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Résumeé

La présence de bactéries pathogenes et I’émergence de résistances aux
antibiotiqgues dans les milieux aquatiques représentent un enjeu sanitaire et
environnemental mondial. En Algérie, bien que peu d’études aient été menées, I'usage
intensif d’antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire suggére un impact

préoccupant sur les écosystemes aquatiques.

Ce travail a porté sur la qualité des eaux de deux plages de la ville d’Annaba (Sidi
Salem et Jouannoville), trés fréquentées durant la période estivale et réceptrices des rejets
de deux oueds : Seybouse et Bedjima. Quatre stations ont éte choisies selon leur proximité
a diverses sources de pollution. Des prélevements mensuels ont éte réalisés durant un an,
de mars 2017 a février 2018.

Les parameétres physico-chimiques et microbiologiques ont été analysés selon des
méthodes standardisées. Les bactéries indicatrices de contamination fécale ont été
dénombreées par colimétrie, tandis que les bactéries potentiellement pathogéenes ont été
identifiées par analyses biochimiques et moléculaires. La sensibilité aux antibiotiques a

été evaluée par la méthode de diffusion sur gélose Miller-Hinton.

Les résultats ont révélé des variations significatives (p < 0,05) selon les saisons.
Entre stations, des différences tres significatives (p < 0,0001) ont été observées pour la
salinité, la conductivité et les matieres en suspension. Une forte contamination fécale a

été détectée, avec des taux de coliformes largement supérieurs aux normes.

Les bactéries isolées appartiennent principalement a la famille des
Enterobacteriaceae, notamment Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter
roggenkampii et Klebsiella pasteurii. Les profils d’antibiorésistance ont révélé une large
présence de souches multirésistantes, particulierement aux béta-lactamines. Ces résultats
soulignent la nécessité d’une gestion rigoureuse de I'usage des antibiotiques et d’un

renforcement des mesures de surveillance pour préserver la santé publigue.

Mots clés : Résistance Aux Antibiotiques, Ville d’Annaba, Oueds, Contamination Fécale,

Bactéries Potentiellement Pathogenes.



Abstract

The presence of pathogenic bacteria and the emergence of antibiotic resistance in aquatic
environments represent a major global public health and environmental concern. In Algeria,
although limited studies have been conducted on this issue, the intensive use of antibiotics in
both human and veterinary medicine suggests a potentially alarming impact on aquatic

ecosystems.

This study focused on the water quality of two beaches in the city of Annaba (Sidi Salem and
Jouannoville), which are heavily frequented during the summer season and receive discharges
from two wadis: the Seybouse and the Bedjima. Four sampling stations were selected based on
their proximity to various pollution sources. Monthly water samples were collected over a one-

year period, from march 2017 to february 2018.

Physicochemical and microbiological parameters were analyzed using standardized methods.
Fecal contamination indicator bacteria were enumerated by colimetry, while potentially
pathogenic bacteria were identified through biochemical and molecular analyses. Antibiotic

susceptibility was assessed using the disk diffusion method on Miiller-Hinton agar.

The results revealed significant seasonal variations (p < 0.05). Between stations, highly
significant differences (p < 0.0001) were observed for salinity, conductivity, and suspended
solids. High levels of fecal contamination were detected, with coliform counts largely

exceeding regulatory limits.

The isolated bacteria mainly belonged to the Enterobacteriaceae family, particularly
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter roggenkampii, and Klebsiella pasteurii.
Antibiotic resistance profiling revealed a widespread presence of multidrug-resistant strains,
especially to beta-lactam antibiotics. These findings underscore the urgent need for strict

antibiotic use management and enhanced monitoring measures to safeguard public health.

Key words: Antibiotic Resistance, Annaba City, Fecal Contamination, Potentially Pathogenic

Bacteria.
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Introduction

Depuis plus de quatre décennies, le contenu du terme environnement s'est
progressivement stabilisé autour des questions de pollution industrielle et urbaine, de protection
de la nature et de qualité de vie des populations (Hazourli et al., 2007). En effet, la pollution de
I’eau constitue un sujet majeur de santé publique et de I’environnement. Le probléeme de la
pollution des eaux représente sans aucun doute un des aspects les plus inquiétant de la
dégradation du milieu naturel et donc de son équilibre. Les rejets urbains, industriels et agricoles,
de plus en plus importants, constituent un danger croissant pour le milieu naturel, leurs charges
en matieres en suspension et en substances dissoutes souvent toxiques alterent et dégradent la

qualité des eaux de surface, des eaux du littoral et des eaux souterraines (Jalliffier-Verne, 2015).

L’accroissement des populations et le développement des agglomérations et des unités
industrielles ont eu pour corollaire une dégradation de la qualité de la mer Méditerranée qui est
particulierement expose aux déversements de déchets agricoles, de particules en suspension dans
l'air, d'eaux de ruissellement chargées d'agents pathogénes, de metaux lourds, de matieres
organiques polluantes, d'huiles et de substances radioactives (MeHSIP, 2008), ayant pour origine
les activités industrielles, les transports maritimes (30% du trafic maritime mondial) et les
activités domestiques avec des rejets en mer estimés a 6.10° tonnes chaque année, soit I'équivalent
de 30 catastrophes de type "Erika" (Guallini, 2008).

Le principal probléeme de la Méditerranée, c’est le manque de forts courants et de
marées, autre probléme : celui d’une population coétiere de plus en plus importante et un afflux
touristique saisonnier surabondant. Il faut donc gérer les rejets occasionnés. Mais la mission est
loin d’étre accomplie sur le littoral de la méditerranée. La vigilance doit étre journaliere pour la

raison essentielle, le manque de civisme des usagers du littoral (Lacaze, 1993).

La facade maritime algérienne s’étend sur 1200 km et se caractérise par la diversité

remarquable de son milieu physique et naturel ainsi que par la variété de ces ressources.

Cette cOte recele de grandes plaines et plateaux littoraux et des reliefs ou s’inscrivent
des échancrures assez larges pour former de larges baies ou se sont implantés les principales
villes et sites portuaires du pays. Une multitude de belles plages parsement le littoral
algérien (Guide d’Alger, 2003).

Les données disponibles sur la qualité de 1’eau révelent que la plupart des ressources

en eau en Algérie sont polluées par les rejets non contrélés des eaux usées municipales et des
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effluents industriels non traités. Par consequent, les milieux marins et plus particulierement les
milieux cotiers, subissent des changements perpétuels d’origine physique, chimique et
bactériologique (Aminot & Kérouel, 2004), Cette situation est aggravée par la concentration
d’importantes activités économiques et industrielles le long de la cote algérienne, ou plus de 51
% des unités industrielles sont localisées. Les agglomérations d’Alger, d’Annaba, d’Oran, de
Béjaia et de Skikda regroupent a elles seules 3 876 unités, soit prés de 74 % de Iactivité
industrielle du pays (MATE, 2002). Le golfe d'Annaba (extréme nord-est de I'Algérie) est
particulierement touché, car il recoit des apports continentaux et des rejets urbains et industriels
sans traitement préalable, d'une ville fortement industrialisée et urbanisée. Ce golfe subit ainsi

les mémes problémes environnementaux que ceux rencontrés par le reste du littoral Algérien.

Les microorganismes jouent un rdle crucial dans 1’équilibre des écosystemes aquatiques
notamment en régulant les cycles biogéochimiques et énergétiques (Bianchi et al., 1989).
Cependant, la contamination des milieux aquatiques par des microorganismes d’origine fécale,
souvent issus des eaux douces superficielles, représente un risque significatif pour la santé
humaine et une préoccupation pour la pérennité de certains usages, tout particulierement en

zone littorale (Pommepuy et al., 2005).

Des bactéries et virus pathogénes pour I'homme, d'origine entérique, se retrouvent dans
les eaux et les coquillages, principalement en raison des rejets de stations d’épuration et du
ruissellement provenant des zones d'élevage intensif. Ces agents pathogenes sont responsables
de maladies hydriques telles que la dysenterie, la fievre typhoide, le choléra et autres (Saab et
al., 2007), pouvant provoquer de vastes épidémies. lls sont également impliqués dans des toxi-
infections alimentaires collectives (TIAC2) lors de la consommation de produits conchylicoles
ou d'eaux contaminés ainsi que pendant les baignades (Yoder et al., 2008 ; lwamoto et al.,
2010). Avec l'essor des loisirs aquatiques, en particulier les baignades en mer, les risques

infectieux ont augmenté (Leclerc & Festy, 1982).

La qualité microbiologique des eaux de baignade représente, depuis les années
1970, un enjeu majeur en matiere de santé publique et fait actuellement I'objet d'une
attention particuliére, en raison du projet de révision de la directive communautaire
76/160/CEE du 23 décembre 1975, concernant la qualité des eaux de baignade,
publiée le 05 février 1976 et modifiée par la directive 91/692 /CEE, du 23 décembre
1991, publiée du 31 décembre 1991, relative au décret Algérien exécutif n° 93 - 164
du 10 juillet 1993 du JORADP n° 46, qui définit les exigences de qualité des eaux de

baignade. On y trouve deux normes : l'une appelée valeur guide et l'autre appelée valeur
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impérative (ou limite) (Hebbar, 2005).

La détermination de la qualité microbiologique de I'eau a longtemps repose sur
la recherche de coliformes totaux et fécaux. Cependant, des données recueillies au cours des 20
derniéres années montrent que les coliformes thermotolérants, E. coli et les entérocoques fécaux
sont des indicateurs de contamination fécale plus pertinents et valides que les coliformes totaux
(Carrillo et al., 1985 ; Fewtrell & Bartram, 2001). Ces microorganismes témoignent, entre
autres, de la survie dans I’environnement de diverses catégories de pathogenes, et des
études épidémiologiques récentes ont établi une relation tres significative entre leur présence et
la morbidité liée a la baignade (Hebbar, 2005). C’est pourquoi, la recherche de ces deux
indicateurs constitue la base de I’évaluation de la contamination fécale et de la présence des
germes potentiellement pathogene dans 1’eau, en raison du cofit élevé et de la complexité des

méthodes d'analyse de ces derniers.

Un autre phénomene trés inquiétant quant a ses conséquences sur la santé publique est
I’émergence et la dissémination des bactéries antibio-résistantes dans les environnements
aquatiques, ainsi que les échecs de I’antibiothérapie dus a l'utilisation inconsidérée et a grande

échelle des antibiotiques dans les domaines médical, vétérinaire et agricole.

Les résidus d’antibiotiques et les bactéries résistantes aux antibiotiques peuvent
atteindre I’environnement par le biais des égouts, des stations d’épuration et par 1’épandage du
lisier sur les champs (Ternes, 1998). Via ces principales voies d’entrée, ces substances et ces
micro-organismes peuvent finalement atteindre les écosystémes aquatiques (eaux souterraines,
eaux de surface et eaux littorale). Ces ressources hydriques, fondamentales, peuvent étre
utilisées directement ou indirectement pour l'approvisionnement en eau, tant pour la

consommation humaine qu'animale.

Dans le cadre de cette étude, nous tenterons d’évaluer le degré de la contamination
bactériologique de deux plages, a savoir la plage Sidi Salem et la plage Jouannoville, situées dans
la ville de Annaba. Cette baie, ouverte a vocation industrielle, agricole, urbaine et touristique
(Sifi et al., 2007 ; Ouali et al., 2008), subit une pression anthropique importante, a ’origine de

sérieux problémes de pollution (industrielle, agrochimique, atmosphérigue et urbaine).

Ces deux plages, largement fréquentées durant la période estivale, constituent des
réceptacles pour les rejets de deux principaux oueds, a savoir ’oued Seybouse et 1’oued
Bedjima respectivement. Les eaux de ces oueds sont destinées a plusieurs activités, telles que
I’irrigation et la péche. Par ailleurs, elles sont parmi les plus urbanisés et anthropisées de la
région d’Annaba. Ainsi, cette étude vise a évaluer non seulement le degré de contamination

3
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bactériologique de ces sites, mais également I’émergence de la résistance aux antibiotiques des

souches bactériennes isolées.

Pour cela nous nous sommes fixés trois objectifs majeurs afin d’évaluer
quantitativement et qualitativement les eaux littorales et continentales de la baie d’ Annaba, au
cours d’un cycle annuel :

¢+ Suivre I'évolution des paramétres physico-chimiques (Température, pH, Oxygene
dissous, salinité et matiéres en suspensions) de I'eau et estimer la corrélation de ces derniers
avec l'abondance des bactéries indicatrices fécales.

+ Estimation de la qualité bactériologiqgue de l'eau par la recherche et le
dénombrement des indicateurs de contamination fécale ainsi que des bactéries potentiellement
pathogénes, en tenant compte de leur distribution spatio- temporelle.

+ Evaluer la sensibilité des souches bactériennes isolées vis a vis 29 antibiotiques.
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1. Pollution du milieu aquatique

Le milieu aquatique, dans son ensemble, est un systéme tres complexe qui est le siége
d’un grand nombre de réactions chimiques, physiques et biologiques. Ce systéme est, de
manire générale en étroite relation avec 1’ensemble des autres systémes ou compartiments
constituant le milieu naturel et que l'on peut décomposer en trois grandes parties :
I’atmosphére, 1’cau et le sol (incluant les sédiments). A cause du cycle de I’eau, les
écosystemes aquatiques sont susceptibles d’étre contaminés par des pollutions accidentelles
ou chroniques (Chouteau, 2004).

1.1.  Sources de pollutions des eaux continentales et littorales

Sur les 13 600 millions de km® d’eau qui couvrent notre planéte, seulement 0,014 %
est de I’eau douce utilisable par I’homme sous forme d’eaux de surface (Moudallal, 1997). Si
cette quantité est suffisante pour réepondre aux futurs besoins de I’humanité, 1’altération de la
qualité de I’eau rend la part compatible avec les utilisations humaines de plus en plus petites
(Wheal, 1991). En effet, diverses activités anthropogéniques ont généré des déséquilibres

sérieux des écosystemes aquatiques au cours des derniéres decennies.

Ces activités humaines, telles que I'urbanisation, 1’essor de I’industrie et I’agriculture intensive,
ont contribué de maniére accidentelle ou chronique a l'accroissement de la pollution des cours
d'eau. Environ la moitié des oueds, fleuves et riviéres de la planete sont contaminés (Hunter et
al., 1999). De plus, les zones cotieres, en raison de leur proximité avec les activités humaines,
sont particulierement exposées aux diverses formes de pollution (Kadi, 1997 ; Bordjiba et al.,
2009). La conséquence directe de ces activités est bien établie : la qualité des milieux aquatiques,
notamment les milieux marins qui recoivent de maniére continue les polluants urbains et

industriels, est gravement affectée (Geldreich & Kenner, 1987).

La pollution de I’cau peut étre ponctuelle ou diffuse d’origine urbaine ou agricole. Elle
est souvent responsable des mémes types de contaminants, tels que les pesticides, les
herbicides, les nutriments, la matiére organique, les métaux lourds, les macropolluants et les

microorganismes. (Warren et al., 2003 ; Islam & Tanaka, 2004).

Les pollutions ponctuelles, souvent immeédiates et facilement identifiables, peuvent
étre traitées par des stations d'épuration. Leur impact est plus marqué en période d’étiage

estival, surtout lors des pluies estivales (Seidl et al., 1998). En revanche, les pollutions diffuses
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mettent plus de temps & atteindre les milieux aquatiques sont difficiles a caractériser tant dans
I'espace que dans le temps, car leurs quantités et leurs qualités varient considérablement. Elles
dépendent beaucoup des événements pluvieux et des interactions avec les aquiferes (Thornton
& Jeffrey, 1999).

1.2 Différents types de pollution

La pollution de 1’eau est une dégradation physique, chimique et/ou biologique de ces
qualités naturelles, provoquée par I’homme et par ses activités. Elle perturbe les conditions de
vie et I’équilibre du milieu aquatique (nuire a la faune et a la flore terrestre et aquatique) et
porte atteinte a ’agrément des sites ou de géner toute autre utilisation normale des eaux

(JORA, 2003). Trois grandes familles caractérisent la pollution :

1.2.1 La pollution physique
Elle résulte de différents éléments solides entrainés par les rejets domestiques et

industriels. On distingue :

« Pollution solide : Elle provient des particules solides apportées par les eaux industrielles, les

eaux de ruissellement, ainsi que des décharges de déchets a ciel ouvert.

« Pollution thermique : Causée généralement par les eaux des circuits de refroidissement des
usines, cette pollution entraine des changements de température de l'eau qui ont des
conséquences significatives sur I'équilibre écologique du milieu aquatique et sur la survie des

organismes vivants.

« Pollution radioactive : Liée aux rejets des éléments radioactifs provenant des installations

centrales nucléaires et des usines de traitement de déchets radioactifs (Mekaoussi, 2014).

Les conséquences directes de ces rejets incluent I'élévation de la température des eaux
naturelles, ce qui modifie le taux d’oxygene, augmente ’activité cellulaire et la respiration de
la biocénose, diminue la diversité du phytoplancton et peut provoquer la prolifération d’espéces
thermophiles (Karelle, 1999 ; Zomahoun, 2005 ; Tenstdt, 2010).

1.2.2 La pollution chimique

La pollution chimique est causée par des contaminants chimiques d’origine domestique
et industrielle, telles que l'azote, le phosphate, les médicaments, les métaux lourds, les
hydrocarbures, les pesticides, les engrais et les détergents (Basilico et al., 2014 ; Benkaddour,

2018). Ce type de pollution se produit lorsque les activités humaines, notamment I'utilisation

6
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d'engrais dans les exploitations agricoles, entrainent le ruissellement de produits chimiques

dans les cours d’eau, qui finissent par se jeter dans la mer.

1.2.3 La pollution microbiologique

La pollution microbienne est principalement liée aux eaux usées urbaines. Ces derniéres
sont trés chargées en microorganismes (Figure 1) et (Tableau Al, Annexe 1): bactéries
(coliformes, Salmonella, Staphylocoques, vibrions...), virus (virus de [I’hépatite,
entérovirus...), champignon (Candida, Torula...), protozoaires et les ceufs de parasites
(Ascaris, Tenia...) (Haslay & Leclerc, 1993 ; Guiraud, 1998 ; Anonyme, 1999). La
principale source de contamination de I’eau par des microorganismes provient surtout des
matieres fécales. Les déchets des animaux et des humains renferment souvent des organismes
pathogenes qui vivent a I’état commensal dans leur tube digestif et peuvent facilement

contaminer une eau (Kadri, 2015).

L'abondance des agents pathogénes dans I'eau dépend de plusieurs facteurs, notamment
le niveau de contamination, la persistance de ces agents dans les masses d'eau, ainsi que la
présence de réservoirs biologiques, tels que les plantes aquatiques et les sédiments (Drechsel
etal., 2011).

Risque réel Indicateurs
réglementaires

Bactéries «——— Escherichia coli

pathogénes |
)
\ Coliformes totaux

Virus
Entérocoques

pathogénes P
ST N \ Bactériophages

ARN-F spéaifiques

Protozoaires L
pathogenes €«—— Spores de BASR

(oocystes)

Helminthes

pathogénes
(avufs)

Figure 1: Principaux pathogénes rencontrés dans les eaux usées et principaux indicateurs

microbiologiques de contamination (Carré, 2017).
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1.3.  Origine des pollutions
Selon I’origine des substances polluantes, on distingue trois catégories : pollution
domestique, pollution agricole et pollution industrielle (Figure 2).

1.3.1. Origine domestique

Elle est principalement due aux rejets domestiques provenant des activités humaines
quotidiennes. Ces activités génerent divers polluants, notamment des substances biologiques,
urinaires et fécales (Radoux et al., 1991). Parmi ces polluants, on trouve : des germes fécaux,
des sels minéraux (d’azote et de potassium), des détergents, de fortes teneurs en matieres

organiques (Faurie et al., 2002).

1.3.2.  Origine industrielle

La pollution d'origine industrielle provient des usines et comprend une grande diversité
de produits ou de sous- produits issus de I’activité humaine, qui polluent les riviéres et les
nappes phréatiques, parfois de maniere intensive, sans que I'on connaisse les effets a long
terme. Les rejets industriels contiennent des substances diverses, sous forme soluble ou
insoluble, d’origine minérale et/ou organique, dont le caractere biodégradable varie. Certains
de ces polluants peuvent étre toxiques méme a de tres faibles concentrations (Boeglin, 2001 ;
Faurie et al., 2002).

1.3.3. Origine agricole

La pollution agricole est le résultat de pratiques liées a l'agriculture, a I’élevage, a
I’aquaculture et a ’aviculture. Ces activités sont responsables du rejet de nombreux polluants,
tant organiques qu'inorganiques, dans les eaux de surface et souterraines. La modernisation et
I'intensification des pratiques agricoles ont souvent entrainé une utilisation excessive et
irrationnelle des engrais azotés, ainsi que de produits phytosanitaires congus pour protéger les
cultures et accroitre les rendements. Lorsqu'ils sont utilisés en exces, ces produits, parfois
toxiques, contaminent les eaux de surface par ruissellement et les eaux souterraine par
infiltration, en particulier lors de fortes pluies, provoquant ainsi des lessivages (Djabri, 1996 ;
Bordet, 2007)
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Figure 2: Sources et origines de pollution de I’eau (https://2cm.es/\WWemd).

1.4.  Contamination bactériologique de I’eau
Il est possible d’identifier plusieurs causes de contamination, expliquant I’arrivée de

ces microorganismes fécaux dans le milieu naturel en quantité plus ou moins importante.

e Les contaminations d’origine humaine peuvent notamment étre liées a un
dysfonctionnement ou a une diminution de I’efficacité des systémes d’assainissement des

eaux usées par exemple :
v' Le systéme d’assainissement collectif

Le systéme d'assainissement collectif, congu pour collecter et traiter les eaux usées,
peut subir plusieurs défauts pouvant compromettre son efficacité. Parmi ces problemes figurent
des dysfonctionnements des installations de traitement des eaux usées, I’utilisation de
traitements inadaptés dans les stations d'épuration, ou encore la surcharge du réseau de collecte,
notamment lors de pluies intenses. Ces dysfonctionnements peuvent entrainer le rejet d’eaux
brutes ou peu traitées dans les milieux aquatiques, avec des conséquences néfastes sur la qualité
de I’eau et I’environnement. En effet, cela conduit a un apport important de germes microbiens

dans les milieux naturels, particulierement, au niveau des points de rejet.
9
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v’ Les installations d’assainissement non-collectif (ANC)

Elles peuvent aussi engendrer une contamination de ’environnement si elles ne sont
pas conformes aux normes, en rejettant des effluents peu ou insuffisamment traités dans le
milieu naturel. D’aprés ’Agence de I’Eau Loire-Bretagne (2013). Cette contamination est
souvent plus difficile & quantifier que celle liée aux systémes d’assainissement collectif. Par
ailleurs, d’autres activités peuvent également contribuer a I’introduction de bactéries d’origine

diverses :
e Contaminations d’origine humaine

Parmi les activités contribuant a I’introduction de bactéries d’origine humaine dans

les milieux aquatiques, on peut citer :

- Lesactivités de plaisance, occupent une place importante, notamment lorsque les
embarcations habitées ne disposent pas de systéme de récupération des eaux
noires. En lI'absence de telles installations, les eaux usées provenant des toilettes des
bateaux sont directement rejetées dans l'eau, introduisant ainsi des agents

pathogenes (bactéries, virus) d'origine fécale.

- Les activites touristiques, notamment les sports nautiques tels que la voile et le
kayak de mer, attirent de nombreux visiteurs sur les plages, mais elles peuvent
également avoir des impacts environnementaux significatifs. (Silva et al., 2007 ;
Diaz-Solano et al., 2011). Pendant la haute saison, I'afflux de touristes entraine
souvent une augmentation des niveaux de bactéries fécales, y compris les
entérocoques, dans les eaux de loisirs. Bien que les niveaux de contamination

puissent diminuer légerement apres la saison touristique.

e Contaminations d’origine animale

Les animaux, qu’ils soient domestiques ou non, représentent une source de maticre
organique et de contamination fécale. Ils excrétent des germes d’origine fécale qui peuvent étre
pathogénes pour 1’homme tel que Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, ainsi que certains astrovirus et rotavirus. Le risque de portage de ces micro-
organismes pathogénes peut étre évalué par un suivi zoosanitaire des cheptels (Derolez, 2003).
Cependant, une proportion significative d'animaux peut étre porteuse saine : 23 % pour
Salmonella spp chez les porcs et 7 % chez les bovins (Dupray, 1999). La contamination animale

est principalement liée a I’élevage (Gould & Fletcher, 1978).
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v/ Batiment d’élevage

Le ruissellement sur les sols souillés des batiments d’¢élevage peut engendrer des

¢coulements d’eau contaminée vers le milieu (Hooda et al., 2000).
v' Epandage

L'épandage de lisier sur les cultures, notamment le mais au printemps et les chaumes

de céreales ou les prairies a I'automne, peut poser des problémes de pollution diffuse

En effet, ces pratiques favorisent le ruissellement, qui peut transporter des micro-
organismes pathogénes tels que E. coli vers les cours d'eau (Hooda et al., 2000). La
concentration en E.coli dans les lisiers est estimée a 9.10° E.coli/g de poids sec (Bougeard et
al., 2008). De plus, les industries agro-alimentaires peuvent également contribuer a cette

pollution si leurs effluents ne sont pas correctement traités.

1.4.1. Les bactéries indicatrices de contamination fécale

La pollution de I’eau par des micro-organismes d’origine fécale, humaine ou animale,
est un probleme qui est apparu dés que I’cau a éeté utilisée pour I’élimination des déchets
(George & Servais, 2002). Ces micro-organismes sont frequents, et leur présence indique une
contamination par des matieres fécales. Les bacteéries indicatrices, tel que les coliformes fécaux
(coliformes thermotolérants) et Escherichia coli, sont présentes en grand nombre dans le tube
digestif des animaux a sang chaud. Elles sont utilisées pour évaluer le niveau de contamination
bactériologique et détecter la présence de germes potentiellement pathogenes dans 1’eau

(Mouaz, 2017).
Idéalement, un bon indicateur de contamination fécale doit avoir les propriétés suivantes :

e |l doit étre absent des eaux non polluées et associé exclusivement a la présence de déchets
fécaux d’origine animale et humaine.Il doit étre présent dans les eaux contaminées par les
matiéres fécales en méme temps que les germes pathogénes, mais en plus grand nombre

qu’eux.

e Il doit étre incapable de se développer dans le milieu aquatique, tout en pouvant survivre

plus longtemps que les germes pathogénes.
e Il doit étre au moins aussi résistant a la désinfection que les germes pathogeénes.

e |l doit étre facilement détectable par une méthode spécifique et d’une grande sensibilité, et
identifiable sans ambiguité a I’aide de tests simples, rapides et peu colteux.
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e Un lien doit pouvoir étre établi entre I’indicateur, sa nature, son abondance et la probabilité

d’apparition d’infections.

e La densité des indicateurs doit étre en corrélation directe avec le degré de contamination
fécale (Prescott et al., 1999 ; George & Servais, 2002).

1.4.1.1. Coliformes totaux

Le terme de « coliformes » désigne un groupe de certain nombre d’especes bactériennes
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Selon 1’Organisation internationale de
standarisation (1SO,1999), il s’agit de bacilles gram négatif, non sporulés, oxydase négatifs,
acrobies ou anaérobies facultatifs, capables de croitre en présence de sels biliaires ou d’autres
agents de surface possédant des activités inhibitrices de croissance similaires, et sont capables
de fermenter le lactose (et le mannitol) en produisant de l'acide et de I'aldéhyde en 48 heures a
des températures de 35 a 37 °C. Les genres de bactéries inclus dans cette catégorie
comprennent: Esherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Yersinia et Serratia (Rodier
et al., 1996). Bien qu'elles soient principalement présentes dans les matieres fécales, les
coliformes totaux peuvent egalement se développer dans des milieux naturels (Leyral et al.,
2002). La valeur limite des coliformes totaux, selon ’OMS (2004) et le JORA (1992) est fixée
a 50000 UFC/100 mL.

Le dénombrement de ces organismes est couramment désigné sous I’expression «
dénombrement des coliformes totaux ». Ces bactéries constituent un groupe hétéroclite sur le
plan taxonomique. Leur étude est traditionnelle et les informations fournies par cet examen

sont d’une certaine utilité¢ dans le domaine de la santé publique.

1.4.1.2. Coliformes fécaux (coliformes thermotolérants)

Ce sont un groupe de bactéries qui présentent des propriétés et des caractéristiques
similaires aux coliformes totaux, mais qui se développent a des températures comprises entre
44 et 45 °C. Ce groupe inclut plusieurs espéces, notamment : Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Esherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Salmonella, Yersinia
enterolitica (Rodier et al., 1996). La présence de coliformes fécaux dans un milieu aquatique,
et en particulier d’E.coli, est considérée comme un indicateur fiable d’une contamination
récente du milieu par des matiéres fécales d’origine humaine ou animal a sang chaud (George

& Servais, 2002). Néanmoins, leur détection dans I'eau ne prouve pas directement la présence
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de pathogeénes, elle suggere une contamination potentielle (Craun et al., 1997). Selon
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et le JORA, la norme pour les coliformes fécaux
dans les eaux de surface est fixée a 20 000 unités formant colonies (UFC) par 100 mL d'eau.

Un autre test pouvant fournir des indications similaires a celles du dénombrement des
coliformes fécaux est le dénombrement des E.coli présumés. Ces E.coli, qui sont des coliformes
thermotolérants, produisent de I’indole a partir du tryptophane a 44°C. L’analyse peut donc étre

orientée vers 1’un ou ’autre de ces dénombrements (Rodier et al., 1996).
v" Escherichia coli

Est une espece particuliere des coliformes thermotolérants, représente 94 % de ces
coliformes selon I’OMS (2004). Elle se distingue des autres especes par sa capacité a produire
de l'indole a partir du tryptophane et par son activité - glucuronidase (Beytout et al., 2002).
L’OMS considere E. coli comme I’indicateur le plus privilégié pour estimer la pollution fécale
lors de I’évaluation de la qualité de I’eau, en raison de son abondance dans les feces humaines,
ou elle peut atteindre jusqu’a 1 milliard de bactéries par gramme de matiére fraiche. De plus, sa
persistance dans 1’eau, avec une duree de detection variant d’une semaine a un mois a 20 °C,

en fait un paramétre essentiel a rechercher. (Cheung et al., 1990).

La plupart des souches d’E.coli (Figure 3) sont des organismes commensaux
inoffensifs lorsqu’elles se trouvent dans leur habitat naturel, I'intestin. Elles représentent pres
de 80% de la flore intestinale aérobie chez I'adulte et peuvent également étre présentes sur
diverses muqueuses chez I'nomme et chez les animaux (Ferron, 1979). Cependant, E. coli
peut devenir pathogene si les défenses de I'nte sont affaiblies ou si la bactérie acquiert des
facteurs de virulence specifiques (Khiati, 1998). Plusieurs souches d’E.coli sont des agents
pathogenes gastro-intestinaux dangereux pour les humains, et peuvent également affecter les
jeunes animaux d'élevage (FAO, 2011). Selon Sack (1975), Escherichia coli est associé a au

moins quatre type de maladies entériques chez 1’étre humain :

A une diarrhée qui se manifeste surtout chez les enfants de 0 a 2 ans.

A une diarrhée accompagnée d’abondantes Sécrétions séreuses.

A une dysenterie semblable a celle qui est causée par les Shigella.

A une colite hémorragique.
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Figure 3: Escherichia coli (https://2cm.es/TwOl).

1.4.1.3. Streptocoques fecaux

Les entérocoques sont des cellules bactériennes sphériques ou ovoides, gram positives,
ne forment pas de spores et possedent un metabolisme anaérobie facultatif. Capables de
fermenter le lactose, elles contiennent I’enzyme B-D-glucosidase (ISO, 1999 ; Byappanahalli
et al., 2012). Ces bactéries se regroupent généralement en paires ou en chaines et ne sont pas
mobiles. Une caractéristique importante des entérocoques est leur capacité a hydrolyser
I’esculine en présence de bile, ce qui est associé a la présence de 1’antigéne D de Lancefield
(OMS, 2000) (Figure 4). Selon les recommandations de I’OMS (2004) et du JORA (1992), la
norme des Streptocoques fécaux est de 10000 UFC/100 mL.

Les entérocoques montrent une résistance accrue dans I’environnement, ce qui les rend
intéressants en tant qu’indicateurs de contamination fécale plus ancienne, méme si certaines
souches se retrouvent naturellement dans les sédiments ou les sols (Byappanahalli et al.,
2012). Plusieurs études mettent en évidence I’importance des entérocoques comme indicateurs
de la présence et de la résistance des virus entériques lors des différentes étapes du traitement
des eaux usées (NRC, 2004 ; Harwood et al., 2005 ; AFSSA, 2008, Uyttendaele et al., 2015).
En ce qui concerne les protozoaires et les helminthes, la présence des entérocoques est
significativement corrélée a celle de ces pathogenes. Cependant, ’absence d’entérocoques ne
signifie pas forcément I’absence de risque, car ces bactéries sont généralement moins
résistantes aux traitements de désinfection que les protozoaires (NRC, 2004 ; Harwood et al.,
2005 ; Byappanahalli et al., 2012).
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Figure 4: Streptocoques fécaux (https://2cm.es/WeKi).

1.5. Impact des pollutions des eaux
Les rejets dans les milieux aquatiques d’eaux usées sans traitement préalable peuvent

occasionner des dégats irréversibles sur la santé du vivant et sur les écosystemes.

1.5.1. Les conséquences ecologiques

Les impacts des polluants sont multiples et se manifestent par une diminution des
ressources, une altération de la production des organismes, ainsi que des modifications des
caractéres organoleptiques. Comme tout milieu naturel, I’écosystéme aquatique posséde une
capacité d’« autoépuration » (Bliefert & Perraud, 2001 ; Koller, 2004). Cependant, lorsque
I'apport des substances indésirables dépasse cette capacité épuratoire, les conséquences

écologiques peuvent étre variees. Elles se traduisent principalement par :

e Modification physico-chimique du milieu récepteur : Cela inclut des
changements de salinité, des variations de pH, ainsi qu'une augmentation de la
turbidité et de la température de l'eau, perturbant ainsi la faune et la flore

généralement sténothermes.

e Diminution de la teneur en oxygene dissous : plus la pollution organique est forte,

plus le milieu s'appauvrit en oxygene (Koller, 2004), ce qui accroit les risques
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d'absorption de quantités mortelles de polluants chimiques par les animaux
aquatiques.

e Eutrophisation : La présence excessive d’azote et de phosphore favorise la
prolifération de végétaux, diminuant ainsi la quantité d'oxygéne dissous. A long
terme, cela peut entrainer la mort de nombreux organismes vivants, tels que les

poissons et les crustacés (Vouvé et al., 2009).

e Impact des éléments traces métalliques : La présence de métaux lourds, comme
le mercure et ’arsenic, peut avoir un impact néfaste sur les organismes les plus
vulnérables, méme a faibles doses, entrainant des dysfonctionnements et des
troubles dans leurs fonctions physiologiques (nutrition, respiration et reproduction)
(Vouvé et al., 2009).

1.5.2. Les conséquences sanitaires

La contamination des eaux du littoral par des agents pathogénes représente un probléme
de pollution ancien et préoccupant. Cette situation entraine une insuffisance ou une mauvaise
qualité des ressources en eau, ce qui est a l'origine de nombreuses maladies, notamment dans
les pays en développement, ou 80 % des maladies sont liées a des problemes d'eau (Cordova-
Kreylos et al., 2007 ; Fajardo & Martinez, 2008). Il peut s'agir, de pathologies liées a
I'absorption d'eau polluée, de vecteur d'épidémies microbiologiques ou de produits toxiques,
ou de pathologies liées a un simple contact avec le milieu aquatique (ce qui est le cas d
nombreuses parasitoses) (Davies et al., 2006).

Les maladies hydriques peuvent étre classées selon six catégories différentes :

I) Maladies transmises par I'eau (parasites, bactéries, virus) ;

I1) Infections de la peau et des yeux, dues au manque d'eau (trachome, gale, pian, lepre,

conjonctivite et ulcéres);
I11) Maladies causées par un organisme aquatique invertébré ;

V) Maladies causées par des insectes vecteurs comme les moustiques et les mouches
fourmillant a proximité de I’eau (ONU, 1992 ; Rogers, 1992).

V) Infection due a I’Inhalation des germes (ce cas de figure est cependant trés rare) (Agence

de ’Eau Loire-Bretagne, 2013).

16



Chapitre 1 QUALITE MICROBIOLOGIQUE DES ECOSYSTEMES AQUATIQUE

Au cours de XIXe siecle, les maladies d’origine hydrique ont provoqué de vastes
épidémies de dysenterie, de fievre typhoide et de choléra (George & Servais, 2002).
Aujourd’hui, ces maladies entrainent un taux de mortalité trés élevé parmi les populations des
pays en développement. Chaque année, environ 6 millions d'enfants meurent des suites de
gastro-entérites, et 100 millions de personnes souffrent de gastro-entérites d'origine hydrique
de maniere permanente. De plus, 260 millions d'individus sont atteints de bilharziose, et entre
2 et 3 millions de déces sont observés chaque année parmi les 800 millions de personnes
touchées par le paludisme. Enfin, on recense 30 millions de cas d'onchocercose (CNRS, 2004).

Les agents pathogénes bactériens sont lI'une des principales causes de gastro-entérite
dans le monde (Rincé et al., 2018). Parmi les bactéries potentiellement pathogenes dans les

milieux aquatiques, on peut citer les genres :
Salmonella

Les bactéries du genre Salmonella, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, sont
des agents pathogenes significatifs pour I'nomme et divers animaux. Elles peuvent étre

dissémineées dans le milieu extérieur par les excréta, mais ne s'y multiplient pas (Ferron, 1979).

« Identification : Les Salmonella ne fermentent pas le lactose, ce qui aide a les

identifier en laboratoire (Beytout et al., 2002).

* Réservoirs : Elles se trouvent dans les intestins de nombreux animaux, y compris
les mammiferes, les oiseaux (notamment les volailles) et les reptiles. Leur réservoir

s'étend a tout le regne animal.
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 Transmission : La contamination humaine se fait principalement par I'ingestion
d'eau ou d'aliments contaminés, souvent d'origine animale (comme la viande, les ceufs
ou les coquillages). Les infections peuvent également étre causees par des
manipulations humaines, lorsque le personnel est porteur de salmonelles (Nauciel,
2000).

« Infections : Les infections causées par Salmonella, connues sous le nom de
salmonelloses, se manifestent généralement par des symptomes de gastro-entérite
aigué. Dans certains cas, elles peuvent évoluer vers des formes plus graves, comme

la septicémie.

« Souches spécifiques : Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi provoquent des
infections généralisees, telles que la fievre typhoide et les fievres paratyphoides, cette

derniere étant généralement moins sévére (Teunis et al., 2010).

» Réglementations : Selon I'OMS (2004) et le JORA (2011), les Salmonella doivent
étre absentes dans les eaux de surface, soulignant l'importance de la securité

alimentaire et de I'hygiéne.

Shigella

Les shigelles sont des bacilles a Gram négatif, immobiles et strictement humains,
appartenant a la famille des Entérobactériaceae et caractérisés par leur faible activité
métabolique (Beytout et al., 2002). Elles ne font pas partie de la flore intestinale normale et
se trouvent uniquement chez les malades, les convalescents et les porteurs sains. Elles sont
responsables de la dysentérie bacillaire, un probleme historique qui décimait les armées en
campagne. Actuellement, elles causent des colites infectieuses chez les adultes et des
gastroentérites severes chez les enfants, avec des symptémes tels que diarrhée mucopurulente
et sanglante, fievre et déshydratation. Ces infections surviennent souvent lors de petites

épidémies familiales ou en collectivite.

En France, I'espece la plus fréquemment isolée est Shigella sonnei (Decoster & Lahieu,
2006). De plus, des cas de shigellose peuvent étre contractés apres l'ingestion d'une trés faible
quantité de microorganismes (10 a 100 microorganismes seulement), notamment lors de

baignades dans des eaux polluées (Anonyme, 1992).
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Yersinia
Les Yersinia sont des bactéries ubiquitaires, présentes chez les animaux et dans
I’environnement (Sol, eaux), Elles peuvent contaminer I'homme et les animaux principalement
par voie digestive. Yersinia enterolitica est ’espéce la plus fréqguemment responsable de gastro-
entérites, mais elle peut également causer des syndromes appendiculaires, des polyarthrites, ou
un érytheme noueux (Decoster & Lahieu, 2006).

Le bacille pénétre par voie digestive et se multiplie dans les ganglions mésentériques.

Chez le sujet fragilisé, 1’évolution peut conduire a une septicémie. L’entérocolite causée par
Yersinia enterolitica se caractérise souvent par un début brutal, avec des symptémes tels que
diarrhée intense, vomissements, douleurs abdominales et fievre (Avril et al., 2000).
Vibrio

Les bacteries du genre Vibrio sont des bactéries en forme batonnets, soit incurvés en
virgule, soit droits. Elles sont mobiles, aérophiles, Gram-négative et possédent lI'enzyme
oxydase. Ces bactéries sont également halotolérantes, ce qui signifie qu'elles peuvent se
développer en présence de chlorure de sodium (Delarras, 2003). Vibrio cholerae, I'espece la
plus connue du genre, se retrouve dans les environnements aquatiques, notamment marins,
cotiers et estuariens, mais aussi dans certaines eaux douces, ou elle peut étre introduite par

contamination fécale.

Certaines espéces de Vibrio sont pathogénes pour I’homme, tandis que d'autres
affectent la faune marine, comme les poissons, crustaces et mollusques. Parmi ces especes, V.
cholerae sérotypes 01 et 0139 sont responsables des pandémies de choléra (Mouaz, 2017).
Selon ’OMS (2004) et le JORA (2011) les Vibrio cholériques doivent étre absentes des eaux

de surface afin de prévenir les risques sanitaires.

Aeromonas

Ce sont des bacilles a Gram négatif, non capsulés et mobiles, que I'on retrouve
fréquemment dans les environnements aquatiques. Certaines peuvent adopter une forme
coccobacillaire. Elles appartiennent a la famille des Aeromonadaceae. L'espece type du genre
est Aeromonas hydrophila, qui se trouve couramment dans les eaux douces, les eaux usées et
les matiéres fécales d'animaux a sang chaud. Sa prévalence est particulierement élevée dans les

eaux de consommation durant les saisons chaudes.
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Conditions environnementales : A. hydrophila est capable de survivre dans une large
gamme de conditions, avec un pH allant de 5,2 a 9,8 et des températures de 4 a 45 °C. Sa
tolérance au sel est faible, ne dépassant généralement pas 4 % (Anonyme, 1992 ; Anonyme,
2004).

v Infections : Les infections causées par A. hydrophila peuvent étre classées en quatre
catégories principales :

v' Infections cutanées : Cellulite ou infections de plaies, souvent liées a I'exposition a
l'eau.

v Gastro-entérites : Diarrhée aigué, généralement de courte durée.

v’ Septicémie : Cette infection peut survenir, souvent associée a des problémes biliaires
Ou pancreatiques.

v Autres infections : Comprennent les infections des tissus mous, les infections
urinaires, la méningite, la péritonite, I'otite et I'endocardite, en particulier chez les

personnes immunodéprimées (Anonyme, 1992).

Pseudomonas

L’espéce la plus courante du genre Pseudomonas est Pseudononas aeruginosa,
également connu sous le nom de bacille pyocyanique. Cette espéce est dominante dans le genre
Pseudomonas en raison de sa fréquence et de sa capacité a coloniser une grande variété de

niches écologiques, notamment les eaux, les sols et les végétaux.

C’est un petit bacille fin, 8 Gram négatif, mobile grace a une ciliature de type polaire
monotriche et oxydase positive (Denis et al., 1998 ; DIOP, 2001 ; Drame, 2001). Bien qu'il
résiste mal a la dessiccation, il fait partie de la flore commensale de ’homme, ou I’on peut le
trouver dans le tube digestif, sur la peau et dans les muqueuses, bien gu'il soit rarement présent
dans la salive. Ce bacille peut survivre et se multiplier dans une infinie variété de liquides et de
milieux, de supports et de matériels, en particulier lorsqu'ils sont humides (Avril, 1991 ;
Rolston & Bodey, 1992 ; Avril et al., 2000).

Pseudomonas aeruginosa représente un probleme majeur de santé publique. Les
souches les plus pathogenes de cette espéce produisent des facteurs de virulence tels qu'une
hémolysine thermostable, des exo-enzymes (protéases, phospholipase) et des toxines

protéiques (exotoxine, entérotoxine). Sa virulence est multifactorielle (Avril et al., 2000).
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Staphylococcus

L’espéce la plus fréquemment isolée de ce genre est Staphylococcus aureus. Ce sont
des bactéries a Gram positif, de forme de cocci, regroupées en amas. Elles sont immobiles, non
sporulées, catalase positives et oxydase négatives (Walid et al., 2010). S. aureus est une
bactérie ubiquiste, largement présente dans la nature (air, eau, sol) constitue un commensal
fréquent de la peau et des muqueuses de ’homme et des animaux, notamment dans le
rhinopharynx et I’intestin. Environ un tiers de la population humaine porte S. aureus sur la
muqueuse nasale. Bien qu’elle puisse survivre longtemps dans l'environnement apres
élimination (Haslay & Leclerc, 1993 ; Huss, 1995 ; Bactériologie, 2003), cette bactérie est
un germe pyogene responsable de nombreuses infections suppurées de la peau et des

mugueuses, et elle "surinfecte” souvent les plaies négligées.

L’identification de S.aureus repose sur plusieurs caractéristiques: la catalase
(permettant de la distinguer des streptocoques), la fermentation du glucose en anaérobiose
(différenciation par rapport aux microcoques), la coagulase (qui la différencie de S.epidermidis

et S.saprophyticus), ainsi que la présence de DNase thermostable (Bactériologie, 2003).

v Risques sanitaire liée a la baignade
Labaignade dans une eau de mauvaise qualité microbiologique présente des risques pour
la santé (Tableau A2, Annexe 1), notamment des infections telles que les gastro-entérites, qui
peuvent varier en gravité selon les germes impliqués. D'autres problemes de santé, comme les
otites et les dermatites, peuvent également survenir. Dans de rares cas, une eau contaminée
peut entrainer des maladies infectieuses plus graves telles que la typhoide et le choléra
(Kischel, 2018).

1.5.3. Les conséquences économiques

En plus de I’enjeu sanitaire, les contaminations microbiologiques des eaux présentent
également un enjeu économique. En effet, le déclassement ou la fermeture de zones de
baignade et de péche a pied récréative peut entrainer une baisse de la frequentation touristique,
ce qui affecte directement les revenus des commerces locaux, des restaurants et des services
liés au tourisme. (Kischel, 2018). De plus, ces fermetures nuisent a I'image des destinations

touristiques, entrainant une diminution de leur attractivité a long terme.
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1.6. La survie des microorganismes dans les milieux aquatiques

La survie des microorganismes dans les milieux aquatiques, notamment dans les eaux
marines, constitue un véritable défi en raison des conditions défavorables a la survie des
bactéries et virus d'origine fécale. Ces microorganismes subissent les stress environnementaux
caractéristiques de cet habitat (Figure 5). Les processus régissant leur devenir dans
I'environnement aquatique peuvent étre classés en trois catégories: processus

hydrodynamiques, biotiques et physiologiques (Troussellier et al., 1998).

Les processus hydrodynamiques comprennent la dilution dans le milieu aquatique
récepteur, qui est plus importante lorsque le rejet a lieu dans une zone exposée aux courants,
tandis qu'elle est plus faible en milieu fermé. On peut également citer la dispersion, la
sédimentation et la resuspension. Les deux premiers processus dependent uniquement de
I’hydrodynamique du systéme tandis que, les deux derniers sont conditionnés par I’attachement
des bactéries fécales a desmatieres en suspension (Garcia-Armisen, 2006). Ces
microorganismes peuvent ainsi se sédimenter sur des fonds vaseux, qui sont plus propices a
leur survie. lls peuvent étre remis en suspension lors des marées, des tempétes ou des opérations

de dragage.

Les processus biotiques comprennent la lyse induite par des bactériophages, la
compétition avec les flores autochtones et la prédation par des protozoaires (Rozen & Belkin,
2001). Un taux élevé de substances nutritives, tel que celui présent dans les effluents d’eaux
usées ou dans les suspensions de matieres fécales, peut prolonger la survie des bactéries et
méme favoriser leur croissance. Cependant, ces nutriments peuvent également encourager la
prolifération des prédateurs bactériens. En présence de faibles concentrations de substances
nutritives, on observe généralement une réduction substantielle des populations bactériennes.
(Haslay & Leclerc, 1993).

-Les processus physiologiques se réferent a la réponse cellulaire des bactéries aux conditions
stressantes rencontrées dans leur nouvel environnement. Les paramétres environnementaux
responsables de stress incluent, entreautres, la température de 1’eau, la lumiére solaire, la

carence en nutriments et la salinité (Garcia-Armisen, 2006).
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Figure 5 : Devenir en mer des micro-organismes d’origine fécale

(Boukef-Ben omrane, 2019).

- Aujourd'hui, un autre facteur influencant la présence et la résistance de la flore bactérienne
dans les milieux aquatiques est l'utilisation des antibiotiques. En effet, par leurs actions
bactéricides ou bactériostatiques, la contamination des eaux par ces substances peut inhiber
’activité des communautés bactériennes fonctionnelles et/ou sélectionner des souches antibio-
résistantes (Cordova-Kreylos & Scow, 2007 ; Fajardo & Martinez, 2008).

L’émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques dans les écosysteémes
aquatiques est devenue un phénoméne d’envergure mondiale. (Petit, 2010). Ce probléme
résulte des résidus d'antibiotiques et des bactéries résistantes déversés en quantités variées dans
I'environnement, en raison d'une utilisation massive et souvent indiscriminée de ces substances
dans les domaines médicaux, vétérinaires et agrochimique (Figure 6). Les eaux de surface sont
le principal réceptacle de ces polluants et constituent également des sources d'eau directement

ou indirectement utilisées pour la consommation humaine et animale.

Les bactéries résistantes aux antibiotiques, qu'elles soient pathogenes ou non, posent un
probléme de persistance dans 1’eau. Les environnements naturels agissent donc comme des
réservoirs favorisant le phénomene de la résistance et la diffusion des bactéries, ainsi que
I’échange de genes de résistance entre différentes espéces (humains et animaux) (Berthe et al.,

2005).
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Figure 6 : Diffusion des bactéries résistantes dans les environnements aquatiques

(Petit, 2018).

La survie des microorganismes varie selon qu’il s’agit de bactéries, de virus ou de
protozoaires. Il n'est pas toujours facile de distinguer ce qui reléve des propriétes de résistance

propres aux microorganismes et des facteurs environnementaux.

1.6.1. Survie des bactéries

Les bactéries présentent des niveaux de résistance variés selon leur environnement. Par
exemple, Salmonella est particulierement résistante (Cherif et al., 2001), tandis que Yersinia
enterolitica se distingue par sa grande aptitude a survivre et a se multiplier a des températures
basses a + 4°C. Cette caractéristique contribue a sa stabilité dans les milieux aguatiques et

souligne son potentiel pathogéne pour I'homme.

En ce qui concerne les E.coli entéropathogénes, leur taux de survie est relativement
faible, d'environ 10 jours, contrairement aux E. coli non pathogenes, qui peuvent
survivrejusqu'a 60 jours (Haslay & Leclerc, 1993). De maniere générale, les bactéries

intestinales ont du mal a survivre dans les milieux aquatiques, ou elles subissent un stress
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physiologique qui limite leur capacité a se multiplier sur des milieux sélectifs et différentiels.
Toutefois, ces coliformes stressés peuvent parfois étre revivifiés avant leur identification
(Prescott et al., 1999).

1.6.2. Survie des virus et des protozoaires

Dans les milieux aquatiques, les virus ne peuvent pas se multiplier et tendent a
disparaitre sous I’effet de divers facteurs physico-chimiques et biologiques. La température
joue un réle déterminant dans leur survie ; des températures basses favorisent leur persistance,
tandis que des températures élevées tendent a les inactiver. Le pH alcalin, souvent di a la
présence de composes ammoniacaux, contribue également a l'inactivation des virus. Plus I’eau
est pure et exempte de matiere organique, plus la survie des virus est prolongée, la persistance

étant maximale dans I'eau distillée ou désionisée.

Les protozoaires, sous forme kystique, présentent une résistance exceptionnelle,
surpassant celle des virus et des bactéries. Par exemple, Les kystes de Giardia ne peuvent pas
étre éliminés par une chloration usuelle. Leur destruction nécessite des traitements plus
complexes, tels que la coagulation, la sédimentation et la filtration (Haslay & Leclerc, 1993 ;
Mouaz, 2017).

2. Evaluation de la qualité des eaux

La qualit¢ d’une eau est évaluée en mesurant différents types de parameétres

physicochimiques et bactériologiques.

2.1. Parameétres physico-chimiques

Les caractéristiques physico-chimiques sont des facteurs clé qui structurent le
fonctionnement des systemes aquatiques. Des parametres tel que le pH, I’oxygene dissous et la
conductivité, conditionnent le maintien de la biodiversité aquatique et influencent le
comportement et le devenir des contaminants dans la colonne d’eau. Ces paramétres jouent un
réle prépondérant dans le transfert des contaminants entre les différents compartiments
aquatiques, permettant ainsi de développer des stratégies de surveillance pour détecter des

perturbations. Un suivi régulier de ces indicateurs est essentiel pour adapter la gestion des
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écosystemes aquatiques et garantir leurs préservations (Buffle & Chalmers, 1988 ; Burgess
& Scott, 1992 ; Stumm & Morgan, 1996 ; Anras & Guesdon, 2007).

La surveillance de l'environnement repose principalement sur un ensemble de
techniques d'analyse physico-chimique, qui permettent d'évaluer les concentrations de
polluants dans l'eau, les sediments et les organismes vivants. Cependant, bien que ces méthodes
soient essentielles pour détecter la présence de contaminants, elles ne fournissent pas
d’informations sur l'impact réel des molécules chimiques sur les organismes vivants. C’est
pourquoi le concept de biosurveillance (ou biomonitoring) a émergé ces derniéres années, afin

d'étudier les effets biologiques des polluants sur les organismes (Kerambrun, 2011).

La qualité physico-chimique des cours d’eau peut étre évaluée a partir des valeurs de

plusieurs parametres :
Température

La température de ’eau dépend des variations journalieres ou saisonnicres de la
température ambiante, ainsi que des rejets anthropiques, tels que les eaux utilisées pour le
refroidissement. Ce paramétre joue un réle crucial dans le fonctionnement des écosystemes
aquatiques en influencant la solubilité de ’oxygéne et d’autres €léments (Wilby et al., 2014).
Les fluctuations de température affectent également la biodiversité, la reproduction des espéces

et la dynamique des nutriments.
Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH est I'un des paramétres les plus importants de qualité de I’eau; représentant son
acidité ou son alcalinité. Dans les eaux naturelles, il se situe généralement entre pH 6.5 et pH
8.5 (Sigg et al., 2006). Le pH est influencé par la nature des terrains traversés, ainsi que par
des facteurs externes tels que les précipitations acides, I'activité biologique et certains rejets
industriels. (Rice & Herman, 2012).

Oxygene dissous (OD)

L’oxygene dissous est I’'un des paramétres particulierement utile pour I’eau et constitue
un excellent indicateur de son état. Il est inversement proportionnel a la température ce qui
entraine des variations cycliques journaliéres et saisonnieres tres marquées. Dans les eaux de
surface, I’OD est crucial pour I’autoépuration, et le maintien de la vie aquatique (Ziani, 2017 ;
Touati et al., 2018), car il favorise la croissance des micro-organismes capables de décomposer

la matiere organique. Cependant, une consommation excessive d’oxygene par ces micro-
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organismes peut entrainer un déficit en oxygene dans les cours d’eau (Smith et al., 1999 ;
Diaz, 2001 ; Hull et al., 2008), ce qui favorise le développement de germes pathogeénes lorsque

les niveaux d’OD sont faibles.
Salinité (Sal)

La salinité de l'eau, qui représente le pourcentage de chlorures présents, est un facteur
clé dans la qualité des écosystemes aquatiques. Les concentrations de chlorures varient

considérablement en fonction de plusieurs sources :

v’ Géologie : L'eau peut percoler a travers des terrains salins, ce qui augmente sa salinité.
v Infiltration marine : Les eaux marines peuvent s'infiltrer dans les nappes

phréatiques, notamment prés des cotes.

v'Activités humaines : Les rejets d'eaux usées, y compris les urines, ainsi que
certaines activités industrielles, comme I'extraction pétroliere et les industries de
sel, contribuent a la salinité.

v Industries spécifiques : Les industries de la soude et de la potasse représentent

également des sources significatives de chlorures dans l'eau.

La salinité affecte non seulement la composition chimique de I'eau, mais également la

biodiversité et la santé des écosystemes aquatiques.

Conductivité électrique (Cd)

La conductivité de I’eau est un indicateur essentiel des changements de sa composition
chimique et de la concentration globale de matériaux dissous. Elle est proportionnelle a la
qualité de sels ionisables et renseigne sur le degré de minéralisation globale des eaux
superficielles. La température influence également la conductivité en modifiant la mobilité des
ions. Les eaux naturelles agissent comme solvants pour de nombreux solutés, qui peuvent étre
entierement dissociés en ions ou partiellement ionisés. Une conductivité élevée peut indiquer
des pH normaux, mais traduit souvent une salinité accrue (El Morhit, 2009). En regle générale,
la conductivité des eaux naturelles varie entre 10 et 1000 uS cm-1 (Chapman, 1996), des
changements notables des valeurs de ce parametre peuvent signaler des apports importants de
sels minéraux provenant du bassin versant ou des déversements ponctuels significatifs, tels que

ceux provenant de l'industrie.
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Matieres en suspension (MES)

Les matieres en suspension englobent toutes les substances minérales ou organiques qui
ne se dissolvent pas dans I’eau, qu'elles soient biodégradables ou non. De faibles tailles et/ou
de faible densité, elles se déplacent dans les rivires a la vitesse que 1’écoulement de 1’eau, sans
toucher le fond. Une forte concentration de MES peut entrainer la dégradation des milieux
aquatiques en augmentant la turbidité de I'eau, perturbant ainsi la vie aquatique, par exemple
en colmatant les branchies des poissons. De plus, ces matiéres peuvent véhiculer de nombreux
contaminants vers le réseau hydrographique et accumuler des substances toxiques telles que
des métaux lourds, des pesticides, des huiles minérales et des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (Hayzoun, 2014 ; Ziani, 2017). La compréhension du comportement des MES
est essentielle, car elle influence le transport et le sort des polluants dans la colonne d'eau. 1l
est important de noter que les concentrations les plus élevées en matiéres en suspension sont
généralement observées lors des evenements pluvieux (Tessier, 2003 ; Radakovitch et al.,
2008 ; Nicolau et al., 2012).

2.2. Parameétres bactériologiques

Les méthodes de recherche, d’identification et de quantification des divers germes
pathogenes potentiellement présents dans les eaux ou les coquillages sont complexes et
colteuses (Bougeard et al., 2008 ; Agence de I’Eau Loire-Bretagne, 2013). Cela s'explique

par plusieurs facteurs:

v’ La grande variété et diversité des micro-organismes pathogenes pouvant

étreprésents dans 1’eau (virus, bactéries, protozoaires, etc.).

v/ La faible abondance de chaque espéece de pathogéne, qui nécessite de concentrer

de trésgrands volumes d’eau pour les détecter.

v' TI’inexistence de méthodes standardisées et rapides pour la détection de tous ces

micro- organismes pathogenes.

Pour ces raisons, I’évaluation de la qualit¢é microbiologique des eaux repose
principalement sur la recherche et le dénombrement de bactéries indicatrices de contamination
fécale. Ces indicateurs, bien que non pas pathogenes en soi, signalent la présence de matiéres
fécales, et leur abondance donne une indication du niveau de risque lié a la présence de micro-

organismes pathogeénes (Burton et al., 1987).
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Deux grands types de méthodes d’énumération des bactéries fécales sont réguliérement utilisés
(Kadri, 2015) :

e Détermination du nombre le plus probable (NPP): Cette méthode consiste a inoculer des
dilutions décimales d'un échantillon dans une série de tubes contenant un milieu de culture
liquide spécifique. Aprés incubation, on évalue la proportion de tubes positifs pour chaque
dilution. En utilisant la loi de Poisson, il est possible de calculer le NPP a partir de ces
proportions. Le NPP est généralement exprimé en unités par 100 ml.

e Méthode de filtration sur membrane (MF): comprend une étape d’identification
présomptive et de dénombrement des micro-organismes. Un volume défini de I’échantillon est
filtré a travers une membrane qui retient les bactéries, puis cette membrane est incubée sur un
milieu gélosé spécifique. Différents milieux et conditions d’incubation (temps et température)
peuvent varier en fonction du type de bactéries fécales recherchées (Agence de ’Eau Loire-
Bretagne, 2013). Aprés incubation, on dénombre les colonies visibles a I’ceil nu, chaque
colonie etant considéree comme le résultat de la multiplication d'une cellule bactérienne sur le

milieu. Les résultats sont exprimés en unités formant colonie (UFC) par unité de volume.

2.1.1. Les méthodes de détection des bactéries

Il existe deux méthodes d’identification des bactéries

a) Méthodes phénotypiques

Les méthodes phénotypiques sont des approches classiques d’identification des
bactéries, basées sur 1I’observation de caractéristiques morphologiques, physiologiques et

biochimiques des isolats.

Cependant, ces méthodes présentent certaines limitations. Elles ne permettent pas
toujours une identification précise au niveau de I’espéce ou de la souche (Bochner, 2008). De
plus, elles sont souvent longues et laborieuses (préparation du milieu, dilution, ensemencement,
incubation, comptage, isolement et caractérisation) (Justé et al., 2008), avec des résultats
obtenus apreés plusieurs jours. Une contrainte majeure est également leur incapacité a identifier
les cellules non cultivables, car elles reposent sur la culture des bactéries. Ces méthodes

comprennent plusieurs étapes essentielles :
v Isolement des souches sur des milieux sélectifs

Cette étape favorise la croissance de certaines bactéries tout en inhibant d'autres,

permettant ainsi un isolement plus efficace.
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v/ Examen macroscopique

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies a I’ceil nu ou a I’aide d’une loupe
binoculaire permet de réaliser une premicre caractérisation et d’orienter les résultats durant

I’identification.
v/ Examen microscopique

Une étude microscopique, réalisée a 1’état frais ou apres coloration (comme la
coloration de Gram ou de Ziehl-Neelsen), permet d’analyser les caractéres morphologiques

(forme, arrangement et mobilité) et de vérifier la pureté d’une souche bactérienne.

v' Tests biochimiques

En complément de I’analyse morphologique et culturale, I'identification des bactéries
repose sur leur capacité a utiliser différents substrats. . Pour ce faire, on les met en contact
avec un glucide, un peptide ou d'autres substrats plus complexes dans un milieu de culture.
L'utilisation d'un substrat est généralement révélée par un changement de couleur d'un

indicateur de pH, observable a I’ceil nu.

Chaque espéce bactérienne possede des caractéristiques distinctes, ce qui permet de les
regrouper selon des criteres de base tels que 1'utilisation du glucose avec ou sans oxygeéne, ou
la réduction des nitrates. La combinaison des résultats obtenus permet de définir le profil
métabolique de la bactérie analysée, facilitant ainsi son identification. Toutefois, une
identification fiable ne peut étre conclue qu’en tenant compte d’un ensemble cohérent de

caracteres.

b) Techniques de biologie moléculaire

Les techniques de détection moléculaire représentent une révolution dans le domaine
de I’analyse et permettre d’assurer une surveillance plus compléte et plus réactive de la qualité

microbiologique de I’eau.

Contrairement aux methodes traditionnelles d’identification, qui se fondent sur 1’étude
des caractéristiques morphologiques et physiologiques des micro-organismes, 1’identification
moléculaire repose sur la détection de séquences nucléiques spécifiques présentes dans I’ADN
ou ’ARN des micro-organismes (bactéries, parasites, virus, etc.). Les principaux avantages
des outils incluent leur rapidité, leur haut niveau de spécificité et de sensibilité, ainsi que leur

capacité a étre automatisés. Ils sont universels et peuvent étre appliqués a 1’analyse de tous les
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micro-organismes, méme ceux difficiles a identifier par les méthodes traditionnelles.

v Technique de PCR (Polymerase Chain Reaction)

Constitue I'un des outils de diagnostic les plus prometteurs. Cette méthode
d’amplification génique enzymatique permet de multiplier prés d’un million de fois ’ADN
cible du micro-organisme recherché, rendant ainsi inutile la culture des bactéries sur des
boites de pétri. Parmi les nombreuses variantes de la PCR, on trouve la PCR en temps réel, la
PCR multiplex et la RT-PCR.

v’ Séquencage

Le séquencage, en particulier celui du géne de I’ARNTr 16S, est une méthode largement
utilisée pour I’identification des souches bactériennes (Mohania et al., 2008). Cette approche
est reconnu (par la communaute scientifique) pour sa fiabilité et son efficacité dans la

comparaison et la différenciation des bactéries (Mohania et al., 2008 ; Elberse et al., 2011).

e Seéquencage de Sanger

Le séquencage Sanger, développé par Frederick Sanger en 1977, a révolutionné la
détermination des séquences d’ADN, lui valant un deuxi¢me prix Nobel de chimie en 1980.
Cette méthode repose sur 1’établissement de la succession des nucléotides dans une molécule
d’ADN. Elle utilise des ADN polymérases (Taq) pour synthétiser un brin complémentaire a
partir d’un brin matrice, en ajoutant alternativement des désoxyribonucléotides (dNTP) et des

didésoxyribonucléotides (ddNTP), qui mettent fin a la réaction (Sanger, 1981).

Le séquencage de Sanger peut étre effectué manuellement, mais il est généralement
automatisé grace a des séquenceurs modernes, ce qui facilite son utilisation dans les

laboratoires de biologie moléculaire (Figure 7).

Pour identifier un microorganisme par séquencage, il faut au préalable isoler une
colonie sur geélose, faire 1’extraction de I’ADN et amplifier un gene cible par PCR. Ce dernier
sera ensuite séquencé. La séquence obtenue est comparée avec ’ensemble des séquences de

références accessibles via différentes bases de données.
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Figure 7 : Apercu schématique de la méthode Sanger (terminaison de chaine) pour le
séquencage de I'ADN (https://2cm.es/Twh3).

c) L’analyse phylogénétique

La phylogénie moléculaire est I'étude de la parenté évolutive entre divers groupes de
microorganismes. L'objectif de la construction d'arbres phylogénétiques significatifs est de
calculer le degré de similarité et d'examiner les relations de parenté entre les bactéries étudiées
et celles présentes dans les bases de données (Van Hoorde et al., 2008 ; Patwardhan et al.
2014).

Lorsque le pourcentage d'homologie entre un isolat et une souche de référence dépasse
70 %, et que les caractéristiques phénotypiques correspondent a la définition de l'espece, ces

microorganismes peuvent étre classés dans la méme espece (Anggraini et al., 2018).

32



Chapitre 2

Résistance aux antibiotiques des Bacilles Gram
negatifs
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1. Définition

Les antibiotiques sont des composés d’origine biologique, synthétique ou semi-
synthétique, agissent spécifiquement sur des cibles moléculaires, perturbant ainsi des étapes
essentielles du métabolisme des bactéries, telles que la synthése des protéines, la synthese des
acides nucléiques, la réplication, la transcription et le transport transmembranaire. En général,
ils n'exercent pas d'effets toxiques sur les organismes supérieurs. Ces composés sont produits
par un large éventail de micro-organismes, notamment des champignons et des bactéries
(Lavigne, 2007 ; Boulahbal, 2009).

Il existe deux catégories d’antibiotiques : les antibiotiques a effet bactériostatique
inhibent la croissance bactérienne en ralentissant puis en arrétant la multiplication par contre

les antibiotiques bactéricides lysent les bactéries (Boulahbal, 2002).

2. Classification et modes d’action

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : l'origine, la nature
chimique, le mécanisme et le spectre d'action (Yala et al., 2001). lls agissent au niveau précis

de la structure bactérienne, appelé site d'action ou cible bactérienne (Figure 9).

Il existe des antibiotiques qui ciblent:

a). La paroi bactérienne

La paroi cellulaire des bactéries, constituée principalement de peptidoglycane, est
essentielle a leur intégrité structurelle (Figure 8). Les antibiotiques bactéricides ciblent cette
paroi en bloquant sa synthése, entrainant ainsi la lyse des bactéries, notamment des Gram
positifs (Brahmia Rima Medareg Narou, 2016). En revanche, Les bactéries Gram négatives
sont généralement moins sensibles a ces antibiotiques, car leur membrane externe empéche

I'accés des agents antibactériens a la couche de peptidoglycane (Perry et al., 2002).

Quelques exemples d’antibiotiques ciblant la paroi cellulaire :

v" Les R-lactamines

Les p-lactamines, tels que la pénicilline, sont des antibiotiques qui agissent
spécifiqguement pendant la phase de croissance cellulaire des bactéries. Leur efficacité est

maximale lorsqu'elles sont administrées pendant la division cellulaire et la biosynthése de la
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paroi cellulaire (Piffaretti, 2002), c'est-a-dire pendant la phase de synthése du peptidoglycane,

un polymere essentiel a la paroi cellulaire bactérienne.

Ces antibiotiques agissent en se liant a des protéines spécifiques dans les bactéries,
appelées protéines liant les pénicillines (PLP) et transpeptidases (PBP). Cela inhibe une étape
cruciale de lI'assemblage du peptidoglycane, la transpeptidation, qui est nécessaire a la stabilité
de la paroi cellulaire. Cette inhibition entraine l'activation des autolysines bactériennes (des
enzymes qui dégradent la paroi cellulaire). Ce processus, souvent accompagné d’une lyse

cellulaire (Sedrati, 2014 ; Konaré, 2016).
v' Glycopeptides

Exemples : Vancomycine, Teicoplanine. Ces antibiotiques bloquent la polymérisation
du peptidoglycane, en se liant aux résidus peptidyl D-Ala-D-Ala des précurseurs qui émergent
de la membrane cytoplasmique. Cela empéche I'incorporation de nouveaux éléments dans la

paroi cellulaire (Lavigne, 2007).

v' La fosfomycine
Cet antibiotique agit sur l'enzyme pyruvate-N-acetylglucosamine-transférase,
essentielle pour la synthese des précurseurs du peptidoglycane (Lavigne, 2007). En inhibant

cette enzyme, la fosfomycine entrave la formation des composants nécessaires a la construction

de la paroi cellulaire (Cattoir, 2004).

[embrane externe

Parine

Autolysine

Peptidoglycane

=N

RIS AR
== AN SAMAARM

Bactérie a Gram négatif Bactérie a Gram positif

PLP

Figure 8 : Structure de la paroi bactérienne (https://2cm.es/TwjF).
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b). La membrane plasmique

La membrane plasmique est essentielle a la survie des bactéries, car elle régule le
passage des substances et maintient l'intégrité cellulaire. Certains antibiotiques de type
polypeptidique, comme la polymyxine, ciblent spécifiqguement cette membrane en perturbant
sa structure. Bien qu'efficaces contre certaines infections bactériennes, ces antibiotiques
présentent une toxicité pour les cellules humaines, ce qui limite leur utilisation clinique. Ces

molécules naturelles sont produites par des bactéries du genre Bacillus (Moroh, 2013).

Les polymyxines B et E (également connues sous le nom de colistine) sont utilisées en
thérapeutique. Ces antibiotiques cycliques sont moins toxiques que d'autres classes de
polymyxines (A, C, D), isolés de Bacillus polymyxia (Konaré, 2016). Ils sont actifs contre les
bactéries Gram négatif, a I'exception de Proteus, Providentia, Serratia marcexens, Morganella
morganii et Edwardsiella tarda. Agissant comme des détergents cationiques, leur caractére
amphipathique leur permet de pénétrer dans la cellule bactérienne et s’insérer dans les
phospholipides des membranes externes et cytoplasmiques. Cela perturbe la permeabilité
membranaire, entrainant une augmentation anormale de celle-ci et permettant la diffusion de
substances hydrosolubles hors de la bactérie, ce qui conduit a sa destruction (Brtcker, 1998 ;
Cavallo et al., 2002).

c). Les acides nucléiques

Certains antibiotiques ciblent spécifiquement les processus de synthése et de
fonctionnement des acides nucléiques, de différentes manieres selon leurs familles
(SOMIPEV, 2007). Par exemple :

v Quinolones, Fluoroquinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides largement utilisés en médecine
humaine et vétérinaire. Elles inhibent la synthése de I’ADN bactérien en agissant sur deux
enzymes essentielles: ’ADN topo- isomérase IV et P’ADN gyrase. Ces enzymes sont
responsables de la régulation de la structure de I’ ADN lors de sa réplication et de son élongation
(Ziai, 2014). Les quinolones possédent une région qui se lie a I’ADN bactérien par des liaisons
hydrogene. Cette région, qui inclut le groupe carbonyle de la quinone, établit également des

interactions spécifiques avec les enzymes de type topoisomérases (Nounsi, 2019).
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v' Rifamycines

Ce sont des antibiotiques bactéricides actifs principalement contre les bactéries a Gram
positif, Mycobacterium, et certaines bactéries a Gram négatif, notamment Neisseria
meningitidis (Tenstdt, 2010). Leur mécanisme d'action repose sur la liaison irréversible a la
sous-unite B de 'ARN polymérase, inhibant ainsi la synthese de I'ARN messager (Zomahoun,
2005).

v" Nitrofuranes

Ces antibiotiques sont efficaces contre la majorité des entérobactéries, mais sont inactifs
contre Pseudomonas aeruginosa, Proteus, Serratia et Acinetobacter (Konaré, 2016). lls
Agissent directement sur I’ADN en provoquant diverses Iésions, telles que des coupures et des
substitutions de bases (Mohammedi, 2010).

v Novobiocine

Cet antibiotique a un effet bactériostatique qui inhibe la réplication de I'ADN bactérien.
Parmi les germes sensibles, on trouve les staphylocoques, Haemophilus et Neisseria, tandis

que les enterobactéries et les Pseudomonas sont généralement résistants (Karelle, 1999).

d). La synthése protéique

La synthése protéique est un processus essentiel pour la survie cellulaire, et de
nombreux antibiotiques ciblent les ribosomes pour interférer avec ce mécanisme. Ils
provoguent des erreurs dans la synthése des protéines ou inhibent complétement ce processus,
rendant ainsi les cellules bactériennes incapables de produire les protéines vitales a leur
fonctionnement (Moroh, 2013). Certains agents se fixent sur la petite sous unité 30S, tandis
que d’autres s’attachent a la grande sous-unité 50S du ribosome. Plusieurs étapes de la synthese
peuvent étre affectées, notamment la fixation de 1’aminoacyl-ARN{, la formation de la liaison
peptidique, la lecture de ’ARNm et la translocation (Prescott et al., 2010). Cette inhibition

entraine une carence en protéines essentielles, ce qui peut s'avérer fatal pour les bactéries.

Quelques exemples d'antibiotiques ciblant la synthese protéique :
v" Aminosides (ou Aminoglycosides)

Ces antibiotiques sont des molécules de petite taille, bactéricides, qui présentent un
large spectre d'activité. lls sont particulierement efficaces contre les bacilles Gram négatifs,

notamment les entérobactéries, ainsi que certains bacilles Gram positif, comme Listeria (Yala
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et al., 2001 ; Epote Ewane, 2014). Ils sont souvent utilisés en association avec d'autres
classesd’antibiotiques, comme les B lactamines (Chouh et al., 2019), pour renforcer leur
efficacité. Leur mécanisme d'action repose sur I'inhibition de la synthése des protéines, se liant
a la sous- unité 30S du ribosome (Ziai, 2014). Cette liaison provoque la fixation d'un ARNt
incorrect sur 'ARNm, entrainant des erreurs de décodage lors de la traduction et la synthése de
protéines erronées et défectueuses (Konaré, 2016 ; Nounsi, 2019), ce qui peut étre Iétal pour

les bactéries.
v' Tétracyclines ou cyclines

Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques qui pénetrent efficacement
dans les cellules. Ces molécules présentent une grande homogénéité (Yala et al., 2001 ;
Niandou, 2005), et se fixent sur la sous unité 30s du ribosome (Nauciel & Vildé, 2005). Cette
fixation entraine une inhibition de I'élongation de la chaine polypeptidique, en empéchant la
liaison de lI'aminoacyl-ARNt au complexe ribosome-messager. Cela bloque ainsi la synthese
proteique et inhibe la croissance bactérienne.

v" Phénicolés

Les phénicolés, tels que le chloramphénicol et thiamphénicol, sont de petites molécules
hydrophobes capables de traverser facilement les membranes externes et internes des bactéries
a Gram négatif. lls agissent comme des antibiotiques bactériostatiques a large spectre, ciblant
a la fois les bacilles a Gram positif, les bacilles a Gram négatif, ainsi que les cocci a Gram
positif et négatif. Leur mécanisme d'action repose sur la fixation a la sous-unité 50S du
ribosome (Epote Ewane, 2014), inhibant ainsi l'activité de la peptidyl transferase, ce qui
perturbe la synthése des protéines. Bien qu'efficaces, leur utilisation nécessite des précautions
en raison de risques d'effets indésirables, notamment la suppression de la moelle osseuse et des
réactions allergiques.

v" Macrolides

Lincosamides et Streptogramines, souvent regroupés sous l'acronyme MLS, sont des
antibiotiques qui inhibent la synthése des protéines en se liant a la sous-unité 50S du ribosome.
Ils sont actifs principalement contre les bactéries a Gram positif et certaines a Gram négatif,
mais ils sont généralement inefficaces contre les espéces d’Enterobacter et de Pseudomonas
(Moroh, 2013). lls agissent au niveau de la sous unité 50S du ribosome. Leur mécanisme
d'action se concentre sur l'inhibition de la croissance de la chaine polypeptidique en formation,
en se liant au site P du ribosome (Battraud, 2017), ce qui perturbe I'¢longation de la chaine

protéique. Ces antibiotiques sont importants dans le traitement de diverses
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infectionsbactériennes, notamment chez les patients allergiques aux pénicillines ou dans les cas
d'infections causées par des germes résistants.

v' Acide fusidique

C'est un inhibiteur de la synthese protéique qui interfére avec le facteur d'élongation G
(EF-G) et au GTP, formant un complexe stable au niveau de la sous unité 50S du ribosome
bactérien. Cela bloque I'élongation de la chaine polypeptidique en formation (Visseaux &
Calcagno, 2013), perturbant ainsi la synthése des protéines.

e). Inhibiteurs de la synthese des folates

Les folates jouent un réle fondamental dans les réactions de transfert des radicaux
monocarbonés (formyl, formaldéhyde, hydroxy-méthyl), qui sont essentielles pour la synthése
des bases puriques et de la thymidine, ainsi que pour la formation des acides nucléiques, de la
méthionine et de I’acide glutamique. L’acide tétrahydrofolique est le composé clé qui agit
comme plaque tournante dans ces différents métabolismes (Quinlivan et al., 2000). Parmi les
antibiotiques ciblant la synthése des folates :

v' Sulfamides

En raison de leur similitude structurale avec I’acide para-amino-benzoique, les
sulfamides agissent comme des inhibiteurs compétitifs dans la synthese des folates, des acides
puriques et des acides nucléiques. Ils bloquent I'enzyme dihydroptéroate synthétase (DHPS)
(Nauciel & Vildé, 2005 ; Adam & Drouillard, 2007).

v' Triméthoprime

Ce composé appartient a la famille des 2,4-diaminopyrimidines, qui inclut des
antibactériens et des antiparasitaires. 1l agit en inhibant la dihydrofolate réductase, entravant
ainsi la synthése des folates, des acides puriques et des acides (Yala et al., 2001 ; Goldstein,
2006 ; Chouh et al., 2019).

v' Association ''sulfamide + triméthoprime" :

L'association des sulfamides et du triméthoprime a effectivement un effet bactéricide
synergique. Les sulfamides inhibent l'enzyme dihydropteroate synthétase, tandis que le
triméthoprime bloque la dihydrofolate réductase. En agissant a deux stades différents de la
synthese des folates, cette combinaison renforce leur activité antibactérienne (Yala et al., 2001
; Adam & Drouillard, 2007).
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Cibles des Résistances aux Efflux
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Figure 9 : Cible des antibiotiques et mécanismes de resistance
(https://shortlink.uk/TO21).

3. Résistance aux antibiotiques

Aprés une période de forte efficacité contre les maladies infectieuses, les antibiotiques
deviennent de moins en moins efficaces face a certaines infections bactériennes. Les bactéries
s’adaptent aux antibiotiques et développent des résistances. Plusieurs définitions de la

résistance bactérienne aux antibiotiques ont été retenues. Selon certains auteurs :

Un micro-organisme est dit résistant lorsque, pour I'une des raisons évoquées, il est
capable de se développer en présence d'une concentration d’antibiotique significativement plus
élevé que celle habituellement utilisée (Philippon, 2007). La notion de résistance clinique, est
corrélative a un échec thérapeutique ; elle a une signification arbitraire en ce qui concerne le

patient, mais elle n'a pas de sens a I'échelle des micro-organismes (Meyer et al., 2004).
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Selon I'OMS, une souche résistante est celle qui supporte une concentration
d’antibiotique supérieure a celle qui inhibe le développement de la majorité des souches de la

méme espece (Azerbaidjan, 2011).

3.1. Types de resistance

La résistance aux antibiotiques se manifeste principalement sous deux formes : la

résistance naturelle et la résistance acquise.

3.1.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle, également appelée résistance intrinséque, est présente chez
certaines bactéries de maniére innée. Elle est intégrée dans le génome bactérien, ce qui la rend
fixe et constante au sein du taxon. Cette résistance est transmise a la descendance lors de la
division cellulaire (transmission verticale), mais elle ne peut généralement pas étre transférée
d'une bactérie a une autre (transmission horizontale). Par conséquent, ces résistances
constituent des critéres d'identification des bactéries et déterminent leur phénotype « sauvage
». (Lavigne, 2007 ; Carle, 2009 ; Copyricht Medical, 2012). On parle de résistance naturelle
lorsque toutes les souches d'une méme espece sont resistantes a un antibiotiqgue donné
(Meziani, 2012). Un exemple notable de resistance naturelle se retrouve chez les
entérobactéries et Pseudomonas, qui sont naturellement résistantes aux macrolides (Doublet,
2004).

3.1.2. Reésistance acquise

La résistance acquise représente un mécanisme de défense des microorganismes face
aux antibiotiques, distinct de la résistance naturelle. Ce type de résistance est souvent observé
chez certaines souches d'une méme espéce et peut varier considérablement en fonction de
divers facteurs, notamment le temps, la localisation géographique (épidémie) et les pratiques
d'utilisation des antibiotiques (Regnault, 2015). La résistance acquise peut résulter de
mutations génétiques spontanées, modifiant ainsi le génome chromosomique de I'organisme.
Alternativement, elle peut également se produire par transfert horizontal de genes, ou un
microorganisme acquiert des genes de résistance d'un autre (Figure 10) (Leclerc et al., 1995,
Moroh, 2013). L’expression de ces geénes acquis permet a la bactérie de tolérer des
concentrations d'antibiotiques qui seraient normalement mortelles pour des souches sensibles

de la méme espéce (Regnault, 2015).
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a).Résistances par mutation chromosomique

Les résistances bactériennes par mutation chromosomique sont induites par des
modifications structurales qui peuvent se traduire soit par un probleme de perméabilité a un ou
plusieurs antibiotiques, soit par une indifférence des cibles spécifiques des antibiotiques
(Vaubourdolle, 2007). Les résistances mutationnelles se caractérisent par plusieurs aspects :

- Spontanées: Ces mutations préexistent a l'utilisation de l'antibiotique et ne sont donc pas

provoquées par sa présence ;

- Stables: Elles se transmettent verticalement au sein du clone bactérien, ce qui permet leur

héritage dans les générations suivantes de bactéries (Lavigne, 2007) ;

- Spécifiques: Ces resistances affectent un antibiotique ou une famille d’antibiotiques

partageant un méme mécanisme d’action. Par conséquent, la résistance a un antibiotique peut
entrainer une résistance croisée a d'autres antibiotiques de la méme famille (Zomahoun, 2005);

- Rares: le taux de mutation se situe habituellement entre 107 et 10 mutations par géne par

génération (Leclerc et al., 1995), ce qui en fait un phénomene relativement rare.

b).Résistances extra-chromosomiques

Les résistances extra-chromosomiques sont courantes, représentant plus de 80 % des
résistances acquises. Elles résultent du gain de génes de résistance portés par des éléments
génétiques mobiles, tels que les plasmides, les transposons ou les intégrons, les plasmides étant

les plus fréquents.

Un plasmide est un fragment d’ADN qui existe en dehors du chromosome principal
d'une bactérie et peut contenir un ou plusieurs génes de résistance. Cette forme de résistance se
transmet horizontalement entre bactéries cohabitant, méme d'espéces différentes (Leclerc et al.,
1995 ; Bathily Diarra, 2002), facilitant ainsi la propagation de la résistance. Cependant, cette
transmission est moins stable que celle des mutations chromosomiques, surtout en I'absence de
facteur de sélection, tel que la présence d'antibiotiques, qui favorise la survie des bactéries
résistantes (Battraud, 2017). Trois mécanismes principaux permettent la propagation de ces

résistances (Baudry & Brézellec, 2007) :
v" Transduction

Ce processus utilise des bactériophages comme vecteurs pour transférer des génes de

résistance d'une bactérie a une autre.
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v Transformation

Une bactérie capture de 'ADN libre provenant de I'environnement, ce qui peut inclure
des génes de résistance.

v/ Conjugaison

Ce transfert direct de plasmides se produit entre deux bactéries, souvent par contact
physique, et peut impliquer des especes differentes.

ADN libre Bacléniophage Plasmide
(Transformation) (Transduction) (Conjugaison)

\ Elément
transposable

Transposition et

Recombinaiso Transposition e
recombinaison

L {ag?| _ Chromosome | A" | 1 A8 |

Mutation

Figure 10 : Voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques,

d’apres Alekshun & Levy (2007).

3.1.3. Résistances croisées

La résistance croisée se produit lorsqu’une résistance a un antibiotique confere
également une résistance a un autre, généralement par un méme mécanisme biochimique. Le

niveau de résistance peut varier selon les antibiotiques, étant généralement plus faible pour les
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molécules les plus actives. Par exemple, des mutations peuvent entrainer une résistance aux

fluoroquinolones (Courvalin, 2008 ; Carle, 2009).

Ce phénomene se manifeste également lorsque plusieurs antibiotiques ciblent la méme
cible. C’est le cas des macrolides, des lincosamides et des streptogramines B, qui agissent tous
sur le ribosome. Une mutation unique au niveau de la sous-unité 50S de I’ARN ribosomal peut
conférer une résistance élevée a ces trois classes d'antimicrobiens, malgré leurs différences

structurelles (Nounsi, 2019).

Une conséquence majeure de cette résistance est la sélection croisée, ou n'importe quel
antibiotique d'une classe donnée peut favoriser la survie de bactéries résistantes a tous les autres
membres de cette classe (SOMIPEV, 2007).

3.1.4. Les bactéries multi-résistantes

Les bactéries sont considérées comme multi-resistantes aux antibiotiques lorsqu'elles
accumulent des résistances naturelles et acquises, les rendant sensibles uniquement a un
nombre limité d'antibiotiques habituellement utilisés en thérapeutique. Elles présentent une
résistance a plusieurs antibiotiques, soit @ au moins trois classes différentes d'antibiotiques
(Ahmad et al., 1999 ; Jones, 2001).

3.2.  Les mecanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques

L'activité d'un antibiotique repose sur plusieurs etapes. Tout d'abord, I'antibiotique doit
pénétrer dans la cellule bactérienne. Ensuite, il doit atteindre sa cible moléculaire, soit par
I'intermédiaire d'un transporteur, soit par diffusion passive, et y parvenir sous une forme active
pour exercer son effet, qu'il soit bactéricide ou bactériostatique (Jacquier, 2011). Chacune de

ces étapes représente un point vulnérable pour l'antibiotique.

Les micro-organismes développent principalement quatre mécanismes de résistance
(Figure 11) qui agissent a ces niveaux : l'inactivation enzymatique de l'antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de I'antimicrobien, I'efflux actif de la molécule, et

la réduction de la pénétration de l'antibiotique dans la cellule.

3.2.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

L'inactivation enzymatique est un mécanisme de résistance bactérienne courant et
efficace. Il permet aux bactéries d'inactiver les antibiotiques par la sécrétion d'enzymes qui

détruisent les liaisons chimiques nécessaires a l'intégrité fonctionnelle de ces médicaments,
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souvent avant méme qu'ils n'entrent dans la cellule (Fournier, 2003 ; Babic et al., 2006 ;
Chouh et al., 2019).

Les enzymes bactériennes catalysent plusieurs types de réactions biochimiques, telles
que I'hydrolyse, l'acétylation, la phosphorylation, la nucléotidylation, l'estérification, la
réduction et l'addition de glutathion. Ces enzymes sont généralement associées a des éléments
génétiques mobiles (Guardabassi & Courvalin, 2005 ; Alekshun & Levy, 2007 ; Nikaido,
2009), facilitant ainsi leur propagation au sein des populations bactériennes.

Les classes d'antibiotiques ciblées par ces enzymes incluent les B-lactamines, le groupe
MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), les aminosides et les phénicolés
(Bevilacqua, 2011). Ce type de résistance a egalement été observé pour les tétracyclines, la
fosfomycine, et plus récemment, pour les fluoroquinolones (Muylaert & Mainil, 2013).

Un exemple bien connu est la B-lactamase, qui inactiverait la pénicilline. Plus de 350
types de B-lactamases ont été recensés, ces enzymes pouvant étre codées par des plasmides
(Saadaoui, 2008) ou par des genes présents sur le chromosome bactérien selon l'espece
(SOMIPEYV, 2007). Etant donné que les B-lactames sont les antibiotiques les plus prescrits au
monde, la résistance a cette classe représente un probleme de santé publique préoccupant
(YYamashita et al., 2000 ; Mandell et al., 2009).

3.2.2. Modification de la cible

La modification de la cible antibactérienne est un mecanisme clé de résistance qui
empéche les antibiotiques de se lier efficacement a leur site d'action (Chouh et al., 2019). Ce

phénomene peut se manifester de plusieurs manieres (EI Bouamri, 2017) :
v" Modifications quantitatives

Une augmentation du nombre de cibles peut diluer I'effet de I'antibiotique (Nounsi,

2019), le rendant moins efficace.
v" Modifications qualitatives

Cela inclut des altérations dans la structure des cibles, rendant celles-ci méconnues par
I'antibiotique, ou l'apparition de nouvelles cibles qui ne sont pas affectées par le médicament

(Rahal, 2013), parfois une association de plusieurs de ces mécanismes.
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Ces modifications peuvent résulter de ’acquisition de matériel génétique mobile codant
pour une enzyme modifiant la cible de I’antibiotique, ou de mutations au niveau de la séquence
nucléotidique de la cible (Muylaert & Mainil, 2013).

Ce mécanisme de résistance est observé pour la quasi-totalité des antibiotiques,
notamment les pénicillines, les glycopeptides et les molécules du groupe MLS chez les
bactéries Gram positif, ainsi que pour les quinolones chez les bactéries Gram positif et Gram

negatif (Maiga, 2019). Citons comme exemples de ce phénoméne de résistance :

» Modification des protéines de liaison aux peénicillines (PLP),
également appelées PBP

L'altération ou la modification des protéines de liaison aux pénicillines (PLP),
également appelées PBP, constitue un mécanisme clé de résistance aux antibiotiques de la
classe des béta-lactamines. Ces protéines, essentielles a la synthése de la paroi cellulaire

bactérienne, peuvent subir plusieurs modifications (Lozniewski & Rabaud, 2010) :

a). Diminution de I’affinité

Certaines souches, comme Streptococcus pneumoniae, développent des mutations qui
réduisent l'affinité de leurs PLP pour les béta-lactamines, rendant ces antibiotiques moins

efficaces.

b). Hyper-expression des PLP

Les bactéries peuvent augmenter la synthese de PLP existantes, y compris celles qui
possedent naturellement une affinité faible pour les béta-lactamines. Cette hyper-expression

permet de compenser l'inhibition causée par ces antibiotiques.

c). Synthese de nouvelles PLP

Certaines bactéries acquiérent ou modifient des genes pour produire des PLP
insensibles aux béta-lactamines, leur permettant ainsi de synthétiser leur paroi cellulaire malgré

la présence de ces antibiotiques.

Ce mécanisme de résistance est particulierement fréquent chez les cocci Gram positif,
tels que Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae, tandis qu'il est beaucoup moins
courant chez les bactéries Gram négatif (Spratt et al., 1989 ; Neuwirth et al., 1995). Ces
adaptations conférent aux bactéries la capacité de survivre et de se multiplier méme en présence

d'antibiotiques ciblant leur paroi cellulaire.
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» Altération des sites de liaison ribosomaux

Les ribosomes, qui sont essentiels a la synthése protéique, peuvent étre altéres par la
fixation d'antibiotiques. Les modifications acquises par mutation des cibles ribosomales,
affectant les sous-unités ribosomales des bactéries, permettent a ces derniéres d'échapper aux
effets antibactériens.

Ces mutations entrainent une incapacité a inhiber la synthése protéique, car les
antibiotiques ne peuvent plus se lier efficacement aux sites ribosomaux. On observe ainsi des
résistances aux tétracyclines, macrolides, clindamycine, chloramphénicol, lincosamides,

phénicolés, fucidine, et plus rarement, aux aminosides (Zomahoun, 2005 ; Carle, 2009).

> Altération de la synthese des acides nucléiques

Les quinolones exercent leur effet bactéricide en inhibant ’ADN gyrase, une enzyme
essentielle a la réplication de I’ADN. Des mutations spontanées touchant un seul acide aminé
de ’ADN gyrase, ainsi que des altérations dans la topoisomérase IV, peuvent induire une
résistance (Yamashita et al., 2000 ; Pitout et al., 2004 ; Mandell et al., 2009). De plus, les
rifampicines bloquent I’activité de I’ARN polymérase, indispensable a la synthése de ’ARN
messager. Les mutations qui entrainent la production d'une transcriptase modifiée sont

responsables des résistances acquises.
> Altération de la synthese de la membrane cytoplasmique

Des mutations dans le lipopolysaccharide (LPS) peuvent empécher les polymyxines de
se lier efficacement a leur cible, réduisant ainsi leur efficacité (Peleg & Hooper, 2010). Ce
mécanisme de résistance est particulierement problématique pour les traitements des infections

causées par des bactéries a Gram négatif.
» Altération des enzymes cibles

La résistance aux antibiotiques tels que le triméthoprime et les sulfamides est souvent
due a des modifications des enzymes impliquées dans la synthése du folate. Par exemple, la
production d'une dihydrofolate réductase insensible au triméthoprime ou d'une dihydropteroate
synthétase resistante aux sulfamides peut entrainer une perte d’efficacité des traitements
(Huovinen et al., 1995). De plus, chez les bactéries a Gram négatif, la résistance aux
sulfamides est fréquemment associée a des plasmides qui codent pour des enzymes résistantes
(Yamashita et al., 2000 ; Pitout et al., 2004 ; Mandell et al., 2009).
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3.2.3. Imperméabilité membranaire

La réduction de la perméabilité membranaire constitue un mécanisme de résistance
bactérienne di a des mutations au niveau des genes codant pour les porines. Ces protéines
transmembranaires forment des canaux remplis d’eau dans la membrane externe des bactéries
Gram négatif, permettant I'entrée de molécules hydrophiles de faible masse moléculaire
(Figueiredo, 2011 ; Touati, 2013).

Les mutations qui affectent les porines peuvent entrainer leur perte, réduire leur taille
ou diminuer leur expression. Ces changements perturbent la pénétration des antibiotiques dans
la cellule (Muylaert & Mainil, 2013), offrant ainsi une protection aux bactéries et les rendant

résistantes, souvent a des niveaux variés vis-a-vis de nombreux antibiotiques.

Ce phénomeéne est lié a la structure de la paroi bactérienne (Gram+ ou-) et aux
propriétés physicochimiques de I’antibiotique (Touati, 2013). Il est particuliérement fréquent
chez les bactéries Gram negatif, qui sont ciblées par un large éventail d'antibiotiques
(Guardabassi & Courvalin, 2005).

3.2.4. Efflux actif

L'efflux actif est un mécanisme de transport membranaire largement répandu chez les
organismes vivants (Bevilacqua, 2011). Les bactéries, en particulier, synthétisent des protéines
membranaires qui se trouvent a la fois dans la membrane plasmique et dans la membrane
externe des bactéries Gram négatif (Walsh, 2003). Ces protéines agissent comme des pompes
moléculaires, expulsant les antibiotiques a I'extérieur de la cellule grace a des canaux
spécifiques. Elles font partie d'une large famille de protéines transmembranaires, incluant

également des transporteurs de sucres (Nikaido, 1994).

Cet efflux prévient et limite I’accés de I’antibiotique & sa cible, ce qui entraine une
diminution de sa concentration intracellulaire (Jehl et al., 2003 ; Lechat, 2015 ; Maiga, 2019).
Ce mécanisme joue un rble essentiel dans la physiologie bactérienne en contribuant a maintenir
I'équilibre physico-chimique a l'intérieur de la cellule, en empéchant l'accumulation de
substances toxiques, qu'elles soient d'origine naturelle ou synthétique. En outre, il facilite le
transport des nutriments et I'exportation des déchets (Bevilacqua, 2011). L'efflux actif est un

facteur clé de la résistance intrinseque des bactéries face a de nombreux agents antibactériens.
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L’exposition aux antibiotiques peut entrainer une surexpression de ces transporteurs,
souvent & la suite de mutations, ce qui accroit la résistance bactérienne (Schumacher et al.,
2006 ; Chevalier et al., 2008). Ce phénomene a été initialement observé avec les tétracyclines
(Poole, 2005), tant chez les bactéries Gram positif que chez celles a Gram négatif. Aujourd'hui,
il est reconnu comme un mécanisme de résistance largement répandu, capable de réduire
l'efficacité de presque toutes les classes d'antibiotiques, y compris les macrolides, les
fluoroquinolones, les sulfamides et les aminoglycosides (Webber & Piddock, 2003).

Les quatre stratégies de la résistance des antibiotiques

BROUILLAGE | BLINDAGE | camourLace | ESQUIVE
e Mécanismes —
Inactiver é empécher modifier la cible substituer
I'antibiotique l'accés de I'antibiotique et a la cible une
et le rendre de I'antibiotique Jla rendre insensible| autre molécule
inoffensif a sa cible a son action non vulnérable
Exemples >
B-lactamines, Létracyclines, MLS sulfamides,
aminosides, macrolides, (macrolides, trimeéthoprime,
chloramphénicol, quinolones lincosamides, glycopeptides
rasfamycine, MLS, (un cas) streptogramines)

nitroimidazoles
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Figure 11 : Stratégies bactérienne de la résistance aux antibiotiques
(La résistance aux antibiotiques, Véronique Fournier, Université de Laval, 2003).

4. La résistance des bactéries Gram négatif

Les bactéries Gram négatif (BGN) possedent une structure enveloppante complexe,
composée d'une membrane externe qui les rend naturellement résistantes a de nombreux
antibiotiques. Contrairement aux bactéries Gram positif, qui ont une paroi cellulaire épaisse de

peptidoglycanes facilement accessible (Figure 8), les BGN présentent des difficultés
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d'absorption pour les antibiotiques, en particulier ceux qui sont hydrophobes. Cela est di a leur
membrane externe, qui agit comme une barriere (Normark & Normark, 2002 ; Maiga, 2019).

Parmi les résistances naturelles observées chez les enterobactéries ou les Pseudomonas,
on trouve une résistance aux macrolides, aux pénicillines G et M, a l'acide fusidique et a la
vancomycine. Ces antibiotiques n’arrivent simplement pas a traverser la membrane souvent en
raison de leur taille trop importante, ne parviennent pas a atteindre leur cible (Battraud, 2017).
En outre, la membrane externe de certaines bactéries telles que P. aeruginosa est moins
perméable que celle d’autres espéces, ce qui lui confére un niveau moins ¢€levé de sensibilité
aux antimicrobiens (Muylaert & Mainil, 2013). Citons d’autres exemples de résistance des

Gram négatif :

Altération de cible-PLP

L'altération des protéines de liaison aux pénicillines (PLP) chez certaines bactéries a
Gram négatif constitue un mécanisme de resistance aux béta-lactamines. Dans le cas de
Neisseria gonorrhoeae, des modifications des PLP1 et PLP2 ont été décrites, contribuant ainsi
a sa résistance (Faruki & Sparling, 1986). De maniére similaire, chez les entérobactéries, des
souches de Proteus mirabilis résistantes a I’'imipénéme et au mécillinam ont été observeées, en
raison d'une diminution de l'affinité de la PLP2 et d'une réduction de la quantité de PLP1
(Lagha, 2015).

Réduction de la perméabilité membranaire

La réduction de I’expression de la porine OmpF chez E. coli, entraine une sensibilité
réduite aux quinolones, aux béta-lactames, aux tétracyclines et au chloramphénicol (Harder &
Matsuhashi, 1981 ; Livermore, 1988 ; Kumar & Schweizer, 2005). De maniere similaire, la
résistance acquise d’Acinetobacter baumannii aux carbapénemes est liée a la perte de la
protéine de membrane externe CarO, résultant de I'interruption du gene carO par différentes
séquences d’insertion, notamment ISAba825. Cela illustre l'impact des modifications
génétiques sur I'émergence de la résistance bactérienne (Mussi et al., 2005).

Efflux actif

L'efflux actif est un mécanisme crucial par lequel certaines bactéries, notamment les
Gram-négatifs (GN), développent une résistance aux antibiotiques. Parmi ces mécanismes, les

pompes de la famille RND (Resistance-Nodulation-Division) jouent un role majeur dans la
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multi-résistance des entérobactéries (Li et al., 2015), en particulier chez des especes comme
Acinetobacter baumannii, qui présentent une prévalence élevée de ces systemes (Coyne et al.,
2011).

Pour Klebsiella pneumoniae, de nombreuses études ont clairement identifié
l'implication des systémes d'efflux dans la résistance aux B-lactamines, compliquant ainsi le
traitement des infections (Lagha, 2015). De plus, certaines pompes d'efflux peuvent
reconnaitre et expulser plusieurs classes d'antibiotiques, entrainant une résistance croisée, un
phénomeéne fréguemment observé chez des pathogenes tels que Pseudomonas aeruginosa
(Hernando-Amado et al., 2016). Cela augmente les défis thérapeutiques en raison de la

diversité et de la complexité des mécanismes de résistance.

4.1. Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

La résistance des entérobactéries aux antibiotiques varie selon les espéces et leurs
origines, et elle constitue un probléeme majeur de santé publique, en particulier pour les souches
responsables d'infections nosocomiales, telles que Klebsiella pneumonies, Enterobacter
cloacae et Serratia marsescens (SOMIPEV, 2007). Les principaux mécanismes de résistance

observeés chez les entérobactéries comprennent :

e Résistance aux B-lactamines par inactivation enzymatique par les R-lactamases;
e Résistance aux fluoroquinolones par modification de la cible;

e Résistance aux aminosides par inactivation enzymatique (Fauchére, 1997).

4.1.1 Mécanismes de résistance aux p-lactamines

Les B-lactamines représentent une classe essentielle d'antibiotiques, tant par la diversité
des molécules disponibles que par leur large spectre d'action, leur faible toxicité et leur codt
abordable pour certaines d'entre elles (Livermore, 1995). Cependant, leur utilisation extensive

depuis plus de 60 ans a entrainé une augmentation significative de la résistance bactérienne.

Les entérobactéries utilisent plusieurs meécanismes pour développer cette résistance, qui
peuvent étre liés a des caractéristiques génétiques naturelles de chaque espéce ou étre acquis
par des modifications génétiques. Parmi ces mécanismes, on trouve 1’inactivation enzymatique
de I’antibiotique (production de B-lactamases), les troubles de pénétration ou 1’excrétion de

I’antibiotique (efflux actif ou modification de la cible) (Lagha, 2015).
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» Inactivation enzymatique de I’antibiotique

La production des B-lactamases constitue le principal mécanisme de résistance naturelle
et acquise aux B-lactamines, en particulier chez les bactéries & Gram négatif (Philippon &
Arlet, 2006), comme les entérobactéries. Ces bactéries produisent une grande variété de ces
enzymes, qui se subdivisent en plusieurs sous-groupes. Ces enzymes inactivent les [-
lactamines en hydrolysant le pont amide du cycle PB-lactame des pénicillines, des
céphalosporines, des monobactames et des carbapénemes, en donnant un produit qui perd
totalement son activité antimicrobienne. L’acylenzyme formé se dégrade ensuite en acide
inactif ; par exemple, les pénicillines se dégradent en acide pénicilloique et les céphalosporines
en acide céphalosporoique (Harder et al., 1981 ; Kumar & Schweizer, 2005).

Trois principaux types d’enzymes doivent étre connus :
v Les pénicillinases

Les pénicillinases sont des enzymes capables d’hydrolyser les pénicillines, contribuant
ainsi a la résistance des bactéries aux antibiotiques. Ces enzymes sont principalement codées
par des plasmides, ce qui permet leur transfert entre différentes especes bactériennes.
Cependant, certaines souches, comme Klebsiella pneumoniae, possédent des penicillinases

chromosomiques, telles que SHV-1.

Les pénicillinases peuvent étre classées selon leur niveau d'activité : celles de bas
niveau sont responsables d'une résistance aux aminopénicillines, aux carboxypénicillines et
aux uréidopeénicillines. En revanche, les pénicillinases de haut niveau, souvent produites par
des especes telles qu'Escherichia coli, Proteus et Klebsiella, conferent une résistance non
seulement aux pénicillines, mais aussi aux ceéphalosporines de premiere et deuxiéme

génération, ainsi qu'aux antibiotiques inhibiteurs de p-lactamases (Zahar & Moumile, 2013).

v" Une enzyme dite TRI (TEM Béta lactamases, résistantes aux inhibiteur)

Les enzymes de type TEM (Temoneira - nom du patient) telles que TEM-1 et TEM-2,
sont des B-lactamases produites par diverses bactéries, notamment des entérobactéries comme
Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Morganella morganii,
Proteus mirabilis, Proteus rettgeri et Salmonella spp (Bradford, 2001). Ces enzymes

conferent une résistance aux antibiotiques f3-lactamines en hydrolysant leur structure.
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v" Les céphalosporinase

Les céphalosporinases sont des enzymes cruciales dans le contexte de la résistance
bactérienne aux antibiotiques. Elles sont codées par des genes chromosomiques et se localisent
dans l'espace périplasmique de certaines bactéries, notamment les genres Enterobacter,
Citrobacter, Proteus indole +, Morganella, Providencia, Pseudomonas, Acinetobacter et
Serratia. Ces bactéries présentent une résistance aux aminopénicillines et aux céphalosporines
de premiere génération, tout en restant généralement sensibles aux céphalosporines de
deuxiéme et troisieme générations, ainsi qu'aux acyluréidopénicillines, aux monobactames et

aux carbapénemes (Zomahoun, 2005).

De plus, de nombreuses entérobactéries peuvent acquérir des céphalosporinases
plasmidiques, telles que les B-lactamases de classe C, ce qui leur confere un phénotype de
résistance similaire a celui des céphalosporinases hyperproduites. Cela se traduit par une
résistance aux céphalosporines de troisiéme génération (C3G), souvent associée a une
résistance a l'acide clavulanique et a la céfoxitine, tandis que l'imipéneéme reste généralement

efficace contre ces souches resistantes (Philippon et al., 2002 ; Zahar & Moumile, 2013).

4.1.2. Resistance aux aminosides

La résistance aux aminosides chez les entérobactéries est principalement due a la
synthese d'enzymes modifiant ces antibiotiques, généralement codees par des éeléments
génétiques mobiles tels que des plasmides, des transposons ou des cassettes d'intégrons (Shaw
et al., 1993). Les aminosides, qui possédent des groupes aminés et hydroxyles nécessaires a
leur activité, peuvent étre la cible de trois classes d’enzymes (sont classées en fonction de la
réaction qu’elles catalysent) (Lambert, 1997 ; Wright, 1999 ; Azucena & Mobashery, 2001
; Jana & Deb, 2006) :

e Acétylation d’un groupe aminé : médiée par I’Aminoglycoside N-
ACetyltransferase (AAC).

e Phosphorylation d’un groupement hydroxyle : catalysée par I’ Aminoglycoside
O-PHosphotransferase (APH).

e Nucléotidylation d’un groupement hydroxyle : réalisée par I’ Aminoglycoside
O-NucleotidylTransferase (ANT).

La production des enzymes les plus prévalentes, AAC(3)-II et AAC (6’)-Ib, est
fréquemment associée a celle des BLSE de type CTX-M (Drieux et al., 2009 ; Haldorsen et
al., 2014) ; soulignant ainsi un mécanisme de résistance complexe. Le variant AAC (6’)-Ib-cr,
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découvert en 2003 dans une souche de E. coli en Chine (Wang et al., 2003 ; Robicsek et al.,
2006), représente une avancée préoccupante dans le domaine de la résistance bactérienne. En
effet, cette enzyme est capable d’inactiver a la fois les aminosides et certaines fluoroquinolones,
notamment la ciprofloxacine. Ce variant a été identifié dans de nombreuses especes
d’entérobactéries a I’échelle mondiale (Strahilevitz et al., 2009 ; Ruiz et al., 2012).

4.1.3. Résistance aux quinolones

La résistance acquise aux quinolones résulte principalement de mutations dans les
génes codant pour les topoisomérases de type 1, a savoir I'ADN gyrase (composée des sous-
unités GyrA et GyrB) et 'ADN topoisomérase IV (ParC et ParE) (Hooper, 2001). Ces
mutations modifient les cibles des quinolones, entrainant une diminution de l'affinité des
complexes ADN-enzyme pour ces antibiotiques. Ce mécanisme de résistance est observé chez
les entérobactéries face aux quinolones de premiére genérationa, comme I’acide nalidixique et
I’acide pipémidique, que pour les fluoroquinolones, telles que la péfloxacine, la norfloxacine,
I’ofloxacine et la ciprofloxacine. Les modifications touchent principalement la structure
secondaire et tertiaire des sous-unités GyrA et ParC, ce qui réduit encore davantage l'affinité
des complexes pour les quinolones (Maxwell, 1997 ; Hooper, 2001). Cette résistance est

croisée entre toutes les quinolones.

La progression de cette résistance est souvent graduelle, résultant de I'accumulation de
mutations successives. En genéral, I'acide nalidixique est le premier a perdre son efficacité,
suivi de la péfloxacine, de la norfloxacine, puis de I'ofloxacine, et enfin de la ciprofloxacine.
Cette résistance peut également émerger au cours d'un traitement prolongé avec une quinolone

en monothérapie (Debabza, 2015).
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1. Matériels & Méthodes

Les expérimentations entrant dans le cadre de cette étude ont été réalisées au niveau du
Laboratoire de Microbiologie de Département de Biochimie a 1’Université Badji Mokhtar,

Annaba et le Laboratoire Centrale de Microbiologie de I’Hopital Dorban, Annaba.

1. Description de la zone d’étude
Le Golf d'Annaba, situé au niveau du littoral Est algérien, est une zone écologique
complexe influencée a la fois par des facteurs naturels et anthropiques.

e Géographie et écologie

Le Golf est délimité par deux caps : le cap Rosa a I'Est (8° 15'E et 36° 58'N), et le cap
de Garde a I'Ouest (57° 16'E et 36° 58' N), s'étendant sur environ 40 km. (Ayada, 2003 ;
Guasmi et al., 2006). Son plateau continental est étroit et accidenté, surtout au voisinage des
deux caps. Il est restreint 7,2 km au Nord du cap de Garde, puis s’¢largit dans le golfe jusqu’a

23,2 km et se rétrécit légerement a I’Est.

e Pollution et décharges

Ce site est soumis aux facteurs océanographiques externes, tels que les intrusions d’cau
provenant du large a l'entrée du golfe, ainsi qu'a des décharges continentales directes qui
introduisent d’importantes quantités de polluants. Ces influences résultent de facteurs naturels,
comme les courants et les oueds, et d'activités humaines variées, notamment les rejets de
plusieurs industries établies sur la c6te, en particulier celle des produits phytosanitaires

(Fertial), ainsi que les rejets urbains non traités (Khammar, 2007).

Le site recoit la plupart des apports d'eaux de plusieurs oueds répartis le long du littoral,
qui charrient les eaux de pluie et les eaux usées. Parmi eux, deux oueds principaux se
distinguent: ’Oued Seybouse, le second oued d’Algérie apres I’Oued Chélif, qui constitue I’axe
de drainage d’un bassin versant de 6471 Km?, et I’Oued Bedjima, qui collecte principalement

les eaux usées domestiques de plus de 100 000 habitants de la plaine ouest de la ville.
e Climat

La région d’Annaba bénéficie d'un climat méditerranéen, caractérisé par une saison
douce et humide suivie d'une période chaude et séche (Boudraa et al., 2011), ce qui influence

a la fois la biodiversité et les activités humaines.
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1.1. Stations d’échantillonnages

Les quatre stations retenues dans le cadre de cette étude (Figure 12) ont été sélectionnés
en fonction de leur localisation par rapport aux agglomérations et de leur proximité avec

diverses sources de pollution.

7°4 7°46'33,60"E N

g
)
=
<
-3

=
)
o

©
®

Figure 12 : Localisation géographique des stations de prélévements dans

le Golfe d’Annaba. S1: Sidi Salem, S2: Oued Seybouse, S3: Jouannoville, S4: Oued Bedjima.

Les caractéristiques de ces quatre stations d’échantillonnage sont représentées dans
le tableau 1.
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Station de
prélevement

Tableau 1:Coordonnées et descriptions des stations d’échantillonnage.

Localisation dans le Golfe et caractéristiques

Vue genérale des stations de
prélévement (prises en 2017/2018
par KERBOUA)

Sidi Salem
(S1)

(36°52'13.37
”N,7°46'30.3
6”E)

Oued
Seybouse

(S2)
(36°52'04.22
”N,7°46'23.2

3’E )

Jouannoville
(S3)

(36°52'43.67
N, 7°46'01.1
0”E)

Oued Bedjima
(S4)
(36°52'36.67
”N,7°45'50.3
17E)

- Se situe a I’Est de la ville d’ Annaba a proximité
de ’embouchure d’Oued Seybouse

-Tres fréquenté en saison estivale par les baigneurs

et les pécheurs malgré non autorisé a la baignade.

-Représente le second oued du pays, eu égard de son
vaste bassin versant (6471 km2) et de sa longueur
(240 km).

-La zone d’étude est située environ 100m de
I'embouchure
- Recoit les eaux usées industrielles (Fertial Est),
urbaines et agricoles sans prétraitements ou mal
traitées (faute de station d’épuration) des communes
et des agglomérations situées dans le bassin versant.

-La plage de Jouanouville est située a environ 300
meétres des déjections du groupe Asmidal

-Le point de prélevement a été sélectionné en tant
que témoin des introductions directes des rejets de
I'Oued Bedjima et des effluents du complexe
d’engrais phosphatés de Fertial (bassin principale).

Est interdite a la baignade.

-Parcourt la plaine ouest de la ville d’ Annaba, il
constitue aussi, le dernier affluent de I’oued
Seybouse. Long de 15 km
-La zone d’étude est située environ 100m de
I'embouchure et a 20m des rejets de I'abattoir de cité
Seybouse.

-Recoit toutes les eaux résiduaires du coté ouest de la
ville d’Annaba, y compris les rejets d’un abattoir
distant de quelques metres de 1’oued, avant d’aboutir
dans le littoral.
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2. Stratégie de prélévement

Le prélévement d'un échantillon d'eau est une opération nécessitant un soin particulier,
car il conditionne les résultats analytiques et I'interprétation qui en sera donnée. L'échantillon
doit étre homogene, représentatif et prélevé de maniére a ne pas altérer les caractéristiques
physico-chimiques de I'eau, telles que les gaz dissous et les matieres en suspension (Rodier,
2009).

Quarante-huit compagnes d’échantillonnage ont été réalisées mensuellement sur une
période d’un an, de Mars 2017 a Février 2018, afin d'obtenir une image représentative de la
qualité de l'eau et de ses variations saisonniéres et annuelles. Les échantillons destinés aux
analyses physicochimiques sont préleves dans des flacons en plastique de 1,5 litre. Pour les
analyses bactériologiques, des flacons en verre stériles d’une capacité de 250 ml sont utilisés,
préparés dans des conditions d’asepsie rigoureuses (autoclave a 120 °C pendant 15 a 20
minutes) et étiquetés. Afin d’éviter toute contamination éventuelle de I’échantillon d’eau lors
de sa prise, le flacon sterile est debouché et immergeé a une profondeur d’environ 50 cm de la
surface de I’eau, puis ouvert dans le sens opposé. Les échantillons sont immédiatement
transportés du point d'échantillonnage au laboratoire dans une glaciere, et ce, dans un délai de

2 a4 heures.

Pour une meilleure évaluation de la qualité bactériologique des sites étudies, il serait
intéressant d'examiner la qualité physico-chimique de ces eaux. Cela permettrait de
comprendre les relations qui peuvent exister entre certains paramétres physiques et chimiques

et la structure des communautés bactériennes.

3. Mesures des parametres physico-chimiques

3.1. Mesures in situ

Afin de réaliser des mesures in situ de cing paramétres physico-chimiques: Température
(T°), pH, oxygéne dissous (OD), salinité (Sal), conductivité électrique (Cd), nous utilisons un
appareil multi-parametres de terrain, modéle SX 736 (Figure 13). Cet appareil est essentiel en

raison des variations rapides de ces parameétres dans le temps.
Procédure de mesure

e Préparation de l'appareil : Avant utilisation, il est important d'étalonner la sonde
conformément aux recommandations du fabricant afin d'assurer des résultats précis.
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¢ Immersion de la sonde : Plongez la sonde appropriée dans l'eau a I'emplacement
souhaité pour la mesure.

¢ Stabilisation : Attendez quelques secondes que I'affichage sur I'écran se stabilise, ce qui
indique que la mesure est préte.

o Lecture des résultats : Une fois I'affichage stabilisé, lisez et enregistrez les valeurs pour

chaque parametre.

Figure 13:Multi-parametres modele SX 736.

3.2. Mesures au laboratoire

3.2.1. Détermination des matiéres en suspension (MES)

e Principe « méthode par filtration »

La méthode utilisée pour déterminer les matiéres en suspension dans 1’eau repose sur
une technique de pesée différentielle apres filtration sur un filtre de fibre de verre Whatman
GF/C de 47 mm de diametre. Ce type de filtre permet la rétention de toutes les particules de

taille comprise entre 0,47 um et 250 um (Aminot & Kérouel, 2004).

+» Mode opératoire

= Préparation des Filtres : Mettre les filtres dans 1’étuve a une température comprise entre 70 et
105°C pendant 2 heures, en les recouvrant d’une feuille d’aluminium pour les protéger de

la poussiére.
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= Pesée des Filtres : Peser chaque filtre sur la balance jusqu’a obtenir d’un poids stable. Noter
ce poids comme P1.

= Filtration : Placer le filtre dans la rampe de filtration. Puis, verser un volume d’eau de 100
ml a I’aide d’une éprouvette, jusqu’a ce que la filtration soit compléte.

= Séchage du Filtre : Récupérer le filtre et le placer a I’étuve a 70°C pendant 2 heures.
= Pesée Finale : Aprés un refroidissement complet, peser le filtre et noter ce poids comme P2.

3.2.2. [Expression des résultats

La teneur de I’eau en matieres en suspension est exprimée en mg/L et est calculée a
I’aide de la formule suivante :

MES = (P2-P1)/V

Ou : P1 : poids de filtre avant la filtration (mg). P2 : poids de filtre aprés la filtration
(mg).V : volume d’eau filtré (litre).

4. Analyse bactériologiques

La composition des milieux de culture, des réactifs et des colorants utilisés

est détaillée en annexe.

Dans notre ¢tude, I’objectif principal de ce type d’analyse est d'évaluer la qualité
bactériologique des eaux d’oueds et en recherchant et en quantifiant les germes indicateurs de
contamination fécale, comprenant les germes totaux, les coliformes totaux, les coliformes
féecaux et les streptocoques fécaux. De plus, nous détectons et identifions les bactéries
potentiellement pathogenes, ainsi que nous étudions leur sensibilité aux antibiotiques. Il est
essentiel de noter qu'une analyse bactériologique ne peut étre interprétée que si elle est effectué
sur un échantillon prélevé correctement, dans un récipient stérile, en suivant un protocole
précis afin d’éviter toute contamination accidentelle. L'échantillon doit étre transporté au
laboratoire dans des conditions appropriées et analysé immédiatement ou aprés une bréve

période de conservation adéquate (Rodier et al., 2005).

4.1. Préparation des dilutions décimales

¢ Principe

Le choix du degré de dilution est principalement basé sur la charge microbienne de

I’eau a analyser. Les dilutions décimales suivent des séries logarithmiques, ou chaque
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dilution est dix fois moins concentrée que la précédente. Les concentrations s’inscrivent ainsi

dans une progression géométrique : 0.1 ; 0.01 ; 0.001 ; etc.

% Mode opératoire

Conformément aux normes AFNOR NF VO8-010 et ISO 6887-1, on effectue des
dilutions décimales pour chaque échantillon a l'aide d'eau distillée stérile, répartie a raison de
9 mL par tube. L'échantillon d'eau est agité soigneusement afin d'obtenir une suspension

homogeéne de bactéries.

A l'aide d'une pipette stérile, prélever 1 mL de I'échantillon mére, l'introduire dans un
premier tube. A partir de cette dilution 10" ainsi préparée, prélever a nouveau 1 mL avec une
nouvelle pipette stérile et l'introduire dans un deuxiéme tube pour réaliser la dilution 1072,

Poursuivre ce processus jusqu'a obtenir la dilution adequate (Figure 14).

Tml

9lmideau

Eau a analyser

10°

10

Figure 14: Schéma illustrant les différentes étapes des dilutions décimales.

4.2. Recherche et dénombrement des germes totaux

¢ Principe

La recherche de la flore totale ou des germes totaux (GT) vise a dénombrer les
micro-organismes capables de se multiplier en aérobiose a des températures optimales de
croissance : 20 °C pour les germes liés a I'eau et 37°C pour ceux issus de ’homme et des

animaux a sang chaud.
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% Mode opératoire

A partir de I’eau a analyser (solution mére et sa dilution décimale jusqu'a 10%), on

met deux fois 1 ml dans deux boites de Pétri stériles et numérotees (Figure 15).

Compléter ensuite chaque boite avec environ 15 ml de gélose PCA (Plant Count
Agar) et mélanger délicatement la gélose et I'échantillon en effectuant un mouvement

rotatoire, puis laisser solidifier.
Incuber une boite a une température de 37 °C pendant 24 ha 48 het l'autre a 22

°C pendant 72 h. La lecture se fait aprés chaque 24h. Apres incubation, compter le nombre

de colonies formées dans les boites contenant entre 30 et 300 colonies, puis exprimer le résultat

en nombre de germes par 100 ml d’échantillon (germes/100mL).
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Figure 15: Schéma général du dénombrement des germes totaux.
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4.3. Recherche et dénombrement des bactéries indicatrices de la contamination fécale

4.3.1.Recherche et dénombrement des coliformes totaux et des coliformes
thermotolérants (Norme NFT 90-413)

% Principe

La recherche et le dénombrement des coliformes sont réalisés selon la méthode de
colimétrie (Figure 16), une technique de numération en tubes multiples qui permet d'estimer
le  nombre de germes le plus probable (NPP) a l'aide de la table de Mac Grady. Cette

technique en milieu liquide repose sur deux tests consécutifs:
e Test presomptif: Ce test est réservé a la recherche des coliformes totaux (CT).

e Test confirmatif (test de Mac Kenzie) : Ce test est destiné a la détection d’Escherichia
coli préesumé, tout en confirmant la présence des coliformes totaux et des coliformes
fecaux (CF) (Rejsek, 2002 ; Degrement, 2005).

% Mode opératoire

» Test présomptif

Il consiste a utiliser des milieux liquides de bouillon Lactosé au Bromocrésol Pourpre
(BCPL), dans des tubes équipés de cloches de Durham, afin de détecterle dégagement

éventuel du gaz dans le milieu.

- Préparez 4 séries de 3 tubes, chacun contenant 9 ml de milieu BCPL a concentration simple
SIC.

- Dans la premiére série, chaque tube regoit 1 ml de la solution mére 10°. Les tubes de la
deuxiéme, troisiéme et quatriéme série recoivent respectivement 1 ml de la dilution 102, 1
ml de la dilution 10 et 1 ml de la dilution 107,

- Eliminez ’air présent dans les cloches de Durham et mélangez soigneusement le milieu

et 'inoculum. Incubez les tubes a 37°C pendant 24 a 48 heures.

RS

% Lecture

Les tubes considérés comme positif s'ils présentent un aspect trouble (indiquant une
croissance bactérienne), une couleur jaune (virage de I’indicateur) et Un dégagement de gaz
(indiqué par la fermentation du lactose) dans la cloche de Durham, correspondant a environ

1/10 du volume de la cloche.
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» Test confirmatif

A partir de chaque tube de BCPL positif, prélevez 2 & 3 gouttes et ensemencez :

- Un tube de milieu Schubert et/ou eau peptonée exempte d’indole avec cloche de Durham
(pour la recherche des coliformes thermotolérants). Incubation a 44°C + 0,5°C pendant 24
a 48 heures.

% Lecture
Considérez un tube comme positif si les deux criteres suivants sont réunis :

- Dégagement du gaz observable, dépassant 1/10 de la hauteur de la cloche.

- Présence d’un anneau rouge ou rose en surface, t¢émoin de la production d’indole par
Escherichia coli aprés addition de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs dans le milieu

Schubert ou eau peptonée exempte d’indole positif aprés incubation.

4.3.1.3. Dénombrement

Comptez le nombre des tubes positifs pour chaque type de milieu (coliformes totaux,
coliformes thermotolérants et E. coli), et exprimez le résultat selon la table extraite de la norme
NF T 90-413 (Tableau A3, Annexe 2). Pour déterminer le nombre le plus probable (N.P.P) de

chaque groupe par 100 ml d'échantillon.
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Tml Tml

9ml
d’eau
stérile

Eau a analyser

10° 107 102 103

NPANTANY

Tml Tmi Tml

000 000 000 ==

Incuber a 37°C pendant 24 a48 heures

A &
Az <«
Al |\

Repiquage
2 a 3 goutes
Trouble + gaz 9 mI BLBVL + Eau péptonée
dans la cloche cloche du Durham exemple d'indole
Réaction positive Incubation 24 a ‘48
Présence de hady-°C
coliformes

Trouble + gaz dans Re’act’ion S Trouble
la cloche Présence de
coliformes
fécaux

2 a 3 goutes de
Formation Kovacs
d’anneau rouge
Réaction positive
Caractérisation
o’Escherichia
coli

Figure 16 : Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux et
caractérisation d’Escherichia coli.
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4.4. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux (Norme NF T 90-411)
% Principe

La recherche et le dénombrement des Streptocoques fécaux se déroulent en deux
étapes consécutives similaires a la méthode utilisée pour les coliformes, via la colimétrie en
milieu liquide (Guiraud, 1998).

- Test présomptif: réservé a la recherche présomptive des streptocoques totaux, réalisé sur
milieu Rothe qui contient comme agent sélectif 1’azide de sodium (inhibiteur de la flore

secondaire Gram négatif) simple concentre (S/C).

- Test confirmatif: réservé a la confirmation réelle des Streptocoques du groupe D, réalisé sur
milieu Eva-Litsky qui contient en plus de ’azide de sodium, une faible concentration en
cristal violet qui freine le développement des bactéries Gram positif, alors qu'il ne géne pas
celui des streptocoques (Rejsek, 2002).

% Mode opératoire
» Test presomptif

Ce test consiste en l'inoculation du milieu de Rothe comme suit :

- Preéparer 4 séries de 3 tubes, chacun contenant 9 ml de ce milieu en simple concentration
(S/C).

- Ajouter dans la premiére série de tubes 1ml de la solution mére 10°.
- Réaliser la méme opération avec la 2°'¢, 3°™ et 4°™ série, en ajoutant respectivement 1 ml de
la dilution 10, 1 ml de la dilution 10 et 1 ml de la dilution 1073,

- Incuber I'ensemble des tubes a 37°C pendant 24 a 48 h (Figure 17).

% Lecture
Les tubes seront considérés comme positifs si :

- Il y a un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu pendant cette période, en

indiquant la présence présumée de Streptocoques fécaux.

- Lalecture finale doit étre effectuée selon les prescriptions de la table du NPP.

» Test confirmatif
Les tubes de Rothe présentant un trouble bactérien lors du test présomption seront

soumis & un repiquage (2 a 3 gouttes de chaque tube positif) & ’aide d’un ose bouclé, dans des
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tubes contenant 9 ml de milieu Eva- Litsky. Incuber ensuite les tubes a 37°C, pendant 24 h a
48 h.

% Lecture
Les tubes seront considérés comme positifs si :

e Un trouble microbien. Une pastille violette ou blanchatre se forme au fond des tubes,
indiquant une agglomération de la culture (Rodier et al., 1996).

e La lecture finale doit &tre réalisée selon les regles de la table du NPP, et le nombre de

Streptocoque fécaux sera exprimé pour 100 ml d’eau analysée.
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Tml Tml
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pendant 24 a 48 h
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Trouble o mi milieu Trouble bactérien
) + Pastille violette
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Reéaction positive Reéaction positive
Présente de Présence de
Streptocoques Streptocoques
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Figure 17 : Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux.
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4.5. Recherche et identification des bactéries potentiellement pathogénes

La recherche et I'identification des bactéries potentiellement pathogénes dans les eaux
(Figure 18) ne font généralement pas partie des analyses de routine, mais revétent une
importance particuliere lors des enquétes épidémiologiques. Dans la présente étude, nous nous
sommes intéressés a la recherche de certaines bactéries potentiellement pathogenes
responsables d'infections d'origine hydrique, afin d'évaluer les niveaux de contaminations
possibles et d'examiner la résistance aux antibiotiques, tout en considérant I’impact potentiel

de ces eaux sur la santé humaine.

Les bactéries ciblées sont des bactéries a Gram négatif, notamment des entérobactéries
et des bacilles non fermentaires, qui occupent une place tres importante dans les pathologies
infectieuses humaines. Parmi celles-ci figurent Escherichia coli, Salmonella, Shigella,
Proteus, Pseudomonas, et Vibrio.

4.5.1. Recherche et isolement sélectif
4.5.1.1. Isolement des entérobactéries

» Pré-Enrichissement

% Principe

C'est une étape non sélective dans le processus de détection des entérobactéries, visant
a restaurer les capacités métaboliques des bactéries qui peuvent avoir subi des conditions de
stress ou des dommages. Cette phase utilise un milieu liquide riche, tel que I'eau peptonée
tamponnée ou le bouillon lactosé, favorisant ainsi la croissance des bactéries cibles au terme
de leur incubation. Citant comme exemple le pré-enrichissement des salmonelles, leur
permettent de se multiplier efficacement, méme si elles sont présentes en faible quantité. En
créant un environnement propice a leur croissance, ces bactéries deviennent plus facilement

détectables lors des étapes analytiques suivantes.
% Mode opératoire

Elle s’effectue par I’introduction de 1 ml de la solution meére de chaque échantillon a
analyser dans 10ml de I'eau peptonée tamponnée suivi par incubation a 37C° pendant 20 heures.
» Enrichissement
¢ Principe

L'enrichissement a pour objectif d'inhiber la croissance des coliformes et des
entérocoques tout en favorisant la prolifération des Salmonelles et Proteus. Cela permet
d'augmenter la détection de ces bactéries pathogénes dans un échantillon.
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% Mode opératoire

- Préparation du milieu d'enrichissement : Introduire 1 ml du bouillon de pré-
enrichissement dans 10 ml de bouillon sélénite-cystéine et incuber a 37°C pendant 24h.
(Larpent, 1997).

- Ensemencement sur géloses :

v" Prélever 0,1 ml de culture du milieu d'enrichissement.

v Ensemencer les géloses appropriées :

« Hektoen : c’est le milieu de choix pour I’isolement des entérobactéries pathogeénes.

« Gélose Salmonella-Shigella (SS) : ¢’est le milieu sélectif pour l'isolement des Salmonelles

et des Shigelles.
» Mac Conkey : milieu sélectif pour l'isolement général des entérobactéries.

« Geélose EMB (éosine bleu de méthyléne) : facilite la distinction entre Escherichia coli
et d'autres BGN, en particulier Klebsiella aerogenes (Levine, 1918).

- Incubation des géloses : Incuber a 37 °C pendant 18 a 48 heures pour favoriser la croissance

des bactéries ciblées.

45.1.2. Isolement de Pseudomonas

Afin d’isoler le genre Pseudomonas, et notamment P.aeruginosa, on utilise selon la
méthode décrite par (Dellarras, 2000) la gélose cétrimide, un milieu sélectif. Ce dernier inhibe
la croissance de nombreuses bactéries grace a la présence de l'antiseptique cétrimide et de

I'antibiotique acide nalidixique.

D’autres milieux sélectifs utilisés pour l'isolement de ce genre incluent le milieu King
A, spécifique a Pseudomonas aeruginosa et le milieu King B, qui permet d’isoler Pseudomonas
fluorescens ainsi d’autres especes. Ces milieux sont ensemencés en surface et incubés pendant
243248 ha37°C

4.5.1.3. Isolement des Vibrio

“+ Mode opératoire (Rodier et al., 1996)
e Enrichissement :

- Ajouter 1 ml de la solution mere de chaque eau & analyser dans un tube contenant 10 ml d’eau

peptonée alcaline (E.P.A).
- Incuber a 37°C pendant 3h.
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- Apres incubation, prélever une anse de culture en surface du premier enrichissement et

ensemencer un nouveau tube contenant 10 ml d’E.P.A avec I’anse prélevée.

- Incuber a 37°C pendant 3 heures.
e Isolement

- Prélever a la surface du dernier milieu d'enrichissement et ensemencer la gélose sélective

TCBS (thiosulfate-citrate-sels biliaires-saccharose). Incuber a 37°C pendant 24h.

La purification des isolats bactériens se fait par repiquage successif par la technique de
stries sur des milieux solide sélectif jusqu’a ’observation d’une culture pure (observation

macroscopique de I’aspect des colonies de chaque isolat).

La vérification de la pureté d’une souche doit étre reéalisée par une observation

microscopique apres coloration de Gram.

4.5.2. Identification des isolats bactériens
4.5.2.1. Examen macroscopique

C’est le premier examen effectué¢ apres 1'isolement des colonies, suite a I’incubation.
L’observation de 1’aspect macroscopique des colonies a 1’ceil nu ou sous 1a loupe binoculaire,
permet d’effectuer une premiére caractérisation et d’orienter les résultats vers une identification
plus précise. Cet examen est facilité¢ par l'utilisation de différents angles d’éclairage. Les
¢léments d’identification macroscopiques incluent la forme, la taille, la couleur, I’odeur et

I’adhérence des colonies.

4.5.2.2. Examen microscopique

L'examen microscopique des bactéries est essentiel pour leur identification et leur
caractérisation. Il peut étre réalisé de deux manieres principales : a I'état frais et aprés coloration

de Gram.

» Observation a I’état frais

C’est une méthode essentielle pour I'étude des bactéries, permet d’apprécier a la fois la
forme, le mode de regroupement et surtout la mobilité des bactéries isolées (Prescott et al.,
1999). Pour réaliser cette observation, une goutte de suspension bactérienne est préparée avec

de I’eau physiologique et placée entre une lame et une lamelle. L'observation se fait a I’aide
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d’un microscope optique, en utilisant un objectif x40.
> Observation aprés coloration de Gram

C'est une double coloration qui permet d'identifier les bactéries en fournissant des
informations sur plusieurs caracteéristiques clés, tell que la forme, le mode de regroupement, la

pureté et la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées.

Cette méthode classe les bactéries selon leur capacité a fixer le cristal violet. Les
bactéries a paroi cellulaire épaisse en peptidoglycane retiennent le colorant et apparaissent
violettes (Gram positif). En revanche, celles possédant une enveloppe externe sont décolorées
par I'éthanol et prennent une coloration rose apres I'application de la safranine (Gram négatif).

La consistance et la valeur de la coloration de Gram correspond a des différences
biochimiques entre la paroi des bactéries Gram positif et Gram négatif, ce qui peut avoir des

implications cliniques importantes, notamment pour le choix des antibiotiques.
4.5.2.3. Etude des caractéres biochimiques
a). Mise en évidence des enzymes catalase et oxydase

Des tests d’orientation rapides sont réalisés en fonction du Gram et des résultats des

caractéres morphologiques et culturaux.

» Test de catalase
Le test de catalase est un moyen rapide d'identifier la présence de I'enzyme catalase, qui
décompose le peroxyde d'hydrogene (H-0-) en eau (H20) et en oxygéne gazeux (O-) selon la

réaction suivante :

H»0- _— %0, + H0

La méthode consiste a prélever une colonie de la bactérie a analyser, a 1’aide d’une
pipette Pasteur que I’on dépose ensuite dans un volume de 10 L de peroxyde d'hydrogene a 3
% sur une lame propre et seche. Le dégagement de bulles gazeuses signe la présence de
I'enzyme.

» Test d’oxydase

Le test d'oxydase, également appelé phényléne diamine oxydase, est une enzyme

impliguée dans divers couples d'oxydo-réduction. Ce test permet I'identification présomptive
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des bactéries Gram-négatives. Il consiste a déposer, a I’aide d’une pipette Pasteur (I’utilisation
d’une anse de platine est strictement interdite pour ne pas fausser les résultats), une goutte de
suspension bactérienne pure sur un disque oxydase placé sur une lame propre et stérile. Ce
disque contient de l'oxalate de diméthyl paraphényléne diamine. Les bactéries oxydase-
positives produisent rapidement une coloration violette foncée, tandis que les bactéries

oxydase-négatives ne montrent aucun changement de couleur.

b). Identification biochimique des bactéries isolées par I’Api systéme (bioMérieux)

C’est une technique rapide comparée aux méthodes classiques utilisant des galeries.
Le systeme APl propose des galeries miniaturisées et standardisées des techniques
biochimiques conventionnelles. Le choix de la galerie a ensemencer dépend des résultats d'une
étude préalable des caracteres morphologiques, culturaux et biochimiques, tels que les tests

d'oxydase et de catalase, qui sont indispensables pour I’interprétation des résultats.

v Galerie Api 20 E
C’est la premiére galerie développée, destinée a I’identification des entérobactéries

(bactéries non oxydatives) et d’autres bacilles a Gram négatif non fastidieux.

v’ Galerie Api 20 NE
Cette galerie est congue pour identifier des bacilles Gram négatif, non entérobactériens
et peu exigeants ainsi que des bactéries oxydase positives (comme les Pseudomonas et

apparentés, Vibrio, Aeromonas, ect).

Les réactions biochimiques durant I'incubation se manifestent par des virages de
couleur, sauf pour certaines qui nécessitent ’addition de réactifs. La lecture des résultats doit
étre effectuée en se référant au tableau des caracteres pour chaque milieu, ce qui permet une
interprétation précise. L'identification finale peut étre réalisée a l'aide du catalogue analytique

ou, plus simplement, via le logiciel AP1 Web TM (Murray et al., 2003).
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Figure 18 : Schéma de la recherche et I’identification des bactéries pathogenes.

4.5.2.4. Conservation des souches

Les souches bactériennes isolées ont été conservées selon deux méthodes, en

fonction de la durée de stockage :

e Conservation a court terme : les souches ont été repiquées sur gélose nutritive inclinée dans
des tubes stériles et stockées a 4°C. Cette méthode permet une utilisation réguliére pour les

besoins expérimentaux quotidiens.
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+ Conservation a long terme : une colonie bactérienne isolée a été introduite dans un mélange
constitué de 70 % de bouillon nutritif stérile et de 30 % de glycérol stérile. Ce mélange a
été placé dans des tubes Eppendorf, puis congelé a —80°C, assurant la viabilité et la

stabilité génétique des souches sur le long terme.

45.2.5. Identification moléculaire des isolats bactériens

Vingt-trois isolats bactériens ont été sélectionnés pour cette analyse en fonction de leur
potentiel pathogéne et de leur multi résistance aux antibiotiques.

L’analyse moléculaire, comprenant la PCR et le séquengage de I’ADNr 16S des souches
bactériennes isolées, a été effectuée au Laboratoire de Micro-organismes Génome et
Environnement (L.M.G.E) de I’Universit¢ Clermont Auvergne, France. L’amplification par
PCR et le séquencage du gene 16S ADNr ont été réalisés a l'aide des amorces 27f et 1492r,

comme décrit par Batisson et al. (2009).
a).Extraction de I'ADN génomique

L’extraction de I'ADN génomique a été réalisée pour 23 souches, a partir de quelques
colonies d’une culture bactérienne jeune, incubée pendant 18 a 24 heures sur milieu de culture
LB (Luria Bertani). En utilisant le kit commercial Ultraclean Microbial DNA isolation (MoBio

Laboratoires) selon les instructions du fournisseur.
“+ Mode opératoire

e Centrifuger 50 ml d’une suspension préparée dans de I’eau distillée stérile, a partir d’une
culture bactérienne récente, a 20000 Trs/min pendant 30min. Eliminer le surnageant et
récupérer le culot dans 545 pl de tampon TE a pH 8, puis conserver a — 20°C.

e Ajouter 25 pl de lysozyme (50mg/ml). Mélanger et incuber 30min a 37°C

e Ajouter 30 uL de SDS 10% et 3 uL de protéinase K, Incuber a 37°C pendant 1h.

e Ajouter 100 pL de NaCl préchauffe et 80 pL de CTAB préchauffé a 65°C (dans I’ordre). Ne
pas mélanger. Incuber 10 min a 65°C.

e Ajouter 1 volume d’alcool isoamylique (24 : 1) et centrifuger a 14000 rpm a 4°C pendant
30min.

e Apres avoir récupeéré la phase supérieure, ajouter 0.6 volume de d’isopropanol froid (— 20°C)
et incuber au minimum 45 min a — 20°C.

e Centrifuger 20 min & 14000 rpm a 4°C, puis laver le culot avec 500 pL d’éthanol 70% froid

(— 20°C).
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e Sécher sous vide. Ajouter 50 pL tampon TE a pH 8 et mettre a 4°C toute la nuit.

e Ajouter 50 pL RNase (1ng/ml) et incuber & 37°C pendant 30min.

e Ajouter 445 uL de TE a pH 8 et 50 uL d’acétate de sodium 3M (pH 5.2), puis 0.6 volume
(350uL) d’isopropanol froid (— 20°C). Mélanger et incuber a — 20°C pendant au moins 1
heure.

e Centrifuger 20 min a 14000 rpm a 4°C. Laver le culot avec 0.5 ml d’éthanol 70%, puis sécher
sous vide et le reprendre dans 50 pL tampon TE a pH 8. Incuber a 4°C toute la nuit.

b).  Amplification des génes d’ADNr 16S par voie enzymatique (PCR)

L’amplification enzymatique par réaction de polymérisation en chaine est une méthode
permettant d’amplifier spécifiquement, a partir d'une amorce universelle, une séquence
d’ADN de fagon exponentielle in vitro (Mullis, 1990). Elle repose sur le fonctionnement
cyclique d’une ADN polymérase thermorésistante (Noha, 2015) (Figure 19). Une PCR

comprend environ trente cycles, chacun d'eux comportant trois étapes essentielles :

- Dénaturation thermique : I’ADN double brin est dénaturé en ADN simple brin pendant 20s
a95°C;

- Hybridation : deux oligonucléotides (couples d’amorces) se lient aux brins cibles dénaturés
a une tempeérature variant entre 50°C et 65°C ;

- Elongation enzymatique : I’ADN polymérase thermorésistante synthétise de nouveaux brins
d’ADN a 72°C pendant 30 secondes pour chaque 500 pb. Cette enzyme reste fonctionnelle
tous au long de la PCR (Samantha, 2017 ; Bentaalla & Bounous, 2016).

L’ensemble des cycles de PCR est précédé par une étape de dénaturation initiale (10 min a
95°C) de I’ADN et suivi d’une ¢longation finale (105s a 72°C).

Le géne de I'ARNTY 16S : Ce géne code la sous-unité 16S de I’ARN ribosomal (ARNr). C‘est
un outil standard pour les études phylogénétiques et taxonomiques des bactéries en raison de
sa structure, trés conserveée a travers toutes les especes bactériennes. En effet, il se compose de
domaines conservés, qui servent de sites de complémentarité pour les amorces universelles
utilisées lors du séquencage de ce géne, ainsi que de séquences spéecifiques, appelées séquences

signatures, propres a certains groupes de bactéries (espéce, genre, famille).
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Figure 19 : Amplification de fragments d’ADN in vitro : PCR
(https://shortlink.uk/TOxx).

+ Mode opératoire

Les genes de ’ARNr 16S de 23 bactéries isolés a partir des eaux d’oueds ont été

amplifiés a 1'aide d’amorces universelles 27F et 1492R.

Un total de 35 cycles de PCR, composés de trois étapes, a été réalisé dans un
Thermocycleur automatisé afin de contrdler I’activité enzymatique a différentes températures.
Chaque réaction de polymérase en chaine (PCR), d’un volume de 50 pL, contenait ’ADN
matrice, 0.2 puM de chacune des deux amorces utilisées (27F @ 5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" et 1492R 5-GGTTACCTTGTT ACGACTT-3")
(Tableau A4, Annexe 4), 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCI2, ainsi que 0,5 a 1 U de Taq

DNA polymerase (Eurobio), selon le géne a amplifier, et son tampon réactionnel 1X final.
c). Electrophorese sur gel d’agarose des produits d’amplification

Les produits d’amplification obtenus sont analysés par électrophorése sur un gel

d’agarose a 1.5 % afin de les séparer en fonction de leur taille, de leur charge électrique et
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d’autres propriéteés physiques. Cela permet de vérifier la présence d’une amplification adéquate
du gene cible. Cette méthode garantit une évaluation précise de la spécificité et de la qualité
des produits d'amplification.

% Mode opératoire
Réalisée en deux étapes :

> Préparation du gel

e Dans un flacon en verre stérile, mélanger 1g de poudre d’agarose avec 100 ml du tampon
TBE (Tris, EDTA, acide borique) pour obtenir une concentration finale de 1X.

e Faire fondre le mélange d'agarose et de tampon a la micro-onde jusqu'a dissolution compléte
de ’agarose. Laisser refroidir légerement.

e Ajouter 10uL de bromure d'éthidium (BET) ou Sybr Safe, un agent intercalant pour I’ADN,
et melanger soigneusement.

e Placez un peigne approprié dans le moule de gel pour créer des puits et verser I'agarose fondu.

Laisser I'agarose se solidifier a la température ambiante puis retirer le peigne.

» Séparation des fragments d’ADN

e Placer le gel d’agarose dans la cuve d’¢électrophorése et ajouter suffisamment de tampon

TBE pour couvrir la surface du gel.

e Ajouter le tampon de charge (glycerol, bleu de bromophenole, xylen) aux produits de PCR.

Déposer 6ul de ce mélange dans un puits du gel.

e Déposer 3 pl du marqueur de poids moléculaire VI et un témoin négatif dans le puits qui

suit le marqueur.

e Remettre le couvercle de la boite de gel et s‘assurer que les électrodes sont correctement

branchées dans I'alimentation. Appliquer une tension de 100V pendant une 1h15.

e A lafin de I'électrophorése, éteindre I'alimentation et retirez le couvercle de la boite.

o Retirer le gel de la cuve et I'exposer a la lumiére UV pour visualiser les bandes d’ADN, qui

doivent apparaitre fluorescentes en orange.
e Purifier les amplicons des produits PCR en utilisant des plaques a filtre. Réaliser ensuite une

PCR BigDye, puis purifier les produits de cette réaction a I’aide de Sephadex (Sigma).
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d).Séquencage des produits PCR

Le séquencgage des produits PCR, notamment de I'ADNr 16S amplifié et purifié pour
chaque isolat, a été réalisé selon la méthode de SANGER, Les séquences ont été obtenues a
I'aide d'un séquenceur automatique d’ADN (Automate ABI 3730, Applied, Biosystems, Foster
City, California, United States). Cette méthode est particulierement adaptée pour obtenir des
séquences précises et fiables.

e). Analyses phylogénétiques des séquences

Les séquences partielles d'ARNr 16S des 23 isolats sélectionnés ont été analysées en
plusieurs étapes. Tout d'abord, une analyse préliminaire a été effectuée manuellement a l'aide
du logiciel BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml). Ensuite, les
séquences ont été comparées a la base de donneées GenBank database du NCBI
(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/) via le logiciel d’alignement BLAST, permettant ainsi
d'identifier les séquences par homologie avec celles déja connues. Un alignement multiple des
séquences a été realisé avec le logiciel Clustal X (Kumar et al., 2016). Par la suite, une analyse
a eté menée a l'aide du logiciel ‘MEGA 5.05” (www.megasoftware.net) qui a permis d’établir
une matrice de distance selon la méthode de Neighbor-Joining. Cette matrice a éteé représentée
sous forme d’arbre phylogénétique. Des analyses de Bootstrap avec 1000 itérations ont

¢galement été effectuées pour vérifier la robustesse de 1’arbre.

4.6. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

% Principe de I’antibiogramme

L'antibiogramme est un examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre
différentes molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne isolée, susceptible
d'étre pathogene (Figure 20). L’identification bactérienne doit souvent étre complétée par un
antibiogramme standard. Les résultats permettent d'évaluer la sensibilité de la souche
bactérienne examinée ou sa résistance. Les résultats numériques bruts sont accompagnés d'une
interprétation, qui peut étre classée comme : résistant, sensible, intermédiaire (Scavizzi et al.,
2000).

Un antibiogramme doit obligatoirement étre effectué sur une culture pure et identifiée.
Cela garantit une densité d'inoculum adéquate, permet de choisir judicieusement les

antibiotiques a tester et assure une lecture interprétative précise.
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e Antibiotiques testés

Les profils de résistance aux antibiotiques des isolats bactériens trouvés dans 1’cau des
quatre stations étudiées ont été déterminés par la méthode de diffusion de disques sur gélose
Mueller Hinton conformément a la recherche de Bauer et al. (1966) et aux recommandations
du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). Cette méthode est la plus
couramment utilisée dans les laboratoires de diagnostic et n'est applicable qu'aux bactéries
présentant une croissance visible apres une incubation de 18 & 24 heures (culture jeune). Les
antibiotiques testés sont illustrés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Liste des antibiotiques utilisés pour le test de sensibilité.

Antibiotique Famille Classe Charge
(1g)
Ampicilline (AMP) Béta-lactamines Pénicillines 10
Pénicilline (PEN) Béta-lactamines Pénicillines naturelles 10
Ticarcilline (TIC) Béta-lactamines Pénicillines semi-synthétiques 75
Pipéracilline (PIP) Béta-lactamines Pénicillines uréidées 75
Amoxicilline + Acide Béta-lactamines Pénicillines + inhibiteur -lact. 20 +10
clavulanique (AMC)
Ticarcilline + Acide Béta-lactamines Pénicillines + inhibiteur B-lact. 75+ 10
clavulanique (TCC)
Ertapenem (ETP) Béta-lactamines Carbapénéemes 10
Imipéneme (IMP) Béta-lactamines Carbapénemes 10
Aztréonam (ATM) Béta-lactamines Monobactames 30
Céfazoline (CZN) Béta-lactamines Céphalosporines 1" génération 30
Céfoxitine (FOX) Béta-lactamines Céphamycines 2°™ génération. 30
Céfotaxime (CTX) Béta-lactamines Céphalosporines 3°™ génération 30
Ceftazidime (CAZ) Béta-lactamines Céphalosporines 3™ génération 30
Céfépime (FEP) Béta-lactamines Céphalosporines 4°™ génération 30
Fosfomycine (FOS) Fosfomycines - 200
Colistine (Col) Polymyxines Polymyxine E 10
Amikacine (AKN) Aminosides - 30
Gentamycine (GEN) Aminosides - 10
Tobramycine (TOB) Aminosides - 10
Azithromycine (AZM) Macrolides - 15
Erythromycine (ERY) Macrolides - 15
Chloramphénicol Phénicoles - 30
(CHL)
Tétracycline (TET) Tétracyclines - 30
Doxycycline (DOX) Tétracyclines - 30
Acide nalidixique Quinolones 1" génération 30
(NA)
Ciprofloxacine (CIP) Fluoroquinolones 2°™M€ génération 5
Lévofloxacine (LEV) Fluoroquinolones 3°M génération 5
Sulfaméthoxazole + Sulfamides Association synergique 1.25+
Triméthoprime (SXT) 23.75
Nitrofurane (NIT) Nitrofuranes - 300
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Le choix des antibiotiques sur les différentes espéces bactériennes isolées, repose sur
plusieurs facteurs essentiels. D'une part, il est crucial d'identifier le genre de la bactérie isolée,
en tenant compte de son profil habituel de résistance, comprenant a la fois les résistances
naturelles et les potentielles résistances acquises. D'autre part, il faut évaluer le spectre
d'activité de chaque antibiotique, en précisant son efficacité contre les bactéries a Gram positif
et/ ou a Gram négatif (Cohen, 1997). En Algérie, la sélection des antibiotiques prend
également en considération leur disponibilité et leur fréquence d'utilisation en médecine
humaine et vétérinaire, comme l'indique le Réseau Algérien de la Surveillance de la
Résistance des Bactéries aux Antibiotiques (2011).

% Mode opératoire

e A partir d’'une culture de 18 a 24 h sur milieu gélos¢, prélever deux a trois colonies et
préparer une suspension dans une solution saline (0,9 % NaCl) équivalente au standard
McFarland 0,5 (environ 108 UFC/mL) . Utiliser linoculum dans les 15 minutes suivant

I'ajustement de la turbidité.

e L’ensemencement se fait par la méthode de Kirby-Bauer, par écouvillonnage ou par
inondation de la gélose Mueller Hinton, en respectant les mesures de sécurité nécessaires. Apres
séchage des boites de gélose 15 a 20 minutes, I’application des disques d’antibiotiques se fait
a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant légérement pour éviter de percer le
milieu.

Apreés incubation des boites 18 a 24 H a 37 °C, Les résultats sont exprimés en mm aprés mesure
des diametres des zones d'inhibition et sont interprétés en trois catégories: S= sensible, R=
résistant, et I= intermédiaire, en se référant aux normes (CASFM, 2014). Regrouper les souches
classées comme intermédiaires et résistantes dans la méme catégorie « R » (Reinthaler et al.,
2003).

e Remarque

- La fréquence des bactéries antibio-résistante est calculée selon I’équation suivante :

A/B x 100%, ou A représente le nombre d’isolats résistants a un antibiotique, et B est
le nombre totale d’isolats. Une bactérie est considérée multi-résistante si elle présente une

résistance a trois classes d’antibiotique ou plus (Vaz-Moreira et al., 2012).
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- L’indice de la résistance multiple aux antibiotiques (indice RMA) des bactéries isolés est
calculé selon la formule suivante (Sarter et al., 2007).
Indice RMA = X /(Y x Z), Ou:

X = nombre total de cas de résistance aux antibiotiques,
Y = nombre total des antibiotiques utilisés dans cette étude,
Z = nombre total des isolats.

L'interprétation de cet indice est la suivante :

 Si indice RMA > 0.2, cela indique que la souche présente une résistante a un grand nombre
d'antibiotiques par rapport au total des antibiotiques testés ce qui suggere I'existence d'une
source de contamination importante d'origine humaine ou animale, ou les antibiotiques sont
utilisés freqguemment;

+ Siindice RMA < 0.2, cela signifie que I’antibiotique est rarement ou jamais utilisé dans les

traitementsdes infections humaines ou animales (Krumperman, 1983).
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Figure 20 : Schéma de I’étude de la sensibilité aux antibiotiques.

5. Analyses statistiques des données

Toutes nos analyses statistiques ont été effectuées a I’aide de logiciel R (R Development
Core Team, version 4.0.1, 2020), développé par Ross Ihaka et Robert Gentleman (lhaka &
Gentleman, 1996). Ce logiciel est constitué a la fois un langage de programmation et un
environnement de travail, utilisé pour la création de graphiques et I'exécution d'analyses

statistiques a partir de données saisies.

Dans un premier temps, nous avons évalué la normalité des distributions de variables a
I’aide de test Shapiro-Wilk, dont la valeur W a servi d'indicateur. Etant donné que nos données
ne suivent pas une distribution normale (les distributions étant souvent asymétriques), nous
avons opté pour des tests non paramétriques dans notre analyse statistique. Les différences
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inter-stations et inter-saisons ont été évaluées a 1’aide des tests non- paramétrique : Kruskal-

Wallis et Wilcoxon.

Nous avons utilisé la bibliotheque « ggplot 2 » pour générer des boxplots, ainsi que la
bibliothéque "corrplot"” pour calculer le coefficient de corrélation entre les différents paramétres
physico-chimiques et microbiologiques pour I’ensemble des quatre stations. Cela nous a permis
d’analyser I’intensité des relations entre ces parametres. Pour tous les essais, le seuil de

signification des différences entre les valeurs critiques a été fixé a la valeur p < 0,05.

Nous avons également réalisé une analyse en composantes principales (ACP) a l'aide
du package "factoextra". Cette méthode statistique multidimensionnelle descriptive vise a
caractériser la structuration des quatre stations d'échantillonnage dans le Golfe d'Annaba a

travers une approche multivariée.
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I1l. RESULTATS ET DISCUSSION

Un suivi des descripteurs physico—chimiques et bactériologiques de ’oued Seybouse,
de Bedjima ainsi que de la mer a savoir Sidi Salem et Jouannoville a été effectué durant ’année
2017-2018. Les prélevements d’eau ont été réalisés au niveau de l'interface entre 1’oued
Seybouse et Bedjima, ou convergent tous les rejets urbains (domestiques, industriels et

agricoles), avant de déverser dans le Golfe d’ Annaba.

1. Variations spatio-temporelles des parameétres physico-chimiques de I’eau dans le
Golfe d’Annaba
1.1. La température

Les températures relevées dans les quatre stations de prélévement, au cours d’un cycle
annuel, sont trés proches les unes des autres et varient selon un rythme saisonnier, avec des

valeurs comprises entre 10°C et 29.02°C (Figure 21).

La tempeérature maximale atteinte en ao0t sur la station 4, est de 29,02°C, tandis que la
température minimale, de 10°C, a été enregistrée en janvier 2018 sur la station 1. Au cours de
toute la période de I'étude, les valeurs mesurées n'ont jamais depassé la limite de 30°C fixee par
’OMS (2004).

La température des eaux de surface est influencée par les variations saisonnieres, les
conditions climatiques locales (Rodier et al., 2009), la situation géographique et les rejets
d'eaux usées chaudes (Bengherbia et al., 2014 ; Mutlu & Uncumusaogl, 2016). Elle impacte
les propriétés physiques et chimiques de I'eau, ainsi que la vitesse des réactions chimiques et
biochimiques, qui s'accélerent avec l'augmentation de la température (Ben Aakame, 2015). De
plus, la température joue un réle crucial dans le développement et la croissance des organismes

aquatiques, en particulier des microorganismes (WHO, 1987).
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Figure 21: Variations spatio-temporelles de la température
de I’eau du Golfe d’ Annaba.

1.2. Le potentiel d’Hydrogéne

Le potentiel d’hydrogene (pH) est une mesure de la concentration des ions hydrogéne (H")
dans I'eau, indiquant son acidité ou son alcalinité sur une échelle logarithmique de 0 a 14. Les
variations du pH sont souvent corrélées avec dautres variables abiotiques telles que la
température, la salinité et I'oxygene dissous (Benmessaoud, 2007). Ce facteur influence la plupart

des mécanismes chimiques et biologiques dans les milieux aquatiques (Mouaz, 2017).

L'évolution temporelle du pH a montré que toutes les eaux étudiées sont legérement
alcalines, avec des valeurs enregistrées varient entre 5,2 et 8,36 pour les eaux de mer et entre 5
et 8,16 pour les eaux des oueds (Figure 22). Les moyennes observées dans les stations 1, 2, 3 et
4 sont respectivement de 6,65 ; 6,50 ; 6,23 ; et 6,02.

Une légére diminution de cette variable a été observée dans les quatre stations durant
les saisons automnale et hivernale. Cela peut étre attribué a la dilution de I'eau (Youbi et al.,
2018), a leffet des rejets acides provenant des zones urbaines et industrielles, ainsi qu'a
I'influence des oueds Seybouse et Bedjima. Cette diminution peut également étre attribuée a
I'activité bactérienne de décomposition de la matiére organique et a un ralentissement de

I'activité photosynthétique, qui consomme des protons H* (Neal et al., 2000 ; Benchohra et al.,
2009 ; CASFM, 2014).

Dans l'ensemble, les valeurs de pH mesurées sont conformes a la norme algérienne

préconisée par le JORA (2011), qui stipule un pH compris entre 6,5 et 9. Le pH n'a pas d’impact
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écologique direct significatif entre 5 et 9 et permet un développement normal de la faune et
de la flore (Blinda, 2007). Certaines bactéries, comme Escherichia coli, montrent une
préférence marquée pour un milieu basique, se reproduisant a des pH variant de 4,4 a 9. De
méme, les Vibrio peuvent se développer avec un pH optimal atteignant 9 (Boudoukhana,
2008). En revanche, le pH optimal pour la croissance des coliformes se situe entre 6 et 7
(Bouadila et al., 2009).
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Figure 22: Variations spatio-temporelles du pH dans les stations d’étude.

1.3. L’oxygene dissous

Les mesures de l'oxygene dissous obtenus montrent que les valeurs minimales et
maximales enregistrées sont respectivement de 0,06 mg/L (S4) et 9 mg/L (S1) (Figure 23). La
valeur la plus faible a été observée pendant la période seche (été), tandis que la plus élevee a
été détectee durant la période humide pour tous les sites. Nos résultats ne sont pas comparables
a ceux trouveés par Amir (2005), Bahroun & Bousnoubra (2011), et Benchohra et al. (2009),
ce qui pourrait suggérer des différences écologiques ou méthodologiques entre les études. En
revanche, la cohérence avec les données de Hacioglu & Dulger (2009) renforce la validité de
nos observations et pourrait indiquer des tendances similaires dans des environnements

comparables.

D’aprés Makhoukh et al. (2011) et Guasmi et al. (2006), I'eau froide contient une plus

grande quantité d'oxygene dissous que I'eau chaude. En hiver, la baisse de la température de
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I'eau favorise la solubilité de I'oxygéne, entrainant ainsi une augmentation de son taux. De plus,
la présence réduite de bactéries consommatrices d'oxygene dissous, liée a une décomposition
moindre de la matiére organique, contribue également a cette augmentation. Par ailleurs, les
vitesses élevées du vent entrainent un brassage de la masse d'eau (Oueds- Mer), ce qui provoque
un enrichissement de la phase dissoute en oxygene. (Millet, 1989 ; Schlumberger,2002). La
concentration de cette variable environnementale dépend de plusieurs processus physiques,
chimiques et microbiologiques tels que la température et de la salinité de ’eau, ainsi que la
pression et la température de ’air (Mouaz, 2017). En général, des valeurs faibles d'oxygéne
dissous favorisent le développement de germes pathogenes, nuisibles a la santé humaine
(Krishnan et al., 2007) et traduisent une dégradation plus ou moins marquée de la qualité des
eaux étudiées, due a la diminution de la capacité d’auto-épuration des milieux aquatiques
(Rodier et al., 2009).
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Figure 23: Variations spatio-temporelles de I’oxygéne dissous
de I’eau du Golfe d’ Annaba.

1.4. La salinité et la conductivité

Les niveaux de salinité et de conductivité électrique de l'eau de mer, variant entre 18 et
39,1 g/L pour la salinité et entre 16,5 et 55,3 uS/cm pour la conductivité, sont significativement
plus élevés que ceux observés dans I'eau de l'oued, ou la salinité se situe entre 0,9 et 10,2 g/L
et la conductivité entre 1,22 et 10,64 uS/cm (Figure 24). Cette différence s'explique par la forte

concentration de sels dissous de I'eau de mer.
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Les mesures de ces deux parameétres physico-chimiques montrent des fluctuations
saisonniéres similaires a celles de la température. En effet, des valeurs plus faibles sont
enregistrées entre décembre et février, tandis que des valeurs plus élevées sont notées entre avril
et octobre dans I'ensemble des stations étudiés.

Les fortes salinités et conductivités de 1’ecau enregistrées durant les périodes estivale et
printaniére s’expliquent par I’intensification de I’évaporation due a 1’augmentation des
températures (Rejsek, 2002), ainsi que par la caractérisation physico-chimique de I’eau, la

diminution des précipitations, qui réduit les apports en eau douce, et la forte minéralisation des
rejets.

En conclusion, la variation de ces deux variables environnementales dépend des
conditions climatiques, des phénoménes d’évaporation de ’eau, du degré des précipitations et
des apports de rejets domestiques, agricoles et industriels (Savary, 2003). Ces observations

sont cohérentes avec les travaux d’Ouhmidou et al. (2015) et Saadali et al. (2015).
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Figure 24:Variations spatio-temporelles de la salinité de 1’cau du Golfe d’ Annaba.
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Figure 25: Variations spatio-temporelles de la conductivite électrique de 1’eau du Golfe
d’Annaba.

1.5. Les matiéres en suspension

Les matiéres en suspension comprennent toutes les particules minérales ou organiques
qui ne se dissolvent pas dans I’eau ; Elles affectent la transparence de ’eau et diminuent la
pénétration de la lumiére, ce qui limite la photosynthese. De plus, elles peuvent rendre I'eau
trouble et lui donner un mauvais golt et une mauvaise odeur (Baumont et al., 2003). Ces

observations ont également été confirmees lors des sorties sur terrain.

Les teneurs en MES enregistrees dans I'eau de mer fluctuent entre 44,3 et 352 mg/L,

tandis que celles de I'eau de l'oued oscillent entre 52,8 et 498,2 mg/L (Figure 26).

Les valeurs enregistrées de ce parametre physico-chimique sont comparables a celles
rapportées par Djedaoune (2015) pour les eaux usées de la partie Nord-Ouest de la plaine
d’Annaba.

Les mesures les plus élevées de cette variable ont été relevées en hiver. De nombreuses
études ont montrés I’importance des concentrations de matiéres en suspension lors des crues,
particulierement pendant la période hivernale (Tessier, 2003 ; Ollivier et al., 2010 ;
Djedaoune, 2015 ; Kadri et al., 2015).

Des niveaux éleves de ces matieres indiquent une forme de pollution. En référence a
la valeur limite maximale de 25 mg/L admise par les autorités algériennes (JORA, 2014),
Ainsi un note un dépassement de cette limite durant la période d’étude et dans I’ensemble des

sites de préléevement. La variation des matiéres en suspension dépend notamment des

89



I1l. RESULTATS ET DISCUSSION

- ___________________________________ ________________________________________]
fluctuations saisonnicres et du régime d’écoulement des eaux. A cela s’ajoute I'abondance des
précipitations durant cette période de I’année, qui sonta I’origine de lessivage des sols et
d’importants apports allochtones (Dakki, 2003 ; Kerdoussi, 2010).
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Figure 26: Variations spatio-temporelles des matieres
en suspension dans I’eau du Golfe d’Annaba.

2. Resultats des analyses bactériologiques

2.1. Contamination fécale des eaux du Golfe d'Annaba

Le suivi de I’évolution des germes totaux et des germes tests d’une contamination est la
procédure bactériologique la plus couramment utilisée pour évaluer la qualité de I'eau
(Hacioglu & Dulger, 2009 ; Mishra et al., 2009). Les résultats de cette étude révelent un
niveau préoccupant de contamination fécale des eaux du Golf d’ Annaba. Les analyses montrent
des variations importantes des concentrations bactériennes, lesquelles semblent étroitement
liées aux sources de pollution et aux périodes d'échantillonnage. Cette situation pourrait étre
liée a I'influence des activités anthropiques qui modifient les caractéristiques de I'eau et affectent
sa qualité, ainsi qu'a la forte urbanisation de la ville d'Annaba. Elle résulte également du
lessivage des terres agricoles voisines, de la pollution par les oueds chargés d'énormes quantités
de fumier, et des rejets domestiques provenant d’établissements ruraux, notamment des fosses
septiques qui se déversent a l'air libre. A cela s'ajoute la contamination naturelle provenant d'une
importante colonie d’oiseaux marins présents sur les plages environnantes (Telailia, 2014). Nos
résultats sont comparables a ceux rapportés par Uzoigwe et al. (2007), ont constaté que la qualité
des eaux de surface de nombreux lacs et rivieres souffrait également de niveaux élevés de
coliformes fécaux, un meilleur indicateur de la contamination fécale. De méme, les travaux de
Bengherbia et al. (2014) sur I'eau de l'oued Beni Aza (Blida, Algérie) ont montré une grande

variation spatio-temporelle des concentrations bactériennes au cours de la période d'étude. Cette

90



I11. RESULTATS ET DISCUSSION
tendance est également corroborée par les résultats de Rincé et al. (2018) dans d'autres régions

cotiéres de la mer Méditerranée.

° Concentrations en Germes Totaux (GT)

Les charges moyennes en germes totaux (GT) étaient de 14x10° UFC/100mL pour la
station 1, 15x10*UFC/100mL pour la station 2, 30x10° UFC/100mL pour la station 3 et 35x10*
UFC/100mL pour la station 4. Les eaux des oueds (stations 2 et 4) présentent ainsi une charge
bactérienne plus élevée que celles des eaux de mer (stations 1 et 3) (Figure 27). La charge
bactérienne minimale (12 x 10! UFC/100mL) a été observée a la station 1 en février, tandis que
la charge maximale (93 x 10* UFC/100mL) a été enregistrée a la station 4 en ao(t. Cela suggére
une influence saisonniere marquée sur la qualité de I'eau, probablement due a une concentration
plus importante des effluents en été par rapport aux mois d'automne et d'hiver. En revanche, ces
résultats different de ceux observés par Ouhmidou et al. (2015), qui indiquaient une charge
bactérienne plus élevée durant I'automne et 1'hiver dans les eaux de I’Oued Ziz en 2012. Ces
différences pourraient refléter des variations dans les conditions environnementales ou par des
divergences dans la gestion des effluents entre les deux études ainsi qu'au niveau des bassins

versants des sites concernés.
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Figure 27: Variations spatio-temporelles des teneurs en germes totaux
enregistrés dans le Golfe d’ Annaba.

e Concentrations en coliformes totaux (CT) et en coliformes fécaux (CF)

La variation spatiale des coliformes fécaux (CF) est généralement similaire a celle des

coliformes totaux (CT) (Figure 28 et 29). Nos résultats concordent avec ceux rapportés par El
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Addouli et al. (2009) pour les eaux de ’oued Bouishak de la ville de Meknes, Maroc.

Les concentrations de ces deux parametres bactériologiques ont largement excédé les
seuils autorisés, soit 500 CT/100mL et 100 CF/100mL, conformément au décret exécutif n° 93-
164 du 10/07/1993 (JORA, 1993) tout au long de la période d'étude. Ces résultats soulignent

une problématique de contamination significative dans les sites analysés.

Les résultats obtenus montrent que les eaux des oueds présentent des teneurs en CT et
en CF atteignant respectivement 26 x10° CT/100mL et 21 x10° CF/100mL en S2, ainsi que
99x10% CT/100mL et 35x10% CF/100mL en S4. Ces valeurs sont largement supérieures a celles
trouvées dans les eaux de mer, qui affichent 34 x102 CT/100mL et 18 x10? CF/100mL en S1,
ainsi que 59 x102 CT/100mL et 27 x10? CF/100mL en S3.

A I'échelle temporelle, la charge de ces deux variables est plus élevée pendant les mois
les plus chauds de l'année, avec des niveaux maximums dans les oueds atteignant 58x10*
CT/100mL et 12x10* CF/100mL, tandis que dans I'esau de mer, les concentrations maximales
sont de 25x10° CT/100mL et 11x10%® CF/100mL, toutes enregistrées pendant I'été. Ces
variations sont comparables a celles observées par Lamrani et al. (2013), Boudraa et al.
(2014), ainsi qu'aux résultats de Kadri (2015)
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Figure 28: Variations spatio-temporelles des teneurs en coliformes totaux
enregistrés dans le Golfe d’ Annaba.
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Figure 29: Variations spatio-temporelles des teneurs en coliformes fécaux
enregistrés dans le Golfe d’ Annaba.

e Concentrations en streptocoques fécaux (SF)

La charge en streptocoques fecaux rencontrée dans l'eau de mer varie entre 330 et
18x10% UFC/100mL, tandis que dans les eaux des oueds, elle se situe entre 350 et 13x10°
UFC/100mL dans les eaux des oueds (Figure 30). Globalement, la concentration de
streptocoques est plus faible que celle des coliformes dans Il'ensemble des stations
d'échantillonnage et durant toute la période d'étude. Ces résultats sont cohérents avec ceux des
études antérieures (Hunter et al., 1999 ; Aboulkacem et al., 2007 ; Bengherbia et al., 2014).
En revanche, d'autres recherches (Bordalo et al., 2002 ; Kadri et al., 2015 ; Islam et al., 2017)
indiquent que la concentration de SF est supeérieure a celle d'E. coli dans presque tous les

¢chantillons, vue a leur lente persistance dans I’eau que les coliforme.

La faible charge en streptocoques fécaux (SF) observée dans notre étude pourrait étre
due a l'influence de certains facteurs abiotiques présents dans I'environnement étudié, ainsi qu'a
une phase de déclin rapide de ces bactéries. En effet, les SF, souvent utilisés comme indicateurs
de contamination fécale, sont sensibles aux conditions environnementales comme la
température, I'numidité, la lumiere et le pH. Ces facteurs peuvent accélérer la réduction de leurs
nombres, réduisant ainsi leur persistance dans [I'environnement. Par conséquent, la
concentration en SF peut étre plus faible dans nos milieux d’étude en raison de cette phase de

déclin rapide liée aux variations abiotiques (Hunter et al., 1999).
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En sus, certaines especes bactériennes, comme Streptococcus bovis et Streptococcus
equinus, sont fragiles et peuvent disparaitre completement en 24 heures a des températures
comprises entre 10 et 20 °C (Degrémont, 2005). Cependant, la concentration de ces germes
fécaux est plus élevée dans les échantillons d'eau de mer en S1 et S3 par rapport a celle
enregistrée dans les oueds S2 et S4. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Boufafa
et al. (2021) dans le golfe d'Annaba, Cette différence pourrait étre expliquée par la tolérance
des streptocoques fécaux a des concentrations élevées de salinité, les rendant d'excellents
indicateurs de contamination fécale dans les eaux marines, comme l'indiquent Byappanahalli
et al. (2012).
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Figure 30: Variations spatio-temporelles des teneurs en streptocoques fécaux
enregistrés dans le Golfe d’ Annaba.

Les résultats obtenus montrent une contamination fécale significative, probablement
due aux multiples déversements anthropiques varies, notamment les effluents liquides du
complexe d’engrais phosphatés Asmidal (Fertial) et les eaux usées non traitées provenant de
la ville d'Annaba et des zones urbaines environnantes. Ces polluants sont principalement
acheminés vers la mer par les oueds Bedjima et Seybouse, ou ils se déversent directement sur
le littoral, entrainant une augmentation des concentrations en agents pathogeénes, en particulier
sur les sites S3 et S1. En conséquence, ces plages voisines ne sont pas conformes aux normes
de baignade en vigueur en Algérie, selon le décret exécutif N°93-164 du 10 juillet 1993
(JORA, 1993).
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Nous avons constaté que I'eau des oueds est plus contaminée que celle de la mer. Cette
différence peut s'expliquer par I’effet de dilution de I'eau de mer, ainsi que par d'autres facteurs
abiotiques qui réduisent les niveaux de contamination et influencent la survie des germes. De
plus, les stations S1 et S3 sont soumis a un hydrodynamisme particulier, ce qui contribue a la
dispersion des microorganismes dans la colonne d’eau (Figure 12).

L'oued Bedjima présente des niveaux alarmants de contamination fécale, avec des pics
de bactéries indicatrices (CT, CF, et SF) dépassant ceux observés dans l'oued Seybouse. Cette
situation est probablement due au manque de traitement préalable des rejets urbains provenant
d’une grande partie de la ville d’Annaba, d’ou il issue les eaux usées domestiques de plus
de 100 000 habitants de la plaine ouest de la ville. De plus, les effluents domestiques de trois
stations de relevage, ainsi que des nombreux raccordements d’eaux usées et des effluents
mineurs du complexe d’Asmidal, auxquels s’ajoutent des apports de l'abattoir, situé a
proximité de 1’oued, aggravent la pollution (Figure 12). Par conséquent, I’oued Bedjima
constitue un véritable émissaire d'eaux usees vers le Golfe (au niveau de station 3), posant des
risques environnementaux majeurs (Khammar et al., 2009).

Le degré de contamination fécale des cours d'eau, avec des particulierement élevées
durant les mois d'été et surtout sur les plages de baignade, représente un risque sanitaire reel
pour I'nhomme. Cette pollution peut entrainer plusieurs maladies d'origine hydrique, notamment
des maladies gastro-intestinales et des infections des voies respiratoires supérieures (Muller et
al., 1977 ; Maipa et al., 2001 ; Arnold et al., 2016).

3. Résultats des analyses statistiques

3.1. Tests statistiques et méthodes multi-variées

3.1.1. Comparaison inter-stations et inter-saisons : test Wilcoxon

Les résultats du test Wilcoxon appliqué pour comparer les médianes des 10 variables

étudiées selon les deux facteurs « station » et « saison », sont résumés dans le tableau 3.
La synthése de ces résultats montre :

» Comparaison Inter-Stations
e Salinité : Les différences entre les stations sont tres significatives (p < 0,0001).

e Conductivité : Les différences observées sont également tres significatives (p <
0,0001).

e Matiéres en Suspension : Une différence significative a été constatée (p = 0,007).
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» Comparaison Inter-Saisons
> Tous les paramétres environnementaux et bactériologiques présentent des différences trés

significatives (p < 0,05) au cours de toute la période d’échantillonnage.

Ces résultats indiquent clairement que les conditions environnementales, tant a 1I’échelle
spatiale qu’a 1’échelle temporelle, influencent la variabilité des parametres biotiques et

abiotiques des eaux du Golfe.

> Interprétation des résultats
v' Différences Inter-Stations

Les variations significatives de la salinité et de la conductivité entre les différentes
stations suggerent des influences locales, telles que I'impact des activités humaines, le

drainage, ou I’apport en eaux douces.

v Différences Inter-Saisons

L’impact des conditions climatiques sur les paramétres mesurés indique que les
variations saisonniéeres jouent un role crucial dans la qualité de ’eau. Les changements liés a
la température, aux préecipitations et aux cycles biologiques peuvent affecter la dynamique des
écosystémes aquatiques, entrainant des fluctuations dans les populations microbiennes et les

caractéristiques physico- chimiques.

Tableau 3: Comparaison inter-stations et inter-saisons des paramétres physico-chimiques et
bactériologiques dans les quatre stations d'étude.

Inter-stations Inter-saisons
‘ 5 1-5 45 1-5 3ls 1-5 4/ 52-5 3|5 2-5 4| 53-54 Ete - Hiver - HI}/E'I’ Hlver - Printemps Prlnt}er’r1ps
Parameéters Automne | Automne | - Eté | Printemps |- Automne - Eté
W-value| 37 58 68 57 61 78 143 14 0 0 132,5 23
P- value
- 097 | 044 | 0.79 | 040 | 055 | 0.75 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
(°C)
W-value| go 90 90 90 90 90 125 60 16 12 144 60
pH P- value 031|031 | 031] 031 ] 031 031 0.00 0.51 0.00 0.00 0.00 0.50
W-value| gg 91 110 75 96 98 4 118 144 138 42 117
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P- value
oD 037 | 029 | 002 | 088 | 017 | 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.08 0.00
(mg/)
W-value| 144 | 53 | 144 | © 17 | 144 99,5 59,5 40 455 81 47
P- value
Sal 0.00 | 029 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.11 0.48 0.06 0.13 0.62 0.15
(g/L)
W-value| 144 | 63 | 144 | 0 | 55 | 144 9% 48 45 Vil 89 58
P- value
cd 0.00 | 062 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.17 0.17 0.12 0.08 0.34 0.44
(nS/em)
W-value| 111 | 56 | 108 | 33 | 365 | 108 99,5 144 144 144 81 47
P- value
SS 002 | 037 | 003 | 0.02 | 004 | 0.03 0.11 0.00 0.00 0.00 0.62 0.15
(mgfl)
ot |W-valuel 24 | 53 | 22 | 106 | 47 | 31 124 26,5 8 17 955 48
GT/10 | p-
( P-valuel 00 | 028 | 0.00 | 0.04 | 015 | 001 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.07
O0ml)
or |Wevaliel 19 | 545 | 85 | 114 | 42 | 125 118 425 85 26,5 89,5 37
CT/10 | p. 0.00
( P- value 0.32 | 000 | 0.01 | 0.08 | 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.32 0.04
Ooml)
W-value| 27
CF 55 | 10 | 110 | 51,5 | 17 120 43 75 18 97,5 355
(CFI0 [
oml) ~ValUel 500 | 034 | 0.00 | 003 | 0.24 | 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.1 0.03
W-value
SF 97 | 535|685 | 44 | 54 | 87,5 139 24,5 2 6,5 114,5 295
(SF/10 P- value
omi) 040 | 029 | 086 | 0.11 | 0.31 | 038 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01

3.1.2 Corrélation linéaire simple entre les variables physicochimiques et bactériologiques

Nous avons calculé les coefficients de corrélations entre les 10 parametres étudiés, pris
deux & deux, pour I’ensemble des quatre stations du Golf d’ Annaba. Les résultats de la matrice
de corrélation pour les sites d’échantillonnage 1, 2, 3 et 4 sont résumeés dans la figure 31 et le
tableau A5 (Annexe 5).

» Concernant les corrélations entre les différents paramétres abiotiques étudiés, I'analyse
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statistique a révélé nombreuses corrélations significativement positives a P < 0,001 et P < 0,01,
ainsi que certaines corrélations négatives. Parmi ces corrélations significatives, nous avons
observé que :
= La température est corrélée positivement avec le pH, la salinité et la conductivité, tandis
qu'elle est corrélée négativement avec I’oxygéne dissous et les matieres en suspension. Ces
résultats concordent avec ceux de Rodier et al. (2009) et Ouali et al. (2018), qui ont tous deux
noté une corrélation négative entre la concentration en oxygene dissous (OD) et la température
de I'eau, ainsi qu'avec la présence de polluants dans les cours d'eau. En revanche, nos résultats
divergent de ceux de Guemmaz et al. (2019), qui ont trouvé une corrélation positive entre
I'oxygene dissous (OD) et la température de I'eau ainsi qu'avec la conductivité électrique (Cd).
Ces différences pourraient s'expliquer par des variations dans les conditions locales, telles que
la géographie, la saisonnalité ou la composition spécifique des cours d'eau étudiés.
= Le pH est positivement corrélé avec la salinité et la conductivité, ce qui souligne sa sensibilité
aux variations de temperature, de salinité et de conductivité. Une augmentation du pH dd a
I’augmentation de la température et la minéralisation de I’eau. De plus, on note une corrélation
négative entre le pH, ’oxygéne dissous et les matiéres en suspension.

Un pH plus élevé est souvent associé a des niveaux d'oxygeéne dissous plus faibles, ce
qui peut résulter de la décomposition organique ou de la respiration microbienne. Les matieres
en suspension peuvent également influencer la luminosite et, par conséquent, la photosynthese,

affectant ainsi les niveaux d'oxygene.

= Lateneur en oxygene dissous est positivement corrélée avec la concentration en matiéres en
suspension, tandis qu'elle est négativement corrélée avec les niveaux de salinité et de
conductivité.

= La conductivité présente une corrélation négative avec les matiéres en suspension

» D’aprés nos résultats, le coefficient de corrélation révéle une relation trés élevée (p < 0,0001)
entre les germes des quatre sites étudiés (Figure 31). Nous observons :

= Une corrélation significativement positive entre les GT, CT et CF, ainsi qu'entre les SF, CT
et CF. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Saab et al. (2007), qui ont montré une
corrélation significative (P > 0,05) entre les abondances des coliformes totaux et celles des
coliformes fécaux, ainsi qu'entre les germes totaux et les coliformes fécaux. De plus, Guemmaz
et al. (2019) ont noté que la densité de SF était positivement associée a l'augmentation des
charges de CT et CF. Ces études soulignent I’interdépendance des différents paramétres

biotiques dans nos sites d’étude.
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> Les resultats de l'analyse des coefficients de corrélations entre les variables biotiques et
abiotiques révelent que les bactéries (germes totaux et fécaux) répondent différemment aux
paramétres de I'eau dans les sites d'étude (Figure 31). Selon Davies et al. (1995) et Hong et al.
(2010), les propriétés physicochimiques de I'eau influencent significativement la survie et la
croissance des bactéries coliformes.

= Parailleurs, on constate que l'augmentation de la température, du pH, de la salinité (sal) et de
la conductivité électrique (Cd) a entrainé une augmentation significative trés élevée (P <
0,0001) des germes totaux, des coliformes totaux, des coliformes fécaux et des streptocoques
fécaux, qui présentent des corrélations positives entre eux. De plus, des corrélations négatives
ont été observées entre les indicateurs fécaux et les autres paramétres physico-chimiques de
I'eau (P < 0,0001), comme l'illustre la figure 31.

La tempeérature de l'eau est le facteur le plus important déterminant I'abondance des bactéries
coliformes (North et al., 2014). Une corrélation significativement positive entre les charges
bactériennes et la température de I'eau a éte révélée, ce qui est en accord avec d'autres recherches
antérieures, telles que celles menées par Garnier et al. (1992) et Aboulkacem et al. (2007),
qui ont également confirmé une relation positive entre les coliformes totaux et la température de
I'eau. Nos analyses bacteriologiques des eaux du Golfe d’ Annaba ont montrés une augmentation
des niveaux de bactéries indicatrices de contamination fécale pendant les mois les plus chauds
de l'année. Cette situation pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment aux fortes
températures et a l'afflux de touristes visitant les plages de la ville d’Annaba. La présence accrue
de touristes peut entrainer une augmentation de la contamination fécale, tandis que la charge
organique élevée provenant des effluents liquides et des rejets urbains de la ville, ainsi que des
habitants situés a proximité des bassins versants S2 et S4, contribue également a cette
augmentation pendant cette période. De plus, I'absence de stations de traitement et le faible débit
d'eau réduisent la dispersion des germes fécaux dans la colonne d'eau. Boufafa et al. (2021)
rapportent que les charges de bactéries hétérotrophes aérobies et d'entérobactéries augmentent
avec la température de I'eau. Bent & Goulder (1981) et Servais (1986) mentionnent également
que les pics d’abondance bactérienne dans les écosystémes aquatiques sont généralement
enregistrés durant 1’été.

= D’autres études ne corroborent pas avec nos résultats concernant la corrélation positive
trouvée entre le pH et les bactéries indicatrices de contamination fécale. En effet, certaines
recherches, telles que celles de Davies et al. (1995), Mayo (1995) et Van der Steen et al. (2000)

indiquent une nette diminution de la survie des coliformes fécaux (CF) dans des pH alcalins, ainsi
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qu'une augmentation des niveaux de coliformes thermotolérants (CT) dans des pH acides.

= La corrélation négative entre les germes fécaux et les MES peut s'expliquer par l'effet
d'adsorption des bactéries par les MES. En hiver, lI'augmentation du taux de MES favorise ce
phénoméne d'adsorption, ce qui peut fausser les résultats des dénombrements bactériens
effectués en laboratoire (in vitro). Ainsi, les bactéries fixées sur les MES ne sont pas détectées,
entrainant une sous-estimation de leur concentration réelle dans I'eau.

= La corrélation significativement négative entre la température, le pH et I'OD peut s'expliquer
par la stimulation de l'activité et de la multiplication des micro-organismes, qui nécessitent une
grande quantité d'oxygene (Hassoune et al., 2010) avec l'augmentation de la température. Cette

situation entraine une élévation du pH et une diminution de lI'oxygéne dissous.
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Figure 31:Corrélogramme montrant les corrélations entre les 10 variables physicochimiques
et bactériologiques des eaux du golf d’Annaba pour les quatre sites étudiés. Couleur bleue :
corrélation positive ; couleur rouge : corrélation négative ; absence de couleur.

3.2. Analyse en composantes principales (ACP)

L'analyse en composantes principales des données obtenues a permis de visualiser la
structuration de la variation temporelle et spatiale au niveau de I'eau de quatre stations étudiés,

en tenant compte de neuf variables mesurées : 3 biotiques (coliformes totaux (CT), coliformes
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fécaux (CF), et streptocoques fécaux (SF)) et 6 abiotiques (température (T), pH, oxygéne
dissous (OD), conductivité (Cd), salinité (Sal) et matiére en suspension (MES)). Cette approche
a révélé des patterns sous-jacents, facilitant I'identification des relations entre les variables et
la comparaison des stations en fonction de leurs caractéristiques hydriques.

La projection des variables et des individus a été réalisée sur 2 axes, représentant 81,7

% de la variance totale. L'axe 1 représente 51,9 % de la variance (Figure 32), constituant ainsi
la composante la plus significative. 1l est corrélé positivement avec presque toutes les variables,
a I'exception de I’OD et des MES. Le deuxiéme axe, quant a lui, représente 28,8 % de la variance
et présente des corrélations positives avec la salinité (Sal) et la conductivité électrique (Cd),
tout en étant négativement corrélé avec les CT, et les CF.

La figure 32 (a) met en évidence une nette distinction entre les stations 1 et 3 par rapport
aux stations 2 et 4, en ce qui concerne les variables Sal, Cd, MES, OD, CF et CT. Cela pourrait
refleter des différences ecologiques ou anthropiques influencant la qualité de I'eau ou les
écosystémes locaux. En termes de variation temporelle, I'axe 1 montre une nette différence entre
les saisons, notamment entre I'été et I'hiver, par rapport au pH, T, SF, CF, OD et MES (Figure
32b). Cela affirme I'importance des facteurs saisonniers dans la dynamique des systemes

aquatiques étudies.
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Figure 32: Analyse en composantes principales (ACP) des différentes variables au cours d'un
cycle d'étude de mars 2017 a février 2018 sur les quatre stations d'étude : a. Corrélation entre
les stations ; b. Corrélation entre les saisons.
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4. Recherche et identification des bactéries potentiellement pathogenes
Au cours de notre étude, nous avons sélectionné et purifié 276 souches appartenant aux
différentes especes de bactéries que nous recherchions.

e Caractérisation macroscopique

La caractérisation initiale a été réalisée sur la base des caracteéristiques culturelles et de
la morphologie des colonies. L’isolement des souches bactériennes se fait a partir des colonies
suspectes identifiées sur des milieux spécifiques. L’examen macroscopique est sur les colonies
purifiées, permettant d'observer des traits distinctifs tels que la taille, la forme, la couleur et la
texture. L’aspect morphologique de ces colonies bactériennes isolées est représenté dans la

figure 33.
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Figure 33: Caracteristiques macroscopiques des colonies sur divers milieux de culture utilisés.

e Caractérisation microscopique

L'observation microscopique des isolats, réalisée aprés une coloration de Gram, a révélé

la présence de bacilles et de coccobacilles a Gram négatif (Figure 34).

i 3 o 2
L IR

Grx100

Figure 34: Aspect microscopique des isolats Gram négatif.

e Etude biochimiques
= Recherche de catalase
Le test de recherche de catalase a révélé une catalase positive chez tous les isolats analysés.

= Recherche de I’oxydase

Dans notre étude sur l'activité de l'oxydase, nous avons examiné 276 isolats de
bactéries. Parmi ceux-ci, 159 isolats ont montré une oxydase négative, tandis que 117 isolats

ont présenté une oxydase positive, se traduisant par une coloration violette.
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e Identification des isolats bactériens par Api systeme

L'identification des isolats bactériens a été realisée a l'aide du systéeme API, qui repose
sur des galeries biochimiques (Figure 35). Au total, 276 souches de bactéries ont été isolées a
partir d'échantillons d'eau prélevés sur quatre stations étudiées. Ces souches appartiennent a 20

genres et 45 especes différentes (Tableau A6, Annexe 6).
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Figure 35: Identification des isolats bactériens a I’aide du systéme API.

L'isolat le plus fréquent parmi tous les échantillons était Escherichia coli (12.68 %), suivi
par Aeromonas hydrophila (8.69%), Vibrio vulnificus (5.43%), Citrobacter freundii

(5.07%), Pantoea spp et Aeromonas sobria (4.43%), Serratia marcescens, Vibrio
parahaemolyticus, Pseudomonas luteola (3.62%), Proteus mirabilis (3.26%), Klebsiella
oxytoca et Enterobacter cloacae (2.89%), Vibrio hollisae (2.53%), Serratia ficaria, Serratia

odorifera, Enterobacter vulneris et Pasteurella spp (2.17%), Klebsiella pneumoniae spp
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pneumoniae, Citrobacter koseri, Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens et

Acinetobacter baumannii (1.81%), Escherichia vulneris, Serratia liquefaciens, Salmonella spp
et Pseudomonas putida (1.44 %), Pantoea spp2, Pantoea sppl, Pantoea spp 3 et Citrobacter
farmeri (1.08%), Pantoea spp4, Shigella spp, Hafnia alvei, Aeromonas salmonicida spp
masoucida, Vibrio alginolyticus, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas mendocina,
Plesiomonas shigelloides, Pasteurella pneumotropica et Mannheimia haemolytica (0.72%),
(Figure 36).
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Figure 36: Abondance relative des isolats potentiellement pathogénes dans les eaux
étudiées. A = Escherichia coli, B = Escherichia vulneris, C = Pantoea spp, D = Pantoea
spp2, E = Pantoea sppl, F = Pantoea spp4, G = Pantoea spp3, H = Proteus mirabilis, | =
Serratia marcescens, J = Serratia ficaria, K = Serratia liquefaciens, L = Serratia odorifera,
N = Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae, O = Klebsiella oxytoca, Q = Citrobacter
freundii, R = Citrobacter koseri, S = Citrobacter farmeri, T = Enterobacter vulneris, U =
Enterobacter cloacae, W = Shigella spp, Y = Hafnia alvei, Z = Salmonella spp, AB =
Burkholderia cepacia, BC = Aeromonas hydrophila, DE = Aeromonas sobria, HI =
Aeromonas salmonicida spp masoucida, JK = Vibrio vulnificus, LM = Vibrio
parahaemolyticus, NO = Vibrio hollisae, PQ = Vibrio alginolyticus, RS = Pseudomonas

fluorescens, TU = Pseudomonas luteola, VW = Pseudomonas aeroginosa, XY =
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Pseudomonas putida, ZA = Pseudomonas mendocina, BE = Plesiomonas shigelloides, KM
= Pasteurella spp, OR = Pasteurella pneumotropica, SV = Mannheimia haemolytica, WC

= Acinetobacter baumannii.

Dans la figure ci-dessus (Figure 36), seules les especes présentes dans plus de deux
isolats par échantillon sont représentées. La liste compléte se trouve dans le tableau A6 (Annexe
6).

e Distribution spatiale des isolats bactériens identifiés

D’aprés nos résultats, I'oued Bedjima est la station la plus contaminé, avec le plus grand
nombre de souches bactériennes identifiées, totalisant 101 souches (36,59 %). Il est suivi par
l'oued Seybouse, qui présente 73 souches (26,45 %), puis par Jouannoville avec 62 souches
(22,46 %). Enfin, la Plage Sidi Salem compte 40 souches (14,50 %) (Figure 37).
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Figure 37: Distribution des isolats bactériens dans le Golfe d’ Annaba. (Station 1) Sidi Salem,
(Station 2) Seybouse, (Station 3) Jouannoville, et (Station 4) Bedjima.

e Abondance saisonniére des isolats bactériens

Les variations saisonnieres des isolats bactériens potentiellement pathogénes dans les
stations étudiés (Figure 38) ont montré que la diversité augmente pendant la période chaude de
I’année, entre Juin et septembre, La diversité la plus élevée a été enregistrée pour les quatre

sites durant I'été.
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Figure 38: Les variations saisonnieres des isolats bactériens potentiellement pathogenes
dans les échantillons d’eau.

La présence de bactéries pathogenes dans I'eau peut provoquer des maladies, allant des
infections aigués a des complications graves, en fonction des hotes et des conditions
environnementales. Les résultats I'étude sur lidentification des bactéries potentiellement
pathogenes dans les eaux analysées ont révélé une abondance d'espéces de la famille des
Enterobacteriaceae, représentant 57,48 % de tous les échantillons. Cela confirme Il'influence
des effluents urbains sur la qualité des eaux du Golfe d'Annaba, en particulier dans les
¢chantillons provenant de l'oued Bedjima, qui est directement affecté par les rejets de I’abattoir.
Ce phénomene entraine une diversité des especes bactériennes isolées plus élevee par rapport a
celles de l'oued Seybouse et des plages de Jouannoville et Sidi Salem. Les faibles charges
microbiennes observées dans la Seybouse pourraient étre attribuées a la mise en service du
traitement des eaux usées d'Allelik-EIl Bouni, situé en amont de la station S2, ou a la présence
de produits nocifs déversés par le bassin de Fertial (Asmidal Est).

De nombreuses études ont révélé qu'une proportion significative des bactéries
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae se trouve dans les eaux douces, les effluents
issus des municipalités, les secteurs industriels, les activités vétérinaires, les hopitaux ainsi que
les systemes de traitement secondaires (Njiné et al., 2001 ; Galvin et al., 2010 ; Harris et al.,
2014).

L'espéce E.coli est la plus abondante parmi celles trouvés dans les échantillons

analysés. Son habitat d'origine est le tractus entérique de I'nomme et des animaux a sang chaud.
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Bien qu'elle soit généralement considérée comme non pathogéne, certaines souches peuvent
devenir des agents pathogénes graves en produisant des entérotoxines. Ces souches peuvent
provoquer des diarrhées, notamment chez les enfants et les voyageurs, ainsi que des infections

de plaies (Pelczar et al., 1993).

Les résultats de l'identification biochimique montrent la présence de diverses bactéries
environnementales, notamment des especes du genre Vibrio, Pseudomonas, Aeromonas et

Burkholderia, dans les quatre sites d'échantillonnage.

Les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif non fermentescibles, tels que
Aeromonas, Vibrio, Burkholderia, Pseudomonas et Pasteurella, occupent une place tres
importante dans la pathologie infectieuse humaine. Cette importance résulte a la fois de la
diversité des especes qui les composent et de leur impact sur la santé des populations. La
fréquence et la gravité des infections, telles que les septicémies, les méningites et les gastro-
entérites causées par des agents bactériens comme Shigella, Salmonella, Aeromonas
hydrophila, V. vulnificus, ainsi que la fiévre typhoide et les paratyphoides A, B et C
(Salmonelles), mettent en lumiéere les défis liés a leur prise en charge, notamment en raison des

difficultés d'identification et de la résistance aux antibiotiques (Ramdani, 2017).

¢ Identification moléculaire des isolats bactériens

En plus de I'identification biochimique, 23 isolats bactériens ont été sélectionnés pour
une identification plus précise a l'aide de leurs genes ARNr 16S, afin d'étudier leur taxonomie
et leur phylogeénie. Les résultats de I'identification moléculaire des isolats sélectionnés, apres

amplification et séquencage de leurs ADNr16S, sont présentés dans le tableau 4.
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Code des Identification biochimique
souches
AHM35 Morganella morganii
AHM18 Escherichia coli
AHM?24 Escherichia coli
AHM32 Escherichia coli
BLK9 Escherichia vulneris
AHMA4 Citrobacter freundii
AHM?23 Citrobacter freundii
AHM12 Citrobacter farmeri
AHM?27 Citrobacter koseri
AHMb5 Enterobacter vulneris
AHM?2 Enterobacter cloacae
AHM34 Serratia marcescens
AHM21 Serratia ficaria
AHMA47 Serratia ficaria
AHM11 Salmonella spp
AHM31 Klebsiella oxytoca
AHM10 Klebsiella pneumonia_e spp
pneumoniae
AHM?29.1 Plesiomonas shigelloides
BLK3 Pseudomonas putida
AHMA45 Pseudomonas luteola
AHM13 Aeromonas sobria
AHM16 Acinetobacter baumannii
lal Burkholderia cepacia
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Tableau 4: Identification biochimique et moléculaire des 23 isolats bactériens sélectionnés.

Identification moléculaire ADNr16S

Shigella flexneri strain GBB2T
Escherichia coli strain 85QC2CO
Escherichia coli strain 3QC302
Escherichia coli strain 85QC2CO
Escherichia coli strain A201
Citrobacter freundii strain KCOM 1023
Stutzerimonas stutzeri strain SGAir©442
Citrobacter sp. S39

Citrobacter freundii strain CH-GX-LA13-
2022

Enterobacter roggenkampii strain 13846
yvys
Citrobacter freundii strain L75

Citrobacter portucalensis strain
FDAARGOS 738

Pseudomonas sp. GDO 3919
Pseudomonas putida strain: MUFP69

Pseudomonas oleovorans strain
CGKV/78¢2013

Klebsiella pasteurii strain KO206 862
Uncultured Klebsiella sp. clone 1-2-43

Escherichia coli strain M3
Pseudomonas oleovorans JCM 13981
Escherichia coli strain Y8-2
Escherichia coli strain Y8-2
Escherichia coli strain GT8

Pseudomonas sp. SW3
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T Le séquencage du géne ARNr 16S a confirmé Iidentification de certaines souches
(environ la moitié soit 11 sur 23), en fournissant des résultats d'identification du genre cohérents
avec ceux obtenus par les tests API. Cependant, pour le reste des souches, les identifications
obtenues par séquencage difféerent de celles fournies par les galeries. Cela peut étre attribué a

plusieurs facteurs, tels que :

e Les limites des tests API, notamment dans la base de données de référence, ainsi que la
specificité et la sensibilité des tests. Ces éléments peuvent parfois mener a des résultats moins
précis ou fiables pour certaines souches, en particulier pour des espéces génétiquement proches.
Le géne ARNTr 16S est largement utilisé pour Il'identification des bactéries, car il est présent
chez presque toutes les especes bactériennes et contient a la fois des régions conservées et des
régions variables, ce qui permet de les distinguer. Cependant, certaines especes partagent des
séquences ARNr 16S tres similaires, ce qui complique leur identification précise. Les
différences subtiles dans ces sequences peuvent étre détectées plus efficacement par le
séquencage que par les tests API. En général, le séquencage est plus precis pour l'identification
taxonomique, car il fournit des informations sur les relations phylogénétiques basées sur la
séquence genétique, revélant ainsi des distinctions qui peuvent echapper aux tests
API.

> Analyses phylogénétiques

L'arbre phylogénétique a été construit pour 23 isolats sélectionnés avec leurs plus proches

voisins selon GenBank.

L'arbre optimal avec une longueur de la somme des branches = 0,00164940, est
représenté dans la figure 39. 1l a été généré pour visualiser la position évolutive de nos bactéries
environnementales par rapport a leurs plus proches parents étudies. Les analyses évolutives ont
été réalisées avec le logiciel MEGA 5 (Tamura et al., 2011), sur la base de 47 séquences de
1355 paires de bases. Micromonospora acroterricola 5R2A7 (MG725918) a été utilisé comme
groupe externe. Le pourcentage d'arbres répétés dans lesquels les taxons associés se sont
regroupés lors du test bootstrap (500 réplicats) est indiqué a c6té des branches (Felsenstein,
1985). Les distances évolutives ont été calculées a l'aide de la méthode du maximum de
vraisemblance composite (Tamura et al., 2004) et sont exprimées en unités de substitutions
de bases par site. L'analyse a porté sur des séquences de g nucléotides, incluant les positions de
codon ler+2éme+3eme et non codant. Toutes les positions ambigués ont été supprimées pour

chaque paire de séquences, et le jeu de données final comportait 608 positions au total.
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Escherichia fergusonii G2 HQ259944
Shigella flexneri GBB2T OR567253

S5
Escherichia coli ¥Y8-2 MT 192518
Escherichia coli GT8 KY 357317
Escherichia coli A201 MKS51724
o8

Escherichia coli 85QC2C0O OP0638050
QJI Escherichia coli SYWO003 EF620924
Escherichia coli 3QC302 OP067929
S7 Escherichia coli JCDO05 MHS532531
Enterobacter mori DVW1 OQO070192
Klebsiella oxytoca MO0512 MTS808836
Citrobacter freundii FC2974 MH532484
Citrobacter freundii NSCF1 KM406465
Citrobacter sp. CMDB6 PQ757146
Citrobacter freundii CH-GX-LA13-2022 OP7388102
Citrobacter portucalensis M MN744335
uncultured Klebsiella sp. KT461487
Stutzerimonas stutzeri ZN1 OQ892253
sgshf Pseudomonas putida MUFPG69 AB621834
Pseudomonas sp. SW3 SVW3 EF026997
Ectopseudomonas coleovorans CGKWV/78e-2013 MKO78535
Ectopseudomonas oleovorans JCM 13975 LC508002
Pseudomonas sp. K50 K50 AB096260
—— Micromonospora acroterricola 5R2A7 MG725918
a4 Pseudomonas coleovorans BLK3

3

(N

3} pPseudomonas sp AHM21
Pseudomonas coleovorans AHM11
- Stutzerimonas stutzeri AHMZ23
Pseudomonas sp. a1
ab | Klebsiella sp. AHM10
4! Pseudomonas putida AHMA47

Citrobacter freundii AHM2
5| Citrobacter freundii AHM4

100 Enterobacter roggenkampii AHMS

47 | Citrobacter sp AHM12
Citrobacter freundii strain AHM27
Citrobacter freundii AHM34
Klebsiella pasteurii AHM31
S8 || Escherichia coli AHM24
Escherichia coli AHM29_1
Escherichia coli AHM16
94 | Escherichia coli AHMA45
Escherichia coli BLKS
Shigella flexneri AHM35
Escherichia coli AHM13
Escherichia coli AHM18
100" Escherichia coli AHM32

s7

Figure 39: Arbre phylogénétique des 23 isolats sélectionnés et de leurs plus
proches voisins selon GenBank.

5. Antibio-résistance des bactéries isolées a partir des eaux étudiées
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L’étude des profils d’antibiorésistance de 276 souches bactériennes isolées a été

effectuée en utilisant la méthode de diffusion en milieu gélosé. Les antibiogrammes ont été
réalisés conformément aux normes établies par le Comité de I'Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CASFM, 2014).

Les résultats de cette étude ont révélé que la plupart des isolats étaient résistants a
plusieurs antibiotiques. Ces constatations sont cohérentes avec celles rapportées par Chitanand
et al. (2008) et Wawire et al. (2013), qui ont également observé une forte prévalence de

résistances multiples aux antibiotiques dans divers environnements.

e Entérobactéries

Toutes les souches isolées ont été testees pour leur sensibilité a 19 antibiotiques.

La figure 40 montre que les résistances les plus fréquemment observées chez les
entérobactéries sont a la céfazoline (89.93 %), suivies de celles a I'ampicilline (64.15 %), au
furane (41.51 %) a de I'amoxicilline-acide clavulanique (41.51 %), a la céfoxitine (34.59 %) et
a la céfotaxime (33.33 %).

Les souches bactériennes de la famille d’Enterobacteriaceae isolées de quatre stations
ont montré une prédominance de résistance aux p-lactamines, en particulier au céfazoline et a
I’ampicilline, avec respectivement 93,22 % et 64,41 % de souches résistantes (Tableaux A7,
A8, A9 et A10, Annexe 7). Une résistance notable a également été observee a l'association
amoxicilline + acide clavulanique, avec 41,5 % de souches résistantes. Des taux de résistances
modérés ont été constatés pour dautres classes d'antibiotiques (non-p-lactamines) : furane
(41.51 % de souches résistantes), triméthoprime+sulfaméthoxazole (24.52 %), ticarcilline +

acide clavulanique (23.27 % de souches résistantes).

Une résistance faible était détectée au ciprofloxacine (10.06 % de souches résistantes),
a ’aztréonam (8.8 % de souches résistantes), a la fosfomycine (8.8 % de souches résistantes) et

a lertapénéme (5.03 % de souches résistantes).

Les fréquences de résistance aux antibiotiques ATM, CAZ, AKN et GEN étaient plus
faibles pour les souches isolées de stations 1, 2, 3. Aucune résistance n'a été observéee au niveau
S1 pour : TCC.

Le taux de souches résistantes a AN, NIT et FOS enregistré dans la station S1 est

supérieur a celui observé dans les autres stations (S1, S2 et S3).
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Résistance des Entérobactéries aux Antibiotiques selon les sites
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Figure 40: Résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux des stations d’étude. AMP: ampicilline; AMC :

80

60

40
] h I h I J
0 ' ||l L u i
O = = x > N o a = s < o B
: = & ©§ € & & £ &5 ¥ § =2 © ¢

Antibiotiques (Abréviations)

CHL
NIT

amoxiciline+Acide clavulanique ; ATM : aztréonam ; CZN: céfazoline ;FOX : céfoxitine ; CTX:céfotaxime; CAZ: ceftazidime ; IMP :
imipéneme; ETP : ertapéneme; AKN: amikacine; GNM : gentamicine; NA: acide nalidixique; CIP : ciprofloxacine ;Col: colistine ;
CHL : chloramphénicol; NIT: nitrofurane ; SXT : triméthoprime+sulfaméthoxazole; TCC : ticarcilline + acide clavulanique ; FOS:

fosfomycine.
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» Non Entérobactéries

Parmi les 117 souches testées, le plus grand nombre de résistances est observé pour le
triméthoprime+sulfaméthoxazole (40.74% dans la station S3), I’amoxiciline + acide
clavulanique (38.09% dans la station S4), le Céfotaxime (30.95% dans la station S4), la
ticarcilline + acide clavulanique et la piperacillin (30.77% dans la station S1), ’ampicilline
(28.75% dans la station S4). En revanche, aucune résistance n’a été détectée pour les
antibiotiques suivants : tobramycin, nétilmicin et fosfomycine (dans les quatre stations) (Figure
41).

D’apres le tableaux All, A12 et A13 (Annexe 7) nous notons, que les souches de la
famille Pseudomonadaceae présentent un taux de résistance plus élevé aux antibiotiques par
rapport aux autres souches non entérobactériennes, notamment aux : ticarcilline + acide
clavulanique (71.43%), ticarcilline (64.28%), aztréonam (57.14%), piperacillin (50%), suivi par
les souches d’Aeromonadaceae qui montrent une résistances ¢élevée aux
triméthoprime+sulfaméthoxazole (53.85%), ’amoxiciline + acide clavulanique et céfépime
(48.72%), céfazoline (33.33%), ainsi que par celles de Vibrionaceae avec des fréquences
importantes de  résistances  pour  lampicilline  (70.59%),  céfotaxime et

triméthoprime+sulfaméthoxazole (44.12%).

Les tableaux A14, A15 et A16 (Annexe 7), montrent les prévalences de résistances des
souches d’ Acinetobacteriaceae, Burkholderiaceae et Pasteurellaceae qui ont également présenté

un niveau de résistance notable a certains antibiotiques.

Des etudes similaires a nos résultats de susceptibilité aux antibiotiques des
entérobactéries et non entérobactéries ont été menees par Da Costa et al. (2008). Ils ont observeé
une résistance a I'ampicilline et au triméthoprime-sulfaméthoxazole respectivement chez 56,5
% et 47,5 % des isolats parmi les 549 souches d'E. coli prélevées dans les effluents bruts, les
effluents traités et les boues issues de stations d'épuration de huit abattoirs de volailles au
Portugal. De méme, Marinescu et al. (2015), ont mis en évidence une résistance maximale a
I'AMP, au SXT et a I'AMC chez les isolats Gram-négatifs provenant d'eaux usées et de rivieres

réceptrices dans le sud de la Roumanie.
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Résistance aux antibiotiques des non-entérobactéries
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Figure 41: Résistance aux antibiotiques des non entérobactéries isolées a partir des eaux des stations d’étude. AMC : amoxiciline+Acide
clavulanique ; CZN: céfazoline ; FOX : céfoxitine ; CTX:céfotaxime; CAZ: ceftazidime ; FEP : céfépime ; IMP : imipénéme; ATM : aztréonam ;
AKN: amikacine; GNM : gentamicine; TET : tetracycline ; CIP : ciprofloxacine ; LEV : Lévofloxacin ; CHL : chloramphénicol; SXT :
triméthoprime+sulfaméthoxazole ; TIC : ticarcilline ; TCC : ticarcilline + acide clavulanique ; PIP : piperacillin ; TOB : tobramycin ; NRT :
nétilmicin ; FOS: fosfomycine ; FOS: fosfomycine ; Col: Colistine ; AMP: ampicilline; NIT: nitrofurane ; PEN : pénicilline ; ERY :

erythromycin ; DOX : doxycycline.
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e Profils antibiotypiques

Parmi les 276 isolats bactériens des quatre stations étudiées (Tableau A27, Annexe 9),
Soixante-dix-neuf profils de résistance sont observés. Les bactéries isolées de la station S1
présentent 16 profils antibiotypiques, celles de la station S2 en présentent 19, tandis que les
bactéries des stations S3 et S4 montrent respectivement 21 et 29 profils.

Parmi ces profils, nous notons que [I’antibiotype a cinq résistances
AMP/AMC/CTX/TET/SXT est le plus fréquent (15 isolats) suivi par le profil
AMP/AMC/CZN/FOX/CTX/CAZ/IMP/ETP/AKN/GEN/AN/CIP/NIT/TCC (12 isolats),
AMP/CZN/CTXICAZ/ANICIP/Col/NITSXT/TCC/FOS et AMC/CZN/FOXICTX/ICAZIFEP/
ATM/AKN/GEN/TET/CIP/LEVICHL/SXT (9 isolats).

Le tableau A27 (Annexe 9) montre une forte presence des souches multi- résistantes
(85.87 % des 276 souches isolées), dans 1’ensemble des stations d’étude. Les stations S3 et S4
se distinguent par des fréquences particulierement élevées de ces souches resistantes
(résistantes au moins a 3 classes d’antibiotique), atteignant respectivement 25.32 % et 36.29
%. Cela pourrait suggérer une pression antibiotique plus importante ou des conditions
environnementales favorisant la sélection et la propagation de ces souches résistantes dans ces

zones spécifiques.

Les souches de la famille des Enterobacteriaceae présentent une grande diversité de
profils antibiotypiques, comparativement a celles des souches non-entérobactériennes, avec un

haut niveau de résistance aux B-lactamines, au nitrofurane, a I’amikacine et au chloramphénicol.

Un grand nombre de souches d’E.coli, I’espéce la plus abondante parmi les
entérobactéries (avec un taux de 24%), montrent une résistance a 14 antibiotiques:
AMP/AMC/CZN/FOXICTX/CAZ/IMP/ETP/AKN/GEN/AN/CIP/NIT/TCC.

Les souches A. hydrophila et A. sobria présentent également une résistance a 14
antibiotiques, tandis que Serratia odorifera et Citrobacter freundii résistent a 15 antibiotiques.
En revanche, les especes Pantoea spp et Morganella morganii montrent des résistances a 16 et 19

antibiotiques, respectivement.

¢ Indice de résistance multiple aux antibiotiques (indice RMA)

Les résultats du calcul de l'indice de résistance multiple aux antibiotiques des isolats

d’entérobactéries provenant des eaux des quatre stations d’échantillonnage montrent des

valeurs variant entre 0,05 et 1. Environ 69.81% des isolats bactériens présentent un indice RMA
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supérieur ou égal 20,2, avec un pourcentage particuliérement élevé enregistré dans les souches de
la station 4.
Les especes ayant les valeurs les plus élevées de I'indice RMA sont les suivantes:

Morganella morganii (1, station 4), Serratia marcescens (0.5, station 3), Serratia
marcescens (0.45, station 1), Citrobacter freundii (0.43, station 3), Serratia liquefaciens et
Citrobacter freundii (0.42, stations 3 et 4, respectivement), Panteoa spp 2, Serratia odorifera
et Serratia liquefaciens (0.4, stations 1, 3 et 4, respectivement) (Tableaux Al7, A18, A19 et
A20, Annexe 8).

D’apres les calculs obtenus pour les especes non entérobactériennes (Tableaux A 21,
A22, A23, A24, A25 et A26, Annexe 8), on a observé que toutes les bactéries isolées des
familles Pasteurellaceae, Burkholderiaceae, Moraxellaceae (Acinetobacter) et Vibrionaceae
montrent un indice de résistance multiple aux antibiotiques supérieur a 0,2, a I’exception de
Vibrio hollisae (indice RMA = 0.19, stationl), Par ailleurs, environ 66,66 % des souches de la
famille Aeromonadaceae et 57,14 % des souches de la famille Pseudomonadaceae présentent
un indice RMA > 0.2

Les valeurs de cet indice varient entre 0.2 et 0.6 pour toutes les familles de non
entérobactéries. La valeur la plus élevée (0.6) a été enregistrée chez Pasteurella spp, suivie par
Burkholderia cepacia (0.52), Vibrio parahaemolyticus et Vibrio alginolyticus (0.5),
Pseudomonas aeroginosa et Pseudomonas putida (0.42) et Aeromonas hydrophila et
Aeromonas sobria (0.39). Cela indique une résistance notable de ces especes aux antibiotiques,
en particulier chez certaines d'entre elles, ou l'indice RMA atteint des valeurs relativement

élevées.

= Certains profils de résistance aux antibiotiques sont présentés dans les figures 42 a 48.

Figure 42: Résistance d’une souche Aeromonas hydrophila a 5 antibiotiques

(TET/CIP/LEV/CHL/SXT).
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Figure 43: Résistance d’une souche d’Escherichia coli a 9 antibiotiques
(AMC/CZN/CTXICAZ/IMP/AKN/GNM/FTN/TCC).

Figure 44 : Résistance d’une souche de Pantoea sppl a 9 antibiotiques
(AMP/AMC/CZN/FOX/CTX/CAZ/IMP/GNM/SXT).

Figure 45: Résistance d’une souche d’Enterobacter cloacae a 10 antibiotiques
(AMP/AMC/CZN/FOX/CAZICTX/IMP/GNM/AN/SXT).
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Figure 46: Résistance d’une souche de Serratia odorifera & 11 antibiotiques
(AMP/AMC/ATM/CZN/FOX/ICTX/ETP/CHL/FTN/SXT/FOS).

Figure 47 : Résistance d’une souche de Citrobacter freundii a 14 antibiotiques
(AMP/AMC/CZN/FOX/CTXICAZ/IMP/AKN/GNM/AN/CIP/FTN/SXT/TCC).

Figure 48: Résistance d’une souche de Morganella morganii a 19 antibiotiques
(AMP/AMC/ATM /ICZN/FOX/CTX/CAZ/IMP/ETP/AKN/GNM/NA/CIP/Col/CHL/NIT/SX
T/TCCIFOS).

122



I1l. RESULTATS ET DISCUSSION

La résistance aux antibiotiques constitue un probleme majeur de santé publique,
représentant un défi crucial pour la médecine moderne. Si des mesures adéquates ne sont pas
prises, il est estimé que plus de 10 millions de personnes pourraient décéder d'ici 2050 en raison
d'infections provoquées par des bactéries résistantes aux antibiotiques (Kwon & Powderly,
2021; Hou et al., 2023).

Il'y a quelques années, les germes résistants étaient principalement retrouvés aux
établissements hospitaliers. Toutefois, de nos jours, leur détection est de plus en plus courante
dans I'environnement, sans lien spécifique avec les structures de santé (Kumar & Schwezer,
2005).

Les antibiotiques et les bactéries résistantes peuvent peénétrer dans les milieux
aquatiques, tels que les ruisseaux et les riviéres, principalement par les effluents des stations
d’épuration (Su et al., 2024), les rejets des usines chimiques et les activités agricoles, d'élevage
et d'aquaculture (Kimmerer, 2009 ; Singer et al., 2016).

Cette situation constitue une menace potentielle pour I'équilibre de 1’écosystéme
aquatique ainsi que pour la santé humaine. Nombreuses études, notamment celles de
Holmes et al. (2016) et de Vikesland et al. (2019), ont confirmé que les activités humaines,
telles que I'élevage, le traitement des maladies et la production industrielle, contribuent de
maniére significative a I'émergence et la propagation des génes de résistance aux antibiotiques
dans I'environnement. En outre, d’autres études ont été signalées la présence des concentrations
élevées de résidus dantibiotiques, de géenes de résistance et d'organismes résistants aux
antimicrobiens dans des échantillons environnementaux prélevés dans les eaux usées
hospitaliéres, urbaines et les sols traités avec du fumier animal (Hocquet et al., 2016 ;
McKinney et al., 2018).

La présence de bactéries résistantes dans I'environnement résulte principalement de
l'augmentation du portage de ces bactéries résistantes chez 'nomme, ce qui facilite I'échange
et la diffusion des génes de résistance a travers les eaux usées. Ces derniéres peuvent
contaminer les cours d'eau et les nappes phréatiques, contribuant a la dissémination de la
résistance (Dyar et al., 2012 ; Bertrand, 2013). Cette situation est aggravée par la pression
sélective exercée sur le microbiote intestinal des humains et des animaux soumis a un
traitement antibiotique, ce qui favorise I'émergence de souches résistantes. En effet, une étude
menée par Wright (2007) a demontré que I’apparition de bactéries résistantes est directement

liée a l'utilisation des antibiotiques. De plus, des genes de résistance ont récemment été
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retrouves dans divers environnements, tels que les eaux de surface, les nappes phréatiques et
les sédiments, soulignant ainsi I'ampleur de la propagation de cette résistance (Zhuang et al.,
2021 ; Larsson & Flach, 2022).

A I’échelle mondiale, la consommation d’antibiotiques est évaluée entre 100 000 et 200
000 tonnes par an, dont prés de 50 % sont destinés a la médecine vétérinaire (Wise, 2002). En
2010, la consommation d’antibiotiques dans les élevages a été estimée a 63151 tonnes, et des
projections indiquent une augmentation de plus de 60 % d’ici 2030, avec une hausse pouvant
atteindre pres de 100 % dans les pays du groupe BRICS (Brésil, Russie, Inde, Chine, Afrique
du Sud) (Van Boeckel et al., 2015).

Plusieurs recherches montrent que les bactéries reésistantes aux antibiotiques isolées
dans les eaux proviennent principalement des animaux d’élevage, des animaux domestiques
ainsi que des animaux sauvages (Mesa et al., 2006 ; Guenther et al., 2011 ; Dahmen et al.,
2013). Par ailleurs, certaines études rapportent que des souches résistantes ont été extraites des

déjections d'oiseaux marins (Simdes et al., 2010).

Entre 2000 et 2010, l'usage d'antibiotiques chez les humains a cri de 36 %, et de 46 %
entre 2010 et 2018, selon I’étude GRAM (Global Research on Antimicrobial Resistance).
Durant cette période, la consommation d'antibiotiques dans les pays en développement a
enregistré une hausse moyenne de 76 %, avec des augmentations particulierement marquées
en Afrique du Nord, au Moyen-Orient et en Asie du Sud-Est, ou elle a méme dépassé les 100

%. Cette augmentation a conduit & une présence accrue d'antibiotiques dans l'environnement

(Van Boeckel et al., 2014 ; Browne et al., 2021).

En effet, entre 50 et 80 % des antibiotiques ingérés sont excrétés par l'organisme, et les
systemes de traitement des eaux usées ne parviennent pas toujours a les éliminer compléetement.
Cela entraine la présence de concentrations significatives d’antibiotiques et de leurs
métabolites dans les eaux usées, ou l'on retrouve également des bactéries fécales résistantes
aux antibiotiques. Ces bacteéries, ainsi que les génes de résistance qu’elles portent, contribuent
a l'enrichissement du résistome des communautés microbiennes aquatiques (Wright, 2007).
Parallelement, le mélange des bactéries commensales et environnementales et I’interaction
entre les bactéries résistantes et sensibles aux antibiotiques favorise les échanges génétiques

entre ces différentes populations. Ce phénomene facilite la dissémination des génes de
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résistance, contribuant ainsi a la propagation de 1’antibiorésistance. Ces échanges permettent
aux bactéries résistantes de transmettre leurs genes de résistance a d’autres bactéries,
pathogenes ou non. Des recherches ont été mené par Balcazar (2014) et Berglund (2015)
montrent que les génes de résistance peuvent étre transférés d'un environnement a l'autre, par

exemple, des bactéries environnementales aux bactéries pathogeénes.

On peut expliquer donc la présence élevee de bactéries multi résistantes aux
antibiotiques dans les eaux des stations analysées dans le golf d’Annaba par deux facteurs
principaux : d'une part, la résistance naturelle des bactéries, qui résulte de la présence de génes
dans les génomes pouvant induire un phénotype de résistance (Davies & Davies, 2010), et
d'autre part, la résistance acquise. Cette derniére serait due a un environnement propice a la
survie des micro-organismes résistants et des genes de résistance aux antibiotiques, tel que les
eaux usees, ou les échanges génétiques et les événements de recombinaison, se déterminent par
les conditions biologiques et environnementales, favorisant I’évolution de I’antibiorésistance

(Baquero et al., 2008 ; WHO, 2019 ; Berglund et al., 2023).

La gestion de ces genes est particulierement complexe, car ils sont persistants et
peuvent se propager au sein des communautés microbiennes par transfert horizontal de genes,
qui est le meécanisme clé de résistance chez la plupart des bactéries Gram-négatives, notamment

les entérobactéries (Stecher et al., 2012).

Durant la derniere décennie, les systemes de surveillance des résistances dans les
établissements de santé ont observé une hausse de I’antibiorésistance parmi les bactéries,
surtout celles appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Ebongue et al., 2015). Ces
entérobactéries développent différentes mécanismes de résistance aux antibiotiques, parmi
lesquels la production d'enzymes qui hydrolysent les antibiotiques constitue le principal
mécanisme (Kulkarni et al., 2015 ; Li & Nikaido, 2015).

Les résultats de notre étude révélent que les isolats présentent une forte résistance au -
lactamines, notament chez les souches des différentes espéces d’entérobactéries, qui montrent
une résistance trés élevée a la céfazoline et a I’ampicilline. De plus, un nombre considérable
de souches présente également une résistance a I’association amoxicilline + acide clavulanique,

ainsi qu’a la céfoxitine et a la céfotaxime.
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Elles pourraient également résulter de l'acquisition de niveaux élevés de résistance,
souvent dus a l'utilisation courante et abusive de ces antibiotiques en médecine humaine et
animale (Milenkov, 2022).

Cette prédominance de résistance des bactéries entériques de lI'environnement aux [-
lactamines a été largement documentée a I'échelle mondiale (French, 2010). Nombreuses
études, telles que celles de Machado et al. (2009), ont révélé la présence de souches
d’entérobactéries productrices de R-lactamases a large spectre dans I'eau de la riviére Sousa et
le long de la cote de Porto, au Portugal, a proximité des zones ou les eaux usées sont déversées.
De méme, I’étude de Tao et al. (2010) a montré une résistance plus fréquente a ’ampicilline
parmi les bactéries Gram-négatives des rivieres Pearl en Chine du Sud. En Afrique, les travaux
de Toukam et al. (2010) et de Ebongue et al. (2015) sur les eaux usées hospitalieres au
Cameroun ont révélé la présence de nombreuses bactéries, y compris des entérobactéries,
présentant des profils de résistance multirésistants, particuliérement aux [-lactamines. Plus
récemment, Manouore Njoya (2023) a rapporté une resistance particulierement élevée
(98,48%) des especes d’entérobactéries isolées dans les cours d’eaux envers cette famille

d'antibiotiques.

Les isolats non entérobactériens de la famille Pseudomonadaceae, Aeromonadaceae et
Vibrionaceae présentent egalement des taux elevé de résistance aux différentes classes de beta
lactamines. Les souches de Pseudomonas affichant des niveaux de résistance significativement
plus ¢élevés que celles des autres familles non entérobactériaceae. Notamment, chez I’espece
type Pseudomonas aeruginosa (S4) suivi par P.putida (S4) et P.luteola (S1) (Tableaux Al1l,
Al2 et Al3, Annexe 7). Cette observation, suggere que les souches de la famille
Pseudomonadaceae ont des mécanismes de résistance plus développés contre des classes
d'antibiotiques spécifiques, notamment les pénicillines et les céphalosporines, ce qui est
relativement courant dans cette famille, notamment en raison de la production de B-lactamases

ou de la modification des cibles antibiotiques.

L’espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste
couramment présente dans les réseaux d'eau, ou sa résistance naturelle aux antibiotiques
représente un défi majeur (Hanock & Speert, 2000). Grace a sa membrane externe
imperméable et a son systeme de pompes d'efflux, elle échappe facilement a l'action des
traitements antimicrobiens (Aeschlimann, 2003). Obritsch et al. (2004) ont montré que la

multirésistance chez P. aeruginosa est un probléme environnemental omniprésent et croissant,
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reconnu comme une menace pour la santé publique. En réponse a ces risques, I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS, 2006) recommande de surveiller régulierement la présence de P.
aeruginosa dans les eaux utilisées a des fins publiques pour limiter les infections et protéger la

santé.

Plusieurs études ont clairement démontré la résistance naturelle de P. aeruginosa, qui
lui permet de résister a plusieurs B-lactamines grace a la production d'une B-lactamase
chromosomique de classe C, induisible (Philippon et al., 2002 ; Baba Ahmed-Kazi Tani &
Arlet, 2014).

Anuradha et al. (2010) et Ngoh et al. (2011) ont signalé que les souches de P. luteola
isolées en médecine humaine ont montré des résistances contre divers antibiotiques,
notamment les céphalosporines, ainsi qu’a d’autres antimicrobiens appartenant de la famille

des B-lactamines, des aminoglycosides et des tétracyclines.

Al-Bahry et al. (2009) ont rapporté une forte multirésistance aux antibiotiques chez les
isolats prelevés a partir des rejets deaux usees cotieres d'Oman, la résistance étant
particulierement marquée contre l'ampicilline, suivie de la carbénicilline. Leur étude a
également montré que le genre Aeromonas présentait la fréquence de resistance la plus élevée

parmi les bactéries étudiées.

Drieux-Rouzet & Jarlier (2014) ont montré que les eaux de rivieres en Irlande
abritaient davantage de souches Aeromonas productrices de B-lactamases a spectre élargi et
résistantes aux antibiotiques. Un niveau élevé de résistance chez Aeromonas a été également
démontré par Yala et al. (2017). Cette résistance pourrait étre attribuée a divers mécanismes,
tels que la production d'enzymes, lI'imperméabilité de la membrane externe et l'activité des

pompes a efflux, comme l'ont suggéré L. et al. (2015).

En ce qui concerne les vibrions, Freney et al. (2000) ont démontré que 1’espéce Vibrio
alginolyticus présente une forte résistance a I’ampicilline, a la carbénicilline et au
trimethoprime, Nos résultats confirment cette tendance, avec une résistance significative
observée a l'ampicilline et au triméthoprime pour la méme espece (Vibrio alginolyticus)
(Tableau A13, Annexe 7).

Les profils antibiotypiques des isolats, confirment une forte présence de souches multi-

résistantes dans les eaux des stations analysées du golf d’ Annaba, avec le nombre le plus élevé
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de profils de résistance observé chez les souches isolées dans I'eau de I'oued Bedjima suivi par
celles de la plage Jouannoville.

Les différents profils de résistance bactérienne aux antibiotiques peuvent résulter de
plusieurs facteurs environnementaux et humains, tels que la pression sélective exercée par les
conditions locales (Jackson et al., 2016). Dans notre étude, la plus grande diversité de
résistances a été trouvée dans I’oued Bedjima (S4), ce qui pourrait étre dii a une pression
sélective particulierement élevée dans cette station. Cela peut étre lié a des variables
physicochimiques de la qualité de I’eau de I’oued, telles que la profondeur, la concentration en
nutriments, 'oxygene dissous, la salinité et la température. Ces €léments modifient I’activité
biologique et chimique des écosystemes aquatiques, créant des conditions favorables a la
sélection et a la diffusion des résistances, Certaines études ont d’ailleurs montré qu’il existe
une forte relation entre la résistance aux antimicrobiens et diverses variables physicochimiques
de la qualité de I’cau (Maal-Bared et al., 2013). Parall¢lement, les rejets d’abattoir, en tant que
sources de contamination anthropiques, représentent une source potentielle d’introduction de
bactéries résistantes et de génes de résistance dans 1’environnement. Ces rejets, qui contiennent
des résidus d’antibiotiques utilisés pour traiter les animaux ainsi que des bactéries resistantes
présentes dans le tube digestif, se déversent directement dans des milieux aquatiques (Da Costa
et al., 2008 ; Savin et al., 2021), tels que I’oued Bedjima. Cette situation exerce une pression
sélective supplémentaire sur les populations bactériennes, contribuant ainsi a

I’amplification de la diversité des profils de résistance.

Le nombre important de profils de résistance observés dans la plage Jouannoville
pourrait étre lié aux rejets de 1’oued Bedjima, qui se déversent directement dans cette zone, un
milieu récepteur. L’échantillon d’eau analysé (station 3) a été prélevé a seulement quelques
meétres du point de rejet des effluents de 1’oued dans la mer (Figure 12), ce qui permet aux
effluents d'influencer directement la diversité, 1’abondance et le comportement des micro-
organismes présents dans I’environnement cotier vis-a-vis des produits antimicrobiens. Cela
pourrait également créer une pression de sélection favorisant le développement de profils de
résistance. En effet, les effluents de ’oued pourraient entrainer une concentration plus élevée
de substances chimiques, d'agents pathogénes ou de contaminants antimicrobiens dans

I’environnement.
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Notre observation concernant la grande diversité des profils antibiotypiques des
Enterobacteriaceae est confirmée par de nombreuses études. Les genres de cette famille, tels
que Escherichia, Klebsiella, Enterobacter et Serratia, retrouvés dans notre étude, sont bien
connus pour leur capacité a acquérir des résistances multiples aux antibiotiques. Cette diversité
peut étre attribuée a des mécanismes génétiques variés, comme 1’acquisition de plasmides

porteurs de génes de résistance ou des mutations dans des génes cibles.

Il convient également de souligner qu’un nombre important de souches isolées des eaux
des stations analysées présente des résistances €levées au nitrofurane, a 1’amikacine et au
chloramphénicol. Cela indique 1’abondance de ces produits antibactériens dans les eaux usées
évacués dans ces stations. Des études antérieures ont également révélé des taux élevés de
résistance a ces mémes antibiotiques. Par exemple, Phuong et al. (2005) ont observé un
pourcentage particulierement élevé de résistances a la tétracycline, a I’ampicilline, au
chloramphénicol, et au nitrofurantoine parmi les isolats prélevés dans les eaux, les sédiments
et les poissons de la riviére Province. De plus DebMandal et al. (2011) ont également constaté

une résistance élevée aux béta-lactamines et au chloramphénicol.

La résistance au nitrofurane, bien que moins étudiée que celle d'autres classes
d'antibiotiques, suscite une préoccupation croissante, notamment en raison de I'‘émergence
récente de souches d'Enterobacteriaceae résistantes a ce médicament (Khamari et al., 2022).
Parmi les mécanismes de résistance identifiés, I'inactivation des nitrofurans par des enzymes
spécifiques (Osei Sekyere, 2018) et l'altération de la perméabilité de la membrane bactérienne
se révelent particulierement significatifs. En outre, des mutations dans les génes nfsA et/ou
nfsB chez Escherichia coli, pouvant étre causees par des insertions ou des substitutions, ont été
associées a une résistance au nitrofurane, en raison de la production d'une nitroréductase
défectueuse (Khamari et al., 2022).

Bien que l'usage du chloramphénicol soit moins fréquent aujourd'hui, un niveau élevé
de résistance a cet antibiotique a été observé. 1l demeure néanmoins un traitement de deuxiéme
intention pour certaines infections graves. En Europe, son utilisation est interdite chez les
animaux destinés a la consommation en raison des effets toxiques graves gu'il peut provoquer
chez les individus sensibles, tels que la dépression de la moelle osseuse, qui peut entrainer une
anémie aplastique potentiellement mortelle et est également associée a des risques cancérigenes
(Woodward & Watson, 2004 ; Faure, 2009). Par conséquent, sa présence dans les eaux,

notamment marines, représente un risque pour la santé publique.
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La résistance a I'amikacine, un aminoglycoside, est principalement due a la production
d'enzymes modifiant et inactivant ces antibiotiques, un phénomene de plus en plus observé
chez les Enterobacteriaceae résistantes (Faure, 2009). Toutefois, nos résultats différent de ceux
de DebMandal et al. (2011) et Poonia et al. (2014), qui ont observé une résistance moindre a

I'amikacine dans des isolats bactériens provenant de divers milieux aquatiques.

Les résultats du calcul de I’indice de résistance multiple aux antibiotiques révelent que
la plupart des souches isolées, qu'il s'agisse d'entérobactéries ou de non-entérobactéries,
présentent des valeurs égales ou supérieures a 0.2. Cela indique que ces souches présentent une
résistance a plusieurs classes d'antibiotiques, suggérant ainsi une source de contamination
significative, d'origine humaine ou animale, ou I'utilisation d'antibiotiques est courante. Parmi
les antibiotiques les plus utilisés en médecine humaine et dans le domaine de 1'élevage, les B-
lactamines occupent une place prépondérante, suivies des quinolones, aminosides, sulfamides
et tétracyclines (Schmidt et al., 2000 ; Phuong et al., 2005). Ces molécules, frequemment
présentes dans les milieux naturels, peuvent favoriser la sélection et la propagation de bactéries

résistantes, y compris des souches multi-résistantes.

Les valeurs les plus élevé de I’indice RMA ont été observées, en particulier a la station
4, qui recoit les effluents de l'abattoir, comme mentionné précédemment. Selon Gyles (2008)
et Collignon et al. (2013), l'utilisation des antibiotiques dans I'élevage de volaille est courante,
notamment par voie alimentaire ou via l'eau, pour des traitements curatifs, préventifs, de
métaphylaxie ou encore comme agents favorisant la croissance. Cette pratique constitue I'une
des principales causes de I'émergence de nouvelles résistances aux antibiotiques, comme le
soulignent Lepelletier et al. (2015). Ces études confirment que les déversements provenant de
I’abattoir contribue de maniére significative a la propagation de la résistance aux antibiotiques
dans cette station (oued Bedjima). La recherche d’Igbinosa et al. (2011) a montré que les
souches de Pseudomonas aeruginosa isolées d’un effluent d'abattoir affichent des niveaux
élevés de résistance aux antibiotiques. Les isolats analysés ont démontré une résistance

significative a une gamme variée d’agents antimicrobiens d’importance clinique.

Les résultats montrent qu'il est crucial de mettre en place des stratégies pour limiter la
diffusion de ces résistances. Cela peut inclure un meilleur traitement des eaux usées, une
réglementation plus stricte de Il'utilisation des antibiotiques dans l'agriculture, 1’élevage et
I'hbpital, et des campagnes de sensibilisation pour réduire la prescription excessive

d'antibiotiques.
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Conclusion et perspectives

Au terme de ce travail, il est important de rappeler que I’objectif principal a été
d’évaluer la pollution physico-chimique et bactériologique des eaux littorales et continentales
de la baie d’Annaba sur une période d’un an. L’étude a également permis d’examiner la
présence de bactéries Gram négatif, potentiellement pathogénes et résistantes aux
antibiotiques, qui pourraient constituer un danger pour la santé publique.

Les plages de Sidi Salem et de Jouannoville sont des réceptacles pour les rejets de deux
oueds principaux, ’oued Seybouse et I’oued Bedjima, respectivement. Ces eaux subissent une
pression anthropique considérable, entrainant de graves problemes de pollution, notamment

industrielle, agrochimique, atmosphérique, et surtout microbienne.

Les résultats obtenus montrent la présence de charges bactériennes d'origine fécale
particulierement élevées dans les eaux des sites étudies. Cette contamination varie en fonction
des sites et des périodes d’échantillonnage. L’oued Bedjima apparait comme le site le plus
contaminé, ce qui est probablement di aux nombreux raccordements d’eaux usées et au
manque de traitement préalable de ces eaux. De plus, la proximité des rejets provenant de

I'abattoir contribue a aggraver la pollution.

Les bactéries potentiellement pathogenes isolées appartiennent a 20 genres et 45
especes différentes, parmi lesquelles : Escherichia, Salmonella, Shigella, Vibrio, Aeromonas,

Pseudomonas et Acinetobacter.

La présence de bactéries potentiellement pathogenes et multirésistantes aux
antibiotiques dans les eaux analysées est fortement corrélée a la densité de bactéries fécales de
contamination, aux rejets provenant de I’abattoir, ainsi qu'aux fluctuations des facteurs
physico-chimiques saisonniers, notamment la température. Cette présence pourrait étre a

I’origine de I’apparition et la propagation de maladies hydriques.

Un nombre important de souches isolées présente des résistances élevées aux béta-
lactamines, au nitrofurane, a ’amikacine et au chloramphénicol, ce qui indique I’abondance de

ces antibiotiques dans les eaux usées évacuées dans ces zones.

D'aprés nos observations, il apparait que les eaux du littoral d'’Annaba pourraient jouer
un role essentiel en tant que réservoirs facilitant les échanges génétiques, ce qui pourrait

favoriser I'apparition de pathogenes résistants aux antibiotiques.
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Perspectives

En raison de I'état alarmant de la contamination des eaux du golfe d'Annaba, il est
crucial de mettre en place des mesures de prévention appropriées afin de limiter les effets des
activités humaines, notamment les rejets d’eaux usées et la présence de pathogénes résistants

aux antibiotiques. A cet égard, il serait pertinent d’envisager les actions suivantes :

e Moderniser et étendre les stations de traitement existantes pour garantir qu'elles traitent
efficacement tous les types de contaminants, y compris les pathogenes résistants aux
antibiotiques.

e Créer un systéme de surveillance continue de la qualité de I’eau pour détecter en temps réel
la présence de contaminant et intervenir rapidement en cas de dépassement des seuils de

sécurité.

e Organiser des campagnes de sensibilisation sur I’importance de la gestion des eaux usees,
de T’assainissement et des comportements respectueux de 1’environnement. Cela inclut
également l'éducation sur l'usage excessif des antibiotiques et les risques associés a leur rejet

dans les eaux usées.

e Mettre en place des régulations strictes concernant les rejets industriels dans les zones
sensibles, accompagnées d'inspections reguliéres et de mesures punitives, en cas de non-respect

des normes environnementales.

e Encourager des pratiques agricoles respectueuses de ’environnement, notamment en
réduisant 'usage des pesticides, des engrais chimiques et des antibiotiques, dont l'utilisation

excessive peut contaminer les eaux de ruissellement et nuire a la qualité des eaux cotieres.

e FEtablir des collaborations avec des institutions de recherche et des organisations
internationales afin de développer des solutions innovantes et de mener des études sur la
résistance aux antibiotiques dans les milieux aquatiques, tout en partageant les meilleures pratiques

pour la gestion des eaux cotiéres.

e Elargir les protocoles de surveillance microbiologique en intégrant des tests réguliers visant

a detecter une varieté de contaminants, incluant les germes pathogenes, les bactéries d’intérét
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sanitaire, les virus, ainsi que les levures et moisissures.

e FEtudier les supports génétiques et caractériser les génes de résistance des communautés
bactérienne résistantes aux antibiotiques dans tout le littoral, afin de comprendre la diversité
génétique des souches résistantes et d’identifier les éléments génétiques responsables de la

propagation de la résistance.
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Annexes

ANNEXE 1
Tableau A 1: Informations pertinentes au sujet des pathogenes entériques (Références : Agence de la santé
publigue du Canada 20113, c, d, e, f, g, h, i et 20124, b, c, d, e; INSPQ, 2010 et Santé Canada, 2012b).

Bactéries Virus Parasites
Adénovirus, c
_ astrovirus, S o
X S S o S 5
Pathogenes o © (s o entérovirus, g €
= = & o : s =
S = ] 5 norovirus, S ©
o = a 1= ‘= O
) = A ol =
5 £2 S c rotavirus et s ©
3 < @ S O
L © virus de s =
=
I’hépatite A )
Maladie a Virus de
déclaration Oui Oui Oui Oui I’hépatite A Oui
obligatoire seulement
Dose 52100 100 cellules 5004 1000 1000 Souvent 30 a 100 oocystes
infectieuse cellules cellules cellules inconnue et 10 a 100 kystes
Temps lal2jourset3a
d’incubation 1a8jours 1a3jours 1a8jours 1a2jours Variable 25 jours
Alimentset =~ Alimentset = Alimentseteau Alimentset  Aliments et Aliments et eau
eau potable eau potable potable eau potable eau potable contaminés,
contaminés,  contaminés, contaminés, contaminés =~ contaminés, contact avec des
contactavec ~ contactavec = contactavec des et contact contact avec humains ou des
Sources des humains = des humains excréments avec des un humain animaux infectés
d’infection ou des infectés et d’animaux excréments infecté et et baignade en eau
possibles animaux baignade en infectés ou des  contaminés,  baignade en récréative
infectés et eau animaux infectés des eau récréative
baignade en récréative humains ou
eau contaminée des
récréative animaux
contaminée infectés
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Tableau A 2: Liste de quelques pathogénes des eaux usées et leurs symptomes (Vandermeersch, 2006).

Bactéries
Enterococcus faecalis
Salmonella

Shigella

Enterobacter

Yersinia enterocolitica
Legionella
Escherichia coli

Campylobacter jejuni

Staphylococcus
Pseudomonas

aeruginosa

Virus
Coxsackievirus A et B
Echovirus
Poliovirus
Virus de Norwalk
Virus de [’hépatite A
Virus de I’hépatite E
Rotavirus
Reovirus
Coronavirus
Adénovirus
Protozoaires

Giardia lamblia

Cryptosporidium parvum

Toxoplasma

Symptomes

la résistance a presque tous les antibiotiques Gastro-entérites, autres infections
Typhoide, gastro-entérites et septicémie

Diarrhées

Cystites, pleurésies, méningites

Diarrhée

Pneumonie, autres maladies respiratoires

Diarrhée (certaines souches)

Gastro-entérites, diarrhées (1’infection entérique bactérienne la plus répandue en
Amérique du Nord)

Affections cutanées et sous cutanées

Infections ORL, septicémies

Entérovirus
Symptoémes
Méningite, conjonctivite, péricardite, myocardite, diarrhée, encéphalite
Méningite, conjonctivite, péricardite, myocardite, diarrhée, encéphalite
Paralysie, méningite, fievres violente
Gastro-entérite qui dure de 24 a 48 heures
Hépatite A
Hépatite E
Gastro-entérites
Maladie respiratoire, entérite Caicivirus Diarrhée
Gastro-entérites
Infections respiratoires, infections conjonctivales
Symptomes
Douleurs abdominales, diarrhée (la giardiase est maintenant I’infection humaine
entérique non bactérienne ayant la plus forte incidence)
Diarrhées accompagnées de douleurs abdominales, de vomissement et de fievre
Toxoplasmose Microsporidium Diarrhée Helminthes Taenia Diarrhée, douleur

musculaire Ascaris Troubles digestifs
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ANNEXE 2
Table de NPP/ extraite de la norme NF T 90-413 (Pour 3x1 ml, 3x0.1 ml, 3x0.01 ml)

Tableau A 3 : Table de NPP pour 100 ml d’échantillon et limites de confiance a 95% avec trois prises d’essai de

trois dilutions successives (Rejsek, 2002).

. . Limi nfian
Nombre de résultats positifs NPP Imites de confiance

inférieur supérieur

0 0 0 <0.30 0.00 0.94
0 0 1 0.30 0.01 0.95
0 1 0 0.30 0.01 1.00
0 1 1 0.61 0.12 1.70
0 2 0 0.62 0.12 1.70
0 3 0 0.94 0.35 3.50
1 0 0 0.36 0.02 1.70
1 0 1 0.72 0.12 1.70
1 0 2 11 0.4 3.5
1 1 0 0.74 0.13 2.00
1 1 1 11 0.4 3.5
1 2 0 11 0.4 3.5
1 2 1 15 0.5 3.8
1 3 0 1.6 0.5 3.8
2 0 0 0.92 0.15 3.50
2 0 1 14 0.4 3.5
2 0 2 2.0 0.5 3.8
2 1 0 1.5 0.4 3.8
2 1 1 2.0 0.5 3.8
2 1 2 2.7 0.9 9.4
2 2 0 2.1 0.5 4.0
2 2 1 2.8 0.9 9.4
2 2 2 35 0.9 9.4
2 3 0 2.9 0.9 9.4
2 3 1 3.6 0.9 9.4
3 0 0 2.3 0.5 9.4
3 0 1 3.8 0.9 10.4
3 0 2 6.4 1.6 18.1
3 1 0 4.3 0.9 18.1
3 1 1 7.5 1.7 19.9
3 1 2 12 3 36
3 1 3 16 3 38
3 2 0 9.3 1.8 36.0
3 2 1 15 3 38
3 2 2 21 3 40
3 2 3 29 9 99
3 3 0 24 4 99
3 3 1 46 9 198
3 3 2 110 20 400
3 3 3 >110
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ANNEXE 3

Composition des milieux de culture (Rodier et al., 2005)

1. BCPL (gélose lactosé pourpre au bromocrésol) D/C (g/ litre d’eau

distillée)
Tryptone 10
Extrait de viande 6
Lactose 10
Pourpre de bromocrésol 0.05

pH = 6 / autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

2. BCPL (gélose lactosé pourpre au bromocrésol) S/C (g/ litre d’eau

distillée)
Tryptone 5
Extrait de viande 3
Lactose 5
Pourpre de bromocrésol 0.0
25

pH = 6 / autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

3. BLBVB (bouillon bilié lactosé au vert brillant) (g/ litre d’eau distillée)

Bile de beeuf 20
Peptone 10
Lactose 10
Vert brillant 0.01
33

pH = 6 / autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

4. Eau péptonée exempte d’indole (g/ litre d’eau distillée)

Peptone exempte d’indole 10
Chlorure de sodium 5
pH=7.2.

5. Milieu de Rothe D/C (g/ litre d’eau distillée)

Tryptone 30
Glucose 15
Chlorure de sodium 15
Azoture de sodium 0.4
Extrait de viande de beeuf 9

pH = 6.8 / autoclavage a 120°C pendant 15 minutes.



6. Milieu de Rothe S/C (g/ litre d’eau distillée)

Tryptone

Glucose

Chlorure de sodium

Azoture de sodium

Extrait de viande de beeuf

pH = 6.8 / autoclavage a 120°C pendant 15 minutes.

7. Milieu de Litsky (g/ litre d’eau distillée)

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium

Azoture de sodium

Dihydrogénophosphate de potassium
Monohydrogénophosphate de potassium

Solution de violet d’éthyle

pH =7 / autoclavage a 120°C pendant 10 minutes.

8. Eau peptonée tamponée (g/ litre d’eau distillée)

Peptone

Chlorure de sodium

Hydrogénophosphate disodique
Hydrogénophosphate de potassium

pH = 7.2 / autoclavage a 115C° pendant 15 min.

9. Bouillon Sélénite-cystéine (g/ litre d’eau distillée)

Peptone de caséine
Lactose

Phosphate disodique
Sélénite de sodium
Cystine

10. Gélose Mac Conkey (g/ litre d’eau distillée)

Peptone pancréatique de gélatine
Tryptone

Peptone pepsique de viande
Lactose

Sels biliaires

Chlorure de sodium

Rouge neutre

Cristal violet

Agar agar

pH=7.0

15
7.5
7.5
0.2
4.5

20

0.3
2.7
2.7

10
5.0
3.5
1.5

(6]

10

0.01

17.0
15
15

10.0
15
5.0

30.0
1.0

135
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11. Gélose Hektoen (g/ litre d’eau distillée)

Protease peptone
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Sels biliaires

Citrate de ferrigue ammoniacale
Salicine

Saccharose

Lactose

Fuchsine acide

Bleu de brothynol
Agar agar

pH=7.5

12. Gélose SS, Salmonella-Shigella (g/ litre d’eau distillée)

Peptone

Extrait de viande
Lactose

Citrate de sodium
Citrate de fer (I11)
Désoxycholate
Vert brillant
Rouge neutre
N3.25203

Agar

pH = 7.2 / autoclavage a 120°C pendant 15 minutes.

13. Eau peptonée alcaline (E.P.A) (¢/ litre d’eau distillée)

Peptone
Chlorure de sodium
pH = 8.6/ autoclavage 20 min a 121°C

14. Gélose au cétrimide (g/ litre d’eau distillée)

Peptone

Chlorure de sodium

Sulfate de potassium
Monohydrogénophsphate de potassium
Cétrimide (bromure de tétradonium)
Acide nalidixique

Agar

pH = 7.1/ autoclavage 20 min a 121°C.

12
3
5
5
9
15
2
12
2
0.04
0.06
14
5
5
10
10
1
8.5
0.3 mg/l
25
8.5
15
30
30
20
3
10
0.3
0.2
0.015
12
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15. Le milieu King A (¢/ litre d’eau distillée)

Peptone trypsique de gélatine (peptone A)
Glycérol

Sulfate de potassium anhydre

Chlorure de magnésium anhydre

Agar

pH = 7.2 /autoclavage 20 min a 121°C.

16. Le milieu King B (g/ litre d’eau distillée)

Polypeptone (peptone B)

Glycérol

Phosphate bipotassique anhydre
Sulfate de magnésium

Agar

pH = 7.2 / autoclavage 20 min a 121°C.

17. Gélose Mueller-Hinton (g/ litre d’eau distillée)

Hydrolysat acide de caséine

Infusion de viande

Amidon soluble

Agar agar

pH= 6.7/ autoclavage 15 min a 121°C.

18. Gélose TCBS (g/ litre d’eau distillée)

Extrait de levure
Peptone bactériologique
Thiosulfate de sodium
Citrate de sodium
Bile de beeuf
Saccharose

Chlorure de sodium
Citrate ferrique

Bleu de bromothymol
Bleu de thymol

Agar

pH final

20
10
10
1.4
15

20
10
1.5
1.5
15

175
2.0
1.5

17.0

10
10
10

20
10

0.04
0.04
14
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Composition des réactifs et des colorants

Réactif de Kovacs

Diméthyl-amino-4 benzaldéhyde
Pentanol | (alcool amylique)
HCI pur

Violet de Gentiane

Violet de gentiane
Ethanol a 90%
Phénol

Eau distillée

Le Lugol

lode
lodure de potassium
Eau distillée

La Fucshine
Fuchsine basique
Alcool éthylique
Phéno
Eau distillée

Réactif TDA (pour la recherche de tryptophane désaminase)

Perchlorure de fer
Eau distillée

Réactif IND (pour la recherche de I’indole)

Paradimethylaminobenzaldéhyde
Alcool isoamylique

HCL 37%

Réactif VPI (pour la recherche de I’acétoine)

Hydroxyde de potassium
Eau distillee

Réactif VPII (pour la recherche de I’acétoine)

Alpha naphtol
Ethanol

504g
750ml
250ml

19

100ml

1g
100ml
159
100ml

3.4q9
100ml

509
75.0 ml

mi

409
100ml

69
100ml

Annexes




9. Réactif NIT I (pour la recherche du nitrate réductase)

Acide sulfamilique
Acide acétique 5N

10. Réactif NIT 11 (pour la recherche du nitrate réductase)

Naphtylamine
Acide acétique 5N

11. Réactif du rouge de méthyle

Rouge de méthyle
Alcool a 80°

08¢
100 ml

05¢
100 ml

05¢
100ml
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ANNEXE 4

Tableau A 4 : Les primeurs ARN 16S couples d’amorces utilisées lors des PCR.

PCR 27F Manque 26, 1495 R Manque 8, Longueur 1500

Oligo Long Echelle Purification = Documentation = Modifications Taille attendue
27F 20 0.01 HPSF Standard
5- AGAGTT TGATCC TGG CTC AG-3’ 1500 pb
1492R 19 0.01 HPSF Standard

5-GGT TACCTTGTT ACG ACT T-3 1500 pb
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Tableau A 5 : Matrice de corrélation (p-value) des variables physicochimiques et bactériologiques des eaux du golf
d’Annaba. OD : oxygene dissous ; pH : potentiel d’hydrogéne ; Sal : salinité ; Cd : conductivité; T : température de I'eau
; MES : matiéres en suspension. Couleur gris: corrélation significatif.

T pH oD Sal Cd MES
T 0 3.076033e-04  9.020431e-08 1.371888e-05 2.645341e-05 3.199679e-06
pH 0 2.413326e-04 1.637822e-04 2.973857e-05 4.339702e-04
. oD 0 3.733619e-06  2.400991e-05 5.767994e-06
Station 1
Sal 0 5.110858e-05  3.284554e-05
Cd 0 7.534456€-05
MES 0
T 0 0.0017783876 5.220622e-05 0.1830320 0.0007939325 3.074349e-05
pH 0 4.997183e-03 0.4215254 0.0005564845 3.484422¢-03
. oD 0 0.1303681 0.0029450010 2.698455e-04
Station 2
Sal 0 0.3285240326 1.664688e-01
Cd 0 9.462735e-04
MES 0
T 0 0.0005590551 3.931549e-06 1.868646e-05 1.351313e-05 2.295615e-06
pH 0 4.092197e-04 1.459773e-04 9.660734e-04  3.025186e-04
. oD 0 2.874265e-06  2.729494e-06  1.591063e-05
Station 3
Sal 0 4.353298e-05  1.101258e-05
Cd 0 7.615714e-05
MES 0
T 0 3.530695e-05 2.641735e-06 0.0022182242 1.244616e-04 3.802328e-06
pH 0 4.330641e-05 0.0051065864 6.179503e-04  1.479962e-04
Station 4 oD 0 0.0014833827 6.783216e-05 6.148256e-06
Sal 0 2.498299%-04  1.060472e-03
Cd 0 1.691740e-05
MES 0
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Tableau A 6 : Résultats de I'identification de bactéries potentiellement pathogenes et de leur abondance relative
dans I'eau des stations étudiees.

Code des souches

A

VO ZZIrxX«e—-—IOmMMOO®

N<XXSCHwIo

JK

LM
NO
PQ
RS
TU
VW
XY
ZA
AC
BE
KM
OR
SV
WC

Especes bactériens

Escherichia coli
Escherichia vulneris
Pantoea spp
Pantoea spp2
Pantoea sppl
Pantoea spp4
Pantoea spp3
Proteus mirabilis
Serratia marcescens
Serratia ficaria
Serratia liquefaciens
Serratia odorifera
Serratia plymuthica
Klebsiella pneumoniae spp

pneumoniae

0zaenae

Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae spp

Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Citrobacter farmeri
Enterobacter vulneris
Enterobacter cloacae
Shigella spp

Morganella morganii
Hafnia alvei

Salmonella spp
Plesiomonas shigelloides
Burkholderia cepacia
Aeromonas hydrophila
Aeromonas sobria
Aeromonas salmonicida spp

salmonicida

Aeromonas salmonicida spp

masoucida

Vibrio vulnificus
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio hollisae
Vibrio alginolyticus
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas luteola
Pseudomonas aeroginosa
Pseudomonas putida
Pseudomonas mendocina
Brevundimonas vesicularis
Pasteurella spp
Pasteurella pneumotropica
Mannheimia haemolytica
Acinetobacter baumannii
Total

S1

6

N

S2

9

w w

N W

[ep}

w &~

S3

8

(6]

w

s4

12
4
6

N Wk Www w

N

NPFP, P WW

N (6]

w

NEFENDNNDNDWOWN

Total

35
1

= 0o

=N =
N PR AEdMENMOo WD

N
3U1I\)I\)G)I—‘I\).bl\)ou1l\)\lom

Abondance
relative
12.68
1.44
4,34
1.08
1.08
0.72
1.08
3.26
3.62
2.17
1.44
2.17
0.36
1.81

2.89
0.36

5.07
1.81
1.08
2.17
2.89
0.72
0.36
0.72
1.44
0.72
1.81
8.69
4.34
0.36

0.72

5.43
3.62
2.53
0.72
1.81
3.62
0.72
1.44
0.72
0.36
2.17
0.72
0.72
1.81
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ANNEXE 7
Tables de profils de résistance aux antibiotiques des isolats bactériens dans I’ensemble des stations d’étude.

Tableau A 7: Profils de résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux de plage Sidi
Salem. n : nombre total des isolats bactériens.

Plage Sidi Salem (n=27)

& N
8 E\T o~ o) —~ =
— — 1l 11 < 1 ™ o ~
T ¥ £ £ i 3 ¢t L £
Antibiotiques © £ £ S S = s © = =)
testés i S 3 5 2 = 3 g F 3
(n=19) = 2y & E S S o S = =
o [} [<5} — @ Y= O pen) [}
8 & @ 3 £ K = = c 3
ul £ £ 2 © g b ke 5 =
g S 2 = = S 2 1= S
& £ S g 3 5 < 3 5
= 3 @ £ < » 3
© n L0 @
o
Pourcentage de résistance (%o)
Ampicilline 33,33 100 100 100 100 100 50 33,33 0 100
Amoxiciline+
Acide clavulanique 0 66,66 0 100 100 50 100 0 0 50
Aztréonam 16,66 0 0 0 0 50 0 0 0] 0
Céfazoline 83,33 66,66 100 100 100 100 100 100 100 100
Céfoxitine 0 100 0 100 100 100 100 0 0 50
Céfotaxime 33,33 33,33 50 0 50 0 50 0 0 100
Ceftazidime 16,66 33,33 50 0 0 0 50 0 0 100
Imipéneme 0 66,66 100 33,33 50 0 50 0 0 0
Ertapéneme 0 33,33 0 0 0 0 0 0 0 0
Amikacine 0 0 0 0 0 0 0 33,33 0 0
Gentamicine 0 33,33 0 0 0 0 50 0 0 0

Acide nalidixique 0 33,33 0 33,33 50 50 50 0 0 0



Ciprofloxacine

Colistine

Chloramphénicol

Furanes

Triméthoprime+
sulfaméthoxazole

Ticarcilline +
acide clavulanique

Fosfomycine

33,33

33,33

33,33

66,66

100

100

33,33

33,33

33,33

50

50

100

50

50

50

50

50

50

100

100

50

Annexes

50

100



Annexes

Tableau A 8: Profils de résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux d’oued Seybouse. n :
nombre total des isolats bactériens

Oued Seybouse (n= 38)

— [l o
™ a 7 w - & T I~

1 1 I < (=
~ Il c (= S I s ~ I
© =y ~ ~ c
1 ~ — (= (%] (] ~

I ) & = ® = | E 5 5 8
Antibiotiques testés 1 = = ] o e o 3 @ g
=19 c o 5 g g 5 = 2 o @
(n=19) = ® © x S o < 3] 5] o
5 g € s L f£ € &8 3 3
o S - 5 2 3 S E g =
w = 5 s & S T @ = S
a z S 2 2 b < o S
o fust o o ) b S —
haed = = o 1%} el 9 [35]
o (@] —_ = o5} c N

(&} O w w

Pourcentage de résistance (%0)
Ampicilline 22,22 0 33,33 100 100 100 75 | 33,33 0 100
Amoxiciline+

Acide clavulanique 0 |33 0 0 6666 100 75 0 6666 50

Aztréonam 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50
Céfazoline 55,55 66,66 100 = 100 33,33 100 100 66,66 66,66 @ 100
Céfoxitine 0 16,66 0 0 6666 100 50 0 100 100
Céfotaxime 22,22 0 3333 0 3333 0 50 0 0 50
Ceftazidime 22,22 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Imipénéme 0 50 66,66 0O 0 3333 25 0 0 0
Ertapéneme 0 0 0 0 33,33 0 0 0 0 0
Amikacine 0 0 66,66 =~ 100 0 3333 0 0 0 0
Gentamicine 0 33,33 33,33 0 0 0 0 0 0 0
Acide nalidixique 44,44 16,66 3333 0 | 66,66 0 0 0 0 50
Ciprofloxacine 22,22 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Colistine 22,22 0 100 0 0 0 0 66,66 0 0



Chloramphénicol

Furanes

Triméthoprime+
sulfaméthoxazole

Ticarcilline +
acide clavulanique

Fosfomycine

22,22

44,44

22,22

22,22

Annexes

50

100

50
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Tableau A 9: Profils de résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux de plage
Jouannoville. n : nombre total des isolats bactériens.

Plage Jouannoville (n=35)

~ & < = ~ & = g
s & ¥ % L I L T S 0 o | =
t.I;I) 1 S S g f’,’ Py < 2 < 2 R
Antibiotiques “ = *:-; 2 s S S & g E 3 seE | £
4 'S @ Q S w— = S € q o
testés £ o 2 s je; 3 3 3 = 3 =S 33 o
(n=19) = 2 @ = . E S @ S z 3 €S 3
Q £ ] = < o o ) < Q =
< 8 © %) S L IS = © i3] = c E [3)
i 2 S > ] 3] o = < [ =3 R=
S = g |8 |& |& |S$ g 8 z 28 =
o & 2 E S e e 5 S s g= ©
© 5 8 g 5 X ¥
Pourcentage de résistance (%0)
Ampicilline 100 100 66,66 0 100 100 100 100 66,66 100 66,66 100 0
Amoxiciline+
Acide 50 100 100 0 0 100 100 100 33,33 0 0 0 0
clavulanique
Aztréonam 12,5 0 0 50 0 0 0 0 33,33 0 0 0 0
Céfazoline 100 66,66 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Céfoxitine 12,5 66,66 0 0 0 100 100 100 33,33 0 0 50 0
Céfotaxime 62,5 33,33 0 0 0 33,33 50 0 66,66 66,66 0 0 0
Ceftazidime 62,5 33,33 0 0 0 33,33 0 0 33,33 33,33 0 0 0
Imipéneme 37,5 66,66 0 50 0 33,33 50 0 0 0 0 0 0
Ertapéneme 0 0 0 0 0 0 0 0 33,33 0 0 0 0
Amikacine 0 0 0 0 0 33,33 0 100 66,66 33,33 33,33 0 0
Gentamicine 12,5 33,33 0 0 100 33,33 0 0 33,33 0 0 0 0
Acide nalidixique = 37,5 0 0 0 0 66,66 50 0 0 33,33 0 0 0

Ciprofloxacine 75 0 33,33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Colistine 0 0 0 100 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Chloramphénicol = 12,5 0 33,33 0 0 66,66 100 100 100 0 33,33 0 0
Furanes 50 0 66,66 100 100 66,66 100 0 33,33 33,33 0 0 100

Triméthoprime+

sulfaméthoxazole =~ ° | 66:66 100 0 0 33,33 50 0 66,66 0 0 0 0
Ticarcilline +
acide 0 0 0 0 0 33,33 0 100 33,33 33,33 0 100 100
clavulanique

Fosfomycine 12,5 0 0 0 0 0 50 100 33,33 0 0 0 0



Tableau A 10: Profils de résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux d’oued Bedjima. n :
nombre total des isolats bactériens.

Antibiotiques
testés
(n=19)

Ampicilline

Amoxiciline+
Acide
clavulanique

Aztréonam

Céfazoline

Céfoxitine

Céfotaxime

Ceftazidime

Imipéneme

Ertapéneme

Amikacine

Gentamicine

=12)

E.coli (n

33,33

25

91,66

8,33

58,33

41,66

25

8,33

25

16,66

:4)

E.vulneris (n

o~

anN

[6)]

(63

N

N

N

= 6)

Pantoae spp (n

66,6

66,6

16,6

83,3

166

66,6

66,6

33,3

16,6

16,6

3883

Proteus mirabilis (n=4)

25

25

25

:2)

(n

Citrobacter koseri

100

100

50

=5)

Citrobacter freundii (n

100

100

100

100

40

40

60

20

40

20

=3)

Serratia marcescens (n

100

100

66,6

100

100

66,6

33,3
3

Oued Bedjima (n=59)

=3)

Serratia liquefaciens (n

:3)

Serratia odorifera (n

:1)

Serratia plymuthica (n

:3)

Klebsiella pneumoniae spp
pneumoniae (n

Pourcentage de résistance (%o)

100

100

100

100

33,3
3

33,3

100

33,33

33,33

100

100

100

33,33

33,33

33,33

100

100

100

100

33,33

33,33

33,33

:2)

Klebsiella oxytoca (n

100

:3)

Enterobacter cloacae (n

100

100

100

33,3

33,3

33,3

33,3

66,6
6

:3)

Enterobacter vulneris (n

100

33,3

100

66,6

66,6

33,3
3

33,3

Annexes

:]_)

Shigella spp (n

100

100

:]_)

Morganella morganii (n

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

:2)

Hafnia alvei (n

100

100

50

100
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33,3

Acide nalidixique 833 0 °2° 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 3 0 100 O
_ . 16,6
Ciprofloxacine 833 0 “p° 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O
Colistine 0 0 o0 100 0 0 6%'6 0 0 0 0 0 0 0 100 100 100
Chloramphénicol 0 0 1%6 0O 0 0 0 32’3 0 0 0 o 0 0 0 100 0
Furanes 50 g 0 100 50 60 100 6%6 100 0 0 0 0 6%'6 100 100 0
Triméthoprime+ 16,6 33,3 33,3
sulfaméthoxazole 0 0 6 0 0 20 0 3 0 0 0 0 3 0 0 100 | 100
Ticarcilline + 2 66,6 333 333 666
acide 4166 ¢ 2° 0 0 60 0 2> 333 100 100 0 s g 100 100 0
clavulanique
Fosfomycine o 0 o o o o o 333 0 0 o o X3 o 100 o
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Tableau A 11: Profils de résistance aux antibiotiques des Pseudomonas isolées a partir des eaux de I’ensemble de
stations d’étude. n : nombre total des isolats bactériens.

Oued Plage -
.. _ . Plage Sidi
Oued Bedjima (n=12) Seybouse = Jouannoville _
_ _ Salem (n=4)
(n=4) (n=28)
S & ~ N S
I} I < I ~ F ~ < N 1l
e £ g S = M nos N0 3
Total m @ £ © s 2 £ S e £ @
Antibiotiques = (n=28) 3 @ cu = © S © o | = q, © @
testés s 8 2§ g 3 E 8 8 £ g ¢
(n=13) o S 2 & E g = =R a | 3 S
& = &8 F g2 2 2 g £ 8 8 =
0 1%} S B2 c © c c Q c c %
© © Q S = S S IS o S @
c c IS S I = = g 9 1S = S
=) 2 S S S S s 3 S S 2
IS IS 3 g S S S S 2 ° k=) IS
[} o > 3 > c > > P 3 > o
T 5 & 3 g S 3 g & & B 3
> 3 o o a > a a o o 2
g ol a & 8
Pourcentage de résistance (%0)
Ticarcilline 64,28 100 66,66 0 100 100 100 75 100 50 0 100 0
Ticarcilline + 10
acide 71,43 100 66,66 100 50 100 100 75 0 25 50 = 100 50
clavulanique
Piperacillin 50 100 0 100 0 0 0 0 50 | 100 @100 @ 100 50
Ceftazidime 21,43 100 0 50 0 0 0 0 50 25 0 50 0
Imipénéme 14,28 0 0 0 0 100 0 50 0 0 0 0 0
Aztréonam 57,14 100 100 100 0 0 0 0 50 75 100 100 50
Amikacine 14,28 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0

Gentamicine 7,14 50 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0



Tobramycin

Nétilmicin

Ciprofloxacine

Fosfomycine

Colistine

10,71

50

50

Annexes

0 0
0 0
0 0
0 0
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Tableau A 12: Profils de résistance aux antibiotiques des Aeromonas isolées a partir des eaux de I’ensemble de
stations d’étude. n : nombre total des isolats bactériens.

Oued . Plage Sidi
.. Plage Jouannoville
Oued Bedjima (n=17) Seybouse g (n= 8) Salem
(n=10) (n=4)
< S S o Ko <
IS s S 4 s9 = s IS K IS
@5 5 5§ Bt B % 3 5 g
I n= 5 £.Q ES T o g
AntlblOt]IQUes 25 é & 5 Eo 5 S 2s § — ) § & E,,TI?
testes o U = g S ol E o I g o o
(n=16) g 2&£ gg& g3 €& gs& g= °c g=
S g s S S g S g S
= = £ s £ € £ = £ = £
S < S @ sg 2 < S 4 <
) s s 2 f<r) fer) et}
< < < < < <
Pourcentage de résistance (%0)
AmoxicilinerAcide  4q2, 5555 109 0 0 3333 50 60 66,66 0
clavulanique
Céfazoline 33,33 33,33 0 0 0 50 75 40 0 50
Céfoxitine 12,82 11,11 0 0 0 33,33 50 0 0 0
Céfotaxime 23,08 33,33 40 0 0 0 75 20 0 0
Ceftazidime 20,51 22,22 40 0 100 0 50 0 0 0
Céfépime 48,72 33,33 40 100 0 83,33 25 80 0 75
Imipéneme 5,13 0 20 0 0 0 0 0 33,33 0
Ertapéneme 10,26 0 20 0 0 0 50 0 33,33 0
Aztréonam 17,95 33,33 40 0 0 0 50 0 0 0
Amikacine 20,51 33,33 60 100 0 0 0 20 0 0
Gentamicine 23,08 22,22 80 100 0 0 0 0 66,66 0
Tetracycline 28,2 33,33 60 0 0 0 0 60 33,33 25
Ciprofloxacine 10,26 11,11 20 0 0 0 0 20 0 25
Lévofloxacin 15,38 22,22 20 0 0 0 0 40 0 25
Chloramphénicol 20,51 11,11 20 0 0 0 50 60 0 25
Triméthoprime+ 53 85 44.44 60 0 0 33,33 75 60 100 75

sulfaméthoxazole
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Tableau A 13: Profils de résistance aux antibiotiques des Vibrio isolées a partir des eaux de I’ensemble de
stations d’étude. n : nombre total des isolats bactériens.

Antibiotiques
testés
(n=8)

Ampicilline

Amoxiciline+Acide
clavulanique

Céfotaxime
Tetracycline

Chloramphénicol

Triméthoprime+
sulfaméthoxazole

Colistine

Furanes

Total

(n=34)

70,59

26,47

44,12
17,65

5,88

44,12

11,76

Oued
Bedjima
(n=11)
&
1l
%) £
1 (%]
[ >
= 2
3 =
2 S
= =
= &
s 5
2 5
o o
< o
-
>
83,3
5 100
33,3
50 3
33,3
5 100
16,6 66,6
6 6
0 0
33,3
5 100
0 0
0 0

=2)

Vibrio alginolyticus (n

10
0

50

10

50

=4)

Vibrio vulnificus (n

75

25

75

Oued
Seybouse
(n=12)

=3)

Vibrio parahaemolyticus (n

0

100

:5)

Vibrio hollisae (n

40

0

20

Plage

Jouannoville

(n=7)

:3)

Vibrio vulnificus (n

Pourcentage de résistance (%0)

100

33,33

:4)

Vibrio parahaemolyticus (n

25

50

50

25

Plage Sidi
Salem
(n=4)

?\l\ —

I N

£ g

4 g

2 8

£ 3

E <

o 2

s S

s >

100 50

50 0

0 100

0 0

0 0

50 0

0 0
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Tableau A 14: Profils de résistance aux antibiotiques des Pasteurella isolées a partir des eaux de I’ensemble de
stations d’étude. n : nombre total des isolats bactériens.

Oued Bedjima (n=2) Oued Seybouse (n=4)

Antibiotiques Total o 8 «
testés (n=6) 2 S 3 £ 8
— S0 ~ E 8 — S5
(n=11) = 559 229
= 2 EC SEELC
g o =£
Pourcentage de résistance (%0)
Pénicilline 100 100 100 100
Ampicilline 33.33 100 0 0
AmOX|C|I|ne_+ 16.66 50 0 0
Acide clavulanique
Céfotaxime 16.66 50 0 0
Erythromycin 66.66 100 50 50
Aztréonam 0 0 0 0
Lévofloxacin 0 0 0 0
Tetracycline 0 0 0 0
Doxycycline 16.66 50 0 0
Chloramphénicol 33.33 100 0 0
Triméthoprime 33.33 100 0 0

+sulfaméthoxazole
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Tableau A 15: Profils de résistance aux antibiotiques de Burkholderia isolées a partir des eaux de 1’ensemble de
stations d’étude. n : nombre total des isolats bactériens.

Oued Seybouse (n=5)

Antibiotiques testés (n=5)

Burkholderia cepacia

Pourcentage de résistance (%)

Ceftazidime 40
Chloramphénicol 40
Triméthoprime+sulfaméthoxazole 80
Ticarcilline + acide clavulanique 80

Piperacillin 20
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Tableau A 16 : Profils de résistance aux antibiotiques des Acinetobacter isolées a partir des eaux de I’ensemble de
stations d’étude. n : nombre total des isolats bactériens.

Plage Jouannoville Plage Sidi Salem
(n=4) (n=1)

Total (n=5) % = % -
- - - s — C C
Antibiotiques testés (n= 14) % S § S
3§ s €
55 5 5
< <
Pourcentage de résistance (%)
Ticarcilline 80 75 100
Ticarcilline + acide clavulanique 80 75 100
Piperacillin 40 25 100
Ceftazidime 0 0 0
Imipénéme 0 0 0
Amikacine 40 50 0
Gentamicine 20 25 0
Tobramycin 0 0 0
Nétilmicin 0 0 0
Ciprofloxacine 0 0 0
Lévofloxacin 80 75 100
Doxycycline 0 0 0
Triméthoprime+sulfaméthoxazole 80 75 100

Colistine 0 0 0
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Annexes

Tables des résultats de I’indice de résistance multiple aux antibiotiques dans I’ensemble des stations d’étude.

Tableau A 17: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux de
plage Sidi Salem. n : nombre total des isolats bactériens.

=27)

Plage Sidi Salem (n

Isolats bactériens
E.coli

Pantoae spp 2
Pantoae spp 4
Citrobacterfreundii
Serratia marcescens
Serratia ficaria
Enterobacter cloacae
Klebsiella oxytoca
Salmonnella spp
Plesiomonas shigelloides

Nombre
6

NN WNDNDNDWNDW

Indice RMA
0,13
0,4
0,29
0,3
0,45
0,31
0,34
0,09
0,18
0,34

Tableau A 18 : Indice de résistance multiple aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux
d’oued Seybouse. n : nombre total des isolats bactériens.

= 38)

Oued Seybouse (n

Isolats bactériens
E.coli

Pantoae spp
Proteus mirabilis
Citrobacter koseri
Citrobacter farmeri
Citrobacter freundii
Serratia ficaria
Serratia marcescens
Enterobacter cloacae
Salmonnella spp

Nombre
9

NWWhAwWwwWwNnWwD

Indice RMA
0,17
0,14
0,31
0,26
0,3
0,28
0,2
0,1
0,12
0,37

Tableau A 19: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux de
plage Jouannoville. n : nombre total des isolats bactériens.

= 35)

Plage Jouannoville (n

Isolats bactériens
E.coli

Pantoae spp 1
Pantoae spp 3
Proteus mirabilis
Citrobacter koseri
Citrobacter freundii
Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Serratia odorifera
Enterobacter vulneris
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae spp
pneumoniae

Shigella spp

Nombre
8

NWWWEFENWEFEDNW®W

[XN

Indice RMA
0,37
0,3
0,26
0,21
0,21
0,43
0,5
0,42
0,4
0,23
0,12
0,18

0,16
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Tableau A 20: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des entérobactéries isolées a partir des eaux d’oued
Bedjima. n : nombre total des isolats bactériens.

Isolats bactériens Nombre Indice RMA
E.coli 12 0,23
E.vulneris 4 0,17
Pantoae spp 6 0,35
Proteus mirabilis 4 0,2
Citrobacter koseri 2 0,16
o~ Citrobacter freundii 5 0,42
Ll? Serratia marcescens 3 0,38
£ Serratia liquefaciens 3 0,4
g Serratia odorifera 3 0,31
= Serratia plymuthica 1 0,16
2 Klebsiellg pneumoniae spp 3 0,21
= pneumoniae
S Klebsiella pneumoniae spp 1 0,1
O ozaenae
Klebsiella oxytoca 2 0,05
Enterobacter cloacae 3 0,3
Enterobacter vulneris 3 0,33
Shigella spp 1 0,26
Morganella morganii 1 1
Hafnia alvei 2 0,29

Tableau A 21: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des Pseudomonas isolées a partir des eaux du Golfe
d’Annaba. n : nombre total des isolats bactériens.

Stations Isolats bactériens Nombre Indice RMA
Pseudomonas aeroginosa 2 0,42
- g ~ Pseudomonas luteola 2 0,42
S S ¥ Pseudomonas fluorescens 3 0,18
Cec Pseudomonas putida 2 0,11
Pseudomonas mendocina 2 0,23
2] ~~
- 3y Pseudomonas luteola 4 0,15
S ol
S <&
Owvw o
3
5
c Pseudomonas luteola 2 0,27
o 2
s 3
Q e Pseudomonas spp 4 0,25
[a @ = 63
23
oasSc Pseudomonas putida 2 0,27
I
% Pseudomonas luteola 2 0,35
=
S
w e
(5]
c_%’ Pseudomonas fluorescens 2 0,11
o
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Tableau A 22: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des Aeromonas isolées a partir des eaux du Golfe
d’Annaba. n : nombre total des isolats bactériens.

Stations  Isolats bactériens Nombre Indice RMA
Aeromonas hydrophila 9 0,25
o _ Aeromonas sobria 5 0,39
3 :§ S Aeromonas salmonicida spp salmonicida 1 0,19
S 3
O oc
ol Aeromonas salmonicida spp masoucida 2 0,06
D
N H
3329 Aeromonas hydrophila 6 0,14
S5 Q
SRS :
a n Aeromonas sobria 4 0,34
-
= \1:'/ Aeromonas hydrophila 5 0,29
< D
5
L 9 ©
=5
= Aeromonas sobria 3 0,21
S
=
g aE) < Aeromonas hydrophila 4 0,19
ey
(a5}

Tableau A 23: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des Vibrio isolées a partir des eaux du Golfe
d’Annaba. n : nombre total des isolats bactériens.

Stations Isolats bactériens Nombre Indice RMA
Vibrio vulnificus 6 0,27
3 E - Vibrio parahaemolyticus 3 0,5
S35 N
Cac I N
oM Vibrio alginolyticus 2 0,5
\'é Vibrio vulnificus 4 0,22
T o
% 2N . .
33 Vibrio parahaemolyticus 3 0,21
o 2
5 3 Vibrio hollisae 5 0,2
>
® E = Vibrio vulnificus 3 0,25
D C
S c o
asS <&
= Vibrio parahaemolyticus 4 0,28
= =2
= |l 1hri ifi
» £ Vibrio vulnificus 2 0,25
(5]
g5
“ 8 Vibrio hollisae 2

0,19
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Tableau A 24: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des Pasteurella isolées & partir des eaux du Golfe
d’Annaba. n : nombre total des isolats bactériens.

Pasteurella

Stations Isolats bactériens Nombre Indice RMA
(4o
£
oo 2 0,6
& 0 Pasteurella spp
'O -
(5]
>
O

. 2 0,14
Pasteurella pneumotropica

Mannheimia haemolytica 2 0,14

Oued Seybouse (n
4)

Tableau A 25: Indice de résistance multiple aux antibiotiques de Burkholderia isolées a partir des eaux du Golfe
d’Annaba. n : nombre total des isolats bactériens.

Burkholderia

Stations Isolats bactériens Nombre Indice RMA

o

1

£

3

3

< Burkholderia cepacia 5 0,52
)

©

(<)

=)

O

Tableau A 26: Indice de résistance multiple aux antibiotiques des Acinetobacter isolées a partir des eaux du Golfe
d’Annaba. n : nombre total des isolats bactériens.

Acinetobacter

Stations Isolats bactériens Nombre Indice RMA
@
3T _ N
S E Acinetobacter baumannii 4 0,28
oS
>
o
Law}

Acinetobacter baumannii 1 0,36

Plage Sidi Salem
(n=1)
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ANNEXE 9

Table des Profils antibiotypiques des isolats bactériens de I’ensemble des stations d’étude.

Tableau A 27: Profils antibiotypiques des isolats bactériens de I’ensemble des stations étudiées.

Nombre d'isolats
présentant un

Profils de résistance Cigts?si?aﬁng;:ﬁe I\-IOCFIT;E " d'arl:i(i)tr)?(?trigues Bactéries résistantes
chaque site isolats
S1|S2|S3|s4
CZN 00|02 2 1 Klebsiella oxytoca
CAZ 00|02 2 1 Aeromonas salmonicida spp masoucida
CZN/ FOX 00|01 1 2 Klebsiella pneumoniae spp ozaenae
TIC/ TCC ololol s 3 2 Pseudomonas ment_jocine!,
Brevundimonas vesicularis
CHL/NIT 03|00 3 2 Vibrio parahaemolyticus
AMP/ CTX 210010 2 2 Vibrio hollisae
PEN/ ERY 0|2|01|0 2 2 Mannheimia haemolytica
AMC/ CZN/ AKN 310010 3 3 Klebsiella oxytoca
AMP/ CZN/ TCC 00|01 1 3 Serratia plymuthica
TCC/ PIP/ ATM 210010 2 3 Pseudomonas fluorescens
AMP/AMC/SXT 2141010 6 3 Vibrio vulnificus
AMC/ CZN/ FOX 03|00 3 3 Enterobacter cloacae
TIC/ TCC/ IMP 0| 4|02 6 3 Pseudomonas luteola
TIC/ TCC/ ATM 0| 0|0]|S3 3 3 Pseudomonas fluorescens
CZN/ NIT/ TCC 00|10 1 3 Shigella spp
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Aeromonas salmonicida spp

FEP/AKN/GEN 1 1 salmonicida
FOX/ Col/ NIT/ SXT 0 2 Salmonella spp
AMP/ CZN/ Col/ NIT 0 3 Serratia marcescens
AMP/ CTX/ SXT/NIT 0 5 Vibrio hollisae
PEN/ AMP/ ERY/ SXT 0 2 Pasteurella pneumotropica
AMP/ CZN/ AKN/CHL 0 3 Klebsiella oxytoca
AMP/ CZN/ FOX/ TCC 0 2 Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae
TCC/ PIP/ ATM/ AKN 0 2 Pseudomonas putida
AMP/ AMC/ CTX/ SXT 0 3 Vibrio vulnificus
AMP/ CZN/ GEN/ NIT 2 3 Citrobacter koseri
TIC/ TCC/ PIP/ LEV/ SXT 0 1 Acinetobacter baumannii
TIC/ TCC/ PIP/ CAZI ATM 0 4 Pseudomonas luteola
AMC/ CZN/ FOX/ FEP/ SXT 0 6 Aeromonas hydrophila
TCC/ PIP/ CAZ/SXT/ CHL 0 5 Burkholderia cepacia
ATM/ CZN/ IMP/ Col/ NIT 0 2 Proteus mirabilis
u| o i Pl o
CZN/ CAZ/ Col/ NIT/ TCC 1 1 Shigella spp
AMP/ AMC/ CZN/ Col/ SXT 2 2 Hafnia alvei
AMP/ CZN/ CAZ/ AKN/ NIT/ TCC 0 2 Citrobacter koseri
AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ IMP 0 4 Serratia ficaria
AMC/ IMP/ ETP/ GEN/ TET/SXT 0 3 Aeromonas sobria
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TIC/ TCC/ PIP/ CAZ/ ATM/ Col

Pseudomonas spp

ATM/ CZN/ CTX/ IMP/ Col/ NIT

Proteus mirabilis

AMP/ CZN/ FOX/ CTX/ GEN/ TCC

Klebsiella pneumoniae spp pneumoniae

TIC/ TCC/ PIP/ CAZ/ ATM/ GEN

Pseudomonas aeroginosa

AMP/ ATM/ CZN/ CTX/ CAZ/ CIP/
SXT

Escherichia coli

AMP/ CZN/ CTX/ CAZ/ IMP/ NIT/
SXT

Pantoea spp 4

CZN/ FEP/ TET/ CIP/ LEV/ CHL/
SXT

Aeromonas hydrophila

AMP/ AMC/ CZN/ CIP/ CHL/ NIT/
SXT

Pantoea spp 3

TIC/ TCC/ PIP/ AKN/ GEN/ LEV/
SXT

Acinetobacter baumannii

TCC/ PIP/ CAZ/ ATM/ AKN/ GEN/
Col

Pseudomonas putida

AMC/ CZN/ FOX/ IMP/ GEN/ AN/
NIT/ SXT

Pantoea spp

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ IMP/
AKN/NIT/ TCC

Citrobacter freundii

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ AKN/
CHL/TCC/ FOS

Serratia liquefaciens

AMP/ CZN/ CTX/ CAZ/ AKN/ AN/
NIT/ TCC

Enterobacter vulneris

AMP/ AMC/ PEN/ CTX/ ERY/
CHL/ DOX/ SXT

Pasteurella spp

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ IMP/ AN/
CHL/ NIT/ FOS

Citrobacter freundii

AMP/ AMC/ ATM/ CZN/ FOX/ AN/
CHL/ NIT/ SXT

Serratia ficaria
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AMPé :zh;lgl I(D:/z(l:\:f| E?Izg é:TX/ 2 9 Plesiomonas shigelloides
s | 9
AMP/ ATI\'ZI\/K(IZ\IZ/I;I\I/I%'_I'I_)((:/(?AZ/ ETP/ 0 9 Escherichia vulneris
AM Pé: '?_l\;l /Cé z-zrllv(l,‘/o(I:/ZN,\II{I' FOX/ 0 9 Serratia marcescens
AMP/ AIII\\/I/I(;; gé N// TNT/S(;(-!I-'X/ CAZI |, 10 Enterobacter cloacae
AMP/ CZAI\I\IIIICCT0|>/</I\: I1\4/F’/T éléN/ GEN/ | 10 Proteus mirabilis
smmEA | .
AMC/ E‘%Fl:y:'?l\)/l(; ((;PIE; SQ_%/ FEP/ | 10 Aeromonas sobria
AMC/ (éﬁl:y I_CI;—\;;/CFI-E{; 'SA)}(SI,'\U TET/ | 10 Aeromonas hydrophila

Suite tableau A 27: Profils antibiotypiques des isolats bactériens de I’ensemble des stations étudiées.

AMP/ AMC/ CZN/ CTX/ CAZ/ IMP/
AKN/ GEN/ NIT/ TCC

10

Serratia odorifera

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ CAZ/
IMP/ AKN/ SXT/ TCC

10

Enterobacter cloacae

AMP/ CZN/ CTX/ CAZ/ AN/ CIP/
Col/ NIT SXT/ TCC/ FOS

11

Escherichia coli

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ ETP/
AN/ CHL/ NIT/ SXT/ TCC

11

Citrobacter farmeri

AMP/ ATM/ CZN/ CTX/ CAZ/ AKN/
GEN/ AN/ NIT/ TCC/ FOS

11

Enterobacter vulneris

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ IMP/
AN/ Col/ CHL/ NIT/ SXT/ FOS

12

Serratia marcescens

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CAZ/ IMP/

12

Serratia liquefaciens




AKN/ CHL/ NIT/ SXT/ TCC/ FOS
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AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ CAZ/
IMP/ ETP/ GEN/ AN/ CIP/ NIT/ SXT

13

Pantoea spp 2

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ CAZ/
IMP/ AKN/ GEN/ AN/ CHL/ NIT/
SXT/ TCC

14

Citrobacter freundii

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ CAZ/
IMP/ ETP/ AKN/ GEN/ AN/ CIP/
NIT/ TCC

12

12

14

Escherichia coli

AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ CAZ/ FEP/
ATM/ AKN/ GEN/ TET/ CIP/ LEV/
CHL/ SXT

14

Aeromonas hydrophila

AMC/ CTX/ CAZ/ FEP/ IMP/ ETP/
ATM/ AKN/ GEN/ TET/ CIP/ LEV/
CHL/ SXT

14

Aeromonas sobria

AMP/ AMC/ ATM/ CZN/ FOX/ CTX/
CAZ/ IMP/ GEN/ AN/ CIP/ CHL/
NIT/ SXT/ FOS

15

Escherichia coli

AMP/ AMC/ ATM/ CZN/ FOX/ CTX/
CAZ/ ETP/ AKN/ GEN/ CHL/
NIT/SXT/ TCC/ FOS

15

Serratia odorifera

AMP/ AMC/ CZN/ FOX/ CTX/ CAZ/
IMP/ ETP/ AKN/ GEN/ AN/ CIP/
NIT/ SXT/ TCC

15

Citrobacter freundii

AMP/ AMC/ ATM/ CZN/ FOX/ CTX/
CAZ/ IMP/ ETP/ AKN/ GEN/ AN/
CIP/ CHL/ SXT/ TCC

16

Pantoea spp

AMP/ AMC/ ATM/ CZN/ FOX/ CTX/
CAZ/ IMP/ ETP/ AKN/ GEN/ NA/
CIP/ Col/ CHL/ NIT/ SXT/ TCC/
FOS

19

Morganella morganii

Nombre de profils de résistance

16

19

21

29

276
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