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Résumé

Résumé

L'objectif principal de cette étude est d'investiguer la présence de
bactéries multi-résistantes dans les effluents hospitaliers non traités de
['établissement hospitalier HAMDANE Bakhta a Saida et d’évaluer leur niveau
de résistance vis-a-vis de certains antibiotiques

A partir de «ces effluents hospitaliers, nous avons effectué le
dénombrement de la flore résistante sur milieu MacConkey a la ceftazidime,
ce qui a révélé une concentration de l'ordre de 2,6 x 10°® UFC/mL. De méme, la
flore résistante a la colistine a été dénombrée a une concentration de 1,4 x 105
UFC/mL, comparativement a la flore totale estimée a environ 1 x 107 UFC/mL.
Par ailleurs, la flore résistante a la vancomycine sur milieu Slanetz et Bertelay
était présente a une concentration de 2,4 x 10> UFC/mL, par rapport a la flore

totale qui était de 'ordre de 10* UFC/mL.

Au cours de notre étude, nous avons réussi a isoler 30 souches
bactériennes, dont 12 souches d'Aeromonas hydrophila, 3 souches de Vibrio
fluviatis , 1 souche de Citrobacter koseri, 1 souche de Proteus vulgaris , 1 souche
de Providencia rettgri et 12 souches d'Enterococcus spp.

La sensibilité aux antibiotiques a été évaluée a l'aide de I'antibiogramme
et de la mesure de la CMI. Les résultats ont révélé que la plupart des souches
étaient  multi-résistantes a  différentes familles d'antibiotiques testées,
notamment aux antibiotiques utilisés en milieu hospitalier tels que Ila
ceftazidime, la colistine et la vancomycine. Ces souches ont montré un taux
élevé de résistance, avec des valeurs de CMI dépassant 512 pg/mL. De plus,

nous avons détecté la production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)
chez trois souches d'Aeromonas hydrophila (Ce10, Ce1s et Ce16).

Parallelement, nous avons isolé des bactériophages efficaces contre
plusieurs souches bactériennes, y compris Staphylococcus, E. coli, Micrococcus,
Salmonella, Enterococcus, et autres. Dans le cadre de cette étude, nous avons
utilisé ces bactériophages en combinaison avec la ceftazidime. Cependant,

aucune synergie entre les deux n'a été observée sur les souches
d'Enterococcus isolées des effluents hospitaliers.

Ces résultats soulignent la présence de bactéries multirésistantes dans
les effluents hospitaliers, ce qui constitue un défi majeur pour le traitement
des infections nosocomiales. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour développer des stratégies efficaces de lutte contre ces
bactéries résistantes, en explorant d'autres combinaisons d'antibiotiques et
de bactériophages, ainsi que d'autres approches novatrices.

Mots clés : Effluents hospitaliers, antibiorésistance, ceftazidime,
colistine, vancomycine, BLSE, bactériophages.



Abstract

Abstract

The main objective of this study was to investigate the presence of
multidrug-resistant bacteria in untreated hospital effluents from HAMDANE
Bakhta Hospital in Saida and evaluate their resistance levels to certain
antibiotics.

From these hospital effluents, we conducted a count of the resistant
flora on MacConkey medium using ceftazidime, revealing a concentration of
approximately 2.6 x 10% CFU/mL. Similarly, the colistin-resistant flora was
counted at a concentration of 1.4 x 10> CFU/mL, compared to an estimated
total flora of around 1 x 107 CFU/mL. Furthermore, the vancomycin-resistant
flora on Slanetz and Bertelay medium was present at a concentration of 2.4 x
10> CFU/mL, compared to a total flora concentration of approximately 104
CFU/mL.

During our study, we successfully isolated 30 bacterial strains, including
12 strains of Aeromonas hydrophila, 3 strains of Vibrio vulgaris, 1 strain of
Citrobacter koseri, 1 strain of Proteus fluviatis, 1 strain of Providencia rettgri,
and 12 strains of Enterococcus spp.

Antibiotic  susceptibility was evaluated using the antibiogram and
minimum inhibitory concentration (MIC) measurement. The results revealed
that most strains were multidrug-resistant to various tested antibiotic
families, particularly to hospital-used antibiotics such as ceftazidime, colistin,
and vancomycin. These strains exhibited a high level of resistance, with MIC
values exceeding 512 pg/mL. Additionally, we detected the production of
extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) in three strains of Aeromonas
hydrophila (Ce10, Ce1s, and Ce16).

Furthermore, we isolated bacteriophages effective against several
bacterial strains, including Staphylococcus, E. coli, Micrococcus, Salmonella,
Enterococcus, and others. In this study, we utilized these bacteriophages in
combination with ceftazidime. However, no synergy between the two was
observed against the Enterococcus strains isolated from hospital effluents.

These findings underscore the presence of multidrugresistant bacteria
in hospital effluents, posing a major challenge for the treatment of
nosocomial infections. Further research is needed to develop effective
strategies to combat these resistant bacteria, including exploring alternative
combinations of antibiotics and bacteriophages, as well as other innovative
approaches.

Keywords: Hospital effluents, antibiotic resistance, ceftazidime, colistin,
vancomycin, ESBL, bacteriophages.
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Partie I. Introduction

Introduction

Les bactéries multi-résistantes (BMR) constituent un probléeme de santé
publique croissant dans le monde entier, et leur présence dans les effluents
hospitaliers représente une préoccupation majeure. Ces bactéries, souvent
appelées '"superbactéries", ont développé la capacité de résister a de
multiples classes d'antibiotiques, ce qui limite considérablement les options
de traitement disponibles et augmente le risque de complications et de déces

chez les patients infectés (Kooli et al., 2014).

Les effluents hospitaliers, tels que les eaux usées et les déchets
médicaux, sont des sources potentielles de dissémination des BMR dans
I'environnement. Ces effluents contiennent une diversité de micro-
organismes, y compris des bactéries pathogenes, qui peuvent étre résistantes
aux antibiotiques en raison de I'exposition continue aux agents
antimicrobiens dans les établissements de soins de santé (Al Aukidy, Al

Chalabi and Verlicchi, 2018).

Les bactéries multi-résistantes isolées des effluents hospitaliers
présentent une menace pour la santé publique de plusieurs facons. Tout
d'abord, elles peuvent étre directement transmises aux patients lors de leur
admission a I'hopital, ce qui peut entrainer des infections nosocomiales graves
et difficiles a traiter (Li et al., 2022). Deuxiemement, ces bactéries peuvent
étre dispersées dans lI'environnement, notamment dans les eaux de surface,
les sols et les écosystemes aquatiques, contribuant ainsi a la dissémination de

la résistance aux antibiotiques (Guessennd et al., 2013).

La résistance aux antibiotiques est souvent associée a I'acquisition de
génes de résistance par transfert horizontal, ce qui permet aux bactéries de
partager rapidement et efficacement ces mécanismes de résistance. Les
effluents hospitaliers constituent un milieu propice a ce transfert génétique
en raison de la coexistence de différentes espéces bactériennes et de Ia

présence d'éléments génétiques mobiles tels que les plasmides et les

intégrons (Nadella et al., 2022).
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Dans cette étude, notre objectif principal est de caractériser les
bactéries multi-résistantes isolées des effluents de [I'h6pital HAMDANE
Bakhta. Nous nous concentrons spécifiquement sur la recherche de bactéries
résistantes aux antibiotiques de dernier recours et d'utilisation hospitaliére,

tels que la ceftazidime, la colistine et la vancomycine, dans la Wilaya de Saida.

Pour atteindre cet objectif, nous évaluons le profil de résistance aux
antibiotiques de ces bactéries, en identifiant les antibiotiques auxquels elles
présentent une résistance. Nous nous intéressons particulierement aux
antibiotiques utilisés en milieu hospitalier, car la résistance a ces médicaments

peut avoir un impact significatif sur la gestion des infections nosocomiales.

De plus, nous cherchons a trouver des solutions pour lutter contre les
bactéries isolées en utilisant une approche combinée de phages et
d'antibiotiques. Nous explorons donc le potentiel de I'utilisation des phages
en combinaison avec des antibiotiques pour surmonter la résistance et

améliorer I'efficacité des traitements.

En outre, nous avons comme objectif de rechercher la présence de

plasmides chez les bactéries multi-résistantes.
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Il.1. Les effluents hospitaliers
Il.1.1. Définition

Les effluents hospitaliers (EF) font référence aux eaux usées générées
par un établissement de santé. Ils se répartissent en différentes catégories

(Deloffre-Bonnamour, 1995) .
Il.1.1.1. Les rejets domestiques

Les effluents hospitaliers regroupent les eaux provenant des cuisines
ainsi que les rejets résultant de I'hygiéne des patients non contagieux et du

personnel.
Il.1.1.2. Les rejets assimilables a des effluents industriels

Les effluents hospitaliers sont générés par certains équipements

spécifiques tels que les blanchisseries, les chaufferies, les ateliers, etc.
Il.1.1.3. Les effluents spécifiques aux établissements de santé

Les rejets générés par les activités de soins peuvent contenir divers
éléments tels que des produits chimiques, des substances radioactives, des
liquides biologiques, des déjections/excrétions contagieuses, ainsi que des
résidus de médicaments éliminés dans les excréta des patients. Les rejets

liquides englobent également (Emmanuel, 2004):

a) Les effluents des services du soin,les effluents hospitaliers contiennent
des désinfectants tels que le glutaraldéhyde, des détergents, des
résidus de médicaments tels que des antibiotiques, des agents
anticancéreux, des anti-inflammatoires, ainsi que des rejets contenant
des germes pathogénes résistants aux antibiotiques. Ces germes sont
responsables des infections nosocomiales, notamment Escherichia coli
et Staphylococcus aureus.

b) Les effluents des services médicotechniques, les liquides provenant
des salles d'opération présentent une forte concentration en matiéres
organiques ou en liquides biologiques tels que le sang, les urines, les
selles et les liquides gastriques

c) Les rejets de laboratoire de biologie médicale, comprennent des
substances telles que le sang, les crachats, les urines, les acides, les
bases, les réactifs divers et les solvants.
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Il.2. Les caractérisations des effluents hospitalieres

Les parametres les plus étudiés de maniere courante sont la présence et
la charge de matiére organique ou inorganique, mesurées par la conductivité

(Oliveira, Al Aukidy and Verlicchi, 2017).

Les valeurs de tous les parametres dépassent les normes de rejet des

eaux usées dans I'environnement (Toded;ji et al., 2020).
1l.2.1. Paramétres physiques

La température de l'eau joue un réle crucial dans I'équilibre écologique
de son milieu. Lorsque celle-ci augmente de maniére excessive, elle peut
entrainer une perturbation significative de la vie aquatique, entrainant ainsi la
pollution thermique. La conductivité électrique, mesurée en Siemens par
centimetre (S/cm), évalue la capacité d'une solution a permettre le passage
d'un courant électrique. La turbidité, quant a elle, mesure le degré de trouble
et d'opacité de l'eau, utilisant I'unité de mesure unité Néphélométrie Turbidité
Unit (NTU). Les matiéres en suspension (MES) se réferent aux particules
organiques ou minérales insolubles transportées par I'eau, exprimées en

milligrammes par litre (mg/1) (Seddik, 2011).
1l.2.2. Parametres chimiques

Les matiéres organiques comprennent les substances oxydables qui
requiérent une certaine quantité d'oxygene pour se décomposer. Deux
parametres sont utilisés pour évaluer leur teneur : la Demande Chimique en
Oxygéne (DCO) et la Demande Biologique en Oxygene sur 5 jours (DBO5).
L'acidité ou l'alcalinité des eaux usées est exprimée par le pH, qui mesure le
degré d'acidité ou d'alcalinité. La Demande Chimique en Oxygene (DCO) est
un indicateur de ['oxydation des composés organiques, nécessitant la quantité
d'oxygéne nécessaire a cette oxydation dans |'eau. La Demande Biologique en
Oxygene (DBO) permet d'évaluer les matiéres organiques biodégradables
présentes dans I'eau, mesurant la quantité d'oxygéne nécessaire a leur
dégradation par des processus d'oxydation aérobie. Le phosphore est présent

dans l'eau, avec I'une de ses sources les plus importantes provenant des
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déjections humaines et animales. Il se présente sous différentes formes, telles
que les phosphates, les poly phosphates et le phosphore organique (Seddik,

2011).
11.2.3. Les caractéristiques microbiologiques

Les effluents hospitaliers prestent une forte concentration et grande
diversité microbienne, virale ou parasitaire qui sont provient de la flore
digestive du patient. On peut détecter ces microorganismes par la présence
des indicateurs classiques de contaminations fécales et des pathogénes. Les
coliformes fécaux sont également détectés par la recherche des E. coli et
d’autre analyse spécifique qui appliques dans les effluents hospitaliers pour la
recherche des spores des bactéries anaérobies, Pseudomonas sp,

Staphylococcus aureus ou Salmonella sp. (Emmanuel, 2004).

Diverses analyses rapportent que les effluents hospitaliers présentent
des concentrations bactériennes plus faibles que les effluents urbains. Cette
faible proportion de bactéries est due a la présence de désinfectants et
d'antibiotiques a forte concentration. Cependant, certains micro-organismes
pathogénes tels que Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus et les micro-
organismes antibiorésistants ont une concentration 2 a 10 fois supérieure a
celle des effluents urbains. Dans notre étude, nous nous concentrons sur la
résistance aux antibiotiques des bactéries suivantes : Aeromonas hydrophila,
Vibrio fluviatis, Providencia rettgri, Citrobacter koseri , Proteus vulgaris , et

Enterococcus sp .

Des marqueurs viraux de pollution fécale tels que le rotavirus,
I'adénovirus, I'hépatite A et les entérovirus sont également présents dans les
effluents hospitaliers. Ces derniers présentent une concentration élevée de
virus, supérieure a celle des effluents urbains (Oliveira, Al Aukidy and Verlicchi,

2017).
11.2.4. Le rejet des médicaments

Le Les résidus de médicaments font partie des polluants émergents, et

les établissements hospitaliers sont les principaux consommateurs de ces
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substances. L'une des dépenses les plus importantes concerne les
médicaments pour le sang et les organes hématopoiétiques, ainsi que les

médicaments anti-infectieux.

La différence entre les effluents urbains et les effluents hospitaliers
réside dans la présence de résidus de médicaments, tant en termes de
concentration que de types de molécules. La majorité des maladies graves
sont lides au cancer et a l'infection par le VIH, ce qui a entrainé une
augmentation des achats de médicaments par les hopitaux. Ces résidus
peuvent inclure des analgésiques, des antibiotiques, des bétabloquants, des

médicaments anti-cholestérol et des agents anticancéreux (Emmanuel, 2004).

I.3. La contamination des effluents par les résidus des médicaments et

les produits toxiques

La contamination des effluents hospitaliers par les  produits
pharmaceutiques est connue sous le nom de contaminants émergents. Ces
contaminants comprennent une large gamme de composés ayant différentes
propriétés physico-chimiques en termes de solubilité, adsorption, absorption,

biodégradation, polarité et stabilité (Oliveira, Al Aukidy and Verlicchi, 2017).

Ces produits pharmaceutiques sont principalement éliminés par les
urines et partiellement par les selles, qui sont évacuées dans les effluents
hospitaliers. On les retrouve a des concentrations allant de quelques nano
grammes par litre (ng/l) a quelques milligrammes par litre (mg/l) pour les
antibiotiques  (ATB), les agents cytostatiques, les anesthésiques, les

désinfectants, ainsi que certains métaux lourds.

Ces contaminants suscitent ['attention des chercheurs, notamment en
ce qui concerne les antibiotiques (ATB) qui sont la principale cause du
développement de bactéries multi résistantes (BMR). Une deuxiéme raison
est la présence de certains agents cytostatiques ainsi que d'antibiotiques tels
que les fluoroquinolones, qui conferent aux effluents hospitaliers une

mutagénicité et une toxicité vis-a-vis des bactéries.
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Selon Oliveira et al. (2017), La présence d'antibiotiques varie d'un hopital
a l'autre en raison des critéres hospitaliers mentionnés précédemment. Les
fluoroquinolones, les béta-lactamines, les macrolides, les sulfamides et les
lincosamides sont parmi les antibiotiques les plus fréquemment identifiés

dans les effluents hospitaliers.
Il.4. La microbiologie des effluents hospitaliers

Notre premier objectif dans cette recherche est de déterminer la
microbiologie présente dans les effluents hospitaliers, en se basant
principalement sur une étude qualitative et quantitative. Nous cherchons a
identifier les différentes espéces bactériennes présentes dans ces effluents et

a évaluer leur abondance.

De plus, nous avons pour objectif de déterminer la présence ou
I'absence de bactéries multi résistantes aux antibiotiques administrés au
niveau de I'hopital. Nous souhaitons évaluer la résistance de ces bactéries aux
différents antibiotiques utilisés, en nous concentrant sur les antibiotiques

fréquemment prescrits dans un contexte hospitalier.

Cette recherche nous permettra de mieux comprendre la composition
bactérienne des effluents hospitaliers et d'identifier les souches bactériennes
présentant une résistance aux antibiotiques. Ces informations sont
essentielles pour évaluer les risques pour I'environnement et la santé publique

liés a la présence de bactéries multi résistantes dans les effluents hospitaliers.
11.4.1. Les bactéries bacilles a Gram négatifs

Effectivement, les bactéries a Gram négatif constituent une vaste
catégorie de micro-organismes qui ne se colorent pas en violet de gentiane en
raison de leur structure de paroi cellulaire. Parmi les bactéries a Gram négatif,

les entérobactéries sont I'une des catégories les plus répandues.

Les entérobactéries sont un groupe de bactéries appartenant a |la
famille des Enterobacteriaceae, qui comprend plusieurs genres tels que
Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus,

et bien d'autres encore. Ces bactéries sont souvent associées a l'intestin des
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humains et des animaux, et certaines especes peuvent causer des infections
intestinales, des infections urinaires, des infections respiratoires et d'autres

infections opportunistes.

Ces bactéries présentent une résistance a de nombreux antibiotiques, ce
qui limite les options thérapeutiques et représente un défi majeur en matiére

de traitement des infections.
I1.4.1.1. Les genre Aeromonas

Effectivement, le genre Aeromonas fait partie de la famille des
Aeromonadaceae (Clave, 2010). IL comprend les Aeromonas mobiles,
notamment Aeromonas hydrophila. Ces bactéries sont capables de se déplacer
et sont connues pour provoquer des infections chez I'homme (Semwal and
Kumar, 2023). A. hydrophila peut causer des infections gastro-intestinales, des
infections de la peau et des tissus mous, ainsi que d'autres types d'infections,
en particulier chez les personnes immunodéprimées. D'autres peuvent étre
des pathogénes opportunistes chez ['hnomme. La classification et I'étude des
différentes espéces d'Aeromonas sont essentielles pour comprendre leur
diversité, leur rble dans les infections et leur impact sur la santé humaine et

animale (Cipriano, 1984).
11.4.1.1.1. Caractéres bactériologiques de Aeromonas
11.4.1.1.1.1. Caracters morphologiques:

A. hydrophila présente une morphologie de bacille Gram négatif avec
des extrémités arrondies ou une forme de coccobacille, parfois avec une
capsule. Cette bactérie est mobile grace a des flagelles latéraux, ce qui lui
permet de se déplacer a la surface et dans des conditions de réchauffement.
Elle se trouve principalement dans des milieux aquatiques, notamment dans

les eaux usées et souillées (Semwal and Kumar, 2023).

Ces caractéristiques morphologiques et physiologiques sont
importantes  pour identifier et différencier les différentes especes
d'Aeromonas et comprendre leur r6le dans les infections et les

environnements spécifiques dans lesquels elles se trouvent.
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11.4.1.1.2. Caracteres culturaux et biochimiques

A. hydrophila est oxydase positives, ce qui signifie qu'elles produisent
I'enzyme oxydase. Cette caractéristique peut étre utilisée pour les différencier

d'autres bactéries qui sont oxydase négatives (Garrity, 2006).

En ce qui concerne leur croissance, ayant une meilleure croissance sur

un milieu sélectif comme le MacConkey.

La plage de température optimale de croissance pour A. hydrophila est
généralement de 30°C a 37°C, ce qui correspond a la température corporelle

humaine (Semwal and Kumar, 2023).
11.4.1.2. Pouvoir pathogéne

A. hydrophila produit des enterotoxines cytotoxiques qui peuvent
causer diverses manifestations cliniques. Cela comprend des diarrhées et des
gastro-entérites (Vilches et al., 2004). Qui peuvent étre sévéres. Les toxi-
infections alimentaires peuvent également survenir, en particulier en milieu
hospitalier. De plus, A. hydrophila est associée a des infections extra-
digestives, telles que des infections de plaies, de brilures ou de fractures
ouvertes, qui peuvent survenir suite a un contact avec l'eau contaminée. Dans
certains cas, des bactériémies peuvent se développer aprés un traumatisme

cutané ou une pénétration digestive (Wu et al., 2007).

I convient également de mentionner que A. hydrophila produit des
hémolysines, qui sont des substances capables de créer des pores au niveau
de la membrane des cellules cibles. Ces hémolysines peuvent contribuer a la
virulence de la bactérie et a la progression des infections (Semwal and Kumar,

2023).
11.4.2. Le genre Citrobacter
11.4.2.1. Taxonomie

Le genre bactérien Citrobacter fait partie de la famille des
Enterobacteriaceae. Parmi les espéces fréquemment rencontrées, on retrouve

Citrobacter koseri (Schwartz, 1997).
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Les bactéries du genre Citrobacter sont ubiquitaires, ce qui signifie
qu'elles sont largement répandues dans l'environnement. On peut les trouver
dans le sol, I'eau, ainsi que dans les tractus intestinaux des humains et des

animaux (Balows, 1998).

C. koseri est une bactérie opportuniste, ce qui signifie qu'elles peuvent
provoquer des infections chez les individus présentant une vulnérabilité
accrue, tels que les personnes immunodéprimées, les nouveau-nés et les
patients hospitalisés. Ces infections peuvent affecter différents sites du corps,
tels que les voies urinaires, les poumons, le sang, le systeme nerveux central

et les plaies.

I1.4.3. Caractéres  morphologique, biochimique et culturaux de

Citrobacter

Citrobacter est un genre de bacilles a Gram négatif qui sont mobiles. lls
sont des aéro-anaérobies facultatifs, ce qui signifie qu'ils peuvent se
développer en présence ou en absence d'oxygene. lls peuvent étre cultivés
sur des milieux de culture usuels ou sélectifs tels que le Mac Conkey (MC) et

produisent généralement de grosses colonies blanches (Delmas, 2001).

En ce qui concerne les tests biochimiques, le genre Citrobacter est
généralement positif pour la plupart des tests utilisés pour ['identification
bactérienne. Ces tests biochimiques peuvent inclure des tests tels que Ia
fermentation des glucides, la production d'enzymes spécifiques, la réduction
de nitrates, entre autres. Ces tests aident a différencier Citrobacter des autres

genres de bactéries et a confirmer son identification.

Il est important de réaliser des tests biochimiques pour caractériser et
identifier les bactéries du genre Citrobacter, ce qui peut étre utile dans le
cadre de la recherche clinique, du diagnostic des infections et de la mise en

place de mesures de prévention et de traitement appropriées.
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11.4.4. Pouvoir pathogeéne

Citrobacter peut étre impliqué dans les infections nosocomiales, qui sont
des infections contractées a I'hdpital. Ces infections nosocomiales peuvent
inclure des infections au niveau des plaies, des infections urinaires, des

infections pulmonaires et des méningites (Bouskraoui et al., 2017).

Citrobacter peut causer des infections de la peau et des tissus mous, y
compris des abces. Les abceés sont des accumulations de pus dans les tissus,

généralement causées par une infection bactérienne.

Les infections wurinaires causées par Citrobacter sont également
fréquentes, en particulier chez les patients cathétérismes ou présentant des

facteurs de risque d'infections urinaires.

Citrobacter peut également é&tre responsable d'infections pulmonaires,
telles que la pneumonie, qui peuvent se développer chez les patients

hospitalisés ou ventilés.
Il.5. Le genre Proteus
Il.5.1. Historique

Le genre Proteus appartient a la famille des Enterobacteriaceae et a été
découvert par le pathologiste allemand Gustav Hauser en 1885. Hauser a
choisi le nom Proteus pour ce genre en raison de la capacité des bactéries a se

propager et a envahir la gélose de culture (Hauser, 1985).

Aujourd'hui, le genre Proteus comprend sept especes distinctes : P.
cibarius, P. columbae, P. hauseri, P. mirabilis, P. penneri, P. terrae et P. vulgaris.
Parmi ces espéces, Proteus mirabilis et Proteus vulgaris sont les plus
couramment rencontrées et sont considérées comme les principaux agents
pathogenes responsables des infections des voies urinaires (Armbruster and
Mobley, 2012). Les bactéries du genre Proteus sont ubiquitaires et se
retrouvent dans divers environnements tels que le sol, les eaux usées et le

tractus intestinal des humains et des animaux.
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11.6. Caractéres bactériologiques
11.6.1. Caractére morphologique

P. vulgaris est une bactérie de petite taille qui se présente sous la forme
de bacilles a Gram négatif. Ces bacilles sont des bactéries en forme de
batonnets qui peuvent avoir une apparence polymorphe, ce qui signifie qu'ils

peuvent adopter différentes formes et tailles (Maryse and Danielle, 2004).

P. vulgaris est mobile grace a la présence de flagelles, ce qui lui confére
la capacité de se déplacer dans son environnement (Belas, 1996). Cependant,
il convient de noter que la mobilité de P. vulgaris peut varier selon les

conditions de culture.

Cette bactérie est asporulée, ce qui signifie qu'elle ne forme pas de
spores. Les spores sont des structures de survie produites par certaines

bactéries pour résister a des conditions défavorables.
11.6.2. Caractéres culturaux

Se pousse dans un milieu ordinaire a 37°C, ce sont des aero-anarobie
facultatifs. Les colonies grosses, envahissant la surface de la gélose en ondes

concentriques grace a leur mobilité importante (Hauser, 1985).
11.6.3. Caracteres biochimiques

P. vulgaris est caractérisé par sa capacité a fermenter le glucose avec la
production de gaz. Lorsqu'ili métabolise le glucose, il libere du gaz,
généralement du dioxyde de carbone (CO2) ou de I'hydrogene (H2), ce qui
peut étre observé dans des tubes de culture spécifiques (Schultz-Ascensio,

2018).

P. vulgaris est également négatif pour l'enzyme ornithine décarboxylase
(ODC), ce qui signifie qu'il ne produit pas d'activité décarboxylase lorsqu'il est

cultivé en présence d'ornithine.
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IL.7. Le genre Providencia
I1.7.1. Définition

Le genre Providencia fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, et
non des Morganellaceae. Providencia rettgeri est en effet une bactérie a Gram

négatif appartenant a ce genre.

P. rettgeri est considérée comme une bactérie opportuniste, ce qui
signifie qu'elle peut causer des infections chez des personnes ayant un
systeme immunitaire affaibli ou dans des conditions favorables a son
développement. Elle est souvent associée a des infections nosocomiales,

c'est-a-dire des infections contractées dans un cadre hospitalier.

Il est important de noter que P. rettgeri est distincte de P. mirabilis, bien
qu'elles partagent certaines caractéristiques en tant que bacilles a Gram
négatif. @ Chaque espéce a ses propres caractéristiques, capacités

métaboliques et comportements pathogénes spécifiques (Clave and Floch,

1973).

1.7.2. Habitat

Les  bactéries du genre  Providencia  sont  ubiquitaires  dans
I'environnement, ce qui signifie qu'elles se trouvent largement répandues
dans différents milieux tels que I'eau, les eaux usées et les sols. Elles peuvent
également étre présentes dans divers réservoirs biologiques tels que les
mouches, les oiseaux, les chats, les chiens, les bovins, les ovins et méme les

reptiles tels que les serpents et les vipéres.

Dans le cas de P. rettgeri, cette espéce est naturellement présente dans
le tube digestif humain, ce qui peut contribuer a sa transmission et a sa
colonisation chez les individus. Elle est également capable de former des
biofilms, ce qui signifie qu'elle peut se regrouper avec d'autres bactéries pour
former des communautés structurées et adhérer a des surfaces, ce qui peut

favoriser sa persistance et sa résistance aux traitements.
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Il est important de noter que la présence naturelle de P. rettgeri dans
I'environnement et dans certains hdtes ne signifie pas nécessairement qu'elle
entrainera systématiquement des infections ou des probléemes de santé.
Cependant, dans des conditions particulieres, notamment chez les individus
immunodéprimés ou dans des environnements hospitaliers, cette bactérie
opportuniste peut causer des infections et nécessiter une attention médicale

appropriée (Clave and Floch, 1973).
11.7.3. Caractéristiques bactériologiques
11.7.3.1. Caractéres Morphologique et culturaux

P. rettgeri, ainsi que d'autres bactéries du genre Providencia, sont des
bacilles a Gram négatif. Elles ont Ila capacité d'étre aéro-anaérobies
facultatives, ce qui signifie qu'elles peuvent survivre et se développer en

présence ou en |'absence d'oxygéne.

La mobilité des bactéries du genre Providencia, y compris P. rettgeri, est
assurée par des flagelles qui sont répartis sur toute la périphérie de la cellule
bactérienne. Ces flagelles leur permettent de se déplacer dans leur

environnement.

En ce qui concerne la culture de P. rettgeri, comme pour d'autres
entérobactéries, elle peut étre réalisée facilement sur des milieux de culture
ordinaires a une température de 37°C. Cela inclut des milieux tels que lI'agar

nutritif, I'agar MC ou l'agar EMB (Eosine Méthylene Bleu) (Clave and Floch,
1973)-

1l.7.3.2. Caracteres enzymatiques et biochimique

Les bactéries du genre Providencia, y compris P. rettgeri, sont des
bacilles a Gram négatif. Elles sont oxydase négatives et catalase positives. Sur
les milieux de culture standard a 37°C, elles montrent une fermentation
positive du glucose, des nitrites, une production d'indole, une utilisation du
citrate, une décarboxylation de I'ornithine et sont négatives aux tests du
lactose, ONPG, LDC et ODC. Elles ne produisent pas d'uréase, d'H2S ni de

gélatinase.
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11.8. Le genre Vibrion
11.8.1. Historique

Vibrio fluvialis est une espece de bactéries appartenant a la famille des
Vibrionaceae. Elle a été découverte pour la premiére fois par Furniss et al en
1977, lorsqu'elle a été isolée a partir des selles de patients atteints de diarrhée

a Bahrein et au Bangladesh (Lee et al., 1978).
11.8.2. Caractéres bactériologiques
11.8.2.1. Caractére morphologique, culturaux et biochimique

V. fluvialis est une bactérie a Gram négatif qui peut avoir une forme
droite ou incurvée. Elle est mobile grace a la présence d'un flagelle polaire.
Cette bactérie est naturellement présente dans I'environnement marin, ce qui
en fait une bactérie halophile (Lee et al., 1978). Elle peut étre isolée a partir de

I'eau, des matieres fécales humaines et des eaux usées.

V.fluvialis est capable de respirer aussi bien en présence qu'en absence
d'oxygene, ce qui en fait une bactérie aero-anarobie facultative. Elle peut se
développer a une température de 37°C, qui est la température corporelle

humaine.

Au niveau des tests biochimiques, V. fluvialis est positif pour 'oxydase et
la catalase. Elle est également positive pour le test ONPG (ortho-nitrophényl-
B-D-galactopyranoside) et les tests ADH (arginine dihydrolase), glucose et
gélatine. En revanche, elle est négative pour d'autres tests tels que le TDA

(tryptophane désaminase) et I'uréase (Lee et al., 1978).
Il.9. Le genre Enterococcus

Selon (Thiercelin and E., 1899) En effet, la premiere observation d'un
nouveau diplocoque a Gram positif d'origine intestinale a été réalisée par
Thiercelin en 1899. Il a été appelé Streptococcus faecalis, et une autre espéce
présentant des caractéristiques similaires est Streptococcus faecium. Pendant
de nombreuses années, ces bactéries ont été classées avec les Streptococcus

en raison de leur formation de chaines courtes.
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Cependant, avec le développement de Ila biologie moléculaire et
['utilisation de nouvelles techniques telles que le pourcentage C+G, e
séquencage et I'ARNr 16S, il a été démontré que Streptococcus faecium et
Streptococcus faecalis sont distincts des Streptococcus et sont classés
individuellement dans le genre Entérocoques (Schleifer and Kilpper-Bélz,
1984).

Cette reclassification a été soutenue par la classification de Lancefield,
qui est basée sur la présence d'antigéenes de paroi. Les entérocoques font
donc partie du groupe des streptocoques de groupe D, mais sont désormais
reconnus comme un genre distinct appelé Entérocoques (Figure 1) (Thiercelin

and E., 1899).
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Figure 1: Dendrogramme ARNr16s de la position phylogénétique de genre
Enterococcus (Thiercelin and E., 1899)

1.9.1. La taxonomie

Le genre Enterococcus a connu une expansion significative en termes de
nombre d'espéces identifiées au fil du temps. Initialement, le genre

comprenait les deux espéces que vous avez mentionnées, Streptococcus
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faecalis et Streptococcus faecium. Cependant, au fil des avancées scientifiques

et de la recherche, de nombreuses autres espéces ont été découvertes et

ajoutées au genre Enterococcus (Tableau 1).

Tableau 1: Classification des entérocoques (Thiercelin and E., 1899).

Régne Bacteria
Embranchement Frimicutes
Classe Bacilli
Ordre Lactobacilles
Famille Enterococcaceae
Genre Enterococcus

En 2011, le genre Enterococcus comptait 37 espéces identifiées. Ce

nombre a ensuite augmenté a 48 espéces en 2013, puis a 55 espéces en 2017.

Ces découvertes ont été possibles grace a [I'utilisation de techniques de

séquencage génétique avancées et a une meilleure compréhension de

diversité microbienne (Figure 2) (Euzéby, 2008).
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Figure 2: Arbre phylogénique du genre Enterococcus reposant sur le séquencgage par
ARNr16s (Van Tyne and Gilmore, 2014).

19|Page



Partie II. Synthese bibliographique

11.9.2. Les Caractéres bactériologiques
1l.9.2.1. Caractére morphologique

Les Enterococcus sont des Cocci ovoides ou sphériques, a Gram positif,
qui se disposent en paires ou en chalnettes. Ils sont généralement acapsulés,

asporulés et immobiles.

Les Enterococcus sont considérés comme ubiquitaires, ce qui signifie
qu'ils sont présents chez les humains et les animaux, ainsi que dans
I'environnement. On les retrouve dans divers habitats tels que la poussiére,
les végétaux et l'eau. Leur présence dans ces environnements est souvent
associée a une contamination fécale, étant donné qu'ils font partie de la flore

intestinale des humains et des animaux.

Une caractéristique importante des entérocoques est leur capacité a
résister a des conditions hostiles, notamment aux agents antimicrobiens et
aux environnements défavorables. Cette résistance accrue contribue a leur

survie et a leur adaptation dans différents milieux (Avril et al., 2000).

Il convient de noter que les entérocoques peuvent également étre des
agents pathogenes opportunistes, capables de causer des infections chez les
individus affaiblis, notamment des infections des voies urinaires, des
infections sanguines et des infections intra-abdominales (Arias and Murray,

2012).
11.9.2.2. Caractéres culturaux

Ce sont des bactéries aérobies tolérantes, c'esta-dire qu'elles peuvent
se développer dans toutes les conditions respiratoires aérobies, aero-anarobie
facultatives et anaérobies avec adjonction de CO2 (Van Tyne and Gilmore,
2014).

Elles se développent a une température de croissance de 35 °C, et
certaines especes peuvent se développer dans une plage de température
allant de 10 a 45 °C. Par exemple, E. faecalis et E. faecium sont capables de

survivre a une température de 60 °C pendant 30 minutes (Moreno, 2006). Ces
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bactéries peuvent également croitre dans un milieu hyper salé contenant 6,5 %
de Nadl, en présence de 40 % de bile, et a un pH alcalin de 9,6 (Aguilar Galvez

et al., 2012).

Leur croissance est légerement exigeante en termes de facteurs de
croissance, ce qui signifie qu'elles se multiplient sur un milieu de culture
ordinaire a une température de 35 °C pendant 18 a 24 heures (Van Tyne and

Gilmore, 2014). L’aspect microscopique de ce genre est illustré dans la figure
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Figure 3: Aspect microscopique optique (x 1000) de E. faecium aprés coloration de

Gram (Van Tyne and Gilmore, 2014) .
11.9.2.3. Les caracteéres biochimiques et antigéniques

La dégradation de certains sucres présents dans les milieux sélectifs
pour les entérocoques, tels que le milieu BEA, se caractérise par une
négativité aux tests de catalase et d'oxydase. Les entérocoques ont un

métabolisme chimioorganotrophe fermentaire obligatoire.

Généralement, les especes d'entérocoques sont partiellement
hémolytiques  (hydrolyse  partielle) ou non  hémolytiques  (absence
d'hydrolyse) lorsqu'elles sont cultivées sur gélose au sang. Cependant, E.
faecalis se distingue en étant complétement hémolytique (hydrolyse

compleéte) sur gélose au sang.
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La paroi des entérocoques est constituée d'un glycocalyx, une structure
réticulée, ainsi que de peptidoglycane, une structure rigide (Shrestha et al.,
2021). Le peptidoglycane forme des chaines polysaccharidiques reliées entre
elles par de «courts peptides, et est composé d'une alternance de N-
acétylglucosamine (NAG) et d'acide N-acétylmuramique (Escaut et al., 2009)
.Selon (Thiercelin and E., 1899) d'autres composants sont fixés a la paroi, tels
que [l'acide lipotéichoique (I'antigéne de groupe des entérocoques), des

protéines, des polysaccharides et des acides téichoiques (Figure 4).

o~
T'ype specific
apsular polysaccharide

E. faecalis species antigen
{Rhamnopolysaccharide)

I'eichoic Acid

Lipoteichoic Acid

(Group D Antigen) Peptidoglyca)

Cytoplasmic
membran:

-

Figure 4: Paroi bactérienne du E. faecalis (Thiercelin and E., 1899).
Il.10. La résistance aux antibiotiques
Il.10.1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances naturelles considérées comme
des médicaments importants utilisés en médecine. Ils agissent sur les
bactéries présentes chez les patients traités. Ces composés, d'origine
biologique, ont pour fonction d'empécher la croissance des microorganismes.
L'une de leurs caractéristiques les plus importantes est leur capacité a
combattre les infections bactériennes chez ['homme, ainsi qu'a interférer

directement avec ces bactérie (Bentley and Bennett, 2003).
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Les antibiotiques peuvent étre produits par des microorganismes ou

étre fabriqués a partir de produits chimiques par synthése ou semi-synthése.

lls sont également utilisés en médecine vétérinaire (Sanders et al., 2011).

Il.10.2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres :

L'origine, Ils peuvent étre élaborés par des organismes tels que
des champignons, des bacilles ou des Streptomyces, ou bien étre
produits de maniére synthétique ou semi-synthétique (Agregé,
Belguith and Hadiji, 2015).

Le mode d’action, Les antibiotiques peuvent agir sur différents
éléments tels que la paroi cellulaire, la membrane cytoplasmique,
la synthése des protéines ou la synthése des acides nucléiques.

Le spectre d’activité, Le spectre d'activité antibactérienne d'un
antibiotique fait référence a sa capacité a cibler différentes
espéces bactériennes. Il peut étre étroit (agissant sur un nombre
limité de bactéries) ou large (agissant sur un large éventail de
bactéries), en prenant en compte les résistances naturelles et
acquises (Agregé, Belguith and Hadiji, 2015).

La Nature Chimique, Les antibiotiques présentent une grande
variabilité en termes de structure chimique. Certains ont une
structure de base commune, telle que les béta-lactames, qui
peuvent subir des modifications en utilisant des méthodes de

semi-synthese.

1l.10.3. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur la cellule bactérienne de deux maniéres :

A. Bactéricides, ce sont des ATB qui provoquent la mort de la bactérie

en agissant sur:

La paroi bactérienne : les ATB inhibent la biosynthése de la paroi en

ciblant les protéines liant les pénicillines (PLP). Lorsque la paroi est dégradée,
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la bactérie subit une lyse. Parmi les antibiotiques qui perturbent cette voie, on

trouve la pénicilline, la bacitracine et les céphalosporines (Zeba, 2005).

La membrane cellulaire, en désorganisant sa structure et son
fonctionnement, ce qui entraine de graves perturbations des échanges

électrolytiques avec le milieu extérieur.

L'ADN, les quinolones et fluoroquinolones inhibent I'ADN gyrase, tandis
que certaines inhibent la réplication de I'ADN en bloquant la progression de
I'ADN polymérase (Chopra et al, 1997). L'actinomycine bloque I'ARN
polymérase. Les sulfamides inhibent la synthése des bases nucléiques (J.C et

al., 1997).

B. Bactériostatiques, ces ATB agissent en inhibant la croissance

bactérienne :

La synthése protéique, Ills agissent sur les ribosomes en arrétant Ia
biosynthese des protéines ou en entrainant la formation de protéines
anormales. Les aminoglycosides ou aminosides (streptomycine, gentamicine,
amikacine) empéchent la traduction de I'ARNm en se fixant sur la petite sous-

unité des ribosomes (Hermann, 2005).

Les voies métaboliques, certains ATB agissent sur les métabolites

bactériens en inhibant la formation de I'acide folique et de I'acide mycolique.

La figure 5 illustre le mode d’action des antibiotiques.
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Figure 5: Mode d’action des antibiotiques (Madigan, Martinko and Parker,

2000).
11.10.4. Mécanisme générale de la résistance aux antibiotiques

La résistance intrinseque  (naturelle) est définie comme  une
caractéristique fonctionnelle ou structurelle conférant une certaine tolérance
(Saidou et al, 2020). Les bactéries résistent aux molécules auxquelles elles
sont naturellement confrontées dans leur environnement. Certaines plantes,
bactéries et champignons sécrétent des antibiotiques qui conduisent a une
résistance. C'est également une stratégie pour éliminer certaines bactéries

inhibitrices (Mandell et al., 2009).

L'utilisation imprudente des ATB peut entrainer une résistance acquise
grace a des mutations génétiques aléatoires qui sont transmises a leur
descendance par une transmission verticale, ou par l'échange de génes entre
des bactéries qui habitent différents écosystémes par une transmission

horizontale (conjugaison, transduction) (Khachatourians, 1998).

Il existe quatre mécanismes par lesquels les bactéries résistent aux

antibiotiques :
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e L'imperméabilité bactérienne, qui établit que les grosses molécules
d'antibiotiques ne peuvent pas pénétrer dans les porines de |Ia
membrane externe de ces bactéries. (Cardot martin, 2019)

e La modification de Ila cible des ATB, ce qui entraine une perte
d'activité de ces molécules.

e L'inactivation enzymatique des ATB, par exemple, certaines bactéries
produisent des enzymes appelées béta-lactamases qui hydrolysent les
béta-lactamines (Cardot martin, 2019).

o les systemes de pompe a efflux, permettent d'éliminer les

antibiotiques en dehors de la bactérie.
Il.11. Antibiorésistances
Il.11.1. Définition de P’antibiorésistance

Cest la capacité de la bactérie de se développe en présence des
concentrations d’ATB notamment plus élevé qui inhibe le développement de

la plupart des autres souches de la méme espéce (Bouakka and Zouaouia,

2019).

Il.11.2. ’antibiorésistance chez le genre Aeromonas

Le genre bactérien Aeromonas présente une sensibilité aux antibiotiques
suivants : streptomycine, chloramphénicol, norfloxacine, acide nalidixique et
ceftazidime. En revanche, il présente une résistance aux antibiotiques tels que
I'ampicilline, la bacitracine, la pénicilline et la tétracycline (Daskalov, 2006). On
observe également une résistance fréquente aux antibiotiques méthicilline,
rifampicine,  bacitracine et novobiocine, bien que la sensibilité au

chloramphénicol soit fréquente (Krovacek et al., 1989).

La résistance a la colistine a été découverte en 2016 et peut étre codée
par le géne mrc présent dans le plasmide. Cette résistance est fréquemment

observée et réapparait dans plusieurs régions du monde (Tansarli et al., 2018).
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Il.11.3. L’antibiorésistance chez Citrobacter

On observe une sensibilité aux aminosides et aux quinolones. En
revanche, il présente une résistance aux Béta-lactamines en raison de Ia

production de céphalosporinases (Delmas, 2001).
Il.11.4. L’antibiorésistance chez Proteus et Providence

Proteus et Providencia sont sensibles aux céphalosporines, aux
aminoglycosides et a l'imipenéme. En revanche, ils présentent une résistance
a la pénicilline, a I'amoxicilline, a I'ampicilline et a la céfazoline (Cardot martin,

2019) . De plus, Providencia présente une résistance a la colistine.
Il.11.5. La résistance chez vibrion

Ce genre bactérien présente une résistance au chloramphénicol, a la
streptomycine et a I'ampicilline. Cette résistance est due a la modification du
site cible de ces molécules, ainsi qu'a un mécanisme de transport qui réduit

I'action des antibiotiques a I'intérieur de la cellule (Igbinosa, 2010).
I1.11.6. L’antibiorésistance chez Enterococcus

Enterococcus présente une faible résistance aux Béta-lactamines telles
que la pénicilline, [l'ampicilline et I'imipeneme, qui exercent un effet
bactériostatique. Par exemple, E. faecalis est entre 10 et 100 fois moins
sensible a la pénicilline que d'autres bactéries, tandis que E. faecium est de 4 a
16 fois moins sensible que E. faecalis. Cette faible résistance est due a la
production constitutive de la béta-lactamase, qui n'est pas inductible, et peut

étre présente sur les plasmides ou le chromosome (Mainardi et al., 2000).

Enterococcus présente également une résistance aux aminoglycosides
par la production d'enzymes qui modifient ces molécules, entrainant leur

inactivation (Chow, 2000).

Une résistance acquise aux glycopeptides est observée, qui est due a la
modification de la cible des antibiotiques, par la synthése de précurseurs des

motifs di peptidiques D-Ala-D-Lac ou D-Ala-D-Ser (ce qui diminue I'affinité).
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Cette résistance est associée aux genes Van A, Van B, Van C, Van D, Van E, Van

G, Van L et Van M (Euzéby, 2008).

Le linézolide est un antibiotique ayant un effet bactériostatique, et la
bactérie peut lui résister par deux mécanismes. Premiérement, des mutations
peuvent apparaitre dans les séquences d'ARNr23S, et deuxiemement, Ia
bactérie peut acquérir des geénes portés par un plasmide appelé cfr, qui induit

la méthylation de I'ARNr23S (Luna et al., 1999).

La résistance aux streptogramines est portée par un plasmide et forme

une résistance silencieuse.

En ce qui concerne la daptomycine, E. faecium est I'espéce Ila plus
résistante a cet antibiotique par rapport aux autres espeéces de ce genre.
Cette résistance est due a la présence d'une mutation génétique au sein de

I'opéron liaFSR) (Van Tyne and Gilmore, 2014).

Des mutations au niveau des génes codant la gyrase et Ia
topoisomérase IV sont également responsables de la résistance aux

quinolones.

\"\:

Figure 6: Les différents mécanismes de résistance chez les bactéries du genre
Enterococcus (Van Tyne and Gilmore, 2014).
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Les effluents hospitaliers, lorsqu'ils ne sont pas correctement traités,
peuvent étre rejetés dans lI'environnement, ce qui représente un risque pour
la santé humaine et la qualité des eaux de surface. L'objectif de cette étude
est d'investiguer la présence de bactéries multi-résistantes dans les effluents
hospitaliers non traités de ['établissement hospitalier HAMDANE Bakhta a

Saida et d’évaluer leur niveau de résistance vis-a-vis de certains antibiotiques.

I1l.1. Provenance des échantillons

A

Le 1er mars 2023 a 08h43, des échantillons ont été prélevés a partir du
regard principal collecteur des eaux usées de tous les services cliniques, des
laboratoires et de la cuisine. Les échantillons ont été collectéds dans des
flacons de 250 ml (Figure 7). Une fois les préléevements réalisés, ils ont été
immédiatement transportés au laboratoire de microbiologie de ['Université de

Saida Dr Moulay Tahar, ou les analyses nécessaires ont été effectuées.

) _ - Figure 7: Echantillon d'eau d'effluents
Figure 8: Site de prélevement hospitaliers de I'hopital HAMDANE
Bakhta

I1l.2. Dénombrement de la flore totale et la flore résistante

Des dilutions décimales, allant de 10" a 10%, ont été réalisées a partir des
échantillons d'eaux usées en utilisant une solution stérile d'eau physiologique
ou TSE. Ensuite, 100 pL de chaque dilution a été soigneusement étalé sur la
surface de milieux sélectifs appropriés. Pour le dénombrement de la flore
totale, le milieu Slanetz et Burtely a été utilisé pour les Enterococcaceae, tandis
que le milieu Mac Conkey a été utilisé pour les Enterobacteriaceae et les non-

entérobactéries comme Aeromonadaceae ainsi que Vibrionaceae. Pour la
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recherche des Entérocoques résistants a la vancomycine, le milieu Slanetz et
Burtely contenait 6ug/mL de vancomycine. De plus, le milieu Mac Conkey
contenait soit 2ug/mL de ceftazidime, soit 4ug/mL de colistine pour la
recherche de la flore résistante. Les boites sont incubées a une température
de 37°C pendant une période de 24 a 48 heures, le laps de temps nécessaire

pour permettre le développement et I'apparition des colonies bactériennes.

l1l.3. La purification des isolats bactériens

A

Aprés incubation, quatre a cing colonies isolées de la flore résistante ont
été prélevées au hasard de chaque boite Petri. Chaque colonie prélevée est
ensuite repiquée en bouillon nutritif. Aprés incubation a température
souhaité, I'apparition des cultures en milieu liquide a été constatée. A ce stade
les isolats bactériens peuvent étre purifiés par isolement par la méthode des
stries. L’opération de purification a été renouvelée a deux reprises en prenant
chaque fois une colonie bien isolée dans la gélose. On obtient ainsi une culture
dont la pureté est estimée par observation macroscopique et microscopique.

Apreés purification, des répliques de ces isolats ont été conservées.
l1l.4. Observation microscopique

La coloration de Gram est une étape clé dans l'identification des souches
bactériennes. Elle permet de différencier les bactéries en Gram positif, qui
apparaissent en violet, des bactéries en Gram négatif, qui apparaissent en
rose. Cette coloration permet également de déterminer la forme des
bactéries (batonnets, coques, etc.) et d'évaluer leur mode de regroupement
selon la méthode classique. La coloration de Gram constitue donc une étape
importante dans la caractérisation des bactéries (Boutadjine and Boultif, 2019)

(Annexe 2).
I1l.5. La conservation des isolats
l1l.5.1. La conservation a court durée

Les bactéries ont été ensemencées dans des tubes de gélose nutritif
inclinés qui ont ensuite été incubés a 37°C. Lorsque la croissance était visible,

les tubes étaient placés a +4°C ou ils ont été conservés durant plusieurs
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semaines. Cette méthode permet de maintenir les souches bactériennes

viables pendant une période limitée.
lll.5.2. La conservation a longue durée

Les bactéries ont été ensemencées dans du BN; aprés 18h d’incubation
a 37 °C, les cellules ont été récupérées par centrifugation a 4000 t/min
pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, le milieu de culture de
conservation a été ajouté au culot, qui contenait 60% de BN et 40% de glycérol.
Les cellules ont été conservées en suspension dense et en tubes Eppendorf a -

20 °C.

Cette méthode permet de préserver les souches bactériennes pendant
une période prolongée en maintenant leur viabilité et leurs caractéristiques

génétiques.
l11.6. Critéres biochimiques des isolats

Pour parvenir a une identification précise du genre et de l'espéce d'une
souche bactérienne, il est nécessaire de poursuivre avec des tests

biochimiques visant a étudier son métabolisme glucidique et protidique.

Ces tests biochimiques permettent d'analyser comment Ila souche
bactérienne métabolise les glucides et les protéines. |Ils comprennent
généralement des réactions enzymatiques, des tests de fermentation des
glucides, des tests de dégradation des protéines, ainsi que d'autres tests

spécifiques pour évaluer les caractéristiques métaboliques de la souche.
111.6.1. Recherche de la catalase

Cette enzyme a été démontrée en mettant en contact la culture a
étudier avec une goutte de peroxyde d'hydrogéne (10 %) sur une lame. La
présence de Il’enzyme se manifestait par [|'apparition de bulles gazeuses
(d’oxygéne). Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent
du peroxyde d’hydrogene (H.0.), qui est trés toxique et certaines bactéries
sont capable de le dégrader grace aux enzymes qu’elles synthétisent,

notamment la catalase.
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l11.6.2. Identification par la galerie API20E

La galerie API20E (Appareillage et Procédé d'ldentification) est wun
ensemble de tests biochimiques miniaturisés et standardisés permettant

I'identification rapide des différentes souches isolées.
111.6.2.1. Préparation de la galerie

Réunir le fond et le couvercle d'une boite d'incubation et répartir de
I'eau dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide. Ensuite, déposer la

galerie de maniére stérile dans la boite d'incubation.
111.6.2.2. Préparation de l'inoculum

Dans un tube stérile contenant 5 ml d'eau physiologique, prélevez une
seule colonie de la bactérie bien isolée sur le milieu gélosé. Réalisez ensuite

une suspension bactérienne de 0.5 sur I'échelle de MacFarland.
111.6.2.3. Inoculation de la galerie

Introduisez la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a ['aide
d’une pipette paster ou de micropipette (afin d'éviter la formation de bulles
au fond des tubes, posez la pointe de la pipette sur le c6té de la cupule en

inclinant Iégerement la boite d'incubation vers I'avant).
Pour les tests CIT, VP et GEL, remplissez le tube et la cupule.

Pour les tests ADH, LDC, ODC, H,S et URE, créez une anaérobiose en

remplissant leur cupule d'huile de paraffine.
Pour les autres tests, remplissez uniquement les tubes.
Refermez la boite d'incubation et incubez a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
111.6.2.4. Lecture et interprétation des résultats

Les réactifs pour les tests indirects TDA, VP, IND ont été ajoutés. Les
lectures ont été réalisées apres 24 et 48 heures. Les résultats obtenus ont été

interprétés en utilisant le site https://lab.upbm.org.
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Figure 9: Aspect de la galerie API20E avant incubation

lll.7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme la concentration minimale d’un antibiotique
qui inhibe la croissance in vitro de 99% de la population bactérienne testée. En
pratique, la CMI est la plus faible concentration d’une gamme de dilutions
d’antibiotique de demi en demi qui entraine [Iinhibition de toute croissance

bactérienne visible.

La CMI a été mesurée pour cing antibiotiques : ampicilline, colistine,

ceftazidime, gentamicine et vancomycine.
l1l.7.1. Préparation de I'inoculum pour la mesure de la CMI
l11.7.1.1. Norme de turbidité pour la préparation de I'inoculum

Pour standardiser la densité de l'inoculum pour un test de sensibilité,
une norme de turbidité de 0,5 McFarland a été utilisée. Cette norme de
McFarland originale est obtenue en mélangeant des quantités spécifiées de
chlorure de baryum et d'acide sulfurique, ce qui provoque la formation d'un

précipité de sulfate de baryum et rend la solution trouble.

Pour préparer un étalon de standard 0,5 McFarland, il faut mélanger
0,05 ml de chlorure de baryum dihydraté a 1,175% (BaCl,2H,O) avec 9,95 ml
d'acide sulfurique a 1% (H.SO4). Ce mélange donne une suspension contenant
approximativement 1 a 2 x 10% unités formant des colonies (UFC)/mL pour

Escherichia coli ATCC 25922.

L'évaluation visuelle a été utilisée pour ajuster la densité de l'inoculum.
Une source de lumieére appropriée a été utilisée pour comparer visuellement

le tube d'inoculum avec le standard McFarland de o,5.
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l1l.7.1.2. Préparation des solutions mere d’antibiotiques

Pour réaliser une série de dilutions logarithmiques d'antibiotiques, Ia
méthode consiste a préparer une solution mére initiale de 5120 pg/mL. Cette
concentration est ensuite soumise a des dilutions successives de 12 en
utilisant de I'eau distillée stérile, afin d'obtenir une série de concentrations
allant de 1,25 pg/mL a 5120 pg/mL. Les solutions d'antibiotiques ainsi
préparées sont ensuite conservées a 4 °C, a l'abri de la lumiére, et doivent étre
utilisées dans un délai ne dépassant pas 7 jours afin d'éviter toute perte

d'activité antibiotique.
l1.7.2. Méthode de la microdilution

L'inoculum a été préparé en suspendant des colonies isolées choisies
parmi une culture en boite de Petri pendant 16 a 24 heures dans une solution
physiologique. La suspension a été ajustée pour correspondre a la norme de
turbidité de 0,5 McFarland en utilisant de I'eau physiologique et en agitant
vigoureusement. Pour la méthode de microdilution, une dilution de 1/200 est
souhaitable pour obtenir une concentration finale d'environ 5 x 10% UFC/puits.
Pour cela, 5 yL de la suspension ont été dilués dans o,1 mL de milieu MH
additionnés d’antibiotique. La croissance des bactéries a été observée a I’ceil
nu apres 24 h d’exposition a I'antibiotique a 37 °C. La concentration minimale
inhibitrice, est la plus faible concentration d'antibiotique ou il n’y a pas de

croissance bactérienne visible.
111.7.3. Méthode de dilution en gélose

La méthode de dilution en gélose nécessite une dilution de 1:10 de Ia
suspension de McFarland 0,5 dans de I'eau physiologique afin d'obtenir une
concentration de 107 UFC/mL. L'inoculum final sur MH agar additionnés
d’antibiotique sera d'environ 104 UFC par spot de 3 mm de diametre, en
utilisant 2 pL d'inoculum. Les spots sont mis a sécher a température ambiante
durant 15 a 30 min, ensuite les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures.
La CMI est définie a partir de la premiére boite de la série dépourvue de

croissance microbienne.
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lII.8. Procédure pour effectuer le test de diffusion de disque

(Antibiogramme)
111.8.1. Inoculation de boites de test

L’inoculation des boites a été réalisée a I'aide d’un écouvillon stérile, la
procédure a consisté de plonger I’écouvillon dans la suspension ajusté 15
minutes suivant I’étalonnage de la turbidité de I'inoculum a 0,5 MacFarland.
L'écouvillon devait étre tourné et pressé fortement contre la paroi interne du

tube au-dessus du niveau de liquide, pour éliminer I'excés de I'inoculum.

La surface séchée d'une boite de gélose MH a été inoculée en étalant
’écouvillon sur toute la surface de la gélose stérile. Cette procédure a été
répétée en stries deux fois, en faisant tourner la boite d'environ 60° a chaque

fois pour assurer une distribution uniforme de l'inoculum.

Le couvercle peut étre laissé entrouvert pendant 3 a 5 minutes, mais pas
plus de 15 minutes, afin de permettre I'absorption de I'excés d'humidité

superficielle avant I'application des disques imprégnés d’antibiotiques.
111.8.2. Application de disques sur des boites d'agar inoculées

Les disques d’antibiotiques (Tableau 3) ont ensuite été distribués a la
surface de la boite inoculée. Chaque disque a été enfoncé pour assurer un
contact complet avec la surface de la gélose. Que les disques aient été placés
individuellement ou avec un dispositif de distribution, ils ont été répartis
uniformément de maniere qu'ils ne soient pas inférieurs a 24 mm de centre a
centre. Normalement, il ne faut pas placer plus de 5 a 6 disques sur une boite

de 100 mm.

Les boites ont été inversées (couvercle vers le bas) et placées dans un

incubateur réglé a 37°C dans les 15 minutes suivant I'application des disques.
111.8.3. Lecture de boites et interprétation des résultats

Aprés 16 a 18 heures d'incubation, les zones d’inhibitions ont été

mesurées au millimétre pres, a I’aide d’une regle.
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Les diameétres des zones d'inhibition ont été interprétés en se référant
aux diametres discriminants fixés par CLSI M100-S (Clinical and Laboratory

Standards Institute) (CLSI, 2012).

Tableau 2: Les antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme

Symbole Antibiotique Famille La charge de disque par mg

AUG Amoxicilline +acide clavulanique Béta-lactamines 30
CAZ Ceftazidime Béta-lactamines 30
IMP Imipenéme Béta-lactamines 10

C Chloramphénicol Phenicoles 30

CN Gentamicine Aminoglycosides 10
SXT Sulfaméthoxazole/Triméthopri Sulfamides 25

me
TE Tétracycline Cycline 30

111.8.4. Recherche des BLSE (Béta-lactamases a spectre étendu)

La production d’une B-lactamase a spectre étendue (BLSE) a été étudiée
en utilisant des tests de synergie sur gélose MRS ou MH. Des disques de
céphalosporines de 3éme génération (C3G) (céftazidime) ont été placés a 2 ou
3 cm d’un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (Jarlier et al., 1988). La
présence d’une BLSE a été caractérisée par la description d’une image de
synergie en « bouchon de champagne » en raison de [I'effet inhibiteur de

I’acide clavulanique (Siu et al., 2003).
l1l.9. Recherche de bactériophages

Les bactériophages capables d'infecter diverses espéces de bactéries et
de mettre en évidence leur effet antibactérien naturel comparable a celui d'un
antibiotique. Les bactériophages sont isolés a partir d’échantillons d’eaux
usées, incubés avec la bactérie cible pour étre ensuite sélectionnés selon leur

capacité d’amplification.
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I11.9.1. Culture bactérienne

Les bactéries ciblées dans le cadre cette étude sont des souches de
référence  Escherichia coli, Pseudomonas aerginosa, Enterococcus faecalis,
Klebsiella oxytoca, Listeria innocua et Acinetobacter baumannii. Toutes les

souches bactériennes sont cultivées a 37°C dans le milieu de culture Luria-Bertani
(LB).
l1l.9.2. Isolement des bactériophages

Les bactériophages sont isolés a partir d'échantillons d'eaux usées. Tout
d'abord, 100 pL d'échantillon sont mis en contact avec la bactérie cible (500
pL) dans 5 mL de milieu LB a 37°C pendant toute la nuit. Ensuite, I'échantillon
amplifié est centrifugé pendant 30 minutes a 4500 tours/minute. Le
surnageant est filtré a I'aide d'un filtre de porosité de 0,45 pm. Une série de
dilutions a moitié allant jusqu'a une dilution de 107 des bactériophages isolés
est préparée dans du CaCl, a une concentration de 11 g/L. 100 pL de chaque
dilution sont prélevés et étalés sur un secteur (comme illustré dans la figure ci-
dessous) d’un tapis bactérien composé de la bactérie cible. Les boites de Petri

contenant les dilutions sont ensuite incubées a 37°C pendant toute la nuit.
lll.9.3. Synergie phages |/ Antibiotique

La synergie entre les bactériophages et les antibiotiques désigne I'effet
bénéfique obtenu grace a l'utilisation combinée de ces deux approches pour
traiter les infections bactériennes. Cette combinaison permet de tirer parti
des avantages distincts des bactériophages, qui ciblent spécifiquement les
bactéries, et des antibiotiques, qui agissent directement sur les bactéries, afin
d'améliorer l'efficacité du traitement. Dans notre étude, nous avons évalué la
synergie entre la ceftazidime, wun antibiotique de la classe des
céphalosporines, et un mélange de bactériophages isolés, dans le but de
déterminer les effets conjoints de ces deux approches sur l'inhibition

bactérienne.

Le protocole consistait a étaler la souche a tester sur milieu LB. Deux

disques ont été déposés sur la surface de la boite de Pétri. Le premier disque
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contenait uniquement de la ceftazidime, tandis que le deuxiéme disque était
chargé avec 10 pL d'un mélange de bactériophages dilué 1/2 dans du CaCh. A
titre de témoin, 10 pL de CaCl, seul a été ajouté seule sur la gélose LB. Aprés 15

min, les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures.
lll.10. Extraction de I’ADN plasmidique

La résistance aux bétalactamases a spectre étendu (BLSE) est
couramment associée a ['acquisition de plasmides portant les genes codant
pour ces enzymes chez les bactéries. Afin d'explorer cette acquisition de
résistance, nous avons réalisé des recherches pour déterminer la présence de
plasmides dans les souches productrices de BLSE. La détection de plasmides
dans ces souches peut indiquer qu'elles ont acquis la capacité de produire des
BLSE par transfert horizontal. Pour confirmer cette hypothése, nous pouvons
procéder a un curage des plasmides, c'est-a-dire a ['élimination des plasmides
de la bactérie. Si la souche de bactérie perd la production de BLSE aprés le
curage, cela soutiendrait l'idée que la présence des plasmides était lide a
I'acquisition de la production de BLSE. L'analyse de [l'effet du curage des
plasmides sur la production de BLSE permettrait de mieux comprendre le rdle
des plasmides dans le développement de la résistance aux béta-lactamases a

spectre étendu.
lll.11. Protocol d’extraction d’ADN plasmidique
lll.11.1. Récupération et lavage des cellules

Une centrifugation a 4000 tours pendant 12 minutes est réalisée sur 1,5
mL de chaque suspension bactérienne préparée précédemment. Ensuite, le
méme volume est prélevé et soumis a une deuxieme centrifugation afin
d'obtenir un culot bactérien dense et cohérent. Enfin, le culot est suspendu

dans 150 pl de tampon Tris-HCl 20 mM a pH 8, contenant 10 mM d'EDTA.
lll.11.2. Lyse bactérienne

On ajoute 300 pl d'une solution extemporanée de NaOH 0,2 M et de
SDS a 1 % a la suspension préparée précédemment, et on laisse agir pendant 5

minutes.
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l1l.11.3. Purification de PADN plasmidique

Un volume de 225 pl d'acétate de potassium (KAc) 3 M, a pH 5,2, est
ajouté au lysat bactérien puis la suspension est mélangée par retournements
successifs 6 a 10 fois, ensuite les tubes sont placés dans de la glace pendant 10

minutes.

Aprés centrifugation pendant 10 min a 12 000 g a température
ambiante, un volume v de surnageant (4o00pL) est additionné de 2v d’éthanol
absolu (800 pL) a —20°C et placé a —20°C pendant 30 minutes pour précipiter
PADN plasmidique. Les tubes sont centrifugés 15 minutes a 12000 g a 4°C. Le
culot est remis en suspension dans 300 pL d’éthanol a 75%, recentrifugée 15
min a 12000 g a 4°C. Le culot est séché quelques minutes a 37°C pour éliminer

’éthanol puis remis en suspension dans 20 pL du tampon TE (Tris-HCl 10 mM,

pH 8, avec EDTA 1 mM).
l11.11.4. Electrophorése sur gel d’agarose
l1l.11.4.1. Préparation du gel

Dans un erlenmeyer dissolvez 0,2 g d'agarose dans 20 mL du tampon
TEA 1X (Tris base 40 mM, Acétate de sodium 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3) en
utilisant un bain-marie jusqu'a ce que I'agarose soit complétement dissous.
Versez le mélange dans le moule a gel en présence des peignes, puis laissez le

gel solidifier pendant environ 30 minutes (Figure 10).

\

- —

Figure 10: Préparation de gel d’agarose pour électrophorese.
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lll.11.5. Chargement d’échantillons

Retirez les peignes du gel et placez le gel dans la chambre
d'électrophorése. Ajoutez suffisamment de tampon TAE pour recouvrir le gel,
puis chargez les échantillons dans les puits de gel (Figure 11), en utilisant 10 pL
d'échantillon par puits et mélangez-les avec 10 pL du tampon de charge (bleu

de bromophénol 0,25% (p/v), glycérol 40%, EDTA 1 mM, pH 8).

Figure 11: Chargement des échantillons d’ADN dans les puits du gel d’agarose

I11.11.6. Electrophorése

Sous I'application d'une tension constante de 80 volts, la migration
s'effectue de la cathode vers l'anode. Le déplacement du colorant bleu de
bromophénol est utilisé pour suivre cette migration. Pour la visualisation des
bandes d'ADN, une solution de bromure d'éthidium (BET) est préparée avec
une concentration appropriée, telle que 0,5 a 1 ug/ml. Le gel est ensuite
immergé dans cette solution de BET et laissé a incuber pendant environ 15
minutes. Aprés l'incubation, le gel est placé sur une source de [umiére
ultraviolette (UV) afin de visualiser les bandes d'ADN. Sous lillumination UV,
les bandes d'ADN  plasmidiques  apparaitront comme des bandes

fluorescentes, permettant leur observation et leur analyse ultérieure.
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Figure 12: Configuration du générateur d'électrophorése et du systeme
d'électrophorese
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L'objectif de cette étude est de mener une investigation sur la présence
de bactéries multi-résistantes dans les effluents hospitaliers non traités de
['établissement hospitalier HAMDANE Bakhta a Saida. La premiere étape
essentielle de cette étude consiste a effectuer un dénombrement précis de la
flore résistante présente dans ces effluents. Cette évaluation quantitative
permettra d'obtenir des informations cruciales sur [l'ampleur de |Ia
contamination par des bactéries résistantes, en particulier celles présentant
une résistance aux antibiotiques de dernier recours tels que la ceftazidime, la
colistine et la vancomycine. L'identification et la quantification précises de ces
bactéries multi-résistantes joueront un réle clé dans I'évaluation du risque
potentiel pour la santé publique et dans la mise en place de mesures
appropriées pour prévenir la propagation de ces souches résistantes dans

I'environnement hospitalier.
IV.1. Dénombrement de la flore totale et la flore résistantes

Dans cette étude, nous avons procédé au dénombrement de la flore
totale ainsi que de la flore résistante présente dans les échantillons d'eaux

usées. Pour ce faire, nous avons utilisé la formule suivante, basée sur la loi :
N=3>C/(Vx11d)

N représente le nombre d'unités formant colonies (UFC) par gramme ou

par millilitre de produit initial,
>C correspond a la somme totale des colonies comptées,

d est le taux de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été

obtenus,
et Vreprésente le volume de solution déposée.

L'objectif principal de notre étude était d'isoler et de caractériser les
especes bactériennes résistantes présentes dans les eaux usées. Les résultats
ont révélé une concentration moyenne de 1 x 107 UFC/mL pour la flore totale
sur le milieu Mac Conkey. En revanche, nous avons dénombré 2,6 x 10°

UFC/mL pour la flore résistante a la ceftazidime et 1,4 x 10> UFC/mL pour la
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flore résistante a la colistine. Sur le milieu Slanetz et Bartley, la flore totale a

été dénombrée a 104 UFC/mL, tandis que la flore résistante a la vancomycine

était présente a une concentration de 2,4 x 102 UFC/mL.

Ces résultats indiquent clairement que les eaux usées sont fortement
contaminées par des bactéries. Nos observations rejoignent celles de Ekhaise
et Omavwoya, qui a constaté une moyenne de 107 a 108 UFC/mL de bactéries a
Gram négatif, principalement représentées par les entérobactéries, dans les
eaux usées hospitaliers (Ekhaise and Omavwoya, 2008). Il a également noté
que le nombre de micro-organismes pouvait étre multiplié par 1000 dans les
eaux de riviere aprés le rejet des eaux usées urbaines (Baumont, 2004). En ce
qui concerne les entérocoques, correspondant a des colonies noires sur le
milieu Slanetz et donc présumées étre des entérocoques, le dénombrement a
révélé 10* UFC/mL pour la flore totale et 2,4 x 10> UFC/mL pour la flore
résistante, ce qui est conforme aux travaux de Varela et al. (2013) qui ont
estimé un nombre total compris entre 10? et 10* UFC/mL et entre 10' et 103

UFC/mL pour la flore résistante a la vancomycine.

La résistance observée dans cette étude peut étre attribuée a la
présence de résidus d'antibiotiques non métabolisés dans les effluents
hospitaliers, ce qui contribue largement a la sélection de Dbactéries
multirésistantes dans les eaux usées. Cette hypothése est soutenue par le

travail Islam (2008).

Ces constatations soulignent l'importance de surveiller et de traiter
correctement les effluents hospitaliers afin de prévenir la propagation de

bactéries résistantes dans I'environnement.
IV.2. Isolement et identification des isolats

Sur Sur le milieu MacConkey, les colonies présentent une variété de
formes (rondes), de tailles (petites, moyennes et grandes) et de couleurs
(rose clair, rose foncé, blanc). En revanche, sur le milieu Slanetz et Bartley, les

colonies sont de petite taille et ont une couleur noire.
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A partir de ces colonies, nous avons procédé a l'isolement et a
I'identification des isolats bactériens résistants a la colistine (Figure 13 A), a la
ceftazidime (Figure 13 B) et a la vancomycine (Figure 14). Pour ce faire, nous
avons choisi aléatoirement quatre a cing colonies isolées de la flore résistante
a partir de chaque boite de Petri contenant les échantillons. Chaque colonie

prélevée a ensuite été inoculée dans un bouillon nutritif puis sur GN.

La pureté des cultures a été vérifiée en effectuant des repiquages
successifs sur gélose GN, suivis d'une incubation a 37 °C pendant 24 heures.
Cette étape a été répétée jusqu'a ce que des colonies présentant une taille,
une forme et une couleur identiques soient obtenues, ce qui témoigne de la

pureté des souches bactériennes isolées (Idoui et al., 2009).

(@) (b)
Figure 13: Aspect des colonies sur le milieu MacConkey :( a ) avec la Ceftazidime et (b)
avec la Colistine

Figure 14: Aspect des colonies sur le milieu Slantez et Bartely en présenc de la
Vancomycine
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IV.2.1. Examen microscopique des isolats

Les isolats bactériens obtenus a partir du milieu MacConkey ont été
examinés au microscope optique apres coloration de Gram avec un
grossissement X 1000. Les bactéries observées étaient de couleur rose, ce qui
indique qu'elles ne retiennent pas la coloration de Gram. Elles étaient parfois
isolées et parfois regroupées, et présentaient des formes de coccobacilles ou
de bacilles. En revanche, les bactéries isolées a partir du milieu Slanetz et
Bartley étaient de couleur violette et retenaient la coloration de Gram. Elles
avaient une forme cocci ou ovoide. Un exemple d'aspect microscopique des

souches Co3 et V1 est présenté dans la figure 15.

O3 Vi
Figure 15: Aspect microscopique de la souche Co3 (coccobacille) et V1 (cocci) au

grossissement X 1000
IV.3. Critéres biochimiques
IV.3.1. Recherche de P’activité catalase

Les résultats du test de catalase, réalisé dans le cadre de I'étude du type
respiratoire des bactéries Gram négatif, ont révélé que la plupart des souches
de ce groupe présentaient un dégagement gazeux, témoignant de Ia
présence de Il'enzyme catalase. Il convient de noter que certaines familles de
bactéries Gram négatif, telles que les Enterobacteriaceae, ont été rapportées
comme étant catalase positives (Taylor and Achanzar, 1972), ce qui signifie
gu'elles produisent I'enzyme catalase. En revanche, toutes les souches de

bactéries Gram positif ont été identifiées comme catalase négatives, ne
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produisant aucun dégagement gazeux, ce qui suggere l|'absence de I'enzyme
catalase. Il a été rapporté que certaines familles Gram positif, comme les

Enterococaceae, sont catalase négatives (Facklam and Elliott, 1995).

La catalase joue un réle crucial en neutralisant les effets bactéricides du
peroxyde d'hydrogene, et sa présence dans les bactéries est souvent associée

a leur potentiel pathogéne (Reiner, 2010).

\

N
Figure 16: Résultat du test de catalase pour la souche Co3

IV.4. Identification biochimique

La galerie APl 20 E a été utilisée pour affiner nos résultats dans
I'identification des souches bactériennes isolées sur milieu MacConkey. Au
total, 20 souches présomptives ont été sélectionnées pour ['analyse

approfondie.

Voici quelques exemples de résultats d'identification pour chaque genre
identifié

Souches Co3

Le tableau et la figure suivants présentent les résultats de lI'inoculation

de la souche Co3 dans la galerie APl 20 E aprés une incubation de 24 heures a

37°C.
Tableau 3 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche Co3
Test ONPG  ADH LDC oDc ar H2S URE  TDA IND VP
Résultat + + + - + . o - + +
Test GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY  ARA
Résultat + + + - - . o - +
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Figure 17: Résultat de la galerie API20E de la souche Co3

A

Les résultats biochimiques obtenus a partir de I'inoculation des galeries
APl ont été remplis dans la grille des résultats dans le site web

https://lab.upbm.org
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Figure 18: : Capture d'écran de I'affichage de grille d'identification de Ia
souche Co3 par le site web https://lab.upbm.org.

A partir du catalogue analytique, il s’avére que la souche Co3 correspond

a Aeromonas hydrophila Gr2
Souche Cet1

Le tableau et la figure suivants présentent les résultats de lI'inoculation

de la souche Co11 dans la galerie APl 20 E aprés une incubation de 24 heures a

37°C.
Tableau 4: Résultat de la galerie API20E de la souche Ce11
Test ONPG  ADH LDC opc ar H2S URE  TDA IND VP
Résultat + + - = + - - - +
Test GEL GLU  MAN INO SOR RHA SAC MEL ~ AMY  ARA
Résultat - + + - - - + - - +
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A partir du catalogue analytique, il s’avére que la souche Ce11
correspond a Vibrio fluviatis.

yopi ¢
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Figure 19: Résultat de la galerie API20E de la souche Ce 11

Les résultats biochimiques obtenus a partir de I'inoculation des galeries
APl ont été remplis dans la

https://lab.upbm.org

grille des résultats

dans le site

web

Figure 20: Capture d'écran de l'affichage de grille d'identification
Ce11 par le site web https://lab.upbm.org.

Souche Ce13

de la souche

Le tableau et la figure suivants présentent les résultats de I'inoculation

de la souche Ce13 dans la galerie APl 20 E apres une incubation de 24 heures a
37°C.

Tableau 5: Résultat de la galerie API20E de la souche Ce13

Test ONPG ADH LDC oDC CIT H2S URE TDA IND VP
Résultat + + - - - - - + + +
Test GLE GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA
Résultat - +
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Figure 21: Résultat de la galerie API20E de la souche Ce13

Les résultats biochimiques obtenus a partir de l'inoculation des galeries

APl ont été remplis dans la grille des résultats dans le site web

https://lab.upbm.org
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Figure 22: Capture d'écran de ['affichage de grille d'identification de la

souche Ce13 par le site web https://lab.upbm.org.

A partir du catalogue analytique, il s’avére que la souche Ce13

correspond a Providencia rettgri.
Souche Ce14

Le tableau et la figure suivants présentent les résultats de I'inoculation

de la souche Co11 dans la galerie APl 20 E apreés une incubation de 24 heures a

37°C.
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Tableau 6 : Résultat de la galerie API20E de la souche Ce 14

Test ONPG ADH LDC OoDC CT H2S URE TDA IND VP
Résultat + - - - = o - . - -

Test GLE GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA
Résultat + + + - + = + = + ¥

Figure 23: Résultat de la galerie API20E de la souche Ce 14

Les résultats biochimiques obtenus a partir de l'inoculation des galeries
APl ont été remplis dans la grille des résultats dans le site web

https://lab.upbm.org

©

S W 5 = [ o - ol =y

a o (&) — w w L o a ] — ] E o (5] T

= o = [ A~ a T | o - - w

s F 9 9 83 ¥ 5 T E B8 B2 EQES ERIZ
+ @ O C 2 C)C OO 0O @@ ® O ® O ® O ® @
- O ® @ ® ®®©@ @®@®®® OO0 0O ® O® O@® C O
2 o OO0 y O O (@) P ) K (@R e @ e @ He (e (&)

Figure 24: Capture d'écran de l'affichage de grille d'identification de la souche
Ce14 par le site web https://lab.upbm.org.

A partir du catalogue analytique, il s’avere que la souche Ce14

correspond a Proteus Vulgaris.
Souche Co8

Le tableau et la figure suivants présentent les résultats de ['inoculation
de la souche Co3 dans la galerie APl 20 E aprés une incubation de 24 heures a

37°C.
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Tableau 7 : Résultat de la galerie API20E de la souche Co8

Test ONPG ADH LDC oDC (d)) H2S URE TDA IND VP
Résultat + + - + - - - ¥

Test GLE GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA
Résultat - + + = + & + + + +

Figure 25:Resultat de la galerie API20E de la souche Co8

Les résultats biochimiques obtenus a partir de I'inoculation des galeries
APl ont été remplis dans la grille des résultats dans le site web

https://lab.upbm.org
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Figure 26: Capture d'écran de l'affichage de grille d'identification de la souche
Co8 par le site web https://lab.upbm.org

A partir du catalogue analytique, il s’avere que la souche Co8 correspond

a Citrobacter koseri

Pour les autres souches les résultats obtenus apres identification par

galerie API 20E sont représentées dans le tableau 9.
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Tableau 8 : Résultats de I'identification des souches par galerie API 20E.

4] < n ~N 0 a ] ) o o o - ~ (] < n
Souches S o o ] Q a ° S 3 - o o < - o
() o o o o o S o IS} o [ Q Q () o
o o 0 A = o a0 a a0 o a
S S S S S S S S S S S
£l 8|82 |8 2|58 |8| 5|8 |8 |5 |=|5|5|3
Forme S 8 8§ ¢ % OB T S8 T ST OB g & & & & ¢
Iv] v] bv] V] V] o O v vl O o o) oo o o o 9
(e] (e} (e} o (e] (e] (e} o (o] (¢] o
v ) Y v Y v Y v Y v Y
Type de Gram - - - - - - - - - - - - - -
Catalase + + + + + + + + + + + + + + + + +

% d'identification = 86.6 99.1 866 866 99.9 898 998 919 918 812 725 651 837 887 100 100 913

Identification

Genre/espéce

Aeromoans hydropila Grl
Aeromoans hydropila Gr2
Aeromoans hydropila Grl
Aeromoans hydropila Grl
Aeromoans hydropila Grl
Citrobacter koseri
Aeromoans hydropila Gr2
Aeromoans hydropila Gr2
Aeromoans hydropila Gr2
Aeromoans hydropila Gr2
Vibrio flavutis
Aeromoans hydropila Gr2
Vibrio flavutis
Vibrio flavutis
Providencia rettgri
Proteus vulgaris
Aeromoans hydropila Grl

A

L'identification des souches bactériennes a Gram négatif isolées des
effluents hospitaliers a été réalisée a l'aide de la galerie APl 20E. Cette analyse
a permis de sélectionner 18 souches différentes, dont 12 souches d'Aeromonas
hydrophila. La distinction entre ces souches s'est basée sur leurs utilisations et
leurs fermentations des sucres. Parmi ces souches, les souches Co13 et Co19
ont montré une fermentation positive pour tous les sucres testés, tandis que
la souche Ce17 n'a fermenté que le glucose. Cette derniere a donné des
résultats négatifs pour tous les autres tests, a I'exception des tests de

gélatine, de citrate et de VP, qui se sont révélés positifs.

En outre, trois souches de Vibrio fluviatis ont été identifiées, parmi
lesquelles la souche Co9 a présenté un test de gélatine positif, tandis que les
souches Ce11 et Cet12 étaient négatives. De plus, une souche de Citrobacter

koseri, Proteus rettgeri et Proteus vulgaris a également été identifiée.

Il convient de noter que ces résultats d'identification sont basés sur les
caractéristiques biochimiques observées dans la galerie APl 20E et qu'ils
fournissent des indications préliminaires sur les especes bactériennes
présentes dans les échantillons d'effluents hospitaliers. Des méthodes

supplémentaires, telles que la confirmation par des tests supplémentaires ou
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['utilisation de techniques moléculaires, peuvent étre nécessaires pour une

identification plus précise des souches bactériennes.

Plusieurs études ont démontré la présence de bactéries appartenant aux
genres Aeromonas (Janda and Abbott, 2010), Citrobacter, Proteus (Mutuku et
al.,, 2022), Vibrio (Osuolale and Okoh, 2018), Providencia (Ojer-Usoz et al., 2014)
dans les effluents hospitaliers. Ces genres bactériens sont d'intérét en raison
de leur potentiel pathogene et de leur capacité a survivre et se propager dans

les environnements hospitaliers.

Un total de 12 souches a Gram positif ont été isolées a partir du milieu
Slanetz et Bertelay. Ces souches ont été numérotées de Vo1 a Vo12 pour
faciliter leur référencement ultérieur. Les colonies isolées présentent un
aspect macroscopique distinctif, se caractérisant par une coloration noire.
Cette observation suggére une possible réaction positive a [I'esculine, ce qui
présume la présence d'Enterococcus spp. dans les échantillons d'eau des

effluents.

Cependant, il est primordial de souligner que cette présomption
nécessite une confirmation ultérieure par le biais de tests biochimiques
spécifiques, tels que ceux disponibles dans les galeries APl 20 Strep, ou
d'autres méthodes d'identification appropriées. Ces tests permettront de
confirmer de maniére concluante l'identification de ces souches présumées

comme étant des Enterococcus spp.

Il est important de noter que la coloration noire des colonies, associée a
une réaction positive a I'esculine, est souvent observée chez les espeéces
d'Enterococcus, en particulier Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium.
Cependant, d'autres espéces ou genres bactériens pourraient également
présenter des caractéristiques similaires. Par conséquent, il est essentiel de
procéder a des tests de confirmation supplémentaires pour établir de maniere

définitive l'identification des souches isolées.

Pour confirmer l'identité des souches présumées comme Enterococcus

spp., il est recommandé de réaliser des tests biochimiques plus spécifiques,
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tels que ceux inclus dans les galeries APl 20 Strep, qui permettront de
déterminer les caractéristiques métaboliques et phénotypiques des souches
isolées. Ces analyses supplémentaires permettront de fournir des
informations plus détaillées sur l'identité et les propriétés des souches

d'Enterococcus spp présentes dans les échantillons d'eau des effluents.

I a également été rapporté que les entérocoques peuvent étre présents
dans les effluents hospitaliers. Les entérocoques appartiennent
principalement aux espeéces Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium sont
souvent considérées comme des indicateurs de contamination fécale et
peuvent é&tre trouvées dans I'environnement hospitalier en raison de |Ia

présence de patients infectés ou colonisés (Varela et al., 2013).
IV.5. Mesure de la concentration minimale inhibitrice

La CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) est définie comme la plus
faible  concentration  d'antibiotique  capable  d'inhiber la  croissance
bactérienne. Dans notre étude, la détermination de la CMI a été réalisée en
utilisant deux techniques différentes. La premiere technique repose sur
['utilisation d'un milieu solide, tandis que la deuxieme technique utilise Ia

micro-méthode en milieu liquide.
La CMI en milieu solide

La détermination de Ila CMI en milieu solide présente plusieurs
avantages. Tout d'abord, elle permet d'évaluer Ila sensibilité de plusieurs
souches bactériennes simultanément, ce qui est particulierement utile dans
les études comparatives. De plus, cette méthode offre une grande précision,
ce qui permet méme de détecter visiblement une Iégeére croissance

bactérienne sur le milieu solide, facilitant ainsi I'interprétation des résultats.

Un exemple des résultats obtenus dans notre étude est présenté dans la
Figure 27. Les résultats montrent que les souches bactériennes ont été
capables de se développer jusqu'a wune concentration de 8 pg/mL
d'antibiotique. Au-dela de cette concentration, la plupart des souches ont

cessé de croftre, ce qui suggere une CMI d'environ 16 pg/mL pour ces souches.
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Cependant, il convient de noter que les souches Co7 et Ce16 ont montré une
résistance plus élevée, survivant jusqu'a une concentration de 32 pg/mL, ce

qui suggére une CMI plus élevée pour ces souches spécifiques.

Milieu GN +8pg/mL colistine Milieu GN +16pg/mL colistine

Figure 27: Détermination de la CMI des souches vis-a-vis de la colistine par la
méthode de dilution en milieu solide.

La micro-méthode

La micro-méthode consiste a utiliser une seule plaque de 96 puits pour
mesurer la CMI de 8 souches simultanément. Cette méthode utilise une petite
quantité de milieu de culture (quelques dizaines de microlitres par puits). Un
exemple des résultats obtenus est présenté dans la figure 28 ou la CMI de Ia

souche Ce9 est de I'ordre de 8ug/mL envers la colistine.

023 ul»’g) gj gi’g VQ’H
Ce9 ; W CMI 8pg/mL

Yy

7/_‘;»! *
000

A A
CIOC

) 1&1
N )
o _\?'\
A‘\ g s

A8

N

Figure 28: Détermination de la CMI de la souche Ce9 vis-a-vis la colistine par la
méthode de dilution en milieu liquide (micro-dilution).

Les résultats de la CMI obtenus sont présentés dans les tableaux 9 et 10.
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Tableau 9: Concentration minimale inhibitrice (ug/mL) des souches a Gram négatif vis-
a-vis des différents antibiotiques.

(S) : Sensible, (R) : Résistante, (1) : Intermédiaire.

Souches Colistine = Ceftazidime Ampicilline  Gentamycine Vancomycine
Co2 16(R) >128(R) >512(R) 256(R) 512(R)
Co3 16(R) 8(1) >512(R) 4(S) 4(S)
Co4 16(R) 325(R) >512(R) 128(R) 256(R)
S Cos 16(R) 4(S) >512(R) 64(R) 512(R)
£ Coy >16(R) 4(S) >512(R) 64(R) 512(R)
S Co9 16(R) >128(R) >512(R) 64(R) 512(R)
E‘ Co12 >16(R) >128(R) >512(R) >512(R) >512(R)
. Co19 16(R) 64(R) >512(R) >512(R) >512(R)
< Co20 16(R) 32(R) >512(R) 64(R) >512(R)
Ce10 16(R) >128(R) >512(R) 64(R) 512(R)
Ce1s 16(R) 8(1) >512(R) 128(R) 512(R)
Ce16 >16(R) >128(R) >512(R) 64(R) 512(R)
C. koseri Co8 16(R) 64(R) >512(R) 256(R) 512(R)
Ceg 8(R) >128(R) >512(R) 256(R) 512(R)
V. fluviatis Cen 8(R) 16(R) >512(R) 4(S) 512(R)
Cen2 8(R) 16(R) >512(R) 16(R) 512(R)
P. rettgri Ce13 8(R) 4(S) >512(R) 16(R) 512(R)
P. vulgaris Ce14 16(R) 16(R) 512(R) 256(R) 256(R)

Tableau 10: Concentration minimale inhibitrice (ug/mL) des souches a Gram pisitif de
Enterococcus spp vis-a-vis des différents antibiotiques.

(S) : Sensible, (R) : Résistante, (1) : Intermédiaire.

Souche Vancomycine Ampicilline Gentamycine

Vo1 >1024(R) 0.5(S) 128(R)

Vo2 >1024(R) 0.5(S) 512(R)

Vo3 >1024(R) 0.5(S) 128(R)

a Vo4 >1024(R) 1(S) 128(R)

= Vos >1024(R) 64(R) >512(R)

g Vo6 >1024(R) 1(S) 128(R)

S Vo7 >1024(R) 0.5(S) 128(R)

3 Vo8 >1024(R) 64(R) >512(R)
<

Ly Vo9 >1024(R) 32(R) 256(R)

Vo10 >1024(R) 1(S) 128(R)

Vo11 >1024(R) 1(S) 128(R)

Vo12 >1024(R) 1(S) 128(R)

IV.5.1. CMI de la colistine

Les souches de l'espéce A. hydrophila ont présenté des valeurs de CMI
pour la colistine > a 16 pg/mL, ce qui indique une résistance a cet antibiotique.
Traditionnellement, cette espece était considérée comme sensible a la
colistine, cependant, il a été observé récemment qu'elle a développé une
résistance a cet antibiotique. Des rapports antérieurs ont souligné que cette

résistance a la colistine peut étre attribuée a la présence de génes mcr, qui ont
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été détectés sur un plasmide (Esteve, 2015). Ces génes mcr présentent
différentes variantes qui ont montré une augmentation chez A. hydrophila
(Tansarli, 2018). Des études menées par un groupe de scientifiques ont révélé
que A. hydrophila présentait une résistance aux variantes mcr3-8 et mcr3-9.
Ces génes sont régulés par des protéines MCR localisées dans la membrane
interne (Venter, 2017), qui modifient les lipopolysaccharides (LPS). Cette
modification des LPS confeére une résistance a la colistine en altérant la charge
négative a laquelle la colistine se lie normalement (Anyanwu, Jaja and Nwobi,

2020).

Concernant P. vulgaris et P. rettgri, ces espéces sont naturellement
résistantes a la colistine (Talkit, 2014). En revanche, C. koseri est naturellement
sensible a la colistine (Vu-Thien, 1998). Cependant, il a été rapporté que des
cas de résistance a cet antibiotique pourraient étre associés a des mutations
et a I'émergence de nouveaux mécanismes d'adaptation. De plus, il a été
démontré dans plusieurs études que V. fluviatis présente également une
résistance a la colistine. Les résultats de ces études ont mis en évidence Ia
présence de mécanismes de résistance chez cette espece bactérienne envers

cet antibiotique (Fosse, Giraud-Morin and Madinier, 2003).
IV.5.2. CMI de la ceftazidime

Toutes les souches d'A. hydrophila ont été observées comme résistantes
a la ceftazidime, avec des valeurs de CMI variant entre 8 et plus de 128 pg/mL,
a l'exception des souches Co5 et Co7 qui se sont révélées sensibles avec une
CMI de 4 pg/mL. Selon la littérature, la résistance naturelle d'A. hydrophila a la
ceftazidime est médiée par des mécanismes chromosomiques (Aravena-
Roman et al., 2012), Cependant, la sensibilité a la ceftazidime observée dans

ces deux souches spécifiques pourrait étre due a des mutations acquises.

Pour P. wvulgaris et P. rettgri, les valeurs de CMI affichées sont
respectivement de 16 pg/mL et 4 pg/mL pour la ceftazidime. Le genre
Providencia est naturellement sensible a la ceftazidime. Cependant, pour le

genre Proteus, il a été rapporté que la résistance aux céphalosporines de type

59|Page



Partie IV. Résultats et discussion

est souvent due a la présence de céphalosporinases chromosomiques chez
ces bactéries (Bertrand, 2006). De méme, pour C. koseri, une CMI de 64 pg/mL
a été observée, ce qui indique une résistance a la ceftazidime. Cette résistance
peut étre justifiéee par sa capacité a produire des céphalosporinases
inductibles, comme rapporté dans certaines études (Vora and Auckenthaler,
2005). Pour les souches de l'espece V. fluviatis, les CMI ont été comprises
entre 16 pg/mL et 128 pg/mL. Selon une étude réalisée par Srinivasan et al.
(2006) la résistance peut étre acquise portée par un élément intégratif et

conjugué.
IV.5.3. CMI de ’ampicilline

Toutes les souches a Gram négatif sont caractérisées comme résistantes
avec une CMI = a 512 pg/mL. Le profil de résistance chez A. hydrophila a
I'ampicilline est corrélé aux phénotypes naturels de production de béta-
lactamase (Fosse, Giraud-Morin and Madinier, 2003). Pour P. vulgaris, les
souches sont naturellement sensibles a I'ampicilline. Cependant, dans notre
étude, nous avons observé l'acquisition d'une résistance a cet antibiotique,
qui peut étre attribuée a des mutations génétiques ou au transfert de genes
(Orrett and Davis, 2006). Cette résistance peut également é&tre associée a
I'émergence et a la propagation de nouveaux mécanismes de résistance, tels
que les béta-lactamases, capables de sécréter une grande diversité de béta-
lactamines plasmidiques. Ces mécanismes de résistance conférent aux
souches de P. vulgaris la capacité de dégrader et d'inactiver [|'ampicilline,

rendant ainsi I'antibiotique inefficace contre ces souches (Mahamat et al,

2006).

Concernant la résistance a I'ampicilline des autres espéces, des études
ont rapporté que V. fluviatis présente une résistance grace a la production de
pénicillinases codées par le gene blaTEM (Jiang et al., 2014). En revanche, chez
C. koseri et Providencia, la résistance a I'ampicilline est intrinseque et due a la

production d'ampicillinases de type C (Vu-Thien, 1998). Ces enzymes
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permettent a ces espeéces de dégrader et d'inactiver I'ampicilline, conférant

ainsi une résistance naturelle a cet antibiotique.

Parmi les entérocoques, seules trois souches sur douze sont résistantes,
a savoir Vos, Vo8 et Vo9, tandis que les autres sont sensibles. Cette résistance
peut étre due a la modification des protéines de liaison aux pénicillines (PLP5)
(Lee et al., 1978). De plus, il a été rapporté que la résistance a I’'ampicilline
peut étre également due a la production d’une enzyme béta-lactamase qui
inactive l'antibiotique en clivant le cycle du béta-lactame, ce mécanisme a été
décrit a la fois chez E. faecalis et E. faecium (Bryskier, 1999). Des mutations
proches du site catalytique seraient responsables de ['augmentation des

valeurs de CMI (Rice et al., 2004).
IV.5.4. CMI de la vancomycine

Toutes les souches d'A. hydrophila, a I'exception des souches Co3 et
Ce7, sont résistantes a la vancomycine. Des études ont rapporté que cette
résistance peut étre attribuée a la présence de plasmides jouant un réle dans
la résistance aux antibiotiques (Del Castillo et al., 2013). Quant aux autres
souches, telles que C. koseri, P. vulgaris, V. fluviatis et P. rettgri, elles

présentent une résistance naturelle a la vancomycine.

Les entérocoques sont naturellement sensibles a la vancomycine
(Maryse and Danielle, 2007). Cependant, nos souches présentent une
résistance notable avec une CMI qui peut atteindre ou dépasser 512 pg/mL.
Cette résistance peut étre attribuée a la modification de leur cible, ou le D-
Alanine-D-Alanine est remplacé par le D-Alanine-D-Lactate. Cette substitution
élimine l'une des cinq liaisons hydrogéne nécessaires pour la liaison de Ia
vancomycine a la chaine de peptidoglycane (Guardabassi and Agersg, 2006).
Ainsi, cette modification structurelle altére ['efficacité de Ila vancomycine

contre nos souches d'entérocoques résistantes.
IV.5.5. CMI de la gentamicine

Les résultats de la CMI pour la gentamicine varient de 4 a 512 pg/mL.

Toutes les souches, a I'exception de la souche Co3 d'A. hydrophila et de Ia
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souche Ce11 de V. fluviatis, ont été caractérisées comme résistantes a cet
antibiotique. Normalement, les souches d'A. hydrophila sont sensibles a la
gentamicine, cependant, des cas de résistance acquise a cet antibiotique ont
été rapportés récemment pour cette espéce (Moellering Jr, 1977; Odeyemi

and Ahmad, 2017).

Les Proteus sont naturellement sensibles a la gentamicine, mais une
résistance significative a été détectée dans notre étude. Des recherches
antérieures ont également souligné que cette résistance peut résulter de
mutations génétiques spécifiques (Feglo et al., 2010). En ce qui concerne les
Vibrio, ils présentent une résistance multiple a la gentamicine, comme ['ont
démontré plusieurs études (Elexson et al, 2014). Cette résistance est le
résultat de mécanismes complexes, tels que [l'acquisition de génes de
résistance ou des modifications au niveau des cibles de [I'antibiotique.
Normalement sensibles a la gentamicine, les Citrobacter ont montré,
contrairement aux attentes, une résistance lors de cette étude. Bien que les
études antérieures aient généralement indiqué leur sensibilité a cet
antibiotique (Delmas, 2005), nos résultats révélent une situation différente. La
résistance observée chez les Citrobacter peut étre attribuée a divers facteurs,
tels que la présence de génes de résistance ou des mécanismes d'inactivation

enzymatique.

En revanche, Providencia présente wune résistance acquise a la
gentamicine, comme cela a été rapporté dans une étude antérieure (Clave
and Floch, 1973). Cette résistance est le résultat de I'acquisition de genes de
résistance par transfert horizontal, permettant a la bactérie de produire des
enzymes qui inactivent la gentamicine.

En ce qui concerne les Enterococcus, ils présentent une tolérance
intrinséque a la gentamicine, qui est gérée par deux phénomenes principaux
une faible absorption de ['antibiotique nécessitant des concentrations plus

élevées pour pénétrer a l'intérieur de la cellule, et une activation par

modification covalente des groupes hydroxyle ou amino de la molécule de
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gentamicine, réalisée par des enzymes naturelles des entérocoques (Galimand

et al., 2011).

IV.6. Détermination des profils de résistance aux

antibiotiques (Antibiogramme)

Aprés 24 heures d'incubation, le diameétre de la zone d'inhibition de
croissance bactérienne est mesuré pour chaque antibiotique. Cela permet de
déterminer la sensibilité des germes aux antibiotiques. Les résultats obtenus
sont ensuite comparés aux valeurs critiques pour classer les souches en trois
catégories : Sensible (S), Résistante (R) et Intermédiaire (I). Cette
classification est basée sur la taille de la zone d'inhibition et permet d'indiquer
si les germes sont sensibles, résistants ou ont une sensibilité intermédiaire a

I'antibiotique testé.

Selon les résultats de I'antibiogramme, nous avons calculé les taux de
résistance aux différents antibiotiques (figure 29). Sur la base de ce résultat,

nous avons constaté que :

Amoxicilline plus acide clavulanique (AUG) : Les résultats montrent une
résistance élevée chez les Enterobacteriaceae (100%), les Aeromonadaceae
(92%) et les Vibrionaceae (67%). Cependant, les Enterococcacede présentent un
taux de résistance plus faible (16%). Cela suggeére que I|'amoxicilline plus acide
clavulanique est moins efficace contre ces bactéries, en particulier chez les
Enterobacteriaceae et les Aeromonadaceae. Chez A. hydrophila, plusieurs
études ont montré que cette souche peut développer une forte résistance
acquise aux béta-lactamines. De méme, des souches de P. vulgaris et P.
rettgeri ont été identifiées comme pouvant acquérir cette résistance. Il est
important de noter que la résistance acquise aux béta-lactamines peut étre
due a divers mécanismes, tels que des mutations génétiques ou le transfert de

genes de résistance (Clave, 2010).

En ce qui concerne C. rettgri, cette espéce présente une résistance

naturelle a I'amoxicilline plus acide clavulanique (AUG). Cela signifie que les
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souches de C. rettgri sont intrinséquement résistantes a cet antibiotique et ne

nécessitent pas de mécanismes d'acquisition de résistance supplémentaires.

D'autre part, des études ont rapporté que certaines souches de V.
fluviatis peuvent acquérir une résistance a ['amoxicilline plus acide
clavulanique grace a des mutations dans les genes QRDR de GyrA a la position
83 (Chowdhury et al, 2009). Ces mutations peuvent altérer la cible de
I'antibiotique, rendant la souche moins sensible a son action. Il est important
de souligner que toutes les souches de V. fluviatis ne présentent pas
nécessairement cette résistance et que sa présence peut varier selon les

souches isolées.

En ce qui concerne les entérocoques, ils montrent une sensibilité a
I'amoxicilline plus acide clavulanique (AUG), ce qui peut étre attribué a des
mutations  génétiques  spécifiques. Initialement, les entérocoques sont
résistants a de nombreux antibiotiques, y compris les béta-lactamines, mais
des mutations génétiques peuvent entrainer une sensibilité a I'amoxicilline
plus acide clavulanique. Cependant, il convient de noter que les mécanismes
précis de cette sensibilité et les types de mutations impliquées nécessitent

des études plus approfondies.

Imipenéme (IMP) : La résistance a lI'imipenéme est relativement faible
dans l'ensemble des familles bactériennes étudiées, allant de 17% a 33%. Les
Enterobacteriaceae ayant une résistance de 33% et les Vibrionaceae ne montre
aucune résistance aux imipeneme, tandis que les Aeromonadaceae ont un
taux de résistance de 17%. Les Enterococcaceae montrent une résistance allant
a16%.

La résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries est rarement
détectée chez A. hydrophila (Clave, 2010), ce qui est en accord avec les
résultats de cette étude. Cela suggére que les souches d'A. hydrophila ont une

sensibilité conservéde aux carbapénémes, ce qui en fait wune option

thérapeutique efficace pour traiter les infections causées par cette bactérie.
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En ce qui concerne (. koseri, ces souches peuvent développer une
résistance aux carbapénemes en produisant des béta-lactamases qui
hydrolysent ces antibiotiques. Cette résistance peut étre médiée par des
plasmides ou étre d'origine chromosomique (Naas et al., 1994). Il est
important de noter que la production de béta-lactamases est un mécanisme
courant de résistance aux carbapénémes chez de nombreuses especes

bactériennes.

Quant a P. vulgaris et P. rettgri, ces souches ont montré une sensibilité
réduite aux carbapénemes par rapport aux autres entérobactéries (Clave and
Floch, 1973). Cela suggere que ces deux espeéces ont une tendance naturelle a
étre moins sensibles a ces antibiotiques. Il est possible que des mécanismes
spécifiques de résistance ou des variations dans les cibles des carbapénemes

contribuent a cette sensibilité réduite.

Chez V. fluviatis, des études ont révélé que les Vibrio peuvent
développer une résistance aux carbapénémes grace a un transfert horizontal
de plasmides ou de transposons contenant des genes de résistance (Elexson
et al, 2014). Cela implique que les Vibrio ont une sensibilité intrinseque aux
carbapénemes, mais qu'ils peuvent acquérir des mécanismes de résistance
par échange de matériel génétique. Il est donc important de surveiller

attentivement I'émergence de ces mécanismes de résistance chez les Vibrio.

Chez Enterococcus spp., on observe une sensibilité naturelle aux
carbapénémes (Maryse and Danielle, 2007). Cela signifie que les entérocoques
sont généralement sensibles a ces antibiotiques, ce qui en fait une option
thérapeutique efficace pour les infections causées par ces bactéries.
Cependant, il est toujours essentiel de surveiller ['apparition de nouvelles

souches résistantes dans les environnements hospitaliers.

En conclusion, la résistance aux carbapénémes peut varier selon les
espéces bactériennes. Les souches d'A. hydrophila et d'Enterococcus spp.
conservent généralement leur sensibilité aux carbapénémes, tandis que

certaines souches de C. koseri, P. vulgaris, P. rettgri et V. fluviatis peuvent
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présenter une résistance acquise ou naturelle a ces antibiotiques. La
compréhension des mécanismes de résistance spécifiques de chaque espéce
est cruciale pour guider le choix des traitements antibiotiques et pour mettre

en place des stratégies de prévention et de contréle appropriées.

Triméthoprime-sulfamétoxazole (SXT) : Les taux de résistance au
triméthoprime-sulfamétoxazole varient entre 0% et 67% selon les familles
bactériennes. Les Enterobacteriaceae ne montre aucune résistance a
Triméthoprime-sulfamétoxazole, tandis que les Aeromonadacede et Iles
Vibrionaceae ont des taux de résistance de 42% et 67% respectivement. Les

Enterococcaceae montrent une résistance plus faible de 0%.

Le triméthoprime-sulfamétoxazole (SXT) est wun antibiotique auquel
toutes les souches analysées., a l'exception des Enterobacteriaceae dans notre
étude, ont montré une sensibilité naturelle. Cependant, il convient de noter
que V. vulgaris est une exception, car cette espece présente une résistance
innée aux SXT (Lagana, 2011). Cette résistance peut étre due a des
mécanismes spécifiques de la bactérie qui contrent I'action de cet

antibiotique.

Ceftazidime (CAZ) : Les Enterobacteriaceae et les Vibrionaceae
présentent un taux de résistance élevé de 100% et 33% pour les Vibrionaceae,
indiquant une faible efficacité de cet antibiotique contre ces bactéries. Les
Aeromonadaceae montrent un taux de résistance de 25%, tandis que les

Enterococcaceae ont un taux de résistance de 16%.

La littérature indique que A. hydrophila présente une résistance naturelle
au ceftazidime, principalement médiée par des mécanismes chromosomiques.
Cependant, nous avons trouvé une sensibilité a la ceftazidime dans deux
souches distinctes ; cela pourrait étre di a des mutations présentes dans ces
isolats. Selon les données de la littérature, le genre Proteus est naturellement
sensible au ceftazidime. Cependant, des recherches antérieures sur le genre
Providencia ont révélé que la présence de céphalosporinases

chromosomiques chez ces bactéries est souvent lide a la résistance aux
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céphalosporines de type (Bertrand, 2006). De méme, une résistance a été
observée a (. koseri. Selon certaines études, cette résistance peut étre
attribuée a sa capacité a produire des céphalosporinases inductibles (Vora and

Auckenthaler, 2005).

Une étude menée par Srinivasan et al. (2006) a démontré que les
souches de V. fluviatis peuvent développer une résistance au ceftazidime en
utilisant des éléments intégratifs et conjugués. Selon Rice et al. (2009), les
entérocoques ont une résistance naturelle aux céphalosporines de type
ceftazidime. Cependant, dans notre étude, nous avons constaté une
sensibilité des souches d'entérocoques a la ceftazidime, ce qui pourrait étre
dd a des mutations particuliéres. Il est important de garder a l'esprit que bien
que ces souches soient sensibles, leur croissance peut étre altérée. Il convient
également de noter que Il'enzyme responsable de [I'activité de
transglycosylase en I'absence de PBP de la classe A n'a pas encore été
identifiée.

Chloramphénicol (C) : Les taux de résistance au chloramphénicol sont
relativement faibles, allant de 0% a 8% Les Enterobacteriaceae et les
Vibrionaceae présentent un taux de résistance de 0% tandis que les
Aeromonadaceae ont un taux de résistance de 0% Les Enterococcaceae

montrent un taux de résistance plus élevé de 8%.

Pour le chloramphénicol (C), les souches étudiées ont montré une
sensibilité. Cet antibiotique agit en interférant avec la synthése des protéines
bactériennes, ce qui entraine l'arrét de la croissance et la mort des bactéries.
Cette sensibilité généralisée au chloramphénicol a été rapportée dans

différentes études (Palu et al., 2006; Ngbede et al., 2017).

Tétracycline (TE) : Les taux de résistance a la tétracycline varient entre
13% et 100%. Les Enterobacteriaceae et les Vibrionaceae ont des taux de
résistance de 100% et 33% respectivement, tandis que les Aeromonadaceae ont
un taux de résistance de 17%. Les Enterococcaceae montrent un taux de

résistance 42%.
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En ce qui concerne la tétracycline (TE), A. hydrophila a montré une
sensibilité a cet antibiotique, ce qui indique qu'un traitement a la TE pourrait
étre efficace contre ces bactéries (Fahrenfeld et al., 2014). Les Citrobacter sont
également sensibles a la TE, comme indiqué dans une étude menée par
DePaola et al. (1988). En revanche, P. vulgaris et P. rettgri présentent une
résistance naturelle a la tétracycline. Concernant V. fluviatis, cette espece est
sensible a la tétracycline. Des études antérieures ont montré que les
Enterococcus sont généralement sensibles a la tétracycline, et Ila résistance
observée dans notre étude peut étre le résultat d'une résistance acquise chez

les souches qui ont manifesté une résistance (Aarestrup et al., 2000).

Gentamicine (CN) : Les taux de résistance a la gentamicine varient de 0%
a 67% Les Enterobacteriaceae et les Vibrionaceae présentent un taux de
résistance de 67%, tandis que les Aeromonadaceae ont un taux de résistance

de 33%. Les Enterococcaceae montrent un taux résistance 33%.

Pour la gentamicine (CN), différentes réponses de sensibilité ont été
observées chez les Aeromonas. Certaines souches sont naturellement
résistantes, tandis que d'autres sont sensibles, ce qui peut étre di a des
mutations spécifiques. Pour P. rettgri, la sensibilité a la gentamicine est
naturelle, tandis que P. vulgaris présente également une sensibilité naturelle.
Cependant, nos souches de P. vulgaris montrent une résistance, qui peut étre
attribuée a des mutations acquises. En ce qui concerne C. koseri, cette souche
est normalement sensible a la gentamicine, mais notre souche présente une
résistance, qui peut également étre due a des mutations génétiques. Pour V.
fluviatis, une résistance acquise a la gentamicine a été observée. Cette
résistance peut étre conférée par plusieurs mécanismes, notamment Ia
diminution de ['absorption et de ['accumulation des antibiotiques, Ia

modification de Ila «cible ribosomale, [I'efflux des antibiotiques et Ia

modification enzymatique des aminoglycosides (Ahmed, 2004).

En ce qui concerne les entérocoques, ils présentent naturellement une

résistance a la gentamicine grace a des modifications de leur ribosome.
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Cependant, dans notre étude, nos souches d'entérocoques se sont révélées
sensibles a la gentamicine, ce qui est en contradiction avec les résultats de la
mesure de la CMI pour cet antibiotique. Cette discordance entre les tests
d'antibiogramme et les tests de CMI pour la résistance a la gentamicine
peuvent é&tre surprenants, en particulier en ce qui concerne le genre

Enterococcus, qui est connu pour présenter une résistance naturelle a cet

antibiotique. Cette discordance peut étre attribuée a plusieurs facteurs.

Tout d'abord, il est important de noter que les tests d'antibiogramme et
les tests de CMI sont des méthodes différentes pour évaluer la sensibilité ou la
résistance aux antibiotiques. Les tests d'antibiogramme utilisent des disques
contenant des concentrations standardisées d'antibiotiques pour évaluer Ia
croissance ou l'inhibition des bactéries, tandis que les tests de CMI mesurent
directement la concentration minimale d'antibiotique nécessaire pour inhiber
la croissance bactérienne. Les résultats peuvent varier en fonction des
protocoles utilisés, de la méthode de mesure de la croissance bactérienne et

de la sensibilité des souches de bactéries testées.

Dans le cas spécifique des entérocoques, il est possible que les souches
testées dans notre étude présentent des caractéristiques différentes de celles
généralement observées. Les entérocoques sont connus pour leur résistance
naturelle a la gentamicine, principalement en raison de la présence de
mécanismes de modification de la cible ribosomale, qui empéchent la liaison
de I'antibiotique a sa cible. Cependant, il existe des souches d'entérocoques
qui peuvent présenter des mutations génétiques spécifiques, ce qui peut
affecter leur sensibilité a la gentamicine. Il est possible que les souches

testées dans notre étude présentent de telles mutations, ce qui expliquerait Ia

sensibilité observée dans les tests d'antibiogramme.
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Enterobacteriaceae Aeromonadaceae

Vibrionaceae Enterococcaceae M Toutes les souches

100% 100% 100%
100% = -

90%
80%
20% 67% 67% 67%
60% 7

50% 42%

:%
L 13%

| 40%
40%

30%

20%

10%

AUG IMP CAZ C TE CN SXT
AUG IMP CAZ C TE CN SXT
Enterobacteriaceae 100% 33% 100% 0% 100% 67% 0%
B Aeromonadaceae 92% 17% 25% 0% 17% 33% 42%
Vibrionaceae 67% 0% 33% 0% 33% 67% 67%
Enterococcaceae 16% 16% 16% 8% 42% 33% 0%
M Toutes les souches 60% 17% 30% 3% 13% 40% 23%

Figure 29: Taux de résistances des souches aux différents antibiotiques

IV.7. Recherche des béta - lactamase a spectre large (BLSE)

I semble que la méthode de diffusion en gélose avec des disques

contenant des antibiotiques inhibiteurs ait été utilisée pour détecter Ila

production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE). Cette méthode

permet de détecter I'inhibition de ['activité des BLSE par les inhibiteurs

d'enzymes, ce qui se traduit par la formation d'un bouchon de champagne sur
la gélose.

La figure fournie confirme la formation de BLSE chez trois souches d'A.
hydrophila (Ce10, Ce15 et Ce16), sous la forme d'un bouchon de champagne.
Ces BLSE appartiennent a la classe A et B des béta-lactamases, selon Ia
classification d'Ambler. Les BLSE de classe A conférent une résistance a toutes
les pénicillines et céphalosporines, mais pas

aux céphamycines ni aux

carbapénemes. Elles sont inhibées par les inhibiteurs de béta-lactamase

(Bradford, 2001). Les BLSE de classe B sont actives sur les carbapénémes et les
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céphalosporines. Elles sont insensibles a ['acide clavulanique et leur médiation
peut étre chromosomique ou plasmidique (Parveau, 2011). Il est également

mentionné que la production de BLSE chez Aeromonas est de plus en plus

signalée ces derniéres années (Rodriguez et al., 2005).

Ce10 Ce1s

Ce16

Figure 30: Production des BLSE par A. hydrophila

IV.8. Larecherche de bactériophages

Les bactériophages sont des agents antimicrobiens naturels qui peuvent
étre utilisés dans le cadre de thérapies phagiques pour cibler spécifiquement
certaines souches bactériennes. Les résultats obtenus dans cette étude
soutiennent ['idée que les bactériophages ont un potentiel d'efficacité contre
cette souche bactérienne.

A

Les bactériophages ont été isolés a partir d'échantillons d'eaux usées et
ont été utilisés dans cette étude pour cibler différentes souches bactériennes
de  référence, notamment  Escherichia coli  Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Klebsiella oxytoca, Listeria innocua et Acinetobacter

baumannii, ainsi que Micrococcus.
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La figure présentée ci-dessous illustre les résultats des tests de lyse des
bactériophages spécifiques a Micrococcus, Listeria et Enterococcus. Dans cette
figure, il est observé que plus la dilution dans le CaCl, est élevée, plus la zone
d'inhibition de la croissance bactérienne est rétrécie et cela était également
observé pour le reste des souches. Ces résultats indiquent que les
bactériophages ont la capacité de lyser efficacement les cellules bactériennes.

La diminution de la zone d'inhibition observée avec I'augmentation de la

dilution dans le CaCl, peut étre expliquée par la diminution de la concentration

des bactériophages actifs.

C

Figure 31: Résultats de la lyse des bactériophages spécifiques a : Micrococcus (A),
Listeria (B), Enterococcus (C)
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IV.8.1. Résultat de la synergie phages / Antibiotique

Dans cette partie de I'étude, notre objectif était de tester la synergie
entre les bactériophages et la ceftazidime sur des souches résistantes
d'Enterococcus. Nous avons appliqué le mélange de bactériophages isolés
précédemment aux souches bactériennes, puis avons évalué ['effet combiné
avec l'ajout de ceftazidime. Cependant, nos résultats n'ont pas montré de

synergie entre les bactériophages et la ceftazidime.

Malgré ['application des bactériophages spécifiques a Enterococcus, qui
sont connus pour leur capacité a lyser les cellules bactériennes, ['ajout de
ceftazidime n'a pas entrainé d'effet supplémentaire sur la croissance ou la
survie des souches résistantes. Ces résultats indiquent que, dans notre
systéme expérimental, I'association entre les bactériophages et la ceftazidime
n'a pas conduit a wune augmentation significative de [I'efficacité de

I'antibiotique contre les souches résistantes d'Enterococcus.

Cependant, il est important de noter que cette absence de synergie peut
étre spécifique aux souches et aux conditions expérimentales utilisées dans
notre étude. D'autres facteurs, tels que la concentration des bactériophages,
le temps d'incubation, ou encore la présence d'autres composés dans le
milieu de culture, pourraient influencer ['interaction entre les bactériophages
et les antibiotiques. Il est tout a fait possible que les souches testées soient
résistantes a ces  bactériophages  spécifiques. La  résistance  aux
bactériophages peut étre due a plusieurs facteurs, tels que des modifications
de la surface cellulaire de la bactérie cible qui empéchent ['attachement des
bactériophages, des systemes de restriction-modification présents dans Ila
bactérie qui dégradent les génomes des bactériophages, ou encore des
mécanismes de défense bactérienne tels que I'immunité CRISPR-Cas (Labrie,

Samson and Moineau, 2010; Baltz, 2018).
IV.9. Extraction d’ADN plasmidique

Dans cette expérience, nous avons réussi a extraire les ADN

plasmidiques et a les conserver dans le tampon TE pour une utilisation
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ultérieure. Cependant, lors de la migration sur gel d'agarose, nous n'avons pas
utilisé de colorant bleu d'éthidium, ce qui a empéché I'observation visuelle des
fragments d'ADN en migration. Cette situation a limité notre capacité a

visualiser les résultats de I'extraction d'ADN plasmidique.

L'utilisation du colorant bleu d'éthidium dans Ila migration sur gel
d'agarose est couramment pratiquée pour visualiser les fragments d'ADN. Ce
colorant se lie a I'ADN et émet une fluorescence lorsqu'il est exposé a une
lumiére ultraviolette, permettant ainsi une détection facile des bandes d'ADN
sur le gel. En l'absence de ce colorant, il devient difficle d'observer et
d'interpréter les résultats de migration. L'incapacité a visualiser les fragments
d'ADN lors de Ila migration sur gel d'agarose constitue une limitation
importante de notre étude. En effet, |'observation visuelle des bandes d'ADN
aurait permis d'évaluer la qualité et la quantité de I'ADN plasmidique extrait,
ainsi que de détecter d'éventuels contaminants ou des modifications dans la
structure de [I'ADN. Sans cette \visualisation, il devient plus difficile

d'interpréter les résultats obtenus et de tirer des conclusions précises.

Malgré cette limitation, il est important de souligner que notre étude a
pu progresser jusqu'a I'étape de conservation des ADN plasmidiques dans le
tampon TE. Cette étape est cruciale pour permettre une utilisation ultérieure
des échantillons d'ADN plasmidique dans d'autres expériences ou analyses

complémentaires.
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Conclusion

Les effluents hospitaliers représentent une source majeure de
contamination par des antibiotiques et des bactéries multi-résistantes, ce qui
souleve des préoccupations importantes en matiere de santé publique. Ces
eaux usées hospitalieres, riches en matiéres organiques, créent un
environnement aquatique propice a la prolifération bactérienne. Parmi ces
micro-organismes, les bacilles a Gram négatif tels que les Enterobacteriaceae,
les Vibrionaceae et les Aeromonadaceae, ainsi que les coques a Gram positif
comme les Enterococcaceae, jouent un réle considérable dans les maladies

infectieuses humaines en raison de leur résistance aux antibiotiques.

Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur la recherche de
bactéries multi-résistantes dans les effluents de ['h6pital HAMDANE Bakhta,
situé dans la wilaya de Saida. Parmi les différentes especes bactériennes
identifiées, nous avons observé une fréquence élevée de présence d'A.
hydrophila dans ces effluents, suggérant une origine probable de ces micro-
organismes dans le milieu hospitalier. Nous avons également détecté d'autres

especes telles que, P. rettgeri, P. vulgaris, C. koseri, V. fluvialis et Enterococcus
spp-.

Les résultats obtenus révelent une résistance élevée a plusieurs
antibiotiques, en particulier a I'amoxicilline plus acide clavulanique (AUG) et
aux antibiotiques a usage hospitalier tels que la ceftazidime, la colistine et la
vancomycine, avec des  concentrations minimales inhibitrices  (CMI)
extrémement élevées. En revanche, lI'imipeneme semble présenter une
certaine efficacité contre ces souches bactériennes. Par exemple, la résistance
aux béta-lactamines peut étre attribuée a la production d'enzymes, comme

les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) produites par les souches d'A.
hydrophila.

La sensibilité aux autres antibiotiques varie en fonction de chaque
famille bactérienne. Il est important de souligner que ces résultats sont basés

sur les données disponibles et qu'une analyse plus approfondie nécessiterait

une meilleure compréhension des souches bactériennes, de leurs mécanismes
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de résistance et de [I'historique de [I'utilisation des antibiotiques dans

I'environnement hospitalier.

Face a cette situation préoccupante, il est essentiel de mettre en place
des mesures préventives et de contrble efficaces. Une approche prometteuse
que nous avons explorée est ['utilisation combinde de phages et
d'antibiotiques pour lutter contre les bactéries multi-résistantes. Les phages
sont des virus spécifiques aux bactéries capables de cibler et d'éliminer
sélectivement ces micro-organismes. En combinant les phages avec des
antibiotiques, nous pourrions améliorer |'efficacité des traitements et réduire

la propagation des bactéries résistantes.

Les résultats préliminaires obtenus dans le cadre de cette étude nous
ouvrent plusieurs perspectives de recherche. Il serait pertinent d'étendre
notre étude a une =zone géographique plus étendue sur une période
prolongée, d'effectuer l'identification des souches isolées par des techniques
moléculaires et sérologiques, de caractériser la présence de béta-lactamases a
spectre étendu (BLSE) par PCR, et d'étudier l'impact de ces effluents a

|'échelle nationale sur I'environnement.
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VIl.1. Annexe 1: Milieu de culture

Milieu Mac conkey
Ingrédient
Peptone pancréatique de gélatine
Peptone pancréatique de caséine
Peptone peptique de viande
Lactose

Agar

Milieu Slantez et Bartly
Ingrédient
Peptone
Azide de sodium
glucose
Chlorure de 2-3-5-triphenyltetrazolime
Agar

Eau distillé

Partie VII. Annexes

g/l Ingrédient g/l
17 Chlorure de sodium 5
1.5 Sels biliaires 1.5
1.5 Rouge neutre 0.03
10 Violet de gentiane 0.01

13.5  Eau distillé

1l

gl

20

0.4

0.1

10

1
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Milieu gélose nutritif

Ingrédient gll
Tryptone 5
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
Chlorure de sodium 5
Agar 12
Eau distille 11

Milieu bouillon nutritif

Ingrédient g/l
Peptone 10
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
Chlorure de sodium 5
Eau distille 11

Milieu de conservation

18ml de BN+12 ml de Glycérol 40%

96|Page



Milieu Luira -Bertani(LB)
Ingrédient
Peptone
Extrait de levure
NaCL

Eau distille

TSE
Ingrédient
Tryptone
Nacl

Eau distille

Eau physiologie
Ingrédient
Nacl

Eau distille

gl

10

10

11

g/l

8.5

gl

11
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VIl.2. Annexes 2 : Les étapes de coloration de Gram

Déposer une goutte d’ED sur une lame stérile puis étaler une colonie sur

la lame puis on fait la coloration:

Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laissez agir de 30
secondes a 1 minute, puis rincez a l'eau;

Mordangage au lugol : recouvrez de lugol et laissez agir le méme temps
que le violet de gentiane ; rincez a I'eau déminéralisée ;

Décoloration (rapide) a l'alcool. Cette I'étape est la plus importante de
la coloration. Versez goutte a goutte Ialcool sur la lame inclinée
obliquement, et surveillez la décoloration qui doit étre rapide. Le filet
doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincez abondamment avec de
I'eau déminéralisée pour stopper la décoloration. Attention, ['utilisation
abusive de [l'alcool aura pour conséquence de rendre toutes les
bactéries Gram négatif ;

Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. Mettez de I'eau distillée sur
la lame et quelques gouttes de fuchsine. Laissez agir de 30 secondes a 1
minute. Lavez doucement a I'eau déminéralisée. Séchez la lame.

Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100

(grossissement x1000).
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VII.3. Annexes 3 : Figure d’identification de la galerie API20E
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VIl.4. Annexe 4 : Préparation des solutions pour extraction D’ADN

Tris-HCLo.1M

PM=121.1 g/mole, dissoudre 2.42 g de Tris dans 16oml d’ED

Ajouter le HCL jusqu’a I’obtention de PH=8. Volume finale 200 ml
EDTA 20mM

PM=372.24 g/mole, dissoudre 1.49 g d’EDTA dans 160 ml d’ED, la solution

obtenue est de PH=3.8

Ajuster le PH en utilisant les pastilles de NaOH jusqu’a obtention du

PH=8. Volume finale 200 ml
Tris -HCL 25mM PH :8, EDTA 10Mm

Dans une éprouvette mélanger 25 ml de la solution Tris-HCL avec 50 ml

EDTA ajuster la solution avec I’ED jusqu’a 100 ml
NaOH 0.2M SDS 1%

PM=40 g/mole, peser 1 g de SDS et 0.8 g de NaOH ajuster la solution ave I'ED

jusqu’a 100 ml
Acétate de potassium 3M
PM=98.14 g/mole, dissoudre 2.94 g de KAc dans 10 m| d’ED
TE
TrissHCL 10mM PH8 ; EDTA1mM

Dans une éprouvette mélanger 10 ml de la solution Tris-HCL avec 5 ml d’EDTA

ajuster la solution avec I’ED jusqu’a 100 ml
EDTA disodique

e 9.3g I’EDTA disoudique (poudre).
e 8omld’ED.
e NaOH (ou HCL) pour ajuster le PH.

e ED pour ajuster le volume total a 1ooml.

105|Page



Partie VII. Annexes

Tampon TAE (Tris-acétate-EDTA)

Ingrédient g/ml
Tris ( hydroxyméthyl) 40
Acide acétique glacial 20 ml
EDTA disodique 1oml
Eau distillé 1000ml

Colorant de charge avec du bleu de bromophénol

e 0.025g de bleu de bromophénol.
e 1oml de tampon TAE.

e Clycérol 40%.
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VII.5. Annexe 5 : Profil de résistances des isolats a Gram négatifs et a

Gram positifs

Profil de résistance d’A.hydrophila (N=12)

Souches

1

Profil de résistance de V. fluviatis (N=3)

Souches

pourcentage

42%

17%

pourcentage

Souches

12

Souches

pourcentage

8%

50%

50%

pourcentage

33%

100%

67%

Souches
0
4
1
4
1
0
1
Souche s
0
0
0
0
1
0

Pourcentage

0%

33%

8%

Pourcentage

107|Page



Antibiotiques

AUG

IMP

SXT

CN

CAZ

TE

Profil de résistance de P. rettegri
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Profil de résistance de C. koseri
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Profil de résistances de P. vulgaris

Antibiotiques R
Souches Pourcentage
AUG 1 100
IMP 0 0%
SXT (o] 0%
CN 1 100%
CAZ 1 100%
C 0 0%
TE 1 100%

Souches

Profil de résistance d’Enterococcus sp (N=12)

Antibiotiques R
Souches Pourcentages
AUG 2 16%
IMP 2 16%
CN 4 33%
CAZ 2 16%
C 1 8%
TE 0 0%
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