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Le volume d’ eaux usees rejetées a |’ échelle nationale est estimeé actuellement a prés
de 750 millions de m? et dépassera 1,5 milliards de m® a |’ horizon 2020. Afin de prendre en
charge I’ épuration de ce potentiel d’eaux usées, le secteur des ressources en eau a engagé un
progranme ambitieux en matiére de rédisation d'instalations d épuration (Hannachi et
al.,2014). Ce qui précede démontre la nécessité de |’ épuration des eaux usees et des eaux
résiduaires industrielles. Les caractéristiques d’une station d'épuration et le degré de
traitement doivent étre tels que I’ effluent n'atére pas I’état du milieu récepteur dans une
mesure incompatible avec les exigences de I’hygiéne et de la salubrité publique et, d’une
facon générale, avec les exigences des diverses utilisations ou activités (aimentation en eau
des hommes et des animaux, utilisation agricole ou industrielles, production piscicole ou
production de coquillages, navigation, baignades et autres activités sportives) (Xanthoulis.,
1993).

Les effluents générés par |’ activité hospitaliére peuvent présenter un danger potentiel
pour I’homme et son environnement compte tenu de la nature et de |'importance des
substances spécifiques qu'ils contiennent (résidus médicamenteux, réactifs chimiques,
antiseptiques, détergents, révéateurs et fixateurs de radiographies...) et en raison de leur
évacuation, au méme titre que les rgjets urbains classiques, vers le réseau d’ assainissement

communal sans traitement préalable (Coralie et al.,2002).

Bien que les STEP n'aient pas été initialement concues pour traiter la pollution
microbiologique, il S avére que ces systemes permettent de réduire la charge bactérienne
totale d’environ 2 log (hors désinfection spécifique), ains que certains indicateurs de
contaminations fécales et pathogénes. Cependant les quantités de bactéries résistantes,
continuellement rejetées dans I’environnement par le biais des STEP restent tres élevées
(Novo et Manaia., 2010).

L 'assainissement urbain, I'éevage et les effluents de I'industrie pharmaceutique sont
considérés comme les principaux poles de diffusion de la résistance. Lors du traitement
biologique des eaux usees dans les stations d'épuration, |es bactéries résistantes et les germes
pathogenes se trouvent en contact étroit avec les bactéries des boues activées et d'autres
microorganismes adaptés a la survie dans les milieux d'eau douce. Ainsi, méme si |'épuration
des eaux permet une bonne élimination des pathogenes, elle est également un lieu d'échange
de génes. C'est un véritable vivier pour la résistance aux antibiotiques. Etant donné que les

eaUx usees veéhiculent également des antibiotiques et dautres polluants, les stations
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d'épuration offrent des conditions qui favorisent la survie des organismes antibiorésistants
(Helmut et al., 2015).

Certaines études métagénomiques ont montré I’'impressionnante diversité des genes
de résistance portés par des ééments génétiques mobiles présents dans des STEP
(Szczepanowski et al., 2009; Zhang et al., 2011). Ains Szczepanowski et al. (2009) ont mis
en évidence, dans des boues activées de STEP, la présence de 140 genes impliqués dans la
résistance a la quasi-totalité des familles dantibiotiques (macrolides, tétracyclines,
céphalosporines, fluoroquinolones, aminoglycosides, B-lactamines et sulfonamides) et portés
par des plasmides, donc potentiellement transférables. La combinaison des structures
génétiques mobiles et des genes de résistance, en association avec les fortes densités et
I’importante diversité bactérienne présente dans |les bassins biologiques ou les cultures fixées
épuratrices, font des STEP des lieux avec des conditions idéales pour les transferts de genes
intracellulaires via transposition et recombinaison et les transferts horizontaux
(Szczepanowski et al., 2009; Zhang et al., 2012). De plus, il a été suggéré que les conditions
retrouveées dans les STEP pourraient favoriser I'intégration de genes chromosomiques dans
des plasmides (Martinez, 2009 ; Rahube et Yost, 2010). Ainsi, au lieu de réduire le risque
associé a la dissémination de bactéries résistantes et /ou multirésistantes, les STEP
maintiendraient voire méme amplifieraient le phénomene (Merlin et al., 2011).

Par ailleurs, I'eau traitée n'est pas le seul résidu des STEP, et les boues issues du
traitement constitueraient une voie d’ entrée majeure de bactéries et genes de résistance dans
I’ environnement via I’ épandage (i.e. valorisation agricole). La seule éude ayant fait un bilan
guantitatif entre les effluents traités et les boues traités d'une STEP, a montré que la
principale voie de sortie des genes sul1, tetW et tetO est les boues traitées (Munir et al., 2011).

Dans cette course effrénée pour la lutte contre les bactéries résistantes, I’ introduction
de nouvelles familles d antibiotiques ainsi que la modification et I’améioration des classes
existantes, au cours des six décennies écoulées, n’'a pas suffi. Actuellement, des mécanismes
de résistance sont rapportés pour tous les antibiotiques disponibles pour un usage clinique
dans les domaines de la médecine humaine et de la médecine vétérinaire. C’ est pourquoi une
gestion efficace des molécules disponibles, de méme que la recherche et le développement de
nouveaux composés, sont indispensables afin de préserver la santé humaine et animale, des
maladies infectieuses de plus en plus agressives en termes de traitements requis (Boerlin et
White, 2006 ; Harbottle et al., 2006).
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Depuis plus de 20 ans, larésistance des entérobactéries aux céphal osporines de 3éme
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par 1’acquisition de B-lactamases a
spectre éendu (BLSE). De nombreuses études relatent la progression continue a I’ échelle
mondiale de ce type de résistance (Coque et al., 2008).

L’ usage des antibiotiques de la famille des carbapénemes s est répandu au cours des
derniéres années, notamment pour le traitement d'infections causées par des entérobactéries
résistantes aux céphalosporines de 3eme génération (Lucie et al., 2010). L’ émergence de la
résistance aux carbapénemes est I’ un des problemes les plus importants posé par la résistance
aux antibiotiques car il existe peu d’ alternatives thérapeutiques possibles (Nordmann., 2010).

La résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux des 3-lactamases. Le premier mécanisme associe la
production d'une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou une BLSE a une
diminution quantitative ou qualitative de |’expression des porines. Le second est lié a
I’expression de [3-lactamases a forte activité hydrolytique vis-avis des carbapénemes, les
carbapénémases (Nordmann et Carrer., 2010). Ces enzymes sont les plus importantes d’'un
point de vue clinique car elles compromettent 1’efficacité de presque toutes les B-lactamines
(Queenan et Bush., 2007). Les carbapenemases identifiees chez les bacilles a Gram négatif
appartiennent aux 3 classes connues de -lactamases (classes A, B et D de la classification de
Ambler) (Bush et Jacoby., 2010). Les carbapénémases de classe A, tels que les KPC
inactivent toutes les B-lactaminess et ne sont que partiellement inhibées par les inhibiteurs de
béta-lactamase comme l'acide clavulanique, le tazobactam et I’acide boronique. Les
carbapénémases de classe B comprennent les métallo-p-lactamases (MBL), qui sont capables
d'hydrolyser toutes les B-lactamines, sauf I’aztréonam, ces enzymes sont inhibées in vitro en
utilisant des chélateurs de métaux, tels que I'EDTA (Méeletis., 2016). Les carbapénemases de
classe D appartiennent a la famille des oxacillinases. Elles hydrolysent faiblement les

carbapénemes (Jeon et a., 2015).

A ce jour, il n’ya qu'une seule étude qui rapporte la résistance aux -lactamines chez
des souches isolées d' une station d’ épuration en Algérie (Alouache et al., 2014), mais aucune
étude n’arapporté la résistance aux carbapénemes dans les eaux des stations d’ épuration dans
notre pays. C'est dans ce contexte que nous proposons d'évaluer la résistance des
entérobactéries aux carbapénémes dans différentes STEP de lawilayade Bourdj Bou Arreridj

(B-B-A). Afin de dével opper ces aspects, nous avons adopté la méthodol ogie suivante :
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v Prélevement d'eaux et de boues a partir de différentes stations
d’ épuration.

v Isolement et identification des souches.

v' Etude de la sensihilité des souches d entérobactéries isolées aux
antibiotiques.

v' Détermination phénotypique de la résistance aux B-lactamines.
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|. Présentation des STEP de Bordj Bou Arreridj
La wilaya de Bordj Bou Arreridj s étend du sud de la Kabylie a la région des hauts-
plateaux .En 2008, la population de la wilaya était de 628475 habitants. Les prélévements

d’eau et de boue ont été effectués dans trois stations d’ épuration a savoir :

. STEP B-B-A : le traitement est de type boues activées. Elle est localisée au sud de la
ville sur une surface de 42750m?. Sa capacité est de 150000 (Eq/H) équivalant habitant, soit
un débit journalier de 30000 m?¥j. Elle traite les rejets ménagers, industriels et hospitaliers (2
hopitaux et plus de 5 centres de santé) (ONA, 2015).
. STEP HAMMADIA : letraitement se fait par lagunage aéré, elle est située a 6Km au
sud du chef-lieu de la wilaya. Elle a une capacité 26061 (Eq/H) équivalant habitant, avec un
débit journalier de 594m?j. cette station traite les rejets ménagers et hospitaiers (1 centre de
soin) (ONA, 2015).
. STEP BIR ISSA : Le traitement se fait par lagunage naturel. Sa capacité est de 4454
(Eq/H) équivalant habitant et le débit journalier est de 344 m¥j, elle traite que les rejets
meénagers (ONA, 2015).
1. Prélevements

Les échantillons ont é&é préevés dans des flacons en verre, de 250 ml stérilisés a
I”autoclave et transportés dans une glaciéere au laboratoire de microbiologique de I université.

Les dates et les sites de préléevements dans chaque station sont cités dans le tableau | ci-

dessous.
Tableau |: sites et dates de prélévements
LaSTEP ,D\ate de Sites de prélévements Nprpbres de
prélévements prélévements
Entré ;aération ; sortie ; station
HAMMADIA 16/02/2016 dirrigation ; laboue. 10
Entré ;aération ;les
vis;I’ épaississeur ; sortie ; station
B-B-A 28/02/2016 d’irrigation ; laboue liquide et 16
seche.
Entré ; les quatre bassins ; wed
BIR ISSA 06/03/2016 L'KOBS 12
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[11. Enrichissement et sdlection

Nous avons ensemencé 50 ml d’ eau a analyser de chague échantillon, dans 100 ml de
bouillon nutritif auquel nous avons gouté de I’ ertapénéme et de la vancomycine a des
concentrations finales de 0.5 pg /ml et de 16ug/ml respectivement. Les flacons ont été
incubés pendant 24h a48h & 37°C.

V. Isolement et purification
A partir du bouillon nutritif présentant un trouble apres 24 heures d’incubation, nous
avons ensemencé deux géloses Mac Conkey, la premiere additionnée de 0.5 pg/mi
d' ertapéneme et de 16 pug/ml de vancomycine, et la deuxieme additionnée 0.5 pg/mi
d’ imépéneme et de 16 pg/ml de vancomycine. Les boites ont été incubées a 37 C° pendant 24
heures. Apres 24h d'incubation, les colonies ont fait I’ objet de purification par repiquages
successifs sur le méme milieu d'isolement jusqu'a obtention des souches pures.
V. Identification
Unefoislaculture est pure, I'identification est réalisée sur labase :
e L’examen macroscopique des colonies (couleur, taille, forme).
e coloration de Gram.
e Utilisation d’ une galerie biochimique classique (TSI, Citrate de Simmon, Bouillon
Nitraté, Clark et Lubs, Eau peptonée exempt d’indole, Urée- indole) (Annexell).
VI. Etude de la sensibilité des entérobactéries aux f-lactamines
La sensibilit¢ de toutes les souches d’entérobactéries vis-a-vis des [-lactamines est
testée par la méthode de I’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton
selon les recommandations du CA-SFM 2015. Les différents antibiotiques testés sont
présentés dans le tableau Il ci-apres:

A partir d’une culture jeune, une suspension bactérienne est préparée en prélevant 3
colonies bien isolées et identiques dans 3 ml d' eau physiologique stérile, bien homogéné ser
la suspension bactérienne, sa charge doit ére équivalente au standard Mc Farland
(correspondant a environ108 UFC/ml). L’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (1) ou
Résistant (R) a été faite selon les critéres définis par le comité Francais de I’ Antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2013 ; 2015).
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Tableau Il : Les antibiotiques testés

Charge Sensible Résistant

Antibiotiqgue | Abréviation Familles
() S (R)
Cefotaxime CTX 30 >26 <23 Céphalosporine
Céftazidime CAZ 30 >26 <21 Céphalosporine
Amoxicillinet+
) AMC 30 >19 <19 Pénicilline
Alclavulanique
Cefoxitine CcX 30 >19 <15 Céphalosporine
Méropéneme MER 10 >22 <16 Carbapéneme
Imipénéme IPM 10 >22 <16 Carbapéneme

VI1I. Phénotypesderésistance
VIL.1. B-lactamase a spectre étendu (BLSE)
VI1.1.1.DD-Test ou test de synergie

La production d’une B-lactamase a spectre étendu a été détectée par le test de la
synergie qui consiste a placer des disques de ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) a une
distance de 20 mm (centre a centre) d'un disque combiné d amoxicilline et d'acide
clavulanique (AMC). L’ augmentation de la zone d’inhibition entre le disque d AMC et les
disgues de ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) indique la production d’ une BLSE (Jarlier
et al. 1988).
V11.2. Recherche de carbapénémases
VII1.2.1. Hodge-Test modifié

Ce test a été réalisé sur les souches qui présentent une résistance ou une sensibilité
diminuée al’imipéneme et ou al’ ertapénéme.

Le test Hodge modifi&MHT) est un test phénotypique pour la recherche de la
production de carbapénémases. Ce test consiste a déposer un disque d’imipéneme (10ug) ou
d ertapéneme (10ug) au centre d'une boite de gélose Mac Conkey additionné ZnSO4
préal ablement ensemencée avec la souche d’ Escherichia coli ATCC25922 (sensible atous les
antibiotiques).

Ensuite, lasouche atester, la souche témoin positif (klebsiella pneumonie KPC) collection du
laboratoire écologie microbienne) et la souche témoin négatif E.coli (ATCC25922) ont été
ensemenceées sur la gélose sous forme de stries depuis le disque vers le bord de la gélose.

L’incubation a été réalisée a 37C°/24h. La déformation de la zone d’inhibition et la formation
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d’un trefle indique la production probable d’ une carbapénémase. (Lee et al, 2010 ; CA-SFM,
2013)
V11.2.2. Carba NP test modifié

Le principe de ce test repose sur la mise en évidence d’ une acidification du milieu lors
de I’hydrolyse de I’imipéneme par une carbapénémase. L’ indicateur de pH change de couleur
(du rouge au jaune) lorsgue le milieu devient acide, traduisant la présence d'une
carbapénemase (Bakour et al. 2014).
Protocol:
Imipeneme (Tienam®) poudre pour solution injectable V.
Tampon de lyse : cetyl Trimethly Ammonium Bromide (CTAB) (Sigma-Aldrich).
Rouge de phénol en poudre.
ZnS04, H20 en poudre (BIOCHEM CHEMOPHARMA).
Lasolution A (solution contenant I’indicateur de pH) est préparée comme suite :
Préparer une solution concentrée de rouge de phénol a 0.5%.
Mélanger 2 ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6 ml d eau distillée.
Ajouter au mélange 180 ul d’une solution de ZnSO4 a 10 Mm.
Ajuster le pH a7 avec une solution de NaOH (1N).
Pour détecter |a production d' une carbapénémase, on procede comme suite :
Dans un tube Eppendorf, mettre 200 ul de tampon de lyse (CTAB 0.02%).
Suspendre un ose calibré (10ul) de colonies bactériennes dans le tampon de lyse et vortexer 1
a2min.
Transférer 100 ul dans 2 tubes Eppendorf ‘A’ et ‘B’.
Ajouter 100 pl de solution A dans le tube Eppendorf ‘A’ et 100 pl de la solution A+
imipéneme a émg/ml dans | e tube Eppendorf ‘B’.
Vortexer 5 sec puisincubé a 37 C° pendant un maximum de 2h.
Préparer les témoins positif et négatif a partir les souches de référence K. pneumoniae
productrice de carbapénémase et E.coli ATCC 25922 sensible. (Bakour et a. 2014)

Tableau |1 : interprétation des résultats de carba NP test
Tube A Tube B Interprétation
Rouge Rouge Pas de production carbapénémase
Rouge Orange/jaune Production de carbapénémase
Jaune Jaune Non interprétable.
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VI11.2.3. Test desinhibiteurs

Un antibiogramme est réalisé pour les souches testées, des disgques d’imipénéme et de
papier filtre sont déposés sur gélose Mueller Hinton a une distance de 20mm.
On dépose 10 pl d'une solution dEDTA (inhibe les métallo-enzymes), 10 ul d’une solution
de la cloxacilline (Inhibe les céphalosporinases), et 20 ul d une solution d’ acide boronique
(Inhibe les céphal osporinases chromosomiques et les KPC) sur les disgues d'imipéneme et
sur les disques de papier filtre vierges centré par disgue d’ imipénéme seul respectivement
selon I'image suivante :

Figure 01 : disposition des disques combinés
Aprés incubation a 37 C° pendant 24h, un résultat positif se traduit par une
augmentation de la zone d'inhibition d’au moins 5 mm entre le disque d imipéneme seul et

d’ imipénéme additionné la solution de |’ inhibiteur.
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Résultats

38 prélévements ont été collectés a partir de 03 différentes STEP de lawilaya de B-B-A,
sur une période de 05 mois. Notre étude s est déroulée au laboratoire de Microbiologie a

I’ université

d’ Abderrahmane MIRA de Bgaa.

|. Isolats bactériens

L’ analyse des prélevements a permis d’isoler 138 des bacilles & Gram négatif (BGN)

des différents STEP. Les figures 02 et 03 ci-dessous, illustrent la répartition des souches

isolées par

les stations d'épuration étudiées et différents sites de prélévements.

Figure 02 : Répartition des souches par STEP
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Figure 03 : Répartition des souches par sites de prélevements




Résultats

L’identification des souches isolées sur la base des caractéres culturaux et al’aide de
la coloration de Gram et la galerie biochimique classique a permis de caractériser 138 bacilles
a Gram négatif (BGN) isolés, dont 58 souches (42%) appartenaient au groupe des
entérobactéries. (Figure N°04)

souches
fermentaire

42%
souche non

fermentaire
58%

Figure 04: Répartition des bacilles a Gram négatif isolés

Ladistribution par espéce des souches d’ entérobactéries identifiées est présentée dans la
figure suivante :

3%
9% m Escherichia sp.
9% 31% Enterobater sp.
m Klebsiella sp.

m Citrobacter sp.

10%

= Panteoa sp.

17% 21% Serratia sp.

Providencia sp.

Figure 05 : Répartition des souches par genre
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Résultats

Sur les 58 souches d’ entérobactérie isolées, Escherichia coli est I’ espece la plus isolée
avec un taux de 31%, suivi de Enterobacter sp. avec un taux de 21% et Klebsiella sp. avec
un taux de 17%. Citrobacter sp. est isolés avec un taux de 10%. Nous avons obtenu un
méme taux d'isolement pour Serratia sp. et Panteoa sp. (9%), et Providencia sp. est la

Moins isolée avec un taux de (3%).

Pour le reste de notre étude, nous nous sommes intéressés uniquement aux souches

d’ entérobactéries isol ées.
I1. Sensibilité des souches d’entérobactéries isolées aux pf-lactamines

Les résultats du test de sensibilité des entérobactéries isolées aux antibiotiques de la

famille de B-lactamines testés sont résumés dans le tableau V ; annexe II.

Les souches d’ entérobactéries isolées ont exprimé une résistance élevée vis-a-vis des
antibiotiques testés. En effet, toutes les souches (100%) étaient résistantes a
ammoxilline+acide clavulanique, 93,10% |’ étaient vis-&vis des carbapénémes (IMP, MER)
testés. Les taux de résistance aux C3G (CTX, CAZ) étaient relativement moins élevés (77,5%
et 75,80%). quand aux C2G nous avons remarqué que la Cefoxitine reste relativement
I"antibiotique le plus efficace sur les entérobactéries isolées, avec tout de méme un taux de
résistance de 36,20%. (Figure06) (Annexe 1)

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -
AMC IMP MER CTX CAZ CX

Taux derésistance

Figure 06 : Taux de résistance des souches aux p-lactamines

&
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III. Caractérisation des phénotypes de résistance aux p-lactamines

I11.1. -lactamases a spectre étendu (BLSE)

Le DD-teste est négatif pour toutes les souches d’ entérobactéries isolées. Larésistance
aux C3G n’est donc probablement pas due ala productrices de BLSE

I11.2. Recherche dela production de car bapénémases
[11.2.1. Test deHodge

L’image de trefle était bien visible pour 44 souches sur les 54 souches d’ entérobactéries
résistantes aux carbapénémes testées indiquant que ces dernieres produisent une

carbapénémase (tableau V)

Figure 07:Résultat de test de Hodge
[11.2.2. Carba NP test

La carba NP test effectué sur 54 souches d’ entérobactéries a révélé la production de

carbapénémases chez 47 souches (tableauV).
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Positif Négatif

Figure 08: Résultat du carba NP test

[11.2.3. Test desinhibiteurs

Les résultats de ce test ont montrés plusieurs phénotypes de résistances selon la
sensibilité des souches testées aux inhibiteurs, par I'observation de diamétre d'inhibition
autour du disque IMP-inhibiteur supérieur a celui obtenu avec le disque d’'IMP seul.

Ce teste a montré que 42 souches étaient probablement productrices d’oxacillinases, 05

souches de métallo B-lactamases, 05 souches de KPC et une souche de AmpC.




Résultats

Tableau V : Résultats des tests effectués sur |es souches d’ entérobactéries résistantes isolées au niveau les STEP de B-B-A

Test inhibiteur phénotype
Lasouche Code site Profile de résistance teste Hodge carba NP test
EDTA A-boro Clox probable
E.coli HEO1-2 ERT Entré IMP MER AMC CTX CAZ + + - OXA+autre
E.coli HEO2-1 ERT Entré IMP MER AMC CTX CAZ + + - OX A+autre
E.coli HEQ2-3 ERT Entré IMP MER AMC CTX CAZ + + - OXA+autre
E.coli HEQ02-4 ERT Entré IMP MER AMC CTX - - - Autre
I
9( E.coli HS01-1 ERT Sortie IMPMER CX AMC CTX CAZ + + + K PC+autre
=
<§( E.coli HS01-2 ERT Sortie IMP MER AMC CTX CAZ + + - OXA+autre
T
3 E.coli HIO1-3ERT  Sirrigation IMP MER AMC CAZ + + - OXA-+autre
i
% E.coli HBAO1-2ERT Laboue IMPMERCTX CAZ AMC CX + + - OXA+autre
S
Klebsiella sp. HAO02-1 ERT Aération IMPMERCTX CAZ AMC CX + + - OXA+autre
Klebsiella sp. L
HI02-2 ERT  S.irrigation IMP MER AMC CTX CAZ + + - OXA+autre
Klebsiella sp.
HBS01 IMP Laboue IMP MER AMC CTX + + - OXA+autre
Enterobacter sp. HS02-1 IMP Sortie IMPMER AMC CTX + + + - OXA-+autre




La STEP de B-B-A

Enterobacter sp.

Providencia sp.

Providencia sp.

Serratia sp.

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

E.coli

Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

Citrobacter sp.

HAO01-2 IMP

HS02-1 ERT

HI01-1 IMP

HS02-3 IMP

BEO02-4 ERT

BDO1-1 ERT

BAO1-1 ERT

BA02-3 ERT

Aération

Sortie

S.irrigation

Sortie

Entré

Dessablage

Aération

Aération

BCO01-3-A ERT Epaississeur

BBLO1 ERT

BS01-1 ERT

BBLO2IMP

BA02-2 ERT

BCO02-2 ERT

BEO2-1 ERT

Laboue

Sortie

Laboue

Aération

Epaississeur

Entré

IMPMER AMC CTX CAZ CX

IMP MER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC CTX CAZ

IMPMER AMC CX CTX

IMP MER CTX CAZ CX AMC

IMP MER AMC CX CTX CAZ

IMP MER AMC CTX CAZ CX

IMP MER AMC CX CTX CAZ

IMP MER AMC CTX CAZ CX

IMP MER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC CTX CAZ

IMPMER AMC CTX CAZ CX

IMPMER CTX CAZ AMC CX

IMP MER AMC

IMP MER AMC CTX CAZ

+

=+

+

Résultats

KPC+autre
OXA+autre
OXA+autre
OXA+autre
MBL+autre
OXA-+autre
MBL+KPC+autre
OXA+autre
MBL+autre
OXA+autre
OXA+autre
OXA+autre
OXA+autre
OXA+autre

OXA+autre
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Citrobacter sp.

BV01-1 ERT Vis IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA+autre
Citrobacter sp. ]
BS01-2 ERT Sortie IMP MER AMC CTX CAZ CX - - - + + AmpC+autre
Citrobacter sp. ,
BS02-2-1 ERT Sortie IMP MER AMC CTX CAZ + + - - - OX A+autre
Citrobacter sp. o
B101-3-2 ERT  S.irrigation IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA+autre
Serratia sp. BEO1-1 IMP Entré IMPMER AMC CTX CAZ CX - + + + - MBL+KPC+autre
Serratiasp. BC02-1-A ERT Epaississeur IMPMER AMC CTX CAZ CX - + - - - OXA+autre
Serratia sp. BS01-3 IMP Sortie IMPMER AMC CTX CAZ CX - + - - - OXA+autre
Serratia sp. BBLO1 IMP Boue IMPMER AMC CX CAZ + + + - - MBL+autre
Pontoea sp. BV02-1 ERT Vis IMPMER AMC CX + + - - - OXA+autre
Pontoeasp. BV02-1-A IMP Vis IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA+autre
Pontoea sp. BC02-1 ERT  Epaississeur IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA+autre
Pontoea sp. BIO2-1ERT  S.irrigation IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA-+autre
Enterobacter sp. BV02-2 ERT Vis IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA-+autre
Enterobacter sp. BS01-1 IMP Sortie IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA-+autre

Enterobacter sp. BDO02-1 ERT  Dessablage IMPMER AMC CTX CAZ + + - - - OXA+autre




La STEP de BIR ISSA

Enterobacter sp. BDO01-2 ERT  Dessablage

E.coli

Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

Citrobacter sp.

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

Pontoea p.

101-2 ERT

102-3 ERT

101-1 ERT

105-2 ERT

102-2 ERT

105-3 ERT

108-3 ERT

| 12 ERT

101-3 ERT

103-2 ERT

106-1 ERT

Entré

Entré

Entré

Bassin02

Entré

Sortie

Bassin03

El-wed

Entré

BassinO1

Bassin02

IMPMER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC CX CTX CAZ

IMP MER AMC CX CTX CAZ

IMP MER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC CAZ CTX CX

IMP MER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC

IMP MER AMC CTX CAZ

IMPMER AMC CTX CAZ

IMP MER AMC CAZ

IMPMER AMC CTX CAZ

+

Résultats

OXA+autre
OXA+autre
MBL+KPC +autre
autre
OXA+autre
OXA-+autre
OXA+autre
OXA+autre
OXA+autre
autre
OXA+autre

OXA-+autre
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Discussion

Les stations d'épuration sont considérées comme des réservoirs de bactéries
multirésistantes, elles recuelllent des rejets d'origines différentes, exemple des effluents
hospitaliers qui sont chargés en bactéries multiresistantes (Brown et al., 2006; Kim et Aga,
2007; Verlicchi, 2012).

Durant cette é&ude nous nous sommes intéressés al’ antibiorésistance dans |es eaux usées

des stations d’ épurations de lawillaya de Bourdj Bou Arrerid.

Sur les 138 souches de bacilles a Gram négatif (BGN) isolées, 80 souches appartiennent
au groupe des non fermentant (BGNnF) avec une fréquence d’'isolement de 58%, et 58
souches sont des entérobactéries avec une fréguence d'isolement de 42%. Nos résultats sont
similaires a ceux rapportés par Picdo et ses collaborateurs au Brésil en 2013, ou ils ont

identifié des entérobactéries avec un 35,5% dans une station d’ épuration (Picdo et al., 2013).

Parmi les souches d’ entérobactéries isolées, 51 souches sont des coliformes soit un taux
de 88%.Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Ricardo et ses collaborateurs en
2014, ils ont confirmé I’ abondance des coliformes antibiorésistants dans la STEP de Lebn (au
nord-ouest Espagne) (Ricardo et al., 2014).

L’étude de la résistance des entérobactéries isolées aux B-lactamines testées montre un
taux de résistance de 93,1% vis-a-vis de I'imépénéme et méropéneme suivi de la résistance
aux CTX, CAZ, CX, avec des taux de 77,5%, 75,8%, 36,2% respectivement, en ce qui
concerne amoxicilline+A-clavulanique toutes les souches testées sont résistantes. Nos
résultats ne sont pas similaire aux ceux rapportés par Picdo et ses collaborateurs en 2013, qui
ont trouvés un taux de résistance de 20,5%, 16,2%,55%, 55%, 60,7% pour IMP, MER, CTX,
CAZ et CX respectivement, dans une STEP en Brésil (Picdo et d., 2013).

Les carbapénemes sont actifs sur la plupart des entérobactéries. La résistance aux
carbapénemes chez les entérobactéries s explique essentiellement par deux mécanismes:
- Le premier résulte d'un défaut de perméabilité membranaire par atération qualitative ou
guantitative des porines membranaires, voie de pénétration des carbapénémes dans la bactérie.
(Adeline et al., 2012). Ce mécanisme de résistance est probablement apparu dans quatre
souches isolées durant notre éude : E.coli; Citrobacter sp.; Klebsiella sp. et
Enterobacter sp.
- Le second correspond a I’ inactivation de I’ antibiotique par |a production de carbapénémases.
L’ émergence de ces enzymes est décrite de fagon croissante dans e monde entier et constitue

un réel probléme pour la santé publique (Adeline et al., 2012).
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Au cours de notre travail la production d’ oxacillinases a été détectée chez 42 souches
d entérobactéries. Parmi elles, 18 souches d Escherichia coli et 08 souches de Klebsiella
pneumoniae. Nos résultats sont trés élevés comparé a ceux rapportés par Galler et ses
collaborateurs qui ont détecté pour la premiére fois la production dOXA-48 hors des
ingtitutions médicales chez E.coli et K.pneumoniae isolées a partir d'une STEP en Autriche
(Galler et a., 2013). Bien que la plupart des ces enzymes aient é&é décrites presgue
uniquement chez A.baumanii (OXA-23, OXA-24, OXA-58...), certaines ont été isolées
d’ entérobactéries, notamment OXA-48 (Queenan et al., 2007). Cette enzyme a été identifiée a
partir d'un isolat de K.pneumoniae en Turquie (2003). Les carbapénemases de type OXA-48
deviennent de plus en plus répandues chez les entérobactéries dans les régions de I'Afrique du
Nord, le Moyen-Orient, la Turquie, la France et I’ Allemagne (Nordmann et Poirel, 2014;
Dortet et al., 2015).

Durant ce travail, nous avons détecté 05 entérobactéries productrices KPC : 2 E.coli,
1Enterobacter sp, 1 Serratia sp et 1Klebsiella pneumoniae. Nos résultats sont similaires a
ceux rapportés par Picdo et ses collaborateur, qui ont détecté la production de KPC chez
Enterobacter sp, Serratia sp. et auss K.pneumoniae dans une station d épuration au Brésil
(Picéo et al,. 2013). Galler et ses collaborateurs, ont isolé une souche de K.pneumoniae
productrice de KPC pour la premiére fois dans une station d' épuration en Autriche (Galler et
al., 2013).

Les enzymes de type KPC sont les carbapénémases de classe A les plus fréguentes et
les plus menagantes, du fait de leur pouvoir de dissémination important. La premiére souche
productrice de KPC a été identifiée en 1996 en Caroline du Nord aux Etats-Unis dans une
souche de K. pneumoniae (Yigit et al., 2001). Cette découverte fut rapidement suivie par la
description de 22 autres variantes (http://www.lahey.org/Studies/). Ce sont des enzymes
plasmidiques, ce qui leur a permis de diffuser dans de nombreuses espéces comme K.
pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter sp., Salmonella sp., et méme P. aeruginosa et A.
baumannii. (Miriagou et al., 2003 ; Bratu et al.,2005 ; Villegas et al., 2007 ; Robledo et al.,
2010).

Dans notre étude, nous avons détecté 05 souches productrices de MBL, 02 Serratia sp et
03 E.coli. Nos résultats ne sont pas similaires a ceux rapportés par Walsh et ses collaborateurs
qui ont étudié la présence de blanpwm-1 dans la STEP de Gardiff en Inde ou aucune souche
productrice de MBL n’a été rapportée. Il existe de nombreux types de MBL regroupées dans

plusieurs familles: VIM, IMP, GIM, SIM, SPM ou NDM. Les genes des MBL de type VIM
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ou IMP peuvent présenter des localisations plasmidiques ou chromosomiques (Grall et al,
2011). L’enzyme NDM-1 (New Delhi metallo-B-lactamase) a été décrite pour la premicre fois
en 2008 chez une souche de K. pneumoniae chez un patient Suédois ayant s§ourné en Inde,
pays dans lequel cette enzyme a diffuse trés rapidement, tant en milieu hospitalier qu’en
milieu communautaire (Yong et al., 2009 ; Kumarasamy et al., 2010). Depuis cette
description, NDM-1 s'est propagée dans le monde entier et elle est aujourd’hui I'une des
carbapénemases les plus communes parmi les entérobactéries et A. baumannii (Diene et
Rolain, 2014). En Algérie, ces enzymes sont isolées pour la premiére fois chez A. baumannii
par Boulanger et al, en 2012 (Boulanger et al., 2013) ; puis par Bakour et ses collaborateurs,
en 2014 (Bakour et a., 2014).
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Conclusion

Suite aI’amélioration des soins médicaux, a |’ allongement de I’ espérance de vie et a
I"industrialisation progressive de I’agriculture, la quantité de médicaments consommeés a
augmenté. Par conséquent, ces résidus peuvent passer a travers les stations d' épuration et
atteindre les eaux de surface comme lesriviéres et leslacs.

Sur les 38 prélevements effectués dans les 3 STEP de BBA, 138 souches des bacilles a
Gram négatif ont été isolées et identifiées, dont 58 entérobactéries, les autres souches étaient

identifiées comme des bacilles & Gram négatif non fermentaires.

La sensibilité¢ des entérobactéries aux B-lactamine est exprimée par des taux élevés de
resistances aux antibiotiques testés et notamment vis-avis des carbapénemes (93,10%). Les
résultats de Hodge test montrent que 44/58 entérobactéries sont productrices carbapénémases
alors que 52/58 souches ont exprimé un carba NP test positif soit un taux de 68%
d' entérobactéries productrices carbapénémases (EPC). Les résultats des phénotypes probables
de résistance aux B-lactamines ont révélé que 42 souches étaient probablement productrices
d’ oxacillinases, 05 souches de métallo B-lactamases, 05 souches de KPC, une souche de

AmpC et aucune ne produit une BLSE.

Notre éude montre que les stations d' épuration sont des réservoirs de bactéries
résistantes aux carbapénemes, Cela peut constituer une menace pour |I’environnement mais
auss pour la santé humaine. Donc la surveillance de I'évolution de la résistance aux
antibiotiques dans le temps et dans I’espace nous permettra d’éviter plusieurs impasses
thérapeutiques.

Les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaire et méritent d’ étre

exploités et complétés par :

+ |dentification de types de carbapénémase par des réactions de PCR et séquencage

des génes.

i+

Recherche des génes de résistance aux autres familles d’ antibiotiques.

£ Elargir la période d'étude afin d' avoir des résultats représentatifs et significatifs,
ou sera pris en compte un nombre plus considérable de groupe bactériens a savoir
les Gram positif et d’ autres bactéries a Gram negatif.

+ Suivre I’évolution de la résistance dans les environnements avoisinant les STEP,

afin d’ évaluer mieux la dissémination de I’ antibiorésistance dans I’ environnement.
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Annexe |

Test de lagaerie biochimique classique

Milieu | Mode d’ ensemencement Caracteres Résultats
recherchés

TSI Ensemencement par des | -Glucose Lactose +: virage au jaune de la

colonies bactériennesde | -Lactose pente.
lapentedelagélosepar | -Production de | Glucose +: virage au jaune du
des stries serrées, puisle | gaz culot.
culot par piqure profonde | -Production Gaz + : apparition de bullesd air.
et centrale. d'H2S Production d’H2S : noircissement
Incubation a 37 C°/ 24h. de milieu.
Citrate de | Ensemencement par -Utilisation de | Citrate +: virage de la couleur
Simmon | striessériesdelapente. | Citrate verte au bleu due al’ alcalinisation.
Incubation & 37 C°/24h.
Bouillon | Ensemencement du -Réductionde | Nitrate réductase +: virage au
nitraté | bouillon a partir dela nitrate e nitrite | rouge apres |'gout des deux
suspension. réactifs NRI et NRII.
Incubation a 37 C°/ 24h. Nitrate réductase -: virage au
jaune de milieu.
Clark et | Ensemencement du -Type VP +: couleur rouge cerise aprés
Lubs milieu avec quelques fermentaire. I’gjout de VPI et VPII
gouttes de la suspension RM + : couleur rouge apres |’ gjout
bactérienne, puis incubée deréactif RM.
a 37 C° pendant 24h.

Eau L’ gout de quelques -Production Indole + : apparition d' un anneau
peptoné | gouttes delasuspension | d’indole rouge en surface aprés gout de
exempt | bactérienne au milieu. réactif Kovaks.
dindol | Incubation a 37 C°/24h

et autre a44°C/24h.

Urée L’ gjout de quelques -Présence de Uréase + : virage de la couleur du

gouttes de lasuspension | |'uréase milieu au rose.

bactérienne au milieu.
Incubation & 37 C°/24h.




Profile de sensibilité aux B-lactamines

Annexell

Souche Code IMP MER | CTX CAZ | AMC CX
E.coli HEO1-2 ERT I I I I R R
E.coli HEO2-1 ERT I I I I R R
E.coli HEO2-3 ERT I I I I R R
E.coli HEO2-4 ERT R R I S R S
E.coli HS01-1 ERT I I I I R S
E.coli HS01-2 ERT I I I I R S
E.coli HIO01-3 ERT | | I I R I
E.coli HBAO1-2ERT R R R R R R

Klebsiella sp. HAO02-1 ERT I R R R R S
Klebsigllasp | oz 2ERT | R | | | R |
Klebsigllasp | ppsorimp | R R | | R R
Enterobacter sp. | HS02-1 IMP R R I R R S
Enterobacter sp. | HAO01-2 IMP R R R R R R
Providenciasp. | HS02-1 ERT I R I I I S
Providenciasp. | HIO1-1 IMP R I I I R I
Serratia sp. HS02-3 IMP | I | R R S
E.coli BEO2-4 ERT I I I I R I
E.coli BDO1-1 ERT I I I I R R
E.coli BAO1-1 ERT I I I I R R
E.coli BAO02-3 ERT R I I I R R
E.coli BCO1-3-A ERT R R R R R R
E.coli BBLO1 ERT I I I I R S




Klebsiella sp

BS01-1 ERT

Klebsiella sp

BBLO2IMP

Klebsiella sp

BAO2-2 ERT

Klebsiella sp

BC02-2 ERT

Citrobacter sp.

BEO2-1 ERT

|l n|ln | on

Citrobacter sp.

BV01-1 ERT

Citrobacter sp.

BS01-2 ERT

Citrobacter sp.

BS02-2-1 ERT

Citrobacter sp.

B101-3-2 ERT

Serratia sp.

BEO1-1IMP

Serratia sp.

BCO2-1-A ERT

Serratia sp.

BS01-3 IMP

Serratia sp.

BBLO1 IMP

Pontoea sp.

BV02-1 ERT

Pontoea sp.

BVv02-1-A IMP

nw| v 0|00V OVV|OV| O |XD

Pontoea sp.

BC02-1 ERT

Pontoea sp.

B102-1 ERT

Enterobacter sp.

BV02-2 ERT

Enterobacter sp.

BS01-1 IMP

Enterobacter sp.

BD02-1 ERT

Enterobacter sp.

BDO01-2 ERT

E.coli

101-2 ERT

Klebsiella sp

102-3 ERT

Klebsiella sp

101-1 ERT

Klebsiella sp

105-2 ERT

Citrobacter sp.

102-2 ERT




Enterobacter sp. 105-3 ERT | | I I S
Enterobacter sp. 108-3 ERT I I S S S
Enterobacter sp. | 12 ERT I I S I I
Enterobacter sp. 101-3 ERT | | I | I
Enterobacter sp. 103-2 ERT I I S I S
Pontoea sp. 106-1 ERT | | I I I
Pontoea sp. HAO1-2ERT S S S S S
E.coli B101-3-1ERT S S S S R
E.coli [10-1ERT S S R R R
E.coli BEO1-1ERT S S I I I




Annexelll

Composition des milieux de culture (pour 1L d’eau distillée)
(Guiraud,2003)

Bouillon nutritif ;

Chlorure de SOdium.........uiei it ee e e e e eeneennennene .. 050
EXtrait deVIiande. ... ...cooi it e e e e e e 059
PH: 72

Gélose Mac Conkey :

PEPIONE OB CBSBINE. .. ... ettt et et e e e e e e e e e e e e 179

PEPtONE e VIANE. .. ... et e 03g

Mélange de SElS DilIaITES. .. ... e e —— 1,59

Chlorure de SOdiUM.......c. i e e e e e e eaeeen e e eeee2.050

L0 U T T T 11 PPN O 1 0 X o |
Cristal VIOIEL. ... e e e e e e e e e e e e 0,001g
PH:7,4

Gélose Mudller Hinton :

Infusion deviandede boeUf...... ... e e e 030
HYdrolySat 0 CaSEINE. .. ... cv ittt e et e e e e e e e e e e e eae e 17,59

AMIAON. .. e e e e e e e e e 1, D0



PH:7,4

Gélose TSI (Tree Sugar and lon) :

Extrait viande de Doeuf...........cooveeeiiiicc e
Extraitdelevure.............oooieiiiiii
PePtONE tryPSIQUE. .. .. v e e e e e
Chlorure de SOOIUM. .. ... .ce et e e e e e e e e
Citrate ferrique. .. .. ..o e

Thiosulfate de SOdIUM. ... oo e e

SACCNAIOSE. . . e et et e e e e e e e e e

RoOUGE A PNENOL ... ... e e e e e

PH:7.4

Milieu de Citrate de SSimmons:

Citrate de SOdiUM.........vve i
Chlorure de SOTIUM. .. ... .o e e e e
Sulfate demagnésSium..........coveve v e eens
Phosphate monoammoniaque.............covvevieieieinnen .
Phosphate bipotassique. ... e e e 2020

Bleu debromothymol.............ccooii il

PH:7.0-7.2

..05g

...................................... 0.3g

.05g

............................... 0.2g



Bouillon nitraté:

Bouillon NUEFItif. .. ..o

NItrate de POtASSIUM. .. .. ce e e e e e e et e e e e e e e e e e e e ees

Eau peptoné:

Peptone exempte d'indole..........cciin i

Chlorure de SOOIUM. .. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

PH:7.2

Milieu Urée-Indole:

L-trYPtOPNaNE. .. .. e e e e
Phosphate MONOPOLaSSIQUE. ... ... .. ve e e e et e ae e
Phosphate bipotassiQUE. .. ..o e e e e e e e e

Chlorure de SOOIUM. .. ...t e e e e e e e e e

AICO0l Q05 ..

Rougedephénol..........cccoiiiiii i e e e O,

PH 7

Milieu Clark —Lubs:

Peptone trypsiquede viande. ..........c.ov i
Phosphate bipotassique............cocvviiiiiiinnn.

GlUCOSE. .. e e

PH :7

159

5¢

.03g
.O1g

.01g



Géose nutritive:
EXtrait deviande.........cooviiie e 05g

PEPIONE. .. ... e e e, 100

Chlorure de sodium..........ccouiiei i e ee e eeeeeeen 2000



Annexe |V

Composition des réactifs utilisés
Réactif de Griess (NRI et NRII) :

NRI :

Acide sulfaniliQUe.........cooi i e

ACIAE aCEIIQUE BN ... ... e e e e e e

NRII :

Diméthylamine...........ocoii i e e e e e e 0

ACIAE aCEIIQUE BN ... ... e e e e e e

Réactif de Kovacs:

P-dimétylaminebenzaldéhyde...............cooii i
Acidechloridrique....... ..o

AlCOOl @aMYlIQUE. .. ...

Réactif de Voges-Proskauer (VPI-VPII) :

VPI :

O-NAPILOL. ..o e

ALCCOl @O0 . .. e

VPII :
NaOH 4N

Rouge de méthyle (RM)

ROUGEAEMELNYIE. ... .. e e e e e e e e e

Alcool EhyliQUE Q60 0.......ccveeeeeeieieiese e

.0.8ml

100ml



Résumé

La station d'épuration peut étre une source de propagation et de transfert de la résistance
bactérienne dans I’ environnement hydrique. L’ analyse d’ eaux usées des STEP de B-B-A est effectuée
pour la recherche des entérobactéries rési stantes.

L’identification des souches est basée sur la coloration de Gram et la galerie biochimique
classique. La sensibilit¢ des entérobactéries aux [-lactamines est réalisée par la méthode de
I’antibiogramme standard. La résistance de ces souches aux carbapénemes est déterminée par
différentes méthodes phénotypiques, le carba-NP test modifié, le test de Hodge modifié et le test aux
inhibiteurs.

Sur les 38 préléevements effectués, 138 souches a Gram négatif sont isolées, 58 souches
appartiennent aux entérobactéries et 80 souches appartiennent aux d autre genre a bacilles Gram
négatif. La sensibilité de ces souches aux B-lactamines a révélée que toutes les entérobactéries isolées
sont résistantes a I'AMC, 93,1%,93,1%,77,5%,75,5%,36,2% sont résistantes respectivement a les
carbapeneme(IMP,MER),CTX, CAZ, et CX.

Les résultats de Hodge test montrent que 44/58 entérobactéries sont productrices
carbapénémases alors que 47/58 souches ont exprimé un carba NP test positif soit un taux de 81%
d' entérobactéries productrices carbapénémases (EPC). Les résultats des phénotypes probables de
résistance aux [-lactamines ont révélé que 42 souches étaient probablement productrices
d’oxacillinases, 05 souches de métallo B-lactamases, 05 souches de KPC, une souche de AmpC et
aucune ne produit une BLSE.

Notre éude montre que les stations d’ épuration sont des réservoirs de bactéries résistantes aux
carbapénemes, Cela peut constituer une menace pour I’environnement mais auss pour la santé
humaine.

Motsclés: STEP, Entérobactéries, B-lactamines, résistance, phénotypes de résistance.
Abstract:

Wastewater treatment plant could be the source of the spread and transfer bacterial resistance in
the aquatic environment. The wastewater of B-B-A WWTP anaysis is performed to search the
resistant Enterobactériceae.

The identification of strains is based on Gram stain and classical biochemical gallery. The
sengitivity of Enterobactériceae to B -lactamine is carried out by the standard methods of the
antibiogram . The resistance of these strains to carbapenemes is determined by different phenotypic
methods, carba -NP test modified, the Hodge test modified and the test inhibitors.

Of the 38 samples collected, 138 Gram-negative strains are isolated, 58 strains belong to
Enterobactériceae and 80 strains belong to other kind Gram-negative bacilli. The sensitivity of this
strains to [-lactamines revealed that all of BGN isolated are resistant to AMC, ,
93,1%,93,1%,77,5%,75,5%,36,2% respectively are resistant to carbapeneme (IMP,MER),CTX, CAZ,
and CX.

The results of Hodge test show that 44/58 are carbapenemases-producing Enterobactériceae
while 47/58 strains expressed a positive carba NP test for arate of 81% of carbapenemases-producing
Enterobactériceae (CPE).The results of the probable phenotypes B -lactam resistance showed that 42
strains were probably producing oxacillinases , 05 strains of metallo B -lactamases , 05 strains of KPC,
astrain AmpC and none product ESBL .

Our results show that the wastewater are a resvoir of resistant bacteria, it can be a threat to the
environment but aso to human health.

Keywords: WWTP, Enterobactériceae, B-lactamines, resistance, resistance phenotypes.



