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Introduction

Les effluents génerés 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 et fixateurs de radiographies. En outre, les
effluents hospitaliers contiennent des bactéries potentiellement pathogenes, des virus et des
champignons. Ces déchets liquides sont évacués au méme titre que les rejets urbains

classiques vers le réseau d’assainissement communal sans traitement préalable.

Dans les pays développés, la majorité des eaux usées domestiques, hospitalieres et
industrielles sont collectées puis traitées dans des stations d’épuration (STEP) ou elles vont
subir plusieurs types de traitements afin de lutter contre leurs effets nocifs. Cependant, bien
que de nombreux micropolluants soient éliminés par adsorption ou biodégradation dans les
STEP, certaines molécules (médicaments, graisses, etc.) difficilement biodégradables
traversent les stations d’épuration et sont directement rejetées dans le milieu naturel (Toure et
al., 2016).

Dans ce contexte, la problématique des rejets d’effluents hospitaliers devient de plus en plus
importante. En effet, ces établissements génerent des volumes importants d'effluents liquides
qui contiennent des substances spécifiques) et surtout, sont susceptibles de disséminer des

germes pathogenes (EIl alami, 2017).

Les différents problemes résultant des rejets liquides des établissements de soins suscitent un
questionnement sur le devenir des polluants hospitaliers dans I’environnement, et sur la
nécessité de développer des outils de gestion et de décontamination des eaux usées de ces

établissements avant leur raccordement aux réseaux d’assainissement urbains.

Seuls quelques pays industrialisés recommandent le traitement primaire des effluents
hospitaliers avant leur rejet dans le flux d'eaux usées principal qui conduit aux stations
d'épuration municipales (Boubekri, 2018).

Ces déficiences des mécanismes d’épuration se juxtaposent a la mise en évidence de germes

pathogénes multirésistants aux antibiotiques dans les rejets liquides des établissements de

1



Introduction

santé. Par conséquence, ces rejets représentent une voie importante pour la dissémination des
génes de résistance et des bactéries résistantes aux antibiotiques dans I'environnement naturel.
Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques a conduit les chercheurs a
puiser dans le monde végétal, particulierement chez plantes médicinales et culinaires enquéte

de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

Ce travail est une continuation du projet de recherche lancé en 2015 par notre encadreur et qui

porte sur 1’étude microbiologique des effluents hospitaliers.

L’objectif du présent travail est :

e de synthétiser les informations sur les différents paramétres physiques, chimiques et
microbiologiques caractérisant les rejets liquides provenant des établissements de
soins, et de mettre également le point sur la diversité des modes de traitement de ces
effluents, des traitements les plus basiques aux plus innovants.

e Caractérisation et description bactériologique des eaux polluées générées par le CHU
de Constantine et évaluation de la résistance et la sensibilité des isolats aux
antibiotiques.

e ¢tude de Dactivité antibactérienne des extraits de la plante Cynara cardunculus.
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. Les eaux usées hospitaliéres :

1. Définition

Les effluents hospitaliers sont des eaux polluées produites par différentes unités médicales,
composées d’un mélange de rejets qui peuvent présenter un danger physique, chimique ou

biologique pour I’homme et I’environnement.

2. Origine des effluents liquides hospitaliers
D’un point de vue qualitatif, les effluents liquides hospitaliers peuvent étre classés en trois

grandes catégories (Boillot, 2008) :

1. Les rejets d’origine domestique qui regroupent les eaux provenant des cuisines, les rejets

résultant de I’hygiéne des patients non contagieux et du personnel.

2. Les rejets assimilables a des effluents industriels qui sont générés par certains équipements
spécifiques (blanchisseries, chaufferies, climatisations, ateliers, garages).

3. Les effluents spécifiques aux établissements de santé qui sont générés par les activités de
soins, d’analyse et de recherche. Cette derniére catégorie est responsable de la singularité des
effluents hospitaliers et nécessite a ce titre, d’étre détaillée. Les rejets liquides spécifiques aux

activités médicales comprennent principalement :

a. Les effluents des services de soins qui contiennent des désinfectants (le glutaraldéhyde,
I’hypochlorite de sodium, etc.), des détergents (surfactants cationiques, non-ioniques et
anioniques), des résidus médicamenteux (antibiotiques, anticancéreux, etc.), des rejets
contenant des métaux (révélateurs et fixateurs de radiographies) ou encore des rejets
contenant des germes pathogenes qui sont souvent polyrésistants aux antibiotiques : germes
présents dans les rejets humains (salmonelles, etc.), bactéries responsables des infections
nosocomiales (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, etc.), des

virus, des parasites.

b. Les effluents des services médico-techniques qui proviennent des salles d’opération et

dans lesquels on retrouve entre autres des liquides biologiques trés chargés en matieres
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organiques : sang, urines, selles, liquide gastrique, aspiration trachéo-bronchite, liquides

d’épanchement péritonéal ou pleural, de drainage ou d’irrigation, etc.

c. Les rejets résultant de ’entretien du matériel médical et des locaux médicaux qui
contiennent des détergents, des détergents-désinfectants et des désinfectants avec des traces

de matieres organiques et des résidus médicamenteux.

d. Les rejets des laboratoires de recherches et d’analyses qui regroupent une tres grande
variété de molécules : du sang, des crachats, des urines, des acides (acétique, lactique,
citrique), des bases (soude, etc.), des solvants, des hydrocarbures benzéniques (toluéne et
xylene), des désinfectants (formol, alcool éthylique, eau de Javel), des colorants, des effluents
des services de radiologie (eaux de ringage des clichés chargées en résidus argentiques) et des

rejets provenant de la pharmacie (préparation de la teinture d’iode, désinfectants, etc.).

e. Les effluents des services de médecine nucléaire. Certains éléments radioactifs (iode 131,
technétium 99m, etc.) sont susceptibles de dispersion, méme si leur évacuation est soumise a

réglementation.

3. Estimation de la quantité des effluents liquides générés
Selon les normes de ’OMS (Chartier et al., 2014), le calcul de la quantité des liquides

hospitaliers est relié a la spécificité de 1’hopital en question (hépital général ou spécialisé), a
sa capacité litiere et son niveau d’intervention (hopital local, provincial ou préfectoral,
régional ou un centre universitaire). Ainsi, la production d’eaux usées dans les hopitaux de
niveaux secondaire et tertiaire est principalement mesurée tenant compte du taux
d'hospitalisation (litre d'eaux usées générées par jour d’hospitalisation des

patients) (Deblijet al., 2019).

Les taux de génération des effluents liquides hospitaliers sont estimés donc pour les :
e Hopitaux de taille moyenne : 300 a 500 | par patient et par jour ;
e Grands hdpitaux : 400 a 700 | par patient et par jour ;

e Hopitaux universitaires : 500 a 900 | par patient et par jour.
4. Caracteérisation des effluents hospitaliers :
4.1. Caractérisation microbiologique :

- Coliformes thermotolérants
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Un sous-groupe des coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de
44,5 °C. Ce sont des bacilles Gram négatif aéroanaérobies facultatifs qui croissent rapidement
sur milieu ordinaire ; I’espéce la plus fréquemment associée a ce groupe bactérien est
Escherichia coli et, dans une moindre mesure, certaines espéces de Klebsiella, Enterobacter
et Citrobacter. Bien que la présence de coliformes fécaux témoigne habituellement d’une
contamination d’origine fécale, plusieurs coliformes fécaux ne sont pas d’origine fécale,
provenant plutét d’caux enrichies en matiére organique, tels les effluents industriels du
secteur des pates et papiers ou de la transformation alimentaire. C’est pourquoi il serait plus
approprié¢ d’utiliser le terme générique « coliformes thermotolérants » plutdt que celui de «
coliformes fécaux » (Chevalier, 2003).

La concentration des coliformes fécaux d’un effluent hospitalier pourrait nous renseigner sur
le taux d’écotoxicité de cet effluent. Et selon Emmanuel, 2004 la concentration en coliformes
fécaux peut étre utilisée comme un indicateur du degré de pollution des eaux par des germes
fécaux et I’a considérée comme un indicateur indirect de la présence massive d’antibiotiques

et/ou de désinfectants (Ameziane etal., 2013)

- Streptocoques fécaux

Ces bactéries appartiennent a la famille des streptococcaceae. Ce sont des coques Gram
positifs de 0,5 a 1 um de diameétre, présentant un groupement typique en diplocoques (deux
coques) ou en chainettes de longueur variable, immobile, dépourvue de spores et rarement
capsulée, immobiles, aérobies facultatifs et possédant un métabolisme fermentatif. Les
Streptocoques sont mésophiles (ils ont une température optimale de 37 °C) et neutrophiles
(pH=7 et milieu acide tres mal toléré en particulier). lls sont sensibles aux conditions de
culture ; température et pH. Leur présence dans le milieu hydrique prouve une pollution
d'origine fécale de I'eau (El morhit, 2017 ; Fagnibo, 2012).

La persistance des entérocoques dans divers types d’eau peut étre supérieure a celle des autres
organismes indicateurs, notamment a cause de leur résistance notoire aux agents
désinfectants, ce qui fait d’eux des indicateurs privilégiés pour évaluer I’efficacité¢ du

traitement de I’eau (OMS, 2000).

- Bacteériologie des effluents hospitaliers
La comparaison des valeurs moyennes annuelles de la charge des bactéries témoins classiques
de pollution fécale au niveau des effluents de I’hopital (CT : 10,6.107 UFC/100mL, cf. :
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7,44.106 UFC/100mL et SF : 2,28.106 UFC/100mL) avec celles des effluents urbains (CT :
11,79.107 UFC/100mL ; cf. : 10,5.106 UFC/100mL et SF : 8.106 UFC/100mL) montrent que
ceux-ci sont moins chargés que ceux des effluents urbains. Ce qui est probablement lié a la
présence des produits d’entretien, et d’autres produits toxiques tels que les produits
désinfectants et antiseptiques, en forte concentration dans les rejets d’un hopital. Qui serait a

I’origine de I’atténuation de la concentration de la flore bactérienne.

De plus les hopitaux sont généralement de grands consommateurs d’eau et cela conduit & une
dilution des effluents le long du trajet allant de différents blocs générateurs des déchets
bactériologiques jusqu’au collecteur principal. Par conséquent on assiste a une réduction de
concentration de diverses especes bactériennes (Ameziane et al., 2013). Cette relation entre la
quantité d'eau consommeée par les hdpitaux et la concentration des espéces bactérienne dans
I’effluent est utilisée pour expliquer les résultats obtenus par 1’étude récente effectuée en
Algérie (Ramdani et al., 2018).

D’aprés 1’étude la consommation d'eau a 'hopital HASSANI Abdelkader - Sidi Bel Abbes est
faible par rapport a celle de la Thailande, de I'lran, des Etats-Unis, de la France et des pays en
développement, cette faible consommation d'eau de I'hdpital donnant naissance a de faibles
volumes de déchets liquides et donc moins dilués et donc des effluents fortement chargés de
microorganismes pathogénes. Le nombre de micro-organismes exprimé en unités de
formation de colonies (UFC) est de I'ordre de 10% & 10’ UFC/mI (<102 dans UWW).

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 agents antimicrobiens (Taibi et al., 2018).

Les bactéries ont développé de différents mécanismes pour rendre inefficaces les antibiotiques
employes contre eux. Les géenes qui codent ces systemes de defense sont placés dans le
chromosome bactérien ou dans les plasmides. Ils sont transmis de génération en geneération :
c’est le principe du transfert vertical de génes. Des éléments génétiques, comme les
plasmides, peuvent aussi étre échangés parmi les bactéries d'affiliation taxonomique
différente, c’est le principe du transfert horizontal de génes. Le transfert horizontal des genes
par conjugaison est commun dans la nature, et dans des systemes techniques, ou la densité de

bactéries est haute (Emmanuel, 2004).
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4.2. Caractérisation physico-chimique des effluents hospitaliers
Globalement, les effluents hospitaliers présentent des caractéristiques tres proches de celles
des eaux usées domestiques. La biodégradabilité est légérement plus faible et la toxicité
sensiblement plus élevée, mais sans commune mesure avec les effluents industriels (Darsy,
2002)
Une synthése des principales données disponibles concernant la caractérisation physico-
chimique d’effluents hospitaliers est réalisée : (Tableau 1)
Ce tableau montre une tres forte fluctuation des parametres physico-chimiques en fonction
des hopitaux, I’exemple de la DCO est flagrant : les valeurs mesurées oscillent entre 185,5
mg/l (hopital B) et 621,25 mg/l (hépital A). Plusieurs éléments peuvent expliquer ce fait :

- les hdpitaux ont des pratiques et usages différents en fonction de leurs spécialités

médicales et de leurs contextes (géographique, socioéconomique),

- les pratiques et usages évoluent au cours du temps.
Le rapport DCO/DBOs est inférieur a 2. Cela permet de conclure que les effluents des
hdpitaux sont biodégradables avec certaines souches. Ce rapport détermine la possibilité et
I'efficacité de la dégradation que I'on peut rechercher par oxydation biologique.
Les eaux usees des hépitaux contiennent de I'azote organique et de I'azote ammoniacal. Le
premier est un élément des cellules vivantes. Le deuxieme NH4+ provient de la
décomposition de I'azote organique par les bactéries et des rejets directs de déchets humains.
L'ammoniac et le dioxyde d'azote posent un probléme de santé publique. Ils induisent une
prolifération bactérienne dans I'eau. Par ailleurs, les nitrates NO3- est la principale source
d'agitation. Ces ions se transforment dans un environnement acide plus faible dans les ions
nitrite qui sont toxiques pour les organismes humains. D'aprés les résultats illustrés dans le
tableau, on peut observer que les valeurs dépassent les normes établies par I'OMS (Ramdani
etal., 2018).

4.3. Caractérisation des composés pharmaceutiques

Les résidus médicamenteux font partie des « polluants émergents » (Chapman, 2006).
Toutefois, il existe trés peu de données concernant leur présence dans les effluents
hospitaliers. On pourrait a priori penser que I’hopital est le premier lieu de consommation de
ces substances. Pourtant, selon I'AFSSAPS (Agence francaise de Sécurité Sanitaire des

Produits de Santé), les hopitaux n’apparaissent pas étre les plus gros consommateurs de
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médicaments francais. En 2003, le pourcentage des ventes (en valeurs) de médicaments
destinés a l'usage hospitalier était de 18,6% contre 81,4% pour les officines (Cavalié et al.,
2005 ; Bouliot, 2008)

Tableau 1: Synthese bibliographique de la caractérisation physico-chimique des effluents
hospitaliers.

Parametres Unités Valeur Hopital A Hopital B Hoépital C
limite*
Température (°C) 30 18. 08 30.3 _
Conductivité Hs /cm 2700 251.5 763 970
PH 5.5-85 7.9 6 .65 8
DBOs mgO2 /L 30 405 45.5 98
DCO mgO./L 90 621.25 185 .5 200
TSS mg/L 20 543.25 222 .5 _
NHa4* mg/L <05 24.01 23.45 B
NO2 mg/L <1 3.325 0.06 _
NO3z mg/L <1 42 225 7.75 B
Oxygene dissout mg/L _ 1.96 _

Valeur limite * Normes internationales pour les rejets d'eaux usées recommandées par I'OMS (OMS,
1989)
pH : potentiel de I'nydrogéne, DBOs : demande biochimique en oxygéne pendant 5 jours, DCO :
demande chimique en oxygene, TSS : total des matieres en suspension, NHs* : ammonium, NO; :
dioxyde d'azote, NOs : Nitrate
Hopitaux et références bibliographiques :
A : hopital HASSANI Abdelkader de Sidi Bel Abbes, Algérie (Ramdani et al., 2018).
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B : centre Hospitalier Universitaire de la Mére et de I’Enfant Lagune (CHU-MEL), Bénin
(Adanlokonon et al., 2018).
C : hopital d’une grande ville sud-est de la France (Emmanuel, 2004)

Les meédicaments atteignent genéralement les effluents hospitaliers par deux voies ; la
premiére est a travers les urines, les feces et les divers liquides biologiques (sueur, salive,
vomissures ...) des patients ; la seconde concerne I’¢limination des médicaments non utilisés
ou périmés a travers les vidoirs et les éviers (Ameziane et al., 2013)

Les molécules médicamenteuses détectées les plus importantes sont : les anti-inflammatoires,
les analgésiques, les antibiotiques, les hypolipémiants, les hormones naturelles et
synthétiques, les cytostatiques, les anticancéreux, les béta bloquants, les diurétiques, les
agents psychotropes, les antiépileptiques. Les effluents hospitaliers auraient donc des
caractéristiques différentes des effluents urbains en ce qui concerne les résidus

médicamenteux (concentrations, types de molécules).

Une étude réalisée en France par Laquaz et al.(2017) a montré que les concentrations de
composés pharmaceutiques analysés étaient équivalentes dans les effluents hospitaliers et
urbains, sauf pour certains composés spéecifiques qui étaient significativement plus élevés
dans les effluents hospitaliers : paracétamol (930 ug/L + 334 HWW, 160g/L + 48 UWW), et
trois antibiotiques, soit la ciprofloxacine, la sulfaméthoxazole et la vancomycine. Les
effluents hospitaliers contenaient plus de détergents non ioniques (4980 pg/L+ 1 730 dans
HWW, 1 150 pg/L £ 680 dans ’'UWW), tandis que les effluents urbains contenaient plus de
détergents anioniques (2160 pg/L = 1 350 dans 'UWW, 660 pg/L +300 a la HWW).

e Cas des antibiotiques (AB)

Une des catégories de médicament sur lequel les scientifiques concentrent leur attention est
celle des antibiotiques. Ces molécules ont pour role de tuer un large spectre de bacteéries.
L’effet négatif est qu’une utilisation poussée et non ciblée a pour effet de sélectionner les
hopitaux utilisent 25 % des antibiotiques et leur concentration dans les effluents est de 4 a 100
fois bactéries résistantes qui ont le champ libre pour se développer. Les plus élevée que dans
les effluents municipaux (Maiga et al., 2018).

Diwan et al., (2013) ont conclu que « les antibiotiques sont libérés dans les eaux usées des
hopitaux de fagon continue, quotidienne et toute I’année ». Ils ont décelé divers antibiotiques

dans les effluents des hopitaux, allant de 1,4 pg/L a 236,6 pg/L (Lien, 2018).
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Trés peu d’études ont tenté de détecter, quantifier les antibiotiques dans les effluents

hospitaliers. C’est néanmoins le groupe des fluoroquinolones (norfloxacine, ofloxacine,

ciprofloxacine, péfloxacine, enrofloxacine et loméfloxacine) qui a attiré D’attention des

scientifiques. Ces études sont surtout focalisées sur les méthodes d’analyse, sur la pertinence

des résultats. Elles sont souvent réalisées pour peu d’hopitaux et sur une journée de

préléevement, ce qui donne des résultats impossibles a généraliser (Canchado, 2012).

Tableau 2: Concentrations des antibiotiques dosées dans des effluents hospitaliers

Antibiotiques

Concentration dosee (minimale-maximale)
dans des effluents hospitaliers (pg/l)

Ciprofloxacine

Métronidazole

Sulfaéthoxazole

Ofloxacine

Triméthoprime

Doxycycline

Tétracycline

Pénicilline

<0,038 101,0
0,1 90,2
<0,004 12,8
0,2 34,5
0,05 15,0
<0,005 6,7
<0,015 1,5
0,85 5,2

4.4. Caractérisation écotoxicologique

Les données concernant la caractérisation écotoxicologique des effluents hospitaliers sont tres

limitées. Le potentiel écotoxicologique de ces effluents a cependant été reconnu en 1991 par

la Société frangaise d’Hygiéne Hospitaliere (SFHH) sans pouvoir en expliquer 1’origine.

Les résultats de différents travaux ont permis de confirmer la toxicité élevée des effluents

hospitaliers et d’émettre des hypothéses quant a son origine la plus forte de ces hypothéses
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porte sur la présence de rejets contenant des produits détergents et des désinfectants. En 2004,
Emmanuel proposait une seconde hypotheése : la présence de substances medicamenteuses .De
nombreuses études ont en effet montré la faible biodégradabilité et I’importante toxicité de
nombreux medicaments qui pourraient contribuer a I'écotoxicité des effluents hospitaliers ; la
derniére hypothése découle de 1’utilisation d'agents de contraste iodés qui sont rapportés
comme persistants dans 1’environnement et participant activement a la formation d’AOX dans

les réseaux d’assainissement (Boillot, 2008).

L’étude de Laquaz et al., (2017) a montré que les eaux usées hospitalieres présentaient une
écotoxicité plus élevée que les autres échantillons de lignées urbaines et mixtes. Ceci est
cohérent avec d'autres études comme celles de Verlicchi et al., (2012), Orias et Perrodin
(2013) et Santos et al., (2013), et selon laquaz, 2017 la forte écotoxicité était expliquée par la
présence des détergents non ioniques AOX (comprenant principalement le chloroforme),

I'ammonium, et par certains composés pharmaceutiques .

e Génotoxicité des effluents hospitaliers
Il 'y a eu un intérét grandissant ces derniéres années pour la recherche des effets génotoxiques
liés a I’exposition a des génotoxines dans I’environnement. La génotoxicité représente la
capacité d’une substance a induire des dommages a I’ADN et aux chromosomes des cellules.
De par leurs caractéristiques chimiques intrinséques et leurs effets thérapeutiques, de
nombreuses substances pharmaceutiques sont génotoxiques. C’est le cas par exemple des
molécules cytostatiques utilisées dans le cadre de chimiothérapie ou encore des antibiotiques.
Du fait qu’un cancer est supposé étre provoqué a n'importe quel niveau d'exposition a un
composé génotoxique, le risque réside dans I’absence d’une dose seuil en dessous de laquelle
aucun effet cancérogéne ne puisse pas se produire. De plus, certaines études ont montré que la
toxicité pouvait étre influencée par des effets additifs et/ou de synergie. Ceci souléve des
questions concernant la capacité de composés pharmaceutiques potentiellement génotoxiques
a induire des altérations génétiques ou mutageénes aux doses environnementales détectées, et
notamment lorsqu’elles sont en mélange (Mater, 2014)
4.5. Caracteérisation de la radioactivité
Il existe une derniére fraction de pollution importante pour un établissement hospitalier : les
rejets radioactifs. Les radioéléments artificiels sont utilisés en médecine nucléaire et en

recherche biomédicale, en source non scellée (la présentation et les conditions normales
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d’emploi ne permettent pas de prévenir toute dispersion de substance radioactive). Ils

présentent donc, par nature, un risque de contamination (Canchado, 2012).

5. Risques des effluents hospitaliers

On peut distinguer deux types de risques provenant des effluents hospitaliers (Darsy, 2002)

e Un risque biologique : il concerne le personnel et les hommes dans I’hopital (risque
infectieux et de contamination) et I’environnement (risque de contamination du
milieu récepteur par des bactéries ou virus et prions pathogenes).

e Un risque chimique (ou toxique) qui concerne également la Santé publique et

I’environnement ainsi que la flore biologique de la station d’épuration.

5.1. Risque infectieux

Les déchets a risques infectieux représentent environ 10 % des déchets a risques, ils sont
définis par ’OMS comme « les déchets susceptibles de contenir des agents pathogenes
(bactérie, parasite, virus, champignon) en quantité ou en concentration suffisante pour causer

des maladies chez des hétes sensibles »

La flore hospitaliere est composée a la fois de la flore des malades et des germes de
I'environnement (sols, surfaces, matériels, eau, air...etc.). Ce risque est lieé aux différents
micro-organismes pouvant étre véhiculés par le sang et les liquides biologiques. De ce fait, les

germes pathogeénes que ’on trouve dans les eaux usées hospitalieres peuvent étre (Darsy,
2002 ; Fagnibo, 2012) :

e Des bactéries présentes dans les selles ou les urines (Salmonelles, Shigella,
Coliformes, Vibrions, Streptocoques, Entérobactéries...) ou des bactéries
responsables  d’infections  nosocomiales  (Staphylocoques,  Streptocoques,
Pseudomonas...). Toutes ces bactéries sont dangereuses, car elles acquiérent une

résistance aux antibiotiques (elles sont souvent polyrésistantes aux antibiotiques).

Certaines bactéries ont été identifiées dans les eaux hospitaliéres en tant que les bactéries les
plus concentrées (Darsy, 2002) : Pseudomonas aeruginosa (plus de 10 fois supérieure dans
les effluents hospitaliers) et des staphylocoques pathogénes. Les variétés pathogenes de
Salmonella sont dangereuses, car elles résistent trés bien aux antibiotiques, mais elles sont

généralement plus fréquentes dans les eaux usées urbaines.

e Des virus (hépatites, entérovirus, rotavirus...)
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e Des parasites (amibes, taenia, ascaris, champignons...)
e Les agents infectieux strictement pathogenes responsables d'infections contagieuses.
Ils proviennent des patients atteints de tuberculose, varicelle, infections a

méningocoques, salmonelloses ou sida, etc.

Les effluents biologiques des malades (sang...) provenant des blocs opératoires, funérariums,
laboratoires d’analyse, balnéothérapies... : ils sont chargés de matiéres organiques, de
microorganismes, d’antiseptiques, de détergents et de désinfectants ainsi que de solutions
chlorées. Ces effluents générent un risque infectieux pour les personnels et un risque de

contamination pour I’environnement.

5.2. Risque toxique

Ces risques sont liés aux produits chimiques utilisés dans les réactions rejetés sans précaution
et contribuent a la pollution du réseau de rejet d’eaux usées. Certains produits peuvent avoir
un pouvoir toxique allergisant, mutagéne, tératogene. Le risque toxique concerne a la fois
I’environnement et la Santé publique : les eaux hospitaliéres peuvent étre contaminées par
des métaux lourds (mercure, argent, chrome, nickel, cobalt...) et par des molécules

organiques (solvants, antibiotiques, désinfectants, détergents, médicaments...) (Darsy, 2002).

Le probléeme majeur concerne surtout les médicaments anticancéreux qui présentent des

risques mutagenes et tératogénes importants.

Les alcools, hydrocarbures, les acides et le cyanure : les rejets en acides et en cyanures
sont significatifs (20 L par jour) Lors du dosage de I’hémoglobine, ils présentent un risque a
la fois toxique et biologique (sang).

En outre, 1’acide citrique, I’acide acétique et les dérivés chlorés, utilisés pour la dialyse,
présentent un risque minime étant donné leur faible concentration.

Alors que, L’utilisation d’alcools tels que le formol, I’alcool éthylique, ou bien de toluene et
de xylene peuvent exposer le personnel et les patients a une toxicité cutanée et respiratoire
(Fagnibo, 2012).

Les métaux lourds : La toxicité des métaux lourds devrait étre prise en compte dans la
comparaison de 1'impact potentiel de ces éléments métalliques sur I’environnement et sur les
animaux aquatiques. Le cadmium est un métal de transition reconnu comme étant
cancérogéne, mutagene et cytotoxique. Des données récentes suggérent que les protéines
qui participent a des systéemes de réparation de I'ADN, en particulier dans I'excision et la

réparation des mésappariements, sont des cibles sensibles de la toxicité du cadmium (Lim et
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al., 2010 ;Toure et al., 2016). Le cuivre, le zinc et le nickel sont des oligo-éléments qui
peuvent perturber, & dose élevée, le bon fonctionnement des systemes enzymatiques de
I’homme (Roussel et Favier-Hininger, 2009 ; Toure et al., 2016). Ces produits solubles
représentent donc un danger de pollution de I'eau puisqu'ils peuvent modifier les
caractéristiques physico-chimiques de l'eau et nuire au bon fonctionnement de la station
d'épuration en détruisant sa flore épuratrice (Tankari Dan- Badjo et al., 2014).

I1. Le prétraitement des eaux usées hospitaliéres

Introduction

Les eaux usees hospitalieres sont considérées comme similaires aux eaux usées domestiques
cependant, ils ont des caractéristiques nécessitant un traitement supplémentaire. Ces eaux
contiennent généralement jusqu’a 100 fois d’antibiotiques ainsi que des concentrations plus

élevées de substances pharmaceutiques (Pauwels et al., 2006).

Les eaux usées hospitaliéres peuvent donc représenter une menace pour la santé publique en
raison de leur toxicité potentielle, de leur potentiel hautement infectieux et de leur réle dans
I’introduction d’agents pathogénes dans les eaux usées publiques, particuliérement en ce qui
concerne les bactéries multirésistantes, contribuant a la propagation de la résistance aux
antibiotiques dans I’environnement (Rodriguez-Mozaz et al., 2017, Kiimmerer, 2009 ; Santos
etal., 2013).

Habituellement, les effluents des hopitaux sont déversés directement dans le réseau d’égouts
public et sont traités conjointement avec les eaux usées domestiques dans les stations

d’épuration municipales des eaux usées.

La pratique courante qui consiste a traiter conjointement les eaux usées hospitaliéres et les
usées urbaines/domestiques dans une station d’épuration municipale des eaux usées est
considérée comme une solution inadéquate pour éliminer les composés pharmaceutiques. Par
conséquent, le prétraitement des eaux usées a la source de ce type d’effluents a été fortement

recommandé (Rodriguez-Mozaz et al., 2017).

Différents sceénarios de traitement sont appliqués dans différents pays pour le prétraitement
des eaux usées hospitalieres. Par ailleurs, la technologie de traitement des eaux usées
hospitalieres comprend généralement le traitement primaire, le traitement physique et

chimique, le traitement biologique et la désinfection (Yu et al., 2013).
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Le scénario du traitement des eaux usées hospitalieres est plus rigoureux dans des pays
comme la Chine, I’Indonésie et la République de Corée, ou les eaux usées sont traitées sur

place (traitement spécifique) avant leur évacuation vers les réseaux d’assainissement.

En Bresil, plusieurs technologies sont utilisées pour le traitement des eaux usées hospitaliéres
comme photo-fenton, CAS (conventional activated sludge) + chloration. Ainsi que la

technologie MBR (membrane bioreactor) en Chine, et floculation + CAS en Corée du Sud.

Denmark: MBBR+03, MBR, MBR+0;, MBR+03/H;0;,
MBR+CIO;, MBR+PAC, MBR+GAC+03/H,0,,
MBR+0;3;+GAC+UV

Germany: MBR; MBR+NF/RO
MBR+0;+Sand filtr, MBR+
Netherlands: MBR+0;+GAC, MBR+0:+GAC, || /| PAC+Sand Filtr
MBR+GAC+UV/H,0,+GAC \

\ Switzerland: MBR, MBR+PAC, MBR+0Os+moving bed
\ reactor, MBR+UV+moving bed bioreactor, MBR+
/ UV/TiOz+ moving bed bioreactor

Luxembourg: MER+UV, MBER+UV/H,0, T
MBR+ O4/H,0;, MBR+RO . 9'?‘1“

3 ooem

Austria: MBR, MBR+GAC, l - I
MBR+UV+GAC. MBR/CAS Nepal. Septic tank+CW (H-SSF+V-SSF)

France: Prochlonn, 5 —~—~——
AS+ fixed biofilm ob supports+UF |~ ———___ "

/[ China: MBR, MBRsChiorin |

e ‘—{ Korea: FL+PAC, FL+CAS l

Spain: Coag+FL. Coag+FL+FLO i L. B
Fungal bioreactor “ &

MBR+03;+UV .\
1 | Thailand: Photo-Fer
Greece: CAS+Chlorin f N photo-Fenton+CA¢

\ \g

Iran: CAS+ chlorin N

Anaer fixed film \

bipreactor.

| \ India: CAS+Sand Filt+Chlorin

| \ Coag+Filt+Chlon
|
|
|

/ Ethiopia: Ponds

Brazil: Septic tank+Fenton, Septic tank+anaer filter, Anaer
reactor+Aerob biofilter+ UV/TiO,, Oy H,0,/0, Fe? /0

UASB-+anaer filter; Photo-Fenton; CAS+ chlorin | Lab Scale ] [ PilotScale l ’ Full Scale ]

I Indonesia: Aerated fixed film bioreac.+O

Figure 1: Distribution des différentes techniques de purification des eaux usées hospitaliéres
dans le monde

AS : activated sludge , CAS : conventional activated sludge , Chlorin : chlorination , Coag :
coagulation , CWs :constructed wetlands , FL : flocculation , FLO : flotation , GAC : granular
activated carbon , H-SSF : horizontal subsurface flow , MBBR : moving bed biofilm reactor ,
MBR : membrane biological reactor, NF : nanofiltration ,PAC : powdered activated carbon ,

RO : reverse osmosis, UF : ultrafiltration , UV : ultraviolet ,\VV-SSF : vertical subsurface flow.
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1. Les techniques de preétraitement des eaux usées hospitalieres :

1.1. Les boues activées (CAS) :

Le procédé a boues activées consiste en un réacteur biologique aérobie, ou les
microorganismes flottent librement dans un liquide aéré, sous forme de petit amas appelé
Bioflocs. Le mélange eau usée-bioflocs est appelé liqueur mixte. Les flocons de boue activée

ont un diameétre apparent pouvant atteindre 3-5 mm. (Edeline F., 1997).

Dans ce procédé, les eaux usées produisent des boues dites «activées ». Composées de
bactéries hétérotrophes et autotrophes maintenues en tres grand nombre dans le bassin (ou le
réacteur), ces boues (ou biomasse) permettent de dégrader rapidement les matiéres
biodégradables en se nourrissant en grande partie des composés carbonés présents dans la

pollution amenée, mais aussi de 1’azote et du phosphore (Corkery, 2007).

Les boues activées consomment de 1’oxygene et nécessitent une aération importante pour un
fonctionnement optimal, les microorganismes en suspension se développent et consomment la
pollution organique des effluents en la transformant en CO; et H20. L’eau épurée est séparée

des boues activées par une ou plusieurs étapes de clarification (figure03).

Bassin d'aération

= —

| Clarificateur

Eau brute e—— | I I

Recirculation de boue

P Eau traitée

Boue en excés

Figure 2: Schéma d’un réacteur de boue activée (Memento degremont ®, 2019)
Le traitement le plus utilisé pour diminuer la fraction biodégradable de la demande chimique
en oxygene (DCO) est le systéme a boues activées classique. La gestion de ce procédé est la

plus simple, et les cofits d’installation et d’opération sont les moins chers (Yahiaoui, 2013 ;

Aissani et al., 2015).

Cependant les boues activees ont quelques limites et dysfonctionnements possibles (Cemagref.
2002 ; Corkery, 2007 et Yahiaoui, 2013 ; Aissani et al., 2015), notamment :
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e Les problémes de défloculation surtout liés a 1’age des boues.
e L’instabilité de conditions opératoires (température, charges a traiter, et variations de
débit) qui perturbent 1’efficacité de la décantation ainsi que les processus biologiques.
e Les problémes de concentration de biomasse qui n’est pas toujours facile a maitriser.
e Des polluants moins concentrés, mais dangereux méme en faible quantité, sont peu
ou pas éliminés par ce traitement comme les hormones, les pesticides, les fongicides
et les herbicides qui entrainent la mort des microorganismes ;
e Production de grandes quantités de boues qu’il faudra traiter.
Le couplage de réacteurs & membranes avec la boue activée offre une vraie synergie et peut
minimiser les inconvénients présents dans les systemes classiques de boues activées. Sa
caractéristique la plus importante est la sécurité par rapport a la présence de composés

toxiques dans 1’eau a épurer et la rétention de biomasse offerte par la barriére membranaire.

1.2. Les bioréacteurs a membrane (MBR) :

Les bioréacteurs a membrane combinent dans un procédé unique 1’épuration biologique et la
séparation liquide/solide sur membranes poreuses. La rétention totale des micro-organismes
favorise une augmentation de la concentration des boues, et permet une séparation complete

des temps de rétention hydraulique et temps de rétention des boues.

Les membranes utilisées classiquement en MBR ont des tailles de pores comprises entre 0,05
et 0,4 um (Le-Clech et al., 2006).

Ce procédé permet la rétention des particules en suspension, des bactéries et composés
solubles en fonction de leurs tailles. La totalité de la biomasse est retenue indépendamment de
ses propriétés (décantabilité, taille de flocs, age de boues). Les bioréacteurs a membrane
constituent une technologie prometteuse dans le secteur industriel et dans le traitement des

eaux résiduaires urbaines (Delgado L. F, 2009).

Le MBR est plus robuste aux variations de charge et assure une qualité constante de
I’effluent a la sortie de la filiére de traitement. Actuellement, on trouve sur le marché deux
types de configuration de MBR : le MBR a boucle externe (figure 04) et le MBR immergé
(figure 05) (Ouarda, 2014).
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Alimentation —— 2 :
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Figure 3: Schéma d’un Bioréacteur a membrane Externe (Zambrano, 2009)
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Figure 4: Schéma d’un Bioréacteur a membranes immergées (Zambrano, 2009)

Une technique qui évite 1’étape de décantation de boues est le bioréacteur a membrane.
Comparé au procedé classique a boues activées, le bioréacteur a membrane offre quelques
avantages remarquables (Corkery, 2007 ; Vasquez, 2010) :

e Une séparation trés importante entre I’eau traitée et les microorganismes ou particules
contenus dans I’eau. Cette séparation est assurée méme lorsque les caractéristiques de
décantation des agrégats sont médiocres.

e Une qualité supérieure de I’effluent. En plus d’étre clarifié, 1’effluent est pratiquement
désinfecté gréace au fait que la taille effective des pores de la membrane (souvent <
0,1 um) est inférieure a la taille de bactéries pathogénes et de virus contenus dans les
boues.

e Le fonctionnement du bioréacteur avec de grandes concentrations de matieres en

suspension (MES) permet la réduction des dimensions du bioréacteur.

19



Recherche bibliographique

e Fiabilite et optimisation de performances épuratoires : problémes liés a la décantation
des boues éliminées.

Cependant ce procédé présente quelques limites (Vasquez, 2010) :

e il requiert une forte consommation énergétique due a la pression pour réaliser la
filtration,

e un investissement initial important et des colts considérables d’opérations qui sont
plus élevés que pour un systeme classique a boues activées (Judd, 2006).

e Etant donné que la biomasse adhére a la surface de la membrane de filtration et forme
une deuxiéme couche filtrante, en réduisant la taille de pores de filtration et en
augmentant la résistance a la filtration,

e le colmatage de membranes est un phénomeéne assez récurrent dans les bioréacteurs a
membranes (Metcalf et Eddy, 2003). Ceci demande des codts supplémentaires de
maintenance/remplacement des membranes.

e L’adsorption possible de métabolites dans les pores (lavage chimique requis)
(Jantaporn, 2016).

e la polarisation de concentration qui tend a diminuer les performances des membranes
(Ouarda, 2014).

1.3. Les Procédés d’oxydation avancée

Les procédés d’oxydation avancée (POAs) sont des procédés de traitement physicochimique
utilisant des réactions spécifiques en vue de générer des radicaux libres. Ces méthodes
d’oxydation permettent la destruction des polluants cibles et non la séparation ou le
changement de phase comme les procédés de séparation ou de transfert de matiére. Elles ont
pour but la minéralisation totale de polluants en CO2, H>O et composes inorganiques. Si la
charge polluante est trop élevée ou le débit trop important pour une minéralisation totale, elles
visent au moins la dégradation des polluants toxiques et récalcitrants en composés moins

toxiques et si possible moins concentreés.

Les POAs sont fondées sur le méme principe de base : générer des espéces radicalaires tres
oxydantes, comme par exemple les radicaux hydroxyles *OH, pour dégrader les polluants
organiques. De par leur trés forte réactivité, les radicaux hydroxyles sont des oxydants peu
sélectifs, qui sont capables de dégrader toutes sortes de polluants (Aissani et al., 2015).
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Les POAs, lorsqu’ils sont utilisés en prétraitement avant les procédés biologiques, peuvent
augmenter la biodisponibilité des polluants réfractaires (Barnabé et al, 2009 ; Chang et al,
2007 ; Ouarda, 2014).

L’inconvénient de ces techniques est la consommation relativement importante de réactifs
nécessaires a leur mise en ceuvre, ce qui les rend inappropriées, car trés coliteuses, pour traiter
des effluents trop concentrés. Pour des concentrations en carbone organique supérieures a
5 g/L, il devient peu intéressant d’utiliser des POAs. On pourra alors privilégier I’oxydation
par voie humide, voire pour une charge organique trés importante, 1’incinération de I’effluent

(Aissani et al., 2015).

L’efficacité¢ des POAs est limitée par la capacité de piégeage des radicaux de la matrice d’eau
traitée. En outre, la plus grande consommation de produits chimiques et les codts relativement
élevés du traitement, ainsi que les sous-produits de dégradation peuvent constituer des
obstacles (Ouarda, 2014).

1.3.1. Principales techniques d’oxydation avancée :

1.3.1.1. Procédé de peroxonation H2O,/Os::

Le principe du procédé de peroxonation repose sur le couplage entre 1’ozone et le peroxyde
d’hydrogene afin de produire des radicaux libres. Ce procédé est plus efficace que I’ozonation
seule, car le peroxyde d’hydrogene a pour but d’accélérer la décomposition de 1’ozone dans
I’eau et ainsi produire beaucoup plus de radicaux hydroxyles (S. Yahiat, 2010 ; Aissani et al.,
2015).

Les radicaux hydroxyles principaux intermédiaires oxydants de la peroxonation, sont formés

par réaction entre 1’ozone et le peroxyde d’hydrogéne :
O3+ H202 — °OH + HOz° + O3

La peroxonation ainsi que 1’ozonation, présente 1’avantage par rapport aux procédés avec
irradiation UV, de pouvoir fonctionner dans une eau a forte turbidité, car le systéme ne

dépend pas de la transmission des rayonnements dans 1’effluent (Sadatou, 2015).

Le peroxyde d’hydrogene couplé a 1’ozone est performant pour éliminer les micropolluants ou
composés toxiques (pesticides, hydrocarbures, etc.) présents dans les eaux résiduaires,
L’avantage du systéme réside en sa simplicité d’utilisation et son efficacité bactéricide, ce qui
explique son développement a grande échelle aux Etats-Unis et en Europe comme étape de

désinfection (Zaviska, 2009).
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1.3.1.2. Procédé UV/H:0;:

Le procédé UV/H20> consiste a génerer des radicaux hydroxyles par exposition de H>O> au
rayonnement UV a des longueurs d’onde comprises entre 200 et 300 nm. Le peroxyde
d’hydrogene absorbe les rayons UV en donnant des radicaux HOe qui participent par la suite

a la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (Buxton et al., 1988 ; Nassar, 2014).

La molécule de peroxyde d’hydrogéne subit une coupure homolytique, sous irradiation

ultraviolette pour conduire a deux radicaux hydroxyles :
H202 + hv — 2 HO-

Le couplage des radiations UV avec le peroxyde d’hydrogéne ou 1’ozone apporte un bénéfice
dans le traitement de contaminants (composés persistants) qui nécessite des conditions
d’oxydation élevées. L utilisation de radiations UV permet d’augmenter sensiblement le taux

de dégradation des composés organiques.

Cependant, cela ajoute au procédé des inconvénients liés a 1’irradiation. En effet, il faut tenir
compte des caractéristiques spectrales et de la puissance des lampes utilisées, de leur
encrassement, des types de polluants présents (absorption et rendement quantique), de la
turbidité des effluents limitant le parcours des rayonnements ainsi, évidemment, que des codts

d’installation et de fonctionnement supplémentaires (Zaviska, 2009).

1.4. Charbon actif :

Le charbon actif est un carbone microporeux possédant une trés grande surface spécifique,
pouvant aller de 500 a 1500 m?%/g. il a ainsi une grande capacité d’adsorption et peut étre le
catalyseur de réaction chimique. Pour le traitement des eaux usées, le charbon actif en poudre
(CAP) est généralement préféré, car sa capacité d’adsorption et la vitesse d’adsorption sont

plus élevées que pour le charbon actif granulaire (Nowotny, et al., 2007 ; Margot et al., 2011).

L’adsorption est un phénoméne de surface par lequel des molécules se fixent sur la surface du
charbon actif grace a différentes forces (charges électriques, liaisons hydrogene, interaction
dipble — dipole, etc.). Les processus d’interaction hydrophobes sur la surface du charbon sont

les mécanismes dominants pour I’élimination des micropolluants (Margot et al., 2011).

1.5. L’ozonation :
L’ozone est un gaz formé industriellement a partir de dioxygéne soumis a une décharge

¢lectrique. L’équation montrant cette formation s’écrit :

302& 203 ; AH® =—284.24 kJ
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L’0ozone est un oxydant trés important pour la désinfection, I’efficacité et la rapidité de
I’action de ce gaz en solution sur les bactéries et les virus, couplés avec une faible production
de produits secondaires indesirables, lui donnent une place trés importante parmi les oxydants
utilisés. 11 peut également oxyder de nombreux composés minéraux (Fe*, Mn?*, NO>—, Br —,
ClO-, etc.) et organiques (matiéres organiques naturelles, polluants d’origine anthropiques et
micropolluants organiques) avec une vitesse parfois trés élevée, surtout en milieu neutre et
basique (Hoang, 2009 ; Abouzlam, 2014).

Au niveau environnemental, 1’0zone est trés toxique pour la vie aquatique, mais il est rare,
aprés la désinfection, de trouver de I’ozone résiduel en quantité significative, car sa réaction
avec les composeés présents est tres rapide et il est détruit rapidement en raison de son
instabilité (Abouzlam, 2014).

Cette technique présente quelques avantages (VVandermeersch, 2006), notamment :

e L’ozone réagit également en oxydant le fer et le manganése qui seront éliminés par
décantation et/ou filtration.
e Pas de résidu de traitement : 1’ozone se décompose en oxygene dans le milieu.

Cependant, il existe quelques limites et inconvénients (Vandermeersch, 2006), on site :

e Formation de sous -produits de réaction notamment en présence de bromures dans
I’eau : les bromates.

e Conditions d’efficacité : L’efficacit¢ de 1’ozone décroit rapidement a des valeurs de
pH et de température élevés.

e Les opérations de maintenance doivent étre effectuées par des techniciens qualifiés

1.6. Les rayons ultraviolets :

La désinfection des eaux usées par le rayonnement ultraviolet (UV) est un processus physique,
dont I’eau a désinfecter transite dans une chambre d’irradiation ou sont placées des lampes a
rayons ultraviolets. L’efficacité de la désinfection UV dépend des caractéristiques physiques
et chimiques des eaux usées avant la désinfection. Avec une meilleure qualité des eaux usées,
le processus de désinfection UV est plus efficace (EPA Victoria, 2002 ; Abouzlam, 2014 ;
Vandermeersch, 2006).

Cette technologie de désinfection présente plusieurs avantages intéressants (Abouzlam, 2014 ;

Vandermeersch, 2006). Au niveau du traitement :
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e Elle est plus efficace que la chloration et la chloration-déchloration pour détruire les
virus.

e Aucun produit secondaire n’est forme.

e Au niveau environnemental, cette méthode n’a pas d’influence négative, car le
rayonnement ultraviolet ne nécessite pas 1’ajout de produits chimiques.

e Simple a mettre en ceuvre, car il n’y a ni stockage, ni manipulation de substances
chimiques.

e Pas de résidu toxique dans 1’effluent.

Par contre, cette technologie présente aussi des limites (Vandermeersch, 2006), on site :

e Qualité de I’cau : la désinfection par rayonnement UV est trés sensible aux variations
de turbidité de 1’cau a traiter.

e Opérations d’entretien lourdes : le nettoyage et le remplacement des lampes.

2. Efficacité de prétraitement des eaux usées hospitalieres :

Une bonne efficacité des procédés de traitement des eaux usees hospitaliéres est optimisée en
maintenant un bon rapport colt — avantages, aussi bien que, prendre en compte les aspects
corrélés tels que la consommation d’énergie, les déchets générés et produits de transformation

associés, les facilités d’exploitation et simplement, le réalisme de la mise en ceuvre

(Adamczak et al., 2012).

2.1. Efficacité de traitement en cas de réduction des concentrations pharmaceutiques :

Le BRM donne une bonne qualité d’eau usée en termes de DCO, nutriments et élimination
des bactéries et constitue un premier pas important dans le traitement moderne décentralisé
des eaux usées. La moitié des composés analysés est réduite a moins de 50 % au travers du
BRM. Une élimination de 80 % pourrait étre réalisée pour la plupart des composés avec ce
traitement avec 0.5 g O3/g DOC (sauf le cyclophosphamide, 1’ifosfamide et les produits de
contraste rayon X diatrizoate, iopamidol et iopromide) et 20 mg/L CAP (sauf le
sulfamethoxazole et les produits de contraste rayon X diatrizoate et iopamidol). Le filtrage par
carbone activé donne des taux d’élimination supérieur & 95 % pour tous les composés ayant
un filtre CAG frais. L’UV/H202, en appliquant une fluence de plus de 47.250 J/m2, est
efficace pour éliminer plus de 77 % des produits pharmaceutiques. Pour le traitement
biologique, I’étape de prétraitement prévoit une consommation d’énergie de 0,3-0,6 kwh/m3 et
I’étape BRM de 0,9 kwh/m3. La consommation d’énergie de CAP (0,45 y compris sans

filtration) est plus élevée que pour CAG (0,2 kwh/m?). La consommation d’énergie pour le
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traitement UV est entre 0,5 et 1,0 kWh/m3, ce qui est plus élevé que pour le traitement avec
ozone (de <0,2 a 0,9 kWh/m3) (Adamczak et al., 2012).

2.2. Efficacité de traitement en cas de réduction des effets écotoxicologiques :

Le traitement biologique dans le BRM diminue les effets toxiques dans les eaux usees
d’hopital non traitées. Mais le perméat de BRM est encore toxique pour certains organismes
tels que les bactéries, les algues et les escargots. Le traitement avancé des eaux usées par le
carbone activé a en général des effets décroissants sur la toxicité des eaux usées non traitees,
mais ’effluent de ce processus de traitement peut encore contenir des composés toxiques
d’algue. L’ozonisation réduit les effets antibiotiques et cestrogéniques des eaux usées
d’hépital. Cependant, dans certains bioessais, une augmentation de toxicité est mesurée apres
les processus d’oxydation par ozonisation ou traitement UV, supposément dues a la formation
de produits dérivés. Un post-traitement de 1’effluent d’ozonisation dans un biofiltre peut
réduire les effets négatifs de I’oxydation de maniére importante, sans 1’éliminer complétement.
Egalement le filtre a sable subséquent n’est pas aussi efficace que pour la réduction de la
toxicité induite par les produits d’oxydation. Le filtrage CAG est efficace dans I’élimination

des effets négatifs de 1’effluent de traitement UV (Adamczak et al., 2012).

2.3. Efficacité de traitement en cas de réduction des bactéries résistantes aux antibiotiques :
Par la mesure de la quantité d’intégrons, la présence de bactéries multirésistantes dans les

eaux usées d’hopital est démontrée.

L’efficacité des dispositifs de traitements avancés des eaux usées pour 1’élimination des
intégrons appartenant aux bactéries résistantes aux antibiotiques est entre 1 et 5 log,
principalement en raison du taux d’¢limination dans le BRM avec des tailles de pores de
membranes de 0,03 - 0,04 mm. L’effet du traitement avancé avec ozone ou charbon actif sur
la réduction des intégrons résistants et leur abondance relative dans 1’eau usée était
négligeable par rapport au taux de BRM avec membrane d’ultrafiltration (Adamczak et al.,
2012).

2.4. Evaluation des codts :
Outre Defficacité, les frais encourus pour la construction et 1’exploitation des stations sont

d’une importance particuliere.

Les codts totaux d’un traitement décentralisé des eaux usées hospitalieres sont estimes a
4,70 €/m* (pour le BRM) a 5.50 €/m*> (BRM + UV/H20, + CAG) y compris des codts
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variables de fonctionnement codlts de 1,45 €/m* (BRM) a 1,85 €/m* (BRM + UV/H202+

CAG) (Adamczak et al., 2012).
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Figure 5: Schéma illustratif des installations pilotes (Adamczak et al., 2012).

I11. Activité antibactérienne des extraits des plantes médicinales

Introduction

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques synthétiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, les
antioxydants de synthese se sont avérés responsables d’effets indésirables, et 'usage excessif
d’agents antimicrobiens chimiques dans la médication humaine ainsi que dans I’élevage

animal conduit a I’apparition de souches résistantes.
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Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement de la
recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers 1’obtention de phytomédicaments. Ce
développement constitue une étape indispensable pour 1’essor de tout un secteur lié aux
besoins non seulement de la thérapie, mais aussi de 1’industrie agroalimentaire, du cosmétique

et de la parfumerie.

Par ailleurs, beaucoup de plantes sont trés connues pour leurs grandes potentialités
métaboliques de substances dites secondaires. Ces composés sont synthétisés dans les
différentes parties de la plante (racines, tige, feuilles...). Quelles que soient les parties et les
formes sous lesquelles elles sont métaboliseées, ces substances sont extrémement complexes
du point de vue structure et composition chimique. Toutefois, leur métabolisme produit des
milliers de constituants différents, dont quelques-uns seulement sont responsables de 1’effet

thérapeutique

Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux composes dans la recherche

de molécules bioactives

1. Description botanique et distribution géographique

Cynara cardunculus communément appelée cardon, carde ou chardon ; est une plante
herbacée bisannuelle de la famille des Astéracées, cultivée comme plante potageére
consommée comme légume (Abbache et al., 2017). Elle est considérée comme une espece
originaire du bassin méditeranéen et comprend deux espéces cultivées : ’artichaut (var.
scolymus L.) et le cardon (var. altilis DC), ainsi que le cardon sauvage (var. sylvestris
[Lamak.] Fiori). L artichaut constitue une composante importante de 1’économie agricole du
sud de I’Europe, mais il est aussi cultivé en Afrique de nord, au Moyen-Orient, en Amérique

du sud, aux Etats Unis et en Chine.

Le cardon est une plante vivace par ses rejets, qui se développe d’abord en rosette, puis émet
une tige épaisse et rameuse qui peut atteindre deux metres de haut. Les feuilles trés grandes,
longues, profondément divisées en lobes aigus, de couleur gris argenté, aranéeuse ou
tomenteuses en dessous, sont longuement pétiolées. Le pétiole qui se prolonge en nervure
principale est large et charnu, et constitue la partie comestible des c6tes de cardons (Baali,
2017).
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Figure 6: Photos de la plante Cynara cardunculus (Baali, 2017).

2. Position systématique de Cynara cardunculus
Le nom du genre cardon a été adopté par Linné, il vient du mot Grec « kynara », il est attribué

a diverses plantes épineuses. Le tableau suivant représente la classification du cardon.

Tableau 3: Classification systématique de la C. cardunculus (Baali, 2017).

Régne Plantae

Subregne Tracheobionta — plantes vasculaires
Subdivision Spermatophyta

Division Magnoliophyta - (plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida - Dicotylédones
Sub-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Cynara L.

Espéce Cynara cardunculus L. — cardon

3. Propriétés biologiques de Cynara cardunculus

Le cardon est un légume a nombreuses vertus qu’elles soient diététiques ou médicales. Il est
un tres bon allié des régimes amaigrissants du fait qu’il soit trés peu calorique (soit 13 calories
par 100 g), il contient de I’inuline qui est un sucre assimilable pour les personnes diabétiques
et de la cynarine, qui est un dépurateur du foie, qui améliore la fonction hépatique de la

vésicule biliaire et abaisse le taux de cholestérol dans le sang. Sa richesse en fibres et en
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mucilage, lui confére des propriétés bienfaisantes pour la régulation du transit intestinal, une
teneur importante en minéraux et oligo-éléments (magnésium, calcium, fer, sélénium, zinc, et

surtout en potassium) qui favoriseraient le maintien de 1’équilibre de la pression artérielle

(Abbache et al., 2017).

4. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins
une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Une plante médicinale est une plante
utilisée pour ses propriétés particuliéres bénéfiques pour la santé humaine ou animale. Elle est
utilisée de différentes manieres (décoction, macération, infusion, etc.) et une ou plusieurs de

ses parties peuvent étre utilisées (racine, rhizome, feuilles, fleurs, etc.).

La plus grande partie des plantes, utilisée au niveau mondial, est destinée a la phytothérapie, a
la production de molécules pour la médecine allopathique, a 1’élaboration des ar6mes.
Environ 35 000 espéces de plantes sont employées dans le monde a des fins médicinales, ce
qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Leur champ
d’action est vaste et leur puissance varie, la plupart ont des effets spécifiques sur certaines

parties de I’organisme et sont reconnues pour pouvoir traiter divers cas.

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se concentrent
principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et seront

sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (Beddou, 2017).

5. Classification des composés antimicrobiens des plantes

5.1 Les composés phénoliques

Les polyphénols également denommés composés phénoliques sont des métabolites
secondaires trés largement répandus dans le régne végétal. Ils regroupent un vaste ensemble
de substances chimigues, comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs
groupements hydroxyles, en plus d’autres constituants. Ils peuvent aller de molécules simples,

comme les acides phéenoliques, a des composes hautement polymérisés comme les tanins.

Leurs effets bénéfiques sur la santé y compris leur role d’antioxydants aident pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et
neurodégénératives. lls sont également utilisés dans les domaines pharmaceutique et
cosmétique, ainsi comme additifs dans I’industrie agroalimentaire (Benabdelhak, 2015 ;

Izeraren et al., 2016).
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5.1.1. Flavonoides
Les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires végétaux qui constituent un grand
groupe de composés phénoliques. Ce sont des dérivés phényl propanoides soluble dans I’eau,

souvent incolores ou jaunes (a I’exception des anthocyanes).

La structure de base comporte deux cycles aromatiques a 6 carbones joints par un hétérocycle
a oxygene. lls se trouvent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides, en géenéral
dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes comme
les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs et les fruits (Izeraren et al., 2016 ; Kheyar et al.,
2018).

IIs ont une propriété vitaminique P. Potentiellement veinoactifs, ils diminuent la perméabilité
des capillaires sanguins et renforcent leur résistance. Souvent anti-inflammatoires, ils peuvent
étre antiallergiques, hépatoprotecteurs, hypocholestéroléminants, diurétiques, antibactériens,

antiviraux. Ce sont aussi des piégeurs de radicaux libres (Clément, 2009).

5.1.2. Tanins

Des polyphénols polaires d’origine végétale, présents dans chaque partie de plante (écorce,
bois, feuille...). Ce sont des substances non azotées, solubles dans 1’eau, 1’alcool, 1’acétone,
peu soluble dans 1’éther, Leurs poids moléculaires s’étendent de 500 a 3000 Da. Deux
groupes de tannins se différent aussi bien par leur structure que par leur origine
biosynthétique : tannins hydrolysable et tannins condensés (Clément, 2009 ; Benabdelhak,
2015 ; Kheyar et al., 2018).

Ils ont une action antiseptique, vasoconstricteur de petits vaisseaux (hémorroides, blessures
superficielles), anti-inflammatoire dans les cas de brQlures, Le tanin gallique possede des
activités bactéricides et virucides. Le tanin catéchique est bactéricide, sert contre les

hémorroides, les varices, et le trouble circulatoire en général (Clément, 2009).

5.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées d’origine naturelle
pouvant avoir une activité pharmacologique. On trouve des alcaloides, en tant que métabolites
secondaires, principalement chez les végétaux, les champignons et quelques groupes animaux

peu nombreux. Habituellement les alcaloides sont des dérivés des acides aminés.
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Leurs propriétés sont généralement variées et dépendent de leurs composantes chimiques par
exemple, céphéline (antifongique, antibactérien) emétine (amoebicide, antiprotozoaire,
amibiase) (Clément, 2009).

5.3. Les huiles essentielles

Le terme «huile essentielle » est défini par 1’Agence nationale de sécurit¢ du médicament

(ANSM) comme :

«Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere
premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par
distillation seche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de

changement significatif de sa composition. »

Les huiles essentielles posseédent de nombreuses activités biologiques. Elles sont souvent

utilisées comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques.

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires.

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou I’arthrite. Les composés actifs
agissent en empéchant la libération d’histamine ou en réduisant la production de médiateurs
de l’inflammation. Aussi les huiles essentielles font 1’objet d’études dans la recherche de

nouveaux produits naturels anticancéreux (Mohammedi, 2013).

6. Phytothérapie
La phytothérapie correspond a I’utilisation des plantes et de leurs extraits a titre thérapeutique.
La médecine traditionnelle correspond a I’utilisation de substances diverses, dont les plantes

selon des regles issues de la tradition.

En phytothérapie traditionnelle les plantes peuvent étre utilisées fraiches, ce qui n’est pas
toujours possible, ou séchées, entrant ensuite éventuellement dans des préparations diverses
préservant leurs principes actifs. On les administre sous forme de teintures alcooliques,

macérats, tisanes, compresses, baumes, etc. Ainsi, c’est I’extrait dans sa totalité qui représente
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le principe actif. L’effet observé est le résultat de 1’action commune de ces différents

composants (tableau 03) (Beddou, 2016).

Tableau 4: Classe majeure de composés antimicrobiens des plantes et mécanismes d’action
(Beddou, 2016)

Classes Sous classes Exemples Mécanismes d’action

- Privation en substrat
Phénols simples - Cathéchol - Perturbation de la

membrane

- Liaison aux adhésines,
Complexe avec la
paroi cellulaire

- Inactive les enzymes

- Inhibe la transcriptase
reverse du V.I.H.

Flavonoides - Chrysine
Flavones
- Abyssinone

Phénols

- Liaison aux protéines

- Liaison aux adénines

- Inhibition des
enzymes

- Privation en substrat

- Complexe avec la
paroi cellulaire

- Perturbation de la
membrane Complexe
aux ions de métaux

- Tannins - Ellagitanine

Terpenoides,

huiles - Capsaicine - Perturbation de la
essentielles membrane

- Berberine - Intercale avec la paroi

Alcaloides .
- Piperine et/ou ’ADN
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La Phytothérapie pharmaceutique utilise des produits d’origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans 1’alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous

forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats, etc. (Serrat et al., 2016).
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Matériel et méthodes

1. Cadre d’étude
Notre travail porte sur la caractérisation bactériologique des eaux usées hospitalieres du CHU
Dr Benbadis de Constantine. La partie pratique a eu lieu au niveau du laboratoire de
Microbiologie (Laboratoire 9) de la Faculté Sciences de la Nature et de la Vie (Université
Fréres Mentouri Constantine 1), sur une période allant du 18 mars 2019 a la fin du mois de

juin de la méme année.

2. Souche bactérienne environnementale

Afin d’effectuer ce travail, les souches bactériennes utilisées ont été isolées a partir des
eaux usées hospitalieres (CHU de Constantine) dans le cadre d’une étude précédente
(Boubekri, 2018)

2.1. Site de prélévement

Les prélévements ont été effectués au niveau de la station de relevage Sidi M’cid a
Constantine. Cette eau polluée est acheminée a la station par une conduite a écoulement
gravitaire.

La station se compose de trois conduites D3, D4 et D5. La D3 est une conduite pour les
eaux usées domestiques, D5 est pour les eaux usées industrielle et D4 est la conduite des
effluents hospitaliers, d’ou deux échantillons ont été prélevés. Les effluents collectés par

les réseaux d’assainissement sont traités au niveau de la station d’épuration d’Ibn Ziad.

2.2. Méthode de prélevement
Des échantillons instantanés ont été prélevés Le 22 avril 2018, a une température de 20°C
dans des bouteilles stériles dans un intervalle inférieur a 15 minutes, et cela au niveau de
I'écoulement du tuyau d'évacuation de la station de relevage. Un espace d’environ 2,5 cm
a été laissé entre 1’échantillon et le bouchon du contenant. Les échantillons ont été
transportés dans une glaciére contenant des packs de glace pour fournir des conditions

isothermes de 5°C.

3. Réactivation des souches
Les souches non pures ont été repiquées, a partir des cultures conservées en tube sur

gélose inclinée puis ensemencée sur les milieux BCP et gélose nutritive.
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4. Purification des souches bactériennes
Aprés incubation des deux milieux de culture ensemencés a 37°C pendant 24-48h, la
purification des colonies bactériennes a été realisée par réisolement sur les mémes milieux :
> Direct : par méthodes des stries sur la surface des boites de Pétri contenant un milieu

gélose (figure 7).

Figure 7: Purification des souches sur milieu gélose (gélose nutritive et BCP).

» La méthode de dilution décimale : des tubes eppendorf contenant 0,9ml d’eau distillée
stérile sont utilisés pour I’inoculation des souches a partir d’une solution bactérienne
meére(une colonie ensemencée dans 1ml d’eau distillée stérile) et une série de dilution est
réalisé101,102,10,10* .ensuite 0,1ml de chaque dilution (10410™) est déposé sur les
boites de pétris contenant un milieu gélose et ensemenceé par des billes stériles (référence

des billes) pour I’obtention de colonies bien isolées (figure 8).

Figure 8: Purification des souches par la méthode des billes.
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> Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 h
La purification des souches est réalisée par plusieurs repiquages successifs. Le repiquage
se poursuit jusqu’a 1’obtention d’une culture homogéne ou toutes les colonies sont

identiques entre elles.

5. Conservation des souches
Selon le temps de conservation désiré, les souches pures sont conservées de la maniére

suivante :

e Conservation a courte durée : les souches purifiées sont ensemencees sur gélose nutritive
inclinée, et sont incubées a 37°C pendant 18 h en culture jeune et aprés croissance
bactérienne, ces cultures sont conservées a 4°C (ces bactéries sont placées dans un état de
vie ralentie ou momentanément suspendue donc dans des conditions peu favorables pour
leur multiplication).

e Conservation a long terme: a partir d’une culture jeune de 16 h des colonies sont
ensemencées dans des tubes eppendorf contenant un bouillon nutritif additionné de 30%
de glycérol, et agité au vortex pour bien homogeénéiser la suspension bactérienne avant de

conserver au congélateur a -20°C.

6. Identification des souches
6.1. Caracteres culturaux et morphologiques

6.1.1 Etude macroscopique
L’examen macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies (la forme, taille, contour,
pigmentation, viscosité...).L’aspect des colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et de la

température de I’incubation.

6.1.2Etude microscopique
Basé sur la morphologie des cellules bactériennes et leur mode d’association observés par

microscope optique.

» Coloration de Gram
La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle permet de
différencier les bactéries a Gram positifs (apparaissent violet) de celles a Gram négatif

(apparaissant rose), des batonnets, des coques et de nous renseigner du mode de
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regroupement. La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode classique (annexel).

L’observation a été réalisée sous microscope (Canon, Japon).

» Test KOH

Afin de confirmer si les bactéries sont & Gram positif ou négatif, le test de KOH a été réalisé
selon la méthode de Ryu, E. (1938). Ce test consiste a mettre en contact une colonie
bactérienne posée sur une lame propre avec une goutte d’une solution de KOH a 3% et
mélanger la suspension a I'aide d'une anse de platine et par la suite la lever de 1-2 cm vers le
haut.

Si un filament se forme entre la pipette et la lame, les bactéries sont a Gram négatif. Si rien
n'est entrainé par la pipette,les bactéries sont a Gram positif. Le but de cette méthode est de
déterminer rapidement si une bactérie est a Gram positif ou négatif sans passer par les étapes
de coloration habituelles et sans utiliser un microscope (Bessila, 2018).

» Coloration de la spore
Une spore est une petite unité qui se forme au sein de la bactérie en cas de mauvaises
conditions environnementales. Elle permet donc de protéger I'ADN de la chaleur et de la
dessiccation. La coloration avec des colorants simple est donc inefficace. Il faudra donc
utiliser des colorants spécifiques. On choisira plutét le vert de malachite a froid pour éviter le
dégagement de gaz nocifs.

Procédure

Des étalements minces et homogenes de chaque isolat bactérien de culture pure sont fixés sur
une lame, puis colorés par la méthode de BARTHOLOMEW (vert malachite a froid) :

Apreés la préparation des frottis par 20 passages dans la flamme (altération des structures
pariétales et perméabilisassions de la spore), ils ont été couverts par le vert de malachite
pendant 10 min et ensuite lavés a 1’eau distillée.

L’étape suivante était de couvrir les frottis par la fuchsine a 0,25% et les laissés en contact
pendant 10 secondes. Par la suite, les frottis ont été lavés a 1’eau distillée, séchés puis

observés sous microscope optique a immersion.

Lecture des résultats
Les spores apparaissent vertes dans des corps bactériens roses, la position de la spore, sa
forme, ainsi que la déformation qu'elle peut engendrer ou pas est un critere d'identification
bactérienne (Bessila, 2018).
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6.2. Caractere biochimique

6.2.1. Test catalysé

Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogene
(H202) qui est trés toxique. Certaines bactéries sont capables de le dégrader grace aux
enzymes qu’elles synthétisent, comme la catalase.

Cette enzyme est capable de décomposer 1’ecau oxygénée selon la réaction :

2 H0O2 CLalasi 2H0+ 0O,

Procédure

Sur une lame propre, une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes de solution
de peroxyde d’hydrogéne. L’apparition ou non de bulles de gaz sur la lame lors du contact de
la bactérie avec I’eau oxygénée témoigne respectivement de la présence ou pas de la catalase

dans le métabolisme bactérien.

I. Test oxydase
L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires bactériennes, c’est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydoréduction en
impliquant une molécule d’oxygeéne comme accepteur d’électrons.

Les bactéries qui possédent I’enzyme oxydase peuvent oxyder le N,N,N,N-tétraméthyl-

1,4-phénylenediamine, qui est un composant du réactif de la recherche de la cytochrome

oxydase en bactériologie, donnant des produits violacés (Chibi, 2015).

Procédure

Un disque d’oxydase est déposé sur une lame porte-objet propre. Ensuite, une colonie
bactérienne est déposée avec précaution sur le disque.

Une réaction positive se traduit par 1’apparition d’une couleur rouge violacé au bout de

10 secondes ; la réaction est tardive entre 10 et 60 secondes, et elle est négative apres 60

secondes.

ii. Test mannitol mobilité
C’est une gélose molle conditionnée en tubes qui permet d’étudier la fermentation du

mannitol et la mobilité des bactéries. Il s’agit d’un milieu semi-solide contenant entre autres
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du mannitol et du rouge de phénol comme indicateur de pH. L’ensemencement a été réalisé
par piqlre centrale jusqu’au fond des tubes a 1’aide d’une pipette Pasteur.

Le mannitol est utilisé lorsque 1’indicateur coloré passe du rouge au jaune, ce qui correspond
a Dl’indication du milieu, Le caractére mobile est défini dans ce milieu par un trouble
envahissant toute la largeur de la gélose de part et d’autre de la piqlre centrale, alors qu’une
bactérie immobile ne se développe que le long de la piqdre centrale (Solbi, 2013).

6.2.4. Milieux sélectifs
Les milieux sélectifs ont été ensemencés par la technique de stries et la lecture a été effectuée
apres 24 h d’incubation a 37°C.

e Milieu BCP lactose

C’est une gélose lactosée au bromocrésol-pourpre, utilisée pour 1’isolement des
entérobactéries. Cependant, de nombreuses espéces de bactéries n’appartenant pas a cette
famille peuvent croitre sur ce milieu non inhibiteur. Ce dernier permet de différencier les
espéces fermentant le lactose de celles qui ne le fermentent pas. La fermentation du lactose en
acide est révélée en présence de pourpre de bromocrésol par le virage du bleu violacé au
jaune.

La lecture des résultats

— Les germes lactose-négatif donnent des colonies de couleur bleue.

— Les germes lactose-positif donnent des colonies jaunes.

e Gelose Chapman

Est le milieu sélectif des bactéries halophiles, et plus particulierement, fermente le mannitol.
C'est un milieu semi-synthétique. 1l est utilisé pour l'isolement des Staphylococcus. Les
Micrococcaceae, quelques autres (Bacillus, Enterococcus) et méme tres rarement des bacilles
Gram négatifs sont cultivés sur ce milieu. Il contient un inhibiteur : les fortes concentrations
en chlorure de sodium (75 g/L) permettent un isolement sélectif de Staphylococcus a cause de
sa tolérance de fortes concentrations de NaCl. La fermentation du mannitol peut étre étudiee

par virage du rouge au jaune de phénol autour des colonies.

La lecture des résultats
—Pas de virage (le milieu reste rouge) : les colonies sont mannitol negatif, car elles ne
fermentent pas le mannitol. Il y a une légere alcalinisation du milieu par l'utilisation de

peptones dans leur métabolisme énergétique.
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—Virage au jaune du milieu : les colonies son mannitol positive, car elles fermentent le

mannitol avec acidification du milieu.

¢ Milieu Mac Conkey

Milieu sélectif pour I'isolement des bacilles a Gram négatif Salmonella et Shigella ainsi que
des bactéries coliformes dans les eaux, les produits alimentaires, les produits pharmaceutiques
et biologiques ; ce milieu contient deux inhibiteurs de la flore Gram™ (les sels biliaires et le

cristal violet).

La lecture des résultats
— Colonies rouges entourées d’un halo opaque de la méme couleur di a la précipitation des
sels biliaires : lactose*

— Colonies jaunes ou incolores : lactose

e Gelose au sang
C’est un milieu d’isolement enrichi sur lequel les Streptocoques se développent bien. Il
permet la lecture du caractére hémolytique. C’est un milieu riche d’autant plus par la

présence de sang.

La lecture des résultats
-Hémolyse B : zone claire d’hémolyse totale de diameétre 3-4 mm entourant les colonies.

- Hémolyse a : zone floue et granuleuse, verdatre de 1 a 2 mm de diamétre.

e Gélose Hektoen

La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant I’isolement et la différenciation des
entérobactéries pathogenes a partir des prélévements biologiques d’origine animale, des eaux,
des produits laitiers et des autres produits alimentaires. Elle est également utilisee dans le
domaine de la santé animale dans le cadre de la recherche des salmonelles chez les
mammiferes. Ce milieu est particulierement adapté a la culture des Shigella. Il évite

I’envahissement par les Proteus.

Principe
L’inhibition de la flore a Gram positif est due a la présence des sels biliaires qui peuvent
également légerement inhiber la croissance de quelques souches de microorganismes a Gram

négatif.
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Le milieu contient trois glucides : lactose, saccharose et salicine. La forte concentration en
lactose favorise la visualisation des entérobactéries en évitant le probleme des fermentations
tardives. Les autres glucides ont été introduits afin d’assurer une différenciation plus
performante et de réduire la toxicité engendrée par les indicateurs colorés, de maniere a
obtenir une excellente récupération des Shigella.

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

Le systéeme d’indicateurs colorés, composé de bleu de bromothymol et de fuchsine acide
permet de colorer en jaune orangé les entérobactéries lactose-positif et en bleu vert les

lactoses- négatifs.

La lecture des résultats
Le principe de lecture est fondé sur la fermentation éventuelle des 3 glucides présents dans le
milieu (lactose, saccharose, salicine). Les microorganismes qui fermentent au moins 1’un
d’entre eux forment des colonies de couleur «saumon », les autres donnant des colonies
bleues ou vertes. En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes producteurs de
sulfure d’hydrogéne donnent, avec le citrate ferrique, des colonies a centre noir.

Identification par la galerie API 20F

e Principe
API 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et d’autres
Bacilles a Gram négatif, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de
données. Ce systeme comporte 20 tests cupules qui contiennent un milieu réactionnel
déshydraté. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des

virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.
g p p

e Techniques
Préparation de la galerie
— Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de 1’eau dans les alvéoles pour
créer une atmosphére humide.
— Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

— Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale.
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Préparation de I’inoculum

- Une colonie est prélevée sur un milieu gelose et ensuite mise dans un tube de 5 ml d’eau
distillée stérile, afin d’obtenir une suspension bactérienne de 0,5 Mc Farland.

Incubation de la galerie

- Homogénéiser la suspension bactérienne.

— Pour les tests CIP, VP, GEL remplir les tubes et les cupules.

— Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes.

— Recouvrir les tests ODC, ADH, LDC, H2S, URE avec 2 goutes d’huile de paraffine.

— Mettre le couvercle de la galerie.

— Incuber a 35-37 0C pendant 18 a 24 h.

Lecture et interprétation

L’interprétation de la galerie s’effectue apres incubation, en se référant au tableau de lecture.

6.4. Identification par la galerie (API®Staph)

API®Staph BioMérieux est un systeme standardisé pour I’identification des genres
Staphylococcus, Micrococcus, comprenant 20 tests biochimiques classiques pour différencier
les espéces de Staphylococcus. Les tests étudiés par cette galerie sont :

Attaque de différents sucres ou polyalcools ; recherche de nitrate réductase, de phosphatase,
d’arginine dihydrolase et d’uréase (Chaala, 2013).

e Technique

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ Sml d’eau distillée dans
les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

Un inoculum bactérien d’opacité égale a 0,5 de McFarland est préparé avec de 1’eau
physiologique stérile a partir d’une culture pure de 18 heures sur gélose au sang. A D’aide
d’une pipette, remplir I’eau physiologique ensemencée dans les tubes de la galerie a
I’exception des cupules sans pour autant dépasser le niveau des tubes. Créer une anaérobiose
dans les tests ADH et URE, en remplissant leurs cupules d’huile de paraffine et ensuite
renfermer la boite d’incubation et incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.

La lecture peut s’effectuer directement par rapport aux résultats du tableau d’identification
(annexe 03), ou bien apres transformation de ces résultats en code chiffré dont la signification
est donnée (Murray, 2003) :

e Par le catalogue analytique

e Par un logiciel d’identification
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6.5. Test de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

Un antibiogramme a été réalisé afin de tester la sensibilité ou la résistance des souches isolées
a partir d’eau usée. A partir d’une boite fraiche, une colonie bactérienne a été prélevée et
suspendue dans 5ml d’eau physiologique stérile et ajusté jusqu'a 1’obtention d’une opacité de
0,5 Mc Farland, et incubée a 37°C pendant 6h.Ensuite, cette suspension bactérienne a été
utilisée pour ensemencer la gélose Mueller Hinton par écouvillonnage. La technique par
écouvillonnage consiste a faire plonger 1’écouvillon stérile dans la suspension et éliminer
I’exces de liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube. Ensemencer toute la surface
du milieu (3 passages a orientation décalée de 60° pour la boite et I’écouvillon).

Par la suite, des disques imprégnés d’une dose connue d’antibiotique ont été déposés a la
surface de cette gélose.

Aprés incubation a 37°C pendant 24h, le diamétre de la zone d’inhibition a été déterminé afin
d’estimer la concentration minimale inhibitrice.

Tableau 5: La liste des antibiotiques utilisés.

Famille L’antibiotique L’abréviation La charge du
d’antibiotique disque
Béta- Lactamines | Amoxicilline AML 30 pg
Cefoxitine FOX 30 ug
Cefazoline KZ 30 ug
Cefotaxime CTX 30 ug
Piperacilline PRL 100 pg
Amoxicilline+acide clavulanique | AMC 30 ug
Aminosides gentamicine GEN 10 pg
Phénicoles chloramphénicol C 30 ug
Sulfamides Triméthoprime/sulfaméthoxazole | SXT 25 ug
Quinolones acides pipémidique PA 20 ug
Péfloxacine PEF 5 ug
Polypeptides Nitroxoline NO 30 ug
Pénicillines Peénicilline G P 10 pg
Oxacilline OoX 1ug
glycopeptides Vancomycine VA 30 ug
Tetracyclines Doxycycline DXT 30 ug
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6.6. Activité antibactérienne

6.6.1. Préparation des extraits

e Récolte et procédure d'extraction

La planteCynara cardunculusutilisée dans cette étude (fourni par Dr. Baali) a été récoltée en
mai 2007 dans la région de Constantine. La matiére végétale a été séchée et broyée avant
d'étre extraite par maceration agitée a I'éthanol a: 70%, 80% et 50% & la température
ambiante (25-40°C). Les extraits hydroéthanolique obtenus sont ensuite dégraissés a I'éther de
pétrole par extraction liquide-liquide. Ainsi, les extraits éthanoliques dégraissés sont partagés
par extraction liquide-liquide entre le chloroforme, l'acétate d'éthyle et le n-butanol. Les
phases organiques ont été séchées avec NaxSO4 anhydre puis filtrées, ce qui donne apres
déménagement de dissolvants sous pression réduite, CHCIs (1,55g), EtOAc (11,97g) n-BuOH
(28,049) extraits respectivement (Baali, 2017).

e Preéparation des solutions

Trois concentrations différentes de I’extrait de plante sont préparées dans de 1’eau distillée
stérile (250 mg/ml ,125 mg/ml, 62 .5 mg/ml) additionnée de 5% DMSO, selon la méthode de
Debalke et al., (2018).

e Souches microbiennes utilisées

Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antimicrobienne des extraits de cynara

cardunculus sont les suivants : Staphylococcus xylosus, et Pseudomonas aeruginosa.

e Préparation des précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de Petri contenant de la
gélose nutritive. Aprés 18 heures d’incubation a 37 °C, des suspensions microbiennes d’une
densité optique de 0,5 McFarland ont été préparées pour chaque microorganisme dans 10 ml

d’eau physiologique stérile.
6.6.2. Test de sensibilité aux extraits des plantes

L’activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion dans la gélose. La gelose
Muller- Hinton a été ensemencée par technique d’écouvillonnage. Ensuite, des puits de 6mm

ont été réalisés dans la gélose. 100 ul de I’extrait aqueux ont été déposes, puis les boites ont
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été séchées 15 minutes sous la hotte a flux laminaire a la température ambiante, incubés a
37°C/24 h. L’activité antibactérienne a été évaluée en mesurant, a 1'aide d'un pied a coulisse,
le diamétre de la zone d’inhibition induite par les extraits.

e Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

Ce test a été réalisé comme un témoin positif des germes utilisés qui est comparé avec I’effet
de nos extraits bruts. Le disque d’antibiotique est déposé a la surface d’un milieu gélose,

préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
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Résultats et discussion

I. Identification des souches :
Ce travail a pour but d’évaluer la qualité bactériologique des eaux usées hospitalicres
prélevées au niveau de la station de relevage Sidi M’cid a Constantine. Aprés repiquage des
souches non pures sur les milieux gélose nutritive et BCP 1’aspect macroscopique et

microscopique sont étudiés pour confirmer la pureté des isolats.

1. Etude des caractéres culturaux et morphologiques :

1.1. L’aspect macroscopique

Les différents isolats avaient différents aspects macroscopiques, ils montrent divers aspects de
colonies. Nous avons remarqué des colonies irrégulieres de couleur jaune claire, des colonies
rondes parfois bombées de couleur blanchétre soient de taille variable et Avec une surface
lisse, parmi lesquelles on trouve des colonies a contour régulier ou non. Il y a aussi des
colonies avec une forme irréguliére et une couleur verdatre (Tableau6).

Tableau 6: Description macroscopique des souches étudiées.

souche Taille forme contour relief surface couleur

S1 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Blanche

S2 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Transparente
S3 Moyenne | Ronde Régulier Bombé Lisse Blanche

S4 Moyenne | Ronde Irrégulier | Elevé Lisse Jaune

S5 Moyenne | Ronde Régulier Elevé Lisse Jaune

S6 Grande Irrégulier | Irrégulier | Plat Rugueuse | Verdatre

S7 Grande Irrégulier | Irrégulier | Plat Rugueuse | Verdatre

S8 Grande Irrégulier | Irrégulier | Plat Rugueuse | Verdatre

S9 Petite Ronde Régulier Bombé Lisse Jaune

S10 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Jaune clair
S11 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Blanche

S12 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Transparente
S13 Moyenne | Ronde Regulier Convexe | Lisse Jaune

S14 Petite Ronde Régulier Bombé Lisse Blanche

S15 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Jaune

S16 Petite Ronde Régulier Convexe | Lisse Jaune
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souche Taille forme contour relief surface couleur
S17 Petite Ronde Régulier Bombé Lisse Jaune

S18 Moyenne | Ronde Régulier Bombé Lisse Jaune

S19 Petite Ronde Régulier Plat Lisse Jaune

S20 Petite Ronde Régulier Plat Lisse Blanche
S21 Petite Ronde Régulier Bombé Lisse Jaune clair
S22 Petite Ronde Régulier Elevé Lisse Jaune

S23 Moyenne | Ronde Régulier Convexe | Lisse Blanche
S24 Moyenne | Ronde Régulier Convexe | Lisse Jaune clair

1.2.L aspect microscopique
L'étude microscopique repose sur les critéres de la coloration de Gram : le Gram positif ou
négatif, la forme (bacille, coccobacille, Cocci ...) (Tableau 6).

Apres la coloration de Gram vingt-quatre souches ont été pure a 100%. D’autre n’ont pas été
pures, sous microscope ils ont montré différentes aspects (Bacilles a Gram positif, Bacilles a
Gram négatif, Coccobacilles, des Bacilles en forme incurvée qui se ressemblent au Vibrio

mais ils n’ont pas été isolé en raison de manque de milieu d’isolement de ces bactéries (Figure

9).

Figure 9: Aspect de Vibrio sous microscope des bactéries non pures apres coloration de
Gram
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Apres coloration de Gram des souches pures, 1’observation microscopique a 1’objectif a
immersion montre des Bacilles, Coccobacilles, et des Cocci a Gram positif ainsi que des

Bacilles, Coccobacilles, et des Cocci a Gram négatif.

Dont deux souches sont des Bacilles a Gram positif, neuf souches sont des Cocci a Gram

positif.

En ce qui concerne le groupe des souches & Gram négatif, nous avons trois souches qui sont

des Bacilles, dix souches sont des Coccobacilles.
Les résultats de la coloration de Gram ont été confirmés avec le test de KOH a 3 %.

La figure ci-dessus présente la répartition des souches étudiées en deux groupes : les souches

a Gram positif et les souches a Gram négatif.

Dont les souches a Gram négatif représentent 54 % des souches étudiées alors que les souches

a Gram positif représentent que 46 %.

Répartition des souches a Gram
positif et a Gram négatif

B Gram +

B Gram -

Figure 10: Répartition des souches étudiées en Gram positif et Gram négatif.
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Tableau 7: Description microscopique des souches étudiées

Souche Gram Morphologie Observation microscopique
cellulaire

S1 - Coccobacille

S2 + Cocci

S3 + Cocci

sS4 + Bacille
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Observation microscopique

souche Gram Morphologie
cellulaire

S5 + Bacille

S6 - Coccobacille

S7 - Coccobacille

S8 - Coccobacille
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Observation microscopique

souche Gram Morphologie
cellulaire

S9 + Cocci

S10 + Cocci

S11 - Coccobacille

S12 - coccobacille
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souche Gram Morphologie Observation microscopique
cellulaire

S13 Cocci

S14 Bacille

S15 Coccobacille

S16 Coccobacille
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Observation microscopique

souche Gram Morphologie
cellulaire
S17 + Cocci
S18 + Cocci
S19 + Cocci
S20 - Bacille
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Résultats et discussion

Observation microscopique

souche Gram Morphologie
cellulaire

S21 Coccobacille

S22 Bacille

S23 Coccobacille

S24 Cocci
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2. Etude des caractéres biochimiques :

2.1. Tests de catalase, oxydase, Mannitol Mobilité :
Toutes les bactéries isolées, testées pour la production d’une catalase, ont décomposé
L’eau oxygénée en eau et en oxygene qui se dégage. Ce qui se traduit par le dégagement des

Bulles de gaz, sauf les souches S19 et S23 qui ont été catalase négative (Tableau8).

Parmi les souches isolées dix-sept ont été oxydase positive (S1, S3,54, S5, S6, S7, S8, S9,
S10, S13, S14, S17, S18, S19, S20, S21, S24) et sept souches ont été oxydase négative (S2,
S11, S12, S15, S16, S22, S23) (Tableau8).

Le test Mannitol Mobilité montre aprés ensemencement que les quatre souches S6, S7, S8,
S20 ne fermentent pas le Mannitol, alors que le reste des souches un visage de couleur du

milieu été observé qui indique la fermentation du sucre.

En outre, la formation de voile au niveau de la piqure centrale montre que toutes les souches

sont mobiles sauf S1 qui est immobile par absence de voile (figure 11).

Un autre caractére qui peut étre observé dans ce milieu est la production de gaz dont sept
souches (S3, S4, S5, S10, S14, S17, S19) sont capables de produire le gaz et le reste des

souches sont incapables (figure 11).

Le tableau ci-dessous montre les résultats des tests catalase, oxydase, mannitol-mobilité (la

fermentation du mannitol, la mobilité, et la présence de gaz).

Tableau 8: Les caracteres biochimiques des souches étudiées.

Mannitol Mobilité
Souche Catalase | Oxydase
Mannitol | Mobilité | Gaz
S1 + + + - -
S2 + - ++ + -
S3 + + +++ + +
S4 + + ++ + +
S5 + + ++ + +
S6 + + - + -
S7 + + - + -
S8 + + - + -
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Mannitol Mobilité

Souche Catalase | Oxydase
Mannitol | Mobilité | Gaz
S9 + + +++ + -
S10 + + +++ + +
S11 + - ++ + -
S12 + - ++ + -
S13 + + +++ + -
S14 + + +++ + +
S15 + - +++ + -
S16 + - +++ + -
S17 + + +++ + +
S18 + + +++ + -
S19 - + ++ + +
S20 + + - + -
S21 + + +++ + -
S22 + - +++ + -
S23 - - +++ + -
S24 + + +++ + -

Pour le test de la fermentation du mannitol : (+++) ; Souche qui fermente le mannitol (présence de virage de

couleur). (++) ; virage moyen. (+) ; virage faible. (-) ; pas de virage.

1) ) ©) (4) ()
Figure 11: Test de Mannitol Mobilité.
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(1) ; mannitol (+), Mobilité (+) : la souche S9.
(2) ; mannitol (-), Mobilité (+) : la souche S6.
(3) ; virage moyen : la souche S2.

(4) ; virage faible : la souche S1.

(5) ; gaz (+) : la souche S3.

2.2. Les milieux sélectifs :
2.2.1 Milieu Mac Conckey :
L’utilisation du milieu Mac Conckey permet de dévoiler la capacité de fermenter le lactose

chez les bactéries a Gram négatif sélectionnées par ce milieu, nous avons trouvé que deux

souches (S22, S23) sont capables de fermenter le lactose alors que dix-sept (S6, S7, S8, S9,
S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20, S21, S24) sont lactose négatif
(figure 12).

1) )
Figure 12 : La croissance des bactéries a Gram négatif sur milieu Mac Conckey

(1) : colonies jaunes (lactose négatif) ; (2) : colonies roses (lactose positif)

2.2.2 Milieu Hectoen :
Parmi les souches a Gram négatif sélectionnées par le milieu Hectoen, quatre souches (S14,
S21, S22, S23) ont eu une croissance avec des colonies saumon et une seule souche (S20) a

eu une croissance avec des colonies bleu vert (figure 13).
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(1) (2)

Figure 12: Croissance des bactéries a Gram négatif sur milieu Hectoen

(1) : colonies bleu vert ; (2) : colonies saumon

2.2.3 Milieu Chapman :
Dans ce milieu sélectif des bactéries halophiles, trois souches pu croitre dont deux souches
(S3, S18) présentent un virage du milieu au jaune ce qui indique qu’elles fermentent le

Mannitol avec acidification du milieu, et une seule souche (S19) ne présente pas le virage du
milieu elle est Mannitol negatif (figure 14).

1) (2)

Figure 13: Croissance des bactéries halophiles sur milieu Chapman
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(1) : colonies blanches (Mannitol négatif) ; (2) : colonies jaunes (Mannitol positif)

2.2.4 Milieu Gélose au sang :

L’utilisation du milieu Gélose au sang permet la lecture du caractére hémolytique des souches
étudiées. Dont nous avons observé que cing souches (S4, S5, S7, S8, S16) ont présenté un
halo verdatre a bords flous c’est une hémolyse de type a, dix souches (S6, S9, S10, S13, S14,
S15, S17, S20, S21, S24) ont eu des colonies entouré d’une zone claire et incolore ce qui
indique une hémolyse compléte (hémolyse B), alors que neuf souches (S1, S2, S3, S11, S12,
S18, S19, S22, S23) n’ont pas présenté un halo autour des colonies ce qui montre une absence

d’hémolyse (hémolyse v). (Figure 15).

(1) )

(3)

Figure 14: observation de I’hémolyse par les souches étudiées sur milieu Gélose au Sang.
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(1) :Hémolyse a (S7, S8) ; (2) : Hémolyse B (S9) ; (3) : Hémolyse y (S18, S19).

3. Identification par la galerie API 20F :
Les résultats des tests biochimiques sur les galeries AP1 20E sont regroupés dans le tableau 9.

Tableau 9: Les résultats des tests biochimiques des bacilles a Gram négatif.

souche S11 | S12 | S14 | S15 | S16 | S22 | S23

test

Ortho-Nitro-Phenyl-Galactoside + ) _ . i N N
(ONPG)

Arginine Dihydrolase (ADH) + - - - - - -
Lysine Décarboxylase (LDC) - - + + + + +
Ornithine Décarboxylase (ODC) + + + + + + -
Citrate de Simmons (CIT) - + + + + - +
Thiosulfate de sodium (H2S) - - - - - - -
Uréase (URE) + + - - - - +
Tryptophane (TDA) - + - - - - -
Indole (IND) - + - - - n n
Pyruvate de sodium (\VP) + - + + + - +
Gélatinase (GEL) + - + + + - -
Glucose (GLU) + - + + + + +
Mannitol (MAN) + - + + + + +
Inositol (INO) - - + + + - +
Sorbitol (SOR) + - + + + + +
Rhamnose (RHA) - - - - - + +
Saccharose (SAC) + - + + + + +
Melibiose (MEL) - - + + + + +
Amygdaline (AMY) + - + + + - +
Arabinose (ARA) + - - - - + +
Oxydase - - + - - - -
Nitrite (NO2) + - + + + + +
Azote (N2) - + - - - - -
mobilité + + + + + + +
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Les souches S15, S16, S23 appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae, ces bactéries
sont catalase positive et oxydase négative, VP positive, ADH négative et TDA, Uréase, H2S
négative, lactose négative, capables de fermenter le mannitol et le glucose. Aprées 1’analyse

des résultats de la galerie API 20 E par le logiciel «<APl web ® Biomérieux» les souches S9,

S15, S16, S23 (figure 16) sont identifiées Serratia marcescens.

Figure 15: Profil sur API 20 E de la souche S15.

La souche S11 appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Elle est catalase positive et
oxydase négative, ONPG, ODC et VP positives, indole et H>S négative, capable de fermenter

le glucose. La souche S11 (figurel7) est suspectée d’étre Enterobacter sp.

Figure 16: Profil sur API 20 E de la souche S11

La souche S12 appartient a la Famille des Enterobacteriaceae, Bacille a Gram négatif, elle est
catalase positive et oxydase négative, qui fermente le glucose, capable de réduire les nitrates
en nitrites, elle est Uréase, TDA, et indole positif, et ONPG, H.S, VP, Gélatinase négative. La

souche S12 (figure 18) est identifiée Morganella morganii.

Figure 17: Profil sur API 20 E de la souche S12

La souche S22 est bacille a Gram négatif qui fermente le glucose et le lactose, catalase
positive et oxydase négative, elle est indole positif, citrate, H2S et uréase négative. D’apres
I’analyse des résultats, la souche S22 (figure 19) est identifiée Escherichia coli.
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Figure 18: Profil sur AP1 20 E de la souche S22.

La souche S14 s’agit d’un bacille a Gram négatif, catalase positive et oxydase positive,
mobilité positive, citrate positif, et ONPG, indole, lactose négatif, avec une fermentation du
glucose. D’aprés I’analyse des résultats, la souche S14 (figure 20) est identifiée Aeromonas
hydrophila.

Figure 19: Profil sur API 20 E de la souche S14.

4. ldentification par la galerie Api STAPH :
Les résultats des tests biochimiques sur les galeries APl STAPH sont regroupés dans le
tableau 10.

Tableau 10: Les résultats des tests biochimiques des Cocci a Gram positif.

souche S2 S3 S18 S19
0 - - - -
GLU + + + +
FRU + + + +
MNE - + - -
MAL + + - +
LAC - + - -
TRE + + - +
MAN + + + -
XLT - - - -
MEL - + ; ;
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souche S2 S3 s18 519
NIT - + - -
PAL + + + +
VP + + + +
RAF - + - -
XYL - + - -
SAC - + - -
MDG - - - -
NAG - + - +
ADH - + + -
URE - + + -

Les souches S2, S19 sont des coques a Gram positif, groupées en amas, lactose négatif,
catalase positive, capable de fermenter le Mannitol. Aprés 1’analyse des résultats de la galerie
STAPH par le logiciel «<APl web ® Biomérieux» les souches S2, S19 (figure 21) sont
identifiées Staphylococcus cohnii ssp cohnii.
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Figure 20: Profil sur Api STAPH de la souche S19.

La souche S3 représente des cocci a Gram positif groupés en amas, lactose négatif, catalase
positive, capable de fermenter le Mannitol. D’aprés I’analyse des résultats, la souche S3

(figure 22) est identifiée Staphylococcus xylosus.
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Figure 21: Profil sur Api STAPH de la souche S3.

La souche S18 représente des cocci a Gram positif groupés en amas, lactose négatif, catalase
positive, capable de fermenter le Mannitol. D’aprés les résultats la souche S18 (figure 23) est
identifiée Staphylococcus capitis.
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Figure 22: Profil sur Api STAPH de la souche S18.

5. Identification par la galerie APl 20 NE (non-Entérobacteries) :

Tableau 11: Les résultats des tests biochimiques des bacilles & Gram négatif NE.

souche S1 S6 S7 S8 S20 S21
NO3 + + - + - +
TRP + - - - - -
GLU + - - - - -
ADH + + + - + +
URE + + + + + +
ESC + + + + + +
GEL + + + + + +
PNPG + - - - - +
GLU + + + + + +
ARA + - - - + +
MNE + - - - - +
MAN + + + + + +
NAG + + + + + +
MAL + - - - n T
GNT + + + + + +
CAP + + + + + +
ADI - + + + + +
MLT + + + + + +
CIT + + + + + +
PAC - - - - + +
OX + + + + + +
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Les souches S6, S7 et S8, sont des bacilles a Gram négatif, avec catalase positive, Oxydase,
mannitol et mobilité positive, lactose et indole négatif, capables de liquéfier la gélatine. Elles
réduisent le nitrate en nitrite et ne fermentent pas le glucose. Ces isolats sont facilement
distinctifs grace a une pigmentation verdatre sur la gélose nutritive. Apres 1’analyse des

résultats de la galerie APl 20 NE par le logiciel «APl web ® Biomérieux» les souches S6,

S7et S8 (figure 24) sont identifiées Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 23: Profil sur API 20 NE de la souche S7.

La souche S1 est une bactérie a Gram négatif, catalase, oxydase, nitrate réductase, et glucose
positif, mobile et avec ADH, gélatinasse, esculine et arabisons positive. Apres I’analyse des
résultats de la galerie APl 20 NE par le logiciel «API web ® Biomérieux» la souche S1

(figure 25) est identifiée Aeromonas caviae.

03 TRP AD
9_u H URE Esc A el PNPG @._w LARA] &

A -
NAGI MAL (aNTi® icapl (api M o feac

Figure 24: Profil sur API 20 NE de la souche S1.

La souche S20, S21 sont des bactéries a Gram négatif produisant de la catalase et ne
fermentant pas le lactose, oxydase et glucose positive, uréase négative. Apres 1’analyse des
résultats de la galerie API 20 NE par le logiciel «<API web ® Biomérieux» la souche S20, S21

(figure 26) sont identifiées Burkholderia cepacia.
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Figure 25: Profil sur API 20 NE de la souche S21.
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Les souches S4, S5sont des bacilles a Gram positif, catalase positive, et ne fermentent pas le
lactose. D’aprés les résultats obtenus et selon la coloration des spores, les souches sont

sporulées, elles sont suspectées d’étre Bacillus sp.

Les souches S9, S10, S13, S17, S24 sont des Cocci a Gram positif, catalase positive et
oxydase positive, elles sont glucose positif et lactose négatif, et ADH négative. D’apres

I’analyse des résultats, les souches S9, S10, S13, S17, S24 sont suspectées d’étre Micrococcus

sp.

Bacilles & Gram positif

l

[ Catalase positive ]

l

[ Formation de spores ]
[ Positive ] [ Négative ]
[ Bacillus sp. ] [ Corynebacterium sp. }
S4,
S5

Figure 26: Clés dichotomiques de différenciation des Bacilles a Gram positif.
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Cocci a Gram positif

l

Oxydase ]

|
SN
|

[ Positive [ Négative ]
[ Catalase positive ] [ Catalase ]

1 /N

[ Positive ] [ Négative ]

[ Micrococcus sp. ]
[ Staphylococcus sp. ][ Streptococcus sp. }

|

S2, S3, S18, S19

S9, S10, S13, S17,
S24

Figure 27: Clés dichotomiques de différenciation des Cocci a Gram positif.
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Tableau 12: Identification présomptive des souches étudiées.

Gram souches Genres/especes suspectés

Bacille a Gram négatif S1,S14 Aeromonas sp.
S6, S7, S8 Pseudomonas aeruginosa
S11 Enterobacter sp.
S12 Morganella morganii
S15, S16, S23 Serratia marcescens
S20, S21 Burkholderia cepacia
S22 Escherichia coli

Bacille a Gram positif S4, S5 Bacillus sp.

Cocci a Gram positif S2, 519 Staphylococcus cohnii ssp cohnii
S3 Staphylococcus xylosus
S18 Staphylococcus capitis

S9, S10, S13, S17, S24

Micrococcus sp.

W Aeromonas sp.

B Pseudomonas aeruginosa
 Enterobacter sp.

B Morganella morganii

M Serratia marcescens

m Burkholderia cepacia

B Escherichia coli

M Bacillus sp.

B Staphylococcus sp,

B Micrococcus sp.

Figure 28: Pourcentage des bactéries présentes dans les effluents hospitaliers
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Les bacilles a Gram négatif étaient prédominants avec 54 %, au total treize bactéries ont été
isolées de vingt-quatre. Dans plusieurs études réalisées en Afrique (Maroc) et en Europe
(Espagne, France), les auteurs ont également mis en évidence une flore bactérienne dans les

effluents hospitaliers dominés par les bactéries a Gram négatif appartenant a la famille des

Enterobacteriaceae (E. coli) et des Pseudomonaceae (Pseudomonas aeruginosa) (Jeannette et
al., 2007 ; Ekhaise, 2008; Atef et al., 2008) et dans une moindre mesure les Staphylocoques .
Cette flore mise en évidence était composée de la flore des malades, et de I’environnement

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

Dans notre étude les Entérobacteriacae sont également les plus nombreux, ces résultats
concordent avec les travaux de Ramdani et al., 2018 et Adanlokonon et al.,2018 qui ont
trouvé que les coliformes représentent le groupe le plus dominant, et ils ont considéré que la
présence d’E.coli dans les eaux analysées indique clairement leur contamination par les
bactéries fécales.

E. coli et enterobacter sp sont toutes les deux pathogenes et commensaux et sont des causes

fréguentes des infections nosocomiales.

Le genre Serratia est rarement pathogéne, mais ces bactéries sont fréguemment présentes
dans I’environnement hospitalier. Chez 1'homme, ces bactéries sont responsables
d’infections urinaires, d’infections respiratoires, et de contaminations des plaies.

Aeromonas hydrophila a également été signalé parmi les causes des maladies humaines les
plus fréquentes parmi les espéces de Aeromonas spp., elle est reconnu comme un agent
pathogene opportuniste, qu’il est souvent isolé dans des infections de plaies subies en milieu
aquatique.

Ces résultats sont trés proches de celui de Yousfi et al., 2018 qui ont montré que les
Enterobacteriaceae constituaient la famille prédominante, les especes identifiées dans cette
famille comprenaient E. coli, différentes espéces d’Enterobacter et du genre Aeromonas, ces

especes étaient les plus nombreux.

Morganella morganii est rencontrée le plus souvent a I’hdpital, responsable d’infections
opportunistes chez les immunodéprimés, d’infections urinaires, d’infections extradigestives
diverses et rares infections maternées fatales, cette bactérie a été isolé par Hauhnar et al.,

2018 a partir de I’hopital civil Aizawl en Inde.
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Ramdani et al., 2018 ont expliqué la présence de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa comme des bactéries responsables d'infections nosocomiales et c’est le danger

qui caracterise les effluents des hopitaux.

6. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques
En utilisant 16 antibiotiques de différentes familles, 1’antibiogramme a été réalisé pour 19
souches bactériennes. La mesure du diametre des zones d’inhibition de chaque souche pour
chacun des antibiotiques testés permet de caractériser les souches en tant que sensible,

résistante ou intermédiaire.

D’apres les résultats obtenus (annexe 6) et en comparant les valeurs mesurées avec les
diametres critiques selon la fiche des zones d’inhibition (CLSI et CASFM, 2019), on peut
classer les souches bactériennes selon leurs diamétres d’inhibition pour chaque antibiotique

en trois catégories bien définies : sensible, résistante et sensibilité intermédiaire (Tableau 13).

Tableau 13: Les profils de résistance des souches caractérisées

ATB |[C |[K |A|P |N (F|P |S|]A |G|P |C|P O |Vv |D

T (Z M/R|O |O|E |X|M |E A X [A | X

souche\ | X C|L X|F |T|L |N T

S18 R[S [S|I |I S|l |[R|IR |S|S |R|S R |[S [R

S3 S |S |I [I ]I RIR|S |R I |S |I |R R |[R |R

S19 R |1 [ R|I |S|R R | S |R R |S [R
S22 S |r SIR|S |S|S|R|R |[S|S |S ]|/ / / /
S23 S |[S |S|S|S |S|S|S|R [S|S |[S |/ / / /
S9 S IR |S|S|S |I |[R|S|R [S|S [I [/ / / /
S7 R IR |S|S|R |[R|I |[R|R |[S|S |R]|/ / / /
S8 R R |S|S/R |R|S|I |R |[S|S |R]|/ / / /
S6 R R |S|S|R [R|I |I |R |[S|S |R]|/ / / /
S11 S IR |S|S|S |[S|S |S|R RIS |S |/ / / /

S2 S |[R |S|S|I |[R|S|S|R |S|S |[S|R |R |S |R
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ATB |C |[K |[A|P |N |F |P |S|A |[G|P |C|P O |V |D
T Z MIR|O |O|E | XM E | A X |A | X
souche X Cl|L X|F |T|L N T
S14 S IR [S|S|S |[S|S|S|R S|S |S |/ / / /
S15 S IR [S|S|S |[S|S|S|R S|S |S |/ / / /
S4 R |1 S|II]|S |S|I |R|R S |1 |/ / / /
S16 S IR [S|S|S |[S|S|S|R S|S |S |/ / / /
S12 S IR [S|S|S |[S|IR|S|R S|S |S |/ / / /
S5 R [R |[S|I |I S |1 | |R S |1 |/ / / /
S21 3, |10 (2,112,112, |2 |2, |S|R 2,12, |3 |/ / / /
4 316 |8 3 4 |8
S20 2, 10 (2,112,111 |0, |1, |l [R 2,12, |1,/ / / /
1 5142 |8 |8 312 |1

R : la souche est résistante, S : la souche est sensible, | : la souche est intermédiaire

Le résultat « R » signifie que le risque d'échec thérapeutique est grand quel que soit le
traitement, le résultat « S » signifie qu'il n'y a pas de mécanisme de résistance acquise
exprimée in vitro, la probabilité de succes thérapeutique est forte, le résultat « | » correspond
a une zone d'incertitude qui ne peut pas prédire du succes ou de I'échec thérapeutique.

D’apres les résultats de 1’antibiogramme, les souches (S2, S3, S18, S19) qui ont été
identifiées comme Staphylococcus sp. (figure30) sont sensibles a la gentamicine,
triméthoprime/sulfaméthoxazole et 1’acide pipémidique et résistantes aux céfotaxime,
céfoxitine, amoxicilline, pénicilline G, oxacilline, doxycycline et ont une sensibilité

intermédiaire aux pipéracilline, nitroxoline, et péfloxacine.

Selon les références, Staphylococcus sp.présente une résistance importante vis-a-vis les
antibiotiques de la famille Béta-Lactamines et aux pénicillines ainsi que les tétracyclines et
elles sont soit sensibles soit intermédiaires vis-a-vis les autres familles. Ces résultats

concordent avec les résultats obtenus par Daoud et al., en 2018 et El haimer en 2019.

73



Résultats et discussion

Figure 29: L’antibiogramme de Staphylococcus sp.

Le graphe suivant représente le taux de sensibilité des isolats de Staphylococcus sp. vis-a-vis

des antibiotiques testés.

sensibilité des isolats de Staphylocoques aux
antibiotiques testés
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D’aprés le graphe, on observe que les souches de Staphylococcus sont résistantes avec des
pourcentages plus élevées aux antibiotiques (lls sont résistantes a 100% a nitroxoline,

amoxicilline, oxacilline, vancomycine)

Les souches (S15, S16, S23, S11, S12, S22) qui ont été identifiées comme Enterobacteriaceae
(figure 31) sont sensibles aux céfotaxime, amoxicilline + acide clavulanique, nitroxoline,
céfoxitine, acide pipémidique, péfloxacine, et chloramphénicol et résistantes aux céfazolines,

amoxicilline, gentamicine, piperacilline, et triméthoprime/sulfaméthoxazole.
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Selon les références, les Enterobacteriaceae sont résistantes vis-a-vis les Béta-Lactamines, les

aminosides et sensibles aux quinolones. Notre résultat sont proche des résultats de Mlaga et
al., (2019) et Chabane en 2018.

Figure 30: L’antibiogramme d’Escherichia coli.

Les souches (S6, S7, S8) qui ont été identifiées comme Pseudomonas aeruginosa (figure
32)sont sensibles aux amoxicilline + acide clavulanique, pipéracilline, gentamicine, acide
pipémidique et résistantes aux céfotaxime, céfazoline, nitroxoline, céfoxitine,
triméthoprime/sulfaméthoxazole, amoxicilline, et chloramphénicol, et ont une sensibilité

intermédiaire a la péfloxacine.

Selon les références, Pseudomonas aeruginosa est résistante vis-a-vis les antibiotiques de la
famille Béta-Lactamines, les fluoroquinolones, et carbapéneme. Et nos résultats concordent

avec les travaux rapportés par Moghnieh et al., (2019) et EI haimer en 2019.

Figure 31: L’ antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.

Les souches (S4, S5) qui ont été identifiées comme Bacillus sp. (figure 33) Sont sensibles aux
amoxicilline + acide clavulanique, céfoxitine, gentamicine et résistantes aux céfotaxime,
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amoxicilline, céfazoline, triméthoprime/sulfaméthoxazole et ont une sensibilité intermédiaire

aux pipéracilline, péfloxacine, acide pipémidique, et chloramphénicol.

Selon les références, Bacillus sp. a une sensibilité aux gentamicines et posséde une sensibilité

intermédiaire au Chloramphénicol, et est résistante vis-a-vis triméthoprime/sulfaméthoxazole.

Nos résultats sont proches avec les résultats rapportés par Timraz en 2016.

Figure 32: L’antibiogramme de Bacillus sp.

7. Test de sensibilité aux extraits des plantes

Les résultats du test de 1’activité antibactérienne sont présentés dans le tableau 13.

Tableau 14 : Activité antibactérienne (zone d’inhibition par cm) des extraits de Cynara
cardunculus.

Souches testées

Extrait concentration
Staphylococcus Pseudomonas
250 mg/ml 1,4 -
Sacet
125 mg/ml 1,3 -
62 mg/ml 1,4 0,8
250 mg/ml 0,9 1,2
5but
125 mg/ml - 1
62 mg/mi - 1,1
Témoin positif (cefotaxime) | 30 ug 3,4 3,4

Témoin négatif
(eau distillé stérile + 5% | - - -
DMSO)
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Hacet : extrait ethyl acetate de la Cynara cardunculus; 5but : extrait butanolique de la Cynara

cardunculus.

D’aprés les résultats du tableau 13 les extraits 5But et 5Acet ont montré une activité
antibactérienne qui varie avec la concentration de la solution d’extrait et I’espéce bactérienne,
I’activité antibactérienne la plus efficace est celui de SAcet obtenu a une concentration de
250mg/ml avec une zone d’inhibition de 1.4cm contre Pseudomonas aeruginosa, par contre le
5Buts montre une activité antibactérienne plus efficace contre staphylococcus avec une zone

d’inhibition de 1.2cm a une concentration 250mg/ml.

Nos résultats sont proches avec les résultats de Emanuel et al., (2011) et qui ont montré que
I’extrait de Cynara scolymus a une activité antibactérienne contre les staphylocoques avec une
zone d’inhibition (1.20£0.03 cm) et contre les Pseudomonas avec une zone d’inhibition
(1.10£0.04cm).

Le mécanisme antibactérien peut étre di a la diffusion des composés actifs du site
d'application au site d'action ou il peut exercer sa toxicité. Ceci indique que ces extraits
peuvent étre utilisés comme agent antibactérien avec des marges de sécurité raisonnables pour
inhiber la croissance bactérienne. Le mécanisme antibactérien connu associé a chaque classe
de produits chimiques auxquels appartiennent les composés isolés peut expliquer la puissance
antibactérienne de I'extrait. L'activité antibactérienne de l'extrait pourrait étre due a la
présence de composés phénoliques et a la capacité des composés phénoliques de se lier aux

parois cellulaires bactériennes et d'inhiber la croissance microbienne.
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Conclusion et perspectives

D’aprés nos résultats en constatent que les vingt souches isolées a partir des eaux usées
hospitaliéres du CHU Dr Benbadis de Constantine sont des Bacilles a Gram positif et négatif

et des Cocci a Gram positif.

Les tests biochimiques (APl 20E, API® STAPH, APl 20NE) et les milieux sélectifs ont
permis 1’identification des souches ¢étudiées comme suit: Serratia marcescens 13%,
Enterobacter sp. 4%, Morganella morganii4%, Staphylococcus cohnii ssp cohnii et
Staphylococcus xylosus et Staphylococcus capitis 17%, Pseudomonas aeruginosa 8%,

Aeromonas sp. 8%, Burkholderia cepacia 8%, Bacillus sp. 8%, Micrococcus sp. 21%.

La deuxiéme partie de ce travail est consacré a la réalisation d’un antibiogramme pour tester
la sensibilité ou la résistance des isolats vis-a-vis plusieurs antibiotiques (CTX, KZ, PRL,
PEF, GEN, SXT, FOX, PA, C, AMC, AML, NO, P, DXT, VA, OX), les bactéries sont
révélées d’étre multirésistantes aux différents antibiotiques notamment 1’Amoxicilline, le
Triméthoprime/ sulfaméthoxazole, le Cefoxitine, le Chloramphénicol, le Doxycycline et le

Cefazoline.

En perspective les techniques de base et de hautes performances comme le séquencage
génomique, ’extraction de I’ADN des souches isolées, profils électrophorétiques de I’ADN
total des isolats identifies, PCR ADNL16s, les genes de ménage ; la mesure de parameétres
chimiques (DBOs, DCO, MES, Azote), dénombrement de la FTAM..., doivent étre réalisée, et

aussi d’effectuer des analyses microbiologiques apres le traitement des effluents hospitaliers.

L’étude de I’activité antibactérienne de 1’extrait de Cynara cardunculus contre deux bactéries
Pseudomonas et Staphylococcus a montré que ces extraits ont une activité inhibitrice
remarquable et les diameétres des zones d'inhibition varient entre 0.8cm et 1.4cm.

Comme perspectives, il serait judicieux de :

Tester ces extraits en utilisant des souches de références en méme temps que d’autres isolats

multirésistants.
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Annexes 1 : coloration de Gram
Principe : Par la coloration différentielle de Gram, les bactéries Gram positif (Gram+) sont

Annexes

colorées en violet, les bactéries Gram négatif (Gram-) sont colorées en rose, ceci étant dd a

une différence de composition de la paroi. Effectuée a partir d'un frottis ou un étalement.

Tableau 14: Coloration de Gram

Etapes Mode opératoire Temps Principe
Coloration Verser le violet de | 1min Le colorant violet pénétre dans
primaire Gentiane les cellules bactériennes et
sur la lame toutes les bactéries sont colorées
Jeter le colorant et en violet.
rincer &
I’eau
Mordancage Verser la solution de | 1 min Cette étape permet de stabiliser la
Lugol coloration  violette par la
Jeter le Lugol et rincer formation de complexe chimique
a entre le violet et le Lugol.
I’eau
Décoloration Faire couler de | 1 min L'alcool pénétre dans la bactérie,
I’alcoolacétone la coloration au violet
sur la préparation, de Gentiane disparait
puis rincer a I’eau Les bactéries décolorées sont des
bactéries Gram-. Si l'alcool ne
traverse pas la paroi, on est en
présence de bactéries Gram+.
Coloration Recouvrir la | 1 min La Fuschine recolore en rose les
secondaire préparation de bactéries précédemment
Fuschine Décolorées : les bactéries Gram-—.
Laver a I’eau
Séchage Séchage
Sécher  délicatement
avec du Papier buvard
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Annexes 2 : les milieux de culture
e Milieu Gélose nutritive (Pronadisa.laboratorios Conda S,A)

Extraitde viande............coooooiiiiiiiiii 1,0g/L
Extraitde levure .............coooiiiiiiiiiii, 2.5 9/l
Peptone .......oovvvniiiiii e 5,0 g/L
Chlorure de SOdiumM L. .....vueeeeeee e 5009/L
N 15,0 g/l
pH=7,0

e Milieu Gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP)
TrYPLONE. .. e ettt 5g/L
Extraits de viande.................ccoooiiiiiiinn. 3g/1
LaCtOSE. ettt ettt e 10g/L
Pourpres de bromocresol.................oooiiinain. 25mg

AT o 13¢g

pH =.7

e Milieu mannitol mobilite

Hydrolysat trypsique de caséine...............cc......... 10g
mannitol............ooi 7,5¢
Rougesde phénol................ooii 0,04¢g
Nitrate de potassium...........coevuevuiniiiiiinennenn.. 1,0g
N ) 3,5g

pH =.7,8

e Milieu Mueller-Hinton

Infusion de viande de beeuf...............cooiiii 300ml
Peptone de CaSEiNe.........ccovevveieeieeie e 17,59
Amidon de mais..........ooeviiiiiiiiii 15¢

AT .. 1D
pH: 74

e Milieu Chapman

Peptone. ... ..o, 10,0g
Extraits de viande de boeuf................... 1,0g
Chlorure de sodium...........cooviiiiiiiiiiiii i 75,0g



Mannitol........oouiiiii 10,0g
Rouges de phénol..............coooiiiiiiiiiiii 0,025¢g
AGAr A . e 15,0g
Eaudistillée.........coooiiiiii 1L
pH=7,4

e Milieu mac Conkey

Peptone ..o, 20g
Lactose «ouuveee e 10g
Sels bIAITeS. ..ot 1,5¢
Cristal VIOIet........oouiiiii i 0,001g
Rouge neutre........oooviiiiiiiiiii e 0,05¢
Chlorure de sodium.............ooeviiiiiiiiiiiiiii e 59

A AT 15¢
pH=7,1

e Geélose ausang :

PEPIONE. ... e 15¢g
Digestat de foie.........cooviiviiiiiiii 25¢g
Extrait de levure...........cooooiiiiiiiiiii S5g
Chlorure de sodium...........coooviiiiiiiiniiiie, 5¢g
N ) 12¢g
Eaudistillée. ... 1000 ml
Sang de cheval ou de mouton 05%

pH=7,2

Annexes 3 : réactifs utilisés
e Réactif de la recherche de ’oxydase

Support imprégné de tétraméthyle-p-phénylénediamine chlorhydrate.

e Réactif TDA

e Réactif kovacs
p-diméthylamino-benzaldéhyde................. ............ 500¢g

Annexes



Alcool isoamylique...........oooviiiiiiiiiii e, 75 ml
Acide chlorhydrique pur............cccoooviiiiiiiiiinin.. 25 ml
e Reéactif de Voges-Proskauer

VP 1 (5 ml) composition :

KOH oo, 40g
H20 .o 100 ml
VP 2 (5 ml) compositions :
Alpha-naphtol ........................ 6g
Ethanol................................ 100 ml

e Réactif de Griess
Réactif |

Acide sulfanilique (nitritel)........................ 0,8g/1
Acide actique SN...........oooviiiiiiiin, 100ml
Réactif 11

a-naphtylamine (nitrite 2)................cccoeeieina 0,5 g/l
Acide acetique SN.........coiiiiiiiiie 100ml

e Réactif de poudre de zinc

e Huile de vaseline
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Annexe 4 : Galerie Api 20F

Tableau 15: Lecture de la galerie miniaturisée

Annexes

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
X ) ; ; ;g Lecture directe ou indirecte Résultat 2
Microtube Substrat : Coractére recherché Révélateur Test (s nicessaire) g Résultat +
G =our: | naa Lecture directe ) 8
ONPG | Niro-Pheény- kad
Galactoside galactosidase L)
H | Arginne ginine Dihydrolase M
ne z A fase | Rougede - -
D¢ | Lysine sine Décarboxy : Lecture directe
00¢ | omihine mithine Décarboxylase | phénol )
e : a
o1y | Cirate Utilisation du citrate BBT Leclure directe ]
-
Mg | Teosullotede | ooctiondHsS Felll Lecture directe I
oD sodm 4
A : Rouge de :
URE | Urée Uréase Phénol Lecture directe
Leciure ingirecie
Tryptophane el
TDA Tryptophane désaminase
Tryptophanase ou LR Te
IND | Tryptophane | production dindole =
; 'a rdtn LeCiure indirecte
Pyruvate de production d'acétoine
VP sg\;ﬂf‘ a {3-hydroxybutanone
PEL, | Gélatne gelatinase :::gzr‘ % | Lecture directe P
\ J
G“L“g Aa Substrat Utilisation de substrats .
i carboné carbonés (glucides) BBT Lecture directe
Zymogramme (qlucide)
Laciure indiecte
NOy/N, | Nirates(NO;) | Nitrate réductase
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Annexe 5 : API® Staph bio Mérieux® SA

Tableau 16: Lecture de la galerie miniaturisée

Annexes

TESTs | composanTs AcTIFs | OTE REACTIONS / ENZYMES RESULTAT
mglcup.) NEGATIF POSITIF
0 Aucun Témoin négatif rouge —
GLU D-glucose 1.56 | (Teémoin positif) (O-GLUcose)
FRU D-fructose 14 acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannose 14 |acidification (D-ManNosE)
MAL D-maltose 14 | acidification (MALtose)
LAC " rgmm} 14 | acidification (LACIose) rouge * jaune
TRE D-rehalose 1,32 | acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 | acidification (D-MANnitol)
XLT xylitol 1.4 |acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1,32 | acidification (D-MELibiose)
NIT 1+ NIT 2/ 10 min
NIT nitrate de potassium 008 |Reéduction des NITrates en nitrites incolore-rose pale l rouge
ZYMA + ZYM B /10 min
PAL i-naphtyl phosphate | 0,0244 | Phosphatase ALcaline jaune | vioet
VP 1+VP 2/10 min
VP sodium pyruvate 1,904 Eﬁgg'ﬁg;ﬁg méthyi-carbinol incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 | acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 14 | acidification (XYLose)
SAC D-saccharose 1,32 | acidification (SACcharose) rouge jaune
MDG méthyl-aD- 128 |acidification (Méthyl-aD-
glucopyranoside ) Glucopyranoside)
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 | acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,904 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0,76 |UREase jaune rouge-violet
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Annexe 6 : ’antibiogramme

Tableau 17: Antibiogramme

ATB c1X | Kz | AMC  PRL NO | FOX  PEF SXT AML GEN PA C P | OX | VA |DXT
souche
518 0,8 3,1 3] 2,3] 21 24 2 0 0| 24 2 0| 3,3 19|21 2,3
S3 3,41 22| 25| 19| 26| 21| 1,8| 2,3 0| 22| 24| 13 0 0| 0| 1,8
S19 1,3] 1,2 2| 1,8 2 21 21| 1,9 0| 21 1,8/ 22| 08 0|15/ 2,2
S22 34/ 19| 35 0| 2,6 3 3 0 0| 2,4 2,7/ 28, / / /
S23 4,4 2,7 3] 2,5 31| 28| 26/ 3,6 0| 26| 2,7| 2,5/, / / /
S13 3,6 0| 23| 28 3] 1,8/ 2,5| 29 0| 2,5/ 2,7/ 28|, / / /
S9 3,5 0| 25| 28| 27| 18| 1,1| 2,7 0 25| 27 3/ / / /
S7 1,8 0| 23| 24| 1,22 0| 1,7 0,8 0| 2,3 2| 13|, / / /
S8 2,1 0 29| 28| 1,2 0] 21 1 0| 25| 2,5 1,5/, / / /
S6 1,9 0| 25| 29| 11 0| 1,9 1,3 0/ 24| 23| 15}, / / /
S24 3,2 o| 23| 25| 26| 19| 25| 2,9 0| 2,5 26| 2,7, / / /
S11 4 0| 2,8 3] 31 2| 32| 31 0/ 1,2| 2,8 3/, / / /
S2 3,4 0 3] 2,8/ 29 18 3| 2,4 0| 23| 26| 27|08 0/15 22
S14 3,6 0| 31 3 3] 2,8/ 31| 29 0| 2,8 3| 3,2 / / /
S15 4 0| 26| 3,2/ 29| 18| 2,7| 3,1 0| 28| 25 3/, / / /
sS4 1,8/ 1,5/ 2,3 2021 23|19 0 0| 26 16| 21, / / /
S16 4 0| 26| 32| 2,8 2| 2,7 3 0| 26| 2,6 3/, / / /
S12 4 0| 31| 28 3 21 22| 2,2 0/ 25| 2,8 3y / / /
S17 32, 08| 29| 29 29| 22| 28| 2,8 0| 2,4 2,7 29|, / / /
S5 1,2/ 09| 21| 17| 19| 21| 1,8| 1,6 0/ 22| 14| 1,7}, / / /
S21 3,4 0| 23| 26| 28 21 23 3 0 24| 2,8 3y / / /
S20 2,1 0| 25| 24| 12| 08| 1,8| 1,2 0/ 23| 22| 11}, / / /
S10 3,5 o/ 31| 21 2,7/ 3,1 31| 3,8 0| 25 3 3 / / /
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Résumé

Résume
Les effluents générés par les activités hospitalieres présentent un danger potentiel pour

I’homme et son environnement. Cela, compte tenu de la nature des substances et des germes
qu’ils contiennent. En Algérie, ces déchets liquides sont évacués vers le réseau

d’assainissement communal sans traitement préalable.

Ce travail porte sur la purification et I’identification des souches bactériennes isolées a partir
des eaux usées hospitalieres du CHU de Constantine, par lestechniques bactériologiques

conventionnelles, et évaluation de leur sensibilité aux antibiotiques.

Les résultats des tests phénotypiques ont permis 1’identification de vingt-quatre isolats : 54%
sont des bacilles a Gram négatif, dont E.coli, Serratia  marcescens,
Enterobactersp.Morganellamorganii.,Pseudomonas aeruginosa,Aeromonas caviae,
Burkholderia cepacia. Cependant, les bacilles et les Cocci a Gram positif représentent47%
des isolats, dont quatre souches appartenant au genre Staphylococcus :Staphylococcus
cohniissp. cohnii, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus capitis, cing souches appartenant
au genreMicrococcus,et deux autres souches sont des bacillus. La plupart de ces bactéries sont
multirésistantes aux différentes familles d’antibiotiques testés : amoxicilline, triméthoprime/

sulfaméthoxazole, cefoxitine, chloramphénicol, doxycycline et céfazoline.

Il ressort de cette étude préliminaire que les effluents hospitaliers non traités renferment la
plupart des bactéries pathogénes multirésistantes. Par conséquent, la problématique de ces
eaux devient de plus en plus importante. Or, il est primordial de développer des outils de
gestion et de décontamination des eaux usées de ces établissements avant leur raccordement

aux réseaux d’assainissement urbains.

L’¢tude de D’activité antibactériennetestée par la méthode de diffusiona montré que les
extraits de Cynara cardunculusa la concentration de 250mg/ml présentent D’activité
antibactérienne la plus importante, vis-a-vis des deux isolats testés ; Staphylococcus xylosuset

Pseudomonas aeruginosa.
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Résumé

Abstract

Effluents generated by hospital activities pose a potential hazard to humans and their
environment. This takes into account the nature of the substances and the germs they contain.
In Algeria, these liquid wastes are disposed of in the communal seweage system without prior
treatment.

This work involves the purification and identification of bacterial strains isolated from
hospital wastewaters of Constantine's UHC by conventional bacteriological techniques and
the evaluation of their susceptibility to antibiotics.

Twenty-four isolates were identified using phenotypic tests: 54% were Gram-negative
bacteria, including E. coli, Serratia marcescens, Enterobacter sp. Morganella morganii.,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas caviae, Burkholderia cepacia. However, Gram-
positive bacilli and Cocci accounted for 47% of the isolates, including four Staphylococcus
strains: Staphylococcus cohniis sp. cohnii, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus capitis,
five Micrococcus strains, and two other strains were Bacillus. Most of these bacteria are
multi-resistant to the different families of antibiotics tested: amoxicillin,
trimethoprim/sulfamethoxazol, cefoxitin, chloramphenicol, doxycyclin, and cefazolin.

This preliminary study indicates that untreated hospital effluents contain most of the
multidrug-resistant pathogenic bacteria. As a result, the issue of these waters is becoming
increasingly important. It is essential to develop tools for managing and decontaminating
wastewater from these facilities before it is connected to urban wastewater systems.

The study of antibacterial activity tested by the diffusion method showed that extracts of

Cynara cardunculus at a concentration of 250mg/ml had the greatest antibacterial activity
against the two isolates tested;Staphylococcus xylosus and Pseudomonas aeruginosa.
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Les effluents générés par les activités hospitalieres présentent un danger potentiel pour I’homme et son
environnement. Cela, compte tenu de la nature des substances et des germes qu’ils contiennent. En Algérie,
ces déchets liquides sont évacués vers le réseau d’assainissement communal sans traitement préalable.

Ce travail porte sur la purification et I’identification des souches bactériennes isolées a partir des eaux usées
hospitalieres du CHU de Constantine, par les techniques bactériologiques conventionnelles, et évaluation de
leur sensibilité aux antibiotiques.

Les résultats des tests phénotypiques ont permis I’identification de vingt-quatre isolats : 54% sont des
bacilles a Gram négatif, dont E. coli, Serratia marcescens, Enterobacter sp. Morganella morganii.,
Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas caviae, Burkholderia cepacia. Cependant, les bacilles et les Cocci a
Gram positif représentent 47% des isolats, dont quatre souches appartenant au genre Staphylococcus :
Staphylococcus cohniis sp. cohnii, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus capitis, cing souches
appartenant au genre Micrococcus, et deux autres souches sont des bacillus. La plupart de ces bactéries sont
multirésistantes aux différentes familles d’antibiotiques testés: amoxicilline, triméthoprime/
sulfaméthoxazole, cefoxitine, chloramphénicol, doxycycline et céfazoline.

Il ressort de cette étude préliminaire que les effluents hospitaliers non traités renferment la plupart des
bactéries pathogénes multirésistantes. Par consequent, la problématique de ces eaux devient de plus en plus
importante. Or, il est primordial de développer des outils de gestion et de décontamination des eaux usées
de ces ¢établissements avant leur raccordement aux réseaux d’assainissement urbains.

L’étude de I’activité antibactérienne testée par la méthode de diffusion a montré que les extraits de Cynara
cardunculus a la concentration de 250mg /ml présentent 1’activité antibactérienne la plus importante, vis-a-
vis des deux isolats testés ; Staphylococcus xylosus et Pseudomonas aeruginosa.
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