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Introduction générale

Les hopitaux ont une demande en eau potable importante ; en effet, alors qu’en milieu
domestique la consommation est de 150 & 200 L par habitant et par jour, la valeur moyenne
passe de 400 a 1200 L dans les hopitaux (Darsy et al., 2002; Emmanuel, 2004). 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
hdpitaux donne naissance a de grands volumes de rejets liquides chargés de microorganismes
pathogénes, de radioéléments et de substances chimiques dont certaines peuvent avoir un

caractére peu biodégradable (Leprat, 1998 ; Emmanuel, 2004).

Les activités de services medicaux, vaccinations, recherches médicales incluant par
exemple les essais diagnostiques, traitements médicaux et examens de laboratoire, protégent,
rétablissent la santé et sauvent des vies (OMS, 2000). La réalisation de ces services et la
production de ses biens nécessite la mobilisation de ressources naturelles. Comme c'est le cas
pour toutes les activités 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 sous

forme d’eaux usees, des effluents gazeux et des déchets solides (Emmanuel, 2004).

Les effluents liquides hospitaliers se classifient en trois types selon leur réseau
d’évacuation. En retrouve les rejets de nature domestique ; il s’agit des eaux destinés
exclusivement a satisfaire les besoins des personnes physiques. Dans cette catégorie, on
trouve : les rejets des cuisines, les rejets des produits détergents, les rejets des garages et
ateliers, ceux de la blanchisserie, 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 (Jehannin, 1999).

Ensuite, le deuxiéme type est celui des rejets de nature spécifique a 1’hopital, Ces rejets
specifiques communs aux différents services de soins sont les produits désinfectants et
antiseptiques, les médicaments et les métaux lourds (mercure, argent). En ce qui concerne les
désinfectants et les antiseptiques, ils sont utilisés en masse pour la désinfection des surfaces et
celle du matériel médico-chirurgical. Les produits les plus utilisés sont principalement des
dérivés chlorés, les produits contenant des aldéhydes et de la bétadine. L hopital rejette
également des germes pathogénes issus des personnes malades (Staphylocoques,
Streptocoques, Pseudomonas aeruginosa...) qui peuvent se retrouver dans les eaux vannes en
ayant développé une résistance aux antibiotiques. En effet, les rejets médicamenteux

(analgésiques, antibiotiques...) émis aprés métabolisation par les patients représentent une
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quantité importante. A ces rejets s’ajoutent aussi ceux des métaux lourds tels que le mercure

et ’argent issus du service de radiologie (Jehannin, 1999).

Arrivent en dernier les rejets spécifiques a certains soins; ce sont les eaux meédico-
techniques qui sont le résultat de 1’utilisation des produits toxiques dans certains services
cliniques. C’est le cas de I’hémodialyse (épuration de sang) qui rejette non seulement des
toxines, mais également des produits chimiques (formol, eau de Javel...), conséquence de la

désinfection de 1’appareil, comme le cas de laboratoire et de la pharmacie (Jehannin, 1999).

Pour bien appréhender la qualité microbienne d’un effluent hospitalier, il faut connaitre
les germes présents dans I’environnement de I’établissement. La flore hospitaliére est
composée de la flore des malades (ou porteurs en incubation, ou convalescents), du personnel
soignant, des visiteurs et des germes de I’environnement existant sur les sols, les surfaces, le

matériels, 1’eau et I’air (Darsy et al., 2002).

Les travaux réalisés sur la microbiologie des effluents hospitaliers mettent en évidence de
facon systématique la présence de germes ayant acquis des caracteres de résistance aux

antibiotiques (Leprat, 1998). Une flore bactérienne totale de 3.10°germes/ml est trouvée

dans ces rejets (Leprat, 1998 ; Bernet et al, 2000 ; Mansotte et Jestin, 2000). La
consommation élevée en eau des centres hospitaliers assure une dilution importante des
charges organiques et inorganiques des effluents le long du trajet allant des différents blocs

générateurs des déchets bactériologiques jusqu’au collecteur principal (Ameziane, 2012).

Dans les établissements de santé, la consommation moyenne en antibiotiques d’un patient
hospitalisé¢ est de I"ordre de 10 fois supérieure a la consommation moyenne en ville. Les
concentrations en antibiotiques et en bactéries multirésistantes aux antibiotiques dans les
effluents hospitaliers sont donc potentiellement bien plus élevées que dans les effluents
domestiques. La fraction non métabolisée des antibiotiques consommés est excrétée via
I’urine et les féces et aboutit dans les eaux usées. De méme, les antibiotiques exercent une
pression de sélection sur la flore intestinale et favorisent les bactéries résistantes, qui se
retrouvent dans les eaux usées sous forme de bacteries fécales résistantes (Passerat et al.,
2009). Des concentrations sub-thérapeutiques peuvent étre retrouvées dans les eaux usées
hospitaliéres ce qui maintien la pression de sélection (Kimmerer et Henninger, 2003).

Certaines bactéries ont été identifiées comme étant plus concentrées dans les eaux

hospitaliéres: Pseudomonas aeruginosa (plus de 10 fois supérieur dans les effluents
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hospitaliers) et des staphylocoques (Schlosser, 1999). Une étude en Inde a montré que les
effluents hospitaliers contiennent une grande quantité d’entérobactéries multirésistantes aux

antibiotiques (Chitnis et al., 2004).

Les résultats des travaux de Servais (2009) ont montrés que 72% de bactéries isolées des
eaux usées hospitalieres sont résistantes a au moins un antibiotique et 65% de ces bactéries
sont multirésistantes. Cette résistance est probablement due aux différents mécanismes tel
que : le pompage de I’antibiotique a I’extérieur de la cellule a I’aide des pompes a efflux,
modification de la cible de 1’antibiotique, diminution de la perméabilit¢ membranaire par

réduction du nombre des porines (Gallini et al., 1995).

Plusieurs mécanismes sont & la base de la multirésistance des bacilles & Gram négatif aux
B-lactamines dont I’inactivation enzymatique reste le mécanisme prépondérant et en
particulier la production de -lactamases, ces enzymes altérent chimiquement les B-lactamines
et les rendent ainsi inactifs en hydrolysant 1’anneau B-lactame (Philippon et al., 2002 ;
Jacoby et Munoz-Price, 2005).

Parmi les B-lactamases, on distingue 4 classes selon le schéma d’Ambler A, B, C et D. Les
enzymes de classe A, C et D sont dites a sérine active tandis que celles de classe B sont
appelées métallo-p-lactamases.(carbapénémases). A I’exception des BLSE de type OXA
(classe D), les BLSE sont des B-lactamases de classe A (comme TEM1/2 et SHV-1), et selon
la classification de Bush-Jacoby- Medeiros, les BLSE font aussi partie du groupe 2be, c'est-a-
dire qu’elles sont capables d’hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines de 1ére, 2éme,
3eme, 4eme génération et les monobactames. Par contre, les souches productrices de BLSE
restent généralement sensibles aux céphamycines et aux carbapénémes aussi inhibées par les

inhibiteurs de B-lactamases (IBL) comme I'acide clavulanique (Cattoir, 2008).

Les P-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille trés hétérogene
d’enzymes bactériennes. Elles sont induites soit par des plasmides, soit par la mutation du
génome naturel chez Klebsiella sp, codant pour une B-lactamase SHV. Les deux mécanismes
conférent aux bactéries touchées la capacité d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et
de céphalosporines (Vora et al., 2009).

La distinction de differents types de BLSE (TEM (Temoneria ), SHV (sulfhydral variable)
et CTX-M (Cephotaxime Munich)) permet une analyse détaillee de la propagation

épidémiologique. Ces différents enzymes appartiennent aux [3-talactamases de classe A et sont
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habituellement détectées par une synergie entre une céphalosporine de troisieme génération et
I’acide clavulanique (aspect en «bouchon de champagne» sur un antibiogramme) (Cherkaoui

etal., 2014)

L’émergence de la résistance aux carbapénémes chez les bacilles @ Gram négatif constitue
un véritable défi en cela qu’elle conduit a des impasses thérapeutiques. Cette résistance peut
étre due a des mécanismes chromosomiques (altération de la porine OprD chez Pseudomonas
aeruginosa), a I’association de mécanismes de résistances (fB-lactamase a spectre étendu
(BLSE) et/ou céphalosporinase associée a une perte de la perméabilité membranaire chez les
entérobactéries) ou a la production d’enzymes hydrolysant les carbapénémes (Grall et al.,

2011).

En Algérie la résistance aux antibiotiques indique une situation inquiétante, notamment
dans le nord du pays. En effet, ces dix dernieres années Baba Ahmed-Kazi Tani et ses
collaborateurs ont rapporté une importante augmentation de la résistance aux antibiotiques, en

particulier chez les bacilles a Gram négatif (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2014).

L’isolement de souches d’entérobactéries productrices de carbapénémases de type OXA-
48 a eté rapporté chez des patients hospitalisés a 1’hopital militaire a Constantine (Agabou et
al., 2014), puis chez d’autre souches de K. pneumoniae et E. cloacae isolées de
I’environnement hospitalier a hopital de Guelma (Bouguenoun et al., 2016). Des souches
d’Acinetobacter baumanii d’origine clinique et environnementale et ont été isolées également,

qui présentent les génes blagy o€t blaypy.o(Bakour et al., 2012 ; Mesli et al., 2013 ; Zenati

et al.,2016).

Nous avons donc décidé d’étudier la contamination par des bacilles a Gram négatif
résistant aux carbapénémes dans différents types de rejets hospitalier (rejets domestiques,
rejets spécifiques a 1’hdpital et rejets spécifiques a certains soins) de maniére a mettre en
évidence leurs multirésistances et de caractériser leurs phénotypes de résistance aux

antibiotiques.
Afin de développer ces aspects, nous avons adopté la méthodologie suivante :

v Prélévements des eaux usées de deux hopitaux (hopital de Jijel, hopital de Mila).
v' Isolement et purification des bactéries a Gram négatif.

v"Identification des souches.

v" Etude de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques.
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v Détermination des phénotypes de résistance probables aux antibiotiques.
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Notre étude s’est déroulée durant la période allant de 15 Février & 10 Mai au sein du
laboratoire de Microbiologie de I’Université A. Mira de Bejaia. Des prélévements de
différents types d’effluents hospitaliers, ont ét¢ effectués au niveau de deux hopitaux de 1’est

Algérien, hopital de Jijel et hopital de Mila (Tableau ).

Tableau I : Sites de prélevements.

Nombre de
Type . 1 Type de prélévement
t rélevement ) Dat
d’effluent Site de preleveme prélevement par hépital ate
Rejets de Regard principal Eaux accumulées 02 02
nature collecteur des eaux dans le bassin . - 20/02/17
. ) . Mila | Jijel
domestique usées salles de bain
Regard collecteur des Eaux accumulées
services cliniques coté . 02 Mila 09/04/17
) dans le bassin
Rejets de homme
nature Regard collecteur des Eaux accumulées
spécifique a | services cliniques coté . 01 Mila 09/04/17
oy ALs dans le bassin
I’hépital femme
. E mulé .
Regard service urgence aux accu u_ees 01 Mila 09/04/17
dans le bassin
Machine de
dialyse : 4°™ hgilla J?_i | | 1300317
heure de dialyse J
Machine de
o dialyse : 31°™
Service hemodialyse minute de la 01 Mila 13/03/17
désinfection
72°C.
_ Station de 01 Jijel 13/03/17
Rejets purification
speuﬂques Service maternite Eaux usées 02 Mila 02/04/17
aux soins lavabo
Service génécologie : Eaux usées 01 Mila 02/04/17
salle de curetage lavabo
Service stérilisat :
e Chirurgie
., Lavabo de .
générale , V . 02 Mila 09/04/17
. ) stérilisation
e Chirurgie
génécologie
Bloc opératoire Coll?ctegr I!qmde 01 Mila 02/04/17
d’aspiration
TOTAL : 18
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I- Méthode de preélevement

Les prélévements au niveau du réseau d’assainissement ont été effectués dans la période
ou l'activité est accentuée, vers 11h du matin, appelé temps chaud ; a cette période tous les
services de soins réalisent le nettoyage des appareils, toilettes des patients et la quantité d’eau
rejeté et tres élevée.

D’une maniére stérile, en introduit un flacon en verre de 200 ml stérile dans les eaux usées,
pour la machine de dialyse nous avons prélevés aseptiqguement des échantillons d’eaux usées
de la dialyse directement aprés le dialyseur en débranchant le raccordement d’effluent, aprés
avoir laissé le liquide de dialyse circuler pendant 60s ; nous avons récolter le liquide et
remplir le flacon en laissant un volume d’air suffisant pour permettre une agitation correcte
avant I’analyse. L ouverture et la fermeture du flacon a été faite a I’intérieur pour éviter toute
contamination extérieur. Les échantillons d’eaux usées prélevées étiquetés (date et site de
prélevement) ont été transportés immediatement dans une glaciere, au laboratoire de

Microbiologie.

I1- Isolement et purification

Nous avons ensemencé 50 ml d’eau a analyser de chaque échantillon, dans 50 ml de
bouillon nutritif. Les flacons ont été incubés pendant 24h a 48h a 37°C. A partir des bouillons
d’enrichissement positifs nous avons ensemencé une gélose Mac Conkey auquel nous avons
additionné deux antibiotiques ; Ertapénéme a raison de 0,5 pg/ml pour la sélection des
bacilles & Gram négatif résistantes aux Carbapénémes et de la Vancomycine a raison de 32

pg/ml pour I’élimination des Gram positifs.

Apres 24 d’incubation a 37°C, les colonies ont fait I’objet d’un repiquage successif sur le

méme milieu d’isolement jusqu’a I’obtention d’une souche pure.

I11- Identification

L’identification basée sur la base des :

» Caractéres culturaux (taille, forme et aspect des colonies)
» Coloration de Gram.
» Aspect des colonies sur milieu chromogéne orientation (Annexe ).

» Mini galerie biochimique classique (Annexe Il et Tableau I1).
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Tableau 11 : Tests d’identification biochimiques.

Tests/ milieux

Principe

Lecture

Fermentation des sucres,
sur milieu TSI

Ensemencement a partir
d’une suspension
bactérienne de la pente par
stries serrés puis le culot par
piqure centrale.
Incubation a 37°C/24h.

> Virage au jaune du culot :
fermentation de glucose (+).

» Virage au jaune de la pente :
fermentation de lactose (+).

» Apparition de bulle d’air :
production de gaz.

» Noircissement du milieu :
production d’HpS.

Utilisation de citrate comme
seule source de carbone sur
milieu citrate de Simmons.

Ensemencement par stries
serrés de la pente.
Incubation a 37°C/24h a 7
jours.

» Un virage au bleu indique
un test positif.

Recherche du nitrate
Réductase sur milieu
bouillon nitraté.

Ensemencement du bouillon
a partir de la suspension.
Incubation a 37°C/24h.

» Aprés I’ajout de NRI et
NRII : coloration rouge
nitrate réductase (+).

> Nitrate réductase (-) ajout
poudre de zinc : coloration
rouge (-), absence de
coloration (+).

Production de I’indole sur
milieu eau peptonée
exempte d’indole.

Ensemencement du milieu a
partir de culture solide.
Incubation a 37°C/24h.

» Addition du réactif de
Kovacs : I’apparition d’un
anneau rouge indole (+).

Recherche d’une uréase sur
milieu urée-indole.

Ensemencement du milieu a
partir de culture solide.
Incubation a 37°C/24h.

» Virage du milieu au
rouge/rose : uréase (+).

Etude du types fermentaires
sur milieu Clark et Lubs.

Ensemencement du milieu
par quelque goutte de la
suspension bactérienne.
Incubation a 37°C/24h.

On divise le contenu de tube en
deux :

» Ajout de réactifs VVPI
puis VPII dans le
premier tube, virage au
rouge : VP(+).

> Ajout de rouge de
méthyle (RM),
coloration rouge : RM

().
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IV- Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

1- Préparation de I’inoculum et ensemencement

A partir d’une culture pure de 18H a 24H, on préleve 4 a 5 colonies qu’on dissocie dans 5
ml d’eau physiologique, bien homogénéiser la suspension bactérienne, la charge de
I’inoculum doit étre équivalente au standard Mc Ferland (correspondant a environ 102
UFC/ml).

Les boites de Pétri prealablement coulées avec du milieu Mueller Hinton, sont ensemencées
par écouvillonnage. Par la suite les disques d’antibiotiques sont déposés a 1’aide d’une pince
stérile, les antibiotiques testés sont résumés dans le tableau ci-dessous. Les boites sont
incubées pendant 24h a 37°C.

Tableau 111 : Liste des antibiotiques testés.

Famille Antibiotique Symbole Charge Marque
(H9)

s Amoxicilline+ .

Aminopénicillines . . AMC 30 Bioanalyse
acide clavulanique
Céftazidime CAZ 30 HIMEDIA
. . C3G . .
Céphalosporines Céfotaxime CTX 30 C_:ypress_
Diagnostic
C2G Céfoxitine FOX 30 Bioanalyse
Imipéneme IMP 10 C_:ypress_
Diagnostic
Carbapénémes

Méropéneme MEM 10 (.:ypress_
Diagnostic
Ertapénéme ETP 10 OXOID
Monobactames Aztréoname ATM 30 C_:ypress_
Diagnostic
o Tobramicine TOB 10 (_:ypress_
Aminosides Diagnostic
Amikacine AK 30 Bioanalyse
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIpP 5 C_:ypress_
Diagnostic
Polymixines Colistine CT 50 OXOID




Matériel et méthodes

2- Lecture

Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés avec un pied a coulisse. L’interprétation
en sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) a été faite selon les critéres définis par
PEUCAST 2016 et le CA-SFM 2013 (Annex 111).

V- Recherche des phénotypes de résistance aux p-lactamines

» V-1- Recherche de la production de p-lactamases a spectre étendu

e DD-test (test de synergie)

La production d’une PB-lactamase a spectre élargie (BLSE) est détectée par le test de
synergie qui consiste a placer les disques de céphalosporines de 3°™ génération (Céftazidime
et Céfotaxime) et d’un monobactames (Aztréoname) a une distance de 20mm (centre a centre)
d’un disque d’Augmentin (Amoxicilline/ Acide clavulanique). L’augmentation de la zone
d’inhibition entre le disque d’AMC et les disques de CAZ, CTX et/ou ATM indique la

production d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).
e DD-test a la cloxacilline

Ce test est effectué pour identifier une BLSE associée a une céphalosporinase deréprimée, La
cloxacilline (0,25 mg/ml) ajoutée au milieu Mueller-Hinton inhibe trés fortement toutes les
cephalosporinases de la classe C d’Ambler. Si un tel mécanisme de résistance est présent, on
constate, en comparant les boites de Pétri contenant le milieu Muéller-Hinton avec et sans
cloxacilline, une restauration de 1’activité des PB-lactamases et apparition de 1’image de

synergie en bouchon de champagne recherchée (EUCAST, 2016).

» V-2- Recherche de la production de Carbapénémases

e Test CIM (Carbapénéme Inactivation Méthode)

Pour effectuer le test CIM, une suspension a été effectuée en suspendant une boucle de
culture dans 500 pl d'eau physiologique d’un témoin positif (souche productrice de NDM-1),
un témoin négatif (E. coli ATCC 29522) et les souches a testé qui sont incubés en présence

d’un disque de Méropénéme pendant 2h.

Aprés incubation, les disques de Méropéneme correspondants au témoin positif, témoin
négatif et aux souches a testé sont retiré de la suspension, puis déposés sur une gélose MH
préalablement ensemencée par la souche E. coli sensible. Les boites sont incubées a
37°C/24h.
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Si l'isolat bactérien produit une Carbapénémase, le Méropénéme dans le disque sera

dégradé, ce qui permettra la croissance de la souche E. coli sensible (Zwaluw et al., 2015 ).

La lecture est faite en mesurant les diamétres des zones d’inhibition et I’interprétation en S,

R ou I est réalisée selon les recommandations de PEUCAST 2016, les résultats sont résumés

dans ’annexe V.
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I- Répartition des souches par site de prélevement

Au cours de cette étude, 18 échantillons d’effluents hospitaliers ont été prélevés au niveau

de deux hopitaux de I’est de I’ Algérie.

La recherche des BGN sur milieu sélectif additionné de Carbapéneme a permis de
sélectionner 31 souches, le tableau ci-dessous montre la répartition des souches par site de

prélevement (Tableau VI).

Tableau VI- Répartition des souches par sites de prélévement.

Type
d’effluent

Site de
préelevement

Hopital

Nombre de souche

Total

Rejets de
nature
domestique

Regard principal
collecteur des eaux
usees salles de bain
de tous les services

clinques

Mila

Jijel

11

Rejets de
nature
spécifiques a
I’hépital

Regard collecteur
des services
clinigues hommes

Mila

Regard collecteur
des services
cliniques femmes

Mila

Regard service
urgence

Mila

Rejets
spécifiques
aux soins

Service
hémodialyse

Mila

Jijel

Service maternité

Mila

Service
génécologie : eaux
usées salle de
curetage.

Mila

Service stérilisat :
e Chirurgie
générale.

e Chirurgie
génécologie

Mila

Bloc opératoire

Mila

14
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I1- Répartition des souches par espéce

L’identification des souches isolées sur la base des caracteres culturaux, de la galerie
biochimique classique et sur Chromagar orientaion a permis de caractériser 31 souches de
BGN, dont 16/31 souches sont des bacilles a Gram négatif non fermentaires et 15/31

souches sont des entérobacteéries (Figure 1).

M Entérobactéries M Non fermentaires

Figure 1 : Répartition des souches par famille.

La figure 2 montre que parmi la totalité des souches identifiées (31), I’espece la plus
isolée est Pseudomonas sp (14/31). Suivi d’E. Coli (05/31). Les autres souches

d’entérobactéries présentent un taux faible.
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14/31

Figure 2 : Répartition des souches isolées par espéce.

I11- Sensibilité des souches de bacilles a Gram négatif aux antibiotiques

I11-1- Sensibilité des entérobactéries aux p-lactamines

L’ensemble des 15 souches fermentaires isolées de différents prélévements ont été testées
vis-a-vis de 08 B-lactamines: Amoxicilline+acide clavulanique, Céftazidime, Céfotaxime,
Imipénéme, Méropénéme, Ertapénéme, Céfoxitine et I’ Aztréonam. Les résultats sont indiqués

dans I’annexe IV (Tableau 1V).

La figure 3 illustre les taux de résistance des souches d’entérobactéries étudiées vis-a-vis
des B-lactamines. La quasi-totalité des souches (13/31) est résistante a I’ETP et CAZ, une
résistance au carbapénémes est remarquée également pour les molécules de Méropéneme et

Imipénéme avec 09 souches et 04 souches respectivement.
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FOX

CTX IMP

B R+

Figure 3 : Taux de résistance des BGN fermentaires isolées aux [3-lactamines.

I11-2- Sensibilité des BGN non fermentaires aux p-lactamines :

L’ensemble des 16 souches non fermentaires isolées de différents prélévements ont été
testées vis-a-vis de 04 B-lactamines : Aztreonam, Céftazidim, Méropénéme et 1’Imipénéme.

Les résultats sont indiqués dans I’annex IV (Tableau V).

La figure 4 montre les taux de résistance des BGN non fermentaires vis-a-vis des -
lactamines. La totalité des souches testées est résistante a I’ATM. La résistance au CAZ et
MEM est observée avec un taux plus ou moins important chez (10/16) souches et (07/16)

souches respectivement. Une résistance réduite a I’IMP est observée chez 04 souches.
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16/16

IMP

E R+

Figure 4 : Taux de résistance de BGN non fermentaires aux p-lactamines.

111-3- Sensibilité des souches BGN aux autres familles d’antibiotiques :

L’ensemble des BGN ont été testées vis-a-vis de 04 familles d’antibiotiques autres que les
B-lactamines : Aminosides (Tobramicine et Amikacine), Polymixines (Colisitine) et
Fluoroquinolones (Ciprofloxacine). Les résultats des antibiogrammes sont donnés dans
I’annexe IV (Tableaux VI et VII).

Les taux de résistance des souches isolées a ces antibiotiques sont illustrés dans cette figure.

® Non fermentaire

B Entérobactéries

CT

CIP
AK

Figure 5: Taux de résistance des BGN aux différents antibiotiques.
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D’aprés la figure ci-dessus, une resistance modérée est observée chez les souches
d’entérobactéries vis-a-vis d’autres familles d’antibiotiques: TOB, CT, CIP. L’AK reste
I’antibiotique le plus actif contre ces souches. Chez les souches BGN non fermentaires des

taux plus faible sont rapportés vis-a-vis de ces molécules comparés aux entérobactéries.

IVV-Phénotypes de résistances probables aux p-lactamines

IV-1-Recherche des p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les résultats du test de synergie réalisé sur les souches d’entérobactéries, ont révélé la
production d’une B-lactamase a spectre étendu chez 02 souches (test de synergie positif)
(Figure 6). Les diameétres des zones d’inhibition obtenus sont présentés dans le tableau

suivant.

Test de synergie de la souche ST2 Test de synergie de la souche EF2
(Proteus sp) : BLSE+ (Klebsiella sp) : BLSE -

Figure 6 : Résultats de test de synergie.

IV-2-Recherche de la production de Céphalosporinase sur gélose a la cloxacilline :
Parmi les 15 souches d’entérobactéries testées, 05 souches sont résistantes a la FOX qui

correspond a un marqueur phénotypique de la présence d’une céphalosporinase.
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Figure 7 : Souche productrice d’'une AmpC (Serratia sp).

Le test a la Cloxacilline effectué a confirmé 1’association d’une céphalosporinase avec une

BLSE chez une seule souche de Serratia sp.

IVV-3-Recherche de la production de la Carbapénémase :
Les résultats de test CIM ont révélés que 08 souches parmis les 12 souches résistantes aux

carbapénemes sont probablement productrices de carbapénemases (Annexe V).
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Tableau V- Phénotypes probables de résistance aux antibiotiques.

d’eﬂﬁint ngscieela Espéce Profil de la résistance Synergie Cloxa CIM Phénotype probable
EF1 E. coli AMC, IPM, MEM, ETP - NI NI Céphalosporinase
EF2a Pseudomonas sp CAZ, ATM, CT, TOB NI NI / Céphalosporinase
EF2b Klebsiella sp AMC, ETP, CT - / / Céphalosporinase
EF2c E. coli AMC, CAZ, ETP, CT, TOB - NI S Céphalosporinase
Rejets de EF2d Acinetobacter sp CAZ, ATM, CT, TOB NI / / Céphalosporinase
nature EF3a Pseudomonas sp MEM, ATM NI NI / Carbapénémase
domestique EF3b Yersinia sp AMC, FOX, CAZ, CTX, IPM, MEM, ETP, ATM, CIP, TOB + + S BLSE+Céphalosporinase
Fla Citrobacter sp AMC, CAZ, MEM, ETP, CIP - / R Carbapénémase
Flb Pseudomonas sp MEM, ATM NI NI S Céphalosporinase
Flc Klebsiella / NI / S /
F3a Pseudomonas CAZ, IPM, ATM NI NI / Céphalosporinase
F3b Enterobacter sp AMC, CAZ, MEM, ETP, CIP - / / Céphalosporinase
Z Pseudomonas sp CAZ, ATM, CT / / NI Céphalosporinase
Z1 Klebsiella sp / / / / /
Rejets de Z2 E. coli / NI NI NI /
nature CFa Citrobacter sp AMC, CAZ, MEM, ETP, ATM, CT - NI / Céphalosporinase
spécifique a CFb Pseudomonas sp CAZ, ATM / / / Céphalosporinase
I’hépital CUa E. coli AMC, CAZ, CTX, MEM, ETP, ATM, CIP - - S Céphalosporinase
CUb E. coli / - / / /
CUc Pseudomonas sp CAZ, ATM NI / / Céphalosporinase
Rejets EF5a Pseudomonas sp MEM, ATM / / / Carbapénémase
spécifiques a EF5b Enterobacter sp AMC, FOX, CAZ, CT, TOB - NI / BLSE
certains EF6a Yersinia sp AMC, CAZ, MEM, ETP, CIP - NI R Carbapénémase
s0ins EF6b Pseudomonas sp MEM, ATM / / R Carbapénémase
F4 Pseudomonas sp MEM, ATM NI / / Carabpénémase
F5a E. coli AMC, CAZ, IPM, CT, TOB - / S Céphalosporinase
F5b Pseudomonas sp IPM, MEM, ATM, CT, TOB, CIP / NI NI Carbapénémase
F5c Enterobacter sp AMC, FOX, CAZ, IPM, ETP, ATM / / / Case+ imperméabilité
T1 Pseudomonas sp CAZ, IPM, MEM, ATM / NI / Céphalosporinase
T2 Acinetobacter sp CAZ, ATM, CT, TOB / / / Céphalosporinase
T3a E. coli / NI / NI
T3b Pseudomonas sp CAZ, IPM, ATM NI / NI Case+ imermébilité
T5b Citrobacter sp AMC, FOX, CAZ, CTX, MEM, ETP, ATM, CT, CIP, TOB - / S AmpC+ imperméabilité
STla Pseudomonas sp CAZ, ATM, CT, CIP / / / Céphalosporinase
STib Serratia sp AMC, FOX, CAZ, ETP, TOB - NI R Carbapénémase
ST2a Proteus sp FOX, CAZ, CTX, ETP, ATM, CT, TOB + NI / BLSE
ST2b Pseudomonas sp / / NI R /

NI : Non interprété

/ : Non testé

19



Discussion



Discussion

Un totale de 31 souches de bacille a Gram négatif ont été isolées de différents types
d’effluents hospitaliers, récoltée au niveau de deux hépitaux. Dont 48% appartiennent a la
famille des Enterobacteriaceae (Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp., Yersinia sp.,

Proteus sp et Serratia sp) et 52% font partie des bacilles a Gram négatif non fermentaires.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés en Afrique (Algérie, Maroc, Cote
d’Ivoire et Benin) et en Europe (Espagne et France), qui ont mis en évidence une flore
bactérienne dans les effluents hospitaliers dominée par les bacilles a Gram négatif
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella sp) et des
Pseudomonaceae (Pseudomonas aeruginosa) (Marisol et al., 2000; Jeannette et al., 2007;
Atef et al., 2008 ; Ekhaise, 2008; Ameziane et al., 2012 ; Bakour et al., 2013 ; Guessennd
et al., 2013). Le méme constat a été rapporté par une étude réalisée en 2016 sur les effluents
hospitaliers au niveau du CHU de Khelil Amrane de Bejaia (Hezouat et Khane, 2016). Cette
flore est composée principalement de la flore des malades, du personnel et de celle de

I’environnement hospitaliers (sols, surfaces, matériels, eau, air) (Guessennd et al., 2013).

Des travaux nationaux et internationaux ont rapportes la contamination par des souches
d’A.baumannii, P.aeruginosa et K.pneumoniae  multi-résistante de I’environnement
hospitalier proche des patients et du personnel. Ces souches ont une capacité de survie qui
peux durée des mois sur des surfaces inanimées et sont fréquemment isolées des patients
atteints d’infections nosocomiales (Touati et al., 2007 ; Touati et al., 2010 ; Obeidat et al.,
2014 ; Stoesser et al.,2014 ; Zenati et al.,2016).

Le niveau de contamination des effluents est treés variable selon 1’heure, le jour ou le débit
au moment du prélevement. Sur le plan microbiologique, les concentrations en germes sont
plus faibles dans les effluents hospitaliers que dans les effluents urbains, ce qui est
probablement lié a des concentrations plus élevées en désinfectants et antibiotiques (Darsy et
al., 2002) ce qui explique la présence du méme type de bactéries et leur faible charge

microbienne.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont plus dominantes dans les eaux usées
hospitaliéres (plus de 10 fois supérieur) que les eaux usées urbaines (Schlosser, 1999). La
prédominance des Pseudomonas sp trouvés dans nos échantillons concordent avec ces
données. En effet, Pseudomonas aeruginosa est une espece ubiquitaire, capable de persister
dans plusieurs environnements. Elle est capable d'utiliser différents composants organiques

comme sources d’énergie et de survivre longtemps dans des environnements humides, P.
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aeruginosa est un pathogéne héspitalo-acquis commun des voies respiratoires et urinaires
dans tous les services et spécifiquement dans ceux des soins intensifs (Jarvis et Martone,
1992; Spencer, 1996).

Dans la famille des entérobactéries, E. coli est la souche la plus dominante (05/31). Suivi
d’Enterobacter sp (02/31) et de Klebsiella sp et Citrobacter sp (01/31 respectivement). Pour
les non entérobactéries, en plus de Pseudomonas sp décrit précédemment, nous avons isolé
deux souches d’Acinetobacter sp. Ces mémes espéces sont rapportées par Guessennd et ses

collaborateurs en 2013 a partir des effluents hospitaliers d’'un CHU au Céte d’Ivoire.

Cette faible concentration de la flore bactérienne pourrait s’expliquer par la présence
probable de résidus de substances antibactériens spécifiques dans les effluents (antibiotiques,
désinfectants, antiseptiques,...etc) (Nunez et Moretton, 2007). Dont le plus courant est I’eau
de javels comparé aux produits désinfectants et antiseptiques utilisés dans les activités de soin
en forte concentration (Leprat, 1998 ; Metcal et Eddy, 1991).

L'étude de la sensibilité des souches d'entérobactéries vis-a-vis des p-lactamines a montré
une résistance non négligeable a 1I’Ertapéneme, a la Céftazidime (13/15) et au Méropénéme
(09/15) comparée a celle de I'imipenéme (04/15). Par contre les souches de BGN non
fermentaire montre une résistance totale a I'Aztréonam et une résistance modérée vis-a-vis de
la Céftazidime (10/16), du Méropénéme (07/16) suivi de Imipénéme (04/16).

Chez les Entérobacteries, la résistance aux carbapénémes résulte essentiellement de deux
mécanismes impliquant tous deux des p-lactamases. Le premier mécanisme est associé a la
production d’une céphalosporinase chromosomique et/ou plasmidique ou une BLSE avec une
diminution quantitative ou qualitative de I’expression des porine. Le second est li¢ a la
production d'une b-lactamase a forte activité hydrolitique vis-a-vis des carbapénemes
(Nordmann et Carer, 2010).

En ce qui concerne la résistance aux autres familles d'antibiotiques, une résistance
modérée est observée chez les entérobactéries vis a vis de la Tobramycine, colistine et
Ciprofloxacine (09/15), (08/15) et (07/15) respectivement et faible chez les non fermentaire
vis-a-vis de la Colistine, Tobramycine et Tiprofloxacine (06/16), (04/16) et (02/16)
respectivement. Ces résultats sont différents a ceux d’Islam et al en 2008, qui ont trouvés
dans leurs travaux sur les bactéries multirésistantes isolées des effluents hospitaliers a 5

familles d’antibiotiques avec un taux de résistance de 100% a la ciprofloxacine (Islam et al.,
2008).
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L’observation de cette multi-résistance traduit bien la présence de BMR dans les effluents
hospitaliers. Cette multi-résistance pourraient s’expliquer par le fait que les antibiotiques font
partie des molécules les plus prescrites en Afrique et parmi ces antibiotiques les B-lactamines
venaient en téte (Dosso et al., 2000). Aussi elle pourrait s’expliquer par la présence de faibles
concentrations d’antibiotiques non métabolisés rejetées par 1’hopital (Jeannette et al., 2007 ;
Thomas et al., 2007). En effet, les médicaments atteignent généralement les effluents
hospitaliers par deux voies ; la premiére est a travers les urines, les feces et les divers liquides
biologiques des patients; la seconde concerne 1’¢limination des médicaments non utilisés ou
périmés a travers les vidoirs et les éviers (Ameziane, 2009).

Pseudomonas aeruginosa est caractérisé par son niveau élevé de résistance et par son
aptitude a acquérir et cumuler de nombreux génes de résistances aussi bien en milieu
hospitalier que dans I’environnement Sous 1’effet de la sélection exercée par les antibiotiques :
séerétion de B-lactamases, modification de la perméabilité membranaire (efflux,
imperméabilité) et modification de cible (Defez et al., 2004; Mesaros et al., 2007).

Les résultats de test CIM ont été positifs pour 08/10 souches testées, elles sont donc
probablement productrices de carbapénémases. La résistance a 1I’Imépinéme ainsi qu’a
I’Ertapénéme est due a la production d’enzymes de types carbapénémases regroupées en 3
classes, il s’agit de carbapénémases de type oxacillinase (classe D), de métallo-B-lactamases
(classe B), et des carbapénemases de (classe A) (Kempf et Rolain, 2012).

La production une BLSE a été identifiée chez une souche de Proteus sp. L'association
d'une céphalosporinase avec la production d'une BLSE a été également détectée chez une
souche de Serratia sp. La résistance aux B-lactamines chez les entérobactéries est dominée par
la production de BLSE de type CTX-M-3 et CTX-M-15 en milieu hospitalier (Touati et al.,
2006, Touati et al., 2010 ; Gharout-Sait et al., 2012).
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Au cours de cette étude qui s’est déroulée au niveau du laboratoire de 'université de
Béjaia, les résultats que nous avons obtenus montrent que les effluents hospitalier (rejets de
nature domestique, rejets spécifique a I’hopital, rejets spécifique a certains soins) peut

constituer un réservoir potentiel de Bacille a Gram Negatif multirésistantes aux antibiotiques.

Sur les 18 prélevements effectués a partir des eaux usées hospitaliéres, 31 souches de
bacilles a Gram négatif ont eté isolées et identifiees, dont 14 sont des Pseudomonas sp et 02
sont des Acinetobacter sp, 15 entérobactéries réparties comme suite: 09 souches
d’Escherechia Coli sp,. 03 souches de Citrobacter sp., 02souches d'Enterobacter sp et une

seule souches de Klebsiella Pneumoniae sp., Proteus sp., Yersinia sp et Serratia sp.
La résistance des souches vis-a-vis des antibiotiques testés a montré que :

v La totalité des souches de P. aerogenosa présente une résistance a I’ATM, -
lactamines testés, (08/14) vis-a-vis de la Céftazidime et (04/14) vis-a-vis de
I’Imipénéme. Deux souches ont été constatées comme résistantes a la
Tobramicyne.

v' les deux souches d’Acinetobacter sp sont résistantes aux [-lactamines
(Ceftazédime et Imipéneme). Elles sont également résistantes a la Tobramicyne
et Céfoxitine (02/02).

v’ Les souches d'entérobactéries présentent un taux de résistance élevée vis-a-vis
des carbapénémes testés dont 13 souches sont résistantes a I'Ertapénéme, 09
souches sont résistantes au Méropénéme et seulement 04 souches sont résistantes
a ’Imipénéme. Elles présentent egalement une résistance modeérée vis-a-vis de
TOB, CT et CIP. L’ AK reste I’ATB le plus actif sur ces souches.

Ces résultats montrent que les effluents hospitaliers dans les deux régions ; Mila et Jijel,
sont largement contaminés par des bacilles a Gram négatif multirésistantes. Ces résultats nous
incitent & proposer des recommandations au sein des structures de soins. Il s’agit
particulierement de la mise en place de station de traitement des eaux usées par les autorités
afin de réduire le risque sanitaire de ces effluents hospitaliers. Ainsi, Il est primordial de
recourir a des ressources hydriques alternatives autres que les eaux usées hospitalieres vue la
demande en eau croissante pour I’irrigation. Cela pourra contribuer dans la limitation du

risque da la dissémination des BMR et des genes de résistance dans l'environnement.
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Les résultats de notre étude restent préliminaires et méritent d’étre compléter par :

v

La détermination de 1I’évolution de la contamination des effluents hospitaliers a
differentes durées journaliere.

L’¢largissement de I’étude sur toute la flore environnementale pour inclure les
bactéries a Gram positif pour déterminer les places des BMR parmi ces
microorganismes ;

La réalisation d’autres tests phénotypique : CarbaNP, test de Hodge.

La détermination de 'efficacité de la mise en place de station d’épuration dans la
désinfection des eaux usée hospitaliere ;

L'é¢tude de la résistance des souches isolées des effluents a d’autres agents

antibactériens autres que les antibiotiques.
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Annexe |

Un ensemencement des souches pures sur milieu Chromogene a été effectué, apres 24h

d’incubation dans des conditions d’aérobiose a 37°C, les souches ont été identifiées selon leur
apparence (Tableau I), (Figure 1).

Tableau I- Aspects des colonies sur milieu Chromogeéne (fiche technique).

Microorganisme Apparence des colonies typiques

E.coli

Klebsiella, Enterobacter,

Rose foncé a rougeétre

Bleu métallique

(+/-violet)

Citrobacter, Serratia

Proteus, Morganella,

) ) Colonies plates avec un halo
Providencia

marron

) Bleu avec halo marron
Proteus vulgaris

Pseudomonas

aeruginosa

Ttranslucide (+/ pigmentation

naturelle couleur creme a vert)

Acinetobacter baumanii

Colonies muqueuses blanches

opaques

Enterocoque

Petites colonies bleus turquoises




Tableau 11-Résultats d’identification des souches par la galerie biochimique.

Annexe Il

Souche Glucose | Lactose | Indole | Uréase VP RM NR Citrate | Gaz H2S
E.coli + + + - - + + - - -
Citrobacter sp + + - - - + " T N 3
Enterobacter sp + + - - + - ¥ n N 3
K.pneumonae + + - + + - + +/- + _
Serratia sp + - - - + +/- - N ) 3
Proteus sp + + + + - + + _ ) N
Yersinia sp + - +/- + + - -
Pseudomonas sp - - - - + - + +/- - -
Acinetobacter sp - - - - - - - +/- _ _
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Tableau I11- Diameétres critiques des zones d’inhibitions éditées par EUCAST (2016) et

CA-SFM (2013).

Diametre critique (mm)
Antibiotique Enterobacteriaceae Pseudomonas sp Acinetobacter sp
S> R < S> R < S> R <
AMC 19 19 ] ; / /
CAZ 22 19 16 16 18 15
CTX 20 17 / ] >3 i
FOX 19 19 ] ; / /
IPM 22 16 20 17 53 =
MEM 22 16 24 18 1 15
ETP 25 22 ] ] 7 /
ATM 24 21 50 16 ; /
TOB 17 14 16 16 7 =
AK 16 13 17 15 17 15
CIP 22 19 25 > 51 51
CT 15 15 15 15 15 15




Tableau IV - Profil de résistance des enrérobactéries aux p-lactamines.

Annexe IV

Code Espece AMC FOX CAZ CTX MP MEM ETP ATM
EF1 E. coli R S S S R I I S
EF2b Klebsiella sp R S S S S S I S
EF2c E. coli R S R S S S I S
EF3b Yersinia sp R R R R R R R R
EF5b Enterobacter sp I I R S S S S S
EF6a Yersinia sp R S R S S R I S
Fla Citrobacter sp R S I S S R I S
F3b Enterobacter sp R S I S S R I S
F5a E. coli R S R S I S S S
F5c E. coli R R R S I R R R
T5b Citrobacter sp R R R R S R R R
ST1b Serratia sp R R R S S S R S
ST2a Proteus sp S R R I S S R R
CUa E. coli R S R R S R R R
CFa Citrobacter sp R S R S S R R R




Annexe 1V suite

Tableau V- Profil de résistance des souches non fermentaires aux B-lactamines.

Code Espéce CAZ IPM MEM ATM
EF2a Pseudomonas sp R S S I
EF2d Acinetobacter sp R S S R
EF3a Pseudomonas sp S S R I
EF5a Pseudomonas sp S S R I
EF6b Pseudomonas sp S S R I
Flb Pseudomonas sp S S R I
F3a Pseudomonas sp R R S I
F4 Pseudomonas sp S S R I
F5b Pseudomonas sp S I R I
Z Pseudomonas sp R S S I
T1 Pseudomonas sp R R R I
T2 Acieétobacter sp R S S R
T3b Pseudomonas sp R R S I
STla Pseudomonas sp R S S I
CUc Pseudomonas sp R S S I
CFb Pseudomonas sp R S S I




Annexe 1V suite

Tableau VI- Profil de résistance des entérobactéries aux autres familles.

Code Espéces CT AK CIP TOB
EF1 E. coli R S S R
EF2b Klebsiella sp R S S S
EF2c E. coli R S S R
EF3b Yersinia sp S S R R
EF5b Enterobacter sp R S S R
EF6a Yersinia sp S S R S
Fla Citrobacter sp S S R S
F3b Enterobacter sp S S R S
F5a E .coli R S S I
F5c E.coli R S R R
T5b Citrobacter sp R S R R
ST1b Serratia sp S S S R
ST2a Proteus sp R S S R
CUa E. coli S S R R
CFa Citrobacter sp R S S S




Annexe 1V suite

Tableau VII- Profil de résistance des souches non fermentaires aux

autres familles.

Code Espece CT TOB CIP
EF2a | Pseudomonas sp R I S
EF2d | Acinetobacter sp R I S
EF3a | Pseudomonas sp S S S
EF5a | Pseudomonas sp S S S
EF6c | Pseudomonas sp S S S
Flb Pseudomonas sp S S S
F3a Pseudomonas sp S S S
F4 Pseudomonas sp S S S
F5b Pseudomonas sp R R R
Z Pseudomonas sp R S S
T1 Pseudomonas sp S S S
T2 Acinetobacter sp R R S
T3b Pseudomonas sp S S S
STla | Pseudomonas sp R S R
CUc Pseudomonas sp S S S
CFb Pseudomonas sp S S S




Annexe V

Tableau VI11- Diamétres critiques test CIM.

Code Souche Dl(anr]n”e]';re Phénotype de résistance T+ T- Production de cabapénemase
EF2c E. coli 24 AMC, CAZ, ETP, CT, TOB 06(R) | 22(S) -
.. AMC, FOX, CAZ, CTX, IPM,

EF3b Yersinia sp 15 MEM., ETP. ATM. CIP. TOB 06 (R) 22 (S) +
Fla | Citrobacter sp 18 AMC, CAZ, MEM, ETP, CIP 06(R) | 22(S) +
Flb | Pseudomonas sp 22 MEM, ATM 06 (R) 22 (S) -

. AMC, CAZ, CTX, MEM, ETP,

CUa E. coli 23 ATM. CIP 06 (R) | 22(S) -

EF6a | Yersiniasp 6 AMC, CAZ, MEM, ETP,CIP | o5 Ry | 22(s) ¥

EF6b | Pseudomonas sp 6 MEM, ATM 06 (R) 22 (S) +
F5a E. coli 13 AMC, CAZ, IPM, CT, TOB | g5 Ry | 22(s) .

. AMC, FOX, CAZ, CTX, MEM,
T5b Citrobacter sp 14 ETP. ATM, CT. CIP, TOB 06 (R) 22 (S) +
ST1b Serratia sp 16 AMC, FOX, CAZ, ETP, TOB 06 (R) 22 (S) +




Annexe VI

Composition des milieux de culture (g/I’eau utilisée)

Gélose Mac Conkey (pH 7.4)

@ PePIOMNC. .ot e e sreeesreeesree s snee s 20

@ LACTOSE. ..ttt 10

@ SEISDIAINES. ...t e 0.072
o Chlorure de SOAIUML. . ....oiuiiet it e 05
LN - T PR 12

Gélose Mueller Hinton (pH 7.4)

e Infusionde viande de boeuf..... ..o 300
o Hydrolysat de Cas€ine...........c.oviiriiriiii i 17.5
O AMIAON. ...ttt 1.5
LN ) 17

Gélose TSI (pH 7)

e Extrait de viande de viande de beeuf.............coooiiii i 03
@  EXtrait de LeVUIe. . ..o 03
@  PEPIONE tIYPSINE. .. ne ettt e e 20
o Chlorure de SOAIUML. ... .ouuiint e 05
LI 015 21 1S {34 o 10 L (ST PP 0.3
o Thiosulfate de SOAIUML. . ......iuiiti e 0.3
L I Tt 01 1
@ GIUCOSE. - ettt ettt e et 01
@ SACCRATOSE. ...ttt ettt e 10
o Rougede phénol...... ..o 0.05
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Milieu de citrate de Simmons (pH 7)

o Infusion de SOdIUML. ... ..ovuiiiii e 02

o Chlorure de Soditm. ..........ouiuiuiuitit i 05

o Sulfate de MagnéSIUML........oouiiiiiii e 0.2

e Phosphate mono ammoniaque..............ouiuiiniiniitii e 01

e Phosphate bi potassiqUe. .......ovuuiiriiitt it 01

e Bleudebromothymol............coooiiiiiiiii i, 0.08

L . 15
Milieu VRBL (pH 7)

L 0] 7 ) s U< 06

O XAt 08 IeVUIC. ...ttt 03

L 57 T 01 10

e Chlorure de SOdIUML. . ...o.uniit e 03

o Meélange sel biliare..........ooooiuiiiiiii 1.5

®  CriStal VIOLCt. ... 0.002

®  ROUZE NEULIE. ...ttt 0.03

L 1= T 7.2 ) o 15
CHROMagar Orientation medium :

@ ChIOMOPEPLONE. ... .eeeeeeiee et 16,1

o  MElange ChromMOENE. ... ..oviit ittt 1,3

0 GLOSE. .ttt 15
Milieu Klark-lubs (pH 7) :

o Peptone trypsine de viande ...........c.ooviiniitiiti e 05

e Phosphate bl potassiqUE........oouiiieiiitt i e e 05

0 GlUCOSE. ettt ettt et e 06
Bouillon nutritif (pH 7.7) :

o Macération de Viande.............ooiiiitiiiiii 01

L 1 T0) 1 T 1 1 00 (< 15
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Bouillon nitraté (ph=7) :

®  INTUSION CEIVEAU-COBUL . . . ... e e e ettt et e e e 25

o Nitrate de POtasSIUML. ... ....o.iuiiniit i e 10
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Réactifs utilisés

Réactifs de Kovacs

e Alcool amylique ou 1S0amMYlIQUE. .......viiriii i 150ml
e P. dimethylaminobenzadehyde...............cooiiiiiiiii i 10ml
e Acide chlorhydrique CONCENIIE. ... .....c.iiuiiint i, 50ml

Réactif Rouge de méthyle

o Rougedeméthyle.........ooouiiriiiiii i 0.5g
e Alcool ethylique @ 60%0. .......ovuiuiniit i 100ml

Réactif de Voges-Proskauer (VP I)

o AICOOL SthYHQUE 8 90%. ..ot 100ml
Réactif de Voges-Proskauer (VP I1)

e NaOH 4N
Réactif de Griess | (NR I)

e Acide paraculfanilique............cooiiiiii 89

o ACIde ACtIQUE SN .. .ttt e 1l

Réactif de Griess Il (NR 1) :

o o NAPhtylaAMINE. ......oitii e 69
®  ACIHE ACEtIQUE SN . ...ttt e 11



Résumé :
Obijectif : Caractérisation de la multirésistance aux antibiotiques, des bacilles a Gram négatif isolés des effluents
hospitaliers de deux hopitaux de I’est Algérien.

Meéthode : Les18 prélevements qui ont été effectués a partir des effluents hospitaliers, repartis en trois types ;
rejets de nature domestique, rejets de nature spécifique a 1’hopital et rejets spécifiques a certains soins, durant
une période de deux mois (de Février au Mai 2017). L’isolement a été fait sur une gélose de Mac Conkey,
additionnée d’Ertapéneme a 0.5 pg/ml et de Vancomycine a 32 pg/ml. Les souches isolées ont fait 1’objet d’une
identification et d’une caractérisation de la sensibilité vis-a-vis des B-lactamines et d’autres familles
d’antibiotiques. Les phénotypes de résistance aux p-lactamines ont été étudiés.

Résultat : Au total, 31 souches de bacilles a Gram négatif ont été identifiées, dont 14 souches de Pseudomonas
sp., 02 souches d’Acinetobacter sp et 15 souches d’entérobactéries (05 d’E. Coli., 01 de, 03 Citrobacter sp., 02
Enterobacter sp., 02 Yersinia sp., Et une seule souche de Proteus sp., Klebsiella sp et Serratia sp). L’étude de
la sensibilité aux antibiotiques (08 B-lactamines et 4 appartenant aux autres familles d’antibiotiques), a révélé
que 14 des BGN fermentaires sont résistantes a I’AMC, 13/15, 13/15, 09/15, 06/15, 06/15, 04/15,04/15 sont
résistants respectivement a I’ETP, CAZ, MEM, ATM, FOX, CTX et IMP. La totalité des BGN non fermentaires
est résistante a I’ATM, 10/16, 07/16, 04/16 sont résistants respectivement au CAZ, MEM et IMP. Les résistances
marquées des entérobactéries aux autres antibiotiques sont les suivants : 10/15, 09/15, 07/15 vis-a-vis de TOB,
CT, CIP, I’AK est le plus active sur ces souches ; aucune résistance n’a été marquée. Les BGN non fermentaires
ont marqué 06/16, 04/16 et 02/16 souche résistante vis-a-vis de CT, TOB, CIP. Deux souches ont été
productrices de BLSE. Une souche parmi elles a été productrice d’une BLSE associée a une AmpC. 21 souches
productrice de céphalosporinase. 08 souches ont été considérées productrices d’une carbapénémase

Mots clés : Multirésistance, Antibiotique, Effluents hospitaliers, Bacilles a Gram négatif, BLSE.

Abstract:

Objective: Charactérisation of the antibiotic-multiresistance of Gram negative bacilli isolated from hospital
effluents from two hospitals of the Algerian east.

Methodology: The 18 collected samples from hospital effluents repartee in three types; domestic wastwater,
hospital specific wastwater, health care specific wasrwater, during a period of two mounths (from Februray to
May 2017) Isolation was done in Mac ConKey agar, supplemented with Ertapénéme (0.5 pg/ml), and
Vancomycine (23 pg/ml).The identification, the characterization of the sensitivity to p-lactam and other
antibiotics and the resistance phenotype to -lactam were studied.

Resultat: In total, 37 strains of Gram negative bacilli were identified including 14 strains of Pseudomonas sp.,
02 strains of Acinétobacter sp and 15 strains of enterobaceria (08 of E. Coli., 03 of and Citrobacter sp., 02 of
Entérobacter sp and Yersinia sp ., only one, Proteus sp., Klebsiella sp and Serratia sp). The study of antibiotic
susceptibility (08 B-lactams and 04 belonging to other antibiotic families) revaled that 93,33% of GNB
fermentative are resistant to AMC, 13/15, 13/15, 09/15, 06/15, 06/15, 04/15,04/15 are résistant to ETP
respectively to the CAZ, MEM, ATM, FOX, CTX and IMP. The totality of non fermentative GNB is résistant to
ATM, 10/16, 07/16, 04/16 are résistant to CAZ respectively to MEM and IMP. The resistance of enterobacteria
to other antibiotics is as follows: 10/15, 09/15, 07/15 against TOB, CT, 10/15, 09/15, 07/15 CIP, the AK is the
most active on this strains; no résistance was marked. Non fermentative GNB have marked the follow rates
06/16, 04/16 and 02/16 against CT, TOB, CIP. Two strains produced BLSE. One of it produced an associated
AmpC to BLSE. 21 strains were considered producing cephalosporinase.08 strains were considered producing
carbapénemase

Keywords: Multiresistance, Antibiotic, Hospital effluents, Gram negative bacilli, BLSE.
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