxiques pour les
d an:n:teggque Alcools Carbanilides | grganismes ~ aquatiques. La
désinfectants Ammoniums téglementation impg’se- ung
' quafernaires Diamidines | biodégradabilit¢ de90% pour
tous les désinfectants ce qui
atténue largement  leurs
Oxydants Colorants AMpAGIS:
8i de nombreux agents
Rejets de Bactéries pathogénes ne peuvent survivre
germes multirésistantes Virus une fois rejetds, il en existe
pathogénes qui le peuvent d’ot un probléme
sanitaire éventuel. _
Avec les types de médicaments
Hormones sexuclles | Analgésiques | différents. les quantités utilisées
et du fait de la concentration,
Analgésique, les EffS sont des sources de
antipyrétiques, . | pollution éventuelles. Il ne faut
anti-inflammatoire | Drabloquants | toutefois pas onblier que la ville
et 1"élevage sont aussi des
Rejets de Hypolipidémiants | Broncholytiques | 'mportantes sources de rejets
médicaments ' secretolytiques | Médicamentenx. _
— - - Des impacts commencent a étre
Antiépileptiques | Cytostatiques | gacelés comme la féminisation
Viasodilasateirs Produitsde | de certains poissons ou la
S contraste malformation, lors du
rayons X développement, de certains
Tranguillisants | Antibiotiques | animaux,
Les métaux lourds nous sont
Rejets de Tensiométre 4 Produitde | e o mas
métaux mercure développement |, L .
lourds photo egglﬁ_ment des toxiques irés
' ‘puissants.
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Effluents
Colorants | [ eg laboratoires au sens large
Rejets des d’automates sont les services Travaillant
Iaboratoires avec de nombreux produits
Acides CMR toxiques différents.
ases Formol
Solvanis

Les ETS ont souvent de
multipies services possédant
chacun des rejets spécifiques et
donc leurs contraintes propres
Autres rejets Radioactivité comme la radicactivité de
certains éléments pouvant avoir
une durée de  demi-vie
importante @  [’échelle des

eftluents.

3. Caractérisation des effluents hospitaliers :
3.1. Caractéristiques microbiologiques :

Sur le plan microbiologique, les effluents des établissemenis de santé seraient
globalement moins chargés que les eaux usées urbaines (T.eprat, 1999, Mansaie:, 20001)
Emmanuel (2004) a trouve des concentrations de 2.107 et 2.106 coliformes fécaux par 100 m|
dans les effluents d'nn hépital d'une grande ville du Sud-Est de la France alors que la
concentration moyenne est de 108 / 100 ml dans les effluents urbains (Meteal Nel Eddy, 1991),
Le danger résiderait plus dans la présence de certaines bactéries multirésistantes aux
antibiotiques (Profens vulgaris, Mycobactéries) et de certaines souches typiquement
hospitaliéres (Enierobacter sakazakii) (Schwartz e1 of, 2003),

En utilisant des entérocoques, des staphylocoques, des Enterobaciériaceae et des
bactéries hétérotrophiques en tant qu'indicateurs de présence des bactéries muitirésistantes
dans les biofilms formés dans le réseau d’assainissement hospitalier, (Schwartz er o/ 2003)
ont relevé une importante présence de germes multirésistants aux antibiotiques.

= Virologie des effluents hospitaliers :

Des marqueurs de pollution virale des saux de surface tels que les entérovirus et les

adénovirus ont éi¢ identifiés dans les effluents hospitaliers (Mansotte gt Justin, 2000).
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Les entérovirus se présentent en quantité importante dans les eaux usées. Leur présence, €n
tant que marqueur de pollution virale, dans les effluents hospitaliers est & corréler avec celle
d’autres virus, le VIH par exemple,

En effet, les personnes infectées par les entérovirus et les entérobactéries libérent en
moyenne 106 & 107 PT « particules infectieuses » (ou colonies) pour chague litre de selle
excrété, Certaines études mentionnent la présence de particules infectienses du VIH dans les
eaux naturelles et nsées {Cassan et al. 1997).

3.2. Caractéristiques des rejets médicamenteux :

Les médicaments utilisés dans les établissements de santé sont variés et représentent
des quantités importantes. On peut citer 4 titre d'exemple, les analgésiques, les antipyrétiques,
les antibiotiques, les antiviraux, les antifungiques, les immunodépresseurs et les

anticancéreux.

On distingue deux voies d'élimination des médicaments, la premiére et la plus conséquente
concerne les excrétas et les liguides biologiques, la seconde le circuit d'élimination des

‘médicaments non utilisés et du matériel souillé [5].

Le circuit d'¢limination des médicaments par les patients peui-&tre représenté par le schéma
suivant (Fig 2 6) [0 :

REBEAU D ASSINISSEMENT

Figure 6 : Le circuit d*élimination des médicaments.
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Suivant la voie d'administration, le médicament est plus ou moins métabolisé par
l'organisme et on retrouve donc en partie les médicaments et les métabolites dans le réseau
des eaux usés. Pour certains médicaments cela peut poser de graves problémes de santé
publigue et d'environnement, si aucune précaution n'est prise quant A leur rejet notamment

pour les anticancéreux.

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

malheureusement il peut se rencontrer dans ceriain établissement [3].

3.3, Caractéristigues physico-chimigques :

EPA (1989) souligne «les eaux usées provenant des hopitaux sont essentiellement
domestiques et peuvent étre caraciérisées par la concentration des paramétres globaux dans
les limites suivantes :

DRO5 : 50 4400 mg/L

DCO = 150 2 800 mg/L
MEST : 60 & 200 mg/L
COT : 504300 mg/L

Des polluants tels que métaux, radioisotopes et auires substances chimiques sont
introduits dans le réseau d’assainissement des hdpitaux. Etant donné que les hopitaux utilisent
et rejettent un volume important d’eau, les polluants identifiés se diluent et se retrouvent a des
concentrations souvent voisines de celles des effluents domestigues ». [}'aufres auteurs notent
que les effluents hospitaliers présentent pour les paramétres globaux (MEST, DCO, DBOS,
Phosphore total) des caractéristiques fout 4 Tait semblables & la moyenne de celles d’eaux
résiduaires urbaines a ['exception des détergents qui présentent une concentration

significativement plus €levée (Mansolie el Justin.2000).
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4 .Substances suspectées d'étre 3 Porigine de I’écotoxicité des effluents

hospitaliers :

4.1, Les détergents :
Un détergent est un produit servant a « décoller la saleté » par une action physique et
chimique.

Les principaux détergents sont :

& Les défergents anionigues : Sont des détergents dorigine naturelle : les savons, les
sels d’acides gras. Leur dégradation est compléte entre 2 et 20 jours.

%+ Les détergents cationiques : (ammonium quaternaire), sont des sels d’amines. En
plus de leur pouvoir détergent. ils ont également un pouveir bactéricide
(désinfectant). Ils ont une mauvaise biodégradabilité. En contact avec des détergents
anioniques, ils forment des composés insolubles (existence d'une certaine
neutralisation).

@ Les détergents non ionigues Correspondent 4 la classe la plus importante. A cause
de la trés bonne tolérance cutanée qu’ils présentent, ces détergents sont les plus
utilisés. Si la chaine carbonée est lindaire, les enzymes naturelles assurent beaucoup

phis facilement 1a hindégradabilité du camposé e si cette clhafie est ruilide.

Un des principes actifs des détergents est I’agent de surface (ou tensioactif), qui forme
un film discontinu et fragile & la surface de I’eau. Ce film empéche le plus souvent 2 ia
lumiére solaire et & I'oxygeéne de 'air de pénétrer dans 1'eau, ce qui peut entrainer un
déséquilibre biologique en entrainant 2 moyen ou 4 long terme, dans le cas d"un réacteur de
traitement biologique aérobie, I'apparition de zones anaérobies. Dans le cas d’un milien

naturel aquatique, il peut faciliter le début d’une euirophisation (Emmanuel .2004),
4.2. Les désinfectants :

L'AFNOR définit la désinfection comme une « opération au résultat momentangé
permettant d’éliminer ou de tuer les micro-organismes ei/ou d’inactiver les virus indésirables
portés par des milieux inertes contaminés en fonction des objectifs visés ».

Les désinfectants utilis€s dans les hépitaux peuvent se classer en :

» désinfectant couramment utilisés
i8
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= désinfectant & utilisation restreinte.
4 2.1, Les désinfectants couramment utilisés:

@ Les produits chlerés : L'eau de lavel et les auntres hypochlorites sont les désinfectants
les plus utilisés dans les hopitaux (Deloffre-Bonmamonr, 1995).

[ls contribuent a Ia formation des composés organochalogénés adsorbables sur du charbon actif
(AOX). Les composés organchalogénés sont le plus souvent lipophiles, durables dans
I"environnement, et potentiellement toxiques pour les organismes aquatiques (Carey ef ol.
1998).

@ Les produits contenant des aldéhydes et dérivés : Le formaldéhyde (CH20) “est le
plus toxique de tous les aldéhydes. Il est incompatible avec les produits iodés, les
hypochlorites et ["eau oxygénée (Emmanue! 2004).

@ Le plutaraldéhyde : C'est un dialdéhyde trés utilisé dans la désinfection des appareils
d’endoscopies. A cause de sa nature volatile et irritante, le plutaraldéhyde peut étre
responsable de disfonctionnement pulmonaire comme [’asthme ou d'anomalies
cutandes, comme les eczémas allergiques chez le personnel médical exposé
périodiquement 2 cette substance (Cullinan et al.. 1992).

Cependant, les problémes sanitaires liés au glutaraldéhyde peuvent étre réduits par
1"utilisation d’appareils de nettoyage automatique (Fousserean. 1985).

Q@ Les sels ammoniums quaternaires : Iis ont 4 la fois un pouvoir détergent et un

pouvoir désinfectant.
4 .2.2. Les désinfectants utilisés de fagon restreinte on peut citer :

B Les produits 3 base d’iede: Le probléme avec ces produits, c’est qu’ils sont
incompatibles avec beaucoup d’autres produits tels : les métaux lourds, les matiéres
organiques, les dérivés mercuriels,..., ce qui limite leur utilisation.

8 Les dérivés phénoligues : Ils ont un {rés bon pouveir désinfectant, mais ils ne sont
pas biodégradables et a terme peuvent se retrouver dans les eaux de surface destinées 8
la préparation d’eau potable.
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W Et dans le eas dune désinfection de I’eau par le chlore ou ses dérivés, les substances
phénoliques peuvent générer des composés toxiques tels que les chlorophénols
(Emmarme! 2004).

¥ Les produiis 4 base d’alcool : R-OH

¥ Lacide péracétique : CH3-COOOH

¥ La chlorhexidine

5. Impacts écotoxicologiques des résidus médicamenteux :

Par opposition 4 beaucoup de molécules mises sur le marché, les substances
médicamenteuses (et leurs métabolites) sont spécifiquement congues pour avoir des effets
biologiques. Elles sont souvent persistantes et lipophiles, ce qui leur permet de se
bioaccumuler et d'entrainer des effets sur les écosystémes aguatigues et terrestres. (Halling-

Sarensen el wl.. 1998).

Une fois ingérées, la plupart des substances médicamenteuses subissent des
modifications biochimiques qui donnent naissance 3 des métabolites. Ceux-ci peuvent &tre
plus ou moins actifs et/ou toxiques que le médicament initial. Un certain nombre de
médicaments ne subit toutefois pas de biotransformation au sein de |’organisme et est excrété

sous forme inchangée (Rabier, 2006).

l.c jou de données d’éentoxicité apparait globafement tres limite, surtout ¢n ¢e qu
concemne [’écotoxicité de type chronique, 11 est méme inexistant pour des substances telles
que les anticancéreux qui semblent €ire prioritaires pour les hopitaux. La majorité des valeurs
d’écotoxicité aigués recensés est comprise entre 1 et 100 mg/l pour les invertébrés et les
poissons, D’une maniére générale, les algues et plus particuliérement les cyanophyies
représentent le groupe taxonomigue le plus sensible, notamment envers les antibiotiques. Les
antidépresseurs, le propranol (bétabloquant), ’amlodipine, le carvédiolol et les fibrates
apparaissent enfin comme les substances les plus écotoxiques [Clotilde .2008).
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6. Effets des médicaments sur les organismes aquatiques :

Le tableau 3 donne les résultats des effets toxiques des médicaments mesurés sur les
organismes aquatiques par la mise en czuvre des essais d’écotoxicité normalisés
(Clotilde 2008).

Tableau 3 : Toxicité des médicaments sur les organismes aquatiques.

Medicaments o | Drganismes Effers mesurés Toxicita Référencas
metabolltes /
Effluents
hospitaliers , ,
Ciafiiats Alque Ep= 54 ma/L Inhibiizan  de 3| HaumsSosmssh e 3l
Ty = 17 mgfL {isSanE {1923}
Dahnia maging CEip= 17,7 mofL AlUE
CExg = 28.2ma/L
NGEC = i mofl | Chionigos
Diazepam Daphntz msgna CEzq = 133 mgfL Algug Linis 6 gl {1995)
ey =43 mall B Caues =t al (19330
Digthyistibesmrol Davhiva maona CEg = 10 mg/L: Blgue CosTs & gl (1978)
Feate | _
\TeeEthinylestradigl | Alque (Eyp=17.Tmall  |inhition  de @ | Hapepiz-Sorsvesn &t ol
CE= 28 2IMall. | crdissance (1908)
DSphnig msans NOEC = 0.m myp/l. | chyomsgus
Efffushts  hospitaliers | Essal Uniu © (bactdiies) | Activiss | Echentilions d'sfifoents | Guwsne ef af {1956)
mofEdant  de.  la CEnuEDETLES hospialess
Mizmycine C egfou
1buprofen gactér= (Micratox &) CEg (5 mins)= 12,3 | Aigpe Halimig-Sorere=n et 3l
o/l _ (1=26E)
Stefetonema cesiginy |[IFs 19F fwes)= |Inbfieon de 1a
12,3 ma/L wroissance
Liaptma maona == (4% hpesi= | Agus
BU5 & 11.5mafL
Micoting Daphnta magaa =37 ma/L Alus Lizis ex gl [1995)
CEp = 5,7 maiL N CAiEs gl (1593)
Fropanalol Hel Daphaia mamns CEs = 17,77yl Afgus [z et al [1995]
g, = 3,0 mall | Caresk 2T 2L (1933)

7. Le risque infectieux présenté par les effluents hospitaliers :

Il est théoriquement possible de retrouver dans les eaux usées hospitaliéres des germes

pathogenes dont T'origine a été précisée plus haut, Les germies pathogénes peuvent éire:

@ Des bactéries présentes dans les selles ou urines (Salmonelles, Shigella, Coliformes,

Vibrions, Streptocoques, Entérobactéries...) ou encore des bactéries responsables

d'infections mosocomiales (Staphylocogues, Strepiocogues, Pseudomonas..). La
particularité et le danger de ces bactéries est qu'elies sont souvent polyrésistantes aux

antibiotique

8.

& Des virus (Hépatites, Entero-virus, Rotaviras...).

@ Des parasites (amibes, taenia, ascaris, champignons...) [5].
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Chapitre I Matériel et Méthodes

Ce chapitre donnera la description des différentes expériences réalisées an laboratoire.
Nous exposerons dans ce qui suit, le matériel biologique, les protocoles opératoires ef les
technigues d’analyses utilisées pour accomplir ce travail. Un ensemble de tests abordés au
laboratoire (Expositions in vifro) onl €t¢ menés pour mieux caractériser les réponses
biologiques de Saccharomyces cerevisiae exposé aux effluents hospitaliers.

Notre étude expérimentale est effectuée au laboratoire de wmicrobiologie du
Département de Biologie de I'Universii¢ de Guelma.
1. Description du sife

Bouchegouf est une ville de Vest de I'Algérie située dans la wilaya de Guelma, 4
35 km de du centre de la wilaya, 4 52 km de la wilaya d'Annaba et 42 km de la wilaya
de Souk-Ahras. Elle est aussi située-a 600 km de Ia capital Alger et 300 km de Tunis.
Le nombre d'habitant dans la ville est d'environ 35000. Durant la colonisation
francaise, la ville portait le nom de Duvivier.
2. Matériel :

2.1. Les prélévements :

Le matéria! utilisé est une san usée rejeté de "hopital de Bouchegouf.

Le prélévement s’effectué durant le mois d’Avril & partir de 3 sites différents (Fig:7):

Figure 7 : Image satellite montrant la distribution des 3 sites des prélévements.
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= Le point 1 (P1 ou Témoin) : L’eau de I'oued Seybouse (Pont de Bouchegouf) distant
de 2,5Km de I’égout principal et de S0m avant le contact cued-égout (Fig: 8.a).

Figure 8.2 : Sife 1 « I’eau de I"oued Seybouse »
Prise par : Marwa A le : 4 /4/ 2012

= Le point2 (P2) : Egout principal distant 500 m de 1’hopital (Fig: 8.b).

LS

Figure 8.b : Site 2 « I'égout principal de I'hopital »
Prise par : Marwa A le : 4/4/ 2012
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* Le point 3 (P3): Le point de contact direct de I’effluent hospitalier avec I’eau de
I*oued Seybouse, distant de 3Km de I’hdpital de Bouchegouf (Fig: 8.c).

Figure 8.c : Site 3 « le point de contact oued-égout »
Prise par : Marwa A le : 4 /4/ 2012

2.2. Matériel biologique (bio indicateur) :

Les levures sont parmi les micro-organismes les plus faciles & obtenir et & cultiver.
Notre étude porte particuliérement sur ces espéees, la levure d'origine industrielle qui est «
"La levure de boulangerie" ou « Saccharomyces cerevisiae» et qui se présente sous la

forme d'une petite cellule sphérigue, d'environ 4 microns de diamétre.

3. Les tests :

Les différents tests utilisés afin de déterminer 1’impact des effluents hospitaliers sur
divers biomarqueurs et pour la compréhension des mécanisimes de toxicité et de réponse vis-a-
vis des effluents hospitaliers au niveau d”un bioindicateur (Saccharomyces cerevisiae).

Parmi les tests que nous avous réalisé
& Un essai sur la croissance par dénombrement des cellules de levure dans un milieu
liquide préalablement incubées avec déférentes prélévement.
@ Observation de I'effet sur les différents métabolismes (glucidiques, protéiques).
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& L’influence des effluents hospitaliers sur 'activité catalase.
4, Parameétres Physiologiques mesurés :
4.1. La cufture des Levures *

4.1,1. Lavage des Levures :

La levure d’origine industrielle comme la levure de boulanger est conditionnée en
pate ou lyophilisée A partir de culture menée dans un milieu riche en substrats. En
conséquence, ces substrats sont souvent présentes dans ces préparations et les levures mises
en suspensions dans |’eav respirent et/ou fermentent spontanément.

Dans ces conditions, il est difficile voir impossible de mener des mesures fiables sur le
méfabolisme énergétique. Aussi, avant toute expérience comportant des mesures sur le
métabolisme énergétique, il est nécessaire de laver soigneusement les levures pour éliminer

toute trace de substrat dans le milieu (Pol. 1994).
% Protocole de lavage :

» Lavage par agitation :

* Préparer une suspension de levure en mettant 1g de levure avee 100 mi de ["eau
physiologique (Selution Na CI & 9g/1) dans un bécher.

= Metire en agitation douce et faire buller de I’air pendant 3 heures.

* Aprés la sédimentation de la suspension. on élimine le surnageant ave¢ une pipette

graduée.

*  Metire le culot en suspension dans le milien désiré.
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Figure 9: Lavage de levure par agitation.

4,1,2, La mise en culture :

* Préparer une suspension de Levure (1g dans 100ml de Tampon Phosphate) aprés avoir

procéder au lavage de Levures (Fig : 9).

= Mettre en agitation douce et faire buller de I’air pendant 2 heures.
v Pidparer oue dilation de T/20 aved le milien deccolline dans ong cove stadand chague

30 minutes.

®  Mesurer "absarbance de le ’échantillon dilué avec un spectrophotomeétre (JENWAY
6100) 2 one longueur d'onde 4 A = 660nm sans oublier d"agiter Ia cuve avant chague

mesure.
= Elaboration de la courbe de |*absorbance en fonetion du temps, DO = £ (T).
4.2. Tests de cytotoxicité :
4.2.1. Cinétigue de Ia croissance cellulaire :
Le paramétre physiologique étudié est la cinétique de croissance des levures qui

s’effectue par la mesure de la densité optique DO 4 la longueur d*onde A = 660nm en fonction
du temps (Pol. 1994).
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La cinétique de croissance pour les différents traitemients est suivie en fonction du temps aussi
bien pour les témoins que pour les traitées selon le protocole suivant
T30min * Observation microscopique + lecture de la densité optique 4 L = 660 nm.
Téomin : Observation microscopique + lecture de la densité optique 2 = 660 nm.
Tsomin : Observation microscopique + lecture de la densité optique 43 = 660 nm.
T120min : Observation microscopique + lecture de la densité optique 4 & = 660 nm.
Tispm : Observation microscopique + lecture de la densité optique 4 A= 660 um.
Tisomin - Observation microscopique + Jecture de la densité optique & & = 660 nm.
Les cellules sont observées sous microscope photonigue (Leica DL.1000) au grossissemenl x
40 et x 100.
La figure (9) illustre Ie protocole suivi pour les tests de cytotoxicité.

4.2.2. La viabilité cellulaire :

La viabilité cellulaire est déterminée par comptage sur cellule de MALASSEZ aprés
coloration an bleu de méthyléne. La solution colorante est préparée comme Suit :
o Diluer 10 mg de bleu de méthyléne dans 10 ml d'eau distillée,
o Ajouter 2 g de tricitrate de sodium dihydraté.
o Apres filtration sur membrane Minisart 0,2 pm (Sartorius®), compléter 4 100 ml
avec de l'eau distillée.
La lechuiyue consiste 2 mélanger 200 ml de solution de bleu de méthyléne avec 200
ml de suspension cellulaire diluée. Aprés homogénéisation et 10 min d’incubation
température ambiante, les cellules sont alors comptées au microscope sur la cellule de
MALASSEZ. Les cellules viables apparaissent incolores tandis que les cellules non viables se

colorent en blen.
5. Paramétres biochimiques :

5.1. Dosage des Protéines totales :

Les protéines sont dosées par-colorimétrie selon la méthode de Bradford, (1976). Le
principe de la méthode est basé sur la fixation d°un colorant acide (bleu de coomassie) sur les
protéines au niveau de résidus basiques ef aromatiques, cette fixation provoque un transfert de

sa couleur qui passe du rouge au bleu,
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Ce changement de coloration est mesuré & une longueur d’onde de 595nm par
spectrophotométre’ (Jenway 3600) en utilisant I’Albumine Sérum bovine (BSA) comme

standard.

5.2. Dosage des glucides totaux ;
Le dosage des glucides pour les différents traitements dinsi que pour les cellules
témoins est réalisé selon le protocole expérimental suivant (Shibko ef al.. 1966).

0.5m de1a suspension de Levurss

=1

Ll {TCA 20%)

¥

Centrfugation {S000towz / 10min)

.
il 4 Ao '

Chiauftage (80°C, 10min) ;

4
Lecture des D0 2 8206w

Figure 10 : Principe de dosage des glucides totaux (Shibko et al, 1966),

Le dosage des glucides est réalis€ selon la méthode de Duchatean & Florkin (1959
Cette méthode est basée sur I"addition de 4 ml du réactif anthrone & 100 pl du surnageant ou
de la gamme étalon utilisant une solution mére de glucose comme standard (Fig : 10).

Aprés chauffage au bain marie (80° C, 10 min), il se développe une coloration verte,
dont I'intensité mesurée 3 une longueur d'onde de 620 nm est proportionnelle a la

concentration des glucides totaux.
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5.3. Dosage de activité Catalase :

~ Principe :

Les catalases sont des enzymes qui interviennent dans la défense de la cellule contre le
stress oxydatif en éliminant les espéees oxygénées réactives et ep accélérant la réaction
spontanée de disputations du peroxyde d’hydrogeéne (H;04) toxique pour la cellule en eau et
en oxygéne molécnlaire.

La technique utilisée est celle déerite par Claiborne (1983), elle consiste 3 suivre la

disparition du peroxyde d’hydrogéne par action de la catalase selon la réaction suivante :

catalase

2H:0: = " 2H.0+0;

= Préparation des fractions & doser :

Dans une cuve en quartz, introduire dans ["ordre :
e 780 ul de tampon phosphate de sodium (Na; HPO, 100 mM, pH 7.5 : ImM EDTA;
1mM PMSF),
e 200 pul de peroxide d"hydrogéne (H>0> 0.5 M),
o 20 ul de extrait brut (fraction 89)
Pour les essais & blanc, on iniroduit les mémes composés sauf ’extrait dont le volume sera

remplacé par 20 pl de tampon phasphate.
w+ Mesure de Pactivité enzymatique :

Comme 1"activité décroit rapidement, il est donc important de mettre toujours le méme
temps entre le pipetage et le'moment ot on place la cuve au spectrophotométre (Selects UV-
visible) (15 & de délai ; 30 s de lecture & 5 s d’intervalle). La mesure se fait 3 240 nm. Les
résoltats de 'activité sont exprimés en pmo! de HyO; consommé/min/mg de protéines et

I"activité est donnée par la formule suivante :

ADOx 10
Activité (pmol/min/ mg de protéines) = =
exl xXxFd
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ADO : variation de la densité optigue par minute
i : longueur du wrajet optique : 0,779 m
Fd : facteur de dilution
€ :coefficient d’extinction molaire de la catalase égale 4 0,04 mol.cm™

X  :conceniration de S9 en protéines (mg/nil)
6-Analyse statistigue @

Dans notre étude, pour mieux visualiser les résultats obtenus: la représentation
graphique choisie est celle des histogrammes en utilisant Microsoft Excel 2007.
Lranalyse statistique des données est effectuée par le test + de Student qui sert & comparer
entre deux échantillons (Témoins et Traités) et Ia corrélation par le caleul du coefficient de
Pearson r.
Ce test est réalisé 4 I'aide du logiciel d’analyse de traitement statistique des données : Minitab

(version 15).

6-1-Test £ de Student :

Eo admettant que lous les paraméires mesurds sulvent uno lol Normale i1 s'ensuit que
les moyennes de leurs groupes d'observations suivent 1a loi de Studens (Fificld &1 Haines
7993). Done, pour affiner I'étude de I'influence des traitements (Effluents hospitaliers ) sur
les levures el afin d’apprécier les différences enire les moyennes, il est préférable d utiliser la
‘méthode différentielle, qui consiste & tester chaque moyenne contre |*autre, en faisant appel au
test ¢ de Student sur des échantillons indépendants avec un seull de signification supérieur a
95% (p<0,05).

En fait, les normes européennes utilisent le test 1 de Student pour évaluer les
différences entre le groupe témoin et les groupes traités dans le cas des essais
écotoxicologiques (Afnor. 1995,

30


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

e O

I B R O s e o o



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

= = B

Chapitre IV Résultats et discussion

tés les résultats obtenus dans notre travail rel

Dans cette partie, nous allons préser

1. Etude de ia viabilité cellulaire :

La figure 11 montre les cellules de levi

re aprés coloration avec le bleu de méthyléne,

- Cellule viable

Cellules non viables T

Figure 11: Exemple de coloration au bleu de méthyléne (Gross X 100).

Par analyse d'image, nous pouvons identifier les cellules incolores, correspondant aux
cellules aciives et les cellules considérées comme inactives qui sont en bleu (Fig:11).
La mesure de la viabilité par bleu de méthyléne repose donc uniquement sur I'activité
métabolique de Ia cellule (Millard eral 1997).
2. Etude de la Croissance de Saccharomyces cerevisiae

Les courbes de croissance offrent des données quantitatives permettant une analyse

fiable de 1’effet toxique d’une substance donnée.
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2.1. Effet des effluents hospitaliers sur la croissance de Saccharomyces cerevisine :
La figure 12 représente les résultats de la croissance des levures en fonction du temps

aprés traitement avec les différents prélévements.

20 .
|
%7 _f/;'——""—-—&
= 20— —
e
.5 15 4 o / —#—Point P1
=
= N / ~m—Point P2
& 10 - )f PointP3
5 i _a i S —
\- ——":-FF.-F‘#
0 4
30 GO 90 120 150 180
Temps (min) |

Figure 12: 1’effer des effluents hospitaliers sur la cinétique de croissance de

Saccharomyces verevisiue

On constate que la croissance des levures traitées par le point P2 est stable aprés 30
minutes de traitement est ce aussi bien chez les [evares (point Plou témoin) que celles traiiées
par les différents prélévements (point P2 et point P3). Elle atteint son maximum a la 90°™
minute et donne uin plateau stable jusqu*a la fin du traitement.

Cependant une inhibition de la croissance est observée en fonction du temps chez les
cellules avec le prélévement (point P3). Le profil de cette inhibition reste proche de celui
obtenu avec les levures traitées par le (point P1).

On note cépendant un taux de croissance frés faible observé avec les cellules traitées
par le (point P2).

L>étude statistique montre que I’inhibition de la croissance observé avec les différentes
points de prélévements est hautement significative (P<0,001).
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3. Taux des Protéines totales :
3.1. Effet des différents prélévements sur le taux des protéines totales :

La figure 13 monire les variations des teneurs moyennes des protéines fotaux obtenus
relativement au traitement des levures avec les différents prélévements,

14
W 12
K |
ol
=
P 10
=
2 _
s 8 -
£
5 &
K
4
2
|
0 n —— S —
point P1 point P2 point P3

Figure 13: L’effet des effluents hospitaliers sur le taux des protéines totales de

saccharomyces  cerevisiae.

On note une augmentation du taux des protéines chez les cellules traitées avec les
différents prélévements, elle est d’environ (50%) pour le P2 ; Cependant elle est d’environ
(23%) pour celles traitées avec P3.

L’analyse statistique montre que les différences entre les levures témoins et traitées

sont significatives (P < 0,03) ainsi que la corrélation enregisirée entre taux des glucides totaux

et les différents prélévements est trés hantement significative (r = 0,999 ; p < 0.001).
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4. Taux des glucides totaux :

4.1. Effet des différents prélévements sur le tanx des glucides totaux :

La figure 10 monire les variations des teneurs moyennes des glucides totaux obtenus

relativement -aw traitement des levures avec les différents prélévements.

14

10 -

Taux des Glucides (pg/mg)

point P1 point P2 point P3 |

Figure 14: L effet des effluents hospitaliers sur le taux des glucides totales des de

saccharomiyces  cerevisiae.

On note une augmentation du taux des glucides chez les cellules traitées avec les
différents prélévements, ¢lle est d*environ (63%) pour le P2 ; Cependant elle est d’environ
{35%) pour celles traitées avec P3.

L’analyse statistique montre que les différences entre les levures témoins et traitées
sont significatives (p < 0,05) ainsi que Ia corrélation enregistrée entre taux des glucides totaux
et les différents prélevements est irés hautement significative
(r=0.999 ; p <0,001).
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5. L’activité catalase :

4,1. Effet des différents prélévements sur I'activité eatalase (CAT) :

Les résultats obtenus de I'activité CAT en fonction différenis prélévements sont
représentés sur la figure 15.

Catalase (pmole/min/mg Prot)

0

point P1 point P2 pointP3.

Figure 15: L’effet des effluents hospitaliers sur |'activité catalase de saccharomyces

cerevisiae.
On constate une forte augmentation de 'activité Catalase chez les levures fraitées par
le P2 puis tend & diminuer pour arriver & 4,56 pmoles/min/mg chez les cellules traitées par le

P3.

Pour I'analyse statistique, nous observons que les différences enregistrées entres les témoins
et traitées sont significatives (p < 0,03).
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Discussion :

L’objectif de cette partie est d’analyser I"ensemble des résultats obtenus au cours de ce
travail de PFE au regard des objectifs fixés au départ.

L’intérét de notre travail est de démontrer I'iniérér de I'utilisation d*une approche
multimarqueurs afin de mieux cemer les réponses biologiques, biochimiques et
écotoxicologiques de souche a la contamination de 1'écosystéme aguatigue par les effluents

hospitalier.

Pour cela nous avons évalué I'expression de plusieurs biomarqueurs pouvant tendre compté

du niveau de contamination,

L’ensemble des résultats, obtenus au cours de travail met en évidence luiilité de cette

approche multimarqueurs pour la surveillance de la qualité de I"écosystéme aquatique.

Le statut oxydatif des levures (Saccharomyces cerevisiae) exposées aux différents
prélévements (P2 et P3) a été évalué en suivant la cinétique de croissance, I*activité catalase

ainsi que les molécules biologiques pouvant étre déstabilisés (protéine, glucides).

La combinaison de ces marqueurs noos révéle on éiat oxydatif trés sérieux des
Saccharomyces cerevisine avéc une altération trés prononcée de la gualité du milieu

aguatique.

. Pourquoi notre Choix de Saccharomyces cerevisige comme bicindicatenr de

pollution par les effluents hospitaliers ?

Les levures sont de plus en plus utilisées en écatoxicologie de par leur faible coiit et
leur facilit¢ de cilture. Ce sont aussi des organismes unicellulaires eucaryotes dont le
caractére diploide (cas des levures Saccharamyces cerevisiae) les rapproche plus des espéces
supérieures que les bactéries. Le génome complet de Saccharomyces cerevisiae est disponible
depuis 1996. Génétiguement et physiologiquement, Saccharoniyces cerevisiae est 'espéce la
plus caractéristique, elle montre une complexité génétique intermédiaire entre les organismes
eucaryotes supérieurs ¢t les procaryotes. Plusieurs types de réponse aprés exposition des
levures & des polluants peurvent étre détectés (Fujita e /.. 1998, Haubenstricker ot al. 1990

I'wahashi et al, 2000; Tomaska. 2000 ).
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Cependant, la faible perméabilité des membranes cellulaires de Succharomyces
cerevisige (De Nobel e ¢l 1991) entraine une sensibilité aux agents cancérigénes el/ou

mutagenes inférieures a celle des tests bactériens.

Terziyska er wl .. (2000), ont donc essayé, par manipulations génétiques, d’augmenter la
sensibilité des tests & base de Saccharomyces cerevisiae vis-a-vis des agents

caneérigénes/mutagénes en augmentant la perméabilité cellulaire.

2. Quels sont les effefs des effluents hospitaliers comstatés sur les paramétres

physiclogiques de 8. cerevisiae ?

+ Action des effluents hospitaliers sur la croissance :

Nos résultats concernant I’effet des effluents hospitaliers sur des levures en culture,
montrent effet inhibiteur et/ou perturbateur de la ecroissance de ces derniéres avec un

décalage dans I'évolution des courbes particuliérement au niveau du prélévement P2.
w Action des effluents hospitaliers sur la viabilité :

A I'intérieur des cellules, le colorant est alors oxydé par les activités oxydo-réductases
si les cellules sont encore actives. La coloration des celiules dépend done de I"équilibre entre
le flux de pénétration do bleu au lravers des membwanes el la vitesse Maclivn Jdes enzymes

cellutarres (lones 19¥7).

3. Quels sont les effets des effluents hospitaliers sur le métabolisme de

Saccharomyces cerevisiae 7

+ Acfion des efflzents hospitaliers suor les protéines :

La teneur en protéines solubles totales est un test souvent utilisé pour mettre en
évidence un stress chez un bioindicateur. En effet, lorsque les contraintes environnementales
(stress hydrique, thermique, oxydant, exposition 4 une pollution, infection par des agents
pathogénes...) son! fortes; la plupart des protéines subissent une dénaturation

(Mohammadkhani el Heidari . 2008).
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La structure des protéines ainsi que leur fonction peut étre altérée par les ROS

produites soit par le métabolisme cellulaire ou par des oxydants exogénes.

Dans notre travail, Le changement de profii de ’expression des protéines cytosoliques
pourrait &ire considéré comme un biomarqueur précoce de I’exposition aux polluants
chimiques. Cependant, I'identification de ces protéines s’avére nécessaire pour comprendre
les mécanismes moléculaires de toxicité des polluants et metire en place des nouveaux

marqueurs spécifiques de toxicité.
= Action des effluents hospitaliers sur les glucides :

Outre une augmentation des protéines, les taux moyens en glucides oni connus eux
aussi une perturbation au cowrs du traitemenl, on constate une forte augmentation du taux

moyen des glucides totaux en présence des différents prélévements (P2 et P3).

Le mécanisme intervenant dans ce cas de figure reste encore mal connn, mais
I’augmentation de ces molécules proviendrait d*une activation de leur dégradation par la
glycolyse en vue d’une libération ’ATP nécessaire au métabolisme de détoxification
cellulaire, que les mitochondries ne peuvent plus approvisionner suite & I"atteinte de la chaine

respiratoire,

4. Quels sont les mécanismes mis ¢n jeu pour la détoxification celluluire ¢hes S,

cerevisiae ?7

w Action des effluents hospitaliers sur activité catalase :

Nos résultats monfrent chez S cerevisizge aprés une exposition aux effluents
hospitaliers, une réponse dose-effet de Iactivitt CAT. Ceci ne permet pas d’établir
clairement quels ont €t€ les mécanismes moléculaires 4 I'origine des perturbations observées.
Néanmoins, quelques hypothéses pourraient ouvrir des pistes mécanistiques de ces atteintes
enzymatiques notées a des concentrations relativemént importantes. Parmi ces mécanismes
susceptibles d’expliquer les perturbations enzymatiques observées, nous aborderons

suiccessivement :

» L’altération des enzymes du fait de dommages oxydatifs.

= L’interaction directe du EH. avec ces macromolécules.
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= La conséquence possible des interrelations avec d'autres acteurs du systéme

-antioxydant,

Comme il a é1é déja mentionné, le suivi de "activité CAT révéle une augmentation de
cette derniére chez les cellules fraitées, il est dotés et déja connu que S. cerevisiae posséde
deux catalases, Ctal, qui se localise dans le peroxysome, et Citl, gui est cytosolique. Elles
réduisent le peroxyde d’hydrogéne en utilisanl les propriétés redox d'un groupe héme
complexé au polypeptide. Ctal est supposé impliqué dans le détoxication du peroxyde
d'hydrogéne généré par I'acyl-CoA oxydase au cours de béta-oxydation d'acides gras aun

niveau du peroxysome (Hiltunen e «f,, 2003),
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Conclusion ef perspectives

Counclasion

Selon Hartemann ¢f wl., (2003) : « Les hopitaux sont certainement ' des plus gros

producteurs d'effluents chargés chimiquement €l non soumis a des régles strictes d'épurationy.
En 1998, Leprat rapportait déja gque : « Les effluents générés par ["activité hospitaliére
peuvent présenter ep I'état un danger potentiel pour 'homme et son environnement compte
tenu de la nature et de I’'importance des substances spécifiques (résidus médicamenteux,
réactifs chimiques, antiseptiques, détergents, révélateurs et fixateurs de radiographies...) qu’ils
contiennent ¢t en raison de leur évacuation, au méme titre que les rejets urbains classiques,
vers le réseau d’assainissement communal sans traitement préaiable ».
Pourtant, aucupe étude n'est aujourd’hui parvenue & une caractérisation détaillée
(physicochimie, microbiologique et écotoxicologique) de ces effluents, ni & "évaluation des
risques écotoxicologiques liés & leur évacuation (au méme titre que les rejets urbains
classiques) dans le milieu naturel.

Ce mémoire de thése s’inscrit dans la probiématique de ['évaluation des risques

écoloxicologiques liés aux rejels des effluents d'un hapital de la ville de Bouchegoyf dans le

résean d’assainissement, puis du cours d’eau récepteur.
Dans le cadre de ce fravall, nous sommes tomt particuligrement interrogés v la «
caractérisation des effels » écotoxicologiques de ce type d’effluent. Les résultats obtenus nous
permetient ainsi d’aboutir 2 une conclusion d amélioration de gestion.

Q@ Conclusions d’amélioration de gestion :
Le potentiel toxique des effluents hospitaliers révélé par ce travail de PFE, nous améne 2
formuler des propositions en viie de diminuer le danger lié au seénario €tudié : la gestion de Ia

pollution 4 la souree et I*amélioration du dispositif d’assainissement.

Q Gestion de la pollution & In source :

Les résuitats obtenus nous incitent tout d’abord 4 recommander une amélioration de la gestion

des substances utilisées et rejetées par les hdpitaux, en termes de :
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- Qualité ; Utilisation de produits peu toxiques quand cela est possible.

- Quantité : Utilisation et rejets de quantités minimales.

- Tragabilité : La connaissance des formulations, des substances ét des quantités utilisées par
chaque service permettrait une meilleure gestion de ces substances,

- Information et de sensibilisation du personnel hospitalier.
Q Amélioration del ‘assainissement *

Nous proposons de décanter les effluents et de gérer les flux, La mise en place d’un
bassin tampon réceptionnant I’effluent permettrait la décantation et la régulation des -déhits et

limiterait ainsi de maniére importante la pollution engendrée par I"effluent.

Linstallation de véritables STEP peut également &tre envisagée. La mise en place de
technologies spécifiques permettrait de traiter les micropolluants contenus dans les effluents

tels que les résidus médicamenteuix.

Les résultats obtenus nous ont ainsi conduis & un certain nombre d’interrogations qui donnent
lieu aux perspectives de cette émide. Celles-ci sont developpées dans 1ry poragraphen oiivito

el devivnt & e Ealisées ullérieurement
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Perspectives

En fin cette étude nécessite d’atre approfondie afin de faire une bonne biosurveillance
de la santé de tous les écosysiémes, et le maintien de la biodiversité dont |'importance nest
aujourd’hui méconnue de personne dans I*équilibre écologiquie.

Ce travail constitue une premiére étape dans le bilan de a contamination des eaux

superficielles par des substances hautement toxique rejetées par les activités hospitalieres,

L'¢tude des effets combinés des principaux polluants contenus dans les effluents hospitaliers
Caractérisation des effets des effluents hospitaliers vis-a-vis de différents organismes des

écosystémes aquatiques
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Annexe

Annexes

Milieux: de culture

Milieuz non-sélectifs

Milieux sélectifs

Milieu ordinaire ( GN)
Milieu BCP

Milieu & l'exfrait de malt

Gélose Sabouraud

(sélectif par pH acide, auquel on peut ajouter

du chloramphiénicol ou gentamicine

1- Gélose nutritive

Meésophyle Aérobie Revivifiable)

*  Composition

« extrait de viande 1,0g

«  exiraif de levure 2.5g

» peptone 5.0g

» chlorure de sodium 5,0g
o Agar 15,0g

» pH= 7.0

2- Milieu BCP

Usage : Milieu d'isolement courant surtout utilisé pour la recherche de FMAR (Flore

% Usage : Dénombrement des coliformes des eaux.

= Composition
Dans un volume final d'un litre:
Peptone : 50 g
Extrait de viande de beeuf: 3.0 ¢

Lactose : 10,0 g
Pourpre de bromocrésol : 25 mg

a u 9 =

o Agar:[5g

(pH=6.8)
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3- Gélose a I'extrait de malt

Usage : La gélose 4 'extrait de malf est utilisée pour le dénombrement des levures et

des moisissures dans les produits alimentaires et les produits pharmaceutiques. Elle

convieni égalemeni pour I'iselement et ['entretien des souches.

= Composition

»  extrait de malt 30,0 grammes

e Agar 12,04 15,0 grammes (en fonction du fabricant)

¢« pH=35

% Préparation : 42 g de poudre par litre d'eau distllée. Porter 4 ébullifion en chauffant
doucement et en agitant jusqu'a ce que le milieu devienne d'un brun-rouge transparent.
Autoclavage classique a2 120°C pendant 15 & 20 minutes en fonction du fabricant.
Laisser refroidir 4 45-50°C au bain-marie avant utilisation

4- Gélose de Sabouraud

#  Composition

" T*rptnnr‘ m B

v Clhicose masse Mg

e AFAT-AZAT s SR

« Eau distillée (gsp)........ 1 000 ml

« vitamines ef facteurs de croissance

s pH=6.0

= Caractéristiques

Natiirellement acide, elle inhibe la croissance de nombreuses bactéries.

=3

Ensemencement

Transférer |'échantillon 4 analyser sur le milien.
Btaler I'inoculum en surface 4 l'aide d'un étaleur en verre stérile.

Incuber 220 - 25 °C de 5 a 7 jours.
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» Blen de méthyléne

Le bieu de méthyléne est une moldcule organique, qui peut exister sous les deux
formes (cf. figure 10) : forme Oxydée : bleue forme Réduite - incolore

(CHN

“N(CH)

Forme Oxydée : bleue forme Réduite : incolore

Figure : Molécule de bleu de méthyléne sous forme oxydée et sous forme réduite. Cette

molécule va réagir avec les activités oxydorédunctases des cellules encore actives.
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Résumeé

Résumé ;

Les substances chimiques utilisées dans les hopitaux pour les activités de soins et pour
la recherche médicale sont le plus souvent retrouvées dans les effluents liquides. Mémie si le
volume €levé d’eaux usées généré par ces établissements, assure une dilution importante des
polluants présents, le rejet de ces effluents dans le réseau d’assainissement communal ou dans
le milieu naturel génére un risque pour la santé humaine, et représente une caniribution
significative & la contamination générale de l'environnement, et plus particuliérement des
milieux aquatiques. Les contaminants les plus fréquemment rencontrés sont des micro-
organismes pathogénes, des métaux, des radios isotopes, des détergents, des COMpOSEs
organohalogénés et des résidus de médicaments. L objectif de ce travail était d*élaborer une
méthodologie d*évaluation des risques sanitaires et ¢cotoxicologiques liés au rejet dans les
milieux aquatiques des effluents hospitaliers, Une procédure a été élaborée : pour la gestion et
I"évaluation des risques générés par le rejet des effluents hospitaliers, via un bio-essai
(Saccharomyces cerevisiae) par le biais d°une étude toxicologique. Ainsi que les perturbations
enregistrées au cours de I"évolution du cycle de reproduction 4 wavers certains paramétres
(croissance, I'activité enzymatique, les différents métabolismes,...). Les tests menés sur
S.cerevisiae au laboratoire ont montré des variations au niveau des parameétres cités ci-
dessus. Ces résultats nécessitent d'étre vérifids par des études complémentaires. Le scénario
présenté conduit & une évaluation semi quantitative des risques. Tl devra &tre amélioré sur
cerfaing aspects, particulicrement ceux concernant : 1'activilé enzymatique (GST, ATP-

ase ,...) et 1"activité respiratoire.

Mots-clés : Effluents hospitaliers, S cerevisiae, risques écotoxicologiques, biomargueurs.
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Résunmé

Abstract :

The chemical substances used in hospitals for care activities and medical research are
generally found in the wastewater. Even if the high volume of generated wastewater by these
establishments ensures an important dilition of the pollutants, the discharge of these effluents

in the urban sewer network or in the natural environment generates risks for humian health,

and represents a significant contribution to the general contamination of the environment. and
more particularty of the aquatic environments. The most important pollutants present in
hospital wastewater pathogenic microorganism organohalogen compounds, such as the AOX
(halogenated organic compounds absorbable on activated carbon), radioisotopes, detergents
and pharmaceuticals. The aims of this study were to develop a methodology for human health
and ecotoxicological risks’ assessment of hospital wastewater. A process was elaborated for a
good driving and evolution of risks generated by hospital effluents by a bioassay
(Saccharomyces cerevisiae) used a toxicological study. As well as the disruptions recorded
during the evolution of the reproduction eycle through some parameters (growth , enzymatic
activity, metabolic.).The tests led on Saccharomyves cerevisiae to the laboratory showed
some variations to the level of the above stated parameters. These results require to be
verified by complenientary studies. The script presented duct to an assessment semi
quantitative of the risks. It should be improved on some aspects, particularly those

concerning: the enzymatic activity (GSH, A'TP-nsc,...)and the respiratory acti vily.

Key words: Hospital wastewater, Saccharomyces cerevisiae, ecotoxicological, biomarkers.
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r] 1 gadla
J- ey L) At ) At Aall g sl Shlioall 2 deal Alled 407 slag) () Ll 400 238 (g
. Solalt Ldaiy clddtaal g jlae

L il (PR G gl cua o8 Laalil) AW (alil) audsl 5 ) el Llasiad o3 Ady o Gllin
A gal) et A g (Saccharomyces cerevisite ) . s—s) Zhgadll e Al

g Y LI ¢ padll) Qs pples A oy I3 g 45 503N 3 ) gal) (o8 el Dpacal) il sl Liad Sl
o ot gl il A Saccharomyces cerevisiae & <y m) B el (ot AN Sl
el B ashall juleall g ghesa

e Anddl Bl ) el adiall g Vil ClalpAl e a3l plaals Lite (38Rl G Y P Y
ATP- « GSH ) 30Y) Jabdiill s Lalaiall el Logus ¢ ol gl (ylney B o) Gusd o iy | shlsall
,",.ui.ﬁﬂ .hmu ("_‘sase

‘ 1;39:4! Q‘ﬂjﬂ‘s w\ -a._l.u.u" & @m’ﬂ QJ\_LA." - a—j&m' alalst)

i Saccharomyces cerevisiae


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



