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« Celui qui apprend quelque chose de moi enrichit son savoir sans
réduire le mien, tout comme celui qui allume sa chandelle a la

mienne se donne de la lumiére sans me plonger dans I'obscurité. »

[Thomas Jefferson]
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Introduction

Introduction

La découverte des antibiotiques au début du XXe siecle a constitué une Véritable
révolution pour le traitement des maladies infectieuses d’origine bactérienne. Cependant,
’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques (dans |’antibiothérapie ou dans
I’alimentation des bétails comme des facteurs de croissance), en ville comme a I’hdpital, a
modifié considérablement I’écologic microbienne et tend a augmenter le taux de bactéries
résistantes. Le pouvoir d’adaptation des bactéries se manifeste par leur capacité a s’approprier de
nouvelles propriétés soit par modification de leur génome (mutations) soit par acquisition
d’informations génétiques par I’intermédiaire d’éléments génétiques mobiles que sont les
plasmides et les éléments transposables. La plupart des especes bactériennes sont capables
d’intégrer dans leur génome différents déterminants de résistance. Ainsi la dissémination de
génes de résistance entre bactéries a conduit a I’apparition de bactéries résistantes a plusieurs
antibiotiques (bacteries multi résistantes ou BMR) qui vont étre dans la prochaine décennie des
veritables monstres. (Stéphanie, 2009). La multi résistance aux antibiotiques concerne
principalement les bactéries a Gram négatif. (Souna, 2011).

En 2001, I’Organisation Mondiale de la Santé considére 1’émergence de ce phénomene
comme un probleme majeur en santé publique. Au cours des 10 dernieres années, la
problématique de la résistance aux antibiotiques s’est étendue au-dela des contextes cliniques et
vétérinaires, et le milieu environnemental est devenu de plus en plus étudié a la fois comme
récepteur et source de I’antibiorésistance.

Les bactéries multirésistantes ont aujourd’hui diffusé dans I’environnement, et leur mise en
évidence dans les eaux usées, au niveau des stations d’épuration, dans les eaux de surface ou
souterraines, ainsi que dans les sols est désormais établie. Un probleme de santé publique se pose
alors car I’homme, dans les différents milieux ou il vit, peut étre exposé a ces bactéries
multirésistantes, notamment par l’intermédiaire de [’eau. D’autre part, leur présence dans
I’environnement pourrait entrainer le transfert de genes de résistance aux bactéries de
I’environnement, provoquant ainsi une diffusion encore plus grande de ces résistances aux
antibiotiques. Ainsi une augmentation globale de la résistance aux antibiotiques dans
I’environnement serait observée. Bien que les causes et les facteurs restent encore mal connus,
cette augmentation est principalement attribuée a la pollution anthropique aussi bien par des
facteurs biotiques qu’abiotiques. (Stalder, 2012).

Les bactéries antibio-résistantes, majoritairement sélectionnées chez les hommes et
animaux sous traitement antibiotique, vont ensuite étre rejetées dans les eaux usées ou sur les

sols et contaminer les environnements aquatiques. A ce probléme s’ajoute aujourd’hui celui des
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rejets de substances médicamenteuses dont les effets sur les environnements aquatiques sont
encore peu connus. En effet, la contamination simultanée par de faibles concentrations en
antibiotiqgues et des bactéries allochtones antibio-résistantes souléve de nombreuses
interrogations sur la relation entre ces contaminants et le maintien, la sélection et le transfert de
la résistance aux antibiotiques au sein des communautés autochtones des hydrosystemes.
(Kenny, 2012).

La contamination des eaux de surface par des agents pathogénes est un probléeme de
pollution qui remonte tres loin dans le temps. La pollution de 1’eau due a des micro-organismes
d’origine fécale est apparue deés que I’eau a été utilisée comme vecteur de 1I’élimination des
déchets. Cependant, lorsque le milieu aquatique recoit des rejets d’origine animale ou
anthropique, le nombre et le type de bactéries présentes sont capables de rendre 1’eau impropre a
I’utilisation humaine. Ces germes provoquent des maladies le plus souvent transmises par voie
féco-orale et la contamination de I’homme se réalise soit par consommation d’cau de boisson,
soit par consommation d’aliments contaminés par 1’eau, soit encore lors d’un bain ou d’un

contact avec des eaux a usage récréatif.

Les indicateurs microbiologiques sont considérés parmi les parametres les plus importants
pour les eaux a usage domestique. Ils correspondent a des germes pathogenes qui proviennent du
rejet des eaux usées domestiques ou industrielles directement dans les cours d’eau et/ou des

lessivages des sols. (Hamid et al., 2007).

La présence de bactéries multirésistantes aux antibiotiques dans I’environnement peut
avoir des conséquences néfastes. En effet, il a été suggéré que les résistances dans des
populations bactériennes peuvent se disperser d’un écosystéme a un autre. Le sol, les eaux de
surface et du sous-sol notamment recoivent des bactéries résistantes qui viennent de 1’hopital, de
la population générale, des animaux, et qui se mélangent et interagissent avec les organismes de
I’environnement. La dispersion a large échelle de ces bactéries multirésistantes pourrait alors
avoir lieu et causer ainsi des probléemes de traitement lors des infections humaines et animales.
(Stalder, 2012).

La présence de microorganismes pathogénes d’origine fécale dans les eaux de surface
pose d’importants problémes sanitaires quand ces eaux sont utilisées pour la production d’eau
potable, pour des activités récréatives ou pour I’irrigation. La présence de bactéries pathogenes
antibiorésistantes entraine un risque sanitaire accru si les infections qu’elles causent ne peuvent

pas étre traitées par des antibiotiques.
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Introduction

Les eaux de Oued BAGHAI jouent un réle socio-économique important dans la wilaya
de Khenchela car elles sont utilisées directement par les populations riveraines pour l'irrigation

de leur culture surtout maraichéres et pour I'élevage des animaux.

L'objectif de cette étude est de déterminer le niveau de contamination des eaux de cet
Oued par le dénombrement des coliformes fécaux et les streptocoques fécaux. Nous testeront
par la suite la résistance a divers antibiotiques des souches des coliformes et d’entérocoques
intestinaux isolées. L’utilisation de ces deux groupes de bactéries comme indicateurs de
contamination fécale est en effet recommandée dans diverses directives européennes de qualité

des eaux.
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Chapitre 01 Antibiotiques et résistance bactérienne

I. Généralités sur les antibiotiques
1.1. Deéfinition

En 1942, Waksman a utilisé le terme d’antibiotique (du grec anti : « contre », et bios :
« la vie ») pour définir toute molécule organique inhibant ou détruisant des bactéries. Pour cela,
les antibiotiques agissent par interaction avec des cibles bactériennes spécifiques afin d’inhiber
des voies métaboliques majeures. Les cibles les plus courantes sont impliquées dans la synthese
de la paroi bactérienne, la synthese des protéines, ou la réplication et la synthése d’ADN. Selon
les cibles d’action ou la nature chimique des molécules, une vingtaine de classes d’antibiotiques
sont distinguées, parmi lesquelles une dizaine est plus couramment employée, comme les B-
lactamines, les aminoglycosides, les tétracyclines, les quinolones, les sulfonamides, les
macrolides...

Une grande partie des antibiotiques utilisés en thérapeutique est soit directement
synthétisée par des microorganismes, ou soit dérivée de molécules produites par ces
microorganismes. Quelques microorganismes environnementaux comme les bactéries du genre
Streptomyces, ou des champignons du genre Penicillium contribuent a la majeure partie de la
production de ces antibiotiques, c'est le cas aussi de certaines bactéries génetiquement modifiées.
(Stalder, 2012). Néanmoins certaines molécules, comme les sulfonamides, le trimethoprime, le
chloramphénicol, la ciprofloxacine sont des antibiotiques synthétiques.

En bactériologie médicale, une définition plus large a été retenue : les antibiotiques sont
des composés chimiques, élaborés par un micro-organisme ou produits par synthése et dont
I’activité spécifique se manifeste a dose faible sur les micro-organismes. (Zoumahon, 2004).

1.2. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques ont la capacité de tuer les bactéries ou encore d’inhiber leur croissance,
on parle alors respectivement de bactéricide ou de bactériostatique. Afin qu’il soit efficace et
sans danger pour le patient, un antibiotique doit posséder une cible qui soit unique au monde
bactérien et absente, ou du moins inaccessible chez le patient. Cette contrainte fait qu’il n’y a
que peu de stratégies disponibles pour qu’un antibiotique fonctionne efficacement. Les stratégies
les plus exploitées sont les suivantes : (Baudry et Brezellec, 2006).

1. Attaque de la synthése de la paroi cellulaire bactérienne. Une excellente cible pour les
antibiotiques, car elle est présente chez toutes les bactéries et absente chez les eucaryotes.

2. Attaque des membranes bactériennes. Une stratégie peu employée en raison de la grande
similitude existant entre les membranes bactériennes et eucaryotes.

3. Perturbation de la synthése protéique. Attaque au niveau de la traduction, en ciblant le

ribosome bactérien 70S, absent chez les eucaryotes.
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4. Perturbation de la synthese des acides nucléiques (ARN et ADN) en exploitant les
différences entre les ARN polymérases et les stratégies de réplication des bactéries et des
eucaryotes.

5. Inhibition d’une voie métabolique essentielle chez la bactérie, mais absente chez 1’héte.
Souvent en utilisant un analogue chimique compétitif pour une réaction enzymatique bactérienne
(Figure : 01). (Paquet, 2006).
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Figure 01 : Résumé des principaux sites d’action des antibiotiques. (Paquet, 2006).
1.3. Classification

Les antibiotiques sont classés en plusieurs familles et ceci selon différents criteres :
I’origine, la nature chimique, le mécanisme d’action et le spectre d’action (Verhoef et al., 2004).
(Tableau I)

La classification basée sur le mécanisme d’action rend compte des propriétés particuliéres
de chaque groupe d’antibiotique. La classification chimique permet de classer les antibiotiques
en groupes assez homogeénes mais éloigneés des objectifs cliniques. (Baudry et Brezellec, 2006).

La classification des antibiotiques évolue plus ou moins rapidement en fonction de
l'arrivée de nouvelles molécules et de l'intérét suscité par leur utilisation thérapeutique. Les
grandes familles d'antibiotiques sont actuellement les suivantes :

- B_lactamines : Les béta-lactamines sont ainsi appelées parce que leur molécule comporte un
cycle betalactame. (Le lactame est un amide interne provenant de I'élimination d'une molécule
d'eau entre un groupe -COOH et un groupe -NH, de la méme molécule). Cette famille comprend
. les pénames, les céphémes, les carbapénémes, les monobactames, ainsi que les inhibiteurs des

betalactamases (clavame). C’est la famille des antibiotiques la plus utilisée, cette large utilisation

.
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est due a leur large spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité et leur faible cout pour
certaines molécules. (Bibbal, 2008 ; Chenouf et Nafti, 2008).

- Les aminosides ou_aminoglycosides : qui sont des hétérosides formés par un ou plusieurs

glycosides liés a un aminocyclitol. Ce sont des bactéricides et il en existe plusieurs centaines,
naturels ou semi synthétiques.

- Les phénicolés : de type chloramphénicol et thiamphénicol qui sont des bactériostatiques.

- Les tétracyclines sont des bactériostatiques naturels ou semi synthétiques.

Tableau I : Les critéres de classification des antibiotiques. (Chenouf et Nafti, 2008).

Le critére de
e Exemple
classification
Structure - Les béta-lactamines : présentent toutes le cycle béta-lactamine caractérisé.
chimiaue - Les pheénicols : possedent tous un noyau aromatique.
d - Les tétracyclines ou les cyclines : elles présentent quatre cycles accolés.
Spectre Liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre étroit
d’activité ou large)
Sont extraits de plusieurs sources :
Origine - Bactéries: Lichenifirmis : Bacitracine ;
- Champignons : Pénicillium notatum : Pénicilline ;
- Actinomycetes : Inyoensis streptomyces : Sisomycine
En général, les antibiotiques qui agissent sur la paroi bactérienne ou sur la
membrane cytoplasmique sont bactéricides, et ceux qui agissent par
Type d’action e ytop \q ,. . f g P
inhibition de la synthése des protéines et /ou des acides nucléiques, sont
bactériostatiques.
- Antibiotiques qui inhibent la synthese des mucopeptides de la paroi
bactérienne.
. - Antibiotiques qui altérent la membrane cellulaire cytoplasmique
La cible (le DIotques g ytoplasmig
oint d’attaque) bactérienne.
P - Antibiotiques qui inhibent les mécanismes de réplication et de transcription
de L'ADN et I’ARN.
- Antibiotiques qui agissent en tant qu'antimétabolites.

- Les polypeptides sont des bactéricides décomposeés en sept groupes (peptides linéaires, peptides

cycliques, glycopeptides, glycolipeptides, lipopeptides, polypeptides thiazoliques et autres). Ces
divers groupes se subdivisent en sous groupes en fonction de leur structure chimique, de
I’activité antibactérienne, du mécanisme d’action et de la nature de leur cible cellulaire.

- Les macrolides, lincosamides et synergistines : les macrolides possédent un noyau lactone

central qui est & la base de leur classification selon le nombre d’atomes de carbone. Ce sont des

molécules lipophiles. Les lincosamides et les synergistines sont associés aux macrolides car elles




Chapitre 01 Antibiotiques et résistance bactérienne

ont le méme mode d’action consistant en ’inhibition de la synthése protéique au niveau de la
sous unité 50s du ribosome. Ce sont des bactériostatiques.

- Les sulfamides qui sont constitués d’un noyau paraminobenzeéne sulfonamide sur lequel se

greffe un radical variable qui détermine leur pharmacocinétique, leur durée d’action et/ou leur
site d’action. Le plus utilisé est le sulfaméthoxazole.

- Les quinolones ou fluoroguinolones ont une structure générale dérivant de I’acide dihydroxy-

1,4-oxo-4-quinoléine carboxylique et sont bactéricides. Elles se classent en quinolones de
premiére et deuxiéme génération selon 1’étendue de leur spectre antibactérien et la nature fluorée
ou non de leur squelette.

D'autres classes existent mais sont quantitativement moins importantes. (Hamames,
2012).

I.4. Spectre d'activité des antibiotiques

Le champ d'efficacité d'une substance antibiotique ou spectre antibiotique est soit étroit
(efficacité des antibiotiques sur une variété restreinte de micro-organismes) soit large (les
antibiotiques attaquent de nombreux types d'agents pathogénes différents). Au laboratoire, la
mesure de l'activité d'un antibiotique repose sur 2 grandeurs :

- La concentration minimale inhibitrice (CMI) qui correspond a la plus petite concentration qui
inhibe la croissance de la bactérie (activité bactériostatique).

- La concentration minimale bactéricide (CMB) qui correspond a la plus petite concentration qui
non seulement inhibe la croissance de la bactérie mais tue celle-ci (activité bactéricide). On
distingue spectre naturel et spectre clinique.

Le spectre naturel d'un antibiotique comprend les espéces bactériennes dont la croissance
est inhibée par des concentrations d'antibiotiques que I'on peut atteindre in vivo. Le spectre
clinique d'un antibiotique est basé, non seulement sur des données bactériologiques (spectre
naturel, fréquence des résistances acquises, répartition des CMI) mais aussi sur des données
pharmacocinétiques et cliniques ce qui permet de définir une concentration critique inférieure « ¢
» et une concentration supérieure « C » pour un antibiotique donné :

» Une bactérie dont la CMI est inférieure a « ¢ » est dite sensible a cet antibiotique.

» Une bactérie dont la CMI est supérieure a « C » est dite résistante a cet antibiotique.

» Une bactérie dont la CMI est comprise entre « C » et « ¢ » est dite de sensibilité
intermédiaire.

Ces données sont régulierement révisées pour tenir compte de I'évolution des résistances

acquises. (Cambau, 1996).
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I1. La résistance bactérienne aux antibiotiques ou antibiorésistance

Apres la découverte de la pénicilline en 1928, on croyait que le probléeme des infections
bactériennes était résolu. Cependant, avec l'utilisation croissante et parfois injustifiée de ces
molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines sont devenues
résistantes aux antibiotiques. (Chenouf et Nafti, 2008).

En effet, plus de la moiti¢ des utilisations d’antibiotiques ne concerneraient pas la
médecine humaine. (Davies et Davies, 2010). Les mémes familles d’antibiotique, voir les mémes
molécules, sont utilisées aussi bien en élevage qu’en médecine humaine. De plus, dans certains
élevages, les animaux malades ne sont pas soignés spécifiquement, les antibiotiques sont ajoutés
a la nourriture ou a I’eau qui sont consommés aussi bien par les animaux malades que par les
animaux sains. Cette utilisation massive d’antibiotiques en métaphylaxie associée a leur emploi
comme facteurs de croissance ou en prophylaxie ont sans doute largement contribué a la
sélection de bactéries résistantes qui peuvent alors se retrouver dans les produits consommés par
I’homme (Figure 02) (Schwarz et al., 2001).
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Figure 02 : Dissemination plausible ou avérée des antibiotiques et de leurs résistances a travers

les écosystemes. (Davies et Davies, 2010).
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Des bactéries porteuses de genes de résistance aux tétracyclines auraient par exemple pu
passer d’élevages aquatiques a des patients hospitalisés. Ces résistances pourraient étre apparues
a cause de 'utilisation prophylactique des tétracyclines en aquaculture. (Rhodes et al., 2000).

L’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques est la conséquence de la pression
de sélection exercée sur le microbiote intestinal des hommes et des animaux sous
antibiothérapie. Une fois rejetées dans les eaux, les bactéries fécales résistantes aux antibiotiques
et les génes correspondants contribueraient a enrichir le résistome (ensemble des génes de
résistance) des communautés autochtones de 1’environnement, notamment en disséminant ces
génes par transfert horizontal et/ou transposition. (Wright, 2007).

11.1. Définition de I’antibiorésistance

L’antibiorésistance se définit comme la capacité d’une souche bactérienne a survivre et se
multiplier en présence d’une concentration en antibiotique significativement plus élevée que
celle habituellement active sur les souches de cette espéce. (Vounba, 2012).

En bactériologie médicale. La définition de la résistance bactérienne a un antibiotique
prend également en considération la pharmacocinétique de I'antibiotique : une souche est
considérée résistante a un antibiotique quand la CMI de celui-ci est supérieure a la concentration
sanguine maximale d'antibiotique obtenue lors d'un traitement. (Stéphanie, 2009).

Il existe actuellement deux hypothéses sur I’origine des mécanismes de résistance. Les
micro-organismes producteurs d’antibiotiques naturels (Streptomyces, champignons) sont la
premiére source de génes de résistance pour les autres especes. Une autre origine possible de
I’évolution des génes du métabolisme bactérien détournés de leur fonction initiale pour contrer
I’action des antibiotiques. (Delery, 1999).

11.2. Mécanismes de I'antibiorésistance

Indépendamment des supports génétiques, plusieurs mécanismes biochimiques sont
impliqués dans 1’expression de la résistance. Ainsi, quatre types de mécanismes biochimiques de
résistance bactérienne aux antibiotiques sont décrits : (Vounba, 2012).

* La non-fixation de ’antibiotique suite a la modification de sa cible;
* La synthése d’enzymes bactériennes modifiant ou inactivant I’antibiotique;
* La diminution de la perméabilité de la bactérie a I’antibiotique;

 L’utilisation d’une nouvelle voie métabolique remplagant la voie inhibée par I’antibiotique.

(Figure 03).

g



Chapitre 01 Antibiotiques et résistance bactérienne

stratégies de résistance

e
~ B
attaque évitement contournement élimination
souchs I' inactivation de odification d cible alternative A
! vation
sauvage ! Ira.ntilzuain-'liqua " la ciblli" ¢ ou multiplication  imperméabilisation efflux actif
! (biotransformation) de la cible
Y % o 4%'\
i E
152491 e 0 s 8| o 0
: O
! ‘&ﬁ 0 =¢ OOD - 0 0
LN J\= AN J L
i, \ A v v
L Ay 3 ro AT 4 =)
1° © ¢ N 0(58 - 8 o Y
i A g — o O 0 O
e N a 0 I y ELO U..! \ _ 0 p
ot acty | Ticlme arbote U retians
| S
bactéries bactéri ~ antes
sensibles ! acteries resistante
¢ antibiotique % enzyme de dégradation O cible alternative
® porine A antibiotique modifié X porine modifiée
0 cible = cible modifiée IT pompe 2 efflux

Figure 03 : Principales stratégies mises en place par les bactéries pour résister a I’action des
antibiotiques. (Mesaros et al., 2005).

Pour chacun des mécanismes, plusieurs familles et sous-groupes de protéines peuvent
étre impliqués (Tableau I1). Cette diversité mécanistique et enzymatique se traduit par une
grande diversité de génes impliqués dans la résistance aux antibiotiques. Par exemple pour les
aminoglycosides, 4 types de mécanismes de résistance ont été decrits, parmi lesquels
I’inactivation de 1’antibiotique est trés fréquente chez les souches résistantes. Cette inactivation
peut étre réalisée par 3 types d’enzymes différentes : les acétyltransférases (AAC), les
nucléotidyltransférases (ANT), et les phosphotransférases (APH), pour lesquelles plusieurs sous-
familles existent selon la réaction catalysée. Pour les B-lactamines, environ 1 253 variants de

génes ont été proposés comme conférant une résistance acquise. (Stalder, 2012).
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Tableau Il : Exemples de la diversité protéique et génétique impliquée dans la résistance
acquise a certaines familles d’antibiotiques. (Stalder, 2012).

nombre de

, F:fn}ﬂl_e Mhécanisme Protéines variants de  exemple de famille de géne
d'antibiotique .
géne
Aminoglycosides Inactivation de  Acétyltransférases 80 aacd, sat
l'antibiotique nucléotidyltransférases 37 aadd, aadB
Phosphotransférases 32 aphd
Méthyltransférase 9 it
f-lactamines Inactivation de  f-lactamase, "Amber classA" 594 blaggr, Blameys blacmas
I'antibiotique blasay, blages
p-lactamase. "Amber classB" 219 blansp, blawms
f-lactamase. "Amber classC" 216 blacar
f-lactamase. "Amber classD" 224 blagys
Chloramphénicol Inactivaton de acétyltransférases type A 16 catd
lantibiotique e Transférases type B 6 catB
Efflux _ 8 emid, floR, fexd, cmrd
Quinolones Protection de la protéines de la famille des 8 gnrd
cible "pentapeptide repeat protein” 32 gnrB
1 gnrC
1 gnrD
4 gnrs
Tetracyclines Efflux 26 tet
Protection de la 11 tet
cible -
Thriméthoprimes dihydrofolate réductase 41 dfrd. dfrB

11.3. Plasticité des Génomes bactériens et dissemination de résistance

On distingue deux types de résistances : les résistances innées ou naturelles et les
résistances acquises. Une grande partie des antibiotiques étant produite par les bactéries, ces
derniéres possédent des systemes de résistance naturels leur conférant une immunité contre les
antibiotiques qu'elles produisent. Certaines bactéries, bien que ne possédant pas de systemes
d'immunité peuvent, de part leur morphologie, résister naturellement a certains antibiotiques.
Cest le cas par exemple des bactéries a Gram négatif qui sont résistantes a plusieurs
antibiotiques grdce a l'imperméabilité importante que leur confere la présence de deux
membranes.

Les résistances acquises qui correspondent a I’acquisition d’une résistance par une souche
normalement sensible a I’antibiotique concerné, relévent, quant a elles, de la grande plasticité
des génomes bactériens et de l'adaptation rapide des bactéries a de nouvelles conditions
stringentes (dues a la présence d'un antibiotique par exemple). La notion de résistance acquise est

a la base de la compréhension de la dissémination des résistances dans plusieurs espéces
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bactériennes différentes. Quelques études mettent clairement en évidence ces disséminations de
résistances a travers plusieurs espéces et écosystemes différents. (Stalder, 2012).

La résistance naturelle correspond a la résistance de toutes les souches d’une méme
espece ou d’un méme genre bactérien. Cette résistance est chromosomique et ne peut se
transférer qu’a la descendance, d’une cellule mére vers ses cellules filles ; c’est le transfert
vertical. Dans la problématique de la résistance aux antibiotiques, ¢’est 1’acquisition de nouvelles
résistances par des bactéries pathogenes qui en est la principale cause.

L’apparition de résistance acquise chez une bactérie est associ¢e a deux phénomenes : les
mutations ou le transfert horizontal de génes.

La dissémination des génes de résistance nécessite leur présence sur des supports
génétiques pouvant étre transmis a la descendance (transfert vertical), et capables de diffuser
d’une bactéric a une autre non reliées phylogénétiquement (transfert horizontal). Seul le
chromosome et les plasmides sont capables de se répliquer et d’étre transmis aux cellules filles.
IIs sont porteurs des diverses structures génétiques mobiles qui véhiculent les génes de résistance
soit au niveau intra-cellulaire (transposons, cassettes des intégrons) soit au inter-cellulaire
(plasmides, transposons, séquences d’insertion). (Douard, 2011).

11.3.1. Les mutations

Les mutations se produisent de maniere aléatoire au cours de la réplication du génome
bactérien. Ces mutations sont le plus souvent silencieuses, n’engendrant pas de modification au
niveau de la séquence primaire de la protéine codée. Il arrive cependant qu’elles conduisent a des
modifications des propriétés physicochimiques de la protéine, comme I’affinité pour un type de
substrat donné ou des différences de conformation.

Dans ce cas, lorsque les mutations touchent des genes dont les produits sont cibles
d’antibiotiques, elles peuvent étre responsables de l’apparition de nouveaux phénotypes de
résistance chez la bactérie. La pression de selection exercée par ces antibiotiques permet alors de
favoriser les clones mutants résistants, et donc de sélectionner et d’enrichir dans une population
des mutations au départ a caractere aléatoire. Celles-ci, conférant un bénéfice dans un
environnement a forte pression de sélection, sont transmises a la descendance. A des
concentrations inhibitrices, le stress causé par les antibiotiques sur les populations bactériennes a
été montré comme augmentant les taux de mutation chez certaines espéces et statistiquement
I’apparition de souches résistantes. (Stalder, 2012).

11.3.2. Le transfert horizontal de genes.

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due a la

présence de trois types d'éléments extra-chromosomiques portant des genes de résistance : les

plasmides, les transposons et des cassettes de résistances insérées sur un intégrons.

.
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Les résistances chromosomiques ne concernent en général qu’un antibiotique ou une
famille d’antibiotiques. Les résistances plasmidiques peuvent quant a elles concerner plusieurs
antibiotiques, voire plusieurs familles d’antibiotiques. Elles représentent le mécanisme de
résistance le plus répandu, soit 80 % des résistances acquises. (Stéphanie, 2009).

Ce type de résistance est transmissible d'une souche ou d'une espece a une autre selon trois
modes de transmission, a savoir la conjugaison (transfert direct entre deux bactéries ayant établi
temporairement un contact physique), la transformation (transfert d'’ADN nu) et la transduction

(transport d’/ADN bactérien par des bactériophages). (Figure : 04) (Delery, 1999).
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Figure 04 : Les trois modes de transmission du matériel génétique : la conjugaison, la
transformation et la transduction chez les bactéries. (Davies et Davies, 2010).

- La transformation : premier mécanisme de transfert horizontal décrit chez les procaryotes, ce
processus implique I’intégration par des bactéries d’ADN linéaire ou circulaire extracellulaire
par un mécanisme de translocation effectué par des protéines exprimées chez certaines bactéries
naturellement compétentes pour ce type de transfert.




Chapitre 01 Antibiotiques et résistance bactérienne

- La transduction : c¢’est une forme de transfert d’ADN qui s’effectue de maniére indépendante
par I’intermédiaire de virus bactériens appelés bactériophages (ou phage).

A faible fréquence, les bactériophages peuvent accidentellement capturer un segment de I’ADN
génomique bactérien hote dans leur capside et I’intégrer dans une nouvelle bactérie lors de
I’infection et dans laquelle ce fragment pourra se recombiner dans le génome de la bactérie hote.
- La conjugaison : La conjugaison est probablement le mécanisme le plus important dans la
dissémination de la résistance aux antibiotiques. Il impligue le contact entre deux bactéries via la
formation d’un pont protéique. (Meyer et al., 2004).

I11. Relation entre résistance aux antibiotiques et virulence

La possibilité d’une relation entre la résistance aux antibiotiques et la virulence est une
question ancienne et récurrente pour laquelle il n’y a pas de réponse unique et simple. La
question posée peut étre envisagee a différents niveaux : est-ce que certains mécanismes peuvent
étre communs a la résistance aux antibiotiques et a la virulence des souches, et est ce que des
génes de résistance aux antibiotiques et des genes impliqués dans la virulence peuvent étre
simultanément présents sur des structures génétiques stables et éventuellement transmissibles. A
ces deux niveaux, la pression de sélection par les antibiotiques pourrait favoriser la sélection de
souches virulentes.

Sur le premier point, on peut prendre I’exemple de bactéries résistantes aux quinolones. Il
a été demontré chez Escherichia coli, et Salmonella qu’un des mécanismes impliqués est 1’efflux
actif d’antibiotiques. Les pompes d’efflux impliquées, ont une faible spécificité et sont capables
d’exporter différentes molécules autres que des antibiotiques tels que les sels biliaires. La
surexpression de telles pompes chez les bactéries résistantes a ces antibiotiques exportés confere
également la résistance aux sels biliaires. Cette propriété favorise la colonisation du tube digestif
par les bactéries résistantes.

Sur le second point, on peut s’interroger sur la présence de geénes de résistance aux
antibiotiques dans les ilots de pathogénicité décrits chez différentes espéces bactériennes. Le
seul exemple confirmé est celui de Shigella flexneri qui comporte un locus de multirésistance a
I’ampicilline, streptomycine, chloramphénicol et tétracyclines, mais également un systeme de
transport de fer impliqué dans la virulence.

Les plasmides qui sont les principaux vecteurs de dissémination de génes de résistance
peuvent également véhiculer des génes impliqués dans la virulence. On peut ainsi citer la
présence sur des plasmides de résistance de genes codant la synthese de bactériocines chez
Citrobacter, de sidérophores chez Escherichia coli, de cytotoxines chez Vibrio cholerae et
Escherichia coli, ou de facteurs d’adhésion chez Escherichia coli. » (AFSSA, 2006).

.
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IV. Impacts de la résistance antimicrobienne

La résistance antimicrobienne est un phénomeéne dont la société daujourd’hui s'inquiete
de plus en plus. Les autorités publiques ont pris conscience de ces problemes de résistances aux
antibiotiques, qui peuvent avoir des conséquences aussi bien en termes de santé publique qu’en
matiére d’économie. (OMS, 2000).
IV.1. Impacts économiques

Tout d'abord, il y a les impacts économiques. A ce jour, il existe plus de 15 classes
d'antimicrobiens (OMS, 2002). Plus de 150 antibiotiques sont disponibles sur le marché.
Cependant, les découvertes et entrées sur le marché de nouvelles molécules efficaces se font
moins nombreuses qu'autrefois (Khachatourians, 1998). Ainsi, les infections résistantes aux
antibiotiques sont malheureusement de plus en plus fréquentes. Ce type d'infection demande
souvent un traitement de longue durée. Un traitement antibiotique de longue durée, plus difficile,
nécessitant parfois un changement de molécules ou des combinaisons, occasionne une
augmentation des co(ts monétaires pour la société. Ceci est surtout le cas des infections a
résistance multiple. Une autre conséquence souvent négligée est la perturbation des services de
santé due a ces résistances : 1’isolement du patient, le contrdle des infections croisées,
I’annulation de procédures ou de programmes entrainent une diminution de 1’efficacité des
services de santé. (Hawkey, 2008).

Ces problémes de résistance engendrent également des pertes économiques dues a la
diminution de production de richesse causee par une personne malade.
IV.2. Impacts sur la santé publique

Ces problémes de résistance ont en premier lieu un colt humain, ils peuvent engendrer
des échecs thérapeutiques et donc conduire a une augmentation des taux de mortalité et de
morbidité d’une maladie. De plus, les résistances les plus courantes sont celles qui touchent les
molécules les plus anciennes, or ce sont ces molécules qui sont les plus abordables d’un point de
vue financier. Les résistances aux antibiotiques obligent donc a utiliser des molécules plus
récentes, et donc plus colteuses, mais qui ne sont pas toujours accessibles en quantité suffisante
dans les pays en voie de développement.
V. Perspectives de lutte

L’OMS, dans son rapport de 2000 sur la résistance aux antimicrobiens, a établi un plan
d’action pour lutter contre cette expansion des résistances aux antibiotiques (OMS, 2000). Parmi
ces mesures, elle recommande tout d’abord de favoriser la vaccination, empéchant ainsi toutes
infections par des bactéries, qu’elles soient résistantes ou sensibles. Outre 1’éducation et la

responsabilisation des patients et des professionnels de santé, elle préconise de réduire
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I’utilisation des antibiotiques en agriculture et dans les élevages, notamment pour les molécules
utilisées en médecine humaine.

Il existe également d’autres pistes a explorer qui pourraient conduire a une diminution de
la résistance aux antibiotiques. Des médicaments « anti-résistances » qui agiraient sur les
principaux mécanismes de résistances développés par les bactéries pourraient étre développés.
D’autres cibles pourraient étre également définies : I’inactivation de geénes dont le role dans la
résistance était inconnu a permis de réduire le niveau de résistance contre plusieurs molécules
chez Pseudomonas aeruginosa, 1’identification de tels génes pourrait permettre de trouver des
cibles pour des médicaments anti-résistances (Fajardo et al., 2008). Enfin, beaucoup de
résistances aux antibiotiques sont dues a des inactivations enzymatiques dont les genes
responsables sont portés par des plasmides, de nouvelles molécules pourraient donc étre
développées pour empécher I’action de ces enzymes, a la maniére des inhibiteurs de p-
lactamases. De la méme maniere, il pourrait également étre intéressant de développer des
molécules « anti-plasmides » qui agiraient sur la réplication des plasmides et induiraient leur
élimination comme cela a déja été étudié (DeNap et Hergenrother, 2005).

D’autres équipes tentent de développer des thérapies « antivirulence ». L’objectif n’est
plus de tuer la bactérie responsable de I’infection, mais de bloquer les systémes qui la rendent
pathogéne pour ’'Homme. Des antitoxines dirigées contre certaines toxines bactériennes sont a
I’étude, ainsi qu’une molécule permettant de bloquer la cible du mécanisme de virulence du
méningocoque. Toutefois, 1’utilisation de ces produits est encore en phase expérimentale.

La phagothérapie est une autre voie intéressante, mais dans laquelle tout reste a faire.
Elle consiste a éliminer les bactéries grace a des phages. Ces derniers sont des virus qui infectent
spécifiquement certaines bactéries, s’y reproduisent puis les détruisent en libérant les nouveaux
phages produits. Cette spécificité permet d’¢liminer les bactéries pathogenes sans affecter les
autres, contrairement aux antibiotiques a spectre large qui sont couramment utilises. Le
développement industriel de cocktails de phages, préparés a I’avance ou « sur-mesure » pour
lutter contre une bactérie spécifique, parait complexe. Néanmoins, un essai visant a évaluer cette
stratégie dans le traitement des infections cutanées provoquées par les bactéries Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa chez les patients brdlés a été lancé en juin 2013. (Laurent,
2013).

Une équipe de recherche marseillaise du CNRS a découvert une approche trés
prometteuse, a partir de I'étude d'un ver plat immortel (Figure 05), pour lutter contre les

maladies dues a des bactéries résistantes aux antibiotiques telle que la tuberculose.
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Figure 05 : La planaire Dugesia japonica

La planaire n'est utilisée habituellement que dans les études sur la reconstitution des
tissus car cet organisme est immortel. Si vous le coupez en 10 fragments cela vous donne 10
nouveaux Vers

L'idée originale de I'équipe d'Eric Ghigo a été de tester 17 bactéries sur la planaire,
notamment celles responsables de la légionellose, la salmonellose, la tuberculose ou la listériose.
Une idée payante puisque le ver immortel s'est montré résistant a ces 17 bactéries "pathogénes
voire mortelles pour 'homme". Grace au séquencage de I'ADN, les chercheurs ont découvert que
I'incroyable résistance de la planaire a ces agents pathogénes est due a un géne - MORN2 -
également présent dans le génome humain mais non actif. (Abnave et al., 2014).

Toutefois, tous ces moyens qui existent ne pourront étre efficaces que s’ils sont appliqués
a I’échelle mondiale puisque les bactéries porteuses de résistances aux antibiotiques sont

capables d’étre véhiculées sur de grandes distances par I’homme ou par la nature.
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I. Liens entre émergence de la résistance bactérienne et environnement.

La découverte dans I’environnement d’un vaste pool de déterminants génétiques
impliqués dans de multiples résistances a suscité de nombreuses questions sur 1’impact clinique
de ce résistome. De plus, en paralléle de I’émergence clinique de souches antibiorésistantes, une
augmentation globale de 1’antibiorésistance dans I’environnement est observée. (Stalder, 2012).

Plusieurs revues bibliographiques soulignent alors les liens plus ou moins évidents entre
ce résistome environnemental et les génes de réesistance retrouvés chez des bactéries pathogenes.
Par exemple, un gene de résistance aux [ -lactamines a été mis en évidence dans le chromosome
d’une bactérie environnementale, Kluyvera georgiana. (Poirel et al., 2002). Plus récemment, une
¢tude a confirmé I’évidence d’échanges récents de genes de résistance entre des bactéries
environnementales et des pathogenes cliniques, montrant que le résistome environnemental et les
résistances chez les pathogénes ne sont pas indépendants. (Forsberg et al., 2012). Ces échanges
ont alors eu lieu soit de bactéries environnementales vers des bactéries pathogenes, ou vice
versa. Dans le premier cas, le résistome de I’environnement serait a I’origine des multirésistances
retrouvées chez les bactéries pathogénes. Dans le second cas, il pourrait y avoir introduction de
nouveaux meécanismes de résistances chez certains pathogenes opportunistes saprophytes et
impliqués dans de nombreuses infections nosocomiales, tels les Acinetobacter spp. ou
Pseudomonas spp. (Stalder, 2012).

Il. Dissémination de la résistance aux antibiotiques au sein des écosystemes

L'existence de liens entre les différents compartiments écologiques conduit a s'intéresser
aux voies d'émissions des bactéries résistantes et des génes de résistance dans I'environnement.

De nombreuses raisons renforcées par diverses études sur le sujet portent & croire qu'il
existe un flux continu de bactéries résistantes et de genes de résistance entre les bactéries
pathogénes et commensales et entre les différents compartiments. Par conséquent, on peut
s'attendre a ce que l'apparition de résistance dans un compartiment influence I'apparition de
résistance dans les autres.

Aujourd'hui, on considére que le transfert des génes de résistance entre bactéries se
produit dans toute la biosphére et plus spécialement dans les sites riches en nutriments comme
les systemes aqueux, le sol, les sédiments. (Delery, 1999).

Le transfert horizontal de génes a probablement lieu dans tous les écosystemes terrestres
colonisés par les bactéries. Ainsi ces transferts ont été mis en évidence dans de nombreux
écosystemes, tels les sols, les rivieres, les environnements marins, mais aussi les tubes digestifs

d’insectes ou de mammiféres. (Aminov, 2011).
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La dissémination de la résistance aux antibiotiques dans 1’environnement peut étre
schématisée selon le modele proposé par Baquero et al., (2008), ou chaque écosysteme
représente un réacteur biologique dans lequel les échanges génetiques et les événements de
recombinaison, influencés par les conditions biotiques et abiotiques, profilent 1’évolution de
I’antibiorésistance. (Baquero et al., 2008). Dans ce schéma, chaque réacteur est alors connecté
au précédent par les déchets produits par ce dernier (Figure 06).

Le premier réacteur est constitué par les microflores humaines et animales, composées
d’environ 500 espéces bactériennes qui par exemple, soumises a la pression exercée lors de
traitements antibiotiques, augmentent 1’émergence et la proportion de souches bactériennes
résistantes et multirésistantes. Cette émergence est d’autant plus rapide qu’elle est facilitée par le
réservoir de génes de résistance initialement présents dans I’appareil digestif humain (non
soumis aux antibiotiques), et estimé a plusieurs centaines de genes. Elle est aussi liée aux
¢changes d’ADN, favorisé€s par de nombreux facteurs tels que les fortes densités bactériennes
(estimées & 10™ & 10' bactéries par gramme de contenu du colon.

Le second réacteur comprend tous les lieux ou des facteurs, tels que les antibiotiques,
augmentent la proportion de bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci en fait des lieux
d’émergence, d’échange et de dissémination des geénes de résistance dans les populations.

(Stalder, 2012).
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Figure 06 : Représentation des quatre principaux réacteurs impliqués dans la dissémination de la

résistance aux antibiotiques dans 1’environnement.

Dans chaque réacteur, la mixité entre les bactéries commensales de I’homme et/ou de I’animal (point noir) avec le
vaste microbiote de I’environnement (point blanc) combiné avec les transferts horizontaux (fléches), modélent
I’évolution de la résistance aux antibiotiques. A chaque étape, les contacts humains et animaux via différentes voies
réintroduisent des bactéries. (Baquero et al., 2008).
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Le troisieme réacteur correspond aux eaux usées et résidus biologiques provenant des
réacteurs précédents, tels que les stations d'épuration, les lagunes, les lisiers, les fumiers, ou le
mélange entre bactéries commensales et environnementales d’une part, et bactéries résistantes et
sensibles d’autre part augmentent la probabilit¢ des échanges entre bactéries, et par conséquent
la dissémination de I’antibiorésistance.

Le dernier réacteur est constitué de tous les environnements naturels récepteurs des
résidus du réacteur précédent. Ces environnements, constitués des milieux aquatiques et
terrestres, sont composeés pour les sols d’environ 400 a 10 000 espéces bactériennes, pour une
densité de 107 & 10° bactéries par gramme selon certaines estimations. Comme dans le réacteur
précédent, sous les contraintes biotiques et/ou abiotiques, ont lieu des échanges entre bactéries
des réacteurs précédents et bactéries indigenes. Ces environnements jouent alors un rdle de
récepteur, pouvant faire perdurer des mécanismes de résistance provenant des réacteurs
précédents.

Enfin, les produits issus de tout ce parcours peuvent étre réintroduits via la chaine
alimentaire ou par contact physique dans le premier réacteur constitué¢ par I’homme et 1’animal,
et ainsi parcourir de nouveau le circuit. A long terme cette boucle aboutit inexorablement a
I’augmentation globale de 1’antibiorésistance.

L’cau est un des principaux vecteurs physiques qui lie chacun de ces réacteurs, jouant un
role crucial dans la dissémination de 1’antibiorésistance. Pour éviter la coexistence de souches
résistantes, de génes de résistance, de structures génétiques impliquées dans I’acquisition et la
dissémination de génes, avec des pathogénes, il apparait donc primordial de mieux comprendre
et controler ces flux. (Stalder, 2012).

I11. Les eaux superficielles

Sur les 13 600 millions de km® d’eau qui couvrent notre planéte, seulement 0,014 % est
de I’eau douce utilisable par I’homme sous forme d’eaux de surface. Si cette quantité est
suffisante pour répondre aux futurs besoins de I’humanité, 1’altération de la qualité de I’eau rend
la part compatible avec les utilisations humaines de plus en plus petites. En effet, la qualité de
I’eau est altérée par une surcharge en matiéres organiques, par des substances toxiques provenant
des activités agricoles et par des effluents industriels, hospitaliers et domestiques rejetés dans le
milieu récepteur sans traitement. (Hamid et al., 2007).

L’eau peut étre naturellement potable ou débarrassée de microorganismes pathogeénes
inactivés ou tués par des traitements physiques ou chimiques. La présence dans l'eau de
consommation humaine de bactéries, antibiorésistantes ou non, susceptibles d'induire un risque

sanitaire peut résulter d'une contamination accidentelle en cours de distribution, d'une croissance
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de bactéries autochtones au milieu aquatique ou de la survie de bactéries allochtones a cet
environnement ayant franchi la barriére de traitement. (AFSSA, 2006).

La contamination des eaux de surface par des agents pathogénes est un probleme de
pollution qui remonte tres loin dans le temps. Au cours de ’XIX®™ siecle, les maladies d’origine
hydrique ont été responsables de vastes épidémies de dysenterie, fievre typhoide, choléra, entre
autres.

La pollution de I’eau due a des micro-organismes d’origine fécale est apparue treés tot des
que I’eau a été utilisée comme vecteur de 1’élimination des déchets. Cependant, lorsque le milieu
aquatique recoit des rejets d’origine animale ou anthropique, le nombre et le type de bactéries
présentes sont capables de rendre 1’eau impropre a I’utilisation humaine. Ces maladies sont le
plus souvent transmises par voie féco-orale et la contamination de I’homme se réalise soit par
consommation d’eau de boisson, soit par consommation d’aliments contaminés par 1’eau, soit
encore lors d’un bain ou d’un contact avec des eaux a usage récréatif. (Hamid et al., 2007).

I11.1. Définition

L'eau de surface est une eau, telle que le ruissellement, qui reste a la surface du sol et qui
peut étre stockée en étangs ou autres ouvrages de retenue. Elles jouent le plus grand réle de
formation de I'hydrosphére sur terre. Elle résume la collecte de I'eau souterraine ou d'eau
atmospherique. C'est donc une eau qui s'accumule sur le sol ou dans un cours deau, le lit d'une
riviére, un lac, une zone humide, une mer ou un océan. (Dictionnaire).

Cette eau de surface est naturellement alimentée par les précipitations et naturellement
perdues par I'évaporation et l'infiltration souterraine dans le sol. Bien qu'il existe dautres sources
d'eaux souterraines, tels que I'eau fossile et I'eau magmatique, les précipitations sont le principal
apporteur d'eaux de surface. (Glossaire DCE).

I11.2. L’origine des eaux de surface

Les eaux de surface proviennent surtout des pluies, et sont constituées d’un mélange
d’eau de ruissellement et d’eau souterraines. Elles comprennent les eaux des grands cours d’eau,
des étangs et des lacs, ainsi que des petits ruisseaux des hauts pays alimentés par des sources et
qui recueillent les eaux de ruissellement des bassins versants. La proportion d’eau de
ruissellement dépend de nombreux facteurs, dont les plus importants sont la durée et 1’intensité
des pluies, le climat et la végétation, les conditions géologiques, geographiques et
topographiques de la région considérée.

Les eaux de surface véhiculent un grand nombre de bactéries, une grande partie de ces
bactéries sont naturellement présentes dans les milieux aquatiques ou elles se multiplient, ces

bactéries sont appelées autochtones et jouent un réle considérable dans les cycles
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biogeéochimiques de divers éléments constitutifs de la matiere vivante comme le carbone,
I’oxygeéne et 1’azote. A I"opposé, certaines bactéries dites allochtones, sont apportées dans les
milieux aquatiques alors que ceux-ci ne constituent pas leur environnement habituel comme les
bactéries d’origine fécale et les bacteries telluriques. Les bacteries allochtones auront un temps
de survie variable selon 1’espéce et les conditions du milieu. (Pierre, 1999).

111.3. Les indicateurs de contamination fécale

L’eau, essentielle a la survie de tous les étres vivants, véhicule nombre de
microorganismes, bactéries, virus qui y vivent et s’y développent, ainsi qu’un grand nombre de
parasites dont les hotes ont besoin de 1’eau pour vivre ou se reproduire. Ces organismes peuvent
engendrer des maladies parfois graves lorsqu’ils pénétrent dans le corps humain.

Dans la pratique, il est techniquement et financierement impossible de contréler tous les
microorganismes pathogenes susceptibles d’engendrer des infections d’origine hydrique. Devant
cette impossibilité et compte tenu de leur origine fécale prédominante, on fait appel a des
indicateurs de contamination fécale pour révéler la présence possible de germes pathogenes et
évaluer la contamination microbiologique des eaux. (Chorfi, 2012).

Ces indicateurs sont des germes témoins ou germes test. Leur présence indique la
probabilité, mais non la certitude, d’une contamination de pathogenes d’origine fécale. En
revanche, leur absence ne signifie pas 1’absence de risque sanitaire, parmi les germes décrits
dans les féces humaines et animales, quatre groupes bactériens ont été rapidement sélectionnés
comme indicateurs de contamination fécale en raison de leur omniprésence dans la microflore
intestinale et de leur facilité de dénombrement :

- Les coliformes totaux

- Les coliformes thermorésistants (Escherichia coli);

- Les Entérocoques fécaux;

- Clostridium perfringens (remplacé par la suite par les spores d'anaérobies sulfito-réducteurs).

Leur dénombrement, effectué selon des méthodes normalisées simples et sensibles, se
substitue a la recherche des micro-organismes pathogénes, souvent fastidieuse. Les
connaissances acquises récemment dans le domaine de I'écologie des coliformes et des
entérocoques conduisent cependant a interpréter avec prudence les résultats d'analyses.
(Bornert, 1998).

111.3.1. Coliforme totaux

Constituent un groupe de bactéries d’origine fécale et environnementale. Elles se

présentent naturellement dans le sol, la végétation et dans le tube digestif des humains et des

animaux. Ce sont des bactéries servant d’indicateurs de pollution ou de contamination
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microbiologique. La définition de ce groupe de germes selon les normes ISO (International
Organization for Standardization) comprend des bactéries Gram négatives, non sporulées,
oxydase négatif, anaérobies ou aérobies facultatives, capables de se développer en présence de
sels biliaires ou d'autres agents de surface ayant les mémes propriétés, capables de fermenter le
lactose avec production de gaz et d'acide en 48 heures & une température de 35 - 37°C + 0,5°C.
Leur présence dans 1’eau indique une dégradation de la qualité bactérienne de 1’eau. Les
coliformes totaux sont facilement éliminés par la désinfection. (MDDEFP, 2013 ; Hamsatou,
2005).

111.3.2. Coliformes thermorésistants (Escherichia coli)

Sont des bactéries faisant partie du groupe des coliformes. C’est aussi la seule espeéce qui
soit strictement d’origine fécale. Elles sont considérées comme le meilleur indicateur de
contamination fécale.

Leur présence indique une contamination récente par les matiéres fécales et la possibilité
de microorganismes pathogénes tels que bactéries, virus et protozoaires. (MDDEFP, 2013 ;
Hamsatou, 2005).

111.3.3. Les entérocoques fécaux

Ce terme designe les entérocoques généralement présents dans les feces de I'nomme et des
animaux. Tous possédent l'antigéne du groupe D de Lancefield. Du point de vue taxonomique,
ils appartiennent aux genres Enterococcus et Streptococcus. La classification générale des
streptocoques fécaux a ét¢ modifiée dans les années 80 par la création d’un nouveau genre,
Enterococcus. Dans ce contexte, plusieurs espéces appartenant antérieurement au genre
Streptococcus ont été transférées vers le genre Enterococcus. Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium sont les deux espéces le plus souvent identifiées chez I’humain. Elles sont
présentes dans les intestins d’environ 75 % des humains & des concentrations variant de 10° & 10°
bactéries/g. Sont des bactéries ayant comme habitat naturel le tube digestif de ’homme et des
animaux. (Chorfi, 2012).

La plupart de ces especes peuvent généralement étre considérées en pratique comme des
indicateurs spécifiques d'une pollution fécale humaine. Ils sont également utilisés en raison de
leur meilleure résistance dans le milieu. Ce sont des bactéries a gram positif qui se présentent
sous forme de coques en courtes chaines. Ils ont la capacité de croitre a une température entre 10
et 45 °C, a un pH alcalin de 9,6, dans une solution contenant 6,5 % de Na ClI.

La culture est généralement favorisée par une incubation dans une atmosphere enrichie
en dioxyde de carbone, ces caractéristiques sont utilisées pour leur identification. (Chorfi,
2012).
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111.3.4. Clostridies sulfito-réductrices

Les germes anaérobies sulfitoréducteurs (généralement les Clostridiums) sont des hotes
normaux de l’intestin ; mais ils peuvent aussi se rencontrer dans le sol et dans les mati¢res
organiques en voie de putréfaction. Leur résistance est beaucoup plus importante que celles des
autres germes indicateurs car ils sont sporulés. Ils sont parfois seuls survivants d’une
contamination fécale ancienne. Il est difficile lorsqu’ils sont seuls présents de conclure a une
contamination fécale ; lorsqu’ils sont présents aux cotés d’Escherichia coli ou des coliformes et
Entérocoques fécaux, ils confirment I’origine fécale d’une contamination.

Les germes anaérobies sulfitoréducteurs sont des bacilles Gram positif souvent de grande
taille, isolés ou en chainettes. Ces bactéries sont généralement mobiles, elles sont capables de
sporuler. Elles sont catalase négatif et anaérobies strictes. Cependant quelques espéces sont
aérotolérantes. (Lebres, 2008).

IV. La transmission de I’antibiorésistance dans les eaux superficielles

Il existe une contamination par des bactéries d’origine fécale antibio-résistantes dans les
environnements aquatiques, ainsi, les systemes hydriques sont le lieu de dissémination de
souches d’Escherichia coli et d’Enterococcus spp résistantes aux antibiotiques. L’occurrence de
souches d’Escherichia coli et d’Enterococcus spp résistantes aux antibiotiques rejetées dans les
environnements aquatiques dépendra des usages du bassin versant. Dans un fleuve fortement
anthropisé, il est retrouvé une circulation permanente de souches d’Escherichia coli et
d’Enterococcus résistantes aux antibiotiques. (Servais et Passerat, 2009).

Des bactéries pathogenes ou potentiellement pathogenes, d’origine humaine ou animale,
sont constamment « déversées » dans I’environnement via les eaux. Certaines de ces bactéries
ont des génes de résistance aux antibiotiques, éventuellement localisés sur des éléments
génétiques mobiles (plasmides, intégrons, transposons) qui ont la capacité de se répandre a
travers les communautés microbiennes du sol et de 1’eau. (Baquero et al., 2008). Certaines
données montrent que les taux de résistance de haut niveau a plusieurs antibiotiques sont aussi
observés chez les bactéries commensales et environnementales. (Kimmerer, 2009).

Les rejets de bactéries d’origine fécale dans 1’environnement s’accompagnent de la
dissémination de leur matériel génétique lors de la lyse cellulaire. Dans 1’environnement, les
temps de persistance de I’ADN dans 1’eau varient de quelques heures a plusieurs mois. Dans ces
environnements, la concentration en ADN bactérien extracellulaire varie (ug.L™ & 10 pg.L™) en
fonction de la dégradation enzymatique, la fragmentation et I’inactivation physique et chimique
des molécules d’ADN. L’ADN d’une souche d’Escherichia coli inoculée dans un sol a été

détecté jusqu’a 40 jours alors qu’apres 15 jours la souche n’était plus cultivable. La persistance
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d’ADN « nu » dans I’environnement indique qu’il peut étre disponible pour des horizontaux de
génes entre bactéries allochtones et autochtones par transformation et ainsi participer a la
dissémination de genes de résistance. La transformation, mécanisme majeur chez les bactéries a
Gram positif, permet I’acquisition d’une molécule d’ADN extracellulaire « nu » par une bactérie
compétente. (Kenny, 2012).

Les origines de ces contaminations environnementales par des bactéries multirésistantes,
sont :

IV.1. Effluents hospitaliers

Les effluents générés par les activités hospitaliéres peuvent présenter un danger potentiel
pour ’homme et son environnement. Cela, compte tenu de la nature et de I’importance des
substances qu’ils contiennent. En outre, Les effluents hospitaliers vont constituer une source
importante de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques dans 1’environnement. Ces déchets
liqguides sont évacués au méme titre que les rejets urbains classiques vers le réseau
d’assainissement communal sans traitement préalable. Les effluents non traitées générés par les
activités hospitalieres peuvent contribuer largement a la dissémination des bactéries multi-
résistantes (BMR) dans I’environnement. Ces bactéries multi-résistantes généralement
responsables des infections nosocomiales peuvent se retrouver dans I’environnement en
particulier dans les eaux de surface et étre impliquées dans les infections communautaires. La
présence des bactéries multi-résistantes dans les eaux de surface pourrait donc étre un maillon
important dans la dissémination et la circulation des genes de résistance véhiculés par ces
bactéries. (Guessennd et al., 2013).

Les résidus d'antibiotiques et les bactéries résistantes sont déversés en quantités variées
dans l'environnement, en conséquence d'une utilisation massive et souvent indiscriminée de ces
substances dans les domaines médicaux, vétérinaires et en agrochimie. Les eaux de surface sont
le réceptacle majeur de ces polluants et représentent également les sources d'eau directement ou
indirectement utilisées pour la consommation humaine et animale.

La pharmacocinétique des antibiotiques de la famille des béta-lactames indique que ces
derniers sont sécrétés majoritairement dans les urines et sous une forme chimique encore active.
Cependant, I’hydrolyse chimique rapide du noyau béta-lactame, caractérisant les antibiotiques de
cette famille, rend difficile leur détectabilité dans I’environnement aquatique. (Corvaglia, 2006).
IV.2. L’agriculture

D’autres sources pour la dispersion des bactéries multirésistantes dans I’environnement
existent. Notamment 1’épandage d’engrais a base de boues d’épuration et de fumiers animaux en

agriculture, qui en est une source importante. En effet, dans une étude de Blanco et al., (2009),
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les oiseaux vivant a proximité des champs ou I’épandage est réalisé possedent plus de bactéries
résistantes a de nombreux antibiotiques dans leurs feces que les oiseaux qui vivent proches de
champs ou 1’épandage n’est pas réalisé (Blanco, 2009). On imagine alors trés bien, avec la
distance que peuvent parcourir des oiseaux, que ces bactéries résistantes peuvent se disperser
largement dans I’environnement.
IV.3. Les eaux usées et les stations d'épuration

Plusieurs études ont mis en évidence la présence des coliformes multi-résistants dans les
eaux usees et par consequent les stations d'épuration peuvent représenter un important réservoir
de bactéries commensales humaines et animales dans lesquelles les déterminants de résistance
aux antibiotiques persistent dans I’effluent final et sont rejetés dans 1’environnement. Des études
montrent une forte proportion de bactéries fécales résistantes (Escherichia coli et entérocoques
fécaux) dans les affluents et effluents des stations d'épuration, ainsi que la présence de nombreux
génes de résistance différents. (Stalder, 2012).

Les stations d'épuration sont aussi de potentiels points chauds pour le transfert horizontal et
la sélection de génes de résistances antibiotiques parmi les bactéries aquatiques

Ainsi, les antibiotiques et les bactéries resistantes aux antibiotiques peuvent atteindre
I’environnement par le biais des égouts, des stations d’épuration et par 1’épandage du lisier sur
les champs via ces principales voies d’entrée, ces substances et ces micro-organismes peuvent,
finalement, atteindre les eaux souterraines et les eaux de surface, deux sources hydriques
fondamentales pouvant étre, soit directement, soit indirectement, utilisées pour
I’approvisionnement en eau et pour la consommation humaine et animale. (Corvaglia, 2006).

Sur le plan bactériologique, le probléme majeur demeure dans I’introduction, dans les
¢cosystémes aquatiques, d’espéces bactériennes polluantes entrainant des perturbations
environnementales et des risques sanitaires importants. Universellement, la pollution
bactériologique de 1’eau est évaluée par la recherche et le dénombrement des germes indicateurs
de contamination fécale dont la présence en nombre élevé indique une pollution d'origine fécale
et la présence probable de microorganismes pathogénes. (Aboulkacem et al., 2007).
IV.4. Conséquences

Parallelement aux antibiotiques eux-mémes, les milieux aquatiques recoivent des

bactéries résistantes adaptées a d’autres milieux, notamment au tube digestif humain ou animal
(contamination fécale). Cette  présence de bactéries multi-résistantes peut avoir des
conséquences néfastes. A défaut de pouvoir survivre longtemps dans 1’environnement aquatique,
certaines de ces bactéries déja résistantes aux antibiotiques vont pouvoir transmettre leur

résistance a d’autres bactéries, dont certaines peuvent étre pathogénes pour I’homme. On parle
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alors de transfert horizontal de génes de résistance. Ces transferts peuvent se réaliser lorsque ces
génes de résistance sont situés sur des éléments génétiques mobiles et transférables, ce qui
contribue a la dissemination des résistances aux antibiotiques. Cette dissémination de la
résistance entre bactéries pourrait Etre d’autant plus efficace que des antibiotiques sont
également présents et exercent une pression de sélection.

Le transfert de bactéries résistantes a I’homme peut se produire par I’eau ou la nourriture
si les champs sont arrosés avec des eaux de surface ou si on épand des boues d’épuration...
(Stalder, 2012).
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Matériel et méthodes

| . Caractéristiques générales du site d'étude

Le site choisi pour cette étude est Oued BAGHAL, il est situé a 2.5Km au nord de la wilaya
de Khenchela en aval de la station d’épuration des eaux usées. C’est le récepteur final des eaux
usées urbaines de la ville de Khenchela aprés traitement par boues activées a faible charge.

Les eaux sont utilisées par les habitants résidants le long du parcours de cet Oued pour
I’irrigation de différentes cultures (céréales et légumes) et 1’élevage des animaux. (O.N.A.,

2011).

Culturesiirrigueesiparlieau dellioued

o

Oued Baghai

Google earth
(@

SR 2007 { Date deslimages satellite : 19/7/2013  35°27'42.00!N  7°09'13.40"E élév. 1009.m altitude’ 1.96'km €

Photographie 01: Vue générale de la station d’épuration de la ville de Khenchela, Oued Baghai.

Il . Procédure d’échantillonnage

La prise des prélevements a été réalisée durant le mois de mars (2 fois) 2015 & 10 heures
du matin a la sortie de la station. Plus précisément a proximité de la source d’évacuation des
eaux usées traitées de la station d’épuration au point de contact avec I'eau d'El Oued.

Les échantillons d’eaux ont été prélevés au niveau du site d’étude dans des conditions
d’asepsie rigoureuse a I’aide de flacons en verre de 1000 ml lavés puis rincés, ensuite, ils sont
séchés a I’abri de I’air, étiquetés et enfin stérilisés par la chaleur au four Pasteur a 180 °C
pendant 1h30 min. (Rodier, 2009).

Les échantillons sont transportés a frais, jusqu'au laboratoire dans un laps de temps ne
dépassant pas 3 heures. D’une fagon générale, le transport a une température de 4 °C et a

I’obscurité est recommandé pour assurer une conservation satisfaisante. (Rodier, 2009).
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q i
Photographie 02 : Point de sortie des eaux usées traitées.

Photographie 03 : Préléevement des échantillons.
11 . Les parametres microbiologiques
Ce travail a été réalisé au sein des laboratoires pédagogiques de Biologie de 1’Université
Abbés Laghrour Khenchela. Il a consisteé :
<+ a effectuer un dénombrement des germes indicateurs de contamination fécale a savoir :
les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les Entérocoques fécaux sur des milieux sélectifs
appropriés au moyen des méthodes normalisées ISO actuellement en vigueur.
4+ a prelever les différentes colonies caractéristiques et procéder a leur purification ceci a
partir de repiquage sur les cultures de I’étape précédente.
<+ a identifier les souches correspondantes, au moyen de tests complémentaires et
biochimiques spécifiques, (galerie API).
4 & évaluer la résistance de ces souches vis a vis de différents antibiotiques utilisés en
thérapeutique clinique.
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I11.1. Recherche et dénombrements des indicateurs de contamination fécale

La méthode la plus classique consiste en une numérotation en boite de Pétri. Les méthodes
danalyse de laboratoire en microbiologie ont été choisies en référence a de nombreuses
publications. (AFNOR, 1990).

Ces techniques sont utilisées pour 1’analyse des eaux superficielles. Le premier objectif des
études qualitatives et quantitatives sur la flore microbiologique des eaux superficielles est de
dénombrer les marqueurs de pollution fécale des eaux : les coliformes totaux, les coliformes
fécaux et les entérocoques fécaux.

I11.1.1. Les dilutions décimales en série

Les dilutions sont nécessaires car on doit prélever de trés faibles volumes a cause de la
charge bactérienne souvent trés élevée, et permettent d’obtenir seulement les microorganismes
dominants dans les dilutions les plus élevées. On dilue successivement 1’échantillon d’eau a
analyser a l'aide de I'eau physiologique.

Toutes les manipulations ont été effectuées avec un maximum de précision et d’une
maniere aseptique.

+ On a d’abord bien mélangé ’échantillon en agitant vigoureusement le flacon afin de
permettre une répartition homogéne des microorganismes, puis a 1’aide d’une pipette graduée
stérile on a prélevé 1 ml.

+ On a introduit stérilement le volume prélevé dans un tube contenant 9 ml d’eau
physiologique. On obtient ainsi une dilution au 1/10, le tube est ensuite agité manuellement,

+ Puis on préléve 1 ml de la dilution 1/10 et on l’introduit dans un deuxiéme tube
contenant 9 ml d’eau physiologique, on obtient ainsi une dilution 1/100.

+ Une homogeénéisation par au moins 10 secondes d’agitation est nécessaire avant chaque
dilution.

I11.1.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux

La recherche des coliformes totaux a été effectuée suivant une méthode AFNOR
(AFNOR, 1990), dont le principe consiste en un ensemencement de 0.1 ml, par étalement de
surface, sur gélose Tergitol-7 + TTC dans une boite 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.
111.1.2.1. Biodiversité morphologique des isolats
111.1.2.1.1.Aspect des colonies sur milieu solide

La premicre étape de 1’identification d’une souche bactérienne est la description
macroscopique de ses colonies. A I'eeil nu, on peut distinguer plusieurs caractéristiques, la forme,

le relief, la taille, la couleur, I'odeur, I'allure du contour.

=



Matériel et méthodes

Apres incubation, les boites de pétri ont été immédiatement examinées. On compte les
colonies (UFC : unité formant une colonie) et sont considérées comme caractéristiques, les
colonies qui présentent une coloration jaune a oranger, avec présence d’un halo jaune. Seules les
boites contenant entre 30 et 300 UFC seront prises en considération. On compte comme
coliforme total toutes les colonies appartenant au type caractéristique et qui sont oxydase
négative.

Le principe de lecture sur gélose Hektoen est fondé sur la fermentation éventuelle des 3
glucides présents dans le milieu (lactose, saccharose, salicine). Les microorganismes qui
fermentent au moins 1’un d’entre eux forment des colonies de couleur “saumon”, les autres
donnant des colonies vertes. En présence de thiosulfate de sodium, les germes producteurs de
sulfure d’hydrogene donnent, avec le citrate ferrique, des colonies & centre noir. (Delarras,
2007).

111.1.2.2. Identification biochimique par galerie APl 20 E

Les souches bactériennes purifiées ont fait I'objet d'une étude des caracteres biochimiques.
L’identification biochimique est 1’étape qui précede toujours I’antibiogramme et elle est prise a
partir des cultures pures représentées par des colonies que I’on peut différencier par leur aspect.

L’identification a été réalisée par les galeries d’identification biochimiques. Le systeme
APl Bio Mérieux est une version miniaturisée et standardisee des techniques biochimiques
conventionnelles pour I’identification des bactéries.

Une galerie APl (Appareil et Procédés d'ldentification) est un ensemble de petits puits et
cupules préts a I’emploi permettant 1'identification de micro-organismes par la réalisation rapide

et facile de tests biochimiques.

identification  substrat code du substrat puits

du type cupule
galerie API

Figure 07 : La galerie API. (Bio-Mérieux, 2009).

La galerie API 20 E est destinée a I’identification des entérobactéries et autres bacilles
Gram négatif, elle se présente sous la forme d’une bandelette comportant 20 micro-tubes
contenant des substrats déshydratés (urée, L-arginine, gélatine, inositol, etc.). Au-dessous de
chaque tube, un sigle indique la nature du test. (Bio-Mérieux, 2009). Les tubes sont ensemencés

avec une suspension bactérienne effectuée en eau physiologique. (AFNOR, 1990).
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Les différents tests réalisés sont :

- ONPG (recherche de béta-galactosidase).

- L’arginine-dihydrolase.

- Lysine-décarboxylase.

- L’ornithine-décarboxylase.

- Utilisation du citrate.

- Production du H-S.

- Ureéase.

- Tryptophane désaminase.

- Production d’indole.

- La réaction de Voges-Proskauer (production d’acétoine).

- Gélatinase.

- Fermentation / oxydation de Glucose, Mannitol, Inositol, Sorbitol, Rhamanose,
Saccharose, Melibiose, Amygdaline et 1’ Arabinose.

La préparation de la galerie se déroule selon les étapes suivantes :

+ Préparation de I’inoculum : on préléve a 1’aide d’une pipette ou une anse une seule
colonie bien isolée sur milieu gélosé puis on la met dans un 9 ml d’eau physiologique pour
obtenir une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le
milieu. La suspension est étuvée pendant 30 min.

+ Inoculation de la galerie : pour les tests : CIT, VP et GEL on rempli tubes et cupules avec
la suspension bactérienne en utilisant la pipette ayant servi au prélevement. Pour les autres tests
on rempli uniquement les tubes et non les cupules. Dans les tests ; ADH, LDC, ODC, URE, H,S
on rempli les cupules avec 1’huile de paraffine pour créer une anaérobiose.

Apres la préparation de la galerie il faut répartir environ 5 ml d’eau physiologiques dans
les alvéoles afin de créer une atmosphere humide puis réunir le fond et couvercle. Un fond et un
couvercle complétent la galerie et permettent de constituer une boite d'incubation.

Un délai de 18 a 24h est nécessaire pour pouvoir observer les réactions entre bactéries et
substrats. La lecture des résultats se fait soit de maniére directe, lorsque la réaction enzyme
bactérienne-substrat est révélée par un changement de couleur du milieu du puits (en raison d'un
changement de pH), soit de maniére indirecte, auquel cas il faut rajouter certains révélateurs dans
les puits concernés. (Bio-Mérieux, 2009). La lecture de ces réactions est réalisée a ’aide du
tableau de lecture (Annexe 02) et I’identification obtenue a 1’aide du Logiciel d’identification
API Excel (Annexe 04).

Apres purification et identification des colonies reprises précédemment, le profil de

résistance aux antibiotiques est déterminé par la méthode de diffusion sur milieu Mueller Hinton.




Matériel et méthodes

I11.2. Recherche et dénombrement des coliformes thermotolérants

La recherche des coliformes thermotolérants est réalisée selon la méme technique que celle
utilisée pour les coliformes totaux sauf que Il'incubation se fait a 44°C pendant 18 a 24 heures.
(Rejsek, 2002).

Apres incubation, les boites Pétri sont immédiatement examinées et un comptage des
colonies est effectué. Sont considérées comme coliformes thermotolérants, les colonies qui
présentent apres incubation les mémes caractéristiques que celles décrites précédemment pour
les coliformes totaux. Seules les boites contenant entre 30 et 300 UFC seront prises en
considération. La recherche de I'oxydase est inutile.

Ces souches bactériennes ont fait l'objet d'une étude des caractéres morphologiques
macroscopiques et biochimiques selon le méme mode opératoire que pour les coliformes totaux.

Apres purification et identification des colonies reprises précédemment, le profil de
résistance aux antibiotiques est déterminé par la méthode de diffusion sur milieu Mueller Hinton.
111.3. Recherche et dénombrement des entérocoques fécaux

La recherche des entérocoques fécaux ne peut étre considérée comme une indication
certaine de pollution fécale, la présence des entérocoques fécaux doit s’accompagner de la
présence de coliformes thermotolérants pour étre un signe certain d’une contamination fécale.
(CREPA, 2007).

111.3.1. Test de présomption

La recherche des entérocoques fécaux a eté effectuée suivant une méthode d’OMS qu'on
retrouve dans d'autres publications (Ndiaye, 2005). Elle consiste a ensemencer de 0.1 ml de
chaque dilution, par étalement en surface, sur gélose Slanetz et Bartley dans une boite Pétri a
I’aide d’un rateau. 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. (Ndiaye, 2005).

Apreés incubation, On compte les colonies caractéristiques (UFC : unité formant une
colonie). Seules les colonies qui présentent une coloration violettes, rouges, marron ou rose
lisses, légerement bombées seront prises en considération. On retient seulement les boites
contenant entre 30 et 300 UFC.

111.3.2. Test de confirmation

Etant donné le caractére sélectif de la gélose Slanetz ; ne pousseront théoriquement sur ce
milieu que les Entérocoques fécaux. Un test de confirmation a quand méme été pratique, il
consiste a prélever aseptiquement quelques colonies de maniére aléatoire puis les repiquer sur
gélose Bile esculine azide (BEA) en boite de pétri, le milieu est incuber a 37°C, pendant 24

heures.
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Apreés I’incubation, les colonies des Entérocoques fécaux apparaitront alors sous forme de
petites colonies noires Iégérement bombées et lisses, esculine positive. On a ensuite effectué une
coloration de Gram puis une étude de la sensibilité de ces germes aux antibiotiques par la
technique d'antibiogramme sur Muller Hinton. (AFNOR, 1990).

111.3.3. 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’ultra
structure des parois cellulaires. C'et une technique qui se déroule comme suit :

+ Réaliser sur une lame propre un frottis puis le fixer.

+ Recouvrir la lame de violet de gentiane phénique pendant 1 minute puis rincer.

4+ Recouvrir la lame d’une solution de Lugol durant 30 secondes.

+ Laver la lame a I’éthanol jusqu'a ce que la derniére goutte soit transparente.

+ Laver rapidement a I’eau et recouvrir la lame de Fuschine phénique pendant 10 secondes
puis rincer a I’eau distillée, ensuite, sécher la lame a 1’aide d’un papier buvard.

% L’observation s’effectue a immersion (objectif x 100) aprés avoir déposer une goutte
d’huile de cedre sur la lame (observation a immersion).

Les bactéries Gram positif sont colorées en violet alors que celles colorées en rose sont

Gram négatif.

Gram Positif Gram Négatif
P

A ? Fixation C_# \

o By )
'.’ Violet delgentlane ’-
’- Lu'gol ’-

i
\

'- Décol}ration Cr '_k_) )
’~. Fuschine '~.

Figure 08 : L’aspect des bactéries apres la coloration de GRAM.
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I11.4. Recherche des Salmonelles

La recherche des salmonelles a été réalisée selon la norme 1SO 6579 modifiée. Elle a
consisteé a:

+ Enrichissement : Consiste a introduire 1 ml de la solution mére dans 10 ml du bouillon
sélectif : bouillon au sélénite. L objectif de 1’étape d’enrichissement sélectif est de favoriser la
croissance des bactéries du genre Salmonella tout en inhibant la croissance des autres bacteéries.

+ Incubation : Les tubes préparés ont été incubés a 37 °C pendant 24h les Salmonella (si
elles sont présentes dans 1’eau) se retrouvent alors majoritaires dans le bouillon utilisé.

+ Isolement sur gélose SS (gélose Salmonella-Shigella) : La norme 1SO 6579 impose le
milieu gelose SS, a partir du bouillon sélénite, on ensemence par rateau 0,1 ml sur la gélose SS,
puis incubation & 37°C pendant 24 heures. Des colonies roses ou incolores apparaitront avec ou
sans un centre noir, la fermentation du lactose est révélée par le virage de I’indicateur coloré, le
rouge neutre, a sa teinte acide.

+ Purification : Chaque colonie suspecte est reprise et repiquée sur gélose Hektoen,
ensuite incubée a 37°C pendant 24 heures.

Tous ces milieux contiennent des inhibiteurs des bactéries d’origine non intestinale, un ou
plusieurs glucides (lactose, saccharose, salicine, xylose), du thiosulfate et du citrate de fer pour la
mise en évidence du caractére H,S.

La boite de gélose SS et celle de la gélose Hektoen subiront une lecture en tenant compte
du fait que les Salmonella se présentent le plus souvent sous forme de colonies incolores (lactose
négatif) sur SS et sous formes de colonies vertes ou bleuatres sur gélose Hektoen. De plus, les
bactéries capables de produire de I’H,S a partir du thiosulfate de sodium donnent en présence des
ions de fer des colonies a centre noir par formation de sulfure de fer. Certains sérotypes de
salmonelles produisent de 1’H,S et d’autres non.

+ ldentification : ’identification des souches suspectes de Salmonelles a été réalisée par la

galerie API20E selon le protocole cité précédemment.

I111.5. Antibiogramme

L’antibiogramme ou la détermination de la sensibilité aux agents antibactériens est I’étude
de la croissance bactérienne en présence d’un gradient de concentration réalisées dans un milieu
de culture. Le profil de résistance des souches bactériennes a été déterminé par la méthode de
diffusion sur milieu Mueller Hinton. Des antibiotiques communément utilisés en thérapie
humaine ont été retenus. (Soude, 2005).

Un antibiogramme permet de tester sur milieu de culture, 1’action de molécules

antibiotiques sur une souche bactérienne. Il donnera donc des indications sur 1’efficacité in vitro

*
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de ces antibiotiques. La détermination du diametre de la zone d’inhibition permet une estimation
de la concentration minimale inhibitrice. Les caractéres de sensibilité ou de résistance de la

souche bactérienne en seront déduits.

+ Principe

Antibiogramme standard ou les méthodes par diffusion sont plus utilisées par les
laboratoires cliniques. Elles consistent a disposer des disques de papier buvard imprégnés de
concentration déterminée d’antibiotiques a la surface d’un milieu gélosé. Des 1’application des
disques, I’antibiotique diffuse a partir du disque de maniére uniforme dans la gélose. Apres
incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant & une absence
de culture. (Soude, 2005).

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un
ou plusieurs antibiotiques. Les antibiotiques testés sont representés dans les Tableaux I11 et 1V.
Le mode opératoire est pratiqué selon la standardisation de I’antibiogramme en médecine
humaine a 1’échelle nationale selon les recommandations de I’OMS. (Standardisation de

I’antibiogramme, 2005).

+ Mode opératoire pour les Entérobactéries (bactéries non exigeantes)

» Milieu : La gélose Mueller-Hinton fondue au bain-marie a été coulée en boite Pétri en
respectant une épaisseur d’environ 4 mm.

» Inoculum : On prépare la suspension a partir d’une souche bactérienne de 18 heures. On
préleve des colonies de la bactérie étudié a 1’aide d’un écouvillon ou d’une anse de platine qu’on
introduit dans un tube contenant 5 & 10 ml d’eau physiologique stérile.

» Ensemencement : a I’aide d’un écouvillon trempé dans la suspension, on ensemence par
stries serrées toute la surface du milieu en 3 reprises en changeant d’angle a chaque fois (30°),
enfin on écouvillonne partout autour du bord de la surface de la gélose.

» Application des disques d’antibiotiques : on a déposé les disques a 1’aide d’une pince
bactériologique stérile. 11 y a des précautions a respecter lors de I’application, les disques
d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre. Une fois appliqué le disque ne
doit pas étre déplacé et finalement presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de la pince pour
s’assurer de son application. Les disques d’antibiotiques utilisés sont résumeés dans le Tableau
1.

» Incubation : les boites sont par la suite incubées a 37°C pendant 24 heurs, couvercle en
bas.

En ce qui concerne les B-lactamines, la disposition des disques se fait par I’ordre suivant :

&
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Les betalactamines Autres Antibiotiques

Figure 09 : Disposition des disques d'antibiotiques sur les boites d’antibiogrammes selon la
standardisation nationale. (Standardisation de I’antibiogramme, 2005).

Tableau I11 : Liste des antibiotiques testés, charge et classification des disques.

Antibiotique Abréviation Ch"?‘rge Classe
du disque
Ampicilline AMP 10 pg B-Iactarn(?s.(ffamllle des
pénicillines)
Amoxicilline + acide clavulanique AUG 30 pg ’B_-Igc_tames (famille des
pénicillines et des clavames)
. -l mes (famill
Céfazoline Kz 30 pg . b acta_ es ( \a ! ? d,es .
céphalosporines 1léere génération)
. -l famill
Céfotaxime CXT 30 pg . b acta_mes (\aml ? d,e ) :
céphalosporines 3eme génération)
-
-

ipeneé lact famill
Imipenéme IMP 10 ng p-lactames (famille des
carbapénemes)

Triméthoprime+Sulfaméthoxazole - 25 pg Sulfamides

» Lecture : Aprés avoir retiré les boites de pétri de I’étuve, la zone entourant le disque ou

aucune croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. Son diamétre est

mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse métallique et comparé aux diamétres critiques figurant dans

@
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les tables de lecture (Annexe 6). La souche est ainsi classée sensible (S), intermédiaire (I) ou
résistante (R) a I’antibiotique, les souches I étant ensuite incluses dans la catégorie R.
Des souches de référence Escherichia coli ATCC 25922, ont servi pour le contréle de la

qualité de I’antibiogramme.

+ Mode opératoire pour les Entérocoques intestinaux (bactéries exigeantes)

» Milieu : ¢’est la gélose Mueller Hinton (MH) additionnée de 05 % de sang de mouton ou
le sang humain (O) et coulé en boite Pétri sur une épaisseur de 4 mm.

» Inoculum : a partir d’une culture pure de 18 heurs sur milieu d’isolement, on prépare une
suspension bactérienne en utilisant 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile.

» Ensemencement : a I’aide d’un écouvillon trempé dans la suspension, on ensemence par
stries serrées toute la surface du milieu en 3 reprises en changeant d’angle a chaque fois (30°),
enfin on écouvillonne partout autour du bord de la surface de la gélose.

» Application des disques d’antibiotiques : on a déposé les disques a I’aide d’une pince
bactériologique stérile. 11 y a des précautions a respecter lors de I’application, il ne faut pas
mettre plus de 4 disques dans la boite, les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm,
centre a centre. Une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé et finalement presser chaque
disque d’antibiotique a 1’aide de la pince pour s’assurer de son application. Les disques
d’antibiotiques utilisés sont résumés dans le Tableau IV.

> Incubation : les boites sont par la suite incubées a 37°C pendant 24 heurs, couvercle en

bas dans une atmosphére enrichie en dioxyde de carbone CO..

Tableau IV : Liste des antibiotiques testés, charge des disques et classification

@
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> Lecture : Les antibiotiques diffusent hors du disque dans la gélose, la zone entourant le
disque ou aucune croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. On mesure
avec précision les diametres des zones d’inhibitions et on compare les résultats obtenus aux
valeurs critiques figurant dans les tables de lecture (Annexe 7). On classe la bactérie dans 1’une

des catégories : sensible (S), intermédiaire (1) et résistante (R).
Des souches de référence, Enterococcus faecalis ATCC 29212, ont servi pour le

contrdle de la qualité de I’antibiogramme.

=
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Résultats et discussions

I. Dénombrement des germes de contamination fécale
1.1. Dénombrement des coliformes totaux (CT) et thermotolérants (CTT)

La photographie 01 montre les résultats d'isolement sur le milieu gélosé au Tergitol 7
aprés incubation a 37°C pour les CT et a 44°C pour les CTT. On remarque 1’apparition de
colonies a la surface des milieux de culture, seules les colonies ayant une coloration jaune a
oranger, avec présence d’un halo jaune ont été dénombrées.

Le dénombrement se fait par comptage de colonies formées sur le milieu solide (il
s’exprime alors en unités formant colonies : UFC). Seules les boites contenant entre 30 et 300
UFC ont été prises en considération.

Le résultat du dénombrement est le suivant : Les coliformes totaux : 1.2 .104 UFC/mI, les

coliformes thermotolérants : 5.2 .10° UFC/ml, ce résultat est identique a celui d'une étude sur les

hydrosystémes en France. (Kenny, 2012).

Photographie 04 : Résultats d'isolement sur gelose Tergitol 7.

1.1.1. Biodiversité macroscopiques et microscopiques des isolats

La photographie 05 montre le résultat de I’isolement des colonies oxydase négative sur la
gélose Hektoen, on remarque qu’apres incubation, il y a apparition de plusieurs types de colonies
a la surface du milieu. Une coloration de Gram a été pratiquée sur quelques colonies prises au
hasard. Les résultats de I’étude des différents caractéres macroscopiques et microscopiques des

colonies sont représentés dans le Tableau V.
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Photographie 05 : Aspect macroscopique des souches des coliformes sur gélose Hektoen

Tableau V: Résultats de 1’étude macroscopique des isolats.

Milieu de . . .
Aspect macroscopique Aspect microscopique
culture
- Colonies bleu-vertes, lisses,
bombées, arrondies, a contour
régulier, de consistance
mugqueuse a seche, de 1 a
, 2mm de diameétre.
Gelose - Colonies saumon, lisses
Hektoen ' '

bombées, arrondies, a contour
régulier et parfois irrégulier,
de consistance crémeuse, de 1
a 2mm de diametre.

Bacilles isolées ou en courtes chainettes, a
Gram négatif.

La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant 1’isolement et la différenciation des

entérobactéries a partir de différents prélevements. Son utilisation est basée sur les principes

suivants :
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+ L’inhibition de la flore a Gram positif est due a la présence des sels biliaires qui peuvent
également inhiber l1égérement 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 probléeme des fermentations
tardives. Les autres glucides ont été introduits afin d’assurer une différenciation plus performante
et de réduire la toxicité engendrée par les indicateurs colorés.

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

+ Le systéme d’indicateurs colorés, composé de bleu de bromothymol et de fuchsine acide
permet de colorer en saumon les 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).

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 a Gram négatif, ceci concorde avec le caractere de la gélose
Hektoen qui est un milieu sélectif pour les bacilles Gram négatif.

1.1.2. ldentification biochimique des isolats

Les colonies oxydase négative purifiées par repiquage sur gélose Hektoen ont subit un test
d'identification biochimique sur galerie API20E.

La lecture des galeries biochimiques est réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe 02)
et du logiciel API Excel (Annexe 04), la lecture des résultats se fait soit de maniere directe, par
un changement de couleur du milieu du puits (en raison d'un changement de pH), soit de maniére
indirecte, dans ce cas il faut rajouter certains révélateurs dans les puits concernés (réactif TDA,

Kovacs, VP1 et VP 2). Les résultats obtenus sont résumeés dans les Tableaux VI et VII :

o
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Tableau V : Résultats d’identification des coliformes totaux par la galerie AP 20E

®) — —
TeStS??g%gg%g%%&)gggéggégi Espéces
Bacteries
LCr [+ - Lo L+ - - e L L Jf+ L+ L+ ][+ )+ J[ + || + || Escherichia coli |
Lcr2 [+ -+ i+ - - - -+ e -+ - - L+ [+ |[ + || Klebsiella ornithinolytica |
L Cr3 [+ -+l - -+ - -+ L+l [+ [+ J[+ |+ |[+ ][ + || Klebsiella ornithinolytica |
L Cra [+ - e - - e - - I i+ - - - [+ 1 - [ - | + || Escherichia coli |
LCrs [+ -+ i L+l e L L= JE+ 0+ + L+ [+ [+ ][ + || + || Klebsiella ornithinolytica |
LCre [+ A+ i Ll - L L+ e+ L+ L+ [+ [+ J[ + || + || Klebsiella ornithinolytica |
LCrr I+ -+ i+ [+ - - -+ L= - i+ Jf+ - L+ [+ [+ L+ ][+ || + |[Kluyvera spp |
Lcvs L+ - L L i - - - L+ - - E+ P+ L= L+ L+ L+ |+ [+ ][+ |[ Kluyvera spp |
LCro [+ -+ i L+l - - e L L= JE+ 0+ [+ L+ |[+ [+ I[ + || + | Klebsiella ornithinolytica |
LCro [+ [+l + i+ L+l - -+ L+ L= Jf+ i+ i+ L+ L+ [+ [+ J[ + || + || Klebsiella ornithinolytica |
ceman [+ -+ i - - - - L= I+ - L+ L+ ][ - Jf+ [ - || + || Escherichia coli |
LCr12 ||+ - L+ L+ L+ L= L+ L= L+ - L= L+ L+ L+ L+ [+ [+ |+ || + || + || Klebsiella ornithinolytica |
et L+ - - - - - - - - L TP+ i+ - - L+ ][ - I+ J[ + || + || Escherichiavulneris |
Lcr2 [+ + - 0= L= - - - e e+ e+ - - L= J[+ [ - [ - || + || Pantoea spp |
Lems - - - i e - e - - e - - - - Jf- - - |l - || Proteus mirabilis |
LCra Jl+ -+l L= - - e L L= JE i+ - - L+ [+ 1+ )+ || + [ Kluyvera spp |
LCrs Jl+ - - L L - - - L JE+ i+ - - L= JL+ [ - J[+ || + || Pantoea spp |
Lcve [+ - - - L= J- - -+ - e T+ - - -+ - - | Pantoea spp |
|_CT7 H+H-H-H+H-H-H-H-H-H+H-H+H+H-H+H+H-H+H+H+\_
|_CT8 H+H-H+H+H-H-H-H-H+H-H-H+H+H-H+H+H+H+H+H+HKluyveraSpp
Lcro Jl+ -+ Jb- b= JE- - - - e JE- i+ 0+ \
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Tableau V : Résultats d’identification des coliformes fécaux par la galerie API 20E

Tests
o = || = —

CmmL [+ -+ - - e - e e+ + ]+ [+ ]+ |[[Klebsiellaoxytoca |
Crm2 [+ -l - - - - - e -+ i+ |- L+ | - || + [ Escherichia coli |
LCrms [+l - - - -l - e P - I+ i+ |- [T+ | - ][ + [ Escherichia coli |
ot [+ - - e e - e+ -+ [ - || + | Escherichia coli |
LCTTs [+ - - - - - - - e -+ i+ |- [+ | - |[ + [ Escherichia coli |
Lormt - - - - - - - - e P+ - I+ i+ |- L+ | - |[ + [ Escherichia coli |
LCrm2 [+ -l - - -l - e - i+ |- L+ | - ][+ [ Escherichia coli |
CrT8 [+ -l - e -+ + [+ [+ | - || + [ Escherichia coli |
orma [+ -l - - -l - - e P+ - Jf+ i+ [+ [+ | - || + [ Escherichia coli |
L CTT5 [+ - - - - -l - - i - - - i+ |+ L+ | - || + [ Escherichia coli |
LCrT6 [+ -l - - - - - e - L+ [+ [+ ] - || + |[ Escherichia coli |
orrr e e - - L e e L [+ L+ [+ ||+ || Klebsiella ornithinolytica |
LCrrs [+ - - - - - - - el - e+ L+ L+ ]+ | Kluyvera spp |
CTmo [+ - - - - e e -+ + [+ ] - || + | Escherichia coli |
ot [+ [ - [+ - - - -l - - e - -+ - [+ | - || + [ Escherichia coli |
orr - - - - -l - - e - Jf+ i+ [+ L+ | - ][ + [ Escherichia coli |
ez [+ - - - - e - e e - e+ [+ |- || + | Escherichia coli |

(+) : Résultat positif, (-) : Résultat négatif; (ONPG) :p-galactosidase ; (ADH) : Arginine-dihydrolase ; (LDC) : Lysine-décarboxylase ; (ODC) : Ornithine-décarboxylase ;
(CIT) : Citrate ; (H.S) : Production du sulfure d’hydrogéne ; (URE) : Uréase ; (TDA) : Tryptophane-désaminase ; (IND) : Indole ; (VP) : Réaction de Voges-Proskauer ;
(GEL) : Gélatine ; (GLU) : D-glucose ; (MAN) : D-mannitol ; (INO) : Inositol; (SOR) : D-sorbitol ; (RHA) : L-rhamnose ; (SAC) : D-saccharose ; (AMY) : Amygdaline ;
(MEL) : D-melibiose; (ARA) : L- arabinose.
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Escherichia coli

Kluyvera spp

Pantoea spp

Klebsiella oxytoca

Escherichia vulneris
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Proteus mirabilis

Enterobacter amnigenus

Photographie 06 : Les espéces bactériennes identifiées et I'aspect de leurs galeries biochimique.

Au total 38 souches ont été identifiées a partir de site d’étude. Le nombre de bactéries de
chaque espéce identifiée est représenté dans la figure 10 :

Proteus mirabilis
Enterobacter amnigenus
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

[ o = N = =

Escherichia vulneris
Pantoea spp 3
Kluyvera spp 5

Klebsiella ornithinolytica 8

Escherichia coli _ 17

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Figure 10 : Nombre d’espéces bactériennes identifiées a partir des coliformes totaux et
thermotolérants.

Les résultats obtenus montrent une diversité phylogénétique importante. L’analyse des
especes identifiées par rapport a ’ensemble des souches isolées, a montré une prédominance
d’Escherichia coli avec 17 souches soit 44.73% suivie de Klebsiella ornithinolytica avec 8
souches (21.05%), de Kluyvera spp. avec 5 souches (13.15%0) et de Pantoea spp avec 3 souches

(7.89%). On retrouve également  Escherichia vulneris, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
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pneumoniae, Enterobacter amnigenus et Proteus mirabilis avec un pourcentage de 2.63%
chacune. (Figure 10)

Les especes Escherichia coli, Klebsiella oxytoca et Klebsiella pneumoniae sont les
principaux indicateurs d’une contamination fécale, alors qu'Enterobacter amnigenus est une
bactérie environnementale des milieux aquatiques, Escherichia vulneris et Klebsiella
ornithinolytica sont des pathogénes opportunistes cliniques. (Rejsek, 2002).

Kluyvera spp est une entérobactérie largement répandue dans 1’environnement humide
(eaux de boisson, eaux usées, sol, aliments, évier d’hdpital. . .). C’est un commensal du tube
digestif, des voies respiratoires et du tractus urinaire de I’homme. Elle est d’origine clinique et
elle a été incriminée comme responsable de différents types d’infections, parfois séveres, voire
mortelles malgré un traitement antibiotique adapté. (Bellaoui et al., 2009).

Pantoea agglomerans est présente dans 1’environnement (eau, plantes, graines). Au
début des années 1970, Pantoea agglomerans a été mise en cause dans une vaste epidémie de
septicémies dans 25 hoépitaux aux Etats-Unis et causée par I’injection de liquides de perfusion
contaminés. (Parveau, 2011).

Les espéces du genre Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont
isolées du sol, de I’eau, de I’intestin de I’homme et de l'intestin de nombreuses especes animales
(souris, rats, chiens, chats, bovins, porcins, oiseaux, reptiles...). Aprés Escherichia coli, Proteus
mirabilis est la bactérie la plus souvent isolée des urines et elle est a 1’origine d’infections graves
et parfois mortelles. Ces infections sont fréquentes en milieu hospitalier et chez les patients agés.
(Bellaoui et al., 2009).

La présence des coliformes fécaux dans notre site d’étude témoigne d’une pollution fécale.
Ceci est di probablement aux déversements multiples des eaux usées chargées par des polluants
abiotiques. Ces résultats, concordent avec les observations faites par ElI Addouli et al. (El
Addouli et al., 2009).

La diversité phylogénétique importante observée est probablement liée au fait que Oued
Baghai est fortement anthropisé, il est alimenté par les eaux usées traitées ainsi que les
ruissellements consécutifs & des évenements pluvieux intenses. Une étude a montré qu’a
I’échelle du bassin de la Seine, les rejets directs d’eaux usées traitées sont responsables de plus
de 95 % des Escherichia coli présents dans les cours d’eau. (Garcia-Armisen et Servais, 2007).

La station d'épuration de la wilaya de khenchela réceptionne toutes les eaux usées
urbaines soit domestique ou les déchets issus des abattoirs qui sont conséquemment une autre
source potentielle d’introduction de bactéries fécales. Une fois 1’animal abattu le contenu du tube

digestif est élimine, et les eaux de lavage et autres effluents de procédés de ces installations
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rejoignent également le réseau d'assainissement. Les effluents hospitaliers sont aussi rejetés au
méme titre que les rejets urbains sans aucun traitement préalable.
1.2. Recherche et déenombrement des entérocoques fécaux

La photographie 07 montre les résultats d'isolement sur le milieu gélosé Slanetz et
Bartley, on remarque I’apparition des colonies aprés la période d'incubation. Uniquement les
colonies ayant une coloration violette, rouge, marron ou rose, lisses, légérement bombées ont été
dénombrées. Seules les boites contenant entre 30 et 300 UFC ont été prises en considération. Le
résultat obtenu est : 1,96. 10* UFC/ ml.

Photographie 07 : Résultat du denombrement des Entérocoques fécaux

La présence des entérocoques peut s'expliquer par le fait que ces bactéries sont beaucoup
plus résistantes dans I'environnement notamment a cause de leur résistance notoire aux agents
désinfectants, ce qui fait d’eux des indicateurs privilégiés pour évaluer 1’efficacité du traitement
de I’eau, et leur présence serait donc le signe d’une contamination fécale de I’eau plus ancienne.
(Rejsek, 2002).

Quelques colonies ont été reprises de maniére aléatoire et ensemencees sur gélose Bile
Esculine Azide (BEA) pour un test de confirmation, la photographie 08 montre 1’aspect des
colonies apparues a la surface du milieu de culture apres incubation.

Photographie 08 : Résultat du test de confirmation sur gélose B.E.A.

E
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Ce sont de petites colonies translucides entourées d'un halo noir, témoignant de
I'nydrolyse de I'esculine. La gélose bile esculine azide (BEA) est un milieu qui contient une base
nutritive riche grace aux peptones et a I’extrait de levure. Il contient deux inhibiteurs : la bile de
beeuf et I’azide de sodium. Ces deux inhibiteurs permettent de sélectionner la culture des

Entérocoques fécaux.

Photographie 09 : Résultats de la coloration du Gram.
La coloration de Gram a révélé des cocci Gram positif en diplocoques ou en courtes

chainettes lors de 1’observation au microscope. (Photographie 09)

Il. Recherche des Salmonelles
La Photographie 10 monte le résultat de 1’enrichissement des bactéries dans le bouillon au

sélénite, les tubes présentant un trouble sont des tubes positifs.

Photographie 10 : Résultat de I’enrichissement sur bouillon au sélénite.

La photographie 11 montre le résultat de I’isolement des échantillons d’eaux enrichis sur

sélénite sur gélose Salmonella-Shigella (S.S.), on remarque qu’aprés incubation, plusieurs types
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de colonies a la surface du milieu ont apparu, ces colonies sont incolores due a 1’absence
d'acidification du milieu don sont des bactéries lactose -, avec ou sans centre noir (production de

sulfure de fer noir due a la réduction du thiosulfate en H,S: souche H,S +/-).

Photographie 11 : Résultat de la culture sur la gélose Salmonella-Shigella (SS).
La photographie 12 montre le résultat du repiquage des colonies obtenues dans la gélose
SS sur la gélose Hektoen, aprés I’incubation on remarque des colonies de couleur saumon avec

ou sans centre noir, on peut lire la fermentation du lactose par le virage de la couleur du vert vers
une couleur jaune orangeée.

Photographie 12 : Aspect macroscopique des bactéries sur gélose Hektoen.
11.1. ldentification biochimique
L’identification biochimique des souches a été réalisée par les galeries biochimiques API
20 E, elles permettent de réaliser plusieurs tests des métabolismes glucidiques, protéiques et
enzymatiques visant & identifier la bactérie en basant sur la lecture de ces caractéres.
Les galeries biochimiques ont été lues a I’aide du logiciel APl Excel, La lecture des
résultats se fait soit de maniére directe, par un changement de couleur du milieu des puits (en

raison d'un changement de pH), soit de maniére indirecte, auquel cas il faut rajouter certains
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révélateurs dans les puits concernés (réactif TDA, Kovacs, VP1 et VP 2). Les résultats des
différents caractéres biochimiques obtenus sont regroupés dans le Tableau VIII.

Tableau VIII : Résultat de I’identification biochimique des bactéries par les galeries APl 20E
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L'aspect des galeries obtenues apres lecture est représenté sur la photographie 13. Au total

11 colonies ont été identifiées, les résultats montrent que les genres retrouveés sont autre que celui

de Salmonella et Shigella. Cette absence a été mentionnée dans les travaux de (Chahlaoui,
1996), (Aboulkacem et al., 2007) et (Hamaidi et al., 2009).

La majorité des souches isolées appartiennent aux especes Citrobacter freundi et Pantoea

spp avec un pourcentage de 27% (3 souches pour chacune), suivi des especes Klebsiella

oxytoca, Enterobacter gergoviae, Enterobacter aerogenes, yersinia intermedia et Citrobacter

koseri avec un pourcentage de 9% (1 souche pour chacune). (Figure 11)
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Klebsiella oxytoca

Enterobacter gergoviae

Yersinia intermedia

Enterobacter aerogenes

Pantoea spp

Citrobacter freundi

Citrobacter koseri

Photographie 13: Aspect des galeries biochimique des espéces bactériennes apparues sur la
gélose Salmonnella -Shigella
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La diversité phylogénétique importante observée est probablement liée au fait que Oued
Baghai est fortement anthropisé, il est alimenté par les eaux usées traitées ainsi que les

ruissellements consécutifs a des évenements pluvieux intenses.

Klebsiella oxytoca &
G

Citrobacter Koseri

=
-

Yersinia intermedia

Enterobacter aerogenes

Enterobacter gergoviae

Pantoea spp | s

Citrobacter freundi

0 05 1 1,5 2 2,5 3

Figure 11 : Nombre d’espéces bactériennes identifiées a partir de la gélose Salmonnella -

Shigella

I11. Profil de résistance aux antibiotiques
111.1. Profil de résistance aux antibiotiques des coliformes totaux et fécaux

La résistance aux antibiotiques a été testée pour chacune des bactéries identifiées vis-a-vis
de 11 antibiotiques déja mentionnés dans la partie précédente. Les résistances naturelles des
souches isolées n’ont pas été prises en considération.

La réalisation des profils de résistance aux antibiotiques a été effectuée sur les eaux traitées
apreés passage par la station d’épuration pour pouvoir suivre I’antibiorésistances aprés traitement
biologique et pouvoir aussi évaluer I’efficacité de ce dernier.

La photographie 14 montre les antibiogrammes obtenus, les valeurs des diametres
d’inhibitions sont comparées aux valeurs du tableau de lecture (Annexe 06).

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

Les taux de résistance pour chaque antibiotique sont calculés, les espéces Intermédiaires
étant ensuite incluses dans la catégorie R. les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau
XI.
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Photographie 14 : Photographies des antibiogrammes des especes de coliformes identifiées.
Tableau XI : Les taux de résistance aux antibiotiques des coliformes.
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Tableau X : La résistance aux antibiotiques des coliformes du péme prélevement.
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La figure 12 représente le pourcentage des souches résistantes (taux de résistance) a

chacun des antibiotiques testes.

Taux de résistance pour chaque antibiotique

80%

73.68%
70% - 65,78%
60% -
50% -
42,10%
39,47%
40% -
31,57%
30% -
20% - 15,78%
10% - 7,89%
° 263% 2,63% o 263% [
0% 2 & =8
(1) T T T T T T T T T T 1
AMP AUG Kz CTX IMP CN AK C SXT OFX FO

Figure 12 : Pourcentage d’isolats de coliformes résistants a divers antibiotiques

On observe que les taux de résistance varient nettement d’un antibiotique a I’autre.
L’ Ampicilline (AMP) est ’antibiotique qui présente le taux de résistance le plus haut avec
73.68%. Cet antibiotique est treés utilisé sans limite d’usage puisqu’il appartient a la famille
d’antibiotiques la plus prescrite en pratique ambulatoire, ce qui peut expliquer la présence de
nombreuses souches résistantes a son égard. Cette résistance est due a la production d’une
pénicillinase a bas niveau.

Le taux de résistance a I’association Amoxicilline/Acide clavulanique (AUG) est plus bas
que celui de I’ Ampicilline ce qui est cohérent avec I’effet de 1’acide clavulanique. Cet inhibiteur
de R-lactamases est utilisé en association avec les B-lactames telles I’ Amoxicilline pour contrer
les résistances dus a la présence de 3 -lactamases.

Les céphalosporines étudiées possédent différents taux de résistance. La Céfazoline (K2)
présente le taux le plus élevé, a savoir 42.10%, la Céfotaxime (CTX) a présenté un taux de
résistance tres faible de 1’ordre de 2.63%0. Le taux élevé de résistance observé pour la Céfazoline
s’explique par le fait que cet antibiotique appartient aux céphalosporines de 1%¢ géneration.
Celles-ci sont moins résistantes aux R-lactamases que les céphalosporines de 3*™ génération
dont font partie la Céfotaxime.

La résistance au Céfotaxime est enzymatique; les génes de ces enzymes proviendraient du

chromosome de souches environnementales, notamment de Kluyvera spp, germe non pathogene
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(Bonnedahl, 2009 ; Cattoir, 2008). Depuis leurs progéniteurs, les génes ont été capturés grace a
des éléments génétiques mobiles type séquence d’insertion, ou a des phages, et transférés sur des
plasmides conjugatifs qui ont ensuite diffuse parmi les entérobactéries pathogenes. Dans notre
étude les especes résistantes a cet antibiotique sont Kluyvera spp., Pantoea spp, Proteus
marabilis et Enterobacter amnigenus.

Malgré son utilisation récente et restreinte uniquement en milieu hospitalier, un taux de
résistance de 2.63% est retrouvé pour 1’Imipenéme chez Proteus mirabilis.

Le taux de résistance obtenu pour les antibiotiques appartenant a la classe des aminosides,
c’est-a-dire la Gentamicine (CN) et 1I’Amikacine (AK), est relativement faible avec un
pourcentage de 2.63% pour I’Amikacine et aucune résistance observée a 1’égard de la
Gentamicine. L’explication possible de ce faible taux est son faible consommation, étant donné
I’existence de molécules moins toxiques et plus efficaces.

Pour I'Ofloxacine appartenant aux fluoroquinolones, famille plus récente et ayant un
spectre d’action plus large ; on constate que le taux de résistance est faible (15.78%). Comme la
consommation des fluoroquinolones a considérablement augmenté ces derniéres années, une
augmentation de leur taux de résistance est donc a attendre dans les années a venir.

Le Sulfaméthoxazole (SXT) et la Fosfomycine (FO) font partie des antibiotiques testés
présentant un taux de résistance €levé respectivement 39.47% et 31.57%.

La station d’épuration semble réduire la charge globale des bactéries fécales sans
modifier leur profil d’antibiorésistance, elle est seulement équipée d’un traitement secondaire par
boues activées, le traitement tertiaire est non fonctionnel, cette étape de traitement d’épuration
est essentielle pour éliminer ces contaminants.

I11.1.1. Multirésistance

Notre travail a également permis d’étudier le phénoméne de multi résistance. Une souche
multirésistante est une souche qui présente une résistance a au moins deux antibiotiques. Les
pourcentages de souches résistantes a au moins un antibiotique, a au moins deux antibiotiques, a
au moins trois antibiotiques, & au moins quatre antibiotiques et a au moins cing antibiotiques ont
été calculés et rapportés dans la figure 13.

La totalité des 38 espéces des coliformes identifiées c'est-a-dire 100% résistent a au moins
un antibiotique, 23.68% résistent a au moins deux antibiotiques, 26.31% résistent a au moins
trois antibiotiques, 10.52% résistent & au moins quatre antibiotiques, et faible pourcentage
2.63% de résistance a au moins cing antibiotiques, a au moins a six antibiotiques et le méme

pourcentage de résistance vis-a-vis 8 antibiotiques.
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2,63%

H Résistance a au moins un

10,52% e e
antibiotique

M Résistance a au moins deux
antibiotiques

I Résistance a au moins trois
antibiotiques

M Résistance a au moins quatre
antibiotiques

M Résistance a au moins cinq
antibiotiques

I Résistance a au moins six
antibiotiques

1 Résistance a au moins huit
antibiotiques

Figure 13 : Pourcentage d’isolats des coliformes résistants a au moins 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 8
antibiotiques
111.1.2. Distribution des principaux phénotypes de résistance aux p-lactamines

Sept phénotypes de résistance aux B-lactamines, dont un non déterminé, sont représentés
dans notre étude. (Tableau XII). Celui des Pénicillinases bas niveau domine dans 34.21% des
cas, suivit de celui de Pénicillinase résistante aux inhibiteurs des [ lactamines et
Céphalosporinase bas niveau avec un pourcentage de 21.05% et 23.68% respectivement,
10.52% des espéces identifiées ont une Pénicillinase haut niveau. Les pourcentages obtenus pour
les Céphalosporinases haut niveau et BLSE sont identiques et sont de 02.63%. 7.89% des

espéces ont des phénotypes non identifiés (Figure 14).

2,63% 2,63% i Pénicillinase bas niveau

i Non déterminé

M Céphalosporinase bas niveau
i Pénicillinase résistante aux IbL

H Pénicillinase haut niveau

H Céphalosporinase haut niveau
L1 BLSE

Figure 14: Répartition des principaux phénotypes de résistance aux -lactamines
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Tableau XI1I: Phénotypes et mécanismes de résistance des coliformes totaux et fécaux aux f-lactamines.

Antibiotiques Pénicillinase bas Pénicillinase haut Pen|C|II|nase Cephalosporlnase bas Cephalosporlnase haut BLSE
marqueurs niveau niveau résistante aux IBL nlveau nlveau

Ampicilline
AMP

Amoxicilline +
Ac clavulanique
AUG
CefotaX| me
(C3G) S S S S R R

Pourcentage

34.21% I 10.52% I 21.05% I 23.68% I 2.63% I 2.63%



Résultats et discussions

La fréquence élevée de résistance des entérobactéries aux ampicillines, amoxicilline-
acide clavulanique et céphalosporines de premiere génération est en rapport avec la présence des
bactéries ayant un phénotype de céphalosporinase naturelle (Enterobacter, Citrobacter,
Klebsiella). Ces antibiotiques sont aussi les plus anciens et les plus utilisés. La résistance au
Cefotaxime (céphalosporine de troisieme génération) est en rapport avec le phénotype
bétalactamase a spectre élargi, phénotype exclusivement hospitalier. Machado et al., ont montré
que des souches de EBLSE étaient présentes dans des échantillons d’eau prélevés dans la riviere
Sousa et au niveau de la cote de Porto, au Portugal, & proximité de points de déversement d’eaux
usées (Machado et al, 2009). Dans cette méme région, ainsi qu’aux abords d’un étang en
République tchéque, des souches d’EBLSE ont été isolées des excréments d’oiseaux marins, ce
qui montre que ces souches sont implantées dans ces écosystemes. Plusieurs études montrent
qu’il existe un lien entre les effluents des stations d’épuration et la contamination des eaux de

riviere par des EBLSE. (Laurence et Vincent, 2014).

111.2. Profil de résistance aux antibiotiques des entérocoques fécaux
Quelques colonies esculinase positive ont été reprises de maniere aléatoire, leur résistance
aux antibiotiques a éte testée vis-a-vis de 8 antibiotiques déja mentionnés. La zone entourant le
disque ou aucune croissance bactérienne n’est visible détermine la zone d’inhibition. Les
résultats obtenus figurent sur la photographie 15.
On a mesuré avec précision les diamétres des zones d’inhibitions et on compare les
résultats obtenus aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture (Annexe 07). On classe
la bactérie dans 1’une des catégories : sensible (S), intermédiaire (I) et résistante (R) (Tableau

X111).

Photographie 15 : Antibiogramme des différentes espéces des Entérocoques fécaux
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Les taux de résistance pour chaque antibiotique sont calculés, les espéces Intermédiaires
étant ensuite incluses dans la catégorie R. les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau
XIV.

Tableau X111 : La résistance aux antibiotiques des Entérocoques fécaux

|Souches|| AMP || TC || VA || TEC] s | LEV] E | F |
1 | Non réussi |
[ 2 |IORRN s ] s 0 R
[ 3 [ORERE s [ v | R
L 4 | s BRIl s [ s | s s s | ]
| 5 | Non réussi |
6 | Non réussi |
-_\ s_|[ s |RE | | R

s | s |em | |

s |s |

I |[ s

s | s

s | s

s | s

s | s

s | 1

s | s

s | 1

1 |[ s

s | s

s | s I_-_-

Tableau XIV: Les taux de résistance pour chaque antibiotique

Profil de résistance | % de résistance des | % de sensibilité des | % d’intermédiaire
ATB bactéries bactéries des bactéries
AMP 94.11% 5.88% 0.00%
TC 64.70% 35.29% 0.00%
VA 0.00% 70.59% 23.53%
TEC 0.00% 88.23% 11.76%
S 52.94% 41.18% 5.88%
LEV 29.41% 64.70% 0.00%
E 35.29% 41.18% 23.53%
F 29.41% 52.94% 17.65%
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Figure 15 : Pourcentage d’isolats d’Enterococcus résistants a divers antibiotiques.

On observe que les taux de résistance varient nettement d’un antibiotique a l’autre.
L’ampicilline (AMP) est 1’antibiotique qui présente le plus haut taux de résistance 94.11 %. Cet
antibiotique est utilisé aussi bien en médecine humaine que Vvétérinaire, et ce, sans limite d’usage
(il appartient a la famille d’antibiotiques la plus prescrite en pratique ambulatoire) ce qui peut
expliquer la présence de nombreuses souches résistantes a son égard. Suivi de la Tétracycline
(TC) avec un taux de 64.70% elle est utilisée depuis plusieurs dizaines d'années pour le
traitement des infections respiratoires des animaux et méme chez les humains. Le taux de
résistance des streptomycine (S) et I’érythromycine (E) est un peu élevé 58.82% pour chacune
ainsi que pour le nitrofurantoine (47.06%) car elles sont largement prescrites dans différentes
infections. Pour la levofloxacine (LEV), la vancomycine (VA) et la teicoplanine (TEC) qui
présentent les taux de résistance 29.41%, 23.53% et 11.76% respectivement, sont les taux les

plus faibles car ils sont moins indiqués que les autres antibiotiques.
111.2.1. Multirésistance

On a étudié ce phénomeéne de multirésistance, les pourcentages de souches résistantes a au
moins un antibiotique, a au moins deux antibiotiques, a au moins trois antibiotiques, a au moins
quatre antibiotiques et a au moins cing antibiotiques, ont été calculés et rapportés dans la
figurel7. La totalit¢ des espéces d’entérocoques c'est-a-dire 100% résistent a au moins un
antibiotique, 88.23% résistent a au moins deux antibiotiques, 85.82% résistent a au moins trois
antibiotiques, 41.18% résistent a au moins quatre antibiotiques et faible pourcentage 17.65% de

résistance a au moins cing antibiotique.
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Figure 16 : Pourcentage d’isolats des entérocoques résistants a au moins 1, 2, 3, 4 et 5
antibiotiques.

Cette analyse montre aussi les mémes tendances que pour les coliformes fécaux. Les eaux
du site d'étude présente des isolats résistants a au moins un, deux, trois, quatre et cing
antibiotiques. Plusieurs études montrent qu’il existe un lien entre les effluents des stations
d’épuration et la contamination des eaux de riviére par les entérocoques intestinaux. (Laurence
et Vincent, 2014).
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Conclusion et perspectives

Ce travail s’inscrit dans la problématique de I’étude de la présence de bactéries d’origine
fécale résistantes aux antibiotiques dans les eaux de surface au niveau de la wilaya de
Khenchela, de maniére a mettre en évidence leur présence dans ce milieu et de les caractériser.
Pour cela nous avons choisit Oued Baghai comme site d'étude, I'eau de cet Oued est largement
utilisée par les habitants pour lirrigation de leur culture et I'élevage des animaux, il est

continuellement alimenté par les eaux usées traitées par la station d'épuration urbaine.

Les résultats de notre étude ont révélé la présence des bactéries fécales en concentration
élevée dans les eaux de Oued Baghai, les espéces identifiées appartiennent majoritairement a
I’espéce Escherichia coli qui est l'espéce la plus répandue de la flore intestinale suivit de
Klebsiella ornithinolytica et quelques espéces de Kluyvera spp et de Pantoea spp qui sont des
bactéries environnementales.

Les résultats de 1’étude de leur profil de résistance aux antibiotiques sont inquiétants,
absence de phénotype sauvage, beaucoup de résistances acquises et plusieurs bactéries
multirésistances surtout aux bétalactamines ainsi que I’apparition de résistances préoccupantes

.aux céphalosporines de troisiéme génération et aux carbapenémes.

Les résultats obtenus montrent aussi que 1’épuration de 1’eau au niveau de la station est
incomplete et insuffisante parce que 1’Oued est le récepteur final des eaux usées urbaines de la
ville de Khenchela apres traitement et ces eaux sont utilisées par les habitants résidants le long
du parcours de cet Oued dans diverses activités quotidiennes donc il faut reprendre en
considération la politique et les protocoles pris par la station, toutefois des prélévements
complémentaires, sur ce méme site avec des études similaires de celles-ci compléteraient

utilement cette approche.

La portée de ces résultats, qui corroborent en grande partie ceux d’autres études, doit
toutefois étre complétée par d’autres échantillonnages prospectant le méme site et d’autres sites
judicieusement choisis. Ainsi dans nos perspectives d’avenir il nous semble intéressant de
compléter utilement cette approche par :

- La réalisation de nouveaux prélévements complémentaires sur ce site et d’autres points plus ou
moins espacés en aval et en amont pour valider nos premiers résultats.

- Réaliser I’ensemble de la caractérisation detaillée microbiologique sur tous les échantillons.

- Effectuer une comparaison du profil microbiologique obtenu entre ces différents points et

surtout du profil de résistance des germes.

-
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- Etendre notre travail a 1’étude des risques potentiels engendrés par ces eaux d’une part sur
I’homme par le risque infecticux lié a I’existence des microorganismes pathogenes
multirésistants ayant un potentiel de transfert horizontal de géne. Et d’autre part évaluer ces
risques sur 1I’environnement et la probabilit¢ de sa contamination, afin d’aider a 1’adaptation
d’une stratégie de traitement des eaux visant a améliorer sa qualité selon les normes requises.

- Effectuer une compagne de prévention pour les habitants de la wilaya et particulierement ceux
résidants de part et d’autre de OUED BAGHAI et qui utilisent dans leur quotidien les eaux de
cette source pour I’irrigation de leurs cultures maraicheres et pour I’élevage des animaux.

La prolifération des souches résistantes dans l’environnement est une inquiétude
publique, il faut y remedier en mobilisant toute source humaine et financiére. Il faut poursuivre
la recherche pour garder une longueur d’avance sur les bactéries qui ne cessent de s’adapter et de
développer de nouvelles défenses : leur dissémination en environnement aquatique en est une

preuve.

o
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Annexe 01. Composition des milieux de culture

Gélose au T.T.C. et au Tergitol 7

La Gélose au T.T.C. et Tergitol 7 est utilisée pour I'isolement et le dénombrement des
coliformes et des coliformes thermotolérants dans les eaux.

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

Peptone .......cccevviveiiiiiciee e 10,00 Al 10,00
Extrait de levure.........cccccceeveveenns 6,00 o
. ) pH final 4 25°C : 7,2+ 0,2
Extrait de viande............ccceeeveeene. 5,00
Le milieu en flacons se conserve a
LaCtOSE.....cvvvveeieeeeiiiiirrrereeeee e 20,00
. ’obscurité entre
Tergitol 7....ccovviiiiiiiiiiin, 0,10
15 et 25°C jusqu'a la date d’expiration
Bleu de bromothymol............... 0,05

indiquée sur ’emballage.

Bouillon Sélénite Cystine

Le bouillon Sélénite Cystine est utilis¢ pour 1’enrichissement sélectif de Salmonella dans
les selles ou les denrées alimentaires. Il est recommandé par I’AOAC et la Pharmacopée
Americaine.

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

Tryptone.......ccoooveveieii e, 5,00 pH final a 25°C : 7,0 £ 0,2
LaCLOSE......veereereeeereerieee e 4,00 Le milieu en flacons ou en tubes se conserve
Sélénite acide de sodium............... 4,00 a lobscurité entre 2 et 8°C jusqu'a la date
Phosphate disodique...................... 10,00 d’expiration indiquée sur I’emballage.
L-CYStINe.....covveieciee e 0,01

Gélose Salmonella-Shigella (S.S.)

La gélose Salmonella-Shigella (S.S.) est utilisée pour I’isolement sélectif des Salmonella et
des Shigella dans les préléevements cliniques (selles) et les denrées alimentaires.

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

Protéase  peptone...........ccccevvvenene. 5,00 Sels biliaires N° 3......ccocveviviieenen, 8,50
Citrate ferrique ammoniacal........... 1,00 Vert brillant.............ccccoooin. 0,00033
Extrait de viande de beeuf.............. 5,00 Citrate de sodium.......c.ccccceevvvrunnee. 8,50
Thiosulfate de sodium..................... 8,50 AGAr i 13,50
LaCLOSE....c.eveeeeeiiee e, 10,00

Rouge nNeutre........cccceveveeiiineiinnnns 0,025
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pH final 4 25°C : 7,0+ 0,2
Le milieu en flacons ou boites se conserve a 1’obscurité entre 15 et 25°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur 1’emballage.

Gélose Hektoen

La gélose Hektoen est un milieu selectif différentiel des bactéries entéro-pathogénes,
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 rouge-
saumon) et/ou produisant de I’H2S (centre noir).

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

PEPIONE ..o 1..2,00 2 0d (0 1=, 1.2,00
Chlorure de sodium..........ccccovevvennene. 5,00 Bleu de bromothymol..................... 0,065
Extrait de levure..........ccocevvverninennn, 3..,,00 Saccharose.......ccoovvvveieiiiicieen 1.2,00
Thiosulfate de sodium.............c.c....... 5,00 Fuchsine acide...........cccocvevviiiernennn. 0,10
Sels biliaires N°® 3.......ocovveeiviiireene, 9.,00 SaliCINE...vveieiiceee e, 2.,00
Citrate ferrique ammoniacal............... 1,50 AQAr. ..o 14,00

Ph final 2 25°C : 7,5+ 0,2
Le milieu en flacons ou boites se conserve a 1’obscurité entre 2 et 8°C jusqu'a la date
d’expiration.
Geélose de SLANETZ et BARTLEY (base)

La Gélose de Slanetz et Bartley est utilisée pour l'isolement et le dénombrement des

entérocoques dans les eaux, les denrées alimentaires et autres types de prélevements par la
technique de membranes filtrantes ou isolement sur boites de Pétri .

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

TryptoNne.......oovvveeiiieiieeeeee 20,00 AGar...oooiiii 10,00

Extrait de levure........ccccoeeevveenneen. 5,00 pH final a 25°C : 7,2+ 0,2

GlIUCOSE. ... 2,00 Le milieu en flacons se conserve entre 2 et
Phosphate dipotassique.................. 4,00 8°C a I’obscurité jusqu'a la date d’expiration
Azide de sodium...........ccccerrnnnne, 0,40 indiquée sur I’emballage.

Supplément SLANETZ

Ce produit est destiné a étre utilisé avec la gélose de Slanetz et Bartley (base), pour le

dénombrement des entérocoques dans les eaux d'alimentation, les boissons, les eaux usées et
divers produits biologiques; aussi bien par la technique de filtration sur membranes que par la

méthode classique de numération en boites de Pétri. Le supplément est constitué par du chlorure
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de 2,3,5- triphényltétrazolium. Les entérocoques le réduisent en un formazan insoluble a
I'intérieur de la cellule. Cette réaction se manifeste par I'apparition de colonies de couleur rouge a
marron.
Ingrédients (pour un flacon)
Triphényltétrazolium (chlorure)...... 50 mg
Gélose Bile-Esculine-Azide (BEA)
La Gélose Bile-Esculine-Azide est un milieu sélectif pour I'isolement et la numération des

Entérocoques dans les produits pathologiques et les eaux. Les Entérocoques développent de
petites colonies translucides entourées d'un halo noir, ttmoignant de I'hydrolyse de I'esculine.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone...........cooevviiiiiinin.. 3,00 Azide de sodium.................. 0,15
Esculine.........cooovvvviiieiiniii. 1,00 Biledeboeuf........oovvvvvvnnn.... 10,00
Peptone de caséine................ 17,00 Chlorure de sodium ............. 5,00
Citrate ferrique ammoniacal ..... 0,5 Agar.......oiiiiii 1.5,00
Extraitde levure................... 5,00

pH final a 25°C : 7,1+ 0,2
Le milieu en tubes, flacons ou boites se conserve entre 15 et 25°C.

Gélose Mueller Hinton

La gélose Mueller-Hinton est le milieu de référence pour les tests de sensibilité des germes
aux antibiotiques. Sa formulation est conforme aux recommandations du de I'0.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............ccccevevvenennee. 300,00
Peptone de caséing.........ccovcvvevenennn, 17,50
AMIdON....coiiie e 1,50
AGAN i 17,00

pH final & 25°C : 7,3 + 0,2

Le milieu en flacons ou boites se conserve entre 2 et 8°C.
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Annexe 02. Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 E

Résultat
Tests Substrat Caractere recherché _ —
Négatif Positif
Ortho-nitro-phenyl- . .
ONPG . pheny R galactosidase Incolore jaune
galactosidase
ADH Arginine Arginine dehydrolase Jaune Rouge /orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge /orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vgrt pale/ Bleu vert/
jaune bleu
Thiosulf Incolor 300t noir/fi
HoS iosul ate de Production d’H2S (:_vo e/ Dépot no!r/fln
sodium grisatre liseré
UREE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
] . TDA Immédiat
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase
i yPIop Jaune Marron foncé
IND 2 min max
IND Tryptophane Production d’indole
Jaune Anneau rouge
_ o VP1 + VP2 10 min
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine
Incolore Rose/ rouge
A _ e - Diffusion
GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non diffusion .I usio d_u
pigment noir
GLU D-Glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MAN D-Mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR D-Sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-Rhamanose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC D-Saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-Melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
ARA L-Arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
Disques d’Ox / 5-10 min
OX Sur papier filtre Cytochrome oxydase Coloration

Incolore

violette
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Annexe 03. Composition des additifs
Kovacs
Le réactif de Kovacs est utilisé pour la mise en évidence De la production d'indole par les
micro-organismes posseédant une tryptophanase. Le tryptophane, acide Aminé notamment
présent dans les peptones trypsiques, est dégradé en indole qui réagit avec le Diméthylamino-
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...............................l. 5,00 g
Alcool amylique.........c.oviiiii i 75,00 ml
Acide chlorhydrique pur.............cooooiiiiiiii 25,00 ml

Conserver en flacon ambré entre 2 et 8°C.

Réactif de VVoges — 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.
VP1 : 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-
pyruvique formés par les bactéries possédant le tryptophane désaminase.

Composition Chlorure de fer............ 80 g /1
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Annexe 04 : Interface du logiciel d’identification API Excel.
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w0y BLrfEiod BRI B aups) ey o s
Presse-papiers Police ] Alignement ] Nombre li Shle Cellules Edition
I m (0 ko y
A BICIDIE[FIGIH[JK[LIMINIQIRIQIRISITIUNV| W | X | T | Z A4 A8
] APIOE ;r;tggblfeplus} probabllé /’Jtlestdedentilﬂlcgtonenfonctondﬂ
_ _x\mdu:edetypmne.
, Escherichia coli 1 cellente Id 0,998
T 2 Rappel de a valeurde rappel de a probabilté du
4 i ¢ ﬁ'ndmedewpmu@ ] i } K
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I 0DC] -
§ CIT| - | |Zonedintroduction des 0
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17 INO| -
18 SOR| +
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2 AMY] -
23 ARA| +
24 0X| -
4]
A4V Intoduction | APT20E4.0  APLIOS 3.0 /APTI0E  APRONE®  APDO Strepto6.0 DD 32Staph 2.0 APIStaph4.0  leterd - Rapid20E) |4 I
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Annexe 05. Résistances naturelles aux p lactamines des espéces de bacilles non exigeants

(Cavallo et al., 2004).

Espéces PEM OXA AM AMC TIC TCC PP C1G FOX CTT MA  CXM CTX CAZ | PM
Entérobactéries

Escherichia coli R R

Proteus mirabifis R R

Shigella spp. R R

Salmaoneliz spp. R R

Klebsiella spp. R R R R

Citrobacter koseri R R R R

Citrobacter freundi R R R R R R R

Enterobacter aerogenses R R R R R R R

Enterobacter cloacae R R R R R R R

Serratia marcescens R R R R R R R

Proteus vulgaris R R R R R

Morganella marganii R R R R R R

Providencia stuartii R R R R R

Yersinia enterolitica R R R R R R R R R

Bacilles & Gram négatif mon fermentaire

Pseudomons ceruginosa R R R R R R R R R R

Acinetobocter boumannii R R R R R R R R R

Stenotrophomonas malto- R R R R R R R R R R R R R
philia

Burkholderia cepacia R R R R R R R R R R R R
Alcaligenes denitrificans R R R R R R R R R R
Flavobacterium R R R R R R R R R R R R R R R
Meningosepticum

{Och rob ar trum anthropi R R R R R R R R R R R R R R

R : resistance naturelle ; PEN : penidlline G ; OKA : oxacilline ; AM @ aminopenicillines ; AMC : amoxicilline + acide clavulanique ;
TILC : ticarcilline ; TCC : ticarcilline + adide clavulanigue ; PIP: piperacilline ; £16 : céphalosporines de premiéne génération ; FOX :
cefouitine ; CTT : cefotstan | MA : céfamandole ; CXM : céfurccime ; CTX @ ciéfotaxime [ CAZ @ ceftazidime ; IPM : imipenéme.
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Annexe 06. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

Entérobactéries.

Conditions du test :

Milieu : Mueller Hinton.

Incubation : 37°C, atmosphére ordinaire,

18 a 24h

Inoculum : Colonies en suspension, 0.5 Control de qualité : Escherichia coli
Mc Farland. ATCC 25922
o L .. CMI critiques
Antibiotiques || Charge des Diamétres critiques (mm) (ug/ml)
testés disques — —— = — =
Résistant || Intermédiaire || Sensible || Résistant || Sensible

Blactamines : ]

Ampicilline 10ug <13 14-16 >17 >32 <8
Amoxicilline+ || ... N .. .. - W o N s 1 . i
Ac.clavulanique || 2010M9 | =13 ) - s =18 || 292716 || <814
__Cefazoline || Oug__ |l =14 ) - e | 218 | __. 232 || <8
__Cefoxitine _ || Oug__ <14 ) 1 1517 ). 218 |l _. 232 |l <8
__ Cefotaxime _ || 0ug__ f|_=14 ) 1 1522 N . 223 || . 264 || <8 _
_._ Ceftriaxone _ || Oug__ |l =13 )| _: 14-20 |l 221 I 264 || <8

Imipeneme 10pg <13 14-15 >16 >16 <4

Aminosides :

__ Amikacine || G I I s | M
Gentamicine 10pg <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones : )

__ Ofloxacine || g o= e =t o= o=
Ciprofloxacine 5ug <15 16-20 >20 >4 <1

Autres :
< - > > <
Chloramphénicol 30ug <12 13-17 218 232 <8
Furanes 300pg <14 15-16 >17 >128 <32

Fosfomycine 200ug <12 13-15 >16 >256 <64
Triméthoprime/ [, oinnoe M o W e N s I e 1 e i
Sulfaméthoxazole 1.25/23.75pug <10 11-15 >16 >8/152 <2/38

Tableau extrait a partir de standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a

I’échelle nationale selon les recommandations de ’OMS 4eme édition 2005
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Annexe 07. Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour

Enterococcus sp.

Conditions du test

Milieu : Mueller Hinton

Control de qualité :

Inoculum : Colonies en suspension, 0.5 Staphylococcus aureus ATCC 25923
Mc Farland. Enterococcus faecalisATCC29212
Incubation : 37°C, atmosphere riche en
CO2,18 a 24h
o - CMI critiques
Antibiotiques || Charge des Diametres critiques (mm) (ug/ml)
testés disques
Résistant || Intermédiaire || Sensible || Résistant || Sensible
Blactamines :
Ampicilline 10ug <16 >17 216 <8
Cyclines :
Glycopeptides :
ycopept 30ug <14 15-16 >17 >32 <4
_Vvancomycine===> W\ o oW oW | D _
Teicoplanine 30ug <10 11-13 >14 >32 <8
Aminosides:
Gentamicine HN** 120pug <6 7-9 >10 >500 <500
Strepomycine || . W W - W . n i
pomy 300ug <6 7.9 >10
HN***
FI inol :
Horoquinolones A - g o <13 14-16 >17 >8 <
Levofloxacine
Autres :
__Erythromycine || M9 fl I i Sl I Mad
________ Furanes Il 300mg ff <14 | 1519 N 217 || 2128 )| <32 .
Clindamycine*»*x* 2UI <14 >14 >2 <2

Tableau extrait a partir de standardisation de I’antibiogramme en médecine humaine a

I’échelle nationale selon les recommandations de I’OMS 4eme édition 2005

** - Haut niveau de résistance.

*** : CMI par méthode de dilution en milieu liquide : résistant >1000ug/ml et CMI en milieu

solide : résistant >2000ug/mil.

**** : Incuber pendant 24h.

**x%% - Valeurs critiques prises du communiqué CA-SFM 2005 (dilution de la suspension

bactérienne au 1/100éme).
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Annexe 08: Composition des colorants de gram

Cristal violet ou violet de gentiane

Solution mere A Solution mere B
Cristal Violet ou Violet de Gentiane...25 g Oxalate d'Ammonium.................... 50
Ethanol 296 % ......................... 250 ml Eau Distillée.......................... 500 ml

Conservation A : Quelques années en flacon brun Hermétiquement bouche.
Conservation B : 2 a 3 mois dans un flacon hermétiquement bouché.

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

Fuchsine
Fuchsine meére saturée e Solution mére aqueuse de Phénol
Fuchsine Basique........ 259 ab% (viv) :
Ethanol a 96 %......... 250 mi Phénol Cristallisé fondu......... 50ml
Conservation : Quelques années dans un Eau distillée....................... 950ml
flacon brun hermétiquement bouché. Conservation : Quelques mois dans un

flacon hermétiquement bouché.

Fuchsine (solution de travail)

Solution saturée de Fuchsine Basique, filtrée.......... 100ml
Solution aqueuse de Phénol a5 %.........c..ccccvenenee. 900ml
Conservation : Au moins 2 ans.

Lugol faible (pour coloration de Gram)

C'est a la fois un colorant et un liquide 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 l'autre. Il se forme entre le tissu a colorer, le mordant e t le colorant, une triple

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

alcools, eau).

Iodure de Potassium (KI) .............. 2,34¢g Conservation : non filtré : 3 mois. Le Lugol
Iode en Cristaux ou lode Sublimée...1,66 g doit avoir une coloration brun rouge.
Eau Distillée.............coeveveenan... 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, I'éthanol ou alcool éthylique, CHs—CH20H,
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Annexe 09. Phénotypes de résistance des entérobactéries aux f-lactamines

Résistances naturelles des entérobactéries aux B-lactamines

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines G et M, en fonction des résistances supplémentaires aux autres f-

lactamines, elles sont classées en quatre groupes :

Groupe de

B-lactamines Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
o I . Enterobacter
Principaux genres Escherichia coli .
, L. o . Serratia
d’entérobactéries Proteus mirabilis Klebsiella -
. . . Morganella Yersinia
rencontrées en Salmonella Citrobacter koseri : .
milieu hospitalier Shigella Providencia
P ' g Citrobacter freundii
Aminopénicillines S R R R
Carboxy-pénicillines S R S R
Uréidopénicillines S I/R S I/R
C1G S S R R
C3G S S S S
Carbapénémes S S S S
Mécanismes Absence de Pénicillinase Céphalosporinase Pénicillinase +

de résistances p-lactamase a bas niveau a bas niveau Céphalosporinase
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Resistances acquises des entérobactéries aux B-lactamines

Présentation des phénotypes de résistance des entérobactéries aux [3-lactamines.

oy
r-
(%2}
Im
[EEN

Amoxicilline (AMX)
Aminopénicilline
Amoxicilline +
Ac.clavulanique (AMC) R2
Aminopénicilline + IBL
Ticarcilline (TIC)
Carboxypenicilline
Meécillinam (MEC)
Aminidopénicilline
Céfalotine (CF)
(C1G)
Ceftazidime (CTX) R4 ou
(C3G) synergie

1 : BLSE : B-lactamase a spectre élargie.

IHUHDH

——
[«
[« ]

2 : IBL : les inhibiteurs des B-lactamases n’inhibent pas les céphalosporinase (les céphalosporinases sont néanmoins des p-lactamases)

3 : Souche résistante parfois intermédiaire, dans tous les cas le diamétre d’inhibition pour I’AMC est supérieur a celui de I’AMX.

4 : Certaines BLSE peuvent donner un profil intermédiaire ou sensible avec une C3G. La mise en évidence d’une synergie entre 1’acide
clavulanique (du disque AMC) et la C3G permettent de conclure a la présence d’une BLSE.

Chez les entérobactéries on rencontre des BLSE chez Klebsiella pneumoniae et plus rarement chez Enterobacter, Citrobacter, Escherichia coli.
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Annexes 10. Matériel et réactifs utilisés

Matériel et appareillages

- Bec bunsen. - Marqueur.

- Portoir pour tubes a essai. - Des lames.

- Pipettes Pasteur stériles. - Anse de platine.

- des flacons de 1000ml. - Etuve électrique.

- Bain marie. - Microscope optique.
- Boites de pétri. - Pince.

Milieux de culture et additifs

- Eau physiologique stérile. - Gélose Mueller Hinton.

- Gélose Tergitol 7 +TTC. - Disques d’antibiotiques.

- Gélose SS. - Réactif Kovacs.

- Gélose Slanetz et Bartley. - Réactif TDA.

- Gélose BEA. - Réactif de VVoges — Proskauer let 2.

- Gélose Hektoen.
Colorants de Gram
- L’huile de cédre.

- Violet de Gentiane.
- Lugol.

- Alcool.

- Fuchsine.






Identification et antibiorésistance des bactéries fécales présentes dans les eaux de surface
d’Oued BAGHAI (Wilaya de Khenchela).

Résumé

La dissémination de souches bactériennes résistantes dans 1’environnement naturel peut
avoir des conséquences non négligeables sur la santé publique et sur les milieux écologiques. Les
écosystemes aquatiques pourraient jouer un role clé dans le transfert horizontal des genes de
résistance aux antibiotiques entre communautés bactériennes, voire constituer une voie de retour
a ’homme.

Le but de ce travail est de faire un état des lieux sur le niveau de contamination en
bactéries fécales antibiorésistantes dans les eaux superficielles de Oued Baghai.

Pour cela Nous avons mené une étude microbiologique des eaux d’Oued BAGHAI de la
wilaya de Khenchela pendant le mois de Mars en utilisant des méthodes normalisees pour
I’isolement et I’identification des microorganismes. L’analyse effectuée a portée principalement
sur la quantification des bactéries indicatrices de contamination fécale a savoir les coliformes
totaux, les coliformes thermotolérants et les entérocoques fécaux, la détermination des profils de
résistance a quelques antibiotiques fréquents a nécessité la réalisation d’antibiogrammes par la

méthode de diffusion en milieu gélosé par écouvillonnage.

Les résultats obtenus montrent la présence d'une contamination fécale importante surtout
par Escherichia coli, en plus d'autres especes cliniques et environnementales. Les résultats de
’antibiogramme montrent que les bactéries présentent des profils variables de résistance aux
antibiotiques. Les bactéries testées montrent une résistance majoritaire pour les beta-lactamines
utilisés. Elles présentent des résistances acquises concernant plusieurs antibiotiques
habituellement actifs. Ceci peut engendrer un échec thérapeutique pour les infections causées par
ces bactéries multirésistantes.

La dissémination de cette résistance en I’environnement pose des problémes sanitaires et

écologiques redoutables et effrayantes a I'échelle mondiale.

Mots clés : Bactéries fécales, coliformes totaux, coliformes fécaux, Entérocoques fecaux,

antibiorésistance, eaux de surface.



Identification and antimicrobial resistance of fecal bacteria in Oued BAGHAI surface
water (the province of Khenchela).

Abstract

In recent years, enterobacteria supplanted Gram-positive rate in terms of resistance to
antibiotics in ambulatory practice. This change, which affects the opportunist currents such as
Escherichia coli, Klebsiella, and other Kluyvera, reaching the aquatic environment which is the
ultimate repository for many antibiotic-resistant bacteria with fecal origin treated effluent from
sewage treatment plants. Aquatic ecosystems may play a key role in the horizontal transfer of
antibiotic resistance genes between bacterial communities and even provide a return path to man.

We carried out a microbiological study of surface water Oued BAGHAI of the province of
Khenchela during the month of March using standardized methods for the isolation and
identification of microorganisms. The analysis has mainly focused on the quantification of
indicator bacteria of fecal contamination like total coliforms, thermotolerant coliforms and fecal
enterococci,

The resistance profile of isolated bacterial strains was determined by the diffusion method
on Mueller-Hinton medium swab. Antibiotics commonly used in human therapy were selected.

The results of the susceptibility testing show that the bacteria have varying profiles. The
bacteria tested show a majority resistance to beta-lactam antibiotics used. They have acquired
resistance for several antibiotics usually active. In this case, the treatment of infections caused by
these resistant bacteria could be very difficult.

The spread of resistance to the environment poses daunting health and environmental
problems and globally frightening.

Keywords: fecal bacteria, total coliforms, fecal coliforms, fecal enterococci, antimicrobial

resistance, surface water.
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Identification et antibiorésistance des bactéries fécales présentes dans les eaux de surface
d’Oued BAGHAI (Wilaya de Khenchela).

Résumé

La dissémination de souches bactériennes résistantes dans 1’environnement naturel peut avoir
des conséquences non négligeables sur la santé publique et sur les milieux écologiques. Les
écosystemes aquatiques pourraient jouer un role clé dans le transfert horizontal des genes de
résistance aux antibiotiques entre communautés bactériennes, voire constituer une voie de retour a
I’homme.

Le but de ce travail est de faire un état des lieux sur le niveau de contamination en bactéries
fécales antibiorésistantes dans les eaux superficielles d’Oued Baghai.

Pour cela Nous avons mené une étude microbiologique des eaux d’Oued BAGHAI de la
wilaya de Khenchela pendant le mois de Mars en utilisant des méthodes normalisées pour
I’isolement et 1’identification des microorganismes. L’analyse effectuée a portée principalement
sur la quantification des bactéries indicatrices de contamination fécale a savoir les coliformes
totaux, les coliformes thermotolérants et les entérocoques fécaux, la détermination des profils de
résistance a quelques antibiotiques fréquents a nécessité la réalisation d’antibiogrammes par la
méthode de diffusion en milieu gélosé par écouvillonnage.

Les résultats obtenus montrent la présence d'une contamination fécale importante surtout par
Escherichia coli, en plus d'autres espéces cliniques et environnementales. Les résultats de
I’antibiogramme montrent que les bactéries présentent des profils variables de résistance aux
antibiotiques. Les bactéries testées montrent une résistance majoritaire pour les beta-lactamines
utilisés. Elles présentent des résistances acquises concernant plusieurs antibiotiques habituellement
actifs. Ceci peut engendrer un échec thérapeutique pour les infections causées par ces bactéries
multirésistantes.

La dissémination de cette résistance en I’environnement pose des problémes sanitaires et

écologiques redoutables et effrayantes a I'échelle mondiale.
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