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I ntroduction général

Les hopitaux sont de grands consommateurs d'eau potable. Cette importante
consommation en eau donne naissance a de grands volumes de rejets liquides charges en
agents antimicrobiens ainsi que de microorganismes multirésistants (Events et al., 2001).

Ces volume d'eau considérabl e assure une dilution importante des nombreux effluents
des services hospitaiers .Cette eau est utilisée pour les soin d’hygiéne et le confort des
patients et du personnel (Toilette, douche, WC, entretient des locaux ), les eaux issues des
services de soins, les eaux des services généraux (restauration, blanchisserie...), les eaux
"meédico-techniques’ (hémodialyse, stérilisation...) et les eaux techniques non hospitalieres
(chaufferie, climatisation...) ((L eprat, 1998).

Les effluents générés par les activités hospitalieres peuvent présenter un danger
potentiel pour I'homme et son environnement. Cela, compte tenu de la nature et de
I’importance des substances qu'’ ils contiennent comme les résidus médicamenteux, les réactifs
chimiques, les antiseptiques, les détergents, les révélateurs, métaux lourds (en particulier le
mercure et |’ argent) et fixateurs de radiographies. En plus des antimicrobiens utilisés pour le
traitement des patients infectés, les effluents hospitaliers contiennent également des bactéries
multi résistantes ainsi que des virus et des champignons (Evenset al., 2001 ; Ibrahim et al.,
2010 ; Guessennd et al., 2013 ; Pal, 2017).

Ces effluents sont évacués directement dans le réseau d'eaux usees de |'établissement
hospitalier. Rien n'impose a I'hdpital au niveau réglementaire de traiter d'une fagon spécifique
ce type d'effluents, hormis les excrétions et déections des patients atteints de Maadie a
Déclaration Obligatoire (décret du 10 Juin 1986, modifié en 1987, 1996 et 1998) de type
entérique (Salmonellose, Shigellose, Choléra...), pour lesguelles le réglement sanitaire
départemental recommande une désinfection (CCLIN Paris-Nord, 1999).

Les effluents liquides hospitaliers peuvent étre classés en trois grandes catégories d’ un
point de vu qualitatif: le premier type inclue les rejets d’ origine domestique qui regroupent les
prélevements et rejets destinés exclusivement a satisfaire les besoins des personnes physiques.
Dans cette catégorie, on trouve : les rgjets des cuisines, les rejets des produits détergents, les
rejets des garages et ateliers, ceux de la blanchisserie, de la chaufferie et de la climatisation
(Darsy et al ., 2002).

Le deuxieme type est celui des rejets de nature spécifique a I'hdpital : Ces rejets
spécifigues communs aux différents services de soins sont les produits désinfectants et
antiseptiques, L hopital rejette également des germes pathogenes issus des personnes mal ades

(Pseudomonas aeruginosa...) qui peuvent se retrouver dans les eaux vannes en ayant
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I ntroduction général

développé une résistance aux antibiotiques, ains que les rejets de germes pathogeénes, les
meédicaments et les métaux lourds (mercure, argent) (Jehannin et al., 1999).

La troisieme catégorie d’ effluents est celle d’ effluents spécifiques aux établissements
de santé qui sont genérés par les activités de soins, d’analyse et de recherche. (Deloffre-
Bonnamour ., 1995). Certains services nécessitent |’ utilisation de certains produits toxiques.
Cest le cas : de I’hémodiayse (procédeé lors duquel le sang du patient est épuré) qui rejette
non seulement des toxines, mais également des produits chimiques (formol, eau de Javel...),
du service de médecine nucléaire : ce service manipule des éléments radioactifs qui génerent
des déchets solides et liquides qui peuvent étre susceptibles de dispersion (Darsy et al.,
2002).

Les composés qui ont été retrouvés dans des prélévements d'effluents hospitalier
couvrent un nombre limité de différentes classes importantes d'antibiotiques. |Is comprennent
principalement les macrolides, les aminoglycosides, les tétracyclines, sulfonamides et
quinolones. Les B-lactamines sont retrouvés a des concentrations faibles comparées a celles
attendues vus leurs utilisation extensive. On ne sait pas Sils ne sont pas présents dans
l'environnement aquatique en raison du clivage possible de I'anneau B-lactame ou si cette
constatation est due au fait qu'ils n'ont pas été analysés ou a d'éventuelles lacunes et difficultés
d'analyse (Kummerer, 2003).

Aprés I'administration, les antibiotiques a usage humain ou leurs métabolites sont
excrétés dans I'effluent et atteignent la station de traitement des eaux usees (STP). Ces
antibiotiques passent dans le réseau d'égouts et finissent dans I'environnement aguatique Sils
ne sont pas éiminés pendant le processus de purification (Kummerer, 2003). L’ hopital
rejette également des germes pathogenes issus des personnes malades qui peuvent se
retrouver dans les eaux vannes en ayant développé une résistance aux antibiotiques utilisés
lors des traitements (Darsy et al., 2002). Un transfert des genes de résistances peut ce faire
entre les souches issues des patients et celle sélectionnées pars la présence de concentration
importante d'agents antimicrobiens (Pal., 2017). En conségquence, les effluents hospitaliers
représentent une voie importante pour la dissémination des genes de résistance et des
bactéries résistantes aux antibiotiques a d'autres molécules dans |'environnement naturel
(Mairi et al., 2017).

Certains services nécessitent I’ utilisation de certains produits toxiques. C'est le cas :
de I’'hémodialyse qui regjette non seulement des toxines, mais également des produits

chimiques (formol, eau de Javel...), conséguence de la désinfection de I'appareil. Les
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effluents radioactifs peuvent avoir deux origines : les services de thérapie (médecine
nucléaire) et les services de diagnostic (laboratoires). Enfin les effluents proviennent
également des |aboratoires et de la pharmacie (Darsy et al., 2002).

L es germes pathogenes que I’ on trouve dans | es eaux usees hospitaliéres peuvent étre :
des bactéries présentes dans les selles et les urines, ou des bactéries responsables d’infections
nosocomiales (Staphylocoques, Streptocoques, Pseudomonas,....)( Moulin et al ., Giorand et
al., 2013). Sur le plan microbiologique, les effluents des établissements de santé seraient
globalement moins chargés que les eaux usées urbaines en particulier par les entérobactéries
(Ibrahim et al., 2010 ; Silva et al., 2011). Les travaux réalisés sur la microbiologie des
effluents hospitaliers mettent en évidence de fagon systématique la présence de bactéries
ayant acquis des caractéres de résistances aux antibiotiques et aux agent antimicrobiens
(désinfectants, métaux lourds)(Emmanuel et al Evenset al ., 2001 ; Mairi et al., 2017).

Les méthodes conventionnelles de traitement dans les stations d'épurations n'éliminent
pas completement |es bactéries résistantes ainsi que les genes de résistances ce qui confirme
le rle des effluents dans la dissémination des genes de résistance en particulier aux
carbapénemes (Nasri et al., 2017). Ce constat a été rapporté pour des souches de bacilles a
Gram négatif productrices de carbapénémases de type OXA-43 en Tunisie (Nasri et al., 2017),
KPC au Brésil (Picdo et al., 2013) et en chine (Zhang et al., 2012). Des souches de K.
pneumoniae productrices de BLSE ont été également rapportées (Silva et al., 2011). Cette
contamination est trés hétérogene en fonction de I’ heure, du jour, du prélévement et des débits
(C-CLIN ParisNord, 1999).

Les B-lactames sont largement utilisés dans le traitement des infections courantes
causées par les bacilles a Gram négatif a savoir les pneumonies, infections urinaires, ainsi que
dans le traitement des infections graves et potentiellement mortelles telles que les septicémies
(Brolund, 2014). Ces pathogenes ont résisté grace a leur organisation membranaire qui
favorise I'exclusion et I'efflux des antibiotiques et par une capacité remarquable a acquérir,
transférer et modifier 1'expression des genes de résistance, dont ceux liés aux B-lactamases a
spectre éendu (ESBL), aux carbapénémases et a d'autres familles d'antibiotiques (Liver more,
2012).

La résistance naturelle ou intrinséque a un antibiotiqgue est commune a toutes les
bactéries d’ une méme espece. Cette résistance détermine les phénotypes « Sauvages » (Mayer
et a. 2000). Par contre, La résistance acquise a un antibiotique n’est présente que chez
certaines souches d' une espéce donnée. Cette résistance résulte d une modification génétique
par mutation ou de |’ acquisition de matériel génétique étranger (Giedraitiene et al., 2011).

s
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Les mécanismes de résistance acquis aux b-lactamines sont de nature enzymatique ou
non enzymatique. Le premier mécanisme non enzymatique chez les bactéries a Gram négatif
est la diminution de perméabilité des porines de la membrane externe qui empéche la
pénétration de I'antibiotique ou limite fortement sa concentration dans |’ espace périplas-
mique. Le second mécanisme non enzymatique est la sélection d une mutation qui aboutit a
une hyperexpression d'un systéme d efflux actif qui va permettre a la bactérie de rejeter
davantage d’ antibiotique dans le milieu extérieur. Enfin, la modification de la cible des b-
lactamines (PLP) qui reste rare chez les bacilles a Gram négatif (Cavallo et al., 2004).

Les B-lactamases constituent le principal mécanisme de la résistance naturelle et
acquise aux b-lactamines, en particulier chez les bacilles a Gram négatif (Philippon et
Arlet, 2006). Ces enzymes d'inactivation sont distribuées selon la classification structurelle
dAmbler en 4 classes : A, B, C et D, basée sur la séquence en acides aminés.Les enzymes
appartenant aux classes A, C et D sont des enzymes a sérine active et seule la classe B
regroupant les métallo-b-lactamases (MBL) nécessitant les ions Zn®* pour leur activité. La
classification fonctionnelle, de Bush et Jacoby est basée sur le spectre de substrats
préférentiels des enzymes et de leur profil d’inhibition (Bush et al., 1995 ; Bush et Jacoby,
2010).

Les carbapénémases appartiennent aux groupes A (KPC), B (NDM) et D (OXA) de la
classification de Bush et Jacoby (2010). Bien que les carbapénémases de classe D a savoir les
oxacillinases, soit principalement décrites chez A. baumannii (OXA-23, OXA-24, OXA-
58...), certaines ont été isolées d entérobactéries, notamment OXA-48 (Queenan et al.,
2007). Les enzymes de type KPC sont des carbapénemases plasmidique de classe A les plus
fréguentes et les plus menacantes, du fait de leur pouvoir de dissémination important aux
siens de nombreuses especes comme K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter spp.,
Salmonella spp., et méme P. aeruginosa et A. baumannii (Miriagou et al., 2003 ; Bratu et
al., 2005 ; Villegas et al., 2007 ; Robledo et al., 2010). Les enzymes de type NDM-1 ont é&é
décrite pour la premiére fois chez les souches de K. pneumoniae et de E. coli en Indien en
2008 (Mathers et al., 2015). Depuis des souches d’A. baumannii et de K. pneumoniae
productrices de NDM-1 ont été identifiées dans plusieurs pays du monde (Djahmi et al.,
2014).

Les BLSE font partie du groupe 2be, c'est-a-dire qu’ elles sont capables d’ hydrolyser

les pénicillines, les céphalosporines de 198, 253%™ 4°™ génération et |es monobactames,

selon la classification de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et Jacoby, 2010). La situation
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épidémiologique est marquée par la diffusion rapide de souches d entérobactéries
productrices de BLSE (EBLSE) de type CTX-M depuis le début des années 2000. Les années
précédentes, d’ autres EBLSE de type TEM et SHV préférentiellement portées par Klebsiella
pneumoniae et Enterobacter spp. diffusaient de maniere épidémique au sein des structures
hospitaliéres (Lucet et Birgand, 2011). Bien que les BLSEs soit décrites le plus souvent
chez les entérobactéries (K. pneumoniae et E. coli), elles restent rarement rapportées chez les

souches de P. aeruginosa et A. baumannii (Tokajian et al., 2015).

L’ émergence de la résistance aux carbapénémases chez les bacilles a Gram négatif
constitue un véritable défi en cela gu’'elle conduit a des impasses thérapeutiques. Cette
résistance peut étre due a des mécanismes chromosomiques (altération de la porine OprD
chez Pseudomonas Aeruginosa), a I’association de mécanismes de résistances (p-lactamase a
spectre éendu (BLSE) et/ou céphalosporinase associée a une perte de la perméabilité
membranaire chez les entérobactéries) ou a la production d enzymes hydrolysant les
carbapénemes (Grall et al., 2011).

En Algérie la résistance aux antibiotiques indique une situation inquiétante. (Baba
Ahmed-kasiet al ., 2014). L’isolement de souches d entérobactéries productrices de
carbapénemases de type OXA-48 a été rapporté chez des patients hospitalisés a |’ hopital
militaire a Constantine (Agabou et al .2014), puis chez d autre souches de K. pneumoniae et
E. cloacae isolées del’ environnement hospitalier & hopital de Guelma (Bouguenoun et al .,
2016). Des souches d’ Acinetobacter baumanii productrices de OXA-23 et NDM_; d’ origine
clinique et environnementale (Bakour et al., 2012 ; Medli et al., 2013 ; Zenati et al., 2016).
La résistance aux antibiotique ne ce limite pas au milieu hospitaier et a pris de en milieu
extra-hospitalier et constitue un ensemble hétérogéne des mécanismes de résistance ainsi que

les supports génétiques.

Actuellement, les BGN multirésistants présentent une dissémination dans différents
compartiments de I'environnements a savoir, les eaux de rivieres (Tafoukt et al., 2017), sur
des végétaux crus (Iégumes et fruits) (Touati et al., 2017 et Zekar-Mesbah et al., 2017),
dans les sandwich (Yaici et al., 2017 ) ou bien, ils sont hébergés par des animaux de
compagnie (Yousfi et al., 2016, 2017) et animaux sauvage (Brahmi et al., 2016 ; Bachiri et
al., 2017) ainsi que chez le poulet de chaire (Belmehdi et al., 2016 ) et le coque reproductible
(Mezhoud et al., 2015).
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L'hépital est un lieu ou sont concentrées des personnes potentiellement porteuses de
germes pathogenes et ou peuvent se développer des infections nosocomiales. |l se pose alors
la problématique de savoir s nos hopitaux peuvent-étre générateurs de bactéries multi
résistantes aux antibiotiques .

Afin d'étudier les isolats bactéries Gram négatif résistantes aux C3G et aux
carbapénemes nous avons adopté la méthodol ogie suivante :

v' Préléevements des eaux usées et Ecouvillonnage de canalisation lavabo au niveau de
trois structures hospitaieres (Frantz Fanon, hopital maternité, hopital d' Oran et
hopital de Tizi-Ouzou).

v' Isolement et identification des bacilles a Gram négatif sur milieu sélectif additionné de
céfotaxime et de méropéneme.

v' Etude de la sensibilité des souches aux B-lactamines, quinolones, aminosides et
colistine

v Détermination des phénotype de résistance aux fB-lactamines.

-
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|. Echantillonnage

Notre étude a été réalisée durant la période allant de février a juin 2018 au niveau du
Laboratoire de Microbiologie de |’ Université A/Mirade Bé§aia.

Des prélévements de différents types d' effluents hospitaliers ont été récupérés dans
trois structures hospitalieres a savoir le CHU de Bgaia (hopital Frantz Fanone, Maternité),
I'ndpital de Tizi Ouzou et I'hdpital d'Oran. Ces prélevements ont concernés les eaux de rejet
(issus de latoilette des patients, toilette et lavage des mains du personnels, lavage du matériel,
rejet des machines de dialyse...etc.) ainsi gu'un écouvillonnage de la canalisation des lavabos

est réalisé afin de récupérer lesrésidus colmatés sur laparoi (Annexell).

II. Méhode de préévements
Soixante douze prélévements d'effluents hospitaliers ont été récupérés utilisons deux
méthodes.

[1.1. Préléevement des eaux deregjets

Un flacon stérile en verre de 200 ml a été introduit a l'intérieur de |’ eau présente dans
le siphon du lavabo (figure 1) ou bien placé directement a la tuyauterie de la machine ou du
réservoir. Les échantillons d’ eaux prélevées ont été étiquetés (date et site de prélévement)
puis transportés immédiatement au laboratoire de Microbiologie de l'université A/Mira de

Béaa

Figure 01: Méthode de prélevement de |’ eau de rejet.
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I1.2. Ecouvillonnage de la canalisation

Le prélévement consiste a frotter en utilisons un écouvillon stérile la surface interne
de la canalisation a fin de détacher les résidus et les bactéries collés a la paroi. L’ écouvillon
est immédiatement introduit dans un tube contenant 3 ml de bouillon nutritif puis transporté
au laboratoire.

[11. Enrichissement, isolement et purification

Nous avons ensemence 50 ml d’eau a analyser de chaque échantillon, dans 50 ml de
bouillon nutritif. Les boulions ainsi ensemenceés et les écouvillons préalablement introduits
dans le bouillon nutritif ont été incubés pendant 24h 448h & 37°C.

A partir de cultures positives (observation d’un trouble), nous avons ensemence une
gélose Mac Conkey additionnée de méropénéme a raison de 0,5 pg/ml pour la sélection des
bacilles & Gram négatif résistantes aux carbapénemes , et de vancomycine a raison de 32

pg/ml pour I’ dimination des Gram positifs.

La recherche des bacilles & Gram négatif résistant aux céphalosporines de 3°™
génération a été réalisée sur gélose Mac Conkey additionnée de 4 ug/ml de céfotaxime et de

32 pg/ml de vancomycine.

Aprés incubation a 37°C /24h, les boites ont été examinées selon |’ aspect des colonies

et chague type est repiqué sur gélose Mac Conkey jusgu’ al’ obtention d’ une culture pure.

[1. Identification préliminaire

L’identification des souches de bacilles a Gram négatif (BGN) été basée sur les
caractéeres culturaux (taille, couleur, aspect, contour des colonies), la coloration de Gram et
une identification préliminaire sur milieu chromogéne chromagar (CHROMagar TM

Orientation) , Annexe |

Figure 02: Aspect des colonies sur chromagar.

]
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Les tests biochimiques clés réalisés pour I'identification des Bacilles a Gram Négatif

sont représentés dans le tableau 02 (Le Minor et Richard, 1993).Pour les souches non

fermentaire, d'autres tests ont été réalisés pour I'identification des souches d'A. baumannii a

savoir lacroissance a 44°C et la pigmentation en vert pour les souches de P. aeruginosa.
Tableau | : Tests d’identification biochimiques

Tests Principe Lecture
Fermentation des sucres, | Ensemencement a partir | » Virage au jaune du culot :
sur milieu TSI d’ une suspension fermentation de glucose (+)

bactérienne de la pente par
stries serrés puis le culot par
piqure centrale.

Incubation a 37°C/24h.

» Virage au jaune de la pente :
fermentation de lactose (+)

» Apparition de bulle dair:
production de gaz

» Noircissement du milieu:

production d'H2S

Utilisation de citrate comme

seule source de carbone sur

milieu citrate de Simmons

Ensemencement par stries

serrés de la pente avec une

culture solide
Incubation a 37°C de 24h a

7 jours.

» Un virage au bleu indique

un test positif

Recherche du nitrate
Réductase sur bouillon

nitraté

Ensemencement du bouillon
a partir de la suspension
bactérienne

Incubation a 37°C/24h.

Aprés|’gout de NRI et NRII ;

» coloration rouge : nitrate
réductase (+)

» Absence de coloration:
Nitrate réductase (-)

Ajout du zinc:

> Nitrate réductase +: le

milieu reste jaune
» Nitrate réductase -

coloration rouge
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Production d’indole sur
milieu eau peptonée
exempte d'indole

Ensemencement du milieu

avec la suspension
bactérienne
Incubation a 37°C/24h.

» Addition du réactif de
Kovacs: [I'apparition dun

anneau rouge: indole (+).

Recherche d’une uréase sur

milieu urée-indol

Ensemencement du milieu a
partir de culture solide.
Incubation a 37°C/24h.

du

rouge/rose : uréase (+).

» Virage milieu au

Etude du types fermentaires

sur milieu Clark et Lubs

Ensemencement du milieu

par la suspension
bactérienne
Incubation a 37°C/24h.

On divise |le contenu de tube en

deux :
» Ajout de réactifs VPI
puis VPII

premier tube, virage au

dans le
rouge : VP(+).

» Ajout de
méthyle

rouge de
(RM),
coloration rouge: RM

(+).

V. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques a éé évaluée par la méthode de

I antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les recommandations
de I'European Comitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2018).

A partir d’une culture de 18 a 24h, on réaise une suspension en dissociant 4 a 5

colonies dans 5ml d'eau physiologique stérile pour un inoculum d environ 10° UFC/m

(EUCAST, 2018).

Des boites Mueller Hinton ont été ensemencées par écouvillonnage et des disques

d’antibiotiques appartenant a différentes familles (B-lactamines, quinolones, aminosides et

polymexines) ont été déposés al’aide d'une pince stérile . Les boites sont incubées pendant

24h a 37°C.
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Tableau |l : Liste des antibiotiques testés

Famille Antibiotique | Symbole Charge
(g)
Pénicillines Amoxicillinet | AMC 30
acide
clavulanique
Timociline TEM 30
Céphal osporines C3G | Céftazidime CAZ 30
Céfotaxime CTX 30
C2G | Céfoxitine FOX 30
Carbapénemes Imipénéme IMP 10
Méropéneme | MEM 10
Ertapénéme ETP 10
Monobactames Aztréonam ATM 30
Aminosides Tobramycine | TOB 10
Amikacine AK 30
Fluoroquinolones Ciprofloxacine | CIP 5
Polymixines Coalistine CT 30

On mesure a I'aide d'un pied a coulisse les différents diametres des zones
d’inhibitions obtenues autour des disques d’ antibiotiques. L’ interprétation des résultats en
sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) est effectuée selon les critéres définis par
I’EUCAST (2018) et (CA-SFM,2013)

V. Recherche de la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

V.1. DD-test (Test desynergie) :

Letest de synergie consiste a placer des disgques de céfotaxime, céftazidime, céfépime
et aztréonam a une distance de 20 mm centre a centre d'un disque amoxicilline-acide
clavulanique. La présence probable d’une BLSE se traduit par I’ apparition d’ une image de
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synergie entre les disques de Céphalosporine de 3°™ et 4°™ génération et/ou aztréonam et le

disque d’ augmentin® (Jarlier, 1988).

V1. Recherchedela production de Carbapénemases

VI1.1. Test CIM (Carbapenem Inactivation Method)

Le test CIM est une nouvelle méthode phénotypique de détection des différents types
de carbapénemases (KPC, NDM, OXA-48, VIM, IMP et OXA-23) (Vander Zwaluw et al.,
2015).

Le principe de latechnique est résumé comme suit :

1- Préparer 03 Eppendorfs contenant 500ul d’eau physiologique stérile .

2- Faire suspendre dans le premier Eppendorf une ose de E .coli ATCC25922 sensible
comme témoin négatif. Dans le deuxiéme, une souche productrice de KPC (K.
pneumoniae Carbapenemase) comme témoin positif et dans le troiseme la souche a
tester.

3- Introduire dans chaque Eppendorf, un disque de meropéneme (MEM) de 10ug
(Cypress Diagnostic) puisincuber au minimum 2 heures

4- Apreés incubation, déposer les disques de MEM correspondant au témoin (+), témoin
(-) et aux souches atester sur des boites de Petri contenant de la gélose Mueller Hinton
préalablement ensemenceées par la souche E. coli ATCC25922. Les boites sont par la
suite incubées pendant 24h & 37°C. Lalecture a été faite en mesurant les diametres des
zones d'inhibition et |’ interprétation

en sensible, résistante et intermeédiaire est réalisée selon les recommandations de
I"EUCAST (2018).

V1.2. Sensibilité a la témocilline

La témocilline est identifiée comme un marqueur suggestif permettant de détecter les
carbapénemase de type OXA-48 qui conferent une résistance de haut niveau. La résistance
élevée a la témocilline n'est pas limitée aux a ces enzymes, les métallo-béta-lactamases
(MBL) et les KPC peuvent également étre tres résistants a la témocilline. Par conséquent, la
résistance alatémocilline est considérée comme une confirmation phénotypique de I'OXA-48
seulement dans les cas ou d'autres mécanismes de résistance au carbapénéme sont exclus
(Bakthavatchalam et al., 2016 ; Dandachi et al., 2016).
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Un antibiogramme des souches isolées sur Mac Conkey additionné de méropéneme
(0.5ug/ml) aétéréalisé en utilisant un disque de témocilline et un disque d'ertapénéme. Apres
incubation a 37°C/24h, une souche est dite résistante si le diamétre de la zone d'inhibition et

<11 mm et sensible s'il est >12 mm (Bakthavatchalam et al., 2016).
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|. Répartition desisolats par site de prééevement

Au terme de notre étude, 72 échantillons d’ effluents hospitaliers ont été prélevés au
niveau de 3 hopitaux (CHU de Béjaia, hopital de Tizi-Ouzou, hopital d'Oran).

Apres isolement, purification et identification 61 souches de bacilles a Gram négatif,

dont 42 souches sont isolés sur CTX (entérobactéries) et 19 souches ont été isolées sur

meéropéneme (13 sont des entérobactéries et 6 sont des non fermentaires) ont été caractérisées.

Larépartition des souches isolées par sites de prélévements et représentée dans le tableau 111 :

Tableau |11 : Répartition des souches par sites de prél évement
Sites de prélévement Nombrede Nombred'isolats Nombred'isolats
prélévements isoléessur CTX isoléessur MER
Service hémodialyse 12 04 01
Service pneumo- 10 06 03
phtisiologie
Service ORL 03 01 02
Service Maxilo Faciale 02 02 )
Laboratoire 04 - 01
Service maladies infectieux n 06 07
Service maternité 20 15 03
Hopital Oran 07 05 02
Laboratoire
Hoépitd Tizi-Ouzou 03 03 -
Réanimation
Tota 72 42 19
CTX : Céfotaxime MER : Méropéneme

)
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I1. Répartition des souchesisolées par espece

Les 42 souches d entérobactéries isolées sur milieux supplémenté de CTX sont
appartiennent majoritairement al'espéce K. pneumonae qui occupe la premiére place avec 15
(36%) souches, suivi de K. oxytoca avec 14 (33%) souches, et enfin Enterobacter sp. avec
13souches (31%). Les 19 souches de BGN isolées sur MER appartiennent a deux groupes
bactériens a savoir les entérobactéries ,avec K. pneumoniae qui occupe la premiére place avec
7 souches, suivi d’ Enterobacter sp. avec 3, K.oxytoca avec 2 souches et enfin Citrobacter sp.
avec 1 souche. Le deuxiéme groupe et celui des BGN non fermentaire avec 5 souches de P.

aeruginosa et 1 souches d'A. baumannii.

25

36%

20

15

10

0
k,pneumonae K,oxytoca Enterobactersp Citrobactersp
Figure 03: Répartition des entérobactéries isolées par espéce
[1l. Sensbilité des souches d'entérobactéries isolées sur CTX aux
antibiotiques:

II1.1. Sensibilité des entérobactéries aux pB-lactamines

L’ ensemble des 42 souches fermentaires isolées de différents prélévements sur CTX ont
¢té testées vis-a-vis de 05 B-lactamines : Amoxicillinet+acide clavulanique, Céftazidime,

Céfotaxime, Céfoxitine et I’ Aztréonam. Les résultats sont indiqués dans |’ annexe V
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La figure ci-dessous illustre les taux de résistance des souches d’ entérobactéries étudiées vis-
a-vis des B-lactamines. La quasi-totalité des souches (86%) sont résistantes vis-a-vis de CTX,
ATM et CAZ. Une résistance aI’AMC est ala FOX est également remarquée avec 76% et
48% souches résistantes respectivement, dont 08 souche de klebsiellasp et 12 souche
d enterobacter sont résistante ala FOX .

|

ATM \,
AMC FOX :

Figure 04: Taux de résistance des entérobactériesisolés sur CTX aux p-lactamines
[11.2. Sensibilité des entérobactéries aux autres familles d’ antibiotiques

L’ ensembl e des entérobactéries ont été testées vis-a-vis de 03 familles d’ antibiotiques:
Aminosides (Tobramicine et Amikacine), Polymixine (Colisitine) et Fluorogquinolone

(Ciprofloxacine). Les résultats des antibiogrammes sont donnés dans |’ annexe V1

D’apres la figure 06, une résistance modérée est observée chez les souches
d entérobactéries vis-a-visde laTOB et AK, CIP. La colistine reste I antibiotique le plus actif
contre ces souches.
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M Entérobactéries

71%

Figure 05: Taux de résistance des entérobactéries aux différents antibiotiques
[11.3. Détermination des phénotypes derésistances probables aux -lactamines

| Le test de synergie réalisé sur les souches d’ entérobactéries a révélé la production
probable d’une p-lactamase & spectre étendu chez 26 souches qui présentent un test de
synergie positif (Figure 07). Les diametres des zones d’inhibition obtenus sont présentés en

AnnexeVII

Image de synergie positif de la souche

Image de synergie négatif de la souche
Pneumo 07 A (K. pneumoniae) X SYNETIE e

Pneumo 06 (K.pneumoniae)

Figure 06 : résultat de test de synergie
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Tableau IV : Répartition des souches selon letest de synergie.

caracteres Nombre de souches Code des souches

DIA 06 .DIA 09, DIA 11, PNEUMOOL, PNEUMO(3
PNEUMO03A, PNEUMOOTA PNEUMOOTB
PNEUMOOTC, OFL 03, MAX 01B, MAX 02 EINM,

Image de synergie : 26 souches EI06 A EIO6B L03 A L03B,L04INF,
BLSE+ MOLMO03 MO6A GO4A GO4C GO3 OROTB,
ORO0TE

DIAMA MOSAMOGBMOBC MO MOIGE,
MO? AMOSB.G 03 AGOIE, OR0TA OROTC,
OR 07D, PUA PUB. 5F

BL5E - 16 souches

Les 19 souches n'ont pas présentés dimage de synergie et sont résistante a la FOX qui

correspond a un marqueur phénotypique de la présence d’ une céphal osporinase.

Deux hypothéses sont a prendre en considération. La premiere hypothése que nous
avons posée est que les souches dont I'image de synergie est absente sont de faux négatif. Un
test a la cloxacilline peut monter une restauration de I'activité des C3G et des associations
béta-lactamamines + inhibiteur de béta-lactamase (AMC) avec présence d'image de synergie
en bouchon de champagne (BLSE+ céphalosporinase). La deuxiéme hypothese est que le test
a la cloxacilline inhibe I'action de la céphalosporinase (naturelle ou plasmidique) et permet

donc le retour au phénotype sauvage de la souche testée.

V. Sensibilité des souches de BGN isolées sur MER aux antibiotiques

IV.1. Sensibilité des entérobactéries aux p-lactamines

L’ ensemble des 13 souches fermentaires isolées sur MEM ont été testées vis-a-vis de 05

B-lactamines : Amoxicillinetacide clavulanique, Céftazidime, Céfotaxime,méropeneme,
imipineme, Céfoxitine et I’ Aztréonam Annexe V1|1

Lafigure 08 illustre les taux de résistance des souches d’ entérobactéries étudiées vis-a-vis
des B-lactamines. La quasi-totalité des souches (85%) est résistante a I'ETP, (77%) sont
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résistante a I’IMI| une résistance a la CAZ est remarquée également avec (38%), enfin une
résistance alaFOX, CTX, MEM,ATM avec 04 souches.

77%

- 38%

Figure 07 : Taux de résistance des entérobactéries aux f-lactamines

IV.2. Sensibilité des BGN non fer mentair es aux p-lactamines

L’ ensemble des 06 souches non fermentaires isolées de différents prélévements ont été
testées vis-a-vis de 06 P-lactamines: Aztréonam, Céftazidim, Céfotaxime, Céfoxitine

Meéropéneme et I’ Imipéneme. Les résultats sont indiqués dans I’ Annexe VI 11

La figure 09 montre les taux de résistance des BGN non fermentaires vis-a-vis des -
lactamines. La plupart des souches sont résistantes a |'aztréonam(83%). La résistance a
I'imipéneme , Céfotaxime, Céfotaxime est observée avec un taux important chez (67%) et

(33%) souchesrésistante aMEM. LaCAZ reste I’ antibiotique le plus actif contre ces souches.
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83%

67% 67% 67%
I “ ]
ATM CTX FOX IMI MEM CAZ

Figure 08 : Taux de résistance des non fermentaires aux f-lactamines.

IV.3. Sensibilité des souches BGN aux autres familles d’antibiotiques

L’ensemble des BGN ont été testées vis-a-vis de 03 familles d’ antibiotiques autres que
les B-lactamines : aminosides (Tobramicine et Amikacine), polymixines (Colisitine) et
fluoroquinolones (Ciprofloxacine). Les résultats des antibiogrammes sont donnés dans

I'annexe | X et X

Les taux de résistance des souches isolées a ces antibiotiques sont illustrés dans la
figure 10. D’ apres la figure 10, une résistance un peu modérée est observée chez les souches
BGN non fermentaires vis-a-vis d autres familles d antibiotiques: TOB, CT, CIP, et AK.
Chez les souches BGN entérobactéries des taux plus faibles sont rapportés vis- &vis d’ autres

familles d’ antibiotiques comparés aux non fermentaires .

E
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Figure 09: Taux de résistance des BGN au différentes ATB

IV.4. Phénotypes derésistances probables aux p-lactamines
> Recherche des p-lactamases a spectre éendu (BL SE)

Les résultats du test de synergie réalisé sur les souches BGN isolées sur MER, ont
révélé la production d’une B-lactamase a spectre étendu chez 02 souches (test de synergie

positif pour les souches qui portent les codes suivant : pneumo 09et MO7A) (Figure 13).

FigurelO:Test de synergie positif de la souche pneumo 09 (Enterobacter sp.).

Les souches non fermentaire sont des BLSE-
Parmi la totalité des souches testés, 04 souches d’ entérobactéries sont résistantes a la

FOX , elles sont probablement productrice d’ Ampc.
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» Recherchedelaproduction dela Carbapénémase

Les résultats de test CIM ont révélés que 02 souches parmis les 18 souches

résistantes aux carbapénémes sont probablement productrices de carbapénémases

Test CIM négative pour la souche ORL Test CIM positif pour les 2 souches
01 (P.aeroginosa) Pneumo 06 et Pneumo 06 ¢
(des K.pneumonae)

Figurell: Reésultat de test CIM

Letest alatimocilline nous amontré que 15% souches sont résistantes ala Timociline et a
I’ ertapeneme (elles sont peut étre de type OXA48) , les autres souches sont sensiblesa la
Timociline .

Soucherésistante a la
Timociline ( K.pneumoniae)

Souche sensible a la
Timociline :(K.pneumoniae)

Figurel2: Résistance alaTimociline 2
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Discussion

Un totale de 61 souches de bacille a Gram négatif ont éé isolées de différents types
d effluents hospitaliers collectés au niveau des trois structures hospitaliere (CHU Begjaia,
hopital de Tizi-Ouzou et hopital de Oran). 42 souches ont été isolées sur milieu Mac Conky
additionée de 4ug/ml de CTX appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae (100%) (K.
pneumoniae, Enterobacter sp.). Par contre, 19 souches ont été isolées sur le méme milieu
additionnée de méropénéme dont 68% (13) appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae
(Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp...) et 32 % (05) font partie des bacilles a

Gram négatif non fermentaires (P. aeruginosa et A. baumannii).

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés en Afrique (Algérie, Maroc, Cote
d'lvoire et Benin) et en Europe (Espagne et France), qui ont mis en évidence une flore
bactérienne résistante dans les effluents hospitaliers principalement par les bacilles & Gram
négatif appartenant ala famille des Enterobacteriaceae (principalement Klebsiella sp) et des
Pseudomonaceae (Pseudomonas aeruginosa) (Marisol et al., 2000; Jeannette et al., 2007;
Atef et al., 2008 ; Ekhaise, 2008; Ameziane et al., 2012 ; Guessennd et al., 2013). Le
méme constat a été rapporté par une étude réalisée en 2016 sur les effluents hospitaliers au
niveau du CHU de Khelil Amrane de Begaia (Hezouat et Khane, 2016). Cette flore est
composeée principalement de la flore des malades, du personnel et de celle de I’ environnement

hospitaliers (sols, surfaces, matériels, eau et air) (Guessennd et al., 2013).

Les infections causeées par des bactéries a Gram négatif constituent une préoccupation
majeure dans les établissements de soins de santé ainsi que dans la communauté en général.
Les principales bactéries a Gram négatif causant des infections sont E. coli et K. pneumoniae
parmi les entérobactéries ainsi que P. aeruginosa et A. baumannii parmi les bactéries non-
fermentaires (Vallée et al., 2015). En plus de S. aureus, ces bactéries ont été retrouvées dans
les effluents hospitaliers et présentent une résistance a plusieurs familles d’ antibiotiques (béta-
lactamines, aminosides et fluoroquinolones) (Guessennd et al., 2013). Des travaux nationaux
et internationaux ont rapportés la contamination par des souches d’A. baumannii, P.
aeruginosa et K. pneumoniae multirésistante isolées de |’ environnement hospitalier proche
des patients et du personnel (surfaces, lavabo, robinet, chasse d'eau et de matériel médicale).
Ces souches ont une capacité de survie qui peux durée des mois sur des surfaces inanimées et
sont fréqguemment isolées des patients atteints d'infections nosocomiales (Touati et al.,
2010 ; Zenati et al.,2016).
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Les souches de P. aeruginosa sont plus dominantes dans les eaux usées hospitalieres
(plus de 10 fois supérieur) que les eaux usées urbaines (Schlosser, 1999). Nous avons isolé
une souche d’A. baumannii. Ces especes sont rapportées par Guessennd et ses collaborateurs
en 2013 a partir des effluents hospitaliers d'un CHU au Céte d’ Ivoire.

Sur le plan microbiologique, les concentrations en microorganismes sont plus faibles
dans les effluents hospitaliers que dans les effluents urbains, ce qui est probablement lié a des
concentrations plus élevées en désinfectants, métaux lours et antibiotiques (Lepart, 1999 ;
Darsy et al., 2002 ; Haartemann et al., 2005). Ce constat peut expliquer le faible nombre de
bacilles a Gram négatif présence dans les échantillons analysés mais aussi |'utilisation de
milieux additionnés dantibiotiqgues (CTX et Méropéneme) participe également a cette

réduction.

Le systéme le plus indiqué pour I’ évacuation des eaux usées d’ une structure de soins
est le raccordement & un systéme d’égout bien congu et performant, qui doit étre lui-méme
relié a une usine de traitement. Les eaux vannes (Lavabo) doivent étre déversées dans une
fosse septique, et les effluents dirigés vers une fosse de décantation ou un fossé d'infiltration
(OMSS, 2010). Les procédés actuels de traitement des effluents, et opérés par des STEP a boue
activée qui ne limitent pas suffisasmment les concentrations bactériennes, et des quantités non
négligeables des genes de résistance peuvent atteindre quotidiennement |’ environnement
(Stalder, 2012).

Les céphalosporines de 3eme génération (C3G) et les carbapénémes font partie
des B- lactamines ayant le plus large spectre d’action a I’égard des bactéries a Gram négatif.
En effet, les C3G sont utilisées dans le traitement des infections nosocomiales graves et les
carbapénemes sont utilisées en thérapie empirique ou comme traitement contre des infections
causées par des bactéries d§ja résistantes aux C3G (Cavallo et al., 2004 ; Nordmann, 2010 ;
Ghafourian et al., 2015).

La situation épidémiologique est marquée par la diffusion rapide de souches
d’ entérobactéries productrices de BLSE de type CTX-M depuis le début des années 2000
(Lucet et Birgand, 2011).

Des éudes ont rapportées au Nord de I’ Algérie, la prédominance de BLSE de type
CTX-M-3 et CTX-M-15 et cela a Tlemcen, Oran, Alger, B&aa, Tizi-Ouzou, Sétif,
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Constantine et Annaba (Gharout-Sait et al. 2012 ; labadene et al. 2009 ; Meradi et al.
2011; Messai et al. 2008 ; Naas et al. 2005 ; Bouguessa et al. 2006). Des BLSEs de type
STV-26, CTXM-15 et CTXM-14 ont été rapportées seul ou en association aves une
carbapénemase (Galler et al., 2013). Mais maheureusement, aucune étude n’ a été consacrée
aux entérobactéries productrices de BLSE émergents dans les effluents rejetés par les

hopitaux en Algérie.

La recherche de la production de carbapénémase a montrée que le test CIM  été
positifs pour 02/12 souches seulement (K.pneumonae) ce qui confirme la production d'une
carbapénemase. La résistance aux carbapénémes (imépinéme etertapéneme) est due a la
production d’ enzymes de types carbapénémases regroupées en 3 classes: |es carbapénémases
de type oxacillinase (classe D), de métallo-B-lactamases (classe B), et des carbapénémases de
(classe A) (Kempf et Rolain, 2012). La résistance a la timocilline peut confirmer la
production d'une OXA-48 comme la rapporté Dandachi et collaborateurs (2016). Ces
enzymes ont une dissémination mondiale pour inclure I'Europe, les payés méditerranéens et
I'Afrique (Nordmann et al., 2011 ; Djahmi et al., 2014). La présence d'entérobactéries
productrices de carbapénéemases de type KPC, OXA48 et NDM-1 ont été rapportées dans les
effluents hospitalier (Zhang et al., 2012 ; Picao et al., 2013; Nasri et al., 2017).

Les souches résistantes aux carbapénemes, test CIM négatif et sensibleala
timocilline peut étre expliqué par deux mécanismes impliquant tous deux des B-lactamases.

Le premier mécanisme est associé ala production d’ une céphal osporinase chromosomique
et/ou plasmidique ou une BLSE avec une diminution quantitative ou qualitative de
I’expression des porine. Le second est li¢ a la production d'une B-lactamase a forte activité

hydrolitique vis-a-vis des carbapénémes (Nordmann et Carer, 2010).

En ce qui concerne la résistance aux autres familles dantibiotiques, une résistance
modérée est observée chez les entérobactéries et les non fermentaires vis a vis de la
Tobramycine, Amikacine et Ciprofloxacine. Ces résultats sont différents a ceux d'Islam et al
.2008, qui ont trouves dans leurs travaux sur les bactéries multirésistantes i sol ées des effluents
hospitaliers une résistance marquée vis avis de 5 familles d’ antibiotiques avec une résistance
de 100% ala ciprofloxacine (Islam et al., 2008).

L’ observation de cette multi-résistance traduit bien la présence des BMR dans les
effluents hospitaliers et &I’ hépital comme le montre les travaux de Guessennd et al. 2008 et
de Dadié et a en 2003. Cela pourrait s'expliquer d’une part par la pression de séection
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exercée par les praticiens et d'autres part par la présence de faibles concentrations
d’ antibiotiques non métabolisé rejetées par |I'hépital (Guardabassi et al., 1998, Jeannette et
al., 2007 ; Thomaset al., 2007 ).

L'adhésion des microorganismes a la surface des matériaux est un phénomeéne assez
rapide. Les microorganismes ainsi fixés sécretent un ensemble d'exopolymeéres, pour aboutir a
la colonisation du matériau. Le biofilm constitue une couche protectrice dans laquelle les
bactéries sont a I'abri de I'action des produits chimiques et des désinfectants (Hygiéne
hospitaliere, 2008). Cela peut explique la présence de bacilles a Gram négatif résistant sur la
canalisation des lavabos comme la rapporté Herruzo et collaborateurs (K. pneumoniae
productrice dOXA-48 et VIM dans les siphons des chambres de malade).
La contamination des siphons doit étre traitée par I'utilisation de grande quantité de

désinfectant .
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Au cours de cette étude qui S est déroulée au niveau du laboratoire de I’ université de Bgaia,
les résultats que nous avons obtenus montrent que les effluents hospitaliers (rgjets de nature
domestique, rejets specifiques a |'hopital, rejets spécifiqgues a certains soins) peuvent

constituer un réservoir potentiel de bacilles a Gram négatif multirésistants aux antibiotiques.

Sur les 72 prélévements effectués a partir des eaux de rejet et des canalisations des
lavabos, 61 souches de bacilles a Gram négatif ont été isolées sur milieu additionné de CTX et

méropénéme répartie comme suit :

» 15 souches de K. pneumoniae, 14 souches de K. oxytoca et 13 souches d'Enterobacter
sp. ont ééisolées sur CTX (42souches d entérobactéries) ;
» 05 P. aeruginosa , 01 A. baumannii, 07 souches K. pneumoniae, 02 souches de K.

oxytoca et une souche Citrobacter sp. ont éte isolées et identifiees sur MEM .

L'étude de la résistance des souches vis-a-vis des antibiotiques testés a montreé que :

v' Les souches d'entérobactéries isolés sur méropénéme présentent un taux de
résistance élevée vis-a-vis des carbapénémes testés dont. 10 souches sont
résistantes a I'imipéneme, 11 souches sont résistantes a l'ertapénéme et 04
souches sont résistantes au méropénéme. Par contre, seules 2 souches ont été
caractérisées comme productrices de carbapénemases.

v' Larecherche de la production de BLSE a été mise en évidence chez 24 souches
isolées sur CTX et 2 souches isolées sur méropénéme.

v' L’ensemble des bacilles a Gram négatif isolés sur CTX ains que sur MEM
présentent une résistance modérée vis-a-vis des PB-lactamines, quinolones et

aminosides et restent sensibles vis-a-vis de la colistine.

Il ressort de cette étude que les effluents hospitaliers en Algérie sont largement
contaminés par des bacilles a Gram négatif multirésistantes qui sont impliquées dans les
infections nosocomiales, contaminent le sol et les ressources en eau et causent des
problémes de santé publique.

Ces effluents rejetés sans traitement préalable dans la lagune peuvent constituer une
source de dissémination de ces bactéries potentiellement pathogénes. La mise en place de

station de traitement par les autorités est primordiale afin de réduire le risque sanitaire de ces

£
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effluents hospitaliers. Cela pourra contribuer dans la limitation du risque da la dissémination

des BMR et des genes de résistance dans I'environnement.

Les résultats de notre étude restent préliminaires et méritent d’ étre compléter par :

v

D’abord informer les professionnels de santé des enjeux que cause les bactéries
multirésistantes, des substances antibactériennes ains que les genes de résistances
présentent dans |es effluents hospitaliers pour I'environnement et la santé publique ;
Elargir I'étude sur l'ensemble des pathogenes qui font I'objet de surveillance
internationale de la résistance aux antibiotiques;

Comparer les souches isolées des effluents a celles isolées de I'environnement des
patient et des infections nosocomiale pour déterminer leur origine;

La réadisation d autres tests phénotypique : test de synergie a la cloxacilline, Carba
NP, test de Hodge, sensibilité a I'EDTA et acide boronique pour déterminer le type
d'enzymes produite;

La détermination de I'efficacité de la mise en place de station d épuration dans la
désinfection des eaux usée hospitaliere;

L'é&ude de la résistance des souches isolées des effluents a d autres agents

antibactériens autres gque les antibiotiques.
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Annexe | Un ensemencement des souches pures sur milieu Chromogene a été effectue,

apres 24h d’incubation dans des conditions d’ agrobiose a 37°C, les souches ont été identifiées
selon leur apparence (Tableau ).

Tableau 0I: Aspects des colonies sur milieu Chromogéne (fiche technique).

Microor ganisme Apparence des colonies typiques
E.coli Rose foncé arougeétre
Klebsiella, Enterobacter, o
_ _ Bleu métallique
Citrobacter, Serratia )
(+/-violet)

Proteus, Morganella,

_ _ Colonies plates avec un halo
Providencia

marron

) Bleu avec halo marron
Proteus vulgaris

Ttranslucide (+/ pigmentation
Pseudomonas

, naturelle couleur créme a vert)
aeruginosa

Colonies muqueuses blanches

Acinetobacter baumanii opagues

Petites colonies bleus turquoises
Enterocoque
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Annexe |1: Répartition des prélévements par structure de soin, date de préévement ainsi que

le Type et le nombre de prél évements.

Date Typede préléevements
Ecouvillonnage de la canalisation
Eau derget
lavabo
Eau derein artificiel, e Lavabolet 2 (salle de soins)
Eau dergjet final dela e Lavabo3et4(sdled eau)
machine de dialyse, e Lavabo 5 (chambre du
Eau de rgjet du lavabo personnel )
Service salle de soins, e Lavabo 6 (sdle de
hémodialyse Eau de I'apparel consultation)
28/02/2018 Hapital 200G SSeLr, o Lavabo 7 (sdle deau
Frantz Rejet de I’ osmoseur, médecin).
Fanon Rejet de lavage et

stérilisation de la

machine.
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Lavabol et lavabo 2

(salede soins

Lavabol (salle de soins
femme),

Service femme), Lavabo 3 e Llavabo 3 (sdlle dea
pheumo- (salle d’ eau femme). femme).
htisiologie ,
06/03/2018 P J Lavabol (sdle d'eau e Lavabol (sdle d eau homme)
Hopital homme), Lavabo2 e Lavabo2 (sdle de soins
Frantz (sale de soins homme)
Fanon homme), I'eau de
I’ appareil de ponction
(service homme).
Service e Lavabol (sallede soins)
ORL Lavabol (salede
Hépital soins)
07/03/2018 Frantz lavabo 2 (bureau
Fanon médecin)
Service
Maxilo
Faciale
Hépital
Frantz Lavabo du personnel e Lavabo du personnel
Fanon

Laboratoire

lavabo du personnel,
Lavabo du rejet
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22/03/2018 microbiologique (suspension
bactérienne...)
Lavabo de reget biochimique
(sang, réactif, résidus...).
Lavabol (salle de soins)
écouwvillon lavabo 2 (sdlle
Service | Lavabol (salledesoins), d eau patients)
maladies | |avabo 2 (salled eau lavabo 3 (sdle deau
infectieux | patients), lavabo 3 (salle personnels),
23/03/2018 Hopital | deau personnels), lavabo 4 lavabo 4 (bureau médecin),
Frantz (bureau medecin), lavabo 5 (douche patients),
Fanon (salle ' eau medecin). lavabo 6(cuisine).
Lavabo 1 (chambrel Lavabo 1 (chambrel
Maternite), Maternité),
lavabo 2 (salle
lavabo 2 (sdlle d accouchement Maternité),
d’ accouchement Maternité), . .
Hopital lavabo 3 (nurserie Maternité),
M aternité et lavabo 3 (nurserie Maternité), lavabo 4( bureau chef service
Génécologie | lavabo 4 (bureau chef service Maternite)
25/03/2018 Maternité), lavabo 5 (sdle de soins

lavabo 5 (salle de soins
Maternité),

lavabo 1 et 2 (salle de soins
Gynéco),

lavabo 3 (chambre 1

Maternité),

lavabo 1 et 2 (salle de soins
Gynéco),

lavabo 3 (chambre 1 Gynéco)
lavabo 4( chambre 2

Gynéco),
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Gynéco),
lavabo4 (chambre2 Gynéco),

lavabo5 (chambre3 Gynéco).

lavabo 5 (chambre 3
Gynéco).

Lavabol (salle de soins

30/03/2018 Hrgence).
Hopital | |avabo2 (sdlle de soins
Tizi ouzou | reanimation),
lavabo 3 (salle de
consultation sage femme).

e Lavabol (sdle de soins
urgence),Lavabo2  (toilette
des personnels),Lavabo3

Lavabol (sdle de soins (toilette des patients),lavabos
. urgence), Lavabo2 (toilette (laboratoire).
01/04/2018 Hopita des personnels), Lavabo3
Oran

(toilette des patients).

TOTAL : 72
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Annexes |11 : Phénotypes probables de résistance aux antibiotiques, souchesisolés sur CTX :
Code de la souche Espéce Profil delarésistance Synergie Phénotype probable

DIA 04A k.pneumonae CTX, AK,TOB. - /
DIA 06 k.pneumonae AMC,CTX,ATM,CAZ,AK,TOB + BLSE +
DIA 09 k.pneumonae AMC, CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE +
DIA 11 Koxytoca AMC, CAZ, CTX, ATM, AK,CIP,TOB + BLSE +
PNEUMOO01 Enterobacter AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
PNEUMOO03 Enterobacter AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
PNEUMOOQ3A Enterobacter AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
PNEUMOOQ7A k.pneumonae AMC, CAZ, CTX,ATM,CT,AK,CIP,TOB + BLSE +
PNEUMOO07B k.oxytoca AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM, + BLSE + ,Céphalosporinase
PNEUMOQ7C Eenterobacter AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
ORL 03 Enterobacter FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
MAX 01B Enterobacter AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,CIP, TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
MAX 02 Enterobacter AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
EI04 K.oxytoca CAZ,CTX,ATM,CT,AK,CIP,TOB + BLSE +
El 06 A K.pneumonae AMC,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE +
El 06 B Enterobacte AMC,CAZ,CTX,ATM,AK, TOB + BLSE +
LO3A K.oxytoca AMC,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE +
L O3B K.oxytoca AMC,CAZ,CTX,ATM,AK,TOB + BLSE +
L 04 INF K.pneumonae CAZ,CTX,ATM,CT,AK + BLSE +
M 01 K.pneumonae AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE + ,Céphalosporinase
M 03 Enterobacter AMC,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB + BLSE +
M 05A K.oxytoca CAZ,ATM,CT, TOB - /
M 05B K.oxytoca AMC,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP,TOB - /
MO5C K.pneumonae AMC,CT, TOB - /
M 06 K.oxytoca FOX,AK,CIP,TOB - Céphalosporinase
M 06 A K.pneumonae CAZ,CTX,ATM,CT,AK,CIP,TOB + BLSE +
M 06 B K.oxytoca FOX,CT, TOB - Céphalosporinase
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M09 A
M09 B
GO3A
G 03B
GO4A
Go4C
GO05
ORO7 A
ORO07B
ORO7C
ORO0O7D
ORO7E
PUA
PU B
SF

Enterobacter
Enterobacter

Entzrobacter

k.oxytoca
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
K. oxytoca
K.oxytoca
K.oxytoca
K.oxytoca

Enterobacter

Enterobacter
K.pneumonae

AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK
AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM
AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM
AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,CT
AMC,CAZ,CTX,ATM
AMC,CAZ,CTX,ATM

CT,TOB

AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM
AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM
AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,CT
AMC,CT,CIP,TOB
AMC,CAZ,CTX,ATM,CT
AMC,CAZ,CTX,ATM,CT,AK,CIP,TOB
AMC,FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,TOB
FOX,CAZ,CTX,ATM,AK,CIP, TOB

Céphal osporinase
Céphal osporinase
Céphalosporinase
Céphal osporinase
BLSE +

BLSE +

BLSE +

Céphal osporinase
BLSE + ,Céphalosporinase
Céphalosporinase
/

BLSE +

/

Céphal osporinase
Céphalosporinase
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Annexe |V : Phénotypes probables de résistance aux antibiotiques des souches isol és sur méropeneme

Codedela

Résistance a

souche Espéce Profil delarésistance Synergie la timociline CIM Phénotype probable
DIA 04 Citrobacter sp. FOX,CAZ, - S(29) S(20) Céphal osporinase
PNEUMOO06 K.pneumoniae FOX,CAZ,CTX,IMI,MEM ,ATM, .ETP - R R Carbapénemase (peut étre de type OXA48)
PNEUMOO06C K.pheumoniae FOX,CAZ,CTX,IMI,MEM,ATM, ,ETP - R R Carbapénemase (peut étre de type OXA48)
PNEUMO 09 Enterobacter sp. | FOX,CAZ,CTX,ATM, + S(25) S(21) BLSE+ Imperméabilité
LO2A K.pneumoniae IMI , ETP - S(25) S(20) NON interprétable
LO2C K.pneumoniae IMI, ETP - S(25) S(25) NON interprétable
L 02D K.pheumoniae IMI, MEM |ETP - S(25) S(19) NON interprétable
L 02E K. pneumoniae IMI [ETP - S(25) S(20) NON interprétable
M 07 A K. pneumniae CAZ,CTX,IMI,ETP + S(30) S(21) Imperméabilité + BLSE
M 07 B Enterobacter sp. | IMI,ETP - S(25) S(24) NON interprétable
MO7C K. oxytoca ETP - S(25) S(21) NON interprétable NON interprétable NON
Or02a K. oxytoca IMI,MEM ,ETP - S(25) S(20) interprétable NON interprétable
Or02b Enterobacter sp. | IMI,CT,ETP - S(25) S(20) NON interprétable
ORL 01 P. aeruginosa MEM,ATM, - NTNT S(19) NON interprétable
ORL 03 P. aeruginosa IMI,MEM,ATM, - NT S(19) NON interprétable
Lavabo 04 P. aeruginosa ATM, - NT S(25) NON interprétable
L 02 INF mero A. baumannii IMI, ATM, - NT S(20) NON interprétable
LO2 B 02 P. aeruginosa IMI,ATM,KAAMC,ATM, NT S(20)S(25)
L 02 INFmc P. aeruginosa AMC,ATM, KA -
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Annexe V: Profil de résistance de souches isolées sur CTX (les entérobactéries) aux

B-lactamines

Code Espece M FOX CAZ CTX ATM
DIA 04A K pneumonae S S S R S
DIA 06 k.pneumonae R S I R R
DIA 09 K.pneumonae R S R R R
DIA 11 k.oxytoca R S R R R
PN EoliM O enterobacter R R R R R
PN EO%M O enterobacter R R R R R
PNEUMO enterobacter R R R R R
03 a
PNEUMO
07 A k.pneumonae R S R R R
PNEUMO
07B k.oxytoca R R R R R
PNEUMO
07C enterobacter R R R R R
ORL 03 enterobacter S R R R R
MAX 01B enterobacter R R R R R
MAX 02 enterobacter R R R R R




Annexes

Annexe VI: Profil de résistance des entérobactéries isolées sur CTX aux autres familles

Code Espéces CT AK CIP TOB
DIAO4A | kpneumonae S R S R
DIA 06 k.pneumonae S R S R
DIA 09 k.pneumonae S R I R
DIA 11 k.oxytoca S R I R
PN EOL:JLM 0 enterobacter S I R R
PN 53U ;\A 0 enterobacter S R R R
PN EO%M 0 enterobacter S R R R
PNE7U'LVI © k.pneumonae R R I R
PN(')E?U';V'O k.oxytoca s s s s
PN(I)E7U(I§/I o enterobacter S R I R
ORL 03 enterobacter S R S R
MAé( 01 enterobacter S S R R
MAX 02 enterobacter S R R R
El 04 k.oxytoca R R | R
El 06 A k.pneumonae S R I R
El 06 B enterobacter S R S R
L 03A k.oxytoca S I R R
LO3B k.oxytoca S I S R
LO4 INF k.pneumonae R R S S
M 01 k.pneumonae S R I R
M 03 enterobacter S R I R
M 05 A k.oxytoca R S S R
M O05B k.oxytoca S I I R
MO05C k.pneumonae R S S I
M 06 A k.pneumonae R R R R
MO6 B k.oxytoca R S S I
M 06 k.oxytoca S I I R
M 09 A enterobacter S I S S
M 09B enterobacter S S S S
GO03 A enterobacter S S S S
G03B k.oxytoca R S S S
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GO4A k.pneumonae S S S S
Go4cC k.pneumonae S S S S
GO05 k.pneumonae R S S I
ORO7A k.pneumonae S S S S
ORO07B k.oxytoca S S S S
ORO7C k.oxytoca R S S S
ORO7D k.oxytoca R S I I
OROQ7E k.oxytoca R S S S
P.UA enterobacter R I R R
P.UB enterobacter S R S R
SF k.pneumonae S R I R
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AnnexeV1I : Profil de résistance d entérobactéries isolées sur MEM aux autres familles

Code Espece FOX CAZ CTX MP EM ATM
Dia04 Citrobacter R I S S S S
Pneumo 06 K.pneumonae R R R R R R
Pneu[:no 06 K.pneumonae R R R R R R
Pneumo 09 Enterobacter R R R S S R
L2A K.pneumonae S S S R S S
L2C K.pneumonae S S S R S S
L2D K.pneumonae S S S I R S
L2E K.pneumonae S S S R S S

M7a K.pneumonae S I I R S I

M7b Enterobacter S S S R S S
M7c k.oxytoca S S S S S S
Or 02a k.oxytoca S S S I I S
Or02b Enterobacter S S S R S S
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Annexe VIII : Profil de résistance de 1’entérobactérie isolée sur MEM aux [3-

lactamines
Code Espece CT AK CIP TOB
Dia 04 Citrobacter S S R S
Pneumo 06 K.pneumonae S R I R
Pneumo 06 ¢ K.pneumonae S I I R
Pneumo 09 Enterobacter S R R R
L2A K.pneumonae S S S S
L2C K.pneumonae S S R S
L2D K.pneumonae S S S S
L2E K.pneumonae S S S S
M7a K.pneumonae S S S S
M7b Enterobacter S S S S
M7c k.oxytoca S S S S
Or 02a k.oxytoca S S S S
Or02b Enterobacter R S S I
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Annexe | X : Profil de résistance des souches non fermentaires vis-a-vis de B-lactamines

Code Espece CAZ IMP MEM ATM FOX CTX

ORL 01 | Pseudomonas S S I I R R
p

ORL 03 | Pseudomonas S R R [ R R
P

LAVABO | Pseudomonas S S S I R R
04 P

L 2INF | Acinitobacter S R S I S S

MERO

L 02 B 02 | Pseudomonas S R S I R R
P

L2 INF | Pseudomonas S R S S S S
mc 5]
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Annexe X : Profil de résistance des souches non fermentaires aux autres familles
d’ antibiotiques :

Code Espéce CT TOB CIP KA
ORLO1 Pseudomonas sp S S S R
ORLO03 Pseudomonas sp S S S R

Lavabo04 | Pseudomonas sp S S S |
L02B Acinetobacter sp R R S R
Lr?ér'gf Pseudomonas sp S S I R

L2 INF mc | Pseudomonas sp S S S R
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Annexe Xl
Réactifs utilisés
Réactifs de Kovacs
e Alcool amylique ou ISOAMYIIQUE. .. ......cvuie i et e e e e e ea e 150ml
e P.dimethylaminobenzadehyde.............ccoriiiiii 10ml
e Acidechlorhydrique ConNCeNtré............oouuieie i e e e e 50ml

Réactif Rouge de méthyle

e Rougedeméhyle..........cccoiiiii e e 222050
o Alcool &NylIQUE A BOYD. .. ... eeeeeeee et e e e e e e 100ml

Réactif de Voges-Proskauer (VP 1)

O O NAPhtOL. .. 6g
o AlcoOl &NylQUE AO0%0. .. ... e ettt et et e e e e e e 100ml

Réactif de Voges-Proskauer (VP 11)
e NaOH 4N
Réactif de Griess| (NR 1)

e AcideparaculfaniliqUue............ccoiiiiiiiiii e e 280

o AcideaCBiqUEBN.......c.uiiiieiie e e e e e e e
Réactif de GriessIl (NR11) :

® 0 NAPhtYIAMINE. ...t 6g
o AcideaCBiqUEBN.......c.uieiiiie it e e e ne e el

Composition des milieux de culture (g/l’ eau utilisée)

Gélose Mac Conkey (pH 7.4)

®  PEPIONE. .. .ot e 20
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0 SASDIIAITES. . oo e e 0072

e Chlorurede sodiUm. ... ..c.eeeee e e e e e e e e e OB

Gélose Mueller Hinton (pH 7.4)

e InfusiondeviandedeboeUf........ooon e e e300
o  HydrolySal 8 CaSBINE. .. ... i ittt e e e e e e e e e e e e 175
L AN 0 [To (o) o TR Lo

Gélose TSI (pH 7)

e ExtraitdeviandedeviandedeboeUf............couuieii i 03
o Extratdelevure......... oo e a2, 03
®  PEPIONE IIYPSING. .. et ettt e e et e e e e e 20
o Chlorurede Sodium.........c.ouieiiie et e eerene e e eeneeen e een20D
e Citrateferrique.......0.3

o Thiosulfate desodium............ovuieiiiieiiiiei e e e e e e 220203

@ SACCNAIOSE. ..ottt et e 10

Milieu de citrate de Simmons (pH 7)

o INfUSION AESOAIUM......uiiii i e e e e eenn 202
o Chloruredesodium...........cooviiiiiiiii i e e e 20D
o SulfatedemMagNESIUM. ... ...oe et e e e e e e e e e e e ae e 0.2
e Phosphate mono ammONIBQUE. .. .......cuuieeteteeee et e e ee et e ee e enaeeen 01
e Phosphate bi POtasSiQUE. ........cueiee i e e e e e e e e 01
e Bleudebromothymol................oo e 0.08
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Milieu VRBL (pH 7)

O PEPIONE. .. ..t

0 EXIrat deIBVUIC. ... e e e e e

o Chlorurede SOOIUM. .. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
o Méangesa biliare.........coviiiii
o Cristal VIOIEL. ..o

®  ROUGE NEULIE. .. ..t et e e e e e e e e e e

CHROMagar Orientation medium :

LI O 01101070 o= o] (0] 1

e Méangechromogene..............ccovviiiiiiiiennnn,

Milieu Klark-lubs (pH 7) :

e Peptonetrypsinedeviande................cooeeennnnn.
e Phosphate bi potassique..............ccoovevviieienns

O GlUCOSE. .. e e e e e e e e e e e e e e e e

Bouillon nutritif (pH 7.7) :

o MaC&ation deVIaNde. .. ......ccuini e e e e e e
o PeptonetrypsiNe........covvvii i

Bouillon nitraté (ph=7) :

®  INfUSION CEBIVEAU-COBU . ... . .. et e et e e e e e e e e e e e e e e e

o Nitrale de POLASSIUM. .. ...ttt et e e e e e e e e e e e e e eeenas

1.5

................................ 0.002

....0.03

.25
.10



Code
DiadA
Dia4

Dia6

Dia9
Diall
Pneumol
Pneumo3
Pneumo3A
Pneumo6
Pneumo6C
Pneumo7A
pneumo?7B
Pneumo7c
Pneumo9
ORL1
ORL3
ORL3
Max1B
Max2
Lavabo4
Or7A
OR7B
Or7¢C
Or7D
Or7E
Code
Or2A
Or2B
Lavabo4
L3A

L3B

Ei4

Ei6A

Ei6B
L2ERTA1
L2ERTA2
L2ERTA3
L2ERTA4
L2ERTAS
UA

uB

SF

M1

M3

M5A
M5B
M5C

M6

M6A
M6B
M7A
M7B
M7C
M9A
M9B
G3A

G3B

G4A

G4C

G5

CTX

10
17

18

10
10
30
15
CTX
30
27
18
14
15
11
16
14
30
10
29
31
30
13
15
12
17
15
20
19
22
27
11
29
17
30
34
19
19
18
18
14
12
27

CAZ

CAZ
27
25
29
16
20
17
17
17
25
29
23
25
25
14
18
18
17
16
19
17
22
25
16
27
19
25
30
18
14
21
16
15
15
23

25

AMC

== I~ I Vo T~ B - I - B Ve B )

N B ROV
a o O a

12

25

ATM
30
30
20
15
20
10
10
15

15
15
10

25
17

12
32
19
17
15
30

ATM
30
30
32
20
25
19
24
21
30
19
27
30
30
17
18
21
16
21
25
22
27
35
19
33
25
33
38
22
25
19
20
18
19
30

FEP
24
30
20
16
20
17
13
19

19
30
14
20
25
29
28
14
20
30
30
25

30
20
FEP
30
30
30
24
24
16
24
26
30
17
25
30
30
18
23
23
21
20
18
23
23
30
15
32
27
30
38
29
11
25
22
20
18
27

FOX

FOX

25
26

24
29
27
24
24
24

20
24
25
19

10
24
23
22
20

25

25
25
32
10
18

24
23
25

Synergie

+ o+ + o+ o+

o+ o+ o+ o+

+

+ +

Synergie

+ + *

cs
20
15
15
15
15
15
15
15
15
15
13
20
15
25
15
18
15
18
15
20
15
15
14
13
14
cs
15
12
20
16
17
14
15
15
15
14
17
15
15
14
16
16
15
15
14
16
14
14
14
12
17
15
17
14
16
16
11
15
19
13

12
25
13

13
15
15

13
15

25
14
13

10
18
13
15
25
20
21
18
20

20
18
15
15
15
11
12
12
25
11
20
25
22
17
11
13
14
11
19
15
20
15
11
18
27
24
22
17
30
30
25
29
26
19

TOB

cip
30
35
25
20
25

20
20
20
20
30
20
14
30
23
35

=

33
35
30

25
cip
33
30

17
22
19
20
19
32
25

32
34
17
37
21
19
19
24
19
35
19
18
24
30
35
35
27
32
32
26
25
28
25

IMP

23

30
23

22

IMP
20
13
22

15
15
10
16
14

MER

28

10

25
23

11

32

MRP
22
30
32

25
25
22
30
25

5(19)

s(19)

5(25)

~
~ >~

cm
5(20)
5(20)
5(25)

~ ~
~
~ -

5(20)
s(25)
s(25)
5(19)
5(20)

~~
NS~~~

s(21)
s(24)
s(21)

~~

~

~ N N N NN~



Code
DiadA
Diab

Dia9
Diall
Pneumol
Pneumo3
Pneumo3A
Pneumo7A
pneumo7B
Pneumo7c
ORL3CTX
Max1B
Max2
L3A

L3B

L4inf

Ei4

Ei6A

Ei6B

M1

M3

M5A
M5B
M5C

M6

M6A
M6B
M9A
M9B

G3A

G3B

G4A

G4C

G5

UA

UB

SF

Or7A
OR7B
Or7C
Or7D
Or7E

Glucose

T T T I S S e S S S T S S c: s U U

Lactose

T T T e S e A s S T U U

Gaz

tE L b+ o+ 4+ + 4+ o+ 4+t

Lo+ o+ o+

+ o+

H2S

Citrate
+
+
+

+ 4+ 4+ + + + o+ 4+

A T T T

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+

+ o+ 4+

B.nitraté

T T T T S S S S S S S S S S S S I i T T s S S U

Eau peptone uréase

- +
+ R
- +
+ +
- +
+ +
+ -
+ +
+ +
- +
+ +
- +
- +
- +
+ +
+ +
- +
+ +
- +
+ +
+ +
- +
- +
- +
- +
- +
+ +
+ +
+ -
+ +

RM

+ + + + + + + + + + Tt o+ o+ 0+ 4+ o+ + o+ + o+ 4+t

+ + + + + t F

VP

Chromagar
Mauve
Mauve
Mauve
Mauve
Mauve
Mauve
Mauve
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Mauve
Mauve
Mauve
Bleu
Mauve
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Mauve
Mauve
Mauve
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Mauve
Bleu
Bleu
Bleu
Mauve
Bleu
Mauve
Bleu

Groupe bacterienne
KES

KES
Enterobacteriaceae
KES
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
KES

KES
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
KES

KES

KES

KES

KES

KES
Enterobacteriaceae
KES
Enterobacteriaceae
KES

KES

KES

KES

KES

KES
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
KES

KES

KES

KES
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
KES

KES

KES

KES

KES

KES

Espéce
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
K.OXYTOCA
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
K.pneumonae
K.OXYTOCA
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
K.pneumonae
K.OXYTOCA
K.OXYTOCA
K.pneumonae
K.OXYTOCA
K.pneumonae
ENTEROBACTER
K.pneumonae
ENTEROBACTER
K.OXYTOCA
K.OXYTOCA
K.pneumonae
K.OXYTOCA
K.pneumonae
K.OXYTOCA
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
K.OXYTOCA
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
ENTEROBACTER
ENTEROBACTER
K.pneumonae
K.pneumonae
K.OXYTOCA
K.OXYTOCA
K.OXYTOCA
K.OXYTOCA



Code
Dia4
Pneumo6
Pneumo6C
Pneumo9
L2ERTA1
L2ERTA3
L2ERTA4
L2ERTAS
M7A
M78B
M7C
Or2A
Or2B

ORL1
ORL3MER
Lavabo4
L2ERTA2
L2infmc

Glucose

+ + + + + + + + + 4 o4 o4 o4

Lactose

+ + + + + + + + + 4 o4 o4 o4

Gaz

+ + + + 4+ 4

+ + +

H2S

Citrate
+

+ + + + + + + + + 4 o4 o4

ot o+ o+ o+

B.nitraté
+

+ + + + + + + + + 4 o4 o4

Eau peptone uréase

+
+

Do+ o+ 4+

+ +

RM

N T +

+ + + 4+ +

+ 4+

VP

chromagar
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
Bleu
MAUVE
Bleu
Bleu
MAUVE

VERT
VERT
VERT
BLANC
VERT

Groupe bacterienne
KES

KES

KES
Enterobacteriaceae
KES

KES

KES

KES

KES
Enterobacteriaceae
KES

KES
Enterobacteriaceae

pseudomonas
pseudomonas
pseudomonas
pseudomonas

CITROBACTER

ENTEROBACTER
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
K.pneumonae
ENTEROBACTER

ENTEROBACTER



Résumé:

Objectif : Caractérisation de la multirésistance aux antibiotiques chez les bacilles & Gram négatif
isolés des effluents hospitaliers.

Méthodes: Un total de 72 prélevements a été effectué a partir de différentes effluents hospitaiers.
L’isolement a été fait sur une gélose de Mac Conkey additionnée de méropénéme a raison de 0,5
pug/ml pour la sélection des bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénemes et sur gélose Mac
Conkey additionnée de 4 pg/ml de céfotaxime pour la séection des BGN résistants aux
céphalosporines de 3°™ génération. Les souches isolées ont fait I’objet d'une identification
conventionnelle. La caractérisation de la sensibilité vis-a-vis des B-lactamines et d’autres familles
d'antibiotiques a été réalisée par antibiogramme standard sur gélose MH et les phénotypes de
résistance aux P-lactamines ont été étudiés par test de synergie, test CIM et sensibilité a la timocilline.

Résultat : 61 souches de bacilles a Gram négatif ont é&té identifiées dont 42 entérobactéries isolées sur
milieu au CTX et 19 BGN (entérobactéries, P. aeruginosa et A. baumannii) isolées sur milieu au
méropénéme. L’ étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré que ces souches sont multirésistantes
mais restent sensibles a la colistine. Le test de synergie a été positif pour 28 souches indiquant la
production probable d'une BLSE par contre deux souches seulement été considérées comme
productrices d' une carbapénemase.

Conclusion : Les résultats rapportés montrent que les effluents hospitalier sont chargés en BGN
multirésistants et présentent de ce faite un danger de santé publique une fois retrouvés dans
I'environnement naturel.

Motsclés: Effluents hospitaliers, Bacilles a Gram négatif, BL SE, Carbapénémase, Multirésistance
Abstract:

Objective: Characterization of multidrug resistance in Gram-negative bacilli isolated from hospita
effluents.

Methodology : A total of 72 samples were taken from different hospital effluents. Isolation was done
on Mac Conkey agar supplemented with meropenem at 0.5 ug / ml for selection of carbapenem-
resistant Gram-negative bacilli and Mac Conkey agar supplemented with 4 png / ml cefotaxime for
selection of 3rd generation cephalosporin resistant BGNs. Isolated strains have been conventionally
identified. Characterization of susceptibility to B-lactam antibiotics and other families of antibiotics
was performed by standard MH agar micrograph and p-lactam resistance phenotypes were studied by
synergy test, CIM test. and sensitivity to timocillin.

Result: Sixty-one strains of gram-negative bacilli were identified, including 42 enterobacteriaisolated
on CTX medium and 19 BGNs (enterobacteria, P. aeruginosa and A. baumannii) isolated on
meropenem medium. The study of antibiotic sensitivity has shown that these strains are multiresi stant
but remain sensitive to colistin. The synergy test was positive for 28 strains indicating the probable
production of an ESBL but only two strains were considered to be producing carbapenemase .

Conclusion : The reported results show that hospital effluents are loaded with multidrug-resistant
BGN and thus pose a public health hazard once found in the natural environment.

Keywor ds: Hospital effluents, Gram-negative bacilli, ESBL, Carbapenemase, Multiresistance.
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