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Liste des abréviations

AB : Acide boronique

ADN : Acide désoxyrebonucléique

AMC : Amoxicilline + acide clavulanique
AmpC : Chromosomal located cephal osporinase
ATB : Antibiotique

BGN : Bacille a Gram Négatif

BL SE : Betalactamase a spectre éendu

C3G : Céphal osporine de 3°™ génération
CASFM : Communié de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CAZ : Ceftazidime

Cloxa: Cloxacilline

CTX : Céfotaxime

CTX-M : Céfotaximase Munich

CX : Céfoxitine

DM SO : Diméthylsulfoxyde

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique
ERT : Ertapéneme

FEP : Céfépime

| : Intermeédiaire

IMP : Imipénéme

KPC : Klebsiella pneumoniae Carbapénemase
MBL : Métallo-beta-lactamase

MER : Meropénéme

MH : Muller Hinton



NR : Réactif de Griess

OXA: Oxacillinase

PLP : Protéinesliant les pénicillines
R : Résistant

RM : Rouge de méthyle

S: Sensible

TDA: tryptophane désaminase
TEM : Temoneira

TSI: Three Sugar Iron

U. F. C: Unités formant colonies
VIM : Verona Integron-encoded Metallo B-lactamase

VP : Réactif de Voges-Proskauer
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I ntroduction

Le développement des antibiotiques est |’ une des découvertes les plus importantes du
20°™ siécle, des millions de personnes ont été sauvées dés 1940 quand les premiers
antibiotiques, (la pénicilline et la streptomycine) ont été introduits (Marti et al., 2013)
dés lors, les antibiotiques sont largement utilisés pour la prévention des maladies infectieuses
humaines ou animales, une grande quantité est utilisée comme promoteur de croissance, en
apiculture et en aguaculture, dernierement la consommation des antibiotiques dans le monde
est estimée entre 100.000 & 200.000 tonnes /an ( Zuccato et al., 2010).

L’ utilisation abusive des antibiotiques dés 1940 a été suivie par |'apparition de la
premiére souche de S. aureus résistante a la pénicilline par production de pénicillinase en
1942. Dés lors, S est engagée une course permanente entre résistance bactérienne d’ une part,

et le développement de nouvelles molécules d’ autre part (Armand-L efévre, 2011).

Les activités humaines et industrielles sont a I’ origine du rejet d’un grand nombre des
substances chimiques dans les milieux hydriques (Joyeux, 2006), mais malheureusement, les
réglementations actuelles ne prennent pas en compte les rejets médicamenteux dans ce milieu,
une partie de ces composés n’est pas éiminée dans les stations d’ épurations tandis que les
produits a usage vétérinaires sont directement dispersés dans |’ environnement. (James et al.,
2009), ce qui conduit a I’émergence et la dissemination des génes de résistance. (Tahrani et
al., 2015).La magorité des bacteries qui hébergent les génes de resistance aux
antibiotiques,sont  identifiées dans les effluents hospitaiers (KUimmerer et
Henninger,2003) .

Ainsi, I’environnement hydrique représente un grand réservoir de géenes de résistance
aux antibiotiques qui peuvent étres mobilisés aux germes pathogéenes cliniques. Cependant,
I"utilisation des antibiotiques par I’'Homme N’ est probablement pas la seule pression sélective
pour la résistance aux antibiotiques dans les communautés microbiennes naturelles. En effet,
la plus part des antibiotiques sont produits par les champignons et les bactéries présentes
naturellement dans I’ environnement, y compris le sol. La plupart des souches productrices
d’ antibiotiques portent des génes codant pour |a résistance aux antibiotiques qu’ils produisent
(Allen et al., 2010). En effet, quelques études ont montré que les génes codant pour la -
lactamase CTX-M identifiée chez les patients hospitalisés, est similaire a celle trouvée dans
le génome de Kluyvera spp qui est une espéce typique de I'environnement aquatique
(Humeniuk et al., 2002 ; Rodriguez et al., 2004) .Ainsi, certains genes de résistance aux
guinolones portés par des plasmides (gnrA, gnrS) et retrouvés chez des souches pathogenes,

ont été décrits dans des chromosomes de bactéries aquatiques appartenant respectivement aux

Y
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espéces Shewanella algae, et Vibrio splendidus, soulignant les origines environnementales de
ces genes (Poird et al., 2005; Cattoir et al., 2007).

Le transfert de genes peut aboutir a I’acquisition de génes de résistance aux antibiotiques
portés par des ééments génétiques mobiles qui constituent de véritable véhicule de la
résistance. Il existe deux types d’ ééments génétiques mobiles, ceux qui permettent le transfert
de genes entre différentes molécules d ADN, comme les séquences d'insertion ou les
cassettes et ceux qui permettent le transfert de I'information génétique d’ une cellule & une
autre comme les plasmides et les dléments intégratifs conjuguatifs. Ces éléments génétiques
mobiles jouent un grand rble dans I'’émergence et la diffusion de la résistance aux
antibiotiques (Drieux-Rouzet et al., 2013). L’émergence des mecanismes de résistance
associés aux éléments génétiques mobiles peut favoriser |a possibilité de transfert des genes
de virulence et des génes de résistance aux antibiotiques simultanément, induisant

I’ émergence de nouveaux pathogenes (Chen et al., 2011 ).

Les carbapénémes sont des B-lactamines possédant un treés large spectre antibactérien
doublé d’une grande stabilité¢ envers la quasi-totalité des B-lactamases. Pour cette raison ils
font partie des antibiotiques utilisés en premiere ligne au cours du traitement probabiliste des
infections nosocomiales séveres (Wolff et al., 2009), il est donc important de limiter

I’ utilisation de cette classe d’ antibiotique pour en préserver I’ efficacité.

L’ activité des carbapénemes s éale sur les Gram positifs, les Gram négatifs et les
anagrobies, ils inhibent la synthese de la paroi en inactivant les PLP1,, 1et 2 (Hilas et al.,
2008). La résistance aux carbapénémes chez les entérobactéries résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous les deux des B-lactamases. Le premier mécanisme associe
la production d' une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou une BLSE a une
diminution quantitative ou qualitative de I’expression des porines. Le second est liée a
I’expression des P-lactamases a forte activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénémes, les
carbapénemases (Nordman et carrer, 2010). Selon la classification d’ Ambler, elles sont
divisées entrois classes: laclasse A, laclasse B, et laclasse D (Nordman et al., 2011). Les
carbapénémases de classe A, tels que les KPC inactivent toutes les -lactamines et ne sont que
partiellement inhibées par les inhibiteurs de B-lactamase comme l'acide clavulanique, le
tazobactam et 1’acide boronique. Les carbapénémases de classe B comprennent les métallo-f3-
lactamases (MBL), qui sont capables d'hydrolyser toutes les B-lactamines, sauf I’aztréonam,

ces enzymes sont inhibées in vitro en utilisant des chélateurs de métaux, tels que I'EDTA

]
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(Meletis, 2016). Les carbapénemases de classe D appartiennent ala famille des oxacillinases.

Elles hydrolysent faiblement les carbapénémes (Jeon et al., 2015).

En Algérie la résistance aux antibiotiques indiquent une situation inguiétante,
notamment dans le nord du pays. En effet, ces dix derniéres années nous avons constaté une
importante augmentation de la résistance aux antibiotiques, en particulier chez les bacilles a
Gram neégatif, selon les études effectuées, quelgques entérobactéries productrices de OXA-48
et VIM-19 ont été détectées (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2014), et des souches de
Acinetobacter baumannii ont été isolées a partir de I’ environnement hospitalier présentent les
genes bla oxa-23 et bla nom-1(Zenati et al., 2016).

Alouache et ses collaborateurs (2011) ont étudié la résistance aux antibiotiques et la
production de BLSE chez les bactéries isolées a partir d’eau de mer au niveau de quatre
plages d’Alger ou des génes codant pour les B-lactamases a spectre étendu de type CTX-M-15
ont été détectés chez des souches de E. coli , mais aucune étude n’arapporté la résistance aux
carbapénemes dans les eaux de surface dans notre pays. C'est dans ce contexte nous
proposons d évaluer la contamination d'Oued Soummam par les bacilles Gram négatif

producteurs de carbapénemases. Pour se faire, nous avons opté pour la méthodologie

suivante:
> Prélévement des échantillons d'eau, suivi d’un enrichissement.
> Isolement et purification des bactéries a Gram négatif.
> | dentification des souches par la galerie biochimiques classique.
> Etude de la sensibilité des souches d’entérobactéries aux B-lactamines.
> Détermination des phénotypes de résistance probables aux -lactamines.

)
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Matériel et méthodes

|. Présentation de la zone d’ éude

|.1. Situation géographique

Le bassin versant de I’oued Soummam, objet de cette étude, est le plus important de
Kabylie .ll s éend sur une superficie de 9125 Km?.Ses limites approximatives sont : Au nord,
les monts de Djurdjura; au sud, les monts du Hodna et le plateau Setifien; a I’ouest, le
plateau de Bouira; al’ est, |la méditerranée (Bennabi, 1989).

Cette riviere parcourt toute la vallée de la Soummam sur environ 90Km et débouche
en mer & Bgaia. Le débit moyen est d environ 25m /S (Bennabi, 1985 ; Benhammiche,
1997).

FigureN° 1: Lasituation géographique d’ Oued Soummam et lalocalisation des régions de

prélévements (google, earth).
II. Préévements

Durant ce travail deux compagnes de prélévements ont été effectuées ; la premiere au
cours du mois de Janvier, et la deuxieme au mois de Février. Dix-neuf échantillons d’ eaux
ont été collectés d’Oued Soummam a chaque compagne de prélévement ; en partant de
Tazmalt, jusgu'a son déversement dans la mer méditerranée. Le choix des points de
prélévement a été dicté par I’ origine de pollution de I’Oued (decharge, eaux usées urbaines,

I’ agriculture, I'industri€), qui sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau | : Sites des prélevements

REGION SITESDE PRELEVEMENT | CRITERES DE CHOIX
1-Entrée de Tazmalt -Zone agricole+décharge
2-Sortie de Tazmalt -Sabliere+décharge

TAZMALT 3-Oued El-sahel -Zone agricole+décharge
4-Entrée d’ Akbou -Sabliere
5-Bouzarouel -Décharge

AKBOU 6-Zoneindustrielle -Zoneindustrielle
7-Halouane -Sabliere+décharge
8-Usine Ifri -Zoneindustrielle

IGHZER AMOKRAN 9-Décharge de Salouana -Décharge
10-Takerietz -Décharge

11-Entrée de Sidi Aich

SIDI AICH 12-Sidi Aich (avant lepont) | -Zone urbaine
13-Sidi Aich (aprés le pont)
14-Remila -Sablieret+zone agricole
EL- KSEUR 15-Village agricole -Zone agricolet+décharge
16-Pont El- kseur -Zone agricole
17-Oued mellala -Décharge
18-Pont Irriyahen -Zone urbaine
BEJAIA 19-Sidi Ali-EL-

bher(Déversement d’ Oued
Soummam dans la mer)

Les échantillons d’eau sont récupérés dans des flacons stériles étiquetés (Date et lieu de
prélévement), puis transportés au laboratoire de Microbiologie dans une glaciére.

[11. Analyse bactériologique

[11.1.Enrichissement et séection

Un volume de 50mL d’'eau a été gouté a 100 mL de bouillant nutritif additionné
d Ertapénéme et de la vancomycine a des concentrations finales de 0,5ug /mL et de 8ug/mL
respectivement. Les flacons ont été incubés a 37C° pendant 24 a 48h jusqu'a I’ apparition de

culture bactérienne qui se manifeste sous forme de trouble.
[11.2. Isolement et purification

Apres incubation, I'isolement a été réalisé a partir des flacons de bouillon nutritif
présentant un trouble sur boites de Mac Conkey.
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-Pour les échantillons d' eau de la premiére compagne de prélévement, sur une gélose

Mac Conkey additionnée de I’ ERT a une concentration finale de 0,5 pg/mL.

-Pour les échantillons d’eau de la deuxiéme compagne de prélévement, en plus de la
gélose Mac Conkey additionnée de I'ERT, une autre gélose Mac Conkey a été ensemenceée,
additionnée de I’ IMP, a des concentrations de 0,5 pg /mL.

Les boites ont étés incubées a 37C° pendant 24 a 48 heures. Apres incubation, les
colonies ont fait I’objet d’'une purification par repiquages successifs sur le méme milieu

d isolement jusqu'al’ obtention d’ un isolat pur.
[11.3. Identification des souches

Elle est basée sur les caractéres culturaux (couleur, taille, aspect des colonies), la

coloration de Gram, et |es tests biochimiques classiques qui sont :

-Utilisation des sucres sur milieu TSI.

-Utilisation du mannitol et vérification de la mobilité sur milieu mannitol mobilité.
-Utilisation du citrate comme seul source de carbone sur milieu citrate de Simmons.
-Le milieu Clark et Lubs permet |'éude des produits de fermentation du glucose.
-Le milieu urée indole permet la recherche d'uréase, TDA, et la production d’indole.
-Le milieu bouillon nitraté permet la recherche du nitrate  réductase.

-Production d’indole en utilisant |” eau péptonée exempte d’indole (incubation a 37et 44C°).
V. Etude de la sensibilité des souches d’ entérobactéries aux antibiotiques

La sensibilité des souches d’ entérobactéries aux antibiotiques est testée par |a méthode
de [I'antibiogramme standard par diffusion sur gélose Muller Hinton selon les
recommandations du Comité Francais de I’Antibiogramme de la Société Francais de
Microbiologie (CASFM-EUCAST-2013) e (CASFM-EUCAST-2015). 46 souches
fermentaires ont été testées vis-a-vis de 6 antibiotiques de la famille des [B-lactamines

(Annexell).

A partir d’une culture pure de 18h a 24h sur milieu gélosé non sélectif, on préleve a
I’aide d’'une anse de platine 2 a 3 colonies bien isolées qu'on dissocie dans 5ml d’eau
physiologique, bien homogeéenéiser la suspension bactérienne, sa charge doit étre équivalente

au standard Mc Farland (correspondant a environ108 UFC/ml). Aprés unedilutiona 10~ de

¢
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I"inoculum préparé, I’ ensemencement est fait par la méthode d’ écouvillonnage a la surface du

milieu gélose Muller Hinton.

Les différents diametres des zones d’ inhibition obtenus autour des disques d’ antibiotiques
sont mesurés al’aide d’ un pied acoulisse, et I'interprétation en Sensible (S), Intermédiaire(l),
ou Résistante(R) a été effectuée selon les criteres définis par le CASFM-EUCAST-2013 et
CASFM-EUCAST-2015.

V. Phénotypes de résistance aux p-lactamines

V.1. Recherche des B-lactamases a spectre étendu (BL SE) (Jarlier et al., 1988).

La mise en évidence de la présence de B-lactamase a spectre ¢élargie consiste a mettre en
¢vidence une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de -

lactamase (I’ acide clavulanique) et un disque de C3G,C4G, et monobactame.

o Technique
Elle consiste a placer des disques de céftazidime, céfotaxime et céfoxitine (30 pg
chacun) a une distance définie (20mm centre a centre) d'un disque d AMC (amoxicilline-

acide clavulanique) (20ug et 10pg, respectivement). Incuber pendant 18 heures a 37°C.

e Lecture
L’ apparition d’une image de synergie visible entre le disque d AMC et les disques

CAZ, CTX et/ou FOX indique la production d’ une BLSE.
V.2. Recherche de production de car bapénemases
V.2.1. Test de Hodge modifié.

Ce test a été réalisé afin de mettre en évidence la production d’ une carbapénémase pour
les souches qui présentent une résistance ou une sensibilité diminuée aux carbapéneme, le test
aétéréalisé commesuit (Leeet al., 2010) :

- Une souche d'E coli de référence ATCC25922 (Sensible), a éé ensemencée par
écouvillonnage sur gélose Mac Conkey additionnée de la poudre de Zinc(0,75g/1), a
partir d’ une suspension bactérienne de 3mL.

- Undisque d IMP a éé dépose au centre de la boite, puis chague souche a tester a été

ensemenceée par stries a partir du disque d’' IMP jusqu'a la périphérie de laboite.
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- Incubation a 37C°/24h, la déformation du diamétre de la zone dinhibition a
I"intersection entre la strie et la culture d'E coli (image en tréfle), indique la
production d’ une carbapénémase (par la souche testée) qui hydrolysel’ IMP.

V.2.2. Carba NP test modifié (Bakour et al., 2015)
L a recherche des carbapénémases est mise en évidence par le Carba NP test modifié

e Lapréparation delasolution ‘A’

4 Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0,5% poids/volume [0,5g de
poudre dans 100mL d’ aux distillée stérile].

v Mélanger 2mL de la solution concentrée de rouge de phénol (bien vortexer avant
pipetage) dans 16,6mL d’ eau distillée.

v Ajouter 180pL d une solution de ZnSO4 10mM pour obtenir une concentration finale
de ZnSO4 40,1Mm.

v Ajuster le pH a7 avec une solution d’NaOH (1N).

o Protocol

v Dans un tube Eppendorf, mettre 200puL de tampon de lyse: Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide (CTAB 0,02%) [0,02g de poudre dans 100mL d’ eau distillég].

v Bien suspendre un ose calibré de colonies bactériennes, vortexer 1 a2min

v Transférer la suspension bactérienne dans 2 tubes Eppendorf ‘a et 'b’ (100uL dans
chague tube).

v Ajouter 100pL de solution ‘A’ dans le tube Eppendorf ‘a puis 100uL de solution
‘A’ +Imipeneme 6mg /mL dans le tube Eppendorf ‘b’, vortexer 5 sec.

v Incuber a 37C° pendant un maximum de 2 heures.

v Lecture visuelle de la couleur dans chague tube Eppendorf.

Letube‘a est considéré comme témoin négatif.

Tableau |1 : Interprétation des résultats du Carba NP-test modifié

Tubea Tubeb
Pas de carbapenemase Rouge Rouge
Carbapenemase Rouge Orange /Jaune
Non interprétable Jaune Jaune

V.3. Test desinhibiteurs

V.3.1. Inhibiteurs utilisés




Matériel et méthodes

L'EDTA (détection de MBL)

4 pH=8, Concentration=0,5M

4 Dépbt de 5 a10uL par disque

o L’ Acide boronique (détection de KPC)

4 20g/mL, soit 120mg dans 3mL de DM SO+3mL d’ eau distillée.
v Dép6t de 20puL par disgue, soit 400ug par disgue.

La Cloxacilline (détection d’AmpC)

v 1g d’ Orbénine dans 40mL d'eau distillée.

v Dép6t de 10puL par disgue, soit 250ug par disgue.
V.3.2. Protocol

-Quatre disques d’' Imipénéme sont déposes separément sur la gélose MH. Les trois inhibiteurs
ont été gjoutés sur trois disques d’ Imipéneme, aors que le quatriéme disque au centre reste

comme témoin.
- Les mémes inhibiteurs ont éé ajoutés aussi sur trois disgques vierges.

-Aprés 24h d'incubation a 37C°, les diametres des zones d'inhibition autour du disque

d ATB+inhibiteur et I’ ATB seul sont comparés.

V.3.3. Interprétation desrésultats

Un résultat positif se traduit par une augmentation de la zone d’inhibition autour du
disque IMP+inhibiteur par rapport au disque d'IMP seul. Les souches dont le diamétre
d'inhibition autour du disque IMP-inhibiteur est supérieur a celui obtenu avec le disque
d IMP seul, d au moins 5 mm, sont considérées comme souches productrice soit de KPC, de
MBL, oud AmpC (Birgy et al., 2012) .
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Résultats

Notre étude a été effectuée au laboratoire de microbiologie a I’ université A. Mira de
Bejaia durant une période de cing mois, alant de Janvier a Mai 2016. Deux compagnes de
prélevements ont été effectuées, au total 38 échantillons d’ eau ont été collectés au niveau de

différents sites de |’ Oued Soummam.
|. Souches bactériennes isol ées

125 isolats bactériens ont été isolés, dont 46 (36,8%) souches ont été isolées a partir
de la premiére compagne de prélevement, et 79(63,2%) souches ont été isolées de la

deuxiéme compagne de prélévement.

Parmi les 125 souches de BGN isolées, 46 (36 ,8%) d’entre elles appartiennent a la
famille des entérobactéries, alors que 79(63, 2%) appartiennent a d’ autres familles de bacilles

aGram négatif (Figure N° 2).

Parmi les entérobactéries, E. coli est |’espéce la plus isolée avec un taux de 48%(22
souches), suivi par 11 souches d’ Enterobacter. sp ; 4 souches de Hafnia alvel ; 4 souches de
Citrobacter. sp ; 3 souches de Klebsiella. sp ; 2 souches de Serratia. sp, avec des taux de 24%
,9% ,9% ,6% ,4% respectivement (Figure N° 2).

M Enterobacerie = Autre BGN

M E coli

37% Enterobacter sp
6% 4%
63% 9% W Hafnia alvei
9% 48%
) 24% M Citrobacter sp

H Klebsiella sp

M Serratia sp

Figure N° 2: La répartition des bacilles a Gram négatif et les différentes especes

d’ entérobactéries isolées a partir d’ Oued Soummam.
I1. Sensibilité des souches d’ entér obactéries isolées aux antibiotiques

Les 46 souches d’ entérobactéries isolées ont été testées vis-a-vis 6 ATB de la famille
des B-lactamines a savoir : IMP, MER, CX, CTX, CAZ, AMC.
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La figure ci-dessous montre des taux de résistance des souches isolées a partir des
deux compagnes de prélévement vis-a-vis des B-lactamines testées. La résistance au MER et
I’AMC est observée avec un taux important allant jusqu'a 97,83% , suivi de la résistance a
I"IMP,CX,CTX,CAZ avec des taux de 86,96% , 52,17%,21,74%,26,09% respectivement.

97,83% 97,83% R+1%
86,96%
52,17%
26,09% 51 .47%
MER AMC IMP cX CAZ CTX

Figure N° 3: Taux de résistance des souches d’entérobactéries isolées aux B-lactamines.
[11. Phénotypes derésistance probables

[11.1. Recherche des B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Aucune image de synergie n’'a été observée sur toutes les souches d’ entérobactéries,
indiquant que la résistance aux C3G des souches isolées n’est probablement pas due a une
production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE).

I11.2. Recherche dela production de car bapénemases

. Hodge test modifié

25/46(45,65%) des souches présentent un test de Hodge positif (image de trefle) indiquant
gu’ elles sont probablement productrices de carbapénémases (Tableau I11).

Hodgetest positif Hodge test negatif
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. Carba NP test

Parmi les 46 souches d’ entérobactéries testées, le Carba NP test a éé positif pour
37(80,43%) souches, €lles sont donc probablement productrices de carbapénémases ( figure
N° 5) et négatif pour 7 souches (15,22%) et non interprétable pour 2 souches (4,37%)
(Tableau I11).

e Test desinhibiteurs

Le test des inhibiteurs est positif pour 44/46 des souches, dont Le test a I’acide
boronique est positif pour 8/44(18,18%) des souches isolées, elles sont donc probablement
productrices de carbapénémase de type KPC. Letest alI’EDTA est positif pour 29/44(65,91%)
des souches elles sont donc probablement de carbapénémase de type MBL. Le test a la
cloxacilline est positif pour 15/44(34,09%), ces souches sont donc résistantes aux
carbapenemes par production d AmpC. Le test des inhibiteurs est négatif pour 7/44(15,91%)
des souches d’ entérobactéries isolées, alors qu’ elles présentent un Hodge test modifié positif.
Dans ce cas, la résistance aux carbapénémes testés est probablement due a la production

d’ oxacillinases, (Tableau I11).

KPC
OXA " 1818%
15,91%
MBL
AmpC 65,91%
34,09%

Figure N° 4 : Répartition des phénotypes de résistance aux B-lactamines probables par

enzyme.
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CX AK

IMP MER

CAZ AMC CTX

Soucherésistante Souche sensible

Figure N° 5: Photos des tests effectués ; A : Antibiogramme, B : Cabra NP test modifié, C :
Test desinhibiteurs.
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Tableau I :L’ ensemble des résultats obtenus a partir des quatre tests.

Espéces Code Sitede Profils de résistance Test de Hodge Carba Test desinhibiteurs Phénotypes
prélevement(1* et synergie test NP test probables
2¢me ) modifié ~ modifié Test Test Test
EDTA AB cloxa
E coli 1 Tazmalt IMPMER,AMC - + ¥ + - - MBL
E coli 1CAB Tazmalt IMPMER,AMC ,CX,CTX ,CAZ - - + + - + MBL+AMPC
E coli 2-c Tazmalt IMPMER,AMC ,CX,CTX ,CAZ - + + + - + MBL+AMPC
E coli 4-A Akbou IMPMER,AMC ,CX - + ¥ + + ¥ MBL+AMPC+KPC
E coli 5AIMP Akbou IMPMER,AMC ,CAZ - + + + - - MBL
E coli 5A Akbou IMPMER,AMC - + + + - - MBL
E coli 6B1ERT Akbou IMPMER,AMC - + ¥ + + - MBL+KPC
E coli TAIMP Ighzer Amoukrane IMP,MER,AMC - - ¥ + - - MBL
E coli 9 Ighzer Amoukrane IMP,MER,AMC - + + + - - MBL
E coli 9CP Ighzer Amoukrane IMP,MER,AMC - - + + - - MBL
E coli 9AP Ighzer Amoukrane IMP,MER,AMC - - - - - - Imperméabilité
E coli 10BERT Sidi Aich IMPMER,AMC - - + + - - MBL
E coli 10AERT Sidi Aich IMP,MER,AMC,CX - + NI + + + MBL+KPC+AMPC
E coli 10CAERT  Sidi Aich IMP,MER,AMC,CX - + - - - + AMPC
E coli 10C2ERT  Sidi Aich IMP,MER,AMC,CX - - + + - + MBL+AMPC
E coli 10CBA Sidi Aich IMP,MER,AMC,CX - + NI + - + MBL+AMPC
E coli 13AIMP Sidi Aich IMP,MER,AMC,CX - + + - + + AMPC+KPC
E coli 14AIMP El- kseur IMPMER,AMC - - + + - - MBL
E coli 16AIMP El- kseur IMPMER,AMC - - + - + - KPC
E coli 18ERT Begaa IMPMER,AMC ,CX,CTX ,CAZ - + + + - + MBL+AMPC
E coli 2A Tazmalt IMPMER,AMC ,CTX ,CAZ - - + + - - MBL
E coli 19B Bgaa IMPMER,AMC ,CTX ,CAZ - - + + - - MBL
Enterobacter sp  1CIMP Tazmalt IMPMER,AMC ,CTX ,CAZ - + + + - + MBL+AMPC
Enterobacter sp  ACP Akbou IMPMER,AMC ,CX - - - - - ¥ AMPC
Enterobacter sp  13AERT Sidi aich IMPMER,AMC ,CX - + ¥ + + ¥ MBL+AMPC+KPC
Enterobacter sp  15A2IMP  El- kseur MER,CTX,CX,AMC,CAZ - - - - - - Impermiabilité
Enterobacter sp  16B El-kseur IMPMER,AMC ,CX - + + + - - MBL
Enterobacter sp  19A1IMP  Beaia IMPMER,AMC ,CX - + F - - - OXA

u
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Enterobacter sp
Enterobacter sp
Enterobacter sp
Enterobacter sp
Enterobacter sp
Hafnia alvei
Hafnia alvei
Hafnia alvei
Hafnia alvei
Citrobacter sp
Citrobacter sp
Citrobacter sp
Citrobacter sp
Klebsiella sp
Klebsiella sp
Klebsiella sp
Serratia
Serratia

19A2IMP
19CERT
3CERT
1-3P

4C

1A
12AIMP
4B1IMP
6A
3AIMP
16AERT
3BERT
6B3IMP
8AERT
13BIMP
13BERT
13B1ERT
16BIMP

Bgaa
Bgaa
Tazmalt
Tazmalt
Akbou
Tazmalt
Sidi Aich
Akbou
Akbou
Tazmalt
El-kseur
Tazmalt
Akbou
Ighzer Amoukrane
Sidi aich
Sidi aich
Sidi aich
El-kseur

IMPMER,AMC ,CX
MER,AMC ,CX
MER,AMC ,CX
IMPMER,AMC ,CX
IMPMER,AMC ,CX
IMPMER,AMC
IMPMER,AMC
IMPMER,AMC
IMPMER,AMC
IMPMER,AMC,CX
IMP,CX

MER,AMC ,CX
IMPMER,AMC ,CX ,CAZ
IMPMER,AMC,CAZ
IMPMER,AMC
MER,CTX,CX,AMC,CAZ
MER,AMC ,CTX
IMPMERAMC ,CTX ,CAZ

o+ 4+ o+ +

+ 1

+ +

ot o+ o+ o+ o+

+ + + 4+ + +

' + 4+ ++ 0

+

+ + 4+

OXA
OXA
AMPC
OXA
OXA
OXA
MBL
MBL
MBL
MBL+AMPC
AMPC
OXA
MBL
KPC
KPC
MBL
MBL
MBL

NI : Non interprétable

.
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Discussion

Les rivieres sont des écosystemes profondément perturbés par les activités humaines
(Garcia et al., 2013) . De ce fait, elles sont considérées comme de véritables réservoirs de
genes de résistance, car elles sont des récepteurs de bactéries provenant de différentes sources
tel que: les effluents hospitaliers, les effluents des stations d’ épuration des eaux usées, les

rejets d’ élevage, et ceux del’ agriculture (Lupo et al., 2012).

125 souches de bacilles a Gram négatif ont été isolées a partir d eau de surface d’ Oued
Soummam. 46(37%) des especes isolées appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae,
nos résultats sont similaires avec ceux rapportés dans une étude effectuée par Tacéo et ses
collaborateurs en 2012, sur la résistance aux antibiotiques a large spectre dans les systémes
aquatiques, parmi la totalité des souches isolées, 35% appartiennent a la famille
d’ entérobactéries (Tacdo et al., 2012). Dans une autre étude effectuée par Goni-Urizza et ses
collaborateurs en 2014, sur I'impacte des effluents urbains sur la résistance des
entérobactéries, Aeromonas sp dans la raviere d'Arga, 44% des souches d’ entérobactéries
ont été isolées, qui est un taux élevé comparé a celui que avons obtenu. Cependant, 56% ont
été identifiées comme autre bacilles a Gram négatif, qui est un taux inférieur a celui de notre
étude ( Goni-Urizza et al.,2014).

Durant cette étude, parmi les 46 souches d’ entérobactéries isolées, 48% de souches
étaient identifiées comme étant E. coli, suivi d’ Enterobacter.sp ; Hafnia .alvei ; Citrobacter.
sp; Klebsiella.sp; Serratia.sp avec des taux de 24%,9%,9%,6%,4% respectivement. A
I’exception de Kluyvera et Proteus, les souches d entérobactéries isolées par Holder-
Franclin et ses collaborateurs en 1992, sont les mémes que nous avons identifié avec des
taux différents: E.coli (20,9%), Enterobacter.sp (20,9%), Klebsiella.sp (20%), Citrobacter.sp
(13,6%), Serratia.sp (2,7%). Ces résultats montrent que la plus part des bactéries isolées de

ces milieux aquatiques sons des Gram négatif (Holder-Franclin et al., 1992) .

Les souches de E .coli résistantes aux antibiotiques ont été détectées dans différents
environnements comme les rivieres, les lacs, les eaux usées, |les eaux de surface, les sidéments
et les effluents hospitalier .En effet, La présence ou I'absence d'E.coli multirésistantes aux
antibiotiques dans I’environnement agquatique nous permet d évaluer et d'identifier les

différentes sources de contamination (Agwu et Oluwagunke, 2014).

Au cours de notre éude, les résultats de la sensibilité des souches isolées a partir
d’Oued Soummam vis-a-vis des antibiotiques appartenant a la famille des B-lactamines

étaient importants allant jusqua 97,83% pour I'AMC et le MER ,puis 86,96%, 52,17%,




Discussion

26,09%, 21,74% pour IMP, CX , CAZ, CTX respectivement ,a I’exception de I'IMP, CX,
AMC, les mémes antibiotiques ont été testés par Oliveira et Van Der Sand en 2016, dans
une étude sur la détection des B-lactamases produites par les entérobactéries isolées a partir de
différents environnements par les tests phénotypiques ou ils ont observés des taux de
résistance plus élevés au CTX (83,87%) et ala CAZ(58,06%) ,cependant le taux de résistance
au MER(19%) est largement inferieur a celui que nous avons obtenu (Oliveira et Van Der
Sand , 2016). Les souches de E .coli sont naturellement sensibles aux B-lactamines, malgré la
présence d'une céphalosporinase chromosomique qui est exprimée a trés bas niveau
(Sougakoff et Tristram D, 2003).

Enterobacter.sp; Hafnia alvei ; Citrobacter.sp; Serratia.sp ,sont des especes
d’ entérobacteries naturellement productrices de AmpC, résistante aux inhibiteurs, le
phénotype de résistance naturelle est marqué par une résistance aux aminopénicillines seuls
ou associés aux inhibiteurs et une résistance aux cephalosporines de 1™ génération .Selon les
espéces il peut s gouter une résistance ou une sensibilité intermédiaire a la cefoxitine et au
cefuroxime. Les especes du genre Enterobacter et C.freundii sont plus résistantes a la
cefoxitine gu'au céfuroxime, Smarcescens est plus résistante au céfuroxime gu'a la
céfoxitine, cependant les souches d’'Hafnia alvei sont généralement sensibles aux deux
molécules, Klebsiella.sp possede une pénicillinase chromosomique constitutive exprimeée a
bas niveau, le phénotype de résistance est caractérisé par une résistance aux aminopeénicillines

et aux carboxypénicillines (Robin et al., 2012)

Dans une autre étude, effectuée par Aubron et ses collaborateurs en 2005, sur la
production des carbapénemases chez les entérobactéries dans une riviere aux Etats —Unis, la
résistance al’'IMP qui a été rapporté avec un taux de 96,67%, est supérieure a celle observée
dans notre étude (86,96%). (Aubron et al., 2005), Diab et ses collaborateurs 2008, ont
trouvé une résistance al’AMC et CX avec des taux de 52,22%, 46,82% respectivement, ces

taux sont inferieurs a ceux que nous avons obtenu (Diab et al., 2008).

La détection phénotypique de production de carbapénémases pour Les 46 souches qui
présentaient une résistance al’IMP et au MER ont été testées par le Hodge test modifié, ainsi
gue le Carba NP- test, a montré que le test de Hodge était positif chez E.coli avec un taux de
54,55%, et chez Enterobacter.sp ; Hafnia alvei ;Citrobacter.sp ; Klebsiella.sp , avec des taux
de 72,72%, 50%, 50%, 33,33% respectivement, indiquant que la résistance aux carbapénemes
est probablement due a la production de carbapénémases, alors que, aucune souche de
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serratia n'aété Hodge positif. Dans la méme étude effectuée par Oliveira et Van Der Sand
en 2016, une seul souche de Klebsiella pneumoniae a été Hodge positif, alors que le Hodge
test modifié était non interprétable pour quartes souches de Klebsiella pneumoniae et une
souche d’ Enterobacter. sp .Ce taux est tres faible par rapport a celui qu’on atrouvé (Oliveira
et Van Der Sand,2016)

Dans une autre étude effectuée par Birgy et ses collaborateurs en 2012, sur la
recherche des carbapénémases et les B-lactamases associées a la résistance aux carbapénémes
chez les entérobactéries par les tests phénotypiques, 21 /22 souches soit un taux de 95,45%
ont présenté un test de Hodge positif, ce taux est important en le comparant avec celui que
nous avons obtenu (Birgy et al., 2012).

Parmi les 46 souches d’ entérobactéries testées, le Carba NP- test modifié était positif
pour 37 souches, elles sont donc probablement productrices de carbapénemases, ces souches
productrices de carbapénémases appartenaient toutes a la famille des entérobactéries .Des
souches productrices de carbapénémases ont été détectées dans les rivieres aux Etats-Unis
(Aubron et al., 2005),la Ching(Chen et al., 2011),France(Girlich et al., 2010),et le
Portugal (Poird et al., 2012),indiquant gu’ une diffusion mondiale des carbapénemases dans
I’ environnement est actuellement en cours. La résistance aux carbapénemes est rare chez les
Enterobacteriaceae et peut ére médiée par trois mécanismes: hyperproduction d’'un type
AmpC céphalosporinases combinée a une diminution de la perméabilité a travers la
membrane externe, une diminution de I’ affinité de protéines liant la pénicilline qui constitue
des protéines cibles pour les carbapénémases , et carbapénéme-hydrolysant les B-lactamases

(Leeet al., 1993).

L’ analyse phénotypique de la résistance aux carbapénemes a été réalisé par le test des
inhibiteurs, afin d'identifier le type de carbapénémase produite. Tout les 46 isolats qui
présentent une résistance aux carbapénemes testés, sont testés par le test des inhibiteurs en
utilisant: AB, EDTA, et laCloxacilline.

44/46 des souches soit un taux de 95,65% sont positives a ce test, les 44 isolats
présentent une zone d'inhibition d une différence de 5mm au moins a un seul inhibiteur dont
21/44 (47,73%) des souches isolées sont des E.coli, et 10/44(22,73%) sont des Enterobacter.
P ,4/44(9,09%) sont Hafnia alvei,4/44(9,09%) sont des Citrobacter.sp, 3/44(6,81%)sont des
Klebsiella.sp,et enfin,2/44(4,54%)sont des Serratia.sp.
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8/44(18,18%) des souches isolées présentent un diamétre de zone dinhibition
supérieur a 5mm al’ acide boronique, donc sont probablement productrices de carbapénemase
de type KPC, 29/44(65,91%) des souches présentent un diamétre de zone d’inhibition
supérieur a 5mm a I’EDTA, donc sont probablement des MBL, 15/44(34,09%) des souches
présentent un diameétre de zone d’'inhibition supérieur a 5mm a la Cloxacilline, elles sont
probablement des AmpC, 7/44(15,91%)des souches ont été sensibles aux trois inhibiteurs,
mais le Hodge test modifié été positif, donc larésistance peut étre due ala production d OXA.
Dans, une étude effectuée par Oliveira et Van Der Sand en 2016, 40/62(64,52%) des
souches sont positives a ce test, ce taux est inferieur a celui qu'on a trouve(95,65%) ,et
29/40(72,5%) des souches isolées sont Klebsiella .sp qui est un taux supérieur acelui qu'on a
obtenu, alors que 1/40(2,5%) est une E .coli qui est un taux trés faible en le comparant a celui
gu’ on a obtenu.10/40(25%) des souches isolées sont des Enterobacter.sp, qui est un taux un
peu supérieur a celui quon a trouve .25/40(62,55%) des souches sont productrices de
carbapénemases de type KPC, ce taux est largement supérieur a celui trouvé dans notre
étude,8/40(20%) des souches sont productrices de MBL, ce taux est inférieur a celui qu’on
trouvé, et enfin 2/40(5%) des souches produisent une AmpC , qui est un taux inferieur a celui
gu’ on aobtenu(Oliveira et Van Der Sand, 2016).

Dans une autre étude effectuée par Amador et ses collaborateurs en 2015, sur la
résistance aux antibiotiques dans les eaux usées, ou un taux de 48,4% des souches étaient

productrices d’une AmpC, cetaux est supérieur acelui de notre étude (Amador et al., 2015).

Dans une autre éude sur |’ abondance des genes de résistances aux antibiotiques dans
lariviere d Almendar, Graham et ses collaborateurs en 2011, ont détecté les genes bla-oxa
et bla-tem tout au long de la riviere montrant la relation qui existe entre les activités

anthropogeéniques et la dissémination des genes de résistance (Graham et al., 2011).

L’ étude effectuée par Zurfluh et ses collaborateurs en 2013, sur la caractérisation
des BL SE et |es carbapénémases produites par les entérobactéries isolées a partir des Rivieres
des Lacs en Suisse, parmi les 58 rivieres analysées, une souche de Klebsiella pneumoniae
productrice d' une carbapénémase de type KPC, et I'autre de type VIM, ont éé rapportées
(Zurfluh et al., 2013).
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Conclusion

Au cours de cette éude, nous avons étudié les phénotypes de résistance aux

carbapénemes des entérobactéries isolées a partir d’ Oued Soummam de lawilaya de Bejaia.

Sur les 38 préévements effectués,125 souches de bacilles a Gram négatif ont été
isolées, parmi lesquelles 46 souches sont identifiées comme étant des entérobactéries,
réparties comme suit : 22 souches de E.coli, 11 souches d’Enterobacter.sp, 4 souches de
Hafnia alvei, 4 souches de Citrobacter.sp, 3 souches de Klebsiella.sp, et 2 souches de
Serratia .sp .

Le résultat des tests des inhibiteurs, le Hodge test modifié, et le Carba NP-test modifié
montrent que 7/46 des souches sont probablement productrices d OXA, 8/46 des souches sont
productrices de KPC, 15/46 des souches sont productrices d AmpC ,et 29/46 des souches sont
productricesde MBL .

L’émergence des souches d entérobactéries productrices de carbapénémases en
particulier E. coli, qui est un germe commensa majeur du tube digestif de I’Homme constitue
un enjeu de santé public. En effet, parmi les B-lactamases, les MBL sont les plus craintes a
cause de leur capacit¢ d’hydrolyser presque toutes les P-lactamines y compris les
carbapénemes, les souches productrices de cette enzyme sont souvent résistantes aux

aminoglycosides et |es fluoroquinolones.

La propagation de carbapénémases dans les eaux de surface en particulier dans les
rivieres est trés inquiétante, car cela peut causer un déséquilibre écologique menant a la
dominance des bactéries résistantes et ala perturbation global e des écosystemes, de ce fait des
mesures appropriées doivent de toute urgence étre appliquées afin de réduire la charge
anthropique de la résistance aux antibiotiques dans |’ environnement aquatique tels que
I"utilisation rationnelle des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, ains qu'en

agriculture.

En perspectives, les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et

meéritent d étre exploiter et compl éter par :

- Détermination de I’ évolution de la contamination des eaux de surface dans le temps.

- L’éargissement de I’éude sur toute la flore environnementale pour inclure les
bactéries Gram positif et la flore autochtone.

- Laquantification des résidus d’ antibiotiques dans | environnement aquatique,ainsi les

antibacteriens.

=,



Conclusion

Laréalisation d’ autres tests phénotypiques comme |a conjugai son.
La détermination des mécanismes de |a résistance aux antibiotiques par des techniques

de biologie moléculaire qui confirmeront |es phénotypes de résistance probabl es.

=
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Tableau d'identification des souches par des tests biochimiques.

Annexel

Glucose | Lactose | Gaz | H2S | Indole a 37C° | Indole a44C° | Uréase | TDA | VP |RM | NR | C.S | Man | Mobilité
E.coli + + + - + + - - - + - + +
Citrobacter sp + + + + - - + - - + + + +
K.oxytoca + + + - - - + - + - + + + -
Hafnia alvei + + + - - - - - d - + | d + d
Serratia sp + - - - - - - d - + + + +
Enterobacter SP + + + - - - - - + - + + + +

d: Vaiable.




Liste des ATB testés.

Annexell

Charge | Diamétres

Famille Antibiotique Symboles Mg critigues(mm)
S> R<
_A_m_l no- Amoxicilli net+&ci de AMC 20 19 19

pinicillines clavulanique

C3G Céftazidime CAZ 30 21 19
Céfotaxime CTX 30 26 23
C2G Céfoxitine CX 30 19 15
Carbapénémes Imipeneme IMP 10 22 16
Méropénéme MEM 10 22 16




Annexe |V

Composition des milieux de culture (g/l' eau utilisée)

Gélose Mac Conkey (pH 7.4)

010 1= RS 20
=0 01 SRS 10
S = RS o1 LT T == S 0.072
Chlorure de SOOIUM .......oooieeieccee e cee et e e e s esae e et e ebe e beesbeesaeesaeesneesneesnsesnsenns 05
o SRR 12

Gélose Muller Hinton (pH 7.4)

INfusion de Viande dE DGEUL .........ee i et sree 300
HYArolYSat 8 CASEINE. ........ceiieieieiece ettt sttt e st st e e e be s e essesre e e e sreens 175
N 1 01T (o o TR 15
F o PSP SRUPRP 17

Extrait deViande de DU ...........ooui it e 03
EXITAIT AEIEVUIE ... .ottt e ettt e et e e tae e st e e ebeeesateeenbeeeaseeesnbeeenneeens 03
S 0100) 0o 1 15T = RS 20
(01 Lo T U1 (=Y 0 (K=o o [0y o O 05
CIIAE FEITIQUE ...ttt et b e b n e e n e 0.3
ThiOSUITAtE B SOUIUM ...ttt e e aee e st eeteeeebee e sabeeeneeenes 0.3
= o (01 SRRSO SRRSO 10
GHUCOSE.... .ttt ettt et e et e et e et e et e e be e s beesbeeebeesaeesaseeabesabeebeeabeesbeesseesnneesnesnseensenns 01
SACCNAIOSE. ....ee vttt ettt et e et e e be et e e beesbeeebeeeaeesaeeeabeeabe e beeabeeabeeabeeeneeeaeeenreenreens 10
ROUGE AE PRENOL ...ttt st r e b e reens 0.05
F o USROS 12

LT AT ST o] a0 (S oo | o S 02
1011 Lo BT =0 o 1o SRS 05
SUITELE A MBGNESIUIM ...ttt ettt ne e 0.2
Phosphate MOoN0 aMIMONIBOUE. ............coriieeeere et ee ettt e e e e e e eeesee e e eesneeneenes 01
Phosphate Di POLASSIQUE.......oveeiee ettt ettt e ne e sae e 01
Bleu de bromothy MOl ..........coo i e et re s 0.08



Mannitol mobilité (pH 7.6-7.8)

PeptoNe trypSiNE B VIANTE.........ooei ettt st sae e 02
F o PSP SRUPRP 04
IMLBININITOL ...t b b e s e bt nb e n e nren e n e e e e e nenre 02
KNS .t h bR Rt b e e 01
ROUJE dE PHENOI A 1%/0.......eeeeeeeeiesiesie ettt aestesae e e e e enennens 04 mi

S 0 (0] 0= RS T 7
EXIrAIT OB IEVUIE ... 3
o[0T PSPPSR TR 10
ChlOrUre A8 SOOIUIM ..ottt 3
MEIANGE Sl DITAITE ......cveceeciecee e et st s re et sreeneenre e 15
CHISIA VIOIEL ...t r et nn e n e nnennen e 0.002
ROUJE NEULTE ...ttt st e st e st e e sbeesseesneeeateeabeebeenreenreesseesnneas 0.03
F o = = o - | PSPPI 15
GN (pH=7)
010 T RS 06
EXErait e DGEUS ... 01
EXEFAT DB IEVUIE ...t 25
ChlOrUre A8 SOOIUIM ...ttt ettt 05
N = PSRRI 14

Milieu Clark-lubs (pH=7)

PePLoNE trypSiNE AE VIANTUE........ccviiieceeeie ettt st sre e 05
Phosphate Di POLASSIQUE. .....coveeiee e ettt ae e e 05
L oo 1 TSRS 06



Bouillon Nitraté (pH=7)

INTUSI ON CEIVEALIFCOBUN ... eeeeeee ettt e sete et e s e eessessaeessssseeessasseeesaasseeesaassesesassseessaasseessasseeessearees 25

N TR =0 (2 010) =S U SO 10

TR bbb bR et e b 2
L-TrYPOPNENE. .. ..t nr e n e 0.3
ChlOrure de SOOIUM ..ot nr e n e r e 05
Dihydrogénophosphate de POtaSSIUM.........cc.ecceiiriere e ee s re e 0.1
ROUGE AE PIENQL ... et ne e ne s 0.0025

EPEI (pH = 7.2)

Peptone eXempte d'INAOIE ..........ociieee e st 10

(@0 a1 Lo g 1T=Y 0 (=0 o 11 o TR 5



ANNEXE V

Réactifs utilisés
Réactifs de Kovacs
Alcool amylique OU iSOAMYIIQUE..........ccueueuieeieiieiceeee e 150mL
P .dimethylaminobenzadehyde..............cooi e 10mL
Acide chlorhydrique CONCENLIE...........c.oouiieeeeerecee et 50mL
Réactif de TDA
Solution de perchlorure de fer feCl a........oovviienn e 10mL
BAU ISHTER ...t 20mL
Rouge de méthyle
ROUGE AE MELNYIE........ooviiee et 0,59
ALCOOl EYIIQUE A B0Y0..........cocveereeeierereeetceeie e 100mL

Réactif de voges-proskauer (VPI)

AIPNENGPNTOL.........ooiiii e 69
ALCOOl EhYIIQUE 3O0%0.........c.cooveeeeeeeeeeeieeee et 100mL

Réactif de voges-proskauer (VPII)

NaOH 4N
Réactifsde Griess| (NRI)
Acide ParasulfaniliqQUE ...........ccueveeieieeeeeee e 89
ACIAE BCELIGUE BN ...ttt b b sebenas 1L
Réactifsde Griess |l (NRII)
AlPha—Taphtyl@MINE..........cooiiieeeeeec e 69

ACIAE BCELIQUE BN ...ttt b b aebenas 1L



Résumé

Les riviéres sont des écosystemes aquatiques profondément perturbés par les activités
humaines, en effet ils sont les récepteurs principaux des effluents hospitaliers, des reets
municipaux, des métaux lourds, et des décharges publiques, ce qui les rend des réservoirs
idéals al’ émergence et la dissémination des genes de résistance aux antibiotiques.

Sur les 38 prélevements effectués, 125 souches de bacilles a Gram négatif ont été
isolées a partir d Oued Soummam, 46 souches appartiennent a la famille des entérobactéries.
La sensibilité de ces souches aux antibiotiques a été détectée par |’ antibiogramme standard,
qui arévélé que 97,83% des souches sont résistantes al’AMC et au MER, 86,96%, 52,17%,
26,09%, 21,74% sont des souches résistantes a I'IMP, CX, CAZ, CTX respectivement. La
production de carbapénémases a été détectée par le Hodge test modifié et le Carba NP-test, et
confirmée par le test des inhibiteurs, ce test a révélé que 29/46 des souches sont productrices
de MBL, 8/46 des souches sont productrices de carbapénemass de type KPC,et 7/46 des
souches sont probablement productrices d OXA .

Cette étude a montré la présence des souches d entérobactéries productrices de
carbapenemases dans les eaux de I’ environnement et a mis en évidence le réle potentiel des
milieux aguatiques comme réservoirs de bactéries résistantes aux antibiotiques utilisés en
dernier recours dans le clinique, avec un potentiel de propagation dans d autres
environnements.

Motsclé: Oued Soummam, BGN, carbapénémes, résistance, carbapenémases.
Abstract

Rivers are aquatic ecosystems deeply disturbed by human’s activity, in fact, they are
the main receivers of hospital wastewater ,municipa discharges ,heavy metals and landfills ,
which make them ideal tanks to the emergence and spread of antibiotic resistance genes.

Among of the 38 samples carried out; 125 Gram negative bacilli strains were isolated
from Soummam wadi, 46 strains belong to the enterobacteriaceae family.

The sensitivity of these strains to antibiotics has been detected by standard
antibiogramme which revealed that 97,83% of the strains are resistant to AMC and
MER,86,96%, 52,17%, 26,09%, 21,74% are resistant to : IMP,CX,CAZ,CTX respectively.
Carbapenemases production is detected by modified Hodge test and Carba NP test and
confirmed by inhibitors test. This last, revealed that 29/46 of strains produced MBL, 8/46
strains produced KPC, and 7/46 strain produced OXA.

This study showed the presence of carbapenemase producing Enterobacteriaceae in
water environments and highlighted the potential role of aguatic environments as reservoirs of
clinically relevant antimicrobial-resistant bacteria, with the potentia to spread throughout the
community.

Key words: Soummam wadi, GNB, carbapenems, resistance, carbapenemases.
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