République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Bejaia

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département de Microbiologie @ Al iy

Filiere : Science de la Nature et de la Vie Tasdawit n Bgayet
. . . . . - P Université de Béjaia
Option : Microbiologie en Secteur Biomédical et Vétérinaire

Meémoire de Fin de Cycle
En vue de I'obtention du diplome

MASTER

Theme

Etude de la résistance aux antibiotiques des bacilles

a Gram négatif isolés des eaux de puits

Présenté par :

AZOUG NASSIMA & HOUACINE TASSADIT

Soutenu le : 13/06/2015
Devant le jury composé de :

Mme. MOUCI K. MCB Président
Mme.TAFOUKT R. MAB Encadreur
Mme. BELHADI K. MAA Examinateur

Année universitaire : 2014 / 2015



Remerciements

Nous tenons tout d’abord a remercier notre promotrice Mme
Tafoukt.R, pour nous avoir encadré, pour son aide, son soutien et sa
bonne humeur tout au long de la réalisation de ce travail.

Nous adressons nos vifs remerciements aux membres du jury, de nous
avoir honoté en acceptant d examiner notre travail.

Nos remerciements s adressent également a M Touati A et aussi d
toute son équipe.

Nous présentons nos sinceres remerciements a tous nos enseignants.

En ce moment précis, toutes nos pensés vont vers nos honorables
parents en reconnaissance a leur esprit de sacrifices et de dévouement
ainsi qu’d leur soutien.

Un grand merci a toutes les personnes qui nous ont aidé de prét ou de
loin afin de bien mener ce travail.



Dedicaces

Je dédie ce modeste travail :

A celui qui a toujours garni mes chemins avec force et lumiére, mon trés cher pére
A la plus belle perle du monde, ma trés chére mere.

Vous étes pour moi une source de vie car sans vos sacrifices, votre tendresse et
votre affection, je ne pourrais arriver jusqu’au bout. Je me réjouis de cet amour
filial. Puisse Dieu, le tout puissant, vous préserve et vous accorde santé, longue

vie et bonheur
A mon cher et unique frére Khaled
A mes sceurs Khoukha, Ghania, Hayet et Sihem
A mes beaux-fréres LeRheyer et Khaled
A mes adorables neveux : Raouf et Ayoub
A toute la famille Azoug et Alloui sans exeption
A tous mes cousins et cousines
A mon chére binéme Sassa et sa famille
A tous mes amis (es) : Yasmina,Sara,Sabrina, Nesrine,Samira, Walid, Bchir, Adel

A tous mes enseignants du primaire d ce jour en particulier M" Rhenteche et M

Benaissa

A toutes personnes qui me sont cher

Nassima

“VH\\‘;



Dédicaces

Je dédie ce travail a :
A mon cher papa

Qui peut étre fier et trouver ici le résultat de longues années de sacrifices
Et de privations pour m'aider a avancer dans la vie.
Merct papa
Pour les valeurs nobles, ['éducation et le soutien permanent venu de toi.
Puisse Dieu faire en sorte que ce travail porte son fruit

A ma trés chére mére

Qui a ceuvré pour ma réussite, de part son amour, son soutien, tous les sacrifices
et ses précieux_ conseils et Pour toute son assistance dans ma vie
Maman
Je ne pourrais jamais vous récompenser pour les grandes sacrifices que vous faites
et continuez de faire pour moi.

A mes fréres
Lakhder et Salah

A qui je souhaite beaucoup de réussite et de bonheur
A mon cher futur mari

Qui ma toujours soutenu et m'encouragé pendant les moments difficiles
Que dieu réunisse nos chemins pour un long commun
Et a toute ma belle famille en particulier
Mon beau-frére Salah

A mon cher binéme et mes amies

Nassima, Sara et Yasmina
Joublierais jamais les moments qu'on a passés ensemble
A tous mes amis
A tous ceux que j'aime et m’aiment

SISS5A



Listedesfigures

Figuren®l: Répartition des souChes iSOl€eS par ESPECE.........ccveuereereereeseeneeeeseenee e sseeeas 11
Figuren®2: Taux de résistance des souches d’entérobactéries aux B-lactamines................... 12
Figuren®3: Taux de résistance aux différents antibiotiqUES...........cccevvrerieneienene s 13
Figuren®4: RESUITAS dE DD-TESE .......cceveeieeeesiee et es 14

Figuren®5: Résultats du Carba NP teSL.........cccciieiiieesece e 15



Liste destableaux

Tableau |: Site de prélévements au niveau delaWilayade Bgaia...........cccoeveevvereneneneneenne. 5
Tableau I1: Testsd identification DIOChIMIQUES...........cooiriiiiiiie e 7
Tableau I11: Liste des antibiOtiQUES tESLES........ccoieiiieeireeieee e 8
Tableau I'V: Nombre des souches isolées par site de prélevement...........ceccevveveecevieesennene 10
Tableau V: Interprétation des résultats du Carba NP test modifié..........ccceecvvvevvicevieiennne 15

ANNEXES



Sommaire

Liste des abréviations

Liste desfigures

Liste des tableaux

1070 (8 Tox 1o o O 1

Matériel et méthodes

| = PrEIBVEIMENES. ...ttt bbbttt b e bt b et et et b et e b 5
Il - Conditions d’ échantillonnages et de tranSPOort ..........ccveveeeereece e 6
T = ENFACRISSEMENT ...ttt b et 6
V- 1solement €t PUITICALTON .......coiuiiiiiieceee e 6
RV [ 1= o1 ) 1 Tor= 1 o o ST 7
VI. Etude de lasensibilité aux antiDiotiQUES ..........cccoveeiierece e 8
VII. Recherche des phénotypes de résistance aux B-lactamines ...........ccccceeeeveercrieencieeennennnne, 9
VIL1 Recherche de la production de la production def-lactamase a spectre étendu ................ 9
V1.2 Recherche des carbapénémases par Carba NP test modifi€ .........cccoovveeevieieieienecciee, 9
Résultats

|- Répartition des souches par site de Prélevement ..........cccceeveveeveese e 10
Il - SOUCheS baCtErienNNES ISOIEES .......c..oviiiieece e eneas 11
Il - Sensibilité des souches a Gram négatif isolées aux antibiotiqQUES ..........cccceverereieiinnnene 12
II1.1- Sensibilité des souches a Gram négatifs aux B-lactamines...........ccccceeveevcieeneencieenneennen. 12
V- Sensibilité des souches aux autres familles d’ antibiotiqUES...........ccceeeeceveevecceceeseenen, 13
V- Recherche des phénotypes de résistance aux B-lactamines ..........ccccceevveeveveenieieencieeenneenns 14
Rt I I SR 14
V=2 CEPNBIOSPONTNGSE ...ttt ettt te ettt e e e aestestesbesreeseeseeneeneensentessennenrens 14
YO 7= 0= 0T 0 = S 15
RS ol ST o] o ST 16
(@00] 10 11T o] 1R TSRS 20

Références bibliographiques
Annexes



| ntroduction



I ntroduction

La découverte des antibiotiques par Alexander Fleming en 1929 est I'une des plus
grandes avancées en science medicale. lls présentent probablement la famille la plus
réussie des médicaments développés pour traiter et empécher les infections bactériennes
humaines. En plus de leur large utilisation pour le traitement de maladies humaines, les
antibiotiques sont communément utilisés dans la médecine vétérinaire. 1ls ont également
été utilisés pendant des années a des concentrations sub-thérapeutiques comme promoteurs
de croissance dans |’ élevage (Servais et al.,2009), ou dans les piscicultures ainsi que pour

prévenir et traiter les infections des plantes (Martinez,2009).

La plupart des antibiotiques ne sont que partiellement métabolisés par I’ homme et les
animaux apres leurs administrations. Ces derniers sont excrétés dans I’ urine et les féces, et
évacués dans différents compartiments de I’ environnement (Zuccato et al., 2010). La
contamination de I’environnement par les antibiotiques peut survenir de plusieurs
manieres, la premiére éant la contamination directe de I’ environnement des élevages de
bétails et de poissons dans lesquels les antibiotiques sont utilisés. Le deuxiéme mode de
contamination se fait via les déchets. En effet, les antibiotiques utilises en médecine
humaine et leurs métabolites peuvent étre retrouvés dans les boues et les effluents des
stations d’' épuration, qui peuvent eux-mémes étre utilisés pour |’ arrosage ou la fertilisation

des terres agricoles (Laurence et al., 2014).

Les études de résistante aux antibiotiques dans le sol montrent que les bactéries de
I’ environnement portent des génes de résistance aux antibiotiques de fagcon indépendante
des activités humaines. 1l y'a des bactéries qui utilisent les antibiotiqgues comme seule
source de carbone et source d'azote telles: Pseudomonas fluorescens, cultivée sur la

streptomycine et P.fluorescens cultivée sur lapénicilline (Allen et al .,2010).

L’utilisation intensive des antibiotiques peut conduire a |I’émergence des souches
résistantes au sein des populations bactériennes (Elmanama et al., 2006 ). Cette résistance
est devenue un probléme important dans la santé clinique et publique (Guardabassi et
al.,2000 ), et malheureusement dans I’ environnement qui est généralement reconnu par une

grande diversité des genes de résistance aux antibiotiques (Aminov, 2009).

o



I ntroduction

Dans I’ environnement, la composante microbienne est diversifiée. Elle joue un réle
majeur dans le fonctionnement des écosystémes, la dissémination des micro-organismes
résistants dans |’ environnement , peut avoir des conséquences non néegligeables en termes

de santé publique et de perturbations écologiques (Passeret et al., 2009).

Le lien entre la présence d’ agent antimicrobien et I’ émergence des bactéries résistantes,
ainsi que le transfert de la résistance a des concentrations aussi faibles que ¢’ elles trouvees
pour les antibiotiques dans I’ environnement n’ est pas encore établie. Souvent, les données
utilisées pour évaluer les effets environnementaux des antibiotiques ne sont pas suffisantes
pour établir comment les bactéries maintiennent longtemps la résistance aux antibiotiques

en absence de pression de sélection continue (Ktmmerer, 2009).

Des antibiotiques ont été détectés dans plusieurs compartiments, y compris dans |'eau
de riviere (Tamtam et al., 2008 ; Jiang et al., 2013), eaux souterraines (Lindsey et al.,
2001). Ces antibiotiques résiduels peuvent égaement causer des effets inverses sur des
organismes non-cible et poser un risque écologique (Andreozzi et al., 2004). En effet, au
cours des dernieres années, la contamination par des antibiotiques est reconnue comme une
pollution dans les milieux aquatiques, en raison de leurs effets négatifs (Kimmerer., 2009).
L'eau souterraine peut également étre contaminée par des bactéries, des virus, des produits
chimiques et d'autres contaminants (Coleman et al., 2013). Les eaux souterraines non
traitées, utilisées pour la consommation pourraient étre une source de propagation et de
transfert de souches résistantes aux antibiotiques (Mess et al., 2005). Ces bactéries
pourraient représenter un réservoir de déterminants de la résistance ainsi, un moyen pour la
propagation et I'évolution des genes de résistance et de leurs vecteurs (Mckeont et al.,
1995).

La Circulation des bactéries résistantes aux antibiotiques se produit principa ement
entre quatre écosystémes (les humains, les animaux, les sols et les milieux agquatiques)
reliés entre eux par l'eau, comme suggeré par de nombreux auteurs (Baguero et al.,
2008 ;Taylor et al., 2011). L'une des voies possibles pourrait étre entrainée par des apports
de bactéries fécales résistantes aux antibiotiques, sélectionnées dans les intestins des
humains et des animaux sous traitement, et transférées dans |'environnement aquatique

principalement par les usines de traitement des eaux usées et de ruissellement des
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Introduction

paturages (Laroche et al., 2010). Les bactéries aguatiques autochtones pourraient aors étre

un réservoir de genes résistants aux antibiotiques (Baquero et al., 2008).

La fréguence et I'ampleur des infections causees par les bacilles & Gram négatif
résistants aux antibiotiques sont en véritable augmentation (Ben Hamed et al., 1988 ).
Cette résistance est due aux différents mécanismestel que : le pompage de I’ antibiotique a
I’extérieur de la cellule a I'aide des pompes a efflux, modification de la cible de
I’ antibiotique, diminution de la perméabilité membranaire par réduction du nombre des
porines (Gallini et al., 1995 ). Plusieurs mécanismes sont a la base de la multirésistance des
bacilles a Gram négatif aux [-lactamines dont [’inactivation enzymatique reste le
mécanisme prépondérant et en particulier la production de B-lactamases. Ces enzymes
alterent chimiquement les P-lactamines et les rendent ainsi inactives en hydrolysant

I’anneau B-lactame (Philippon et al., 2002 ., Jacoby et Munoz-Price., 2005 ).

Peu d’ études ont été effectuées dans le monde sur la contamination des compartiments
hydriques par les bactéries résistantes aux antibiotiques. Des bactéries potentiellement
pathogénes, qui ont montré une résistance aux antibiotiques les plus prescrits en Guinée-
Bissau (Afrique de I’ Ouest) ont été isolées a partir de I'eau de puits, ce qui pose un risque
supplémentaire pour la santé humaine (Machado et al., 2014).

Papapetropoul ou et ses collaborateurs en 1994 ont constaté la présence de Pseudomonas sp
dans les eaux de robinet et I'eau minérale non gazeuse en Grece. L’ étude de Kummerer en
2004 a rapporté la présence d' E.coli résistants aux antibiotiques dans les eaux souterraines

en milieu rural.

En Algérie I’é&ude de Alouache et ses collaborateurs en 2011, s'est portée sur la
description de la résistance aux antibiotiques des souches isolées d' eau de mer de 4 plages
d’Algérie. ils ont rapporté la présence des genes codant pour les B-lactamases a spectre
étendu de type CTX-M-15 chez E.coli, ce qui peut signifier que la contamination de
I”environnement hydrique par des bactéries résistantes peut entrainer la propagation des
genes de résistance. La résistance aux B-lactamines chez les entérobactéries en Algérie est

dominée par la production de BLSE detype CTX-M-3 et CTX-M-15 (Baba Ahmed et al.,
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2014). L’identification des souches d'A.baumannii productrices de TEM-128 a éé
rapportée par Bakour et al, en 2013.

Actuellement, peu d’ études ont été effectuées sur la contamination des eaux de puits par
les bactéries résistantes aux antibiotiques. C'est dans ce contexte que nous proposons
d évauer la sensibilité aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif isolés des eaux de
puits de différentes régions de lawilaya de Bejaia.

Afin de développer ces aspects, nous avons adopté la méthodol ogie suivante :

v' Prélevements d eau de puits.

v’ Isolement et identification des souches a partir des différents prélévements.
v Etude de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques.
v

Détermination phénotypique de la résistance aux B-lactamines.




Matériel et M éhodes

| —Préévements

Notre étude s est déroulée durant la période allant de Février a Mai 2015 au niveau du

laboratoire de Microbiologie de I'université A .Mira de Bgaia. 100 prélévements d’'eau de

puits ont été effectués dans différentes régions de wilaya de Bejaia (Tableau I).

Tableau | : Site de prélevements au niveau de la Wilaya de Bgjaia.

Lieu Nombre Lieu Nombre
de Larégion de de Larégion de
préevements prélevements | prélevements prélevements
Bouhdifen 1 Aberouak 3
Aawine 1 Merj Ouaman 2
AII'BOUjela| 1 TalaHemza A! Marop 2
Ighiten 1 Ait Smail 1
Aberah 1 Taahemza 1
Ahekouk 1 Tahanout 2
Toudja  Afjt messoud 1 Cité djama 4
Bhalahom 2 Edimco 1
Bouhdifen 1 Forage Targa 1
Boubecha 1 Targa Ouzemour 1
Village 2 Aamriw 2
Ikherbane 1 Semina 2
Tahriket 1 Sidi Ahmed 2
Amyis 1 o Sidi Ali lebher 1
Al-flay 2 Beaia Aéroport 1
Almaadi 1 Talamerkha 3
Tignathine 2 Madala 1
Sidi Aich | Aderbouz 2 Taghezouth 3
Tafrawethe 1 Lazone 1
Tighilt 1 Taaoueriene 1
Quira 2 Barbacha 1
Izeghadh 2 Kendira 1
Tikherbine 1 I'ghil ali Thazayarth 1
Serwel 1 Beni kessila | Beni kessila 2
Mellala 9 Akbou Azaghar 1
Oued-Ghir |-Amaadane ! Taherachet 2
Ibachiren 3 Amizour ville 1
Ireza 1 Oued Ighil ilouan 2
Al Makam 6 AMIZOUN M Tahmemet 1
Tayma 1 El -hama 1




Matériel et M éthodes

Il - Conditions d’ échantillonnage et de transport

Les préévements sont effectués d’'une maniére stérile, en introduisant le flacon a
I"intérieur d’un récipient d’ eau. L’ ouverture et lafermeture du flacon se fait al’intérieur pour
éviter toute contamination. Les flacons sont maintenus a une température comprise entre 2 et
5°C dans une enceinte réfrigérée. Tous nos prélévements ont été effectués dans des flacons en
verre d'une capacité de 250 ml préalablement stérilisés et étiquetés (lieu et date du

prélévement).
[l - Enrichissement

Nous avons ensemencé 50ml d' eau a analyser de chague échantillon dans 100ml de
bouillon nutritif auquel nous avons additionné deux solutions d’ antibiotiques : Céftazidime
(CAZ), et la Vancomycine (VAN) a des concentrations finales de 1lug/ml et 8ug/ml

respectivement, ensuite les flacons sont incubés a 37°C pendant 18 a 24h.

V- Isolement et purification

A partir des bouillons d enrichissement positifs nous avons ensemencé une gélose Mac
Conkey additionnée de 2 pg/ml de Céftazidime ensuite les boites sont incubées a 37°C
pendant 24 h.

Apres 24 heures d'incubation, les colonies ont fait I’ objet de repiquages successifs sur le
méme milieu d'isolement jusqu'a I’ obtention d’ une souche pure.
V -ldentification

Une fois la culture est pure, I’identification des bacilles a Gram négatif est réalisée sur la

base :

Des caracteres culturaux (taille, aspect des colonies, forme).

La Coloration de Gram.

Tests biochimiques Classiques (Tableau I1)

Apreés incubation, larévélation des résultats se fait par addition des réactifs (TDA, VPI et
VPIl, NRI+NRII, Kovacs, RM) pour les tests TDA, VP, Nitrate Réductase, EPEI, RM

respectivement et on note les résultats spontanés pour les autres tests.




Tableau I : Tests d'identification biochimiques

Matériel et M éthodes

Tests

Principe

Lecture

Fermentation des
sucres, production
degaz et deH2S
sur milieu TS

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

» Virage au jaune du fond de tube :

Fermentation de glucose (+)

» Virage au jaune dela pente:

Fermentation de lactose (+)

» Apparition debullesd air :
Production de gaz

» Noircissement de milieu :
Production d' H2S

Utilisation de
citrate comme seule

Ensemencement par stries
sérés de la pente.

» Unvirage au bleu indique un test positif.

source de carbone | Incubation a37°C/24h a

sur milieu citrate | 7jours.

de Simmons

Utilisation de | Une piqure centrale. » Virage du culot au jaune:
mannitol  comme | Incubation &37°C/24h. Fermentation de mannitol (+)
seul source de Lamobilité

carbone sur milieu
mannitol mobilité

» Apparition debullesd air :
Production de gaz.

Réduction des
nitrates sur
bouillon nitraté

Ensemencement du
bouillon a partir dela
suspension.

Incubation a 37°C/24h.

» Apres| goute de NRI et NRII
Coloration rouge : nitrate
réductase(+)
» Nitrate réductase (-), gouter poudre de
zinc
Coloration rouge (-), absence de
coloration (+).

Production d’'indole
sur milieu eaux

Ensemencement du
milieu .Incubation a37°C

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

peptonée exempte | et 44°C /24h.

d'indole

Etude du type | Ensemencement du milieu | On divise le contenu du tube en deux
fermentaire gélosé avec quelques| > Ajout des réactifs VPI puis VPII dans le

goutte de la suspension
bactérienne .Incubation a
37°/24h.

premier tube
Virage au rouge : VP(+)
» Ajout de rouge de méthyle (RM)
Coloration rouge : RM (+).

)
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VI. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode de I’ antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Muller Hinton selon les recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) et EUCAST (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 2015.
> Préparation del’Inoculum

A partir d’une culture pure de 18h a 24h sur milieu d’'isolement, on prééve al’aide d’ une
anse de platine quelques colonies (4 a 5) bien isolées qu on dissocie dans 5ml d'eau
physiologique, bien homogénéiser |a suspension bactérienne, la charge de I’inoculum doit étre
équivalente au standard Mc Ferland (correspondant a environ108 UFC/m).

» Ensemencement

Les boites de Pétri préalablement coulées, sont ensemenceées par écouvillonnage. Par la
suite les disques d’ antibiotiques sont déposes al’ aide d’ une pince stérile.
On incube les boites pendant 18 a24 h a37°C.

» Lecture

Les diametres d’inhibition sont mesurés. L’interprétation des profils de sensibilité aux

antibiotiques sont effectués selon les valeurs critiques établies par le CA-SFM _EUCAST

2015. Les antibiotiques testés sont résumeés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11 : Liste des antibiotiques testés (oxoid).

Antibiotiques Symboles Charges (ug) Familles
Amoxicillinet+acide clavulanique AMC 30 Aminopinicillines
Céftazidime CAZ 30

C3G
Céfotaxime CTX 30
Céfoxitine CX 30 C2G
Céfepime FEP 30 C4G
Aztréonam AT 30 M onobactames
Tétracycline TE 30 Tétracyclines
Gentamycine CN 10 o
Amikacine AK 30 Aminosides
Ciprofloxacine CIP 30 Fluoroquinolones
Imipineme IMP 30 L
Ertapénéme ETP 10 Carbapenemes




Matériel et M éthodes

VII. Recherche des phénotypes de résistance aux p-lactamines

VII-1- Recherche de production de -lactamases a spectre étendu

» DD-test (ou test desynergie)

La production d’une B-lactamase a spectre ¢largi (BLSE) est détectée par le test de
synergie qui consiste a placer des disques de céphalosporines de 3*™ génération Céftazidime
et Céfotaxime, de 4™ génération : Céfépime, & une distance de 20 mm (centre & centre)
d’un disgue d’augmentin (AMC : Amoxicilline/Acide clavulanique). L’ augmentation de la
zone d’inhibition entre le disque d AMC et les disques de ceftazidime (CAZ), céfotaxime

(CTX) indique la production d’ une BLSE (Jarlier et al., 1988).

V1.2 Recher che des carbapénémases par Carba NP test modifié (Bakour et al., 2014)
» Carba NP test modifié

La production d’ une carbapénémase est détectée par le Carba NP test modifié qui consiste
en préparation d’ une solution A (comme indicateur de pH). Cette derniére est préparée a partir
d’une solution de rouge de phénol 0.5% poids/volume (0.5g de poudre dans 100 ml d'eau
distillée). Mélanger 2ml de cette solution dans 16.6ml d’eau distillée puis lui gouter 180pl
d’une solution de ZnSO4 (10 mM), gjuster le pH a 7. Pour la détection d’ une carbapénémase
on procéde comme suit : dans un tube Eppendorf, mettre 200ul de tampon de lyse CATB
(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) 0,02%. Suspendre une ose calibrée (10pl) de colonies
bactériennes bien vortexer 1 a 2 min. Transférer la suspension bactérienne dans deux tubes
d’ Eppendorf A et B (100 pl dans chague tube), Bakour et al., 2015.

Ajouter 100ul de solution A dans le tube Eppendrof (A) et 100ul de la solution A+imipénéme
6mg /ml dans le tube Eppendorf (B), ensuite les deux tubes sont vortexés 5 sec puis incubés a
37°C pendant un maximum de 2h. La lecture visuelle est effectuée dans chaque tube
Eppendorf. Les souches testées sont : AH14, AH24, AH59, AH79, AH89, AH86, AH 117.
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Résultats

|-Répartition des souches par site de préévement

Au cours de cette éude nous avons prélevé 100 échantillons d’ eau de puits au niveau de
différentes régions de la wilaya de Bejaia. La recherche de BGN résistantes aux antibiotiques
apermis d’isoler 120 souches.

Le nombre de prélévements et |es souches isolées par site sont représentés dans le tableau 1V.
Tableau |'V: Nombre des souches isolées par site de prél évement

Lieu de Nombrede
prélevements Lesrégions souches

Bouhdifen, Aawine, Ait Boujelal, Ighiten
Toudja , Aberah,Aherkouk,Ait Massoud ,Balelhoum 23
,Boubecha, Village, Ikherbane, Tahriket,
Amyis ,Benni kessila,Bouhdifen

Sidi-Aich EL-flay , Almaadi ,Tignathine ,Aderbouz 10
, Tafrawethe ,Tighilt ,Ouira, Izeghadh

Oued Ghir Tikherbine, Serwel, Mellala, Amaadane, 30
Ibachiren ,Ireza, Al Makam , Tayma, Ibourassen

15
TalaHamza | Aberouak , Merdj ouaman, Al mardj , Tahanout
Ait Smail, Talahamza

Citédjama, Edimco, Forage Targa ouzemour , 29
Begaia Aamriw , Semina, Sidi Ahmed , Sidi ali lebher
Aeroport , Talamerkha,Madaa, Taghzouthe La
zone, Talaoueriene,Barbacha ,Kendira Targa

ouzemour
[ghil Ali Tha Zayarth 04
Akbou Azaghar , Taherachet 04
Oued Amizour | Amizour Ville, Ighil llouane, Tahmment,El-hama 05
TOTAL 120

A noter qu’ aucune souche n’ a été isolée a partir des puits : Sidi Ahmed, Amyis, Tayma, El-
hama, Ouira, Aderbouz .

|



Résultats

Il - souches bactériennesisolées

L’identification des bacilles a Gram négatif par la coloration de Gram, les caractéres

culturaux et la galerie biochimique classique, a permis de caractériser les 120 souches.

Lafigure suivanteillustre larépartition des 120 souches isolées par espéces

Stenotrophomonas.
.M Aeromonas sp.
2% r 1%
Pseudpmonas sp. = i
. |
-l
-i
Proteus i
ul
V!
I

)
i

Citrobacter sp.
17% |/

o

Enterobacter sp.
12%

!

Shigella
11%

!

Figuren°l: Répartition des souches isolées par especes.

Nos résultats révélent une prédominance des souches d’ entérobactéries avec un taux de
90,83%. Cette prédominance est représentée essentiellement par les souches d’Escherichia
coli avec un taux de 21,66% suivie des souches de Citrobacter sp, Klebsiella sp ,Shigella et
Enterrobacter sp avec des taux de 17,5%, 14,16% ,11,66% et 11,66% respectivement. Les
souches de Serratia sp et Proteus sp sont isolées avec une moindre fréguence avec des taux de
9,16% et 5% respectivement.

9,16% des souches isolées sont des BGN autre que Enterobacteriaceae: 7% de

Pseudomonas sp, 1,67% de Stenotrophomonas maltophilia et 0,83% pour Aeromonas sp.




Résultats

[11- Sensibilité des souches a Gram négatif isolées aux antibiotiques
[11-1- Sensibilité des souches a Gram négatif aux p-lactamines

L’ensemble des 120 souches isolées de différents prélévements ont été testées vis-a-vis
de 8 B-lactamines :aztréonam, céfoxitine ,céftazidime, amoxicilline-clavulanate, céfotaxime,
céfépime, imipénem, ertapénem. Les résultats sont indiqués dans I'annexe | (Profil de

sensibilté aux B-lactamines).

Lafigure ci-dessous nous donne les taux de résistance des souches isolées vis-avis des
huits antibiotiques testés (les -lactamines).

T
Taux de résistance 95,79%

100 &
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1,66

90,75%

84,16%

78,33% 75,83%

13,33%  10,83%

ATM X CAZ AMC cTX FEP IMP ETP
R +IE

O Pourcentage

Figuren®°2: Taux de résistance des souches d’ entérobactéries aux p-lactamines

D’ apres la figure n°2 on remarque des taux de résistance élevés au B-lactamines : 95%
des souches isolées sont résistantes al’ aztréonam (ATM), 91%vis-a-vis de la céfoxitine (CX),
90% vis-avis de la céftazidime (CAZ), 84% vis-avis de |'amoxicilline-clavulanate
(AMC),78% vis-avis de céfotaxime (CTX), 75% vis-avis de cé&fépime (FEP), 13.33% vis-&
visdel’imipénem (IMP) et 10.83% vis-a-visde |’ ertapénem (ETP).




Résultats

V- Sensibilité des souches aux autres familles d’ antibiotiques

L’ensemble des souches a Gram négatif isolées ont éé testées vis-avis des 4
antibiotiques autre que les B-lactamines qui sont : |I’amikacine, ciprofloxacine, tetracycline et
gentamycine. Les résultats des antibiogrammes effectués sur les 120 souches isolées vis-a
vis de ces antibiotiques sont donnés dans I’annexe |1 (Profil de sensibilité aux autres familles

d antibiotiques).

Lestaux de résistance des souches isolées a ces antibiotiques sont illustrés dans la figure n°3.

Taux de résistance

27%
30 24,16%
19,16%
25
20

15

TE AK CN CIP

DR+

Figuren®3: Taux de résistance aux différents antibiotiques.

D’ apreés la figure ci-dessus, on note une résistance modérée des souches isolées vis-avis
des antibiotiques appartenant aux autres familles autre que les B-lactamines: tétracycline (TE),
amikacine (AK), gentamicine (CN), et ciprofloxacine (CIP) avec des taux de: 27,5, 27,
24,16, 19,16% respectivement.
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V- Recherche des phénotypes de résistance aux pB-lactamines
V-1- BLSE

Les 120 souches isolées sont testées pour la production de f—lactamases a spectre étendu
en utilisant la méthode de double disque. Les diamétres des zones d’ inhibitions observés sont

résumeés en Annexe .

Sur les 120 souches isolées, 40 d’ entre elles présentent une image de synergie soit un taux de
33%, €elles sont donc probablement productrices de BLSE.

V-2- Céphalosporinase

Parmi les 120 souches isolées 97 d’entre elles sont résistantes au CX qui correspond a un
marqueur phénotypique de céphalosporinase, elles sont donc probablement productrices de
céphal osporinase.

On note que 39% des souches isolées sont probablement productrices de BLSE+
céphal osprinase.

La figure n°4 montre des photos d’ une souche présentant une image de synergie AH18 et la

photo présentant I’ absence de synergie AH88.

CAZ

FOX
AT
AMC FEP CTX AlVICCAZ
CTX
FOX FEP
DD-test de la souche AH 18(K.pneumoniae) DD-test de la souche AH 88(E.cali)

Figuren®4 : Résultats de DD-test
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V-3- Carbapénémase

Aprés incubation des souches AH14, AH24, AH59, AH79, AH89, AH86, AH 117 qui

sont résistantes ou intermédiaires aux carbapénemes ( ERT et /ou IMP) nous avons noté un
résultat négatif pour toutes ces souches (Tableau V).

Tableau V : Interprétation des résultats du Carba NP test modifié (Bakour et al., 2013).

Tube A TubeB | nter prétation
Rouge Rouge Pas de production de carbapénémase
Rouge Orange/Jaune Production carbapénémase
Jaune Jaune Non interprétables
AH79 AH59
Figuren®5 : Résultats du Carba NP test pour les souches AH79, AH59
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Discussion

Durant cette étude nous nous sommes intéressés a la contamination de 100 échantillons
d’eau de puits par des bactéries résistantes aux antibiotiques, dans différentes régions de la

willayade Bejaia

120 souches de Bacilles a Gram négatif ont été isolées de ces eaux de puits, dont 90,8%
appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae, Escherichia coli est I'’espéce la plus
dominante avec un taux de 21,16% suivie par Citrobacter sp avec un taux 17,5%. klebsiella
sp, Enterobacter sp, Shigella sp, Serratia sp, Proteus sp, ont été isolés avec les taux suivants:
14,16, 11,66, 11,66, 9, 16 et 5% respectivement. 9,16% des souches font partie des bacilles &
Gram négatif non fermentaires tel que: Pseudomonas sp, Senotrophomonas sp et

Aeromonas sp avec lestaux 6,66, 1,66 et 0,83% respectivement.

Nos résultats ne sont pas similaires avec ceux rapportés par Machado et ses
collaborateurs en 2014, ils ont montré que les eaux de puits de Guinée —Bissau contenaient 16
genres bactériens, dont 92% étaient des bacilles a Gram négatif: Aquitalea, Acinetobacter,
Ralstonia, Acidovorax, Chromobacterium, Chryseobacterium, Enterobacter, Klebsiella,
Xenophilus avec des taux de:19,18,17,10,10,6,4,3 et3% respectivement.Les
souches Arthrobacter ,Burkholderia, Citrobacter, Hylemonella, Pseudomonas, Rhodococcu

et Salmonella étaient isolées avec un taux de 1%.

Larésistance aux antibiotiques des souches & Gram negatif négatif vis-a-vis de lafamille
des PB-lactamines a révélé que : 95,5% des souches sont résistantes a I’ATM, 91,33% des
souches sont résistantes a CX, 90,75% des souches sont résistantes a CAZ, 84,16% des
souches sont résistantes & AMC et 78,33%, 75,83%, 13,33%, 10,83% des souches sont
résistantesa CTX, FEP, ETP et IMP respectivement. La résistance des BGN aux antibiotiques
autres que les B-lactamines est représentée par des taux : 27,5, 27,16%, 24,16 et 19,16% vis-&
vis, AK, TE, CN et CIP respectivement. Nos résultats sont similaire & ceux rapporté par Fatih
Matyar et ses collaborateurs en 2008, Parmi les isolats, un pourcentage était devé a
I’ aztréonam (96,7%), I'ampicilline (94,4%) et la Céfepime (78,9%), et un faible pourcentage

était résistants al'imipénéme (4,4%), méropénem (4,4%), amikacine (6,7%).




Discussion

Durant cette présente étude, la souche la plus isolée est Escherichia coli avec un nombre
de 26/120. Elles sont a 100% résistantes al’AMC, I'ATM, CAZ, CTX et CX et présentent
des taux faibles vis-a-vis des 4 antibiotiques autres que les B-lactamines. Les taux obtenus
durant cette étude sont élevés comparé aux resultats obtenus par Coleman et ses
collaborateurs en 2013, ou ils ont montré que 10,5% de souches d’'E. coli prévenantes des
échantillons d’eau potable privés au canada sont résistantes a une ou plusieurs classes
d’ antibiotiques dont 3,7% sont résistantes a moins de trois classes d antibiotiques:
Tétracycline, Ampicilline, Sulfaméthoxazole avec des taux de 76%, 9%, 8% respectivement
(Coleman et al., 2013 ). Les souches d’E. coli sont naturellement sensibles a toutes les -
lactamines, malgré la présence d' une céphalosporinase chromosomique de classe C qui  est
exprimée a tres bas niveau (Lavigne et al., 2002). La résistance acquise aux B-lactamines
repose essentiellement sur la synthése de B-lactamase plasmidique généralement sensible
aux inhibiteurs de B-lactamines (Maurin et al., 1995). La résistance aux P-lactamines est
conférée par les syntheses de BLSE, dans cette étude nous avons enregistré 12 souches d'E.

coli productrices de BLSE.

Dans notre éude, 21 souches appartenant au genre Citrobacter ont éé isolées. 8/21
(38,9%) sont probablement, productrices de BLSE, ce taux obtenu est plus élevé que celui
obtenu par Korzeniewska et ses collaborateurs en 2013 qui ont isolés 45 souches de
Citrobacter dont 25,3% d'entre elles sont productrices de BLSE. Citrobacter sp est
naturellement résistant a I’amoxicilline, a I’amoxicilline-clavulanate et a la céfoxitine par
production d’une B-lactamase chromosomique de classe C inductible AmpC (Sougaoff et

trytram., 2003).

Les 8 souches de Klebsiella pneumoniae isolées, résistent a la plupart des antibiotiques
appartenant a la famille des B-lactamines testées. La [-lactamase SHV1 produite par
Klebseilla pneumoniae est responsable d'environ 20% des résistances a |'ampicilline
(Bradford, 2001). Des mutants TEM et SHV sont capables d’ hydrolyser |es céphal osporines a

large spectre et les monobactames (Avril et al., 2000).




Discussion

14 souches d Enterobacter ont été isolées, dont 3 souches présentent une image de
synergie, ce qui indique que la résistance aux B- lactamines de ces souches est probablement
due a la production d'une BLSE associée a la production de son AmpC. Effectivement, la
résistance de Enterobacter sp, aux C3G est |e plus souvent causee par une hyperproduction de
B-lactamases de type AmpC (David et Paterson, 2006), ce qui leur permet de résister
naturellement a I’amoxicilline, amoxicilline—clavulanate, céfalotine et a la Céfoxitine (Lazar
et al., 2002).

Serratia sp est naturellement résistante al’ampicilline et ala céfalotine, par la production
d’une B-lactamase chromosomique inductible de classe C et habituellement sensible aux
aminosides, fluroquinolones et aux cotrimoxazoles (Engel et al., 2009) . Durant cette étude,
Serratia sp a été isolée avec un taux de 9,16%, dont 3 sont probablement productrices de
BLSE.

Dans cette étude, 7% des isolats appartiennent a la famille des Pseudomonadaceae, nos
résultats ne s accordent pas avec ceux obtenus par Justin Stoler et ses collaborateurs en 2015
ou la prédominance des souches de Pseudomonas isolées est de 41%, dont 4/8 des souches de
P. aeruginosa isolées dans notre étude sont résistantes a tous les antibiotiques testés. Dans
une autre étude, I'ensemble des Pseudomonas spp isolées des sources d eau potable étaient
résistantes a au moins un antibiotique. Les principales résistances vis-avis de : ticarcilline
(TIC), ticarcilline-acide clavulanique (TIM), cefsulodine (SCF), aztréonam (AZT),
fosfomycine (FF) et triméhoprime (Angela et al.,, 2014). Les Pseudomonas sont
naturellement résistants & un grand nombre de -lactamines en raison de la production d’une
B-lactamase chromosomique inductible de classe C, qui n’est pas inhibée par le clavulanate et
qui hydrolyse préférentiellement les C1G d'une part et d'une perméabilité membranaire
d’ autre par (Sougakoff et Trystram, 2003).

Deux espéces de Stenotrophomonas maltophilia sont isolées durant cette étude. Cette espece
présente une multirésistance naturelle vis-a-vis de divers antibiotiques dont |es [3-lactamines et

aminoglycosides, ce qui explique leur résistance a toutes les - lactamines. Ces

&
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Résultats, concordent avec ceux rapportés par Fatih Matyar et ces collaborateurs en 2008,
gui ont révelé une résistance a I’ampicilline, trimethoprime, imipineme ,méropénem,
ceftazidime et Céfepime avec destaux de 96, 7, 94,4, 4,4, 6,7 et 6,7% respectivement. Des
plasmides associés a la résistance aux béta-lactamines ont été décrits chez Smaltophilia
(Spencer, 1995).

Dans notre étude, nous avons isolé une seule souche d’ Aeromonas sp, qui présente une
résistance vis-a-vis de toutes les [- lactamines testées a I’exception d’IMP ainsi que d’autres
antibiotiques tel que I'AK, CIP. Cette souche, présente un profil de résistance différent de
celui rapporté par Carvalho et ses collaborateurs ou toutes les souches d’ Aeromonas isolées
étaient sensible a la ceftazidime et I’ aztreonam (Carvalho et al., 2012). Aeromonas sp résiste
naturellement aux [-lactamines par production de trois [-lactamases chromosomiques
inductibles, dont une AmpC, oxacillinase de classe D (OXA 12) et une imipenémase de classe
B (Sougakoff et Trystram, 2013).

Les résultats du carba NP test modifié est négatif pour les 7 souches testées, elles ne sont
donc probablement pas productrices de carbapénémases. La résistance a I’imipeneme ainsi
gu’'a I’ ertapénem est due a la production d’enzymes de type carbapénémases regroupées en
trois classes, il s’agit des carbapénémases de type oxacillinases (classe D), de métallo-p3-
lactamases (classe B), et des carbapénémases de (Classe A) (Kempf et Rolain, 2012., Tang et
al., 2014).

La résistance aux céphalosporines de troisiéme génération est souvent traduite par la
production d’une BLSE et une AmpC. Ces deux types d’enzymes conferent une résistance
aux autres antibiotiques de la famille des B-lactamines (Blaak et al., 2014). Parmi les 120

souches isolées des eaux de puits, 40 sont probablement productrices de BLSE.
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Conclusion

Au cours de cette éude, qui sest déroulée au laboratoire de Microbiologie a
I"université A. Mira de Bejaia. Nous avons étudié la contamination des eaux de 100 puits

par des bactéries a Gram négatif résistantes aux antibiotiques.

Sur les 100 prélevements d eau effectués, 120 souches de bacilles & Gram négatif ont
été isolées et identifiées, parmi lesquelles 109 souches sont identifiées comme éant des
Entérobactéries réparties comme suit: 26 souches d Escherichia coli, 21 souches de
Citrobacter, 17 souches de klebsiella, 14 souches de Shigella, 14 souches d’ Enterobacter,
11souches de Serratia et 6 souches de Proteus. Les 11 souches restantes sont identifiées
comme étant des bacilles a Gram négatif non fermentaires répartis comme suite : 8 souches

de Pseudomonas sp, 2 souches de Smaltophilia et 1souche d’ Aeromonas.

Le profil de résistance des souches isolées vis-avis des différentes classes
d antibiotiques testées, a révélé des taux de résistance éevés. 40 souches sont
probablement productrices de BLSE.

Les résultats de cette étude, attirent une attention particuliére sur le degré de
contamination des eaux de puits par des bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques
et notamment des BGN. Les eaux peuvent donc, servir de réservoir de bactéries multi-
résistantes dans la nature. La présence de ces bactéries multi-résistantes dans les eaux de

puits, peut constituer une menace pour I’ environnement mais aussi sur la santé humaine.

Cette étude reste préliminaire, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées et élargies

sur plusieurs axes. Dans une démarche complémentaire il est nécessaire de :

e Effectuer une étude a I'échelle nationale pour déterminer I'impact global des
bactéries résistantes dans les milieux aquatiques ainsi que dans |’ environnement.

e L’dargissement de I’éude sur toute la flore environnementale pour inclure les
bactéries a Gram positif et laflore autochtone.

e Rédisation d'une relation entre la résistance aux antibiotiques dans les
environnements hydriques naturels et dans les sols avoisinants les puits.

e Larédisation d' autres tests phénotypiques : DD test ala cloxacilline, Hodge test et
letest al’EDTA.

|



Conclusion

La détermination de I’évolution de la contamination des eaux de puits dans le
temps.
Caractériser les phénotypes de résistance probables par les différentes méthodes de

biologie moléculaires.
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Annexe |

Profil de sensibilité aux B-lactamines

CODE Espéces AMC | CAZ | CTX | FEP | CX | ATM | IM ETP | BLS
E
AH1 Shigella S R R R R / S S +
AH2 E.coli R R R S R R S S -
AH3 Klebsiella pneumoniae R R R R R R S S -
AH4 Klebsiella Pneumoniae R R R S R S S S -
AH5 E.coli R R R S R R S S -
AH6 Klebsiella pneumoniae R R R S / R R S -
AH7 Shigella S R R R / R S S +
AHS8 Serratia sp R R S R / R S S -
AH9 E.coli R R R R R R S S +
AH10 Klebsiella pneumoniae R R R R R R S S +
AH11 Klebsiella pneumoniae R R R R / R S S -
AH12 Enterrobacter sp R R S R R R S S -
AH13 Citrobacter sp R R R R R R S S -
AH14 Smaltophilia R R R R R R R R +
AH15 E.cali R R R S R R S S -
AH16 Citrobacter sp S S S S R R S R +
AH17 Proteus mirabilis R R R S R R S S +
AH18 Klebsiella Pneumoniae S R R R R / S S +
AH19 Citrobacter sp R S R R R R S S +
AH20 Klebsiella pneumoniae R S S S R R S S -
AH21 Shigella S R R S R R S R +
AH22 Citrobacter sp R R R R R R S S -
AH23 Proteus morganii S R S R R R S R -
AH24 Smaltophilia R R R R R R R R +
AH25 Shigella R R S R R R S S -
AH26 E.coli R R R R R R S R +
AH27 E.coli R R R S R R S S +
AH28 Serratia marcescens R R R R R / S S +
AH29 E.cali R R R S R / S S -
AH30 Citrobacter sp R S S R R R S S -
AH31 | Pseudomona aeroginas R R R S R / R S -
AH32 Klebsiella pneumoniae R R R R R R S S -
AH33 E.coli R R R R R R S S +
AH34 Citrobacter sp R S S S R R S S -
AH35 Proteus sp R R R S S S S S +
AH36 Pseudomonas R R R S R R S S -

aeroginosa

AH37 Shigella R R R R R R S S -
AH38 Klebsiella Pneumoniae R R R R R R S S -
AH39 Proteus sp R R R R S R S S +
AH40 Citrobacter freundi R S R R R R S S -
AH41 Citrobacter freundi S R R S S / S S +
AH42 Shigella R R S R R R S S +
AH43 Serratia marcensens R R R R R / S S -
AH44 E.coli R R R R / R S S +
AH45 Serratia marcensens R R S R R / S S +




AH46 E.coli R R R R / R S S -
AHA47 Citrobacter Freundi R R R R / R S S -
AH438 Serratia R R R R R R S S -
AH49 Citrobacter Freundi / R / R R / S S +
AH50 E.coli R R R R R / S S +
AH51 E.cali R R R R R R S S +
AH52 Klebsiella pneumoniae R R R R R / S S +
AH53 Pseudomonas R S R R R R R S -
aeroginosa
AH54 Klebsiella pneumoniae R R R R R / S S +
AH55 Serratia marcescens R R R R R R S S -
AH56 Klebsiella pneumoniae R R R R / R S S -
AH57 Klebsiella pneumoniae R R R S R / S S -
AHS58 Aeromonas hydrophila R R R R R R S S -
AH59 Proteus mirabilis S R R R R R R R -
AHG60 Citrobacter sp R R R R R R S S -
AH61 Shigella R R R R R R S S -
AHGB2 Klebsiella Pneuminiae R R R R R R S R -
AH63 Citrobacter sp R R R R R R S S -
AH64 Klebsiella Pneumoniae R R R R R / S S +
AHG5 Citrobacter sp R R R R R R S S -
AHG6 pseudomonas R R R S R R R S -
AH67 Enterobacter R R R R R R S R -
AHGS8 Proteus sp R R S S R R S S -
AHGB9 Shigella R R R R R R S S -
AH70 E.coli R R R R R R S S -
AH71 Enterrobacter R R R R R / S S -
AH72 Klebsiella pneumoniae R R R R R / S S +
AH73 Shigella R R R R R R S S -
AH74 Citrobacter sp S R S R R R S S -
AH75 Klebsiella pneumoniae R R R R R R S S -
AH76 Shigella R R R R R R S S -
AH77 E.coli R R R R R R S S +
AH78 Citrobacter sp R R R R R R S S -
AH79 Enterobacter sp R R R R R R R R -
AHB0 Enterobacter sp R R R R R R S S -
AHS81 Pseudomonas S R R R R R S S -
aeroginosa
AHB82 pseudomonas R S R S R S R S -
AHB83 Enterobacter sp S S R R R / S S -
AHB4 Enterrobacter sp S S R S S R S S -
AHB85 E.coli R R R R R R S S +
AHB6 | Enterobacter aerogenes R R R R R R R R -
AHB87 Enterobacter sp R R R R R R S S -
AHS88 E.coli R R R R R / R S -
AHB89 Pseudomonas R R R R R / R R -
aeroginosa
AH90 Serratia sp S R R S S R S S -
AH91 Serratia sp R R R S S S S S -
AH92 E.coli R R R R R / S S +
AH93 Serratia sp S R S R R / S S +
AH94 E.cali R R R R R / S S -
AH95 Enterrobacter sp R R R R / R S S +




AH96 E.coli R R R R R R S S -
AH97 Shigella R R R R R R S S -
AH98 Enterobacter sp R R R R R R S S -
AH99 Citrobacter gillenii R R R R R / S S +
AH100 E.coli S R R R R / S S -
AH101 E.cali R R R R R R R S -
AH102 shigella R R S R R R S S -
AH103 E.coli R R R R / / S S -
AH104 Citrobacter brakii R R S R R R S S -
AH105 Citrobacter sp R R R R R / S S -
AH106 E.coli R R R R R / S S +
AH107 Citrobacter freundi R R R R R / S S -
AH108 E.coli R R R R R / S S +
AH109 Enterrobacter sp S R S S R / S S +
AH110 Enterobacter S R R R / R S S +
AH111 Shigella S R R R / R S S +
AH112 E.coli R R R R R / S S -
AH113 Serratia sp R R R R R R S S -
AH114 Serratia marcescens R R R R R R R S -
AH115 Shigella R R R R R R S S -
AH116 Citrobacter R R R S / R S S +
amalonaticus

AH 117 Pseudomonas putida R R R S / R R R -
AH 118 Citrobacter sp R R R R S R S S -
AH119 E.cali R R R R S R S S -
AH120 Enterobacter sp R R R R R R S S -

(-) absence de synergie

(+) présence de synergie




ANNEXE 11

Profil de sensibilité aux autres familles d’ antibiotiques.

Code Souche AK CN CIP TE
AH1 Shigdla S S S R
AH2 E.coli S S R R
AH3 Klebsiella pneumoniae S S S R
AH4 Klebsiella Pneumoniae S S R S
AH5 E.coli S S S S
AH6 Klebsiella pneumoniae S S S S
AH7 Shigdla S S R S
AHS8 Serratia S S - S
AH9 E.coli S S S S
AH10 Klebsiella pneumoniae S S S S
AH11 Klebsiella pneumoniae S S S S
AH12 Enterrobacter S S S S
AH13 Citrobacter sp S S S S
AH14 Smaltophilia S S - S
AH15 E.coli S S S R
AH16 Citrobacter 3 S S S R
AH17 Proteus mirabilis S S S S
AH18 Klebsiella Pneumoniae S S R R
AH19 Citrobacter S S R S
AH20 Klebsiella pneumoniae S R S S
AH21 Shigdla S S S R
AH22 Citrobacter gillenii S S - S
AH23 Proteus morganii S S S R
AH24 Smaltophilia S S S S
AH25 Shigdla R S - S
AH26 E.coli S S S R
AH27 E.coli S S R S
AH28 Serratia marcescens S S R R
AH29 E.coli S S S S
AH30 Citrobacter sp S R S S
AH31 Pseudomona aeroginas R S - S
AH32 Klebsiella pneumoniae S S S R
AH33 E.coli S S R R
AH34 Citrobacter sp S R S S
AH35 Proteus sp S R S S
AH36 Pseudomonas aeroginosa S R R R
AH37 Shigdla S R S R
AH38 Klebsiella Pneumoniae R R S S
AH39 Proteus sp S R R S
AH40 Citrobacter Freundi S R S S
AHA41 Citrobacter freundi S R S R
AH42 Shigdla S R S R
AH43 Serratia marcensens S S S R
AH44 E.coli S S R R
AH45 Serratia marcensens S S R S




AH46 E.coli S S R R
AHA47 Citrobacter Freundi S S S S
AH438 Serratia S S S S
AH49 Citrobacter Freundi S S R R
AH50 E.coli S S S S
AH51 E.coli S S S S
AH52 Klebsiella pneuminiae R R R S
AH53 Pseudomonas aeroginosa S R S R
AH54 Klebsiella pneumoniae S R S S
AH55 Serratia marcescens S S S S
AH56 Klebsiella pneumoniae S R S S
AH57 Klebsiella pneumoniae S R S S
AHS58 Aeromonas Hydrophila S R S R
AH59 Proteus mirabilis R S S R
AHG0 Citrobacter sp R S S S
tAH61 Shigdla S S S S
AHG62 Klebsiella Pneuminiae S S S S
AHG3 Citrobacter sp R R R S
AH64 Klebsiella Pneumoniae S S S R
AHG5 Citrobacter sp S S S S
AHG66 pseudomonas S R S R
AH67 Enterobacter S S S S
AHG8 Proteus sp S S S S
AHGB9 Shigella S S S R
AH70 E.coli S S S S
AH71 Enterrobacter R R S S
AH72 Klebsiella pneumoniae S R S S
AH73 Shigella S S S S
AH74 Citrobacter sp S S S S
AH75 Klebsiella pneumoniae S S S S
AH76 Shigdla S S S S
AH77 E.coli S S - S
AH78 Citrobacter sp S S S S
AH79 Enterobacter sp S S S R
AHB0 Enterobacter sp R S S S
AHB81 Pseudomonas aeroginosa S S S S
AH82 pseudomonas S S S S
AHS83 Enterobacter sp R S R S
AHB4 Enterrobacter S S S S R
AH85 E.coli S S R R
AHB6 Enterobacter aerogenes R S R S
AH87 Enterobacter sp R S R S
AHS8 E.coli R R R S
AHB9 Pseudomonas aeroginosa S S S S
AH90 Serratia R S S S
AH91 Serratia R S S R
AH92 E.coli R S S S
AH93 Serratia S S S S
AH94 E.coli R S S S
AH95 Enterrobacter S S S - R
AH96 E.coli S S S S
AH97 Shigella R S S S
AH98 Enterobacter sp R S S S




AH99 Citrobacter gillenii S S S S
AH100 E.coli R S S S
AH101 E.coli R R S R
AH102 shigella R S S S
AH103 E.coli R S S S
AH104 Citrobacter brakii R S R S
AH105 Citrobacter sp R S S R
AH106 E.coli S S S S
AH107 Citrobacter freundi S S S S
AH108 E.coli S S S S
AH109 Enterrobacter sp S S S S
AH110 Enterobacter S S S S
AH111 Shigdla S S - S
AH112 E.coli R S S S
AH113 Serratia S R S S
AH114 Serratia mar cescens R R R S
AH115 Shigella S S S S
AH116 Citrobacter amalonaticus S S S S
AH 117 Pseudomonas putida S S S S
AH 118 Citrobacter sp R S S S
AH119 E.coli R S S S
AH120 Enterobacter sp R S S S




Annexelll

Composition des milieux de cultures (en g/l d’ eau distillés)

Gélose Mac Conkey pH=7, 4+/- 0,2
Peptone 20
Lactose 10
Selshiliaires 5
Rouge neutre 0, 075
Chlorure de sodium 05
Agar 12
Gélose Mueller Hinton pH=7,3+/- 0,1
Infusion de viande de beauf 2
Hydrolysat de caséne 17,5
Amidon 15
Agar 17
Géose TS pH=7,4+/- 0,2
Extrait de viande de beeuf 03
Extrait de levure 03
Peptone trypsine (peptic digest of animal tissue) 20
Chlorure de sodium 05
Citrate ferrique 0,3
Lactose 10
Glucose 01
Saccharose 10
Thiosulfate de sodium, 5SH20 0,3

Rouge de phénol 0,024



Agar

Milieu de Citrate de SSimmons

Citrate de sodium

Chlorure de sodium

Sulfate de magnésium
Phosphate monoammoniagque
Phosphate bipotassique
Bleu de bromothymol

Agar

Mannitol mobilité

Peptone trypsique de viande
Agar

Mannitol

KNOs

Rouge de phénol a 1%
Milieu Clark-Lubs
Peptone trypsique de viande
Phosphate bipotassique
Glucose

Bouillon nitraté

Infusion cerveau-ceeur
Nitrate de potassium

Milieu Urée-Indole
[-tryptophane

Phosphate monopotassique
Phosphate bipotassique

Chlorure de sodium

12
pH=6,9+/-0,2
02
05
0,2
01
01
0, 08
15
pH=7,4+/-0,2
20
04
02
01
04ml
pH=7+/-0,2
05
05
06
pH=7+/- 0,2
25
10
pH=7+/- 0,2
03
01
01

05



Urée
Alcool a90°

Rouge de phénol en solution a 1%

Bouillon nutritif
Peptone de viande
Peptone de caseine

Chlorure de sodium

20
10ml

2,5ml

pH=7,5+/- 0,2
4,3
05

6,4



Annexe |V

Réactifs utilisés
Réactif de Kovacs
Alcool amylique ou iSOAMYIIQUE .......cceeveeeeeriieie e 150ml
P.dimethylaminobenzaldehyde ..o 10g
Acide chlorhydrique CONCENLIE ..........cceieeveeeceere e 50ml

Réactif de TDA (tryptophane désaminase)

Soluté de perchlorure de fer fECL3 ... 10ml
o S ] == SR 20ml
Réactif de Voges-Proskauer (VPI)

O NAPRLOL .ottt 6g
Alcool EhyliQUE A90° .....c.eoeiee e e 100ml
Réactif de Voges-Proskauer (VPII)

NaOH4N

Rouge de méthyle (RM)

RoUGE e MELNYIE........c.eeeeececeeee e 0,59
Alcool EhyliqUE AB0° ........ccceeeeeece e e 100ml
Réactif de Griess| (NRI)

Acide parasulfaniliqUe .......ccooeeieieecece e 8g
y oo o= Tor = (o [T A 1L
Réactif de Griess|l (NRII)

O NAPhEYLAMINE ..oooviiiiiiiiiieciee e et 6g
ACIAE aCAIUE BN ...t 1L



Résumé

L’eau de puits peut étre une source d agents pathogenes. Ces agents représentent un
réservoir de déterminants de la résistance ainsi qu’ un moyen pour la propagation et |'évolution
des génes de résistance aux antibiotiques.100 prélévement d’ eau de puits sont effectués afin
de rechercher les bacilles a Gram négatif. L’identification des souches est basée sur la
coloration de Gram et sur les différents tests biochimiques. La sensibilité des souches aux
antibiotiques est réalisée par l’antibiogramme standard. La production de p-lactamase a
spectre étendu est détectée par le test de synergie (DD test), et la prodcution de
carbapénémase par le carba NP test modifié.

Sur les 100 prélévements effectués ,120 souches a Gram négatif sont isolées, 111 souches
sont des entérobactéries, 8 du genre Pseudomonas,2 souches de Smaltophilia une souche
d' Aeromonas. La sensibilit¢ de ces souches aux antibiotiques (08 [-lactamines et 4
appartenant aux autres familles d antibiotiques), a révélé que 95,79% des BGN isolés sont
résistantes al’ ATM,91.66%,90.75%,84.16%,78.33%, 75.83%,13.33%, 10.83% sont résistants
respectivement a la CX,CAZ,AMC,CTX,FEP,IMP, et a L’ETP. Les taux de résistance aux
autres familles d antibiotiques sont les suivants: 27%,24.16%,19.16, vis-avis d' AK, CN,
CIP, latétracycline est plus active sur ces souches avec un taux de résistance de 27.50%.

40 souches sont productrices de BLSE. Le résultat du carba NP test était négatif pour les 7
souches testées.

Motsclés: eau de puits, bacilles a Gram négatif, antibiotiques, résistance, DD test, carba NP
test modifié.

Abstract:

Well water can be a source of pathogens. These agents represent a pool of determinants of
resistance and a way for the spread and evolution of resistance genes antibiotics. 100 well
water sampling are carried out to find Gram-negative bacilli. The identification of the strains
is based on the Gram stain and the various biochemical tests. Sensitivity of strains to
antibiotics is performed by standard antibiogram. The production of B-lactamase extended
spectrum is detected by synergy test (SD test), and prodcution of carbapenemases by modified
carba NP test.

Of the 100 samples taken, 120 Gram-negative strains were isolated,111 strains of
Enterobacteriaceae,8 Pseudomonas, 2 strains of Smaltophilia andl strain of Aeromonas.The
sensitivity of these strains to antibiotics (08 B-lactams and 4 belonging to other families of
antibiotics), showed that 95.79% of isolated GNB were resistant to ATM, 91,66% 90,75%,
84,16%, 78,33%, 75,83%, 13,33.2%, 10,83% are resistant to CX respectively to the
CAZ,AMC,CTX,FEP,IMP,and to the ETP. The rates of resistance to others antibiotics are as
follows: 27% 24.16% 19.16, with respect to AK, CN, CIP, and tetracycline is more active in
these strains with aresistance rate of 27.50%.

40 strains produced ESBLs.The result of carba NP test was negative for 7 strains tested.
Keywords: well water, Gram negative bacilli, antibiotics, resistance, SD test, modified carba
NP test.
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