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Peut réussir.

Mais l'idéal est de disposer des
trois.

(Bernard Werber)







I ntroduction

I ntroduction

Jouant le rdle d’une véritable station d’épuration de nos organismes, les reins
sontabsolument essentiels pour maintenir I’homéostasie de notre corps. En effet, ils assurent de

nombreuses fonctions exocrines et endocrines.(1)

Or, pour de multiples raisons, ces fonctions sont susceptibles de se détériorer et
deprovoquer une insuffisance rénale.Pire, dans certains cas, I’évolution de la maladie est telle
gue les reins ne sont pluscapables d’exercer leurs fonctions, on parle alors d’insuffisance rénale

terminae.

Longtemps silencieuse, I’insuffisance rénale terminale induit pourtant des lésions
anatomiques irréversibles qui, au stade terminal, mettent la vie de la personne en danger. De ce

fait elle nécessite un suivi médical important.

A cestade, des traitements de suppléances sont indispensables pour survivre : ce sont

latransplantation ou la dialyse (rénale ou péritonéale).

Les cinquantederniéres années ont vu émerger la possibilité de traiter I’insuffisance
rénale parvenue au stade terminal par la prise en charge en diayse chronique, sauvant ainsi les
patients d’une mort prématurée jusqu’alors certaine. Comme dans le cas des reins naturels,
I’lhémodialyse réalise I’épuration du plasma a travers une membrane diaysant, c’est-a-dire une

membrane imperméable a I’albumine et aux solutés de plus gros poids moléculaire.

Les liquides de diayse, obtenus par dilution d’un ou plusieurs concentrés dans de I’eau
purifiée, sont utilisés en hémodialyse pour permettre la diffusion des solutés entre le plasmaet le
dialysat. L’organisme du patient traité par hémodialyse chronique est ainsi exposé a plusieurs
centaines des litres de liquide de dialyse par semaine.

Laqualité du diaysat atoujours été au centre des préoccupations .Celle-ci est étroitement
liée a celle de I’eau utilisée pour sa préparation .Jusqu’a la fin des années 70, il a d’avantage eté
question de qualité physico-chimique que de qualité microbiologique pour le dialysat .En effet,
I’eau de ville utilisée au début de la prise en charge par hémodialyse s’est révélée nocive pour les
patients.Des normes de qualité concernant la composition du dialysat ont donc été définies et des
procédés spécifique de traitement de I’eau de ville ont été mis en place afin d’obtenir une eau

pour hémodialyse de composionsadéquate.




Introduction

Actuellement, bien que I’eau utilisée soit conforme aux normes en vigueur, la qualité du
dialysat demeure un enjeu important, En effet, la contamination microbiologique du dialysat est
toujours possible pour différentes raisons, indépendamment de la qualité de I’eau utilisé .D’autre
part, les procédures de désinfection habituelles se sont parfois révélées inefficaces face aux
biofilms. (2)

Cette recherche a pour objectif global I’évaluation de la qualité bactériologique des
liquides de dialyse du service d’hémodialyse et d’insuffisance rénale d’EPH Bousshaba Ali
wilaya de Khenchela de contribuer a isoler les bactéries qui provoque la contamination de ce
liquide et enfin éudier les principales caractéristiques de ces contaminants et connaitre leur

profils de résistance aux antibiotiques par la réalisation d’un antibiogramme .

Cette éude va donc nous permettre de préciser les points critiques a surveiller en pratique
courante dans une installation d’hémodialyse (systéme d’épuration de I’eau concentré générateur
de dialyse...) pour assurer dans I’intérét du malade une bonne qualité bactériologique du
dialysat.

Nous aborderons tout au long de ce mémoire, les chapitres suivants :

- Chapitrel : Anatomie et physiopathologie desreins
- Chapitrell : I’hémodialyse
- Matérielset méthodes

- Réasultat et discussions

Enfin une conclusion générale.

-






Chapitre 1 Anatomie et physiologie des reins

. Apparell urinaire

L’appareil ~ urinaire est forme entre la deuxieme et la troisieme semaine de
dével oppement embryonnaireson développement est intimement liée a celui de I’appareil genital.
Ils sont tous deux d’origine mésodermique et leurs canaux excréteurs d’ébouchent dans une
méme cavité.

L’appareil urinaire comprend des reins et des canaux excréteurs chargés de conduire les
urines jusqu’a la vessie.(1) Ces canaux sont :les calices, le bassinet, uretere et lavessie. (3)

Les reins, au nombre de deux, sont situés de part et d’autre de la colonne vertébrale dans
la partie supérieure de la fosse lombaire. Chacun d’eux pése approximativement 150g chez un
homme adulte.(4)Chaque rein est surmonté d’une glande surrénale.(5)

Le rein droit est en généra situé un peu plus bas que le gauche ; cela est di a
I’importance de lobe droit de foie.

surrenale gauche

coupe de la surrénale droite ) R
veine cave inférieure

coupe du rein droit
tronc coeliague

rein gauche
veine rénale gauche

substance |
corticale
substance
médullaire
calice - aorte abdominale
pyramide de
Malpighi
bassinet

veine cave inférieure

uretére
veine et artére iliaque

vessie

i InFosas Al IREo Ufét{e
FigureOl1 : L'appareil urinaire.(6)

Il. Organisation rénale

Afin de comprendre comment le rein est capable de gérer I'homeéostasie du milieu
sanguin, il est nécessaire d'expliquer son organisation.
I1.1.Anatomie macroscopique desreins

Le rein a une forme de haricot avec une face externe convexe et une face interne
concave. Il mesure environ 12 centimétres de longueur, 6 centimétres de largeur, 3

centimétresd’épaisseur. (7)Sa structure est enrobée d’une capsule fibreuse lisse. (4)Le rein est
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entouré de 3 couches, de I’intérieur vers I’extérieur :une capsule fibreuse tres résistante - une
capsule adipeuse- un fasciaréna de tissu conjonctif dense.Cestrois couches lui assurent :

- Une protection contre les chocs

- Une barriere contre la propagation d’une éventuelle infection de voisinage ;

- Unefixation alaparoi et aux organes.(8)

A lintérieur de cette capsule, on trouve le parenchyme rénal avec une partie
périphérique, le cortex, une partie médiane, lamédulla, et une partie centrale, le bassinet. Dans la
médulla, on retrouve un ensemble de structures pyramidales 6 a 10 appelées pyramides de
Malpighi et séparées entre elles par du tissu cortical (colonnes de Bertin). Les bases de ces
pyramides sont recouvertes par le cortex alors que les sommets, appelés papilles rénaes, se
projettent vers le centre du rein dans une sorte d'entonnoir, le calice mineur. L’urine produite
dans les pyramides se déverse a travers les pores des papilles dans les calices mineurs, elle est
ensuite collectée dans le calice maeur puis dans le bassinet (ou pelvis) le petit calice se
réunissant pour former 3 grands calices, qui se réunissent en 3 tiges calicielles lesquelles
confluent pour former e bassinet. (9)

Pyramide

Cortex rénale

Medulla

— — Papille rénale

Calices majeurs Colonne rénale

Pelvis

Uretére

Figure 02 : Anatomie macroscopigue du rein(10)

[1.2.Anatomie microscopique desreins
[1.2.1. Lenéphron
Il représente I’unité structurale et fonctionnelle du rein. On en dénombre environ un

million par rein. Ce sont des unités qui permettent aux reins d’exercer leurs fonctions

.

(élimination des Déchets, synthése de substances, maintien de I’équilibre électrolytique et du
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volume Sanguin...) d'éaborer I'urine a partir du plasma sanguin, pour I'évacuer dans les voies
urinaires. (4)

On note deux types de néphrons :

- Les néphrons corticaux (85 %) qui sont situés dans le cortex superficiel et moyen, et qui ont
des tubules qui ne pénétrent que trés peu dans la médulla.

-Les néphrons juxtamédullaires (15 %) situés dans le cortex profond et dont les tubules
pénetrent profondément dans lamédulla.(11)

Chaque néphron se compose d’un corpuscule rénal (glomérule, la capsule deBowman.)
et d’un tube rénal.Le corpuscule rénal, ou corpuscule de Malpighi, est responsable de lafiltration
du Sang et de la formation de I’urine primitive. Il est formé du glomérule et de la capsule de
Bowman.

[1.2.1.1. Leglomérule:

C'est une petite vésicule sphérique mesurant deux a trois cent micrométres de diamétre.
On en compte un par néphron et ils sont tous situés dans la partie corticale du rein, 85 % dans le
cortex superficiel ou moyen (néphrons corticaux) et 15 % dans le cortex adjacent a la médulla
(néphrons juxtamédullaires). (7)

L’artériole afférente pénétre dans le glomérule par son pble vasculaire puis se divise
ensuite en cing ou six branches puis en une vingtaine d’anses capillaires appelées floculus.
Cdles-ci forment ensuite I’artériole efférente qui ressort par le pble vasculaire. Ce réseau de
capillaire est enchassé dans une capsule a double feuillets (pariétal et viscéral) appelée « capsule
de Bowman ». Ces feuillets délimitent la chambre de filtration dans laquelle s’écoule I’urine

primitive par le pole urinaire vers le tube contournéproximal.

28 _ﬁ POLE

Figure 03 : Schématisation de la structure d'un glomérule. (12)




Chapitre 1 Anatomie et physiologie des reins

[1.2.1.2. Lestubesrénaux

Les tubes rénaux qui permettent d’une part de transporter I’urine du glomérule vers le
tube collecteur et d’autre part la réabsorption et la sécrétion de certaines molécules les tubes
rénaux sont :
1- Letube proximal
2- Letubeintermédiaire
3- Letubedistal

4- Lamaculedensa(13)

[1.2.2. Lacirculation rénale

Chez I'hnomme le débit sanguin rénal est de 600 mL/min/rein. La perfusion des deux reins
représente 25% du débit cardiague au repos. Seulement 20% de ce débit plasmatique rénal est
filtré par les floculus glomérulaires(4)

Chaque rein est vascularisé par une artere rénale provenant de I’aorte dans laquelle le
sang, chargé de déchets, va étre épuré avant de ressortir par la veine rénae qui se projette ensuite
danslaveine cave inférieure.

On appelle « hile » la partie concave du rein par laquelle entre I’artére rénale ainsi que les
vaisseaux lymphatiques et par laguelle sort la veine rénale et |’uretére qui transporte I’urine

jusqu’a la vessie.
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Figure 04 : Circulation Rénale.(14)
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[1.2.2.1.Réseaux arteriel

Le rein est richement vascularisé et c'est au niveau des capillaires glomérulaires que
seffectue I'ultrafiltration sanguine. Mais bien avant ces microstructures, |'artere rénale principale
vient pénétrer au niveau du hile rénal et se ramifier en plusieurs petites artéres interlobaires, qui a
leur tour, forment des artérioles afférentes pénétrant dans les glomérules.

La vascularisation d'un néphron est donc assurée par une artériole afférente, qui pénéetre
dans la capsule de Bowman au pdle vasculaire. Cette artériole se subdivise en capillaires formant
le glomérule, et ils Sanastomosent pour former I'artériole efférente. Cette derniére se ramifie en
un réseau important de capillaires : les capillaires péritubulaires, qui entourent les tubes
contournés proximaux et distaux.

[1.2.2.2. Réseaux veineux

Les réseaux de capillaires péritubulaires se regroupent en des veinules corticales
profondes, qui se connectent soit sur les veines périphériques étoilées, soit sur les veines
corticales interlobulaires. Les veines étoilées se jettent dans les veines interlobulaires qui, a leur
tour, drainent les veines arquées en profondeur (au niveau médullaire externe).

Les veines arquées se regroupent en une seule veine rénale qui aboutit elle auss au

niveau du hile.(15)

[1.3. Laphysiologie rénale
[1.3.1. Lafiltration glomérulaire

C’est la premiére étape de la formation de I’urine. Elle consiste en une ultrafiltration du
plasma et aboutit & la production de I’urine primitive (ultrafiltrat). Cette filtration se produit au
niveau des capillaires; elle est passive et se fait selon un gradient de pression, la pression dans les
capillaires étant supérieure a la pression de la chambre de filtration. Le sang est donc filtré a
travers une membrane de filtration constituée de 3 couches : I’endothélium vasculaire, la
membrane basale et I’épithélium viscéra de la capsule de Bowman (constitué de podocytes).
Cette membrane est semi-perméable, elle permet le passage de I'eau et des petites molécules
mais empéche celui des molécules de poids moléculaire supérieur a 70 kDa comme la plupart
des protéines plasmatiques. L'endothélium vasculaire, de part la taille importante de ses pores
cytoplasmiques, ne retient que les éléments figurés du sang et ne constitue pas un filtre efficace.
On attribue par conséquent la semi-perméabilité de la membrane de filtration a la membrane
basale. Cette derniere est constituée de glycoprotéines anioniques (chargées négativement)

formant de petites fentes.(11)
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La perméabilité dépend donc de lataille et de la charge des molécules : les molécules de
faible poids moléculaire (inférieur a 70 kDa) traversent la membrane de filtration et lesmolécules
chargées positivement la traversent plus facilement que celles chargées négativement.

On obtient alors une urine primitive sans ééments figurés, et sans les plus grosses
molécules du plasma telles que la plupart des protéines. Celles qui traversent sont réabsorbées
par endocytose au niveau de la paroi du tubule proximal. Les substances liées aux proténes
plasmatiques ne peuvent donc pas traverser la membrane de filtration. C’est le cas des acides
gras, des hormones stéroidiennes, de 40 % du calcium...

Ainsi Pultrafiltrat a quasiment le méme pH, la méme pression osmotique, la

mémeconcentration en sels et en éléments organiques gque le plasma déproténé.(9)

[1.3.2. Ledébit defiltration glomérulaire (DFG)

La fraction de filtration, c'est-a-dire la quantité de plasma qui est filtrée a chaquepassage
correspond a 20 % du plasma total. Avec un débit plasmatique réna de 625mL/minute, on
obtient un débit de filtration glomérulaire de 125 mL/min. Cela représentela quantité de plasma
filtrée chague minute.Tous les jours, 180 litres de filtrat traversent la barriere glomérulaire, soit
180 litresd’eau. Le plasma, d’un volume d’environ 3 litres, est donc filtré plus de 50 fois par

jour.(7)

[1.4. Fonctionsdesreins

Lesreins sont indispensablesalavie. Ilsont trois fonctions principales.
- Lapremiere est I’élimination des toxines, notamment les toxines dérivéesdu catabolisme azoté
(I'urée, la créatinine, l'acide urique), les toxines exogenes (lesmédicaments, les toxines), les
protéines de petit poids moléculaire (la B2microglobuline) et les hormones polypeptidiques
(insuline, glucagon).
- Le second réle des reins est e maintien de I'homéostasie. Les reinspermettent le maintien de
I'équilibre hydro-électrolytique, de I'équilibre acide-base etl'éaboration de I'urine.
- Enfin, les reins ont égadement une fonction endocrine avec synthése derénine,
d'érythropoiétine et de vitamine D active:

1. Synthese d'érythropoiétine :Cette hormone, qui stimule la maturation des globules
rouges au niveau de lamoelle osseuse, est synthétisée en grande partie par les reins (20 % par le
foie) au niveaudu cortex rénal. La synthése de base est faible, mais largement augmentée en
casd’hypoxie. 1l s’en suit un cycle d’autorégulation

2. Synthese de rénine : hormone qui participe a la régulation des volumes
extracellulaires et de la pression artérielle (place importante dans le systeme rénine-angiotensine-

aldostérone), la rénine est formée au niveau des artérioles afférentes (16)




Chapitre 1 Anatomie et physiologie des reins

3. Fonctions de métabolisme et de catabolisme :fonction de néoglucogenése jusqu'a
20% en cas de jeline, sous le contréle de I'insuline et des catécholamines(17)

4. La vitamine D synthétisée par la peau, sous I’influence des rayons ultra-violets,
ou apportés par I’alimentation, le cholécalciférol (ou vitamine D3) et le calciférol (ou vitamine
D2) sont deux formes inactives de la vitamine D.L e foie effectue une premiere métabolisation du
cholécalciférol qui est transformé en 25-hydroxy-cholécalciférol, toujours inactif. Ce dernier est
ensuite métabolisé au niveau des cellules tubulaires rénales en 1-25dihydroxychol écalciférol ou
calcitriol, métabolite actif de la vitamine D qui permetnotamment | absorption osseuse et
intestinale du calcium

Le rein est un organe particulierement fragile, car tres perfusé du fait de sa fonction de
filtration. (16)

Tableau | : Fonction du rein et troubles associés a I’insuffisance rénale.

Troubles associés a I’insuffisance

Fonction Molécule .
rénale
Urée Nausées, Vomissements
Epuration des déchets . . Lithiases (calculsrénaux), goutte
Acideurique . .
(articulaires)
Potassium Problémes cardiaque
Homeostasie eau - Phosphore Démangeaisons cutanées (prurit)
électrolytes - - - -
y Eau / Sodium (Edémes, hypertension artérielle
1'alpha-hydroxylase (vit.D)| Ostéomalacie
Rénine Hypertension artérielle
Erythropoiéine Anémie

Fonctions endocrines Complications cardiovasculaire

(hypertension,hypertrophieet
dysfonction ventriculaire
gauche)

Rénalase

I11.Linsuffisance rénale
[11.1. Généralités
L'insuffisance rénale est définie comme une diminution du pouvoir épurateur des reins et

correspond donc a une diminution du nombre de néphrons fonctionnels.
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Il faut, cependant, savoir que chague néphron a un pouvoir d'adaptation tel qu'il peut
largement modifier son débit glomérulaire selon la demande. C'est ainsi que lorsqu'un néphron
n'est plus fonctionnel, son voisin peut a lui seul entierement compenser cette déficience. Une
diminution de 50% du nombre de néphrons fonctionnels n'aura donc aucune expression
biologique. L'exemple le plus caractéristique est celui des individus porteurs d'un rein unique ala
suite d'un don d'organe.

Une insuffisance rénale ne deviendra donc biologiquement manifeste que lorsque la
massenéphrotique fonctionnelle est réduite de plus de 50%.0n définit deux types d'insuffisance
rénae:

- L'insuffisance rénale chronique (IRC).
- L'insuffisance rénale aigué (IRA).
[11.1.1. L'insuffisance rénale aigue.

L'insuffisance rénale aigué correspond a un arrét brutal de la fonction de la plupart des
néphrons qui, au départ, fonctionnaient plus ou moins normalement. (18)

[11.1.2. L’insuffisance rénale chronique.

L’insuffisance rénale chronique est définie par la diminution progressive (sur plusieurs
années) et irréversible du débit de filtration glomérulaire. Cette baisse du DFG est consécutive a
laréduction du nombre de néphrons fonctionnels. (19)

Cela dit, la capacité de compensation des reins est impressionnante puisqu’il faut que 50
% des néphrons soient détruits avant que n’apparaisse une insuffisance rénale. Dés lors, les
fonctions excrétrices et endocrines des reins sont touchées.

Le caractére insidieux de I'insuffisance rénale chronique en fait une maladie redoutable.
En, effet, elle est asymptomatique aux stades précoces de la maladie, son diagnostic ne peut étre
alors que biologique. A un stade avancé, les anomalies hydro-électriques et hormonales sont a
I’origine des manifestations cliniques et biologiques ; mais a ce niveau, les Iésions rénales sont
dgja tres évoluées. Enfin, au stade terminal, les reins ne sont plus fonctionnels et les seuls
traitements possibles sont la transplantation ou la dialyse. (20)

Il est donc tres difficile de connaitre la prévalence de I’insuffisance rénale chronique

puisqu’elle n’est que rarement décelée aux stades précoces. (20)
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s

Cependant, l'insuffisance rénale chronique ne sinstalle que s l'atteinte rénale est

Figure 05 : Situation anatomique d'un greffon rénal. (21)

bilatérale. Un seul rein est capable d'assurer |a totalité des fonctions d'épuration. C'est pourquoi
un patient transplanté possede classiquement trois reins : deux reins atrophiés inefficaces et le

greffon, qui supporte alui seul lesfonctions rénaes (22)

[11.2. Etiologie del'insuffisance rénale chronique

La majorité des insuffisances rénales chroniques découle d'une néphropathie chronique,

qui progresse along terme vers l'insuffisance rénale terminale. |1 peut sagir de néphropathies :
1. Néphropathieréno-vasculaire: causée par I’hypertension artérielle (HTA)
2. Néphropathie diabétique : causée par le diabéte
3. Néphropathies glomérulaires: causée par la glomérulonéphrite chronique.(23)

[11.3. Physiopathologie

L'insuffisance rénale est une maladie insidieuse et silencieuse, évoluant sur plusieurs
années. Le premier marqueur « précoce », témoignant de la souffrance rénale, est la micro
albuminurie. La maladie évolue progressivement vers une macro protéinurie, due chez le
diabétique a des hyperglycémies a répétition, a une hypertension artérielle et a une dydlipidémie
concomitante.

Récemment, un facteur génétique a éé mis en évidence : une inactivation du gene codant
pour la kallicréine (enzyme phare du systeme kallicréine-kinine) en serait responsable. De cette
maniére, la kallicréine ne pourrait plus produire les kinines (connues pour leurs effets
vasodilatateurs et antithrombotiques).

En temps normal, le systeme kallicréne-kinine est activé prématurément au cours du
diabéte dans le but de protéger le rein des risques de |'hyperglycémie. Son inactivation génétique

accélérerait I'évolution de lamaladie rénae. (24)

=
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[11.4. Diagnostic biologique

L'IRC est une maladie progressive et silencieuse dont le diagnostic a longtemps été
exclusivement biologique.

Selon la National KidneyFoundation - KidneyDiseaseOutcomesQuality Initiative (NKF
KDOQI), pour ére qualifié dinsuffisant rénal, il faut présenter des anomalies structurelles ou
fonctionnelles du rein, méme pour un débit de filtration glomérulaire (DFG) supérieur a 90
mL/mn/1,73 m2, ou avoir un DFG inférieur & 60 mL/mn/1,73 m? pendant plus de trois
mois.(25)La valeur normale du DFG chez un adulte jeune est de 120mL/min/l,73m? de surface
corporelle.(22)

Il faut choisir unesubstance éliminée exclusivement par voie rénale, qui ne soit ni
réabsorbée, ni sécrétéepar les tubules rénaux et dont la concentration sanguine ne varie pas ou
peu d’un jour surl’autre.(19)

[11.4.1. Lacréatinine

La créatinine répond a ces critéeres, bien qu’elle soit secrétée par les tubulesrénaux et cela
d’autant plus lors d’une insuffisance rénale. Cependant, comme nous leverrons plus loin, elle
permet tout de méme d’avoir une bonne approche du DFG.

C’est une substance endogene provenant du catabolisme musculaire. Etant donné que
lamasse musculaire d’un individu est relativement constante, la production et I’éliminationde la
créatinine le sont aussi. De plus, son éimination éant intégralement rénale, seuleune
modification du DFG influera sur sa concentration sanguine.(26)

Les valeurs normales de créatininémie sont personne dépendantes. En effet, une personne
agée peu musclée aura une créatininémie basse par rapport a une personne sportive de 30 ans tres
musclée. Néanmoins, des fourchettes de valeurs ont éé déterminées pour un individu de
corpulence moyenne :

1. 70a115 pumol/L chez I’homme
2. 60495 pmol/L chez lafemme (19)

Lors d’une insuffisance rénale, I’élimination de creatinine diminue et par conséquent, la
créatininémie augmente et peut atteindre des valeurs supérieures a 1000 pmol/L selon
I’évolution. Mais ces valeurs étant insuffisantes a elles seules pour connaitre le DFG, on mesure
laclairance alacréatinine.

[11.4.2. Laclairancealacréatinine

La clairance rénale d’une substance exprime le volume de plasma que le rein épure
totalement de la substance en question par unité de temps.

La créatinine étant éliminée uniquement par voie rénale, sa clairance représente le débitde

filtration glomérulaire. (19)
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La méhode de mesure de la clairance la plus fiable consiste a recueillir les urines sur
24heures et de faire dans e méme temps un dosage sanguin de créatinine. En effet :
Clairance créatinine (en mL/min) = UxV / P
U :Lacréatininurie,
P : Créatininémie

V : Ledébit urinaire en ml/min(26)

[11.5. Conséquence de I’insuffisance rénale chronique

Il est nécessaire de connaitre les conséquences de I’insuffisance rénale chronique
pourcomprendre les mesures thérapeutiques permettant d’y remédier. Comme on I’a vu, les
reinsnormaux remplissent une triple fonction : excrétion des déchets, régulation du bilan de
I’eauet des eélectrolytes et fonction endocrines. L’insuffisance renale entraine donc des
anomaliesdans ces trois domaines.
a. Altération dela balance eau éectrolytes
b. Altération de I’épuration des déchets
c. Altération desfonctions endocrines

L’IRC s’accompagne souvent d’une baisse des défenses immunitaires, donc d’une
sensibilité Plus grande aux infections. La vaccination précoce contre I’hépatite B est donc
fortement Conseillée car le risque de contamination par ce virus est augmenté chez les patients
en Didyse.(27)

[11.6. Lestraitementsde suppléancerénale

Quand Il'insuffisance rénale chronique arrive au stade terminal, les reinsn'assurent plus
leurs fonctions, et il va donc étre indispensable de suppléer lesfonctions rénales défaillantes par
un traitement de suppléance. Sinon, s’en suit lamort rénale qui conduit a la mort du patient.

Il existe deux grands traitements de suppléance rénale: la transplantation rénale et la
dialyse cest a dire I'épuration extra rénade (EER). Ces méthodes constituent une avancée
thérapeutique majeure acquise depuis le début des années 60 pourle traitement des patients
atteints d’insuffisance rénale chronique au stade terminale.Quarante ans aprés les travaux
initiaux des pionniers de ces méthodes, prés d’un million de patientsdans le monde sont
actuellement en vie gréce aux techniques de dialyse. Celles-cireprésentent le premier exemple de
la possibilité d’assurer une survie tres prolongée (plusde 30 années chez certaines personnes)
gréce a des procédés techniques qui peuventpallier les principales déficiences irréversibles d’un
organevital.

Ladiayse est le procédé physique par lequel on élimine du sang du patient urémique les

substances toxiques qui s’y accumulent a cause de I’insuffisance rénale et qui sontnormalement
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éliminées par le rein.Le concept fondamental sur lequel se base la dialyse est celui de mettre le
sang du patienten contact avec une autre solution appelée dialysat dont la composition est bien
connue. Cette solution,séparée du sang par une membrane de filtration semi-perméable, est
dépourvue des substances quel’on veut entiérement éliminer (urée, créatinine, acide urique,
phosphore, ...). Ellecontient d’autres substances dont la concentration permet de rééquilibrer
leurconcentration dans le sang jusqu’aux niveaux Vvoulus (sodium, potassium,
calcium,magnésium, ...).Cet échange qui permet le transport des solutés est via deux
mécanismes qui sont la diffusion et I’ultrafiltration.

La mise en place d’une épuration extra-rénale repose sur plusieurs criteres comme

lecontexte clinique, I’age du patient et |e bilan biologique.(28)

[11.6.1. Principesgénéraux del'épuration extrareénale

Les fonctions rénales d'épuration des déchets et de régulation hydro-électrolytique du
milieu intérieur, vitales al'organisme, peuvent étre supplées chez le patient dépourvu de fonction
rénale par un « rein artificiel » ou « dialyseur ».

A l'instar de I'organe, le dialyseur va permettre I'épuration plasmatique a travers une
membrane dialysant. Cette membrane semi-perméable, se comportant comme un tamis, va
permettre le passage des petites molécules et bloguer celui des molécules de taille ou de masse
moléculaire plus élevée. Cest le cas des protéines, qui ne pourront franchir les pores
membranaires. Cependant, I'emploi de certaines membranes hautement perméables (pour

favoriser I'@imination des toxines urémiques) peut entrainer des pertes d'albumine
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Figure 06 : Principe de I’hémodialyse.(20)
On juge de la perméabilité des membranes a partir de la masse moléculaire pour laguelle

la membrane est considérée comme strictement imperméable; c'est le « Cut-off » ou point de
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coupure de la membrane. En pratique, le Cut-off des dialyseurs est de 5 a 20 kDa, celle des
néphrons est de 50-60 kDa.(29)

Les échanges, a travers cette membrane, seffectuent par diffusion et par convection
(ultrafiltration).

Le terme « Hémodialyse » regroupe |'ensemble des méthodes d'épuration extrarénale

restaurant périodiquement I'hnoméostasie sanguine du patient urémique.

[11.6.2. Dialyse péritonéale

Cette méthode de dialyse est considérée comme plus douce, car elle ne nécessite pas de
circulation extracorporelle du sang (ce qui évite le besoin d'un traitement anticoagulant), se
servant du péritoine comme membrane filtrante. Le dialysat contenu dans une poche remplit
I'abdomen du patient, a l'aide d'un cathéter qui est logé jusque dans le cul de sac de Douglas. Le
liquide contenu dans la cavité péritonéale apres quelques heures est chargé en toxines et en
déchets protéiques. Il contiendra également |'excés d'eau qui n'est plus éliminé et sera donc
évacué par le cathéter dans une poche vide. |l faut noter que contrairement a I'némodialyse, la
dialyse péritonéal e permet de ralentir e plus souvent la perte de la diurese.

Les échanges entre le sang du patient et le dialysat sont principal ement basés sur I'osmose
et ladiffusion, grace al'hyper osmolarité de la solution de dialyse.
On distingue deux méthodes de diayse:
-La dialyse péritonéale continue ambulatoire ou DPCA, technique manuelle ou le patient doit
étre autonome pour assurer le remplissage et la vidange du péritoine. Cette technigque se fait tout
au long de la journée. Aprés chague remplissage de I'abdomen, le patient est libre pour quatre a
Six heures.
-La dialyse péritonéale automatisée ou DPA, au cours de laguelle un appareil soccupe d'injecter

et de drainer lesliquides tout au long de la nuit. Le patient ne doit dialyser que la nuit.(30)

=3
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I.L”hémodialyse
[.1. Généralités

L’hémodialyse reste aujourd’hui la technique la plus utilisée dans le monde. C’est
uneméthode onéreuse puisqu’elle nécessite des appareils de haute performance et des
centresappropriés.(31)

C'est un traitement qui permet de suppléer quasi-parfaitement aux fonctions d’épuration
rénaleméme s’il est impossible d’éliminer la totalit¢ des toxines. De plus, les
fonctionsendocrines ne peuvent étre rétablies, d’ou la nécessité d’un traitement substitutif
d’EPOet de vitamine D.

II'y adifférents types de structures peuvent étre utilisées pour les patients dialysés :

Les centres d’hémodialyse comportant un service de réanimation afin de délivrer des
soins intensifs en urgence. Ces centres sont réserveés pour les patients a risgques.

L’unite de dialyse médicalisée installée dans un établissement de santé. Ici les patients
sont stables, ce sont lesinfirmiers qui procurent les soins mais un medecin est toujours présent.

L’unite d’autodialyse pour les patients plus autonomes, car ce sont eux qui préparent leur
dialyse.

L’hémodialyse a domicile qui est de moins en moins utilisée, elle permet aux malades de
setraiter chez eux.(31)

C’est un traitement contraignant, puisqu’en ce qui concerne I’hémodialyse
conventionnelle, il faut compter trois seances d’une durée de trois a six heures par semaine. Il
existe aussi I’hémodialyse quotidienne, laquelle dure entre deux heures et deux heures trente, six
jours sur sept ; ce mode de traitement permet d’avoir un suivi plus régulier.

La seule contre-indication absolue a I’hémodialyse est I’absence de capital veineux

utilisable pour prélever le sang.(32)

[.2. Définition

L'hémodialyse rénale recouvre I’ensemble des méthodes d’EER qui ont en commun
unecirculation sanguine extracorporelle, un module d’échange entre le milieu intérieur et le
milieuextérieur (hémodialyseur), et une solution électrolytique vectrice des échanges.
L’hémodialyse a pour réle de remplacer |a fonction rénale déficiente, soit de maniére définitive
(hémodialyse chronique), soit de maniére transitoire, dans |'attente d'une récupération de la
fonction rénale (hémodialyse aigué), elle assure des fonctions multiples :

- Produire de fagon continue une solution électrolytique d’échange « dialysat » et/ou
liquide de substitution ;

- Assurer la circulation sanguine extracorporelle ;
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- Contrdler, lasécurise le bon déroulement de la séance programmée ;

- De fagon plus récente, apporter une dimension nouvelle en assurant un contrdle de
qualité” par évaluation des performances d’épuration et en permettant un contréle de la tolérance
hémodynamique (33)

L'hémodialyse ne correspond, donc, pas a un traitement curatif mais bien a un traitement
palliatif des insuffisances rénales majeures.
| .3.Matériels d’hémodialyse

La mise en ceuvre de I’hémodialyse necessite un matériel spécifique dans un but bien
précis a savoir créer deux circulations: la circulation du sang a épurer assistée ou non par une
pompe et lacirculation du bain de dialyse engendrée par |le générateur.

[.3.1. Ledialyseur

C’est le « rein artificielle », ou se produisent les échanges. Il est composé d’une
membrane semi-perméable naturelle (cellulose) ou synthétique qui sépare le compartiment
sanguin du dialysat.On en retrouve deux types : les dialyseurs a plaques, quasiment plus utilisés,
et les dialyseurs a fibres creuses.Ces derniers sont constitués d’un réseau de dix a quinze mille
fibres creuses, appelées aussi capillaires, qui représentent en fait la membrane semi-perméable,
et qui sont enchassees dans une gaine rigide. Le sang s’écoule a I’intérieur des capillaires dans
un sens tandis que le dialysat traverse a contre-courant et a I’extérieur des fibres. (34)

Les membranes cellulosiques sont moins utilisées que les membranes synthétiques car
elles sont beaucoup plus alergisantes. Mais leur objectif principal est identique : se rapprocher
au mieux des caractéristiques de perméabilité de la membrane basale glomérulaire.(35)

Le choix de I’hémodialyseur dépend des données du patient (age, poids, résultats
biologiques), de la technique utilisée et des résultats souhaité. Le but de la dialyse est d’obtenir
une épuration des molécules en rétention dans le plasma et d’enlever I’eau ingérée par les
patients entre deux séances de dialyse. Il faudra donc que le dialyseur réponde a des criteres de

transfert de masse et de coefficient d’ultrafiltration déterminé. (36)

[.3.2. Legénérateur dedialyse

Le générateur est |e véritable « pilote » de la séance de dialyse. Il fabrique le didysat a
partir du concentré de solutés et de I’eau ultra-pure dans un mélangeur, qu’il envoie ensuite dans
le dialyseur. Il gere I’ultrafiltration en fonction du poids a perdre et du temps de la séance, il est
relié a des instruments de contrdle qui permettent de déceler toute anomalie provenant du circuit
sanguin ou du circuit du dialysat. (35)

En effet, le générateur contréle I’osmolarité du dialysat par conductimétrie, son pH, sa

température, son débit a I’aide d’un débitmetre, la pression régnant dans le circuit, la présence
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d’air en aval du piége a bulles, il détecte les fuites de sang par photométrie. Si I’'un de ces
parameétres sort des limites préétablies, la dialyse s’interrompt automatiquement et des alarmes
alertent le personnel.Le diaysat usagé est envoyé vers les égouts dans un circuit spécia via une

pompe.

l.4. LeDialysat

Il est synthétise dans un genérateur de dialyse a partir d’un concentré de dialysat et d’une
eau ultra-pure. L’eau pour hémodialyse, inscrite & la 3™ édition de la Pharmacopée Européenne
sous la dénomination « Solutions Concentrees Pour Hemodialyse» (37)est considérée par la
|égislation comme un médicament.

L’eau de dialyse (120 litres en moyenne par séance de 4h) est obtenue a partir d’eau
potable par distillation, par osmose inverse, par échange d’ions ou par tout autre procéde
approprié. (38)

En effet, I’eau de ville a une composition trop variable et doit ére débarrassée de tout
élément potentiellement nocif comme le chlore, le calcium, I’aluminium, les toxines, les
bactéries...Pour se faire, le systeme de traitement de I’eau comprend :

Un adoucisseur pour capter le calcium et le magnésium gréce a une résine échangeuse
d’ions.

Un filtre & charbon activeé pour adsorber les composés organiques, le chlore, les pyrogenes.

Desfiltres, disposeés tout au long du systeme qui retiennent les particules insolubles.

Un systeme d’osmose inverse pour Oter la quasi-totalité des substances ionisées et
organiques dissoutes.

L’eau ultra-pure est ensuite envoyée dans les générateurs de dialyse afin d’y
étremélangée au concentré de dialysat. Des contrbles réguliers de la qualité de I’eau sont réalises,
afin de s’assurer de I’absence de germes microbiens et d’un taux indétectable d’endotoxines,
comme définit dans la Pharmacopée.

Le diaysat est préparé extemporanément au cours de la séance de dialyse par dilution
duconcentré dans I’eau ultra-pure au niveau du mélangeur. Les concentrés utilisés sont
généralement tamponnés au bicarbonate et dilués vingt fois dans I’eau. (31)

La composition finale du dialysat en eau et en sels minéraux est relativement proche de
celle du liquide extracellulaire ; elle est déterminée de telle sorte que le sang puisse retrouver une

composition correcte apres la séance
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Tableau Il : Relations entre effets toxiques et concentrations de plusieurs contaminants

physicochimiques et bactériologiques de I’eau pour hémodialyse. (39)

Contaminant Effetstoxiques Concentration toxique
Aluminium Enf:ephal opathie du dialyse, ostéopathie, 60 g /|
anémie
. L. Nausée, vomissement ; céphal ées flush, .
Calcium-magnésium myslgistroubles tensionnels 88mgy/I(cal cium)
Chloramines Hémolyse, méhémoglobinémie, anémie 0,25mg/I
Cuivre Nausee frisson, céphal ées, hépathopatie, 0,49mg!
fievre
Fluore Ostéoporose ; ostéomalacie Img/l
Nitrate Hem(,)l yse h,ypotens. o, Cyanass, 21mg/l
nauséeméthémoglobinémie
Hypertension, cedémes, vomissement,
Sodium céphal ée pulmonaire, tachycardie, 300mg/I
insuffisance respiratoire, crise, coma, mort
Sulfate Nausée, vomissement, acidosemétabolique | 200mg/I
Zinc Nausée, vomissement, fievre, anémie 0.2mg/l
Microbiologique Frisson, fiévre, nausée, septicémie >100UFC/ml
Endotoxines Hypotension, cyanose, choc >0,25 EU/ml

|.5.Les Abords vasculaires pour hémodialyse

La connexion du patient hémodiaysé chronique a la machine de dialyse nécessite un
double accés au sang. Cet acces doit procurer un débit important de I’ordre de 350 ml/min. 1l doit
pouvoir étre répété lors de chagque séance de diayse pendant une longue période de temps.(40)

La ponction artérielle a répétition n’est ni facile ni anodine et il y a en pratique deux
grandes solutions : les cathéters centraux insérés dans un gros tronc veineux (veine fémorale ou
veine jugulaire interne) et surtout la fistule artério-veineusequi consiste a artérialiser une veine
superficielle en I’anastomosant a une artére, ce qui permet d’avoir dans cette veine un débit
important.(41)
|.6.Lecircuit sanguin extracor por el

Une fois ponctionné au niveau de la fistule ou du cathéter, le sang est acheminé par une
pompe assurant un débit minimum de 300 ml/min jusqu’au dialyseur. C'est a ce niveau que se
produit lafiltration : le sang traverse le dialyseur dans le sens inverse du dialysat afin d'optimiser

les échanges. Apres avoir été épuré, il retourne au niveau de la fistule en passant dans un piege a
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bulles afin d'éviter la présence d'air dans le circuit. On note que des contrdles de pression ont lieu

adifférents points du circuit, principalement avant et aprés le dialyseur.(42)
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Figure 07 :Le circuit sanguin extracorporel (43)

La biocompatibilité du circuit est primordiale; en effet, toute activation excessive du
complément ou des facteurs de coagulation lorsgque le sang entre au contact du circuit ou des
membranes de dialyse est un signe de bio-incompatibilité. Dans certains cas, il peut méme
survenir un choc anaphylactique. Les membranes synthétiques ou cellulosiques substituées
utilisées aujourd’hui sont, pour la plupart, biocompatibles, elles n'activent que peu ou pas le
complément. De plus, le circuit est héparinisé afin de prévenir la coagulation a I’intérieur de ce
dernier.(42)

Il. Risqueinfectieux en hémodialyse

Les infections chez les patients traités par diayse sont 100 fois plus fréquentes que dans
la population générale. Elles représentent la seconde cause de mortalité. Leur diagnostic précoce
est capital ainsi que leur prévention. Les insuffisants rénaux ont de nombreux facteurs de risque
prédisposant aux infections, notamment un défit immunitaire et des portes d’entrées cutanées
multiples. Les agents pathogenes les plus fréquemment retrouvés sont les cocci a Gram positif,
en majorité des staphylocoques et les bacilles a Gram négatif. Ces infections peuvent mettre en
jeualafoislasurvie du patient et celle de latechnique de dialyse.(44)

La dysrégulation du systeme immunitaire, qui apparéit dés le stade débutant de
I’insuffisance rénale et se majore par sa progression, s’accentue encore au cours de la dialyse de
suppléance sous I’effet de bio-incompatibilté. (45)Cette dysrégulation immunitaire est la

conséquence de deux phénomenes : I’immunoactivation et I'immunodéficience. (46)




Chapitre 2 L’hémodialyse

[1.1.Sources d’infection

Toute séance d’hémodialyse peut exposer le patient au risque infectieux, les sources
d’infections les plus fréquentes sont :

-L’abord vasculaire du dialysat

-Une contamination du dialysat

-Une contamination de générateur et des tuyaux

-Rédutilisation defiltre de dialyse

-Et enfin une contamination des sol utions medi camenteuses

Ces patients ont aussi réguliérement exposés a des procédures invasives qui peuvent les
mettre en contact avec divers agents infectieux tells Staphylococcus aureus ou les virus des
hépatites.(47)

I1.2-L es contaminations du dialysat

La contamination microbienne du dialysat peut provenir de la formation d’un biofilm a
la surface du circuit hydraulique des moniteurs générateurs d’hémodialyse.

Le biofilm est un dép6t de microorganismes au sein d’une matrice constituée de matieres
minérales et organiques provenant du métabolisme microbien et du dialysat. Cette matrice
appel ée glycoxayx, forme un réseau de fibres recouvrantprogressivement les germes et constitue
ainsi une barriere physique protégeant |es micro-organismes des agressions du milieu extérieur
et, notamment, de la diffusion des désinfectants chimiques.(2)

La contamination peut provenir également de I’eau pour hémodialyse, produite a partir de
I’eau de ville.

Le transfert des substances bactériennes du dialysat a travers la membrane de dialyse se
fait par le phénomene de rétrofiltration, il est observé avec toutes les membranes de dialyse. Le
risque lié au phénomene de rétrofiltration peut étre réduit par I’utilisation d’eau et de concentrés
pour hémodialyse de bonne qualité microbiologique. (48)

[1.2.1. Contaminations bactériennesdu dialysat

Les germes a Gram positifs sont les agents pathogénes le plus fréquemment rencontrés
chez les patients urémiques au cours des infections tant générales que locales. Le germe le plus
souvent en cause est le staphylocogque doré (Staphylococcus aureus) mais les staphylocoques
blancs (Staphylococcus epidermidis), a coagulasse négative, sont aussi souvent responsables de
bactériémie. D’autres germes a Gram positifs, tels que le streptocoque ou le pneumocoque, ont
été isolés par hémoculture, mais avec une fréguence beaucoup moindre.

La porte d'entrée la plus fréguente des bactériémies a staphylocoques est I'infection de
I'acces vasculaire chez les hémodialysés, ou du cathéter péritonéal chez les patients traités par

dialyse péritonéale. Les septicémies a staphylocoque peuvent entrainer de multiples localisations
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secondaires, notamment des infarctus pulmonaires septiques, des endocardites et des arthrites

septiques.

Tableaulll : Les bactéries et substances fréguemment retrouvés lors de réactions fébriles

associées aladialyse

Entérobactéries

Escherichia coli

Serratiaspp

Entérobacter spp

Bacilles a gram négatif, non fermenteurs
pseudomonas spp
Acinetobacterspp
Stenotrphomonasmaltophilia
Burkholderiacepacia
Alcaligenesspp
Flavobacteriumspp
Achromabacter spp

Bactéries

Mycobacterium chelonae
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium gordonae
Mycobactéries Mycobacterium scofulaceum
Mycobacteriumkansaii
Mycobacteriumavium
Mycobacteriumintracellulaire

L PS ( lipopolysaccharides endotoxine)
Muranypeptides
Exotoxinedepseudomonassp
Microcystine (algue)

Par ticules de microor ganismes

Les infections a Gram négatif sont moins fréguemment en cause dans les épisodes
bactériémiques. Parmi ces germes, le colibacille (Escerichia coli) est le plus souvent rencontre,
mais pseudomonas et serratia ont été isolés a I’hémoculture. Le foyer d’origine des septicémies
a Escerichia coli est le plus souvent intestinal ou génito-urinaire. Or I’infection urinaire est
fréquente chez les dialyseés, notamment chez les patients oliguriques ou auriques, et chez ceux
atteints de polykystose rénale ou de pyé onéphrite chronique. (44)

Des substances biologiquement actives sécrétées par les bactéries vivantes, comme les
exotoxines, ou des produits de lyse bactérienne, comme les endotoxines ou les peptidoglycanes,
peuvent se retrouver dans I'eau et les liquides de dialyse. |l est possible de retrouver de fortes
concentrations de ces substances bactériennes méme s la contamination bactérienne est faible.
Elles ont la capacité de pénétrer la membrane de dialyse et d'activer la production de cytokines
une fois dans e sang.
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[1.2.2.Contamination fongique

Des études réalisée par I'égquipe américaine de Klein, au sein des 51 centres de dialyse et
publiée en 1990, conclue que:

Des levures et des champignons ont été retrouves dans les réseaux d'eau araison de 10 %
et 64 %, respectivement. Le diaysat a éé contaminé dans les centres par des levures et des
champignons araison de 30 % et 70 %, respectivement

L'enquéte réalisée montre également qu'il n'y a pas de rapport entre les concentrations
bactériennes et fongiques et celles des endotoxines

L'espéce de champignon microscopique la plus retrouvée est Exophialajeanselmel

L'espéce de levure la plus isolée dans les fluides de dialyse est Candida parapsilosis(49)

[1.2.3. Contamination virales

Les infections virales notamment celles dues au virus de I’hépatite C(VHC), de I’hépatite
B et de I'immunodéficience humaine VIH, sont fréquentes chez les malades soumis a une
hémodialyse chronique. L’hépatite C demeure la principale infection virale chez les malades
hémodialysés. La gravité de cette infection réside dans son risque élevé d’évolution vers la
chronicité et du développement d’une cirrhose et d’un hépatocarcinome. (50)

L’exposition de ces malades aux risques transfusionnel et nosocomial explique la haute
prévalence des infections virales dans cette population. Une infection chronique par ces virus
réduit la survie du patient hémodialysé et du transplanté rénal ainsi que celle du greffon
réna.(51)La vaccination systématique des insuffisants rénaux constitue le moyen le plus efficace
pour prévenir lesinfectionsvirdes VHB et VHC.(52)

[1.2.4. Lebiofilm

Les circuits hydrauliques et les chambres de mélange des générateurs d’hémodialyse sont
des milieux propices alaformation du biofilm.

Le biofilm est un ensemble de microorganismes recouvert par une couche protectrice
visgueuse polysaccharidique (le glycocalyx) (53)On y trouve des bactéries, des mycobactéries,
des levures, des champignons et des algues. Il se forme sur toutes les surfaces en contact avec un
milieu aqueux. Une fois constitué, le biofilm va relarguer de nombreuses substances toxiques
dans les liquides environnants. Les dérivés bactériens du biofilm comprennent des ééments
structurels comme des endotoxines, des peptidoglycanes et des muramylpeptides, ainsi que des
dérivés des métabolismes et des protéines toxiques.

Pour une action efficace contre le biofilm chague machine, chaque centimétre de tuyau
utilisé doivent étre désinfectés quotidiennement. (53)
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[1.2.5. Lesendotoxines

Les bactéries qui se développent dans I’eau ou dans les solutions d’électrolytes sont
principalement a Gram négatif. Leur membrane externe contient des lipopolysaccharides qui
sont relargués dans les fluides environnants au fur a mesure que les bactéries se multiplient ou
meurent. Ces endotoxines sont pyrogenes. Certaines bactéries sécrétent également des
polypeptides ou exotoxines. D’autres fragments et métabolites cellulaires seront dispersés dans
les solutions tandis que les cellules se multiplient et se désintegrent. Alors que le biofilm adhéré
a la surface et n’est pas détecté dans les liquides, les dérives toxiques peuvent se retrouver dans
le liquide de dialyse

Les dérivés bactériens présents dans le liquide de diadyse peuvent dans certaines
conditions passer a travers la membrane du dialyseur méme des dialyseurs basse perméabilité.
Dans ce cas, ces produits vont se retrouver dans le sang du patient. En forte concentration, ces
produits vont déclencher une réaction pyrogene. En faible quantité, ces dérivés bactériens
stimulent les monocytes qui vont relarguer des cytokines inflammatoires jour aprés jour

Les endotoxines, une fois dans le sang, ont la capacité d'activer le facteur de coagulation
X1l : facteur de Hageman, qui va par la suite activer « les systémes de coagulation, du

complément, de fibrinolyse et kininogene ». (54)

[11. LesActeursdela Standardisation de la qualité

De nombreuses organisations professionnelles de la santé ont établi des limites
supérieures pour la contamination chimique et bactériologique des eaux de dialyse.

L'Association fortheAdvancement of Medica Instrumentation (AAMI) e la
Pharmacopée Européenne ont proposé leurs recommandations principales et ont diffusé des
normes pour la qualité de I'eau de dialyse.

La qualité de l'eau utiliste en didyse a éé mondialement revue, car considérée
insuffisante. Cette mission a éé confiée a des organismes francais de certification, comme
I'AFNOR, ou mondiaux comme 1SO (International Standard Organisation).

Depuis quelques années en Algérie, les critéres de pureté physicochimique concernant
I’eau de préparation des liquides de dialyse ont été précisés et réglementés par I’arrété du 17
Moharrem 1423 correspondant au 31 Mars 2002. Par contre, la normalisation des conditions
microbiologiques ne semble pas avoir été envisagée. Les techniques les plus diverses sont
utilisées selon les centres (quantités analysees, milieux, température et durée d’incubation tres
variables), donnant évidemment des résultats extrémement différents.

La parution en 2008 de la norme AFNOR NF S93-315 a marqué un progres en

définissant des criteres de qualité microbiologique du dialysat mais sans toutefois prendre en
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compte I’importance du phénomeéne de rétrofiltration qui peut atteindre 3 litres’h au niveau du
diayseur.

Plus récemment un consensus international a permis la rédaction de plusieurs normes 1SO
portant sur les qualités physico-chimiques et microbiologique de I’eau et des liquides pour
hémodialyse. Ces normes parues en 2009 demandent la recherche de nouveaux ééments
(antimoine, arsenic, baryum, béryllium, cadmium, chrome, sélénium, thallium) dont la toxicité
est suspectée en hémodialyse .Sur le plan microbiologique le taux d’endotoxine d’un dialysat «

Ultrapur » est abaissé ainferieur 0,03UI/ml.

TableaulV : Standards de la pharmacopée Européenne et de I’american association for the
advancement of Medical Instrumentation (AAMI)

Association for the advancement
Phar macopée Européenne of medical instrumentation
(AAMI)

CFU/mL EU/mL CFU/mL EU/mL
Eau de dia!yse (entrée < T7mi <025 <200 NS
dela machine) 100
Liquide dedialyse NS <025 < 2000 NS
(sortie de la machine)

CFU = colony forming units (définit la teneur en bactéries
EU = Endotoxin (définit la teneur en endotoxines)
NS = non spécifié

IL n’existe pas de standards pour la fréquence et le type de prélévement a effectuer pour
I’évaluation de la contamination bactérienne. La plupart des auteurs préconisent cependant des
prélevements mensuels a chaque niveau de la chaine de traitement de I’eau. Dans tous les cas, un

prélévement mensuel est recommandé ala sortie de lamachine de dialyse.

V. Méthodes d’analyses

Il existe en microbiologie diverses méthodes permettant de détecter et de dénombrer les germes
de contaminations. Chacune de ces méthodes est plus ou moins adaptée a un substrat donné
(eaux ou autres).

Latechnique la plus souvent utilisée pour apprécier la qualité microbiologique des liquides de

dialyse est latechnique de filtration sur membrane. (55)

IV.1. Technique defiltration sur membrane
On a adopte la technique de filtration sur membrane pour membrane I’analyse
bactériologique de I’eau en 1951 (56)

)
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Elle est basée sur lafiltration des échantillons sur des membranes filtrantes dont les pores
peuvent retenir les organismes cibles (0.45 um) et la mise en culture du filtre sur un milieu
gélosé dans des conditions (durée, température) adaptées au micro-organisme recherché.

Cette méthode présente I’avantage de permettre d’analyser dans le cas des liquides peu
contaminés (concentré par exemple) I’analyse de grands volumes. Elle offre une sensibilité et
une fiabilité plus grandes tout en réduisant considérablement le temps, la main- d’ceuvre, le

mateériel, I’espace et les fournitures nécessaires.(57)

V. Conséquences potentielles de la contamination microbienne de I’eau de dialyse

Toute contamination de I’eau pour hémodialyse et par conséquent du dialysat sera
préjudiciable au patient en raison de I’insuffisance rénale et de la chronicité du traitement par
hémodialyse périodique.

Les complications liées a une eau de dialyse de qualité insuffisance peuvent étre
catégorisées selon la durée de leurs manifestations :
a.A court terme, le passage de microorganismes ou produits de ces derniers dans le sang du
patient peut étre a I’origine de réactions pyrogenes (frissons, myalgies, fiévre, nauseée,
hypotension) pouvant aller jusqu’au choc du patient. Ces réactions debutent généralement en
cours de séance de dialyse.
b.A long terme, la stimulation répétitive des monocytes par des produits microbiens est a
I’origine d’une production chronique de médiateurs de I’inflammation ou cytokines. Ces
substances sont ellessmémes responsables d’une production hépatique de protéine C-réactive
(CRP) et de béta-2-microglobuline pouvant aboutir a une amyloidose. A I’inverse, certaines
protéines comme I’albumine diminuent sous I’effet de I'inflammation chronique et plusieurs

études ont montré que I’hypoalbuminémie predit la mortalité chez les patients dialysés.
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Une installation d’épuration extra-rénale, ou circulent, en grandes quantités, des fluides
dans un circuit souvent complexe de tuyaux, pompes, cuves, résines, filtres..., qui sont autant de
foyers bactériens possibles, est donc susceptible d’étre contaminée.

Les micro-organismes peuvent survivre dans de I’eau, méme trés pure. Certaines
bactéries de I’environnement sont capables de s’y multiplier.

ont les premiers, définit la notion de bactéries a Gram négatif de I’eau especes
ubiquitaires, particulierement résistantes, capable d’utiliser des traces de carbone et d’azote
comme é éments nutritifs et sources énergétiques.(55) (58)

Dans les dialysats, la présence des sels minéraux ne peut que favoriser le dével oppement
de ces micro-organismes.

L’eau est un élément ou le développement de microorganismes est inéluctable.
L’augmentation de la température et le cheminement de I’eau a travers la boucle et le genérateur
sont des parameétres qui renforcent ce développement. L’accumulation de microorganismes
associée a des matieres organiques et minérales sur une surface engendre ce que 1’on appelle un
biofilm. (59)

L’objectif de notre travail est I’évaluation de la qualité bactériologique des liquides de
dialyse du service d’hémodialyse et d’insuffisance rénale de L’EPH Bousshaba Ali wilaya
Khenchela, et I’isolementdes bactéries qui provoque la contamination de ce liquides et enfin
étudier le profils de résistance aux antibiotiques.

Cette éude va donc nous permettre de préciser les points critiques a surveiller en pratique
courante dans une installation d’hémodialyse (systéme d’épuration de I’eau concentré générateur

de dialyse...)pour assurer dans I’intérét du malade une bonne qualité bactériologique du dialysat

|. Caractéristiques générales du site d’étude

L’E.P.H Ali Boushabaimplanté au chef-lieu de la wilaya (ville de Khenchela) est une
ancienne structure réaliséedurant la colonisation frangaise et mis en fonction en 1962 avec une
capacité de 80 lits. Aprés I’indépendance, il a connu des extensions pour finalement atteindre
une capacité de 313 lits

L’EPH Bousshaba Ali dispose d'un service dhémodiayse équipé de 11 générateurs et
d'un personnel compétant de médecins et dinfirmiers.
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Photographie0l: Hopital de BousshabaAli et service d’hémodialyse

Il. Lerecueil desdonnées
Arrivées au niveau des services concernés nous avons tout d'abord pris contact avec

I’équipe soignante habituelle, en particulier |le médecin traitant et lesinfirmiers pour consulter les
dossiers médicaux des patients inclus dans notre étude. Ces informations ont été complémentées
par un entretien direct avec les malades, a cet effet nous avons élaboré un questionnaire qui
comporte | es renseignements suivants :

v Des données générales (age, sexe, date d'entrée)

v Des données cliniques (le type et la connaissance antérieure de l'insuffisance rénale,
I'existence d'antécédents d'infections, et la durée d'évolution de la maladie)

v" Des données paracliniques (urée et créatinine)

[11. Echantillonnage
La compagne d’échantillonnage a été réalisée au niveau de I’unité d’hémodialyse a partir

de deux points (sites) différents durant e mois de mars 2016 a 08:45 heures du matin.
» Les échantillons de dialysat pré membrane. (site 1)
» Les échantillons de dialysat post membrane (vidange). (site 2), avant son rejet vers les

égouts.
Les échantillons d’eau ont été prélevés au niveau des sites d’études dans des conditions

d’asepsie rigoureuse a I’aide de flacons en verre de 1000ml stérilisés par la chaleur au four

pasteur a 180°C pendant 30 minutes. (60)(61)

3
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Photographie 02 : Les échantillons de dialysat pré membrane. (Site 1)

Photographie 03:Les échantillons de dialysat post membrane (vidange). (Site 2), avant leur rejet

vers les égouts.

Les récipients ont été rincés au moment de I’emploi avec I’eau a examiner, les flacons
nedoivent pas étreentierement remplis. 1l convient de laisser un petit vide d’air au moins 2,5 cm
entre la surface du liquide et le bouchon permettant de bien mélanger en secourant le flacon
ensuite, ils ont été soigneusement étiquetés et conservés. (60)(61)

Au total nous obtenus 02 échantillons a partir du site 1 et 09 échantillons a partir du site 2
c’est-a-dire 09 maades différents durant leur séance d'hémodialyse(TableauV). Les
rensei gnements concernant ses malades sont obtenus suite & un questionnaire détaillé. (Annexe
06)

Les échantillons sont transportés a frais, jusqu’au laboratoire dans un laps de temps ne
dépassent pas 3 heures. D’une fagon genérale, le transport a une température comprise entre 4°C

E
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et 6°C et a I’obscurité dans des emballages isothermes permet d’assurer une conservation

satisfai sante.

TableauV : Les principales caractéristiques des préléevements

Lieux Sitede Périodede | Volumes Nombre Tvpe d’analvse
préévements | prélevements | prélevés | d’échantillons yp y

Service _ ) _ _

) ) Sitel 23 Avril 2016 | 1000ml 02 Bactériologique
d’hémodialyse
Service . 22Mars 2016 . .

) Site2 _ 1000m| 09 Bactériologique

d’hémodialyse 17Avril 2016

V. Les paramétres bactériologiques

L’étude de la qualité bactériologique des liquides des différents sites d’étude a été
réalisee au niveau du laboratoire de I’E.P.H Ahmed Ben Bella Wilaya de Khenchela et au
niveau des laboratoires pédagogiques de Biologie de I’université Abbés L aghrour Khenchela
Elleaconsisté:

Sitel:

v' A effectuer un dénombrement des germes de contamination fécalepar la méthode de
filtration du liquide a analyser et dépbt de la membrane de filtration sur gélose Tergitol
(incubation a 37°C pendant 24 heures pour les coliformes totaux et a 44°C pendant 24 heures
pour les coliformes Fécaux). Et sur gélose SlanetzBartley (incubation 37°C & 24 heures pour les
Entérocoques intestinaux).

v Le nombre de germes est estimé a partir du nombre de colonies identifiéesselon la

coloration spécifique sur le milieu de culture.

Site2:

v A effectuer un dénombrement des bactéries viables aérobies aprées dilution sur gélose
nutritive(incubation 37°C pendant 24 heures).

v" A Rechercher des germes pathogénes par ensemencement sur les milieux séectifs
Hektoen, Chapman, Cétrimide,et Sabauraudau chloramphénicol. (Incubation 37°C pendant a 24
heures).

v Apurifier  les différentes colonies présentes, au moyen de milieux de culture
spécifiques,ceci a partir de repiquage sur les cultures de I’étape précédente.

v A identifier les souches correspondantes, au moyen de tests complémentaires et

biochimiques (gal erie biochimique classique).

|
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v Connaitre leurs profils de résistance aux antibiotiques par la réalisation d’un

antibiogramme.

IV.1. Analyse bactériologique des échantillonsdu Site 1

Le dénombrement des germes de contamination fécale des échantillons du site 1 est
réaliseé selon la technique de filtration sur membranetype Gelman GN-6, la taille des pores de
0,45um, diameétres 46mm.C'est la technique la plus souvent utilisée pour apprécier la qualité
microbiologique des liquides de diayse, c'est une méthode rapide, simple, normalisée mais
nécessitant la disponibilité d’une rampe de filtration.(55)

Apres filtration de 100 ml de liquide a analyser a travers des membranes, les filtres sont
placés sur la surface des milieux de culture solide sélectifs pour la recherche des coliformes
totaux, coliformes fécaux et entérocoques intestinaux.

I'V.1.1.Recherche et dénombrement des colifor mes totaux

Le principe de recherche des coliformes totaux consisteen un ensemencement, par
ledépbt de la membrane filtrante sur gélose Tergitol-7 dans une boite de pétri.L'incubation se fait
a 37°C pendant 24 heures. Le nombre de germes est estimé a partirdu nombre de colonies
identifiées comme telles dans la boite, selon la coloration spécifiquesur le milieu de culture.(55)

Remplir de facon aseptique I’entonnoir de la rampe de filtration avec 100 ml d’eau a
analyser.

Actionner la pompe a vide pour permettre le passage de I’eau a travers la membrane.

Retirer ensuite la membrane a I’aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de Pétri
de 45 mm de diamétre contenant de lagélose TTC.

Cette membrane sera incubée a 37°C, pendant 24 heures et servira a la recherche des
coliformes totauix.
L ecture et interprétation

Apreés 24 heures d’incubation, les coliformes totaux et fécaux apparaissent sous forme de
petites colonies jaunes ou orangeées, lisses, |égerement bombées.

Etant donné le caractére sélectif de la gélose TTC ; ne pousseront théoriquement que les
coliformes.

Ne dénombrer que les boites refermant entre 30 et 300 colonies.

Le nombre de colonies trouvées sera exprimé dans 100 ml d’eau a analyser
IV.1.2. Recherche et dénombrement des colifor mes fécaux ou ther motolérants

La recherche des coliformes thermotolérants est réalisee selon la méme technique

quecelle utilisée pour les coliformes totaux sauf que I'incubation se fait a 44°C pendant 24 a




Matériels et méthodes

48heures.Le nombre de germes est estimé a partirdu nombre de colonies identifiées
comme telles dans la boite, selon la coloration spécifiquesur le milieu de culture.(55)
IV.1.3. Recherche et dénombrement des entérocoques fécaux

La recherche des entérocoques fécaux a été effectuée suivant une méthode qu'on retrouve
dans d'autres publications. (55)La recherche des entérocoques fécaux par filtration est tout
comme la colimétrie par filtration une méhode rapide, simple, normalisée mais nécessitant la
disponibilité d’une rampe de filtration.

Le principe consiste par le dépdt de membrane de filtration sur gélose Slanetz et Bartley
dans une boite de pétri. L'incubation se fait a 37°C pendant 18 a 24 heures. Le nombre de germes
est estimé a partir du nombre de colonies identifiées comme telles dans la boite, selon la
coloration spécifique sur le milieu de culture.

Tout d’abord, il faudrait stériliser un entonnoir a I’aide d’un bec bunsen.

Le refroidir soit avec I’eau a analyser ou bien avec de I’eau distillée stérile.

Mettre en place de facon aseptique une membrane de 0,45 u entre la membrane poreuse et
I’entonnoir a I’aide d’une pince stérile.

Fixer ce dernier avec la pince correspondante.

Remplir de fagon aseptique I’entonnoir avec 100 ml d’eau a analyser.

Actionner la pompe a vide pour permettre le passage de I’eau a travers la membrane.

Retirer ensuite la membrane a I’aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de Pétri
de 45 mm de diamétre contenant de la gélose Slanetz et Bartley.

Cette membrane seraincubée a 37°C, pendant 24 heures.
Lecture et interprétation

Apreés 24 heures d’incubation, les Entérocoques fécaux apparaissent sous forme de petites
colonies rouges, marron ou roses, lisses, légérement bombees.

Etant donné le caractére sélectif de la gélose Slanetz ; ne pousseront théoriquement que les
Entérocoques fécaux.

Ne dénombrer que les boites refermant entre 15 et 300 colonies.

Le nombre de colonies trouvées sera exprimé dans 100 ml d’eau a analyser
IV.2. Analyse bactériologique des échantillonsdu Site 2
I'V.2.1.Recherche et dénombrement des bactéries viables aérobies

La flore des bactéries viables aérobies est constituée d’un ensemble de micro-organismes
variés correspondant aux germes banals de contamination (il s’agit de groupe microbien qu’il
n’est pas toujours nécessaire de définir au plan taxonomique).Le dénombrement des bactéries

viables aérobies est utilisé comme indicateur de pollution. (61)(62)
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v/ On a d’abord homogénéisé I’échantillon en agitant vigoureusement le flacon afin de
permettre une répartition homogéne des microorganismes. puis a I’aide d’une pipette graduée
stérileon aprélevé 1 ml.

v On a introduit stérilement le volume prélevé dans un tube contenant 9 ml d’eau
distilléestérile.

v" Aprés une homogeénéisation par au moins 10 secondes d’agitation 2 goutes de dilution est
déposé a la surface du milieu gélosé nutritive coulé en boite de pétri. L’inoculum a été étalé
soigneusement sur toute la surface gélosée grace a un réateau étaleur. La technique requiert
certaines précautions : on a seché a préalable, a I’étuve a 37°C, les milieux gélosés afin de faire
évaporer I’eau de cristallisation, la surface de la gélose doit étre complétement seche.

v" Les boites sont par la suite incubées en aérobiose a une température de 37°C, pendant 24
heures.

L ecture:

Les germes revivifiables se présentent dans sous forme de colonies poussant en surface. Il
s’agit de dénombrer toutes les colonies, en tenant compte deux remarques suivantes :
1. Nedénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies,
2. Lereésultat seraexprimé par millilitre d’eau a analyser a 37°C.
IV.2.2. Recherche des ger mes pathogenes
V.2.2.1. Isolement des Entérobactéries

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, mobiles par une ciliature péritriches
ou immobiles, acidifiant le glucose par voie fermentative avec souvent production de gaz, ne
possédant pas d’oxydase et reduisant les nitrates et nitrites. (63)

Une goutte de chaque échantillon d’eau est disposée sur la gélose Hektoen pré-coulée en
boite de pétri, I’ensemencement se fait par la technique des stries en cadrants.

Les boites sont par |a suite incubées en aérobiose a une température de 37°C, pendant 24
heures.
V.2.2.1.1. Biodiversité mor phologique et métabolique desisolats

Le principe de lecture du milieu Hektoenest fondé sur la fermentation éventuelle des 3
glucides présents dans le milieu (lactose, saccharose, Salicine). Les microorganismes qui
fermentent au moins I’un d’entre eux forment des colonies de couleur « Saumon », les autres
donnant des colonies bleues vertes. En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes
producteurs de sulfure d’hydrogéne donnent, avec le citrate ferrique, des colonies a centre noir.

L’aspect des microorganismes est le suivant :
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Tableaux VI : L’aspect des microorganismes sur gél ose Hektoen.

Caractéristiques Microor ganismes

Escherichia coli, Klebsiella, Citrobactersp,

Colonies jaune Saumon . .
J Enterobacter, Arizona, Serratia

Colonies jaune saumon a centre noir Proteusvulgaris

Colonies vertes a centre noir Proteus mirabilis, Saimonella

Shigella, Salmonella, Providencia

Colonies vertes ou bleuétres . .
Proteusmotganii, Proteusrettgeri

Petites colonies bleues ou brunétres Pseudomonas (oxydase positive)

IV.2.2.1.2. Purification des souches bactériennes

Quelques colonies isolées ont été reprises de maniere aéatoire et sont purifiées
parrepiquages successifs sur gélose Hektoen, les souches bactériennes purifiées ont fait
I'objetd'une étude des caracteres morphologiques macroscopiques, microscopiques et
biochimiques.

Apres purification et identification, le profil de résistance aux antibiotiques descolonies
reprises précédemment est déterminé par la méthode de diffusion sur milieu Mueller
1V.2.2.1.3. Etude I’aspect microscopique
Coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle qui permet la distinction des
bactéries Gram (+) et Gram (-) sur la base de différence de composition chimique et
d’ultrastructure des parois cellulaires. Cette méthode permet aussi d'observer :
- Lamorphologie des bactéries
- Leur mode de regroupement

Sur des lames en verre propres, des frottis des souches isolées ont été réalises puis fixés
par la chaleur en les passants, par mouvements rapides, trois a quatre fois sur la flamme de bec

bensen. Les lames sont ensuite colorées selon |es étapes suivantes:

1- Réalisation du frottis

Fixer lefrottis par la chaleur

Passer lalame lentement au-dessus de bec bunsen et laisser refroidir.

2- Coloration par leviolet de gentiane

Recouvrir lalame par violet de gentiane
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Laisser 1min.

Rincer a I’eau distillée

3- Mordancgage par le lugol 4- Décoloration par I’alcool

Recouvrir le frottis par lugolRecouvrir le frottis d’alcool (éthanol)

Laisser || 1 min L aisser 30s
Eliminer I'excés de lugol et rincer lalame Laver lefrottisal'eau distillée
5- Recoloration par lafuchsine
Recouvrir lefrottis par lafuchsine
L aisser u Imin.
Rincer lefrottisal'eau distillée
ﬂ
Sécher lalame entre 2 feuilles de papier essuie-tout

Une fois séchés, les lames ont été examinées sous microscope optique a I’aide de
I’objectif a immersion (x100). Des microphotographies sont réalisées a I’aide d’'un microscope

trinoculaire doté d’un appareil photographique numérique.

Photographie 04: Microscope Trinoculaire

IV.2.2.1.4. |dentification biochimique classique

3
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Cette identification nous oriente sur le métabolisme suivi par les microorganismes etles
enzymes qu’ils possédent. Ces tests ont été réalisés en utilisant des mini galeries classiques.(64)
La liste compléte des bactéries qu’il est possible d’identifier avec cesystéme est présente

dans le tableau d’identification. (Annexes)

IV.2.2.1.4.1. Etude de la dégradation du glucose, sacchar ose et lactose en milieu TSI

Le milieu Triple Suger Iron. agar (TSI) permet de mettre en évidence la dégradation
duglucose, lactose, et du saccharose, la production éventuelle du sulfure d’hydrogéne (H,S) et
laproduction de gaz (CO,). Ce milieu est compose d’un culot et d’une pente, et contient lerouge
de méthyle comme un indicateur de pH.

On ensemence le milieu a I’aide d’une anse stérile par des stries longitudinales auniveau
de la pente et par une piqdre centrale dans le culot. On incube les tubes ensemencés a37 °C
pendant 24 heures. Les résultats se manifestent comme suit:

v Glucose positif : culot jaune.

v Saccharose et lactose positif : la pente vire au jaune.

v H,S positif : noircissement du milieu au niveau de la zone joignant le culot et |a pente.
v

Production de gaz : présence de bulles de gaz dans | e culot(66)

Laciose — Lactose — Lactose +
Saccharose - Saccharose Saccharose +
(dacose — {ilucose | (flacose

N I
= e

s Lactose + Lactose +
i 5 | |
glucose + {1 Saccharose -+ Saccharase +
k- Crlmeanse — . Calineose +
H_:I_III.." ™

Figure 09 : Lecture du milieu Triple Suger Iron. agar

1V.2.2.1.4.2. Utilisation du citrate comme sour ce de carbone
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Le milieu utilisé est le citrate de Simmons, dont |'unique source de carbone est lecitrate
de sodium, seules les bactéries contenant une enzyme citrate perméase seront donccapables de se
dével opper sur ce milieu.

On ensemence le milieu par la suspension bactérienne, en strie longitudinale. Lestubes
sont ensuite légérement fermeés et incubés a 37°C pendant 24 Heures. L’utilisation ducitrate

provoque I’alcalinisation du milieu qui se traduit par une couleur bleue. (66)

1V.2.2.1.4.3. Test du mannitol mobilité
Le Mannitol-Mobilité est un milieu de culture qui permet de mettre en
évidencel'utilisation du mannitol et permet simultanément d’établir la mobilité bactérienne.
On ensemence Le milieu par piqure centrale, a I’aide d’une pipette pasteur boutonnée
chargéede |a culture a étudier, puisincubé a 37 °C pendant 24 heures a 48h.
v" Lafermentation du mannitol entraine le virage du milieu au jaune.
v Les souches mobiles diffusent a partir de la ligne d'ensemencement en créant un
trouble du milieu, tandis que les souches immobiles croissent uniquement le long de la strie

d'ensemencement (64)

V.2.2.1.4.4. Recherche de I’'uréase
L’uréase est une enzyme qui hydrolyse I'urée (NH2)2CO en dioxyde de carbone

etammoniac qui se lient entre eux pour donner le complexe du carbonate d’ammonium.
CO (NH;); + H;O Urease CO; (NHy),

Le milieu urée-indole permet de mettre en évidence ce caractére, dont le virage
del’indicateur de pH au rouge violacé en raison de I’alcalinisation du milieu, indiquel’utilisation

de I’urée par les bactéries.

V.2.2.1.4.5. Recherche de I'indole

L’indole est le métabolite terminal de la dégradation du tryptophane présentinitialement
dans le milieu. Seules les bactéries indologenes permettent cette degradationjusqu’a la formation
de I’indole. Ce test s’effectue en utilisant un milieu urée-indole (ou un milieu riche en
tryptophane exempt d’indole).(65)

Aprés 24 h d’incubation, on ajoute quelques gouttes du réactif Kovacs (acide
nitriquenitreux) au milieu urée indole inoculé par la souche a étudier. Aprés agitation I’indole

forméva réagir avec le réactif de Kovacs pour former un anneau rouge surnageant (indole
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positif),alors que la formation d’un anneau brunatre (couleur du réactif) signifie que la souche
estindole négatif(66)

1V.2.2.1.4.6. Recherche de tryptophane désaminase (TDA)
Le tryptophane désaminase agit sur I’acide aminé L-tryptophane en formant I’acideindole

pyruvigue. Ce dernier donne avec le perchlorure de fer une coloration brun rouge.

V.2.2.1.4.7. Recherche du nitrate réductase

Ce test permet de mettre en évidence le nitrate réductase, une enzyme capable deréduire
les nitrates (NO3") en nitrites (NO27). Des tubes contenant un bouillon nitraté sontensemenceés
par les souches isolées, puis incubés a 37 °C jusgu'a |'obtention d'une cultureabondante. Aprés
I’incubation, on ajoute aux cultures quelques gouttes du réactif | (acide parasulfanilique) ensuite
du réactif 11 (alpha-naphtylamine).

L’apparition d’une coloration rose ou rouge traduit une réaction positive (réductiondes

nitrates en nitrites).

V.2.2.1.4.8. Etude des voies fermentatives inter médiaires

Cette étude permet d’effectuer une différenciation entre la fermentation des acidesmixtes
(réaction au Rouge de Méthyle) et celle du butyléne glycolique (réaction de V ogesProskauer).

v Réaction au Rouge de Méthyle: €le consiste a mettre en évidence
I’acidificationfinale du milieu par la fermentation du glucose.

v/ Réaction de I’acétoine (réaction de VogesProskauer): Ce test détecte la capacitéde
synthese de I’acétoine (acétyle-méthyle carbinol) par les microorganismes, qui est unmétabolite
spécifigue intermédiaire de la fermentation butandiolique (VP +).

Dans un milieu bien aéré et fortement alcalinisg, il se produit une auto-oxydation
debutanediol en acétoine et en diacétyle. L’acétoine réagit avec le réactif VP | (soude oupotasse)
pour former le diacétyle; ce dernier apres addition du VP Il varéagir avec le groupeguanidine de
I’arginine pour former un complexe coloré en rose.

Afin de réaliser ces deux tests, On ensemence la souche a éudier sur un milieu Clarket
Lubs puis incubé a 37 °C pendant 24h a 48h. Apres I’incubation on divise le milieu dansdeux
tubes a hémolyse stériles, dans le premier tube on ajoute quelques gouttes de VP | puisquelques
gouttes de VP I, et on laisse le tube incliné (réaction facilité par I’air), alors quedans le

deuxieme tube on goute quel ques gouttes de RM.(66)
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T EOsE
+ 7 gonttes de VEL VP -+
I 7 gonttes de VP 2
o Incuber 1> minutes l_
Iube inclind ot
= ‘e houchan deblogue = JAUNE
. VP —
l Metire 7 gomfics
I e collumre dmons bt
un tnbe en verrs |
e o
- ROUGE
Bouillon Clark et Lubs 1 RO+
Losemencer ¢f incuber + 1 poutte de BN .
21 heures a 37°C |__
o .| 1auNE
RHeste de la culrure HM —

Test VPTest RM
v" Coloration rouge : VP positif.Coloration rouge: RM positif.
v Coloration jaunétre : VP négatif.Coloration jaunétre : RM négatif

Figure 10 : Lecture de milieu Clark et Lubs

1V.2.2.1.4.9. Recher che des décar boxylases

Ce test permet de détecter la production des décarboxylases suivantes : la
lysinedécarboxylase (LDC), I’ornithine décarboxylase (ODC) et I’arginine dihydrolase (ADH)
quidécarboxylent respectivement la lysine, I’ornithine et I’arginine en cadavérine, putrescine
etagamatine par ordre successif. Le test est réalisé avec le milieu Mcgller répartit en 4 tubes a
hémolyse différents :

Le premier tube congtitue le témoin, il contient essentiellement du glucose et du pourpre
debromocrésol comme indicateur de pH. Les trois autres tubes contiennent en plus du
milieutémoin, un des trois acides aminés suivants : Lysine, Ornithine, ou Arginine.

Aprés ensemencement, on ajoute 1ml d’huile de vaseline stérile dans chaque tube, tousles
tubes seront incubés a 37°C pendant 24h a 48h.

v Apparition d'une coloration jaune : réaction positive pour témoin.
v Apparition d'une coloration jaune : réaction négative pour les enzymes.

v Apparition d'une coloration pourpre : réaction positive. (67)
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Y Réaction Négative
Reéaction Positive

Figure 11 : Lecture des décarboxylases

1V.2.2.2. I solement des Staphylocoques

Les staphylocoques font partie de la famille des Micrococcaceae définit comme
descoques a Gram positif, de 0,8 a 1 pm de diamétre, disposés en amas ou en grappes
typiques,catalase positive, se développent & 37°C sur un milieu sélectif de Chapman sans
distinctionde coloration de colonies. 11s sont immobil es, asporul és, parfois capsulés.(63)

IIs sont toutefois capable de fermenter le glucose a la différence des microcoques et
habituellement capabl e de fermenter le mannitol.

Une goutte de I’échantillon est déposée sur la gélose Chapman aprés un ensemencement
par latechnique des stries en cadran, on incube nos boites a 37°C pendant 24 heures.

1V.2.2.2.1. Biodiversité mor phologique et métabolique desisolats

En 18 a 24 heures sur milieu de Chapman, Saphylococcus aureus provoque une
acidification(virage au jaune) du mannitol. On observe des colonies de 1 a 2 mm de diamétre
produisantparfois un pigment jaune et constituées de Cocci a Gram (+) en amas, catalase (+).

Sur les colonies suspectes, on a recherché la Staphylocoagulase. Au laboratoire,
ladétection de la coagul ase a été effectuée en mettant en présence du plasma humain hépariné et
lasouche a étudier dans un tube a 37°C ; la prise en masse du mélange est réalistce en 3 a 6
ouparfois en 24 heures ; la coagulation peut étre suivie d'une dissolution du caillot par suite
del'action de la staphylokinase.(64)

IV.2.2.3. Recherche des Pseudomonas
Les Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif aérobiestrict, oxydase positif, mobile,
produisant souvent des pigments diffusibles et se développant a37°C sur un milieu sélectif au

Cétrimide en donnant lieu a une fluorescence sous une lampe aultraviolets en 48 h. Ils sont de

-
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plus capables de cultiver sur une gélose ordinaire a 42 °C etde synthétiser un pigment : la
pyocyanine. (68)

0.1 ml de chaque échantillon d'eau sont déposés a la surface du milieugélosé au cétrimide
coulé en boite de pétri. L’ inoculum est ensemencé par latechnique des striesen cadran. (68)

Les boites de Pétri sont ensuite mises dans I’étuve couvercle en bas pour uneincubation
de 48 heures a37°C.
IV.2.2.3.1. Biodiversité morphologique desisolats

On considere comme colonie caractéristique toute colonie verte avec une
fluorescencesous rayonnement ultraviolet. Pour identification I’espece Pseudomonas aeruginosa
onprocéde a une subculture des col onies caractéristiques sur gélose nutritive a 42°Cpendant 24 h.
On considere comme positive la présence d’une culture apres incubation.(68)

Sur les colonies positives on a pratiqué une coloration de gram selon le méme protocole
que celui décrit précédemment pour les entérobactéries.
1V.2.2.3.2. Miseen évidencedela production dela pyocyanine

On ensemence un milieu de King A en tube inclinée par une strie médiane en surfaceavec
une anse de la méme culture que précédemment. On incube a 30°C pendant 1 a 4 jourgusgu'a
I’apparition dans le milieu d’une coloration bleu-vert due a la diffusion de lapyocyanine. S’il n y
a pas apparition de cette couleur, on considére ce test comme négatif.(68)
1V.2.2.3.3. Identification biochimique classique

Les bactéries vertes fluorescentes apparues sur gélose nutritive sont identifieées par
larecherche de différentes caractéristiques biochimiques en utilisant des mini galeriesclassiques

selon le méme protocole que celui décrit précédemment pour |es entérobactéries.

IV.2.2.4. Recherchedeslevures et des moisissures

Les mycétes présentent une grande diversité, certains éant unicelulaires (les levures)
tandis que la plupart sont pluricellulaires. Tous sont eucaryotes et hétérotrophes, se nourrissant
par nécrotrophie (matiére organique inerte), biotrophie (parasitisme, comme les mycoses), ou
symbiose (comme les lichens).

Une goute de chaque échantillon d’eau est déposée sur la gélose Sabouraudau
chloramphénicol pré-coulée en boite de pétri, I’ensemencement se fait par la technique des stries
en cadrans.Les boites sont par la suite incubées en aérobiose a une température de 37°C, pendant

24 heures.

IV.2.2.4.1. Biodiversité morphologique des isolats
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La géloseSabouraudau chloramphénicol est recommandée pour I’isolement des levures et
des moisissures, saprophytes ou pathogenes.Elle est recommandée essentiellement pour
I'isolement des moisissures dans les prélevements peu chargés en bactéries, la culture des
moisissures en vue de réaiser leur identification. Dans le cas de prélevements fortement
contaminés, il est préférable dutiliser la gélose Sabouraud + chloramphénicol. In résultat positif

est caractérisé par |'apparition des colonies blanches bombée.

V. Déermination des profils derésistance aux antibiotiques
Le profil de résistance des souches bactériennes identifiées a été déterminé par la
méthode dediffusion sur milieu Mueller Hinton. Des antibiotiques communément utilisés en

thérapi ehumaine ont éte retenus.

V.1. L antibiogramme

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne
estensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton.
Desdisques pré-imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a la surface de
lagélose.

L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de
concentrationdécroissante. La détermination du diamétre de la zone d’inhibition permet une
estimation dela concentration minimale inhibitrice. Les caractéres de sensibilité ou de résistance
de lasouche bactérienne en seront déduits.

Le mode opératoire (Figure 12)est pratiqué selon la Standardisation de I’antibiogramme
en médecine humaine a I’échelle nationale selon les recommandations de I’OMS de maniére
similaire pour les bactéries non exigeantes :  Enterobacteriaceae,Pseudomonas
aeruginosa,Staphylococcus sp. Une fois la période d’incubation écoulée, la zone entourant le
disque ou aucune croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. Son
diamétre est mesuré et comparé aux diameétres critiques figurant dans les tables de lecture.
Lasouche est ains classée sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) a I’antibiotique,
lessouches | sont ensuite incluses dans la catégorie R.Des souches de référence Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosaATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
ontservi pour le contréle de laqualité de I’antibiogramme

La liste d’antibiotiques testés pour chague espéce identifiée estprésentée en Annexes(02,
03, 04)
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Résultats et discussion

Au cours de la période de notre étude, nous avons effectué 02 prélevements a partir du
site 1 c’est-a-diredes échantillons de dialysat pré membrane,et 09 prélévements a partir du site 2
c’est-a-diredes échantillons de dialysat post membrane. Ces prélévements ont fait |'objet d'une
analyse microbiologique pour la recherche des germes de contamination et les germes
pathogenes.

L'étude est réalisée au niveau du laboratoire de Bactériologie de L'EPH Ahmed Ben
Bella wilaya de Khenchela et au niveau des labor atoir es pédagogiques de I'université Abbes
Laghrour Khenchela.

L’analyse des résultats a été effectuée par le logiciel Excel 2010. Les variables

quantitatives ont été exprimees en effectif et en pourcentage et représentées par des graphiques.

|. Résultats descriptifs
|.1. Répartition selon letype de dialyse
La consultation des dossiers médicaux et |'entretien avec les patients montrent que tous

les patients ont choisitl’hémodialyse comme traitement de suppléance de I'insuffisance rénale.

Tableau VI1I: Répartition de la population étudiée selon le type de dialyse

Typededialyse Nombre Fréquence
Hémodialyse 9 100 %
Dialyse péritonéale 0 0%
Total 9 100%

|.2. Répartition selon I’age
La répartition des cas en classes d’age est représentée dans la Figure 13, I'dge de notre

population d’étude s’échelonnait de 20 a 62 ans

Tableau VI1II: Répartition de la population etudiée selon I’ Age.

Age Nombre Fréquence
20a 40 3 33,33%
40 a 60 5 55,56%
60a 80 1 11,11%

Total 9 100%

a

2
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55,56%

33,33%

11,11%

-

20a 40 40 a 60 60a 80

Figure 13: Répartition des patients selon I’age.

L'age dans notre échantillon était de 20 a 80 ans; |a tranche d'ége la plus touchée varie de
40 a 60 ans, les patients agés de moins de 40 ans représentaient 33,33% des cas (n=3), latranche
d'ége de plus de 60 ans ne représentait que 11,11% (n= 1) des cas. Les patients insuffisants
rénaux chroniques africains sont des adultes jeunes avec un dge moyen moins de cinquantaine
dans d autres études africaines.(70) Le jeune &ge des patients en Afrique est le reflet de la
jeunesse de la population africaine. Ces constatations se rapprochent a celle d'une étude sur
I'épidémiologie de la maladie rénale chronique réalisée au Congo ; cette étude avait retrouve un
age médian de 47 ans et avait noté une faible prévalence avant 40 ans.(71) Les résultats d'une
étude réalisée en France en 2008 avaient retrouvé une incidence de l'insuffisance rénae
chronique a 12,6% entre 40 et 60 ans (72) la méme étude avait révélé que cette incidence
atteignait 39,4% au-dela de 60 ans.

|.3. Répartition selon le sexe
Les résultats de la répartition des cas selon leur sexe sontreprésentés dans la Figure 14et
qui montrent que 77,77% des patients (7) sont des femmes alors que 22,23% des patients (02)

sont des hommes. On remargue donc une prédominance du sexe féminin.

Tableau | X: Répartition de la population étudiée selon le sexe.

Sexe Nombre Fréquence
Homme 2 22,23%
Femme 7 77, 77%
Total 9 100%

4
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On a trouver une prédominance féminine de I’ordre de 77,77% par rapport au total des patients
dialysés. Ce résultat ne concorde pas avec la plupart des études qui classe le sexe masculin
comme facteur de risgue. (73) Ceci est probablement du au faible nombre des patients colligés,
un échantillon de patients plus important est nécessaire pour confirmer ce résultat.

B Homme

H Femme

Figure 14: Répartition de la population étudiée selon le sexe

[I. Etude bactériologique
[1.1.Dénombrement desindicateurs de contamination fécale(Site 1)
I1.1.1.Aspect macroscopique desisolats

Les photographies05 A et05 B montrent les résultats du dénombrement des coliformes
totaux etfécaux, on remarque I’apparition de colonies a la surface des membranes filtrantes,
seules les colonies ayant une coloration jaune a oranger, avecprésence d’un halo jaune ont été

dénombrées.

s
Y
f

/|

Photographie 05: Résultat du dénombrement Les coliformes totaux A et Les coliformes
fécauxB
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Les colonies apparues sont indénombrables et donc supérieur aux standards de la
pharmacopée Européenne qui précise un nombre < 100 CFU/mL pour I'eau de dialyse (entrée de
la machine) et de I’American association for the advancement of Medical Instrumentation
(AAMI) qui précise un nombre < 200 CFU/m. Notre échantillon montre un niveau de
contamination éeve.

Photographie 06 : Résultat du dénombrement des Entérocoques Fécaux

La photographie 06montre les résultats du dénombrement des Entérocoques fécaux, on
remarque une absence de colonies a la surface de la membrane et donc une absence d'une
contamination par les Entérocoques fécaux.

I1.2.Analyse bactériologique des échantillons du Site 2
[1.2.1. Recherche et dénombrement des bactéries viables aérobies

Larecherche et le dénombrement des bactéries viables aérobies a 37°C a partir de liquide
d’hémodialyse post-membranaire a donné un nombre de colonies supérieur a 300 UFC et montre

un niveau de pollution du liquide trés élevé.

Photographie 07 : Résultats du dénombrement des bactéries viables aérobies

I1.2.2. Recher che des ger mes pathogénes

ey
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[1.2.2.1. Isolement des Entérobactéries
[1.2.2.1.1.Biodiversité mor phologique desisolats sur gélose Hektoen

Aprés incubation, ona remarqué |'apparition de plusieurs types de colonies a la surface
des milieux ensemencés. L a photographie 08 montre le résultat de I’isolement des échantillons
de liquide post-membranaire sur la gélose Hektoen, on remarque qu’apres incubation, il y a
apparition de deux types de colonies a la surface du milieu. De Petites colonies saumon, rondes,
lisses, a bords réguliers, bombées, brillantes et de grandes colonies saumon irréguliéres, lisses,
brillantes, mugueuse. Une purification des deux types de colonies a été effectuée en plus d'une
coloration de Gram.

Photographie 08 : Aspect macroscopique des souches des Entérobactéries sur gél ose Hektoen

Les résultats de I’étude des différents caractéres macroscopiques et microscopiques des
colonies sont représentés dans le Tableau X.

Tableau X: Observation des caractéres culturaux et morphologique des bactéries isolées sur

gélose Hektoen.
Milieu de culture Caracteéres culturaux Caractéres microscopiques
= e =
. . = LY
- Petites col onies saumon, rondes, Sl e N
Iis_ses,Abordsréguliers, bombées, R TS L0 N S TN
brillantes. 8 LR
Gélose Hektoen - Grandes colonies muqueuse .. ab 7w )
saumon irrégulieres, brillantes, . IT SR 4
lisses. A rﬂT"-c 3 }; r’
LR AN
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La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant 1’isolement et la différenciation des
entérobactéries a partir de différents prélévements. Son utilisation est basée sur les principes
suivants :

» L’inhibition de la flore a Gram positif est due a la présence des sels biliaires qui peuvent
également inhiber légérement la croissance de quelques souches de microorganismes a Gram
négatif.

» Le milieu contient trois glucides : lactose, saccharose et salicine. La forte concentration
en lactose favorise la visualisation des entérobactéries en évitant |le probleme des fermentations
tardives. Les autres glucides ont été introduits afin d’assurer une différenciation plus performante
et de réduire latoxicité engendrée par les indicateurs colorés.

» En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes producteurs de sulfure
d’hydrogene réduisent le citrate ferrique ammoniaca et se manifestent par un noircissement di a
I’apparition de sulfure de fer au centre des colonies.

» Le systeme d’indicateurs colorés, composé de bleu de bromothymol et de fuchsine acide
permet de colorer en saumon |es entérobactéries lactose-positif et en bleu vert les lactose négatif.

Le principe de lecture est fondé sur la fermentation éventuelle des 3 glucides présents
dans le milieu (lactose, saccharose, salicine). Les microorganismes qui fermentent au moins 1I’un
d’entre eux forment des colonies de couleur “saumon”, les autres donnant des colonies bleues ou
vertes. En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes producteurs de sulfure
d’hydrogéne donnent, avec le citrate ferrique, des colonies a centre noir.(74)

On peut dire que les colonies saumon apparues ala surface du milieu sont lactose positif

L’observation microscopique des lames colorées par la technique de Gram, montre des
bacilles isolées ou en courtes chainettes colorés en rose. Les colonies apparues a la surface de la
gélose sont donc issues de bacilles Gram négatif, ceci concorde avec le caractére de la gélose

Hektoen qui est un milieu sélectif pour les bacilles Gram négatif.

11.2.2.1.2. Identification biochimique sur galeries classique

Au total nous avons purifié 10 colonies par repiquages successifs sur gélose Hektoen.On
a procédé ensuite a une identification biochimique sur galerie classique.

Grace aux tests biochimiques, il est possible de connaitre certaines caractéristiques du
meétabolisme des bactéries analysées. Plusieurs résultats ont été obtenus aprés gjout des additifs,
ce qui nous renseigne sur la voie d’attaque des glucides, la présence d’enzymes respiratoires, les
voies fermentatives et |le métabolisme des acides aminés. (75)

Les résultats obtenus avec photographies sont représentés dans le tableau XI, en se

basant sur le tableau de lecture (Annexe 10), on a pu identifier 04 espéces bactériennes.
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Tableau XI: Résultats biochimiques obtenus aprés lecture de la galerie classique.

Lesmilieux

Photographie desr ésultats

I nterprétation des résultats

Triple Sugar
Iron agar (TSI)

C’est un milieu au niveau duquel nous
avonsrecherché 5 caracteres :

- lafermentation du lactose sur la pente quise
traduit par virage au jaune.

-la fermentation du saccharose égalementqui se
matérialise par virage au jaune.

- lafermentation du glucose : culot jaune. - la
production de H,S qui se traduit par
unecoloration noire.

- laprésence de gaz qui se matérialise par
ledécollement du culot et/ou la présence
debulles d’air.

Utilisation du
citrate . L utilisation du citrate comme seule sourcede
Citratelb tmt carbone entraine une al calinisation dumilieu,
g d’otl le virage du vert au bleu.
positif negatif
- Lafermentation du mannitol entraine levirage
du milieu au jaune.
Lemilieu - Les souches mobiles diffusent a partir dela
Mannitol ligne d'ensemencement en créant untrouble du
mobilité milieu, tandis que les souchesimmobiles
croissent uniquement lelong dela strie
d'ensemencement.
- Le virage de I’indicateur de pH au
rougeviolacé en raison de I’alcalinisation
Production ?g;:gi,gdlquel utilisation de I’urée par
d’uréase '

- Le milieu garde sa couleur d’origine si
labactérie est Uréase négative
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Test d’indole et

- la formation d’un anneau brunétre
(couleur du réactif) signifie que la bactérie
est indole négatif,

- La formation d’un anneau rouge apres
addition du réactif de Kovacs indique une
bactérie indole positif.

tryptophane

désaminase

(TDA) - Aucune réaction : TDA négatif
- TDA positif : Le tryptophane désaminaseagit
sur I’acide aminé L-tryptophane enformant
I’acide indole pyruvique. Ce dernierdonne avec
le perchlorure de fer unecoloration brun rouge.
- L’apparition d’une coloration rose ou
rouge traduit une réaction positive

Recherchedu S esras (réduction des nitrates en nitrites)

nitrate positit - Lacouleur jaune : réaction négative.

réductase

Etude desvoies
fermentatives
intermédiaires

- RM positif I’acidification du milieu par
lafermentation du glucose donne la
couleurrouge

- RM négatif le milieu reste incolore
doncaucune réaction de fermentation

- Coloration jaunétre : VP négatif.

- Coloration rouge : VP positif se traduit parla
synthése de I’acétoine (acétyle-
méthylecarbinol) par les bactéries, qui est
unmeétabolite spécifique intermédiaire de
|afermentation butandiolique

Production de
décar boxylases

- Apparition d'une coloration jaune : réaction
positive pour témoin : lafermentation de
glucose.

- Apparition d'une coloration jaune:
réactionnégative pour les enzymes.

- Apparition d'une coloration pourpre :réaction
positive qui signifie la présencedes enzymes
décarboxylases.

s
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Tableau XI1:Les especes bactériennes identifiées par galerie biochimique classique.

Test /bact 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
ADH - - - - - - - - - -
LDC - - - - - - - - - -
oDC - + + + + + + + - +
CIT + - - - - - - - + -
H2S - - - - - - - - - -
URE - - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - - - -
IND - + - + + + + + - +
VP - - + - - - - - - -
RM + + - + + + + + + +
LAC + + + + + + + + + +
GLU + + + + + + + + + +
SAC + + + + + + + + + +
GAZ + + - + + + + + + +
MAN + + + + + + + + + +
MOB + + + + + + + + + +
NO, + + + + + + + + +

Espéce SR E.coli SMEGEEET E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli Cg:;?ggti?r Sieel

fecaria amnigenus
(+):Caractére positif (-) : Caractere négatif

10 colonies d'entérobactéries ont éeté identifiées a partir de site d’étude 2. En utilisant le
tableau de lecture et le logiciel Excel (Annexe 10) des mini galeries, on a pu identifier quatre
especes bactériennes différentes dont I’aspect figure sur le Tableau XI1.1l sagit de : Escherichia
coli, Enterobacteramnigenus, Serratiafecaria,Citrobacter Freundii.

L e pourcentage de bactéries de chaque espéce retrouvée est représenté dans la figure 15

10%
Serratia ficaria

] 10%
Enterobacter amnigenus

10%

. ' . |

Citrobacter freundii
0,
escherchiacoi | () ">
J ] ] ; ] | :
B P . r. I; r" P _._.' ’
0 1 2 3 4 5 6 7

Figure 15: Pourcentage d’especes bactériennes identifiées a partir des Entérobactéries
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11.2.2.2. Isolement des Staphylocoques
[1.2.2.2.1. Biodiversité morphologique desisolats sur gélose Chapman

Sur le milieu Chapman, les colonies de Staphyl ococcus apparaissent souvent pigmentées
et entourées d’une aréole jaune dans le cas ou le mannitol est fermenté (Photographie 09A),
dans le cas contraire, les colonies sont non pigmentées,de couleur blanche (Photographie 09B).
Ces colonies sont brillantes, crémeuses,arrondies a bords réguliers de 1 mm de diamétre aprés 24
heures d’incubation a 37°C.

Photographie 09: Aspect macroscopique des colonies sur milieu Chapman.

Une coloration de Gram a été pratiquée sur quelques colonies, I’observation des
frottiscolorés au microscope optique a I’objectif a I’immersion (G x 100)met en évidence des
Cocci sphériques, en grappe deraisin, colorés en violet.

Photographies 10 : Résultats de la coloration de Gram.
Un test catalase a été pratiqué sur quelques colonies, I’apparition d'un dégagement de
bulles met en évidence un test catalase positif.

e
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Photographie 11 : Résultat du test catalase.

Le Test de coagulasepermet la recherche de la coagul ase, exoenzyme capable in vitro de
coaguler le plasma oxalaté de lapin. Parmi les Cocci Gram +, catalase +, seules les souches de
Saphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma oxa até.

Les cocci & Gram positif, catalase positive, testés pour la production d’une coagulase,

présentent un phénotype a coagulase négative: Autres especes de staphylocoques
(Photographie 12).

Photographie 12 : Résultat du test de coagulase libre.

Coagulase positive : Il y aformation d'un coagulum de fibrine.Le fibrinogéne (soluble) a
donc était transformée en fibrine (insoluble)la bactérie posséde donc une coagulase libre. Elle est
dite coagulase libre (+) ou encore coagul ase(+).

Coagulase négative :Il n'y a pas de formation d'un coagulum de fibrine. Le fibrinogene
(soluble) n'a donc pas était transformé en fibrine (insoluble) la bactérie ne posséde donc pas de
coagulase libre. Elle est dite coagulase libre (-) ou encore coagulase (-).

A partir des résultats obtenus et résumés dans le TableauXI11,0n peut conclure que notre
espece est Saphylococcus epidermidis, les colonies appartenant a cette espéce ont été retenues
pour connaitre leur profil de résistance aux antibiotiques par la réalisation d'un antibiogramme.

TableauXI11 :Biodiversité métabolique des isolats sur gélose Chapman
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Malade 1 Malade 2 Malade 3 Malade 4 Malade 5

Man+ | Man- | Man+ | Man- | Man+ | Man- | Man+ | Man- | Man+ | Man-
Sl/J_Iture + - + + + - - - + +
Coagulase - - - - - - - - - -
Catalase + + + + + + + + + +
Espece Staphylococcus epidermidis,

[1.2.2.3. Recher che des Pseudomonas
11.2.2.3.1. Biodiversité morphologique desisolats sur gélose citrimide

Une fois la période d’incubation écoulée, des colonies sont apparues a la surface de
lagélose au Cétrimide, seules celles qui sont rondes, petites, convexes, lisses et de couleur
vertpale avec une odeur aromatique de la fleur de seringa (jasmin) ont été prises en
considération.

Les résultats obtenus figurent sur la photographie 13.Les colonies apparues sur gelose au
cétrimide sont rondes, petites, convexes, lisses de couleur vert pale avec une odeur aromatique
delafleur de seringa (jasmin).

Photographie 13 : Observation des caractéres culturaux et morphologique des Pseudomonas sp
sur gélose cétrimide.A : culture positif des PseudomonasB : culture Négatif

Quatre colonies caractéristiques ont été reprises de maniere aléatoire et ont faitl’objet
d’un test de confirmation sur gélose nutritive et d’un test de mise en évidence despigmentations
spécifiques aux espéces du genre Pseudomonas sur gélose King A et King B. Apres la période
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d’incubation les milieux de culture sont observes sous lampe ultraviolette (UV), les résultats

obtenus sont représentés sur la photographie 14.

Photographie 14 : Résultats dutest de mise en évidence despigmentations spécifiques

On remarque la production d’un pigment diffusible sur gélose nutritive (colorationverte),
ce résultat a été positif avec seulement trois des colonies prélevées, les mémes colonies ont
donné un résultat positif sur King A et aussi surKing B (fluorescence observée sous une lampe
ultraviolette), elles produisent donc lapyoverdine ainsi que la pyocyanine. De plus, une odeur de
lafleur de seringa (jasmin) sestexhal € des cultures.

La sécrétion de ces deux pigments est caractéristique des bactéries du genre
:Pseudomonas. Ces observations ont fortement orienté le diagnostic et I’identification
versl’espece Pseudomonas aeruginosa ; seule capable de produire ces deux pigments, les
autresPseudomonas synthétisent seulement la pyoverdine.(76)(77)

Une coloration de Gram a été pratiquée sur quelques colonies, I’observation des
frottiscolorés au microscope optique a I’objectif a I’immersion (G x 100) ont révelé de
petitsbatonnets de coloration rose, ils appartiennent donc a la classe des Gram négatif
(Photographie 15).

Photographie 15 : Résultats de la coloration de gram

11.2.2.3.2. Identification biochimiques classique desisolats
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Pourchague colonie on a procédé a une identification biochimique sur galerie

classique.Grace aux tests biochimiques, il est possible de connaitre certaines caractéristiques

dumeétabolisme des bactéries analysées. Plusieurs résultats ont été obtenus aprés gout

desadditifs,

d’enzymesrespiratoires, les voies fermentatives et le métabolisme des acides aminés. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau V, en se basant sur le tableau delecture

ce qui

(Annexe 10), on apu identifier 01seul e espéce bactérienne.

nous renseigne sur la voie d’attaque des glucides,

Tableau X1V :Résultats des tests biochimiques des différentes especes isol ées.

la présence

Tests Maladel | Malade2 | Malade3 | Malade4
Culture + + + /
Nitrate réductase + + + /
Glu - - - /
o N
=i = L ac/Sac - - - /
=3 3
% ; H,S - ; _ |
E=) Gaz - - - /
(]
E Citrate de Smmons + + + /
© —
9 Milieu VP - ) _ /
T | clak
et Lubs RM i i i /
3 . ADH + + + /
= Milieu
2 LDC - : : ;
o Moeller
o oDC - - - /
)
g Milieu | Uréase - - - /
_CSU Urée TDA - - - /
N
s Indole Indole - - - /
| solement sur gélose
+ + + /
nutritive
King A + + + /
King B + + + /
Oxydase + + + /

L a photographie 16montre les résultats de I’identification biochimique.

Il s’agit d’un

bacille Gram négatif. La lecture du milieu TSI a révéléqu’elle est : glucose négatif, lactose

négatif, saccharose négatif, gaz négatif et H,S négatif.
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Elle peut utiliser le citrate de sodium comme source de carbone. Elle a un
métabolismeglucidique non fermentatif, une uréase négative, indole négatif et ADH positive.

Elle produit un pigment diffusible sur gélose nutritive (coloration verte). Cette
soucheprésente une réaction positive avec le King B et avec le King A, elle produit donc
lapyoverdine ainsi que la pyocyanine.

Le profil biochimique obtenu permet I’identification de la souche comme étant
Pseudomonas aeruginosa. Lasouche est selon le résultat du King A et King B une Pseudomonas
aeruginosapyocyanine+pyoverdinet.

S

Photographie 16 : les résultats de I’identification biochimique des pseudomonassp

[1.2.2.4. Recherche des levures et des moisissures

[1.2.2.4.1. Biodiversité mor phologique desisolats sur gélose Sabaureaud+ chloramphénicol
Le résultat de la Recherche des levures et des moisissures sur gélose Sabouraud +

chloramphénicol est représenté sur la Photographie 17.0n remarque |'apparition de plusieurs

colonies blanchétres de taille variable,un examen a I'état frais a montré qu'il sagit d'espéces

bactériennes. Ce ne sont donc ni des levures ni des moisissures

Photographie 17: Résultats de la recherchedes levures et des moisissures sur gélose
sabauraudchloramphénicol

@
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[11. Résultats de I’antibiogramme
[11.1.Résultats de I’antibiorésistance des Entérobactéries

Le profil de résistance a été déterminé par la méthode de diffusion sur milieu Mueller
Hinton. Des antibiotiques communément utilisés en thérapie humaine ont été retenus. La
résistance aux antibiotiques a été testée pour les souches bactériennes appartenant a des espéces
des entérobactéries vis-avis de 19 antibiotiques. Les résistances naturelles des souches isolées
n’ont pas été prises en considération. La photographie 18 montre les antibiogrammes obtenus,
les valeurs des diameétres d’inhibitions sont comparées aux vaeurs du tableau de
lecture.(Annexesll)

Photographie 18 : Résultats des antibiogrammes des espéces identifiées.

Les vaeurs obtenues nous ont permis de classer les bactéries en sensible (S),
intermédiaire (1) ou résistante (R) a chaque antibiotique.

Les résultats obtenus figurent dans le tableau (Annexe 12)

Les taux de résistance pour chague antibiotique sont calculés, les espéces Intermédiaires

étant ensuite incluses dans la catégorie R. les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau
XV.
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Tableau XV: Profil de résistance des Entérobactéries aux Antibiotiques

Antibiotiques L es Entérobactéries (n=10)
Sensible Résistant Intermédiaire
Ampicilline AMP 0 0% 10 100% 0 0%
Amoxici I.Iine + acide 00% 10 100% 0 0%
clavulanique AMC
Aztréonam 220% 7 70% 1 10%
CéfalotineKF 0 0% 10 100% 0 0%
CéfazolineKZzZ 0 0% 10 100% 0 0%
Céfoxitine FOX 1 10% 9 90% 0 0%
Céfotaxime CTX 1 10% 8 80% 1 10%
Céftazidime CAZ 1 10% 9 90% 0 0%
Imipénéme | PM 10 100% 0 0% 0 0%
ErtapénémeETP 9 90% 1 10% 0 0%
Amikacine AK 7 70% 1 10% 2 20%
Gentamicine CN 2 20% 8 80% 0 0%
Acide nalidixque NA | 9 90% 1 10% 0 0%
CiprofloxacineCIP | 10 100% 0 0% 0 0%
Chloramphénicol C | 2 20% 7 70% 0 0%
FuranesF 10 100% 0 0% 0 0%
Cortimoxasole SXT |2 20% 7 70% 1 10%
Fosfomycine FF 6 60% 4 40% 0 0%
ColistineCT 10 100% 0 0% 0 0%
B Résistant @ Sensible
100% 100% 100% 100% 100% 100%  100% 100%

90% 90% 90% 90%

Figure 16 : Pourcentage d’isolats des Entérobactéries résistants a divers antibiotiques.
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Les especes d'entérobactéries sont a 100%, résistantes aux B-lactamines et sont donc
des souches BLSE. Les bétalactamases a Spectre Etendue (BLSE) ont été décrites pour la
premiere fois en 1983, en Allemagne. Au début des années 1980, les céphalosporines de
troisieme génération (C3G) ont été commercialisees, mais a la suite de leur sur utilisation pour le
traitement de plusieurs infections, des changements relativement mineurs des séquences des
genes originaux ont entrainé une modification significative de I'affinité des enzymes pour le
substrat, et il Sest développé un groupe de B-lactamases a spectre éendu. Les BLSE sont
plasmidiques donc transférables et sont capables de conférer une résistance bactérienne visavis
des pénicillines, des céphalosporines de premiere, deuxieme et troisieme génération ainsi que
I’ Aztréonam par hydrolyse de ces antibiotiques. (78) Suite a I’ utilisation récente et restreinte de
I’imipeneme en milieu hospitalier, le taux de résistance a cet antibiotique est nul.

Le taux de résistance 100% trouvé durant notre étude est trés élevé par rapport a une
étude francaise qui trouve un taux de résistance de 46 % (79) et a une autre étude Algérienne
avec un taux de 53,33 %. (80)

On remarque aussi une résistance aux antibiotiques de la classe des aminosides, 80%
pour la Gentamycine (CN), alors 30% pour I'’Amikacine. La présence d’un taux de résistance
plus élevé envers la gentamicine (aminosides naturels) s’explique par le fait que I’Amikacine est
une mol écul e semi-synthétique spécial ement congue pour contrer |e phénomeéne de résistance des
bactéries vis-a-vis des aminosides naturels.

Les résistances aux autres Antibiotiques sont moindres et la colistine est le seule

Antibiotique auquel toutes les Entérobactéries dans notre étude sont sensibles.

[11.1.1.La multir ésistance des Entérobactéries aux diversantibiotiques

Notre travail a également permis d’étudier le phénomene de multirésistance. Une souche
multirésistante est une souche qui présente une résistance a au moins deux antibiotiques. Les
pourcentages de souches résistantes a au moins dix antibiotique, a au moins onze antibiotiques, a
au moins douze antibiotiques, ont été calculés et rapportés dans la figure 17.

On a pu identifier seulement deux souches bactériennes multirésistantes productricesde

Beta L actamase a Spectre Etendu (BLSE), il s’agit d'Escherichia coli.
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Photographie 19: souches bactériennes multirésistantes productrices de Beta Lactamase a
Spectre Etendu (BLSE)

Tableau XVI :Lamultirésistance des Entérobactéries aux divers antibiotiques

Multir ésistance nombre
Résistant a au moins 1 antibiotiques 100%
Résistant a au moins 2 antibiotiques 100%
Résistant a au moins 3 antibiotiques 100%
Résistant a au moins 4 antibiotiques 100%
Résistant a au moins 5 antibiotiques 90%
Résistant & au moins 6 antibiotiques 90%
Résistant a au moins 7 antibiotiques 90%
Résistant a au moins 8 antibiotiques 90%
Résistant a au moins 9 antibiotiques 90%
Résistant a au moins 10 antibiotiques 90%
Résistant a au moins 11 antibiotiques 80%
Résistant a au moins 12 antibiotiques 50%
Résistant & au moins 13 antibiotiques 10%
Résistant a au moins 1 antibiotiques 100%
100%
Résistant a au moins 3 antibiotiques 100%
100%
Résistant a au moins 5 antibiotiques 90%
90%
Résistant a au moins 7 antibiotiques 90%
90%
Résistant a au moins 9 antibiotiques 90%
90%
Résistant a au moins 11 antibiotiques 80%
. 50%
Résistant a au moins 13 antibiotiques 10%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 17 : Lamultirésistance des Entérobactéries aux divers antibiotiques
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[11.2. Profil de sensibilité des Staphylococcus sp aux différents antibiotiques

Les tests d’évaluation de la résistance aux antibiotiques ont été réalisés selon la méthode
classique de diffusion de I’antibiotique en gélose a partir de disques imprégnés d’antibiotiques.
L’espece de Saphylococcus a été testée vis-avis de 19 antibiotiques couramment utilisés en
thérapeutique clinique. Les résultats obtenus figurent sur la Photographie 20.

Photographie 20 : Résultat d’antibiogramme des staphylococcus sp sur gélose Mueller Hinton
Les vaeurs obtenues nous ont permis de classer les bactéries en sensible (S),

intermédiaire (1) ou résistante (R) a chaque antibiotique (Annexe 11).Les taux de résistance pour
chaque antibiotique sont calculés, les especes Intermédiaires sont ensuite incluses dans la
catégorie R. (Tableau XVI1).

Tableau XVII: Profilde résistance de Staphyl ococcus sp aux Antibiotiques

Antibiotiques Staphylococcus epidermidis (n=6)
Sensible Résistant | Intermédiaire
Pénicilline P 3  50% 3 50% 0 0%
Oxacilline OX 0 0% 6100% 0 0%
Céfoxitine FOX 0 0% 6 100% 00%
Amikacine AK 6 100% 0 0% 0 0%
Gentamicine CN 6 100% 0 0% 0 0%
Kanamycine 6 100% 0 0% 0 0%
Erythromycine E 6 100% 0 0% 0 0%
Clinamycine CD 3  50% 0 0% 3 50%
Pristinamycine PT 6 100% 0 0% 0 0%
Ofloxacine OFX 6 100% 0 0% 0 0%
Ciprofloxacine CIP 6 100% 0 0% 0 0%
L évofloxacine LVX 6 100% 0 0% 0 0%
Chloramphénicol C 6 100% 0 0% 0 0%
Vancomycine VA 6 100% 0 0% 0 0%
Teicoplanine TEC 5 83,33% 0 0% 1 16,66%
Rifampicine RA 6 100% 0 0% 0 0%
Cotrimoxazole SXT 3 50% 0 0% 350%
Tétracycline TE 6 100% 0 0% 0 0%
Acidefusidique FA 1 16,66% 5 8383% | 0 0%
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Figure 18: Pourcentage d’isolats de Staphylococcus résistants a divers antibiotiques.

On observe que les taux de résistance varient nettement d’un antibiotique a I’autre. Les
especes étudiées de Staphylococcus ont présenté un taux de résistance de 100%a I’oxacilline et a
la Céfoxitine,alors que la résistance a la pénicilline est de 50%, un Saphylococcus résistant a
toutes les B-lactamines doit étre considéré comme un SARM (Staphylococcus aureus résistant a
lameticilline). Deux mécanismes expliquent |a résistance des staphylocoques aux 3-lactamines :
la production de -lactamases et la modification de cible.

Pour les macrolides I'Erythromycine, la résistance des souches est nulle 0% et on aune
sensibilité totale & la Pristinamycine et la vancomycine. L’étude de Solletet al., effectuée en
2002(81) trouve que la vancomycine vient en téte des déclarations d'utilisation parmi les
antibiotiques au cours des infections a SARM.

Le taux de résistance obtenu pour les antibiotiques appartenant a la classe des aminosides

est nul, lagentamicine, la Kanamycine et I'Amikacinesonnt actifs sur notre espéce.

I11.3.Résultats de I’antibiorésistance des Pssudomonas

Le profil de résistance a été déterminé par la méthode de diffusion sur milieu Mueller
Hinton. Des antibiotiques communément utilisés en thérapie humaine ont été retenus. La
résistance aux antibiotiques a été testée pour les souches bactériennes appartenant a I’espéce

Pseudomonas aeruginosa vis-avis de 12 antibiotiques.




Résultats et discussion

Les résistances naturelles des souches isolées n’ont pas été prises en considération. La
photographie 21 montre les antibiogrammes obtenus, les valeurs des diamétres d’inhibitions
sont comparées aux valeurs du tableau de lecture (Annexe 12). Les valeurs obtenues nous ont
permis de classer les bactéries en sensible (S), intermédiaire (1) ou résistante (R) a chague

antibiotique.

Photographie 21 : Résultat d’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa

Les taux de résistance pour chaque antibiotique sont calculés, les especes Intermédiaires
étant ensuite incluses dans la catégorie R. les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau
XVIII.

Tableau XVII1I: Profil de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux Antibiotiques

Antibiotique Pseudomonas aeruginosa (n=3)
Sensible Résistant Intermédiaire

Ticarcilline TC 0 0% 3 100% 0 0%
PipéracillinePRL | 0 0% 0 0% 3 100%
Céftazidim CAZ 0 0% 3 100% 0 0%
Aztréonam ATM 3 100% 0 0% 0 0%
Imipénéme IPM 3 100% 0 0% 0 0%
Amikacine AK 3 100% 0 0% 0 0%
Gentamicine CN 3 100% 0 0% 0 0%
Tobramycine TOB | 3 100% 0 0% 0 0%
Nétilmicine NET 3 100% 0 0% 0 0%
Ciprofloxacine CIP | 3 100% 0 0% 0 0%
Lévofloxacine LVX | 3 100% 0 0% 0 0%
Colistine CT 3 100% 0 0% 0 0%
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Figure 19 : Pourcentage d’isolats des Pseudomonas aeruginosa résistants a divers antibiotiques.

Une résistance acquise a été aussi observée chez les souches de Pseudomonas aeruginosa
isolées. Pour lafamille des B lactamines, la résistance a la Pipéracilline et, Ticarcilline 100% La
résistance aux céphalosporines de troisieme génération : la Ceftazidime est de 100%. En
revanche, celle a Aztréonamet Imipeneme est 0%.

Pour la famille des fluoroquinolonesaucune souchen'est résistantea la ciprofloxacine et
L évofloxacine.

En ce qui concerne les aminosides, on remarque que I’Amikacine et Nétilmicine restent
actifs mémeremarque pour la gentamicine et la tobramycine.

En effet, les Pseudomonas possedent des éléments génétique susceptibles d’acquérir ou
de perdre des génes de résistance aux antibiotiques, décrits sous le nom d’intégrons.(82) Ces
intégrons peuvent héberger des cassettes, éléments mobiles formés d’un gene et d’un site
spécifique de recombinaison.(83) Plusieurs classes d’intégrons ont été définies ; trois d’entre
elles (classes 1, 2 et 3), bien caractérisées, sont impliquées dans la dissémination de la résistance
aux antibiotiques.(84) Les Pseudomonas possédent des cassettes décrites sur les intégrons de
classe 1 (résistance aux f3-lactamines, aux aminosides, au chloramphénicol, au trimethoprime et a

larifampicine) et de classe 3 (résistance aux -lactamines et aux aminosides). (85)
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Conclusion

Conclusion

Ce mémoire de thése s’inscrit dans la problématique de I’évaluation de la qualité
bactériologique des liquides de dialyse du service d’hémodialyse et d’insuffisance rénale de
I’EPH Bousshaba Ali wilaya de Khenchela, de contribuer aisoler les bactéries qui provoque la
contamination de ces liquides et enfin étudier les principal es caractéristiques de ces contaminants

et connaitre les profils de résistance aux antibiotiques par la réalisation d’un antibiogramme.

Dans le cadre de ce travail , nous avons tout d’abord mené une étude bibliographique sur
les liquides de dialyses qui nous a permis de déduire que la contamination microbienne de I’eau
de dialyse préparé a partir de I’eau potable du réseau communautaire fait courir un risque
infectieux au patient dialysé.

Durant notre période d'étude nous avons prélevé 02 échantillons du liquide de dialyse pré
membrane (site 1) et 09 échantillons du liquide de dialyse post membrane (site 2), le
dénombrement des germes de contamination fécale pour les échantillons du site 1 par la
technique de filtration montre un niveau de contamination important par les coliformes totaux et
fécaux > 100 CFU/mL aors qu'il est nul pour les Entérocoques fécaux

Les résultats de I’examen bactériologique des échantillons du site 2 mettent en évidence
et de fagon systématique la présence des Bacilles Gram négatif : Escherichia coli,
Enterobacteramnigenus, Serratiafecaria,CitrobacterFreundii et Pseudomonas aeruginosaet
des Cocci Gram positif Staphylococcus spa coagulase négatif, ayant acquis des caracteres
inquiétants de résistance aux antibiotiques surtout aux bétalactamines, aminosides et
fluoroquinolones. Ces bactéries présentent un niveau de multirésistance alarmant surtout souches
bactériennes multirési stantes productrices de Beta L actamase & Spectre Etendu (BLSE)

Les résultats obtenus a partir de notre étude nous incitent a conclure que la qualité
microbiologique de I’eau osmosee et du dialysat utilisé au niveau du service d’hémodialyse de
I’établissement hospitalier de Khenchela est pas stérile .Ce résultat peut ére expliqué par la
contamination fréquente de la chaine de production de I’eau osmosée, et la maintenance

réguliere des générateurs.

La surveillance bactériologique des circuits de dialyse nous semble donc pouvoir étre
effectuée en routine afin de contrdler le taux de contamination et de le maintenir a des valeurs

basses, témoins d’une désinfection efficace.




Conclusion

La qualité de I’eau pour hémodialyse impose une maintenance adéquate et une
désinfection fréquente des différents éléments qui composent la chaine du traitement d’eau, les
générateurs de dial yse doivent subir une maintenance réguliére et une désinfection avant et aprés

chague séance de dialyse.

Pour les perspectives a venir nous souhaitons élargir notre population d'étude et faire une
caractérisation d'autres germes de contamination surtout les virus des hépatites. |l serait auss
nécessaire, pour la sécurité du malade, de mettre au point sans retard des normes
bactériologiques algériennes , aidant aussi bien a I’élaboration du cahier de charges lors de
I’installation d’un service de dialyse, qu’a la maintenance des circuits d’eau et a la surveillance

des générateurs de dialyse.
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Annexe 01:Normes technique en infrastructures et en équipements du centre
d’hémodialyse allégé de proximité.

I. Normesen infrastructures:

1- les centres d’hémodialyse allégé de proximité obéir aux normes géenérales suivantes en
matiére de locaux :

- Etre situé dans un environnement sain ne présentant pas de danger pour la sécurité des
mal ades.

- Etre dotés d’une climatisation et d’installation technique agréée par I’autorité sanitaire
locale.

- Répondre aux normes de sécurité conformément aux prescriptions des services de la
protection civile.

- Leslocaux doivent étre suffissmment spacieux pour la circulation des personnes et des
équipements.

2- une ou plusieurs salles d’hémodialyse ayant au minimum une superficie de 6 M2 par poste
(le poste de dialyse est représenté par lelit et la machine).

3- deux (2) cabinets de toilettes au minimum sont mis ala disposition des malades
4- une salle de repos équipée d’obus d’oxygéene et d’un systemed’aspiration.

5- un local pour la station de traitement de I’eau, sauf si les générateurs sont équipés de
modules de traitement d’eau individuels.

6- une salle de stockage de médicaments, de filtre et de liquide de dialyse.
7- une salle équipée pour les examens biologique sauf Si ceux-ci sont sous traités.
[1- Normes en équipements:

Les machines d’hémodialyse doivent pouvoir fonctionner avec des filtres de type capillaire
ou des plagues. Le générateur de dialyse est concu de deux modules :

- Lemodule sanguin
- Lemodule hydraulique

1- le module sanguin
Ce module comporte nécessairement

- Un pompe asang - Un détecteur d’amorcage
- Un capteur de pression veineuse - le clamp artériel et le clamp veineux
- Un détecteur d’air

2- le module hydraulique : est composeé essentiellement de:

- Un conductivimétre - un détecteur de fuite de sang
- Unthermométre - un module d’aspiration acétate bicarbonate et
- Undispositif de dégazage acide (dialyse bicarbonatée)




- Un moniteur de pression - des dialyseurs a membrane synthétiques
- Un maitriseur d’ultrafiltration

3- Désinfection du générateur dedialyse

- Désinfection thermique
- Désinfection chimique
- Décacification
La centrale de traitement d’eau pour hémodialyse doit délivrer une eau de trés bonne qualité, tant

du point de vue physico-chimique que microbiologique .Celle-ci n’est pas obligatoire si les
machines sont équipées d’un systemeindividuel.

La boucle de traitement de I’eau doit comporter :
1- un dispositif de prétraitement : composé essentiellement de :

- Unfiltre asable et filtre (20u) a cartouches jetables.
- Unfiltre acharbon actif

- Deux adoucisseurs

- Un osmoseur des baches de réserve d’eau

2- Equipement médical :

- Un matériel d’intubation
- Un dispositif d’aspiration mobile
- Utilisation d’un matériel stérile et jetable

3- Autres équipements:

- Un groupe éectrogéne de secours
- Deslits ou fauteuils articul és permettant |a position de trandel enbourg
- Baance pour peser les patients

[11- Normes requises pour I’eau utilisée en hémodialyse :

Les taux maximums tolérés dans I’eau destinée a I’hémodialyse pour les éléments suivants sont
de:

- 2mg/l pour le calcium - 5mg/l pour le sodium

- 1,2mg/l pour le magnésium - 2mg/l pour le potassium

- 0,01 mg /I pour I’aluminium - 50mg/l pour les chlorures

- 5mg/l pour les sulfates - 0,05mg/l pour le zinc

- 0,2mg/l pour les nitrates - 0,2mg/l pour I’étain

- 0,5mg/l pour lesfluorures - 0,004mg/l pour le  mercure

- 0,2 mg/l pour I’ammonium

La qualité du traitement de I’eau doit étrecontrélée trimestriellement par les anayses
bactériologique et physico-chimique (en particulier du dosage de calcium et de I’aluminium) qui
doivent étre effectuées par un laboratoire agréé.




Annexe 02. Liste des antibiotiques testés sur les entérobactéries charge des disques et

Classification
Conditionsdu test :
Milieu : Mudler Hinton

Control dequalité
Escherichia coli ATCC25922

Inoculum : Colonies en suspension
Incubation : 37°C, atmosphere ordinaire, 18 a 24h

Antibiotiques Abréviation| a9 Classe
du disque
Ampicilline AMP 10 g B-lactames (famille des
pénicillines)
Amoxicilline/acide B-lactames (famille des
clavulanique AMC 20110 Hg pénicillineset des clavames)
Aztréonam ATM 30ug B-lactames
Céfalotine KF 30ug B-lactames
. , B-lactames (famille des
Céfazoline Kz 30Hg céphalosporines 1¥¢ génération)
B-lactames (famille des
Céfotaxime CTX 30 ug céphalosporines 3éme
génération)
. B-lactames (famille des
Cefoxitine FOX 30 Mg céphalosporines 2°™ génération)
. B-lactames (famille des
Ceftazidime CAZ 30Hg céphalosporines 3°™ génération)
Imipenéme IPM 10 yg B-Iactar,ne‘s (famille des
car bapénemes)
Ertapénéme ETP 10 yg B-lactames
Amikacine Ak 30 ug Aminosides
Gentamicine CN 10 ug Aminosides
Acide nalidixique NA 30 ug Quinolones
Ciprofloxacine CIP 5 ug Fluoroquinolones
Chloramphénicol C 30 ug Phénicoles
Furanes F 300ug Furanes
Trimethoprime/Sulfamethox | o 1,25/23,750g | Sulfamides/diaminopyridine
azole (cotrimoxazole)
Fosfomycine FF 200ug Fosfomycine
Colistine CT 10 ug Polypeptide

&




Annexe 03 : Liste des antibiotiques testés sur Pseudomonas aeruginosa charge des disques

et Classification
Conditionsdu test :

Milieu : Mudler Hinton Control de qualité

Inoculum : Colonies en suspension Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Incubation : 37°C, atmosphere ordinaire, 24h

Antibiotique Abréviation Chargedu disque Classe
Ticarcilline TC 75 Ug B-lactames
Ticarcillinet acide || TIM 75/10 ug B-lactames
clavulanique

Pipéracilline PRL 100 pg B-lactames
Céftazidime CAZ 30 ug B-lactames
Aztréonam ATM 30 ug B-lactames
Imipénéme | PM 10 ug B-lactames
Amikacine AK 30 ug Aminosides
Gentamicine CN 10 ug Aminosides
Tobramycine TOB 10 ug Aminosides
Nétilmicine NET 30ug Aminosides
Ciprofloxacine CIP 5ug Fluvoquinolones
L évofloxacine LVX 5ug Fluvoquinolones
Colistine CT 10 ug polypeptides




Annexe 04: Liste des antibiotiques testés sur Staphylococcus spcharge des disques et
Classification

Conditionsdu test :

Milieu : Mudler Hinton Control dequalité
Inoculum : Colonies en suspension Staphylococcus sp ATCC 27853
Incubation : 37°C, atmosphére ordinaire, 24h

Antibiotique Abreéviation Chargedu disque Classe
Penicilline P 10 Ul B-lactames
Oxacilline OX 1ug B-lactames
Céfoxitine FOX 30 ug B-lactames
Amikacine AK 30 ug Aminoside
Gentamicine CN 10 ug Aminoside
Kanamycine K 30 ug Aminoside
Erythromycine E 15 ug Macrolide
Clindamycine CD 2 g Lincomycine
Pristinamycine PT 15 ug Streptogramine
Ofloxacine OFX 5 g fluoroquinolone
Ciprofloxacine CIP 5ug fluoroquinolone
L évofloxacine LVX 5 ug fluoroquinolone
Chloramphénicol C 30 ug Phénicole
Vancomycine VA CMI glycopeptide
Teicoplanine TEC 30 ug glycopeptide
Rifampicine RA 5ug rifamycine
Cotrimoxazole SXT 1,25/23,75 ug sulfamide
Tétracycline TE 30 ug tétracycline
Acidefusidique FA 10ug




Annexe 05 ;: Résistances natur elles aux B lactamines des especes de bacilles non exigeants

(Cavallo et al., 2004).

Espice PEM OBCA AWM AWE ME TEC MP C1G FOD CTY MA  CMM OTH CAT  IPM
Entérobactéries
Eschwrichia coll R E
Protes mirabifs B R
Sipelie . E R
Saimoneila spp B K
Miebeictia spp. R R R R
Cierghacter hosen [ L R
LR LET | fFem s 1.3 L L3 A . i) w
Entprobarterowrogenes 1 R R R R R R
Enterobacier clnarae R g R R R B R
Serrotio masromcens R R kR R i L} L}
Braters wilpari [ ] ]
Morgrnelle mogant R R R R [} L]
Providencia stuarii R R R R ]
Yersiniz entero/ftics R R B A W B R R W
h:ihnﬂrnnl-ltﬂmhmm:
Pseudomones cervginose R R R R ] ] R R F
Acinetabacter loumannii R !l R R K R R R
Serotrophomowsmaltec- R R R R OR R R R R R R F (]
phillls
A AP H L LA b " " T - F i H H - " i
mwmwma R R R E E R K R ¥
# ® R R R B R B R R B R F R R
mmprm
Ochmbertumenthvoni R R K R R ® R ® R R R R E R
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TC :ticanciliine : TCC: m-mm FIF: pipscaciiine ;16 - oo hal oeperinss de prsn)iere pensraton; FOK:
mrmmmwmu-hm 1 céturmeimae | CTX : péfotaeime | CAI | coftazicme | IRM ; Ivipénam,
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Annexe 06 : Composition des milieux de culture.
Gélose Au Cétrimide

La gélose au cétrimide (CEtylTRImethylammonium broMIDE) est utilisée pour
I’isolement et I’identification présomptive de Pseudomonas aeruginosa. Le cétrimide est un
ammonium quaternaire qui inhibe la croissance de la plupart des autres especes bactériennes.
Pseudomonas aeruginosa colore ce milieu en bleu-vert par production de pyocyanine.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

PEPLONE ... 20,00
Chlorure de magnésium...........ccceceveveseennenes 1,40 pH final 4 25°C: 7,2 + 0,2 Le milieu
Sulfate dipotassique..........cceccveeveeeiieeveecireenen, 10,00 en tubes ou flacons se conserve
Cétrimide (cetyltrimethylammonium entre 15 et 25°C, et entre 2 et 8°C
Bromide) ........................................................... 0,30 pour les boites
(€)Y o< o 10 ml
AQAN i 13,60
GéoseKing A

La gélose King A est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas par la mise en
évidence de la production de pyocyanine.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone .......ccccocvevviieens 20,00
Sulfate de potassium ..... 10,00 pH final 4 25°C: 7,24 0,2
Chlorure de magnésium...1,40
AQar...oooiiieeeee e, 15,00

GéoseKing B
La gélose King B est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas par la mise en
évidence de la production de fluorescéine (pyoverdine).
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone deviande.......... 10,00

Peptone de caséine.......... 10,00

Phosphate dipotassique... 1,50 pHfinala25°C:7,2£0,2
Sulfate de magnésium.... 1.50

Agar....ooociiiiiceeces 15,00

Milieu de Chapman
Le milieu de Chapman est utilisé pour I’isolement des Staphylocoques pathogenes
quidonnent des colonies jaunes par fermentation du mannitol et virage du rouge de phénol. Sa
forte teneur en chlorure de sodium inhibe la croissance de la plupart des autres especes.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone deviande.............cccceueenee.. 10,00

Extrait de viande de beeuf............... 1,00

D-mannitol........ccooveeeeeeeeresieeeren, 10, 00 pH final a 25°C:7,4£0,2
Chlorure de sodium...........cccccveeneee. 75,00

Rouge de phénal..........cccccevvrvenenee. 0,025

Ao 15,00




Gélose Héktoen
La gélose Héktoen est un milieu sélectif différentiel des bactéries entéro-pathogenes,
particulierement de Salmonella et de Shigella. La composition du milieu permet la
différenciation des colonies fermentant rapidement un des 3 sucres (virage du bleu au
rougesaumon) et/ou produisant de I’H2S (centre noir).
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisee.

PEPLONE ... 1..2,00 Chlorure de sodium..........cccccceeunen. 5,00
Extrait delevure..........ccocvcvvvnenennene 3..,00 Thiosulfate de sodium..................... 5,00
SelshiliairesN® 3.......ccooeeveeeiecee 9,00 Citrate ferrique ammoniaca........... 1,50
LACLOSE......eeeeeeiee e 1..2,00 Bleu de bromothymal.................... 0,065
SaCCNAIOSE.... .o 12,00 Fuchsine acide...........ccooceevviennnennen. 0,10
SAlICING......eeieieeeeeeee e 2,00 AQaAleiiieee 14,00

pH final a25°C: 7,5 0,2

Gélose Mueller Hinton
La gélose Mudller-Hinton est le milieu de référence pour les tests de sensibilité des
germes aux antibiotiques et sulfamides. Sa formulation est conforme aux recommandations du de
I'O.M.S.Elle peut également étre additionnée de sang pour réaliser I'antibiogramme des germes
fragiles, tels que Haemophilus influenzae, Neisseria, Enterococcus sp et Streptococcus
pneumoniae.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Infusion de boeuf...........cceevvvveeeeennn. 300,00 pH final 3 25°C:7,3+0,2
Peptone de caséine..........ccceceeveeennee. 17,50
AMIdON.....cceeeiiciiee e 1,50
AGAN i 17,00
Géose Nutritive

La Gélose Nutritive est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismes
peu exigeants. Elle est recommandée dans de nombreuses méthodes standardisées d’analyses
des aliments, des laitages, de I’eau et d’autres produits.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone.......cooovveiiiiiiiiieen, 5.00 pH final 425°C: 6,8+ 0,2
Extrait de viande de beeuf............... 30.0
AQAN i 15,00

Gélose Tergitol 7
La Tergitol 7 est utilisée pour l'isolement et le dénombrement des coliformes dans les
eaux par latechnique de filtration sur membrane.
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

PeEPtone .......cooiii e, 10,00

Extrait delevure.........cccoccoveennne 6,00

Extrait deviande...........cocveveuene... 5,00 pH final a 25°C 7,2+ 0,2
LaCtOSE.......covviieerieee e 20,00

Tergitol 7............ccevvvieenn... 0,10

Bleu de bromothymol...............0,05
Ao 10,00




Solution Stérilede T.T.C.

Le TTC est utilise comme additif au milieu de culture pour visuaiser la formation
decolonies. La croissance bactérienne provogue une précipitation du composé qui passe de
I’incolore au rouge brique (triphénylformazan insoluble).

Les tubes se conservent entre 2 et 8°C et a I’obscurité jusqu'a la date d’expiration.
Le TTC est photolabile et devient jaune sous I’effet de la lumiére.

Gélosede SLANETZ et BARTLEY
La Géose de Slanetz et Bartley est utilisée pour I'isolement et le dénombrement des
entérocoques dans les eaux, les denrées alimentaires et autres types de préévements par la
technique de membranes filtrantes ou isolement sur boites de Pétri.
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

TrYptoNe.......coviiieiieeeee e, 20,00

Extrait delevure.........ccccccooveenne 5,00

GlUCOSE.....c.eeeieeeee e 2,00 pH final & 25°C: 7,2+ 0,2
Phosphate dipotassique.................. 4,00

Asidede sodium.........ccccveereriennene 0,40

AQa i 10,00

Gélose TSI (Triple Sugar Iron)

La gélose TSI est utilisée pour I’identification présomptive des entérobactéries basée sur
la fermentation du glucose, du lactose, du saccharose et sur la production de gaz et d’H2S. Son
utilisation est recommandée pour la recherche de Salmonella dans les produits pharmaceutiques,
et pour larecherche de Salmonella et Campylobacter dans les aliments.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée

Peptone.........cocoeeiiireeeee 20,00 Chlorure de sodium..................... 5,00
Extrait debeeuf........ccoovieiinns 3,00 Citrate ferrigue ammoniacal......... 0,30
Extrait delevure..........cccooeevienee. 3,00 Thiosulfate de sodium.................. 0,30
SaCChArOSE......ccvvevveeeeeeesieesieaens 10,00 Rouge de phénal..........c..ccevuennene. 0,025
LacCtOSE.......covvieevieee e 10,00 AQA ..o 12,00
Glucose monohydrate.................. 1,00

pH final 425°C: 7,4+ 0,2

Milieu de Clark et Lubs
Le milieu de Clark et Lubs permet de différencier les Entérobactériacées avec les
réactions au rouge de Méthyle et de Voges-Proskauer. Le rouge de meéthyle différencie le
processus de fermentation, il est jaune Au-dessus d’un pH de 6,3 et rouge en dessous de 4,2. La
production d’acetylméthylcarbinol se révéle par L apparition d’une coloration rouge en surface
du milieu.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisee.

Peptone.....c.cvviei i 7,00
GIUCOSE. ..., 5,00 Ph final a 25°C: 7,0+ 0,2
Phosphate dipotassique........................ 5,00




Citrate de SSimmons
La gélose au Citrate de Simmons est utilisée pour [I’identification présomptive des
entérobactéries basée sur L’utilisation du citrate

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Sulfate de magnésium.........ccovevieiiiieriniineeenens, 0,20

Citrate dg sod!um ........................................... 2,00 Ph final & 25°C : 6,8+ 0,2
Ammonium dihydrogénophosphate..................... 1,00

Bleu de bromothymol................ooo i, 0,08

Phosphate dipotassique..................cecvvvveeeen.....0,08

Chlorure de sodium..........c.cooviiiieiie e 5,00

AT e 1.5

Bouillon Nitraté
Milieu nutritif liquide pour la mise en évidence de la réaction des nitrates. Chez les
bactéries, au moyen de réactifs appropriés.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisé

Peptone de viande.................cceevieenn.n. 10 pH final 7,2
Extraitde viande.............cooooi i, 5
Chlorure de sodium..........ccoovviiiiiiiinannns 5
Nitrate de potassium.............coveiiiieeniennen. 1

M annitol mobilité

Milieu de différenciation rapide des Entérobactériacées. Il permet de rechercher
simultanément la mobilité, I’utilisation du mannitol.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisee.

Peptone de viande...........c.ccoveiieiii i e, 15 Ph final 7,8
Extraitde viande............cociviii i, 3
Mannitol.............cooeeiii e, 10

Potassium Nitrate..........oovevi i, 1

Rouge de phénol...........cccovii i, 0,05

AGAr. e 5}

Urée- indole
Permet de rechercher I’uréase, la production d’indole et le tryptophane désaminase (TDA)
indiqué pour I’identification des salmonella, shigella et yerssinia Entérolitica dans les selles.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

L-tryptophane...............cooiiiiiiiinss 03 Ph final 6,7
Phosphate dipotassique...................... 01

Phosphate monopotassique................. 01

Chlorure de sodium.............ccvvvnennnns 05

U, e e e 20
Rougedephénal.............coceoveinnnnn. 02,5




Annexe 07 : Composition des colorants de gram

Cristal violet ou violet de gentiane

Solution mére A Solution mére B
Cristal Violet ou Violet de Gentiane...25 g Oxalate d’Ammonium.................... 59
Ethanol 296 % ...........c.ccevvvnn.n. 250 ml Eau Distillée.......................... 500 ml

Conservation A : Quelgues années en flacon brun Hermétiquement bouché.
Conservation B : 2 a3 mois dans un flacon hermétiquement bouché.

Méanger 100 ml de solution A avec 400 ml de solution B. Conserver dans un flacon brun.

Fuchsine
Fuchsine mére saturée - Solution mere aqueuse de Phénol a
Fuchsine Basique........ 259 5% (v/v):
Ethanol a2 96 %......... 250 ml Phénol Cristallisé fondu......... 50m|
Conservation : Quelques années dans un Eau distillée....................... 950ml
flacon brun hermétiquement bouché. Conservation : Quelques mois dans un

flacon hermétiquement bouché.

Fuchsine (solution detravail)

Solution saturée de Fuchsine Basique, filtrée.......... 100ml
Solution aqueuse de Phénol a5 %.........ccceeneee. 900ml
Conservation : Aumoins 2 ans.

L ugol faible (pour coloration de Gram)

C'est alafois un colorant et un liguide de mordancage (qu'on appelle mordant), qui permet
une coloration indirecte : cela signifie qu'il prépare I'objet a colorer a recevoir un autre colorant.
Il provoque une combinaison chimique entre deux corps qui n'ont au départ aucune affinité
chimique I'un pour |'autre. 1l se forme entre letissu a colorer, le mordant et le colorant, une triple

combinaison colorée suffisamment stable pour résister aux agents de décoloration (acides,

alcools, eau).

lodure de Potassium (K1) .............. 2,349 Conservation : non filtré : 3 mois. Le Lugol
lode en Cristaux ou lode Sublimée...1,66 g doit avoir une coloration brun rouge
Eau Distillee..............coovein. 500 ml

Alcool Ethyligue Ou Ethanol

Alcool primaire, liquide incolore, d'odeur agréable, miscible a I'eau en toutes proportions,

miscible a de nombreux solvants organiques, |'éthanol ou alcool éthylique, CHs—CH20H,




Annexe 08 : Composition des additifs
Kovacs

Leréactif de Kovacs est utilisé pour la mise en évidence De la production d'indole par les
micro-organismes possédant une tryptophanase. Le tryptophane, acide Aminé notamment
présent dans les peptones trypsiques, est dégradé en indole qui réagit avec le PDiméthylamino-
benzaldéhyde du réactif. Une réaction positive, de la présence d’indole, est révélée par la
coloration au rouge du réactif de Kovacs.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée

P-Diméthylaminobenzaldéhyde................cccoveivvnann .. 5009

Conserver en flacon ambré
Alcool amylique.......cooveiii i, 75,00 ml entre 2 et 8°C
Acide chlorhydrique pur.........ccoooiiii s 25,00 ml

Réactif de Greiss-Ilosvay

Solution réactionnelle pour la mise en évidence des nitrites formés par les bactéries, pour
I’identification des micro-organismes réduisant les nitrates.

Nitrate réductase 1 : -Acide sulfanilique, - Acide acétique
Nitrate réductase 2 : -alph-naphtylamine,- Acide acétique
Réactif de Voges— Proskauer 1 et 2

Solution réactionnelle pour la mise en évidence de la présence d’acétyl —méthyle carbinol
(acétoine dans) le milieu. Ce composé est un produit de dégradation de I’acide pyruvique par les
bactéries qui empruntent la voie de fermentation butanediolique caractéristique de certaines
Entérobactéries.

VPL1 : Soude coustique (NaOH)
VP2 : Alpha naphtol
Réactif TDA

Solution réactionnelle pour la mise en évidence de la présence, dans le milieu, de I’acide indol-
pyruvigue formeés par les bactéries possédant la tryptophane désaminase.

Composition Chlorure de fer............80 g /I
Rouge de méthyle

Solution réactionnelle pour la mise en évidence de I’acidification finale du milieu glucosé apres
fermentation du glucose en acides mixtes, caractéristiques de certaines Entérobactéries.

Composition : Rouge de méthyle Alcool 95 °C




Annexes09: Matériel et reéactifsutilisés
Matériel et appareillages

- Pipettes graduées stérilesde 1 ml
- Bec bunsen

- Portoir pour tubes a essai

- Pipettes Pasteur stériles.

- Bain marie

- Boites de pétri

- Marqueur

- Deslames

- Applicateur de disque

- Pied a coulisse

- Anse de platine

- Etuve électrique

- Microscope optique

- Pince

- les étiquettes

- I’étuve

- Appareil defiltration sur membrane
- les écouvillons

Milieux de culture et additifs

- Eau distillée stérile en tubes

- Gélose Héktoen

- Tri Sugar Iron TSI

- Citrate de smmons

- Mannitol mobilité

- urée-indole

- Bouillon nitraté

- Clark et Lubs

- Milieu ADH

- Milieu LDC

- Milieu ODC

- Gélose Mudller Hinton
- Disques d’antibiotiques
- Additif RM

- Additif VP

- Additif Kovacs

- Additif TDA

- Réactif de Greiss-llosvay
- Réactif de Voges — Proskauer let 2
- Rouge de méthyle
Colorantsde Gram

- L’huile de cedre

- Violet de Gentiane

- Lugol

- Alcool

- Fuchsine




Annexe 10 : Programme de lecture de Galerie classique.
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Annexe 11. Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition et des CMI pour
Entérobactéries

Charge Diamétrescritiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
Antibiotiques testés de
disque Résistant || Intermédiaire || Sensible || Résistant || Sensible
B-lactamines
Ampicilline 10ug <13 14-16 =17 =32 <8
e + Ac
Amoxicilline + Ac. || 50 <13 14-17 >18 >32/16 <8/4
Clavulanique
Céfazoline 30ug <14 15-17 >18 =32 <8
Cefalotine 30pg <14 15-17 =18 =32 <8
Cefoxitine 30ug <14 15-17 >18 =32 <8
Céfotaxime 30ug <14 15-22 =23 >64 <8
Ceftriaxone 30ug <13 14-20 >21 >64 <8
I mipenéme 10ug <13 14-15 =16 =13 <4
Aminosides
Amikacine 30ug <14 15-16 >17 =32 <16
Gentamicine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones
Acide nalidixique 30ug <13 14-18 >19 =32 <8
Ciprofloxacine 5ug <15 16-20 >21 >4 <1
Ofloxacine 5ug <12 13-15 >16 >8 <2
Autres
Chlorampheénicol 30ug <12 13-17 >18 =32 <8
Furanes 300ug <14 15-16 =17 =128 <32
Fosfomycine 200ug <12 13-15 >16 >256 <64
Triméthoprime +
17255 /23. <10 11-15 =16 >8/152 <2/38
Sulfaméthoxazole HY




Annexe 12. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour
Pseudomonas aeruginosa

Charge Diamétres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
Antibiotiques testés de
disque Résistant || Intermédiaire || Sensible || Résistant Sensible

B-Lactamines

Ticarcilline 75ug <14 - 215 =128 <64

Ticarcilline +
75/10ug <14 - =15 >128/2 <64/2
Ac. Clavulanque

Piperacilline 100ug <17 - >18 >128 <64
Ceftazidime 30ug <14 15-17 =18 =32 <8
Aztreonam 10ug <15 16-21 =22 >32 <8
Imipenem 10ug <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides
Amikacine 30ug <14 15-16 =17 =32 <16
Gentamicine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Tobramycine 10ug <12 13-14 =15 =8 <4
Quinolones
Ciprofloxacine 5ug <15 16-20 >21 >4 <1

Tétracyclines

Tétracycline 30ug <14 15-18 219 =16 <4

Autres
30ug <12 13-17 >18 >32 <8
Chloramphénicol

Rifampicine 30ug <14 14-18 =19 >16 <4
Fosfomycine 30ug <14 - >14 >32 <32
Triméthoprime +
1250237 <10 11-15 >16 >8/152 <2/38

Sulfaméthoxazole Sug

Tableau extrait a partir de standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a I’échelle nationale selon
les recommandations de ’OMS 5eme édition 2008




Annexes 13. Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et des CMI pour

Staphylococcus spp.
Antibiotiquestestés Chargede Diametrescritiques (mm) CMI critiques
disques (ug/ml)
résistant || intermédi || sensible || résistant Sensibl
aire e
B-L actamines
Peniciline 10 UI <28 =29 B- <0,12
L actamane
| Oxaciling**-Saureus |  1uyg || <10 || 11-12 | =13 | >4 | =<2 |
-Staphylocoque
coagulae <17 >18 >0,5 <0,25
Neégative***
Cefoxitine
- S.aureus et 30ug <19 >20
slugdunensis
-staphyl ocoque a <24 >25
coagul ase négative
Aminosides
Gentamicine 10ug <12 13- 14 >15 >8 <4
| Amikacine | 30pg || <14 | 15-16 || =217 || =32 | <16 |
| Kanamycine | 30pg || <13 | 14-17 || =18 || =25 || <6 |
Macrolides
Erythromycine 15ug <13 14-22 >23 >8 <0.5
Clindamycine 2ug <14 15-20 >21 >4 <0,5
Glycopeptides
Vancomycine 30ug >15 <2
] Teicoplanine | 3oug || <10 | 11-13 || =14 | =232 | <8 |
Quinolones
Ofloxacine 5ug <14 15-17 >18 >4 <1
Autres
vy 1.25/23.75
Trimethoprime + g <10 11-15 >16 >8/152 <2/38
sulfamethxazole
| Rifampicine | 5ug || <16 | 17-19 | =20 | >4 <1
| Tetracycline | 30pg || <14 | 15-18 || =19 | =216 <4
[ Chloramphenicol || 30pug || <12 || 13-17 || =18 | 232 <8

Tableau extrait du document m 100 — s16 vol. 26, n°3. 2006. Performance standards for antimicrobia
susceptibility testing ; sixteenth informational supplement .

** incuber pendant 24h.
*** autre que s. lugdunensis




Annexe 14 : Classe de résistance apres lecture d’antibiogramme des Entérobactéries

Les malades

Maade 1

Maade 2

Maade 3

Maade 4

Maade 5

ATB
Les espéces

Ampicillin(510ug) AMP

Amoxicillin+Acide
clavulanique(20/10ug) AMP

Azéronam (30u) ATM

Céfalotine (30u) KF

Céfazoline (30ug) KZ

Céfoxitine (30ug) FOX

Céfotaxime (30ug) CTX

Céftazidime (30ug) CAZ

Imipénéme (10ug) ETP

Ertapénéme (10ug) ETP

Amikacine (30ug) AK

Seratiaficaria | E.coli

Enterobacter | E.Cali
amnigenus

E.Coli

E.Coli

E.Coli

E.Coli

Citrobacter E.coli

freundii

Gentamicine (10ug) CN

Acide nalidixique (5ug) NA

Ciprofloxacine (5ug) CIP

Chloramphénicol (30ug) C

Furanes (30ug)F

Cotrimoxazole(1,25/23,75ug) SXT

Fosfomycine(200ug) FF

Colistine (10ug) CT

nnnununwm

S: sensible | : intermédiaire R : Résistante

S




Fiche de malade

Nom :
Prénom :
Sexe :

Age:

Domicile :

Wilaya :

Début de la maladie :

La cause de la maladie :
Autre maladies associés :

Nombre de dialyse :
Type de dialyse :
Autre traitement :

Groupage :







Résumés

Analyse bactériologique des liquides d’hémodialyse de I’unité de dialysede
L’EPH Ali Boushaba Khenchela

Résume:

L’insuffisance rénale chronique correspond a une altération progressive et permanente
des fonctions rénaes. Longtemps silencieuse, elle induit pourtant des lésions anatomiques
irréversibles qui, au stade terminal, mettent la vie de la personne en danger.

L’ensemble des liquides circulant lors d’une épuration extra-rénae, liquides primitifs
(eau, concentré) et dialysat, peuvent étre I’objet de contamination microbienne plus ou moins
importante

Notre objectif est I’évaluation de la qualité bactériologique des liquides de dialyse du
service d’hémodialyse et d’insuffisance rénale EPH Boushaba Ali wilaya de Khenchela de
contribuer aisoler les bactéries qui provoque la contamination de ces liquides et enfin étudier les
principales caractéristiques de ces contaminants et connaitre les profils de résistance aux
antibiotique par la réalisation d’un antibiogramme.

Durant notre période d'étude nous avons préevé 02 échantillons du liquide de dialyse pré
membrane (site 1) et 09 échantillons du liquide de dialyse post membrane (site 2), le
dénombrement des germes de contamination fécale pour les échantillons du site 1 par la
technique de filtration montre un niveau de contamination important par les coliformes totaux et
fécaux > 100 CFU/mL alors qu'il est nul pour les Entérocoques fécaux

Les résultats de I’examen bactériologique des échantillons du site 2 mettent en évidence
et de facon systématique la présence des Bacilles Gram négatif : Escherichia cali,
Enterobacteramnigenus, Serratiafecaria,CitrobacterFreundii et Pseudomonas aeruginosaet
des Cocci Gram positif Staphylococcus sp a coagulase négatif, ayant acquis des caractéres
inquiétants de résistance aux antibiotiques surtout aux bétalactamines, aminosides et
fluoroquinolones. Ces bactéries présentent un niveau de multirésistance alarmant surtout souches
bactériennes multirésistantes productrices de Beta L actamase a Spectre Etendu (BL SE)

Cette éude va donc nous permettre de préciser les points critiques a surveiller en pratique
courante dans une instalation d’hémodialyse (systéme d’épuration de I’eau, concentré
générateur de dialyse ....) pour assurer dans I'inté&rét du malade une bonne qualité

bactériologique du diaysat.

Mots clés: Insuffisance rénale chronique, épuration extra rénae, liquide de dialyse,
Caractérisation bactériologique,résistance aux antibiotiques.



Résumés

Bacteriological analysis of liquids of haemodialysis of the Dialysis Unit of the
EPH Ali BoushabaK henchela

Summary

The Chronic Renal Failure corresponds to a progressive ateration and permanent kidney
functions. Long silent, it induces yet of anatomical lesions irreversible which, at the terminal
stage, put the life of the person in danger.

The whole of circulating liquidsduring a purification extra-renal, primitive liquids
(water, concentrated) and dialysate, may be the object of microbia contamination more or less
important

Our goal isthe evaluation of the bacteriological quality in dialysis fluids of the service of
haemodialysis and renal insufficiency EPH Boushaba Ali wilaya of Khenchela to contribute to
isolate bacteria that causes the contamination of these liquids and finally to study the main
characteristics of these contaminants and know the profiles of resistance to antibiotic by the
realization of a sensitivity.

During our period of study we collected 02 samples of the liquid of Pre diaysis
membrane (site 1) and 09 samples of the liquid of diaysis membrane post (site 2), the
enumeration of the germs of fecal contamination for the samples from site 1 by the technique of
filtration shows a level of contamination important by total and faecal coliforms > 100
CFU/mL whileit is zero for fecal enterococci

The results of Dbacteriological examination of samples of theste
2 Highlight and systematic manner the presence of bacteria Gram negative: Escherichia
coli, Enterobacteramnigenus, Serratiafecaria, Citrobacterfreundii and Pseudomonas aerugino
saand Gram-positive cocci Staphylococcus sp coagulase negative, having acquired of the
characters worrisome of resistance to antibiotics especially to bétalactamines, aminoglycosides
and fluoroquinolones. These bacteria have a level of multidrug resistance is particularly
alarming bacterial strains producing multidrug resistantof beta lactamase spectre Etensioned
(ESBL)

This study will therefore allow us to clarify the critical points to monitor in common
practice in aninstallation of haemodialysis (systemof purification of water, concentrated
generator of dialysis ....) to ensure in the interest of the patient a good bacteriological quality of
the dialysate.

Key words: chronic renal failure, purification rena extra, liquid dialysis, Bacteriological

characterization, resistance to antibiotics.
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MASTER ACADEMIQUE

Analyse bactériologique des liquides d’hémodialyse de I’unité de dialyse de
L’EPH Ali Boushaba Khenchela

Résumé:

L’insuffisance rénale chronique correspond a une altération progressive et permanente
des fonctions rénades. Longtemps silencieuse, elle induit pourtant des lésions anatomiques
irréversibles qui, au stade terminal, mettent la vie de la personne en danger.

L’ensemble des liquides circulant lors d’une épuration extra-rénale, liquides primitifs
(eau, concentré) et dialysat, peuvent étre I’objet de contamination microbienne plus ou moins
importante

Notre objectif est |’évaluation de la qualité bactériologique des liquides de dialyse du
service d’hémodiayse et d’insuffisance rénale EPH Boushaba Ali wilaya de Khenchela de
contribuer aisoler les bactéries qui provoque la contamination de ces liquides et enfin étudier les
principales caractéristiques de ces contaminants et connaitre les profils de résistance aux
antibiotique par laréalisation d’un antibiogramme.

Durant notre période d'éude nous avons préevé 02 échantillons du liquide de diayse pré
membrane (site 1) et 09 échantillons du liquide de dialyse post membrane (site 2), le
dénombrement des germes de contamination fécale pour les échantillons du site 1 par la
technique de filtration montre un niveau de contamination important par les coliformes totaux et
fécaux > 100 CFU/mL aors qu'il est nul pour les Entérocoques fécaux

Les résultats de I’examen bactériologique des échantillons du site 2 mettent en évidence
et de fagon systématique la présence des Bacilles Gram négatif : Escherichia coli, Enterobacter
amnigenus, Serratia fecaria, Citrobacter Freundii et Pseudomonas aeruginosa et des Cocci
Gram positif Staphylococcus epidermis a coagulase négatif , ayant acquis des caracteres
inquiétants de résistance aux antibiotiques surtout aux bétalactamines, aminosides et
fluorogquinolones. Ces bactéries présentent un niveau de multirésistance alarmant surtout souches
bactériennes multirési stantes productrices de Beta L actamase a Spectre Etendu (BLSE)

Cette étude va donc nous permettre de préciser les points critiques a surveiller en pratique
courante dans une installation d’hémodialyse (systéme d’épuration de I’eau, concentré
générateur de dialyse ....) pour assurer dans l'intéré du maade une bonne qualité
bactériologique du dialysat.

Mots clés: Insuffisance rénale chronique, épuration extra rénae, liquide de dialyse,
Caractérisation bactériologique, résistance aux antibiotiques.
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