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Introduction

La découverte des antibiotiques par Alexander Fleming en 1929 est I'une des plus

grandes avancées en science médicale. Ils présentent probablement la famille la plus réussie
des médicaments développés pour traiter et empécher les infections bactériennes humaines.
Autre cette application, les antibiotiques ont également été utilisés pour prévenir et traiter les
animaux et les infections des plantes ainsi que pour promouvoir la croissance dans |'élevage
(Martinez , 2009).
Les B—lactamines représentent la principae famille d’ antibiotiques la plus développée et la
plus utilisée dans le monde. la grande variété de leurs modes d administration, leur large
spectre d’ activité antibactérien associé a une action bactéricide, une bonne diffusion tissulaire,
une bonne tolérance et un faible nombre d'interactions médicamenteuses expliquent leur
popularité et I'importance de leur utilisation, seules ou en associations (Cavallo et al., 2004 ;
Brown et al., 2006 ; Diab et al., 2008).

L’usage des antibiotiques avec une mauvaise compréhension de leur impact
écologique et leur utilisation sur les bactéries induit a la sdection des mutants résistants
(Sanders, 2001) ; la sur-utilisation des antibiotiques et la diffusion éidémique des souches
résistantes sont les deux sources importantes conditionnant |’évolution de la résistance
(Andremont, 2002). Cette derniére est augmentée ces dernieres années dans les différents
pays, y compris larésistance aux B—lactamines, aux fluoroquinolones, et aux aminosides...etc
(Malat, 2009).

Plusieurs mécanismes de résistance ont éé mis en évidence chez les bacilles Gram
négatif qui sont, par ailleurs, responssables de la mgjorité des infections hospitaliéres (60%) et
sont de plus en plus multirésistants (Bolla et al., 2011). Cette résistance peut étre naturelle ou
acquise (Sun et al.,, 2009).Ce groupe de bactéries, représente trois principaux types de
mécanismes de résistance aux B-lactamines : la faible affinité pour les PLP, les phénoménes
d’imperméabilité¢ et d’efflux, et surtout I’inactivation enzymatique par les p-lactamases

(Essack, 2001 ; Cavallo et al., 2004 ; Cattoir, 2008).

Les deux classifications couramment utilisées pour « classer » les f—lactamases sont celle
d’Ambler et celle de Bush Jacoby et Medeiros (Vodovara et al ;2012) dont la classification
moléculaire d’Ambler place les B- lactamases dans quatre classes : trois classes d’enzymes a
sérine (A, C, et D) et une classe (B) de métallo-fB-lactamases. Bush a proposé une

classification fonctionnelle compléte des B-lactamases en 1989, qui a été remise a jour en
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1995 pour inclure moins de 190 B-lactamases (Wright, 2005 ; Wax et al., 2008). Cette
classification vient d’ étre remise a jour pour une seconde fois en 2009. Ce nouveau systeme
de classification fonctionnelle subdivise les B-lactamases bactériennes en trois groupes
possedant une série de sous-groupes : e groupe 1(classe C) des céphal osporinases, le groupe
2 (classe A et D) des inhibiteurs résistants a large spectre, des B-lactamases a spectre étendu
(BLSE) et des carbapénémases a sérine, et le groupe 3 (classe B) réunissant les métallo-
B—lactamases, e groupe 4 existant dans la classification de Bush et al. en 1995 & été éliminé
(Bush et Jacoby, 2010 ; Battegay et Widmer, 2010).

La résistance acquise aux B—lactamines est assurée principalement par des f—lactamases a
spectre étendu (BLSE) responsables de |a résistance bactérienne a tous les B—lactamines, a
I'exception descarbapénémes et des céphamycines qui sont empéchée par les inhibiteurs des
B—lactamases tel que I'acide clavulanigue. Des genes codant pour cette résistance peuvent étre
transférés verticdement (a la progéniture bactérienne) ou horizontalement (parmi des
bactéries d'affiliation taxonomigue différente) (Korzeniewska et Harnisz ,2013). Actuellement,
il y aplus de 300 sous-types de BLSE (Bush et Jacoby, 2010).

Ces dernieres années, l'attention croissante a été prétée a la présence de bactéries
résistantes dans I’ environnement aquatique tels que les eaux usees, les eaux de surfaces et les
ealx souterraines, y compris les effluents hospitaliers (Kummerer ,2004 ; Focazio et al .,2008
et Watkinson et al ., 2009). Ces derniers ont le pire impact sur I'écosysteme aguatique,
principalement en fonction de leur potentiel de bioaccumulation de différentes molécules
(Jean et al ., 2012). La faible efficacité du traitement des eaux usées hospitaliére, peut
contribuer a la diffusion des bactéries résistantes et multi-résistante de I'hopital a
I’environnement (Chagas et al ., 2011 ; Figueiraet al, 2011 ; Harnisz, 2013).

La plupart des antibiotiques administrés aux patients ne sont pas totalement assimilés ou
métabolisés par |’ organisme, ains une quantité significative allant de 30 a 90% est excrétée
dans les urines et d'autres liquides biologiques (sueurs, larmes,...) (Diab et al.,2008
:Martinez, 2009 et Diwan et al., 2010). Différentes éudes ont rapporté la présence de résidus
d’antibiotiques dans les effluents hospitaliers avec une prévalence de fluoroquinolones
trouvée par Kimmerer. (2003) en Allemagne et en Suisse par Giger et al. (2003). Alors que

celle faite par Gomez et al. (2006) En Espagne montre que les sulfamides sont les plus
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répondus .Une autre étude menée par Chitnis et al. (2003) en Allemagne qui ont signalés que
les quantités de B-lactamines trouvées étaient inferieures a quelques pg/L. Bien que les B-
lactamines soient les plus utilisés en clinique, leurs présence dans les effluents hospitaliers n’a
pas été jusqu’ a lors rapportée fréqguemment dans la littérature. Celan'est pas claire si cela est
di au clivage du noyau B-lactame, ou a leur métabolisation élevé par rapport aux autres

antibiotiques (Kummerer, 2009 ; Diwan et al, 2010).

Certains travaux ont montré que la réduction de la charge des antibiotiques dans les
écosystemes naturels peut réduire la quantité des génes de résistance aux antibiotiques
polluants (Martinez, 2009). Cependant, la faible concentration de ces molécules et de leurs
résidus est susceptible d affecter les bactéries sensibles et de sélectionner des souches
résistantes (Martinez, 2009 ; Luczkiewicz et al.,2010).En effet, les STEP (Stations
d’ Epurations des Eaux) sont considérées comme des contributeurs importants a la diffusion

des antibiotiques humains dans I’ environnement (Kummerer, 2004 ; Zuccato et al., 2010)

Les résidus d’ antibiotiques ont pu jouer un role dans le dével oppement, I'entretien, |e transfert
et la diffuson de la résistance bactérienne aux antibiotiques (Richardson et al.,2005;
Korzeniewska et Harnisz , 2013). Cette résistance peut étre due a des mutations affectant des
genes présents sur le chromosome ou a I’ acquisition de genes étrangers. Ces génes peuvent
provenir du chromosome d’ espéces différentes ou étre véhiculés par des éléments génétiques
mobiles pouvant étre transférés d’une bactérie a une autre ; on parle de transfert horizontal
(THG). Ce transfert permet une diffusion rapide des génes de résistance et peut, parfois, se

produire entre des bactéries tres é oignées sur le plan phylogénique. (Castiglioni et al., 2010).

Il a été démontré que les génes de résistance aux antibiotiques peuvent migrer entre les
systemes aquatiques reliés. 1l est difficile de savoir s la présence de genes de résistance aux
antibiotiques est le résultat de la migration des bactéries résistantes ou la transmission de
genes de résistance par HGT (Koike et al., 2007 ; Martinez ,2009).

Des inquiétudes ont été soulevées concernant la présence de résidus d’ antibiotiques et
de bactéries résistantes dans les effluents hospitaliers. Ces derniers, peuvent se retrouver dans
I'environnement aquatique et dans le sol ce qui implique des problémes de santé publique
ultérieures et un effet sur le développement de la résistance bactérienne (Diwan et al.,

2010).La persistance des antibiotiques dans les rejets et leurs présence a long terme dans
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I’ environnement pourrait constituer une certaine menace dans I’ écosystéme aguatique (Tao et
al ., 2010; Zhou et al ., 2010).

L es antibiotiques transportés dans I’ environnement, gréace a des sources humaines et animales,
conduisent a la résistance bactérienne en induisant des effets nuisibles sur la qualité de |’ eau
(Chang et al., 2010). Les genes codant cette résistance peuvent par la suite atteindre les
pathogénes de |"homme par la chaine alimentaire via une contamination accrue de |’eau
potable (souterraine et surface), eau traitée et recyclée utilisée pour I'irrigation (Martinez,
2009 ; Kimmerer, 2004).

Peu d’ études se sont intéressees ala recherche des bactéries résistantes aux antibiotiques dans
les eaux usées hospitaliéres, parmi lesquelles celle faite au Danemark en 1997, qui a montré
la prévalence des Acinetobacter résistants a |’ oxytétracycline (Guardabassi et al.,1998). Dans
le méme pays une autre étude réalisée par Jacobsen et al. 2008 ont étudié la propagation et la
diffusion de bactéries résistantes et pathogenes isolées des eaux usées hospitalieres.
Elmanama et al. 2006 ont trouvé que chez des souches Gram négatif, il y avait de grandes

variations en ce qui concerne leur réponse aux antibiotiques testés.

L’ étude de Diab et al. 2008 s est portée sur les effluents de 5 hépitaux d Al-Madinah Al-
Mounwwarah, a montré que 70% des souches qu’ils ont isolées sont des bacilles a Gram
négatif et que la majorité d’ entre elles sont résistantes, ¢’ est le cas des entérobactéries isolés
gui sont résistants a 9 différents antibiotiques parmi les 24 testés.

Une autre éude faite aux Etats Unis par Akiyama et Savinen 2010 a étudié la résistance des

bactéries coliformes dans les effluents hospitaliers.

Au Brésil une éude a été faite par Fuentefria et al.2011 fondée sur |’ étude de la résistance de
Pseudomonas aerogenosa isolée a partir d’ eaux usées; au méme pays Chagas et al. 2011 a
étudiée la diversité bactérienne codée par des genes de p-lactamase dans |'eau usée
hospitaliére a Rio de Janeiro. Récemment une étude réalisée par Korzeniewska et al 2013 ;
fondé sur la résistance des entérobactéries productrice de BLSE isolées a partir des eaux
d égout de trois hopitaux en Pologne.

En Algérie, aucune publication na été enregistrée a propos de cette thématique ;
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Introduction

C'est dans cette optique gu’'on s'est intéressé a la recherche des bacilles a Gram
négatif multi-résistants et a évaluer le taux de BLSE produites par les souches isolées a partir
des eaux usées de deux hodpitaux de lawilaya de Bejaia: I’ Etablissement Public Hospitalier
(E.P.H) « Akloul Ali »d Akbou ; et I"hdpital « Rachid Belhousine » de Sidi Aich.

Pour cela nous avons opté pour le plan suivant :
v Isolement et identification des souches a partir de prélévement d’ effluents de ces deux
hopitaux ;
v Réalisation d’ un antibiogramme standard afin de déterminer, les profils de résistance ;
v' Mise en évidence des BLSE (DD-test).

o



Matériel et méthodes

|. Duréeet lieu de stage

Cette étude a été réalisée sur une période allant du mois de février au mois de Mars de
Iannée 2013 au niveau du laboratoire d’Ecologie microbien de I’ université Abderrahmane
MIRA deBegaia.
II. Milieux et réactifs
Les différents milieux de culture et réactifs utilisés et leur composition est donnée en

Annexe .

% Les antibiotiques en poudre utilisés sont: la Ceftazidime (CAZ) et Ceftriaxone
(CRO).

+ Lesantibiotiques en disque utilisés pour I’ antibiogramme standard sont : la Céfoxitine
(FOX), Imipéneme (IMP), Gentamicine(GEN), Ciprofloxacine (CIP), Tobramycine
(TOB) et Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (SXT)

+ Les antibiotiques en disque utilisés pour le test de synergie sont : céfotaxime(CTX),
ceftazidime(CAZ),céfépime (FEP),disque d’ amoxicilline-acide clavulanique (AMC) et
I’ aztréoname(AZT)

Lacharge et la famille de chaque antibiotique utilisée est donnée dans |’ Annexe Il

[11. Prééevements
Huit échantillons d’eau usée de 200ml sont collectés au niveau de deux hopitaux de la
wilaya de Bgjaia: |’ Etablissement Populaire Hospitalier (E.P.H) « Akloul Ali » d’ Akbou ; et
I"hépital « Rachid Belhousine » de Sidi Aich.
Le premier prélevement est effectué au niveau des conduites des eaux usées de
I’hdpital d’ Akbou de la wilaya de Bejaia. Deux échantillons sont récupérés d’'une bouche
d’ égout du réseau d’ assai nissement principal et les deux autres sont prélevés a partir de deux

autres bouches d’ égout des différents services.

Le deuxieme prélevement est effectué au niveau des conduites des eaux usees de
I"hépital de Sidi Aich de la wilaya de Bejaia, deux échantillons sont récupérés a partir d’ une
station d'épuration non fonctionnelle. Les deux autres sont prélevés au niveau de deux
bouches d' égout de divers services. Les dates, les lieux et les services de chaque échantillon

choisi sont décrits dans le tableau |.
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Les échantillons sont récupérés dans des flacons en verre stériles d’un volume de 200 ml
contenant chacun 1 ml du thiosulfate de sodium & une concentration de 20 pg/ml.

La méthode de prélévement utilisée est comme suit :
- Des flacons stériles reliés avec un fil sont ouverts sur le champ et sont introduits
directement dans la bouche d' égout ;
- Les échantillons ainsi récupérés sont étiquetés et transportés dans une glaciere, en

moins de 3 heures, au laboratoire.

Tableau I: Principalesinformations sur les prélevements.

Hopital Dateet heuredu | Echantillon Ser vices concer nés
préévement
E1l Chirurgie bloc opératoire, médecine
E.P.H Jeudi le 14 février femme, médecine homme.
«Akloul Ali »|2013a10h00 E2 Laboratoire, pédiatre, administration.
d’ Akbou E3 Bouche d’' égout principale.
E4
E1l Station d’' épuration non
Hopital «Rachid | Mardi le 19 mars E2 fonctionnelle.
Belhousine » aloh25 E3 Bouche d’ égout principale sauf (Bloc
de Sidi Aich opératoire, Urgence et Pharmacie).
E4 Bloc opératoire.

V. lsolement et mise en culture
Le protocole suivi est celui de Diab et al., 2008 .

A partir des dilutions des solutions méres des dilutions 10 2, 10  sont préparées
dans de I’eau physiologique stérile. Une fois les dilutions sont réalisées, deux séries de 6
boites de Pétri contenant le milieu Mac Conkey sont préparées, |’ une additionnée de CAZ et
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I"autre de CRO a une concentration de 2ug/ml. Ces dernieres sont ensemencées en surface
avec 100 pl des solutions méres et de leurs dilutions avec un réteau étaleur.

Aprés 24h d’ incubation a 37°C, desisolements successifs sont effectués sur le milieu
Mac-Conkey en choisissant diverses colonies d’ aspect et de couleur différents.

V. ldentification

Apres purification, I’identification des souches isolées est effectuée en utilisant la Galerie
APl 20E qui est une version miniaturisée des tests biochimiques (21tests) classiques
présentés dans 20 microtubes contenant des substrats déshydratés (bio Mérieux SA, 2010),

dont 8 tests biochimiques conventionnels et 12 tests d’ assimilation des sucres.

% Principedelagalerie APl 20E

La galerie APl 20E est un systeme standardisé se basant sur des tests biochimiques qui
mettent en évidence les métabolismes bactériens. Elles sont utilisées en diagnostique in vitro
pour la classification, la détermination et |’ identification bactérienne des Enterobacteriaceae

et autres bacilles a Gram négatif

+« Inoculation delagalerie

A partir d'une culture fraiche sur milieu gélosé une suspension bactérienne dense est
préparée en dissociant 4-5 colonies dans 5ml d eau physiologique stérile. Les microtubes
sont remplis soigneusement par cette suspension al’aide d’ une Micropipette. Le remplissage
des microtubes est effectué en évitant la formation de bulles d’air qui empécheraient le

contact entre les bactéries aidentifier et le réactif ou substrat a tester.

Les cupules ont été remplies en veillant & créer un niveau horizontal ou légérement
convexe pour les trois tests CIT, VP et GEL. Les cupules incompléetement remplies ou trop

remplies peuvent engendrer des résultats incorrects.

Afin de créer les conditions d’anaérobie requises pour les tests biochimiques de la
transformation des acides aminés arginine, lysine et Ornithine, respectivement, par les
enzymes ADH, LDC et ODC. Lalibération d ammoniac a partir de |’ urée gréace ala présence
de I’enzyme uréase d ammoniac (urée) et la production d' H,S. Les cupules correspondantes

ont été recouvertes d’ huile de vasdline.
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s Lecturedegalerie

Apresincubation a 37°C pendant 24 heures, on note sur la fiche des résultats de toutes
les réactions spontanés puis on révele les tests nécessitant I’ addition de réactifs (TDA, VP et

Kovacs). L’identification est ensuite obtenue a1’ aide d’ un logiciel d’identification Apident.

Le tableau d’ interprétation et lafiche des résultats de la galerie API 20% sont illustrées

en annexe lll.

VI. Test de sensibilité aux antibiotiques

La détermination in vitro des profils de résistance de toutes les souches isolées est
effectuée par la méthode de diffusion sur milieu gélos¢ MH (Mueller-Hinton) selon les
recommandations du Comité Francais de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM).

«* Inoculum

A partir d’une culture pure de 18-24 h sur milieu gélosé, on prééve al’ aide d’ une anse de
platine 2 a3 colonies bien isolées et parfaitement identiques, on les dissocie dans5 ml d’eau
physiologique stérile pour avoir une suspension bactérienne d' opacité égale au standard
McFarland 0.5 (concentration bactérienne correspondant & (10° UFC/ml) (CA-SFM, 2010).

+ Ensemencement
Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne préalablement préparée.
Ensuite, il est presse [égérement sur les parois du tube.

La surface gélosée de Mueller Hinton est ensemencée en stries serrées avec |’ écouvillon,
puis on répéte I'opération en tournant la boite de 60° sans oublier de faire pivoter
I’ écouvillon sur lui-méme. Enfin, on passe I’ écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Les disgues d’ antibiotiques sont ensuite déposeés al’aide d’ une pince stérile sur le milieu

Mueller Hinton ensemencé précédemment. L’ incubation est réalisée a 37° pendant 24 h.,

s Lecture

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques se manifeste par une zone d’inhibition autour
des disques. L’ interprétation en sensible (S), intermédiaire (1) et résistant (R) a été faite selon
les recommandations du (CFA-SFM, 2010).
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VI1I. Détection phénotypique des BL SE

Le test de synergie est utilisé pour la recherche des BLSE selon la méthode décrit par
Jarlieretal. (1988). Ce test consiste a déposer autour d'un disque d’amoxicilline /acide
clavulanique ou de ticarcilline/acide clavulanique sous forme de croix des disques de
céfotaxime , ceftazidime , céfépime sur la gélose Mudler- Hinton, la distance entre les
disques est comprise entre 15 et 30mm de centre a centre .La disposition des B-lactamines

dans le DD-test est présente dans la figure N°01.

La présence d'une BLSE se traduit par I'apparition d’une synergie entre les disques
d’oxymino-B-lactamine et le disque contenant 1’amoxicilline et 1’acide clavulanique. Cette
synergie se matérialise par une image en forme de bouchon de champagne (effet

potentialisateur de |” acide clavulanique).

Figure O1: Disposition des disques de B-lactamines dans le DD-test.




Résultats

| .Isolement et identification des souches bactériennes

Au cours de cette éude deux prélévements d'eaux usées sont effectués. Au total 61
souches de bacilles a Gram négatif sont isolées et identifiées, dont 34 souches isolées au
niveau de |’ hdpital de Sidi-Aich et 27 au niveau de | hépital d’ Akbou.
L’identification des souches par galeries APl 20E pour les deux prélevements a permis
d'identifier différentes espéces appartenant aux bacilles & Gram négatif. La figure suivante
montre le taux d especes isolées a partir des effluents des deux hopitaux. Les résultats

d identification par galerie API20E sont donnés en Annexe V

Taux de souches
isolées
30,00% - 27,90%

25,00% -

20,00% - 16,40%

15,00% - 11,50%

9,90%

10,00% - 6,60% 6,60%
4,90% 4,90% 2300
— y 0
5,00% 1,60% 1,60% 1,60% 1,60%

0,00% a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Espéces isolées

Figure 2: Fréguence d espéces isolées a partir des effluents des deux hopitaux (Akbou et Sidi
Aich)

Différentes especes de bacilles a Gram négatif sont isolées a partir des deux prél évements
d’ eaux usées anal ysées.

61 souches bacilles a Gram négatif sont isolées et identifiées au niveau des deux hépitaux
parmi lesguelles I’ espéce Aeromonas hydrophila est la plus fréquemment isolée avec un taux

de 27,9% souches, suivie de,Pseudomonas sp. (16,4%).




Résultats

I1. Sensibilité des souches aux antibiotiques

Les résultats de |’antibiogramme des 61 souches bacilles a Gram négatif ont été
déterminés. Ces souches sont testées vis-avis de différentes familles d’ antibiotiques: -
lactamines (CTX, CAZ, FEP, ATM, FOX et IMP), les Fluoroquinolones (CIP), Aminoside
(TOB), Sulfamides-Trimethoprime (SXT).Les résultats d’ antibiogramme des souches isolées

apartir des effluents des deux hépitaux sont représentés dans les tableaux ci-dessous

Tableau I1: Représentation des diametres de |’ antibiogramme des souches issues de | hdpital

d’ Akbou
Code Espéces E ﬁ o E 5 % g 0 ; % ) .%
O |0 L. < | DL | = — | O ) £ © (%

Al Pseudomonas 6 15 10 (12| 11| 40 | 28| 32 6 AB

A2 Pasteu?él lasp. | 10 | 18 20 (10 23| 31 | 22 23 6 PR

A3 | Pasteurrellasp. | 10 | 16 38 (34| 14| 38 | 36| 26 | 18 PR

A4 | Pasteurrellasp. | 6 6 11 (16| 22| 38 | 24 48 40 PR

A5 Aeromonas 10 | 12 34 (22|26 34 | 27 | 40 28 PR

hydrophila
A6 Pseudomonas | 18 | 18 20 (28| 38| 38 |26 31 25 PR
A7 Aer oﬁonas 6 |14 34 (24| 22| 34 | 34| 37 | 20 PR
hydrophila

A8 | Enterobacter sp. | 6 6 26 [ 6|28 22 [ 23| 30 | 32 PR

A9 | Enterobacter sp. | 6 26 26 8| 6 23 | 38| 44 24 PR
A10 Serratia sp. 6 6 32 (18 10| 36 | 22 36 32 AB
All Vibrio sp. 36 | 16 26 (28| 32| 24 | 20| 33 6 PR
Al12 Klebsiella sp 6 13 32 8| 6 23 | 30 37 32 AB
Al13 | Klebsidlasp. | 22 | 24 32 20| 34 (30| 24 | 23 PR
Al4 | Klebsiellasp. | 28 | 20 36 gg 16 | 36 | 44| 38 | 30 AB
Al5 | Pasteurdlasp. | 22 | 14 40 |30| 6 | 40 | 36| 30 | 27 AB
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A16 Aeromonas 14 8 28 (22| 18| 30 | 32 38 6 PR
hydrophila
Al7 Aeromonas 6 20 6 6134 | 36 | 30 31 6 PR
hydrophila
Al18 Moraxella sp. 2| 24 32 (32| 26| 36 | 30 27 28 AB
A19 Aeromonas 22| 22 32 (30| 12| 20 | 22 24 30 PR
hydrophila
A20 Klebsiella sp 6 6 30 |12 11| 26 | 30 26 38 AB
A21 Citrobacter 6 6 30 |10 9 24 | 19 26 25 AB
freundii
A22 Pseudomonas 6 14 6 9| 12 32 30 34 6 AB
p.
A23 | Enterobacter sp. | 6 11 28 9] 6 25 |1 32| 3 35 AB
A24 Citrobacter 22 12 34 28| 6 24 19 15 32 PR
freundii
A25 Klyuvera sp. 32 | 28 28 |20 30| 30 | 27 42 22 AB
A26 Klyuvera sp. 26 | 31 24 1221 38| 36 | 26 48 22 AB
A27 Aeromonas 6 20 6 6 34| 36 21 28 30 PR
hydrophila

Tableau I11: Représentation des diamétres de I’ antibiogramme des souches issues de I’ hdpital

de Sidi Aich
Code Espéeces Q0
TUoly o |g |2 ||e|8|s |5 | Bet
O | O m > 2|Z|R|OC|®|E® s
S1 Klebseilla sp 6 6 25 6 6 |28 32| 28 | 32 AB
S2 Enterobacter 6 6 9 11 6 |27 13|23 6 PR
Sp
S3 Pseudomonas 6 6 9 6 11|32 | 12 | 22 | 17 PR
p.
A Aeromonas 6 7 34 13 6 (321 22| 28| 30 AB
hydrophila
S5 Pseudomonas | 30 24 32 37 201 34 (44| 36| 6 AB
p.
S6 Aeromonas 24 26 32 34 12 (34| 32| 50 | 26 AB
hydrophila
S7 Pseudomonas 5 26 30 28 6 |134| 34| 36| 6 PR
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p.
S8 Aeromonas 15 13 32 17 173328 | 40 | 26 PR
hydrophila
S9 Klebseillasp | 25 27 29 28 (2630 27| 38| 6 PR
S10 Aeromonas 32 20 30 34 24 (36| 38 | 44 | 30 PR
hydrophila
S11 Morganella 24 22 28 30 14 (24| 20| 26 | 6 PR
morganii
S12 Morganella 24 16 27 28 20124 22| 28| 6 PR
morganii
S13 Citrobacter 23 28 37 25 6 |24 27|30 | 31 AB
freundii
S14 Enterobacter 24 23 40 25 11 (271 33| 31| 36 AB
P
S15 Aeromonas 25 26 35 26 6 |44 | 30| 33| 18 AB
hydrophila
S16 Citrobacter 14 6 16 18 10( 28|13 | 12| 6 PR
freundii
S17 Enterobacter 6 10 17 16 6 |28| 13|19, | 6 PR
sp 5
S18 Aeromonas 16 13 35 20 21132 25| 37| 21 PR
hydrophila
S19 | Pseudomonas | 17 18 18 15 1534 | 32| 46 | 23 PR
p.
S20 | Pseudomonas | 17 14 18 21 23136 | 50| 38 | 18 PR
p.
S21 Aeromonas 16 15 33 20 6 132 32| 50| 22 PR
hydrophila
S22 Aeromonas 10 9 30 16 181291 24| 40 | 24 PR
hydrophila
S23 | Pseudomonas | 9 12 30 20 16 (28| 30 | 29 | 28 PR
P
S24 Klyuvera sp. 14 10 21 18 31144 (20| 31 PR
S25 Aeromonas 6 8 25 8 6 |25| 35| 28 PR
hydrophila
S26 Morganella 15 14 32 17 | 15|16 26| 21| 6 AB
morganii
S27 Aeromonas 14 13 32 17 21 (28 31| 29| 6 PR
hydrophila
528 Aeromonas 28 15 29 18 2034140 32| 6 PR
hydrophila
S29 | Pseudomonas | 6 21 14 6 6 |23| 6 6 6 PR
sp.
S30 Vibrio sp. 15 17 34 16 14 (2234 (22| 6 AB
S31 E.coli 9 15 26 10 6 123|125 10| 29 AB
S32 Enterobacter 16 8 22 17 6 |36 13|17 | 6 PR

P
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S33 Klebseilla sp 6 6 24 6 6 125128 | 25| 26 AB
S34 | Acinetobacter 6 6 6 6 6|6 |12 7 9 AB
sp.

[11. Antibior ésistance des souches

Lestaux derésistances des souches vis-a-vis les différents antibiotiques est représenté dans la
figure N°3

Nombr e de souche
ey
0, ,50%
009 E6:90%
M Taux de

80% - 70,50% résistance
20% - 65,50%
60% -
50% - 41,00%
40% -
30% - 26,20% 24,60%
20% - 11,50% 11,50%
10% -
0% A 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CTX CAZ FEP ATM FOX IMP TOB CIP SXT

Antibiotiques

Figure 3: Représentation des taux de résistances des souches isolée vis-a-vis les différents
antibiotiques

** Résultats des profils de résistance des souches isol ées

Sur I’ ensemble des souches testées, nous avons enregistré des taux élevée de résistantes
vis-avisles C3G dont , 86,9% des souches sont résistantes au CTX et 88,5% sont résistantes
alaCAZ, auss pour lacéfoxitine avec un pourcentage de 70,5% et 65,6% pour I’ATM ;
L’ activité de la SXT sur les souches isolées est assez importante, seulement 41% souches
sont résistante, alors que pour la FEP elle présente un taux de 26,2% .et 24,6% pour la CIP.
Des résistances remarquables a des faibles pourcentages (11,5%) pour la et I'lMP dont les
especes présentent cette résistance sont (Pseudomonas sp., Morganella morganii et
Acinetobacter sp.)




Résultats

V. Détection phénotypique des BL SE

En plus de la résistance au CTX et au CAZ; les résultats du DD-test ont montrés

que(39/61 ; 63,9% )souches isolées dont (17/29 ; 58,6% ) souches issues de |’ hépital d’ Akbou
et (22/34 ; 64,7%) souches de |'hdpital de Sidi Aich, présentent une image de synergie entre
laCAZ, AMC et le CTX indiquant la présence probable d’une BLSE. Le nombre de souches

productrices de BL SE est représenté dans la figure ci-dessous

Taux de souches
36,84%
40,00% - M Nombre de souches
30.00% - productrices de BLSE
g 21%
20,00% - 13,20%
7,90%
- ! 5,30% 5,30% 5,30%
10,00% ? ? °2,60% 2,60%
0,00% A 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 R R R Q » & K K
é‘\\ & & NG & & & Q@ ©
O & 2 Q N B\ o < R
S & o o & & & & &
A © @ & S
) O <& > O ° e
@ e O ] o o
& & o e
‘?gf‘o Q Espéces isolées

Figure 4 : Représentation destaux de souches productrices de BLSE par espéces

Aeromonas hydrophila est I’ espece la plus fréquemment productrice de BLSE avec un taux de
(14/61, 36,8%) suivie de Pseudomonas sp. de (7/61,21%) et d’ Enterobacter sp. (5/61 13,2%)




Discussions

Nous assistons depuis des années a la diffusion des bactéries multi- résistantes non
seulement en milieu hospitalier mais aussi en milieu communautaire (Pitoutet Laupland et
al., 2008 ; Arpin et al ., 2009). Cette situation apparait particulierement préoccupante en
milieu hospitalier, ou des entérobactéries des Pseudomonas et des Acinetobacter, sont souvent

responsables d’infections dues a des souches multi-résistantes (Soussy et al., 2007).

La présence des bactéries résistantes et de gene de résistance dans les effluents
hospitaliers peut constituer un danger pour la santé publique puisqu’ elle constitue un facteur
de risque pour leurs diffusions. Le transfert de génes de résistance entre ces bactéries et les
bactéries de I’environnement peut se faire via un transfert horizontal (Davidson, 1999 ;
Kummerer et al., 2004 ; Diwan et al., 2010).

Plusieurs études sont démontrées que les effluents constituent un environnement trés
sélectif et contribuent a un taux élevé de bactéries multi-résistantes déchargées dans
I’environnement naturel Prado et al. 2008 ; Diab et al.,2008 ;Y ang et al ., 2009 ;Fuentefria et
al.2008; K orzeniewska et Harnisz 2013.

Au cours de notre étude, Nous avons noté une diversité au niveau des espéeces isolées
des effluents .Nous avons enregistré une prédominance des souches d' Entérobactéries (43%)
suivie des souches d Aeromonas (27,9%), des souches de Pseudomonas (16,4%)et de
Enterobacter (11,5%).Nos résultats sont semblables a ceux marquée par Renata et al. (2013)
qui rapportent un taux de (61.2%) d entérobactéries, suivie de (18.6%) des souches
dAeromonas; et avec les autres études telles que celles faites par Elmanama et al.
(2006) ;Diab et al. (2008) en Arabie Saoudite ; Vieira et al. (2011) au Brésil et Korzeniewska
et al. (2013) au Pologne.

Les travaux de Korzeniewska et al. (2013) ; Harnisz. (2013), Vieiraet al2011.,Chagas
et al., 2011; Figueira et al., 2011., Diab et al ;Fuentefria et al ., (2008) ont démontré une
présence importante de germes multi résistants aux antibiotiques au niveaux des effluents

hospitaliéres.

L’ antibiorésistance obtenue au cours de notre éude pour les deux prélévements a
révélée que la plus part des souches étudiées ont une résistance importante vis-avis les
antibiotiques testés avec des taux de 88,5% (CAZ), 86,9%(CTX), 70,5%(FOX),
65,6%(ATM),41% (SXT), 26,2% (FEP), 24,6%(CIP), 11,5% (TOB) et 11 ,5% (IMP). La
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majorité des souches isolées sont sensibles a I'imipenéme a |’ exception de trois souches
(Pseudomonas sp., Morganella morganii ,Acintobacter sp.) isolées au niveau de I’ hopital de
Sidi Aich. Ces résultats sont plus élevés que ceux obtenus par ElImanama et al. (2006) ; Qui
rapportent des taux de 14,0% (CTX), 8,3%(CAZ), 36,4%(TOB)10,7%(SXT).

La prévalence des souches productrices de BLSE est de 63,93 % avec la prédominance des
souches d’ Aeromonas 36,84% suivi de Pseudomonas 21%.

Wang et al. 2008 rapporte que les souches d’'E. coli 31.3% et Klebsiella sp. 40.6%sont les
espéces contenant un grand nombre de souches productrices de BLSE. Yang et a. 2009 ont
enregistré qu’ E.coli et Enterobacter sp. Sont les especes les plus fréquemment productrices de
BLSE avec des taux de 32.9% et 19.8% respectivement. Récemment |’ éude faite par
Korzeniewska et Harnisz. 2013 au Pologne a mis en évidence une prépondérance de souches
E. coli et de Citrobacter freundii productrice de BLSE.

Dans notre étude Aeromonas hydrophila est I'espece la plus fréguemment isolée des
deux prélévements effectués avec un nombre de 17 dont 14 Aeromonas hydrophila, isolées
dans ce travail, présentent des images de synergie qui indiquent probablement une production
de BLSE. La souche S14 résiste probablement aux C3G par I” hyperproduction de son Amp C
chromosomique. Le nombre de souches d’ Aeromonas hydrophila isolées dans la présente
étude est plusimportant que celui de Vieiraet al .,2011 qui atrouvé cette espéce seulement en
nombre de deux. Cette souche a été rapporté par Renata et al en Brésil en 2013 a un taux de
18,6% d'Aeromonas hydrophila .50% de ces souches produisent une BLSE de type
Klebsiella pneumoniae carbapénémase (KPC).

Dans notre étude 9 souche de Pseudomonas sp ont éé isolé dont 7 produisent
probablement des BLSE de type CTX-M-15. La S3 présente probablement une résistance aux
C3G par une hyperproduction de son Amp C chromosomique. Une seule souche de
Pseudomonas aeruginosa isolée présente une BLSE probablement de type CTX-M. La
souche S29 présente une résistance al’ IMP. Cette résistance pouvant étre due probablement a
la production d’une métallo-p-lactamase de classe B ou de carbapénemase de class A ou D.

comme €elle peut étre due a une imperméabilité membranaire.
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Les souches d’ Enterobacter isolées des deux prélévements sont en nombre de 7 dont 5
sont probablement productrice d’ une BLSE ; 4.souche produisent une BLSE de type CTX-
M-15. La souche S2 produit probablement une BLSE autre que CTX-M (SHV ou TEM) .La
souche S3 résiste probablement aux C3G par | hyperproduction de son AmpC
chromosomique. L’ éude fait par Korzeniewska et Harnisz ,2013 en Pologne a rapporté un
taux de 4% des souches d’ Enterobacter productrice de BLSE de type (CTX-M-1, SHV- 2 et
TEM-24).Renata et al en Brésil en 2013 a démontreé la présence d’ une BLSE de type KPC

chez cette espéce.

Pasteurella est isolée en nombre de 4 dont3/4 de ces souches sont productrices de
B— lactamase a spectre élargi (BLSE) dont les souches (A2 et A4) sont probablement
productrices de BLSE de type CTX-M-15 et |la souche A3 produit une BLSE autre que CTX -
M.

05 souche de Klebsiella ont été isolées au cours de notre étude dont la SO est |a seule
souche qui produit probablement une BLSE de type SHV ou TEM. Les souches (S1, S33 et
A12) possedent une résistance vis-a-vis des C3G et de la céfoxitine et ne produisent pas une
image de synergie .la résistance des ces souches est due probablement a la production d’ une
AmpC plasmidique. Korzeniewska et Harnisz. 2013 rapportent 8% souches de Klebsiella
productrice de BLSE de type TEM-48, SHV-2, CTX-M-3 et CTX-M-9

Le nombre de souches Citrobacter freundii isolées est de nombre de 4 dont 2 sont
probablement productrice de BLSE dont la S16 est probablement de type CTX-M-15 et la
A24 produit une BLSE autre que CTX-M. Les deux autres souches (A21 et SA3) ont une
AmpC chromosomique hyperproduite. Citrobacter freundii a été également isolé lors d' une
étude effectué par Korzeniewska et Harnisz ,2013 dans |’ aquelle les BLSE produites sont de
type (CTX-M-3, CTX-M-9, SHV-2, SHV-12).

Durant ce travail, I’ espéce Morganella morganii est uniquement isolées au nombre de
trois .Deux souches (S11 et S12) présentent des images de synergie qui indiquent que ces
souches produisent probablement des BLSE de type CTX-M autre que CTX-M-15,16 et 27.
La souche S26 présente une résistance par une hyperproduction de céphlosporinase .La
résistance a I’ IMP chez cette souche peut étre due probablement a la production de MBL ou
de carbapénémase de class A ou D.
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Une seule souche de Serratia est isolée; La souche A10 ne présente pas de synergie
elle est résistante probablement aux C3G par une AmpC chromosomique hyperproduite. Ce
genre a également éte retrouve dans les études menés par Diab et al. (2008) et Vieira et al.
(2011). Il a éte également montré par Stock et al. (2003) que toutes les especes de Serratia ont
exprimé une AmpC chromosomique hyperproduite.

La souche d E coli isolé au cours de notre étude présente une résistance au C3G et ala
FOX .Cette résistance serait probablement liée ala production d’une AmpC plasmidique ou a
I” hyperexpression de sa céphal osporinase chromosomique. une étude faite par Korzeniewska
et a en 2013 sur la résistance de E coli isolé des effluents hospitalier aux antibiotiques a
rapporter une prévalence de 76.5% souche productrice de BLSE de type TEM, CTX, OXA et
SHV .

La souche d’ Acinetobacter sp isolée (S34) est résistante probablement aux C3G par une
hyperproduction de |a céphal osporinase chromosomique. Larésistance al’ IMP peut étre due a
une résistance enzymatique (enzyme OXA ou carbapénemase) .Cette souche présente une
résistance vis-a-vis de toutes les antibiotiques testée. Cela est également rapporter par Vieira

et al., 2010 chez deux souches d' Acinetobacter.




Conclusion

Au cours de cette éude qui S est déroulée au laboratoire de Microbiologie de |’ université
de Abderahmane MIRA de Béjaia, deux prélévements des eaux usées ont été collectés au
niveau de deux hopitaux de deux régions distinctes de cette Wilaya (I’ Etablissement
Populaire Hospitalier (E.P.H) « Akloul Ali » d’ Akbou ; et I’hdpital « Rachid Belhousine »

de Sidi Aich) et nous avons abouti aux résultats suivants :

% 61 souches au total de Bacille & Gram négatif résistants aux céphal osporines de 3™
génération ont été isolées et identifiés;

%+ 34/61 souches ont étéisoléesdel’hdpital de Sidi Aich et 27 de |’ hdpital d’ Akbou ;

+ LesEnterobacteriaceae est lafamille la prédominante avec un taux de (42,62% ;
26/61) ;

% (53/61 ; 86,88%) des souches isolées sont multirésistants dont 22/27(81,48%) issues
des effluents de I’ hopital d’ Akbou et 31/34 (91,17%) del’hopital de Sidi Aich;

(63,93 % ; 39/61) des souches produisant des BL SE (avec la prédominance des

souches d’ Aeromonas avec un taux de 36,84% (14/39) suivi de Pseudomonas

21%(7/39) et la plupart sont de type CTX-M.

Les résultats de cette é&ude démontrent la prévalence des bacilles a Gram négatif dans les
effluents hospitaliers surtout |es entérobactéries et que le mécanisme de résistance majoritaire

est la production de BLSE, mais celan’ exclue pas I'implication des autres mécani smes.

Ces résultats confirment |’ importance des effluents hospitaliers dans la dissémination des
bacilles a Gram négatif multi-résistants dans la nature, et la forte probabilité d acquisition de
genes de résistances par les souches autochtones de I’environnement. De plus, les
antibiotiques contaminants peuvent perturber I'écologie microbienne, augmenter la
prolifération des bactériesrésistantes aux antibiotiques, et constituer une menacepour la santé

humaine.

En Algérie et comme dans la plupart des pays en voie de développement, les rejets des
effluents hospitaliers se fait viales réseaux des eaux usées urbaines, sans traitement préal able.
A I’issue de cette étude nous pouvons dire que des stations de traitements des effluents
hospitaliers doivent étre installées pour au moins pouvoir espérer diminuer leur charge en
microorgani Smes résistants et en médicaments.




Conclusion

Cette éude évidemment reste préliminaire et elle doit étre éargie sur plusieurs axes et

constitue un projet de recherche qui pourra fédérer toutes les actions de recherche réalisées

autour des phénomenes de résistance dans les effluents hospitaliers delawilaya de Bgaia.

Dans une démarche complémentaire il est nécessaire de:

>

YV V VYV V

Elargir I étude sur tout la flore environnementale pour inclure les bactéries
Gram positif et laflore fongique.

Effectuer une identification des souches isolées, par des techniques
sérologiques et moléculaires;;

Caractériser les BLSE produites par PCR;

Estimer le taux des résidus d’ antibiotiques se trouvant dans ces eaux ;
Etudier I'impact de ces effluent sur les eaux de mer;

Effectuer une étude al’ échelle nationale pour déterminer I'impact global de

rejets des effluents hospitaliers dans I’ environnement.
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Annexe

Annexe I

Composition des milieux de culture (pour 1 litred’eau distillée)

Géose Mudler Hinton

v InfusiondeviandedeboeUf..........cooii i 300g
V' HydrolySat e CaSEINES ...t et e et e e e e 17,59
S22 Y 121 (o o P PP 1,59
o - PSPPSR 169
PH=7,4
Gélose Mac conkey
N2 =010 1 1= TP 209
S - o: (01 TP 10g
V' SESDIlIAITES. .. it e e e ... 050
V' Chlorure de SOOIUM. .. ... e e e e e e e e e 059
A 2 (0100 TC = U 1 (Y PPN O X 0 V514 4o
S22 PP 129
PH=7,4

v Infusiondeviandedebeeuf...........cooiii i 5¢
v Hydrolysat dECaSBINES ........oirie e e e 2,59

Vo O AMIAON. .. e e e a2 1,000



Annexe

PH=7

Réactifsde Voges-Proskauer | et |1

s VPI

v Soude caustique (NaOH)
<+ VPII

v Alphanaphtol

v Alcool 95 C°

Réactif de Kovacs

Alcool amylique OU iSOBMYIIGUE .......c.eeeerieeiieiierieeeseesie e eae e e e nae e enees 150 ml
Dimethyl-aminobenzaldenyde ...........cccooeeierieciecece e 10g
Acide chlorhydrique CONCENETE .........cceeieieeceee et 50 mli

Réactif de Tryptophane désaminase (TDA)
Soluté de perchlorure de fer FECI3 ... .o s 10ml
Eau distillée
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Milieux de culture et réactifs utilisés

Milieux et réactifs Utilisation

Gé ose nutritive sélective (Mac-conkey) Isolement et purification

Gélose nutritive non sélective (Plate count | Conservation des souches

Agar)

Mueller Hinton Antibiogramme standard et DD-test
Réactif de TDA

Réactif de Kovacs Identification par galerie API20E

Réactif de VP et I

Violet phéniqué (Nicole)

Liquide de Lugol (IK1) Coloration de gram

Fuchsine

Thiosulfate de sodium Neutralisation des détergents
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Annexe 11

Liste des antibiotiques utilisés.

Antibiotiques Abréviation | Charge de disque (pg) famille
Céfoxitine FOX 30 C2G
Ceftazidime CAZ 30 C3G
Aminoxicilline + Acide AMC 30 Aminopinicillines
Clavulanique
Cefotaxime CTX 30 C3G
Cefépime FEP 30 CAG
L’ Aztreoname ATM 30 Monobactame
Imipenéme |PM 10 Carbapénemes
Ciprofloxacine CIP 5 Fluoroquinolones
Gentamycine GM 120 Aminoside
Tobramycine ™ 10 Aminoside
Triméthoprime- SXT 25 Sulfamides-
Trimethoprime
Sulfaméthoxazole
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Annexe 111

Lecturedelagalerie API20E (BioM érieux SA, 2010)

Tests Composants QTE Réaction /Enzyme Résultats
Actifs Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl-BD- | 0,223 | B-galactosidase (Ortho | Incolore Jaune
gal actopyranoside NitroPhényl- gD -
galactopyranosidase)
ADH L-arginie 1,9 Arginie Dihydrolase Jaune Rouge-
orangé
LDC L-lysine 1,9 Lysine-DiCarboxylase Jaune Rouge-
orangé
OoDC L-Ornithine 1,9 Ornithine Jaune Rouge-
DéCarboxylase orangé
CIT Trisodium citrate | 0,756 | UtilisationdeClTrate | Vert pde- Bleu-Vert-
jaune bleu
H2S Sodium thiosulfate | 0,075 Production d’'H2S Incolore- Dépbt noir-
griséatre finliseré
URE Urée 0,76 UREase Jaune Rouge-
orangé
TDA L-tryptophane 0,38 Tryptophane TDA-immediat
Désaminase Jaune Marron-
rougeétre
IND L-tryptophane 0,19 Production d’indole JAMES-immédiate
Incolore Rose
Vert pale-
jaune
VP Sodium pyruvate 1,9 Production d’ acétoine VP1+VP2 /10min
Incolore- Rose- rouge
Rose pale
GEL Gédatine (origine 0,6 Géatinase (GEL atine) Non Diffusion du
bovine) diffusion | pigment noir
GLU D-glucose 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation (GLUcose) vert
MAN D-mannitol 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation (MANNitol) vert
INO Inositol 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation (INOsitol) vert
SOR Sorbitol 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation (SOR-bitol) vert
RHA L-rhamnose 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation vert
(RHAmMnose)
SAC D-saccharose 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
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oxydation vert
(SACcharose)
MEL D-melibiose 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation (MEL ibiose) vert
AMY Amygdaline 1,57 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation vert
(AMY gdaline)
ARA L-arabinose 1,9 Fermentation- Bleu- bleu- Jaune
oxydation vert
(ARAbInose)

Fiche de lecture des résultats de galerie API 20E (bioM érieux SA,2010)

L=

HEF. :

PR N A N ) B —
Crigine ¢ Source [ Herkundl / Ongen 7 Pralisva

@!‘?@@W

Autres tosls | ihar teste [ Weilers Taets / Aliri tacte / Clroe 19ets -

Idsnt. :

Erwiniw awmy lovera
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Annexe IV

Résultats d’identification par galerie APl 20° pour le préévement d’ Akbou

Code Identification -
= | w| B - — | = Ml <l | = E
%gmahﬂrxmggmd %og«:m o
5 S |V F| = - o © =l @ wlZ| 4|«
Al Pseudomonas sp. = 2 o - = = = & - + |+ |- - e 3 = 2
A2 Pasteurella sp. + |- - w = - = = + |- - + |+ |- a - e
A3 Pasteurrella sp. = - = . = » w - + |- s ” + | - + |- +
A4 Pasteurrella sp. + |- - - _ - - - + |- - + |+ |- + |- +
A5 Aeromonas + |+ - - _ - _ _ + |- + |+ |+ |- - - +
hydrophila
A6 Pseudomona sp. = o - 2 = » w = - + |- - 2 s 2 " -
A7 Aeromonas + |- - s = = - = + |- + |+ |+ |- - e +
hydrophila
A8 | Enterobacter sp. + |+ - |+ + - - - - I+ =+ [+ |+ +1+ |+
A9 Enterobacter sp. + |- - - + | - - - " + |- + |+ |- o + | +
A10 | Serratia sp. + |- - |- + (- |- |- === 1+ 1+ |+ |+ |+ |+
All | Vibrio sp. + |- + |- + |- (- |- [+ |+ |+ |+ |+ |- |-]- |+
Al12 | Klebsiella oxytoca + |+ + + |- |+ + |+ - 1+ |+ |+ [+ |+ |+
Al3 | Klebsiella sp. + |- - - - - - - - - - + |+ |- _ _ +
Al14 | Klebseilla sp. + |- 5 = 5 = = = = 5 = o £ | e o o +
Al5 | Pasteurella sp. + |- - - = » - - + | - a " + |- . " +
Al6 | Aeromonas + |+ - |- - -] -+ - |+ |+ |+ [+ |- ]- |+
hydrophila
Al7 | Aeromonas + |+ - |- - -] 0=+ -+ |+ |+ |- |- 1- |+
hydrophila




Al8

Moraxella sp.

Al9

Aeromonas

hydrophila

Klebsiella

pneumoniae

Citrobacter freundii

Pseudomonas sp.

Enterobacter sp

Citrobacter freundii

Kluyvera sp.

Kiuyvera sp.

Aeromonas

hydrophila
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Résultats d’identification

par lagalerie API20E

pour le prélevement de

Sidi Aich
Co Identification o
- AR EHEEHEEBEEEEEEEEEEE
S Sl S |V Bl R =& C|O| S| R 2|2 S|4 <
51 Klebseilla oxytoca + I T I o IS I S R = I B o N o I B = o O A
52 | Enterobactercloacae | + | + | - | + |+ | - | - | - | - S I s oA A I R I (R O I
S3 Pseudomonas sp - + - - - - - - - -+ | - - - - -+ ] - -
54 | Aeromonas hydrophila | + | + | - = -l - -1-1%+ + |+ |+ -] -|-|+]-1]1-1]+
S5 Pseudomonas sp - + - = T T N (R [ R [ R S+ - -
56 | Aeromonas hydrophila | + | + | - = I I e +l+ |+ -] -|=-|+]-]+]+
S7 Pseudomonas sp = + - - -l - -] - - [ T [ U S+ - -
58 | Aeromonas hydrophila | + | - - - -l -1 -1-1%* + |+ |+ -] -|-|+]-]+]+
59 Klebseilla oxytoca + | - |+ - |+ -|+] -]+ e B o s i s R R A
510 | Aeromonas hydrophila | + | + | - - -l -1-1-1%* + |+ |+ -] -|-|+]-]-]+
511 | Morganella morganii | - - -+ -]+ ]+ ]+ -+ - -] --1-]-]-]-
$12 | Morganella morganii 2 = - + -l -+ |+ |+ -+ | - S - i P
513 Citrobacter frendii + |+ | -]+ |+ -]-1]-]- S+ -+ A+ F+] -]+
514 | Enterobacterclogcae | + | + | - | + | - | - | - | - | - S B I o F A (RS I [ S
S$15 | Aeromonas hydrophila | + | - - - -l -1-1-1%* -+ |+ - -]+ +
516 Citrobacter frendii + | - - -+ - -] - I I i A AR S (R S S [ R
S$17 | Enterobactercloacae | + | + | - | + |+ | - | - | - | - S I T I T (R N [T R R
518 | Aeromonas hydrophila | + | + | - s -l -1 -1+ R e I = AN N (R I S (RS B
519 Pseudomonas sp = = = = N A N I R I
520 Pseudomonas sp = - - - - - -] -] - N I T
521 | Aeromonas hydrophila | - | + | - = - - -1 -+ I o I o Y A S I S B
522 | Aeromonas hydrophila | + | - - = -l -1 -1-1%+ S N T T e e e et
523 Pseudomonas = + | - -+ - -] -] - + |- -] -]-|-1-1-1-1-
aeroginosa
524 Kleyovera sp + | - -+ - - -] - S I I o FE A S (R S IS I S
825 | Aeromonas hydrophila | + - - - -l - -1-1+ + |+ |+ - -]-|+]-1-14%+
526 | Morganella morganii | - . -+ -] - |+ ]+ ]+ -+ - - --1-1-1-]-




527

Aeromonas hydrophila

528

Aeromonas hydrophila

529

Pseudomonas sp

530

Vibrio sp

531

E.coli

532

Enterobacter cloacae

533

Klebseilla oxytoca

534

Acinetobacter sp




Reésume

L’ objectif de ce travail est basé sur I’ étude de la résistance aux antibiotiques
des bacilles a Gram négatif isolés des effluents de deux hdpitaux de la wilaya de
Begjaia (Akbou et Sidi Aich). Un total de 8 échantillons a été analysé. L’identification
des souches est obtenue par galeries APl 20E. La sensibilité aux antibiotiques est
déterminée par antibiogramme standard. Au total 61 souches identifiées avec une
prédominance des souches d’' Aeromonas hydrophila (27,9%) suivis des souches de
Pseudomonas sp. (16,4%). L’éude de la sensibilité des 61 souches isolées vis-a-vis
des différentes familles d  antibiotiques a permis de déterminer leurs multi-résistances
(86,88%). Et parmi ces souches, 38 (63,93%) sont productrices de BLSE.

Les effluents hospitaliers jouent un réle trés important dans la séection, la
propagation et ladiffusion des souches multi-résistantes ainsi que dans le transfert de

genes de résistance dans I’ environnement.
Mots clés : Bailles a Gram negatif, Effluents hospitaliers, Antibiotiques,

BLSE, Résistance.

Abstract

The objective of this work is based on the study of antibiotics resistance of
negative Gram bacilli isolated from two hospitals effluents from wilaya of Bgaa
(Akbou and Sidi Aich ). 8 samples were analyzed. The identification of the strainsis
obtained by API20E gallerie. In a 61 strains identified with a prevalence of
Aeromonas hydrophila strains (27, 9%) followed by Pseudomonas sp. with (16,4%) .
The susceptibility testing towards various families of antibiotics made it possible to
determine the multi-resistance (86, 88%) from the 61 strains isolated. Among these,
38 (63, 93%) are ESBL producers.

The hospital effluents play a very important part in the selection, propagation
and the diffusion of the multi-resistant stocks like in the transfer of genes of resistance

in the environment.

Key words: Gram negative bacilli, Hospital wastewater, Antibiotics, ESBL,

Resistance.
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