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INTRODUCTION




Introduction

Les effluents générés par 1’activité hospitaliére peuvent présenter un danger potentiel

pour I’homme et son environnement compte tenu de la nature et de I’importance des substances
spécifiques qu’ils contiennent (résidus médicamenteux, réactifs chimiques, antiseptiques,
détergents, révélateurs et fixateurs de radiographies...)
En outre, les effluents hospitaliers contiennent des bactéries potentiellement pathogénes, des
virus et des champignons. Ces déchets liquides sont évacués au méme titre que les rejets urbains
classiques vers le réseau d’assainissement communal sans traitement préalable (Coralie et al.,
2002).

Les pollutions microbiologique, toxicologique et génotoxique (substances
cancérogenes, mutagenes), ajoutées a I’importance des volumes d’effluents produits (de 1’ordre
de 1 m¥jour/lit actif) aménent a se poser plusieurs questions sur leur risque potentiel pour
I’homme et son environnement.

Les effluents non traitées générés par les activités hospitaliéres peuvent contribuer
largement a la dissémination des bactéries multi-résistantes (BMR) dans I’environnement. Les
BMR des effluents proviennent essentiellement soit des produits biologiques (sang, urines, pus
etc.) des patients colonisés (Akoua et al., 2004, Guessennd et al., 2008), soit de transfert
horizontal de génes de résistance entre les souches multi-résistantes infectieuses et des souches
environnementales (Thomas et al., 2007). Ces BMR généralement responsables des infections
nosocomiales peuvent se retrouver dans 1’environnement en particulier dans les eaux de surface
(Mehmet et al., 2008) et étre impliquées dans les infections communautaires (Rhazi et al.,
2007).

Des études sur la résistance des bactéries aux antibiotiques est devenue une Vvéritable
préoccupation pour le personnel soignant et pour les malades, comme 1’atteste [(Schwartz et
al.,2003) ;(Boillot et al.,2008) ;(Chitnis et al.,2013)].

La présence des BMR dans les eaux de surface pourrait donc étre un maillon important dans la
dissémination et la circulation des génes de résistance véhiculés par ces bactéries. L’objectif de
cette étude bibliographique était de pouvoir mettre le doigt sur le probleme des effluents
hospitaliers essentiellement chargés en BMR et de la dissémination de résistance vis-a-vis de

certains antibiotiques et cela a travers cing articles choisis.
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Chapitre I : Les eaux usées d’origine Hospitaliére
1. Définition

Les eaux usées hospitalieres (EUH) sont les eaux usées rejetées par toutes les activites
hospitalieres, médicales et non médicales, y compris les activités dans les salles de chirurgie,
les salles d'examen, les laboratoires, les salles de créche, les salles de radiologie, les cuisines et
les buanderies (Al Aukidy et al.,2017).

Les eaux usées des hdpitaux sont des mélanges complexes, capables de générer des

problemes environnementaux majeurs, car ils sont 5 a 15 fois plus toxiques que les effluents
urbains classiques (Emmanuel et al.,2009).
Les hopitaux consommeraient 400 a 1 200 litres d'eau par jour et par lit. La consommation
d’eau par lit serait ainsi approximativement deux fois supérieure de celle attendue sur la base
de « I’Equivalent-Habitant » (Boillot,2008). Cette importante consommation en eau des
hopitaux donne naissance a de grands volumes de rejets liquides chargés de micro-organismes
(dont certains sont multi résistants aux antibiotiques), de métaux lourds (en particulier le
mercure et ’argent) et de produits chimiques toxiques (résidus médicamenteux, réactifs
antiseptiques, détergents, révélateurs et fixateurs de radiographies...), parfois radioactifs
(Emmanuel et al.,2001).

2. Origine des effluents liquides hospitaliers
D’un point de vu qualitatif, les effluents liquides hospitaliers peuvent étre classés en trois
grandes catégories (Boillot,2008) :
1) Les rejets d’origine domestique qui regroupent les eaux provenant des cuisines, les
rejets résultant de I’hygiene des patients non contagieux et du personnel.
2) Les rejets assimilables a des effluents industriels qui sont générés par certains
équipements spécifiques (blanchisseries, chaufferies, climatisations, ateliers, garages).
3) Les effluents spécifiques aux établissements de santé qui sont genérés par les
activités de soins, d’analyse et de recherche.
Cette derniére catégorie est responsable de la singularité des effluents hospitaliers et

nécessite a ce titre, d’étre détaillée (Boillot, 2008).

2.1. Les effluents des services médico-techniques
IIs proviennent des salles d’opération ayant une forte concentration en matiéres

organiques ou liquides biologiques tels que : sang, urines, selles, liquide gastrique, aspiration
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trachéo-bronchite, liquide d’épanchement péritonéal ou pleural, de drainage ou d’irrigation
(Emmanuel, 2003).

2.2. Les effluents des services de soins
IIs contiennent des désinfectants (le glutaraldéhyde , I’hypochlorite de sodium, etc.), des

détergents (surfactants cationiques, non-ioniques et anioniques), des résidus médicamenteux
(antibiotiques, anticancéreux, etc.), des rejets contenant des métaux (révélateurs et fixateurs de
radiographies) ou encore des rejets contenant des germes pathogénes qui sont souvent
polyrésitants aux antibiotiques : germes présents dans les rejets humains (salmonelles, etc.),
bactéries responsables des infections nosocomiales (Staphylococcusaureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, etc.), des virus, des parasites (Boillot,2008).

2.3. Les rejets des laboratoires de recherches et d’analyses :

Ils peuvent étre classés en quatre principales catégories :
* Les rejets assimilables a des eaux usées domestiques (lavage des mains, nettoyage de la

verrerie, etc.),

« Les liquides biologiques (reliquats de prélevements de sang, d'urine ou de Liquide Céphalo
Rachidien (LCR), qui devraient étre éliminés par la voie des dechets contamines, mais qui sont
le plus souvent rejetés a 1’évier (gros volumes) ou la poubelle (petits volumes),

« Les produits chimiques en solution, rejetés par les automates ou les opérateurs (selon que
l'analyse est automatique ou manuelle) ou laissés a I’abandon (car périmés ou mal identifiés),

* Les produits radioactifs (Mansotte et Jestin,2000).

2.4. Les rejets résultant de I’entretien du matériel médical et des locaux médicaux

Ils contiennent de plus ou moins grandes quantités de détergents, de détergents-
désinfectants ou de désinfectants avec des traces de matieres organiques ou médicamenteuses
(Emmanuel,2003).

2.5. Les effluents des services de médecine nucléaire :
Certains éléments radioactifs (iode 131, technétium 99m, etc) sont susceptibles de

dispersion, méme si leur évacuation est soumise a réglementation (Boillot,2008).

3. Caractéristiques des effluents hospitaliers

De nombreux travaux ont démontré que les effluents hospitaliers et urbains présentent
des caractéristiques qualitatives et quantitatives différentes. Les principales différences se
situent sur leurs compositions physico-chimiques et biologiques. Au niveau de la contamination

physico-chimique, la présence de médicaments, notamment d’antibiotiques éliminés par les

5
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patients, de réactifs chimiques provenant des laboratoires, et des désinfectants provenant du
nettoyage sont remarquables dans les effluents hospitaliers. Autre différence physico-chimique,
est la présence de molécule radioactive, pouvant étre éliminée par les patients traités dans un
but diagnostique (Ory,2017). 1l existe une grande variabilité des caractéristiques des effluents
hospitaliers en fonction de la taille des hopitaux, de la densité des lits, du nombre de patients
hospitalisés et ambulatoires, du nombre et du type de services, du pays et de la saisonnalité (Al
Aukidy et al., 2014 ; Verlicchi et al., 2012).

Les tableaux 1 et 2 représentent les données des eaux usées hospitalieres (EUH)
d'indicateurs physico-chimiques qui concernent des installations de différentes tailles, débits et
pays, comparées a celles des usines d'eaux usées urbaines (EUU) avec des équivalents de
population différents. Ces données confirment la preuve de la grande variabilité des
caractéristiques de ces effluents en raison des nombreuses variables qui entrent en jeu.
L'indicateur de la demande biochimique en oxygene (DCO) qui mesure I'appauvrissement total
en oxygene dd a la présence de contaminants de I'eau (polluants oxydables biodégradables et
non biodégradables) montre des valeurs élevées pour les effluents hospitaliers (Carraro et
al.,2016).

Concernant les macropolluants, il a été démontré que seuls les ions ammonium sont plus
concentrés dans les eaux usées hospitalieres que dans les eaux usées urbaines, malgré des
données limitées. Les données des indicateurs microbiologiques indiquent que la charge totale
d'E. Coli est généralement plus élevée dans les eaux urbaines que dans les eaux usées des
hopitaux, en raison de la plus forte dilution des eaux usées a I'ndpital, ou la consommation d'eau
par lit est élevée (~ 700 L par jour). La teneur en coliformes fécaux et totaux est plus élevée
dans EUU que dans EUH (Carraro et al.,2016).
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Tableau 1 : Valeurs moyennes des indicateurs physico-chimiques de EUH et EUU, des
études citées par Carraro et al.,2016.
Références Pays Lits/populati | Couleur TSS DOC DBOs NHs* Total P Graisses et Total
on (total
taux PH Mg/L Mg/L [mg/L] | [mg/L] huiles détergents
Equivalent Suspen [mg/L]
du
EUH Verlicchi et al., 2010b Italie 300 33 4 4.9
Galletti et al., 2011 Italie 300 180 22757 480+125 240+82 429 6+2
Nafo 2012 Allemagne 560 90+21.4 6.8+0.2 97+33 709+280 3252111 8.3+1.3
Suarez et al., 2009 Espagne 750 429+63 8.1 191.7 970.7 225
Varelaetal., 2014 Portugal 1120 1000 305 622 278
Prayitno et al., 2013 Indonésie 8.1 61.1 198.5 143.7
Chagas et al., 2011 Brésil 432 7.5 379.9 100 111 0.63
Prado et al., 2011 Brésil 325.7 7 221.3 68 9
Sarafraz et al., 2007 Iran 43 7.42 231.25 628.1 242.25
Liang, 2007 Chine 6-9 170 320 150
Periasamy et Inde 7.5 126.6 662.9 129.3
Sundaram, 2013
Verlicchi et al., 2012 Italie 8 160 650 200 30 5 25 4.5
Tahiri et al., 2012 Maroc 8 318 76.6
EUU Galletti et al., 2011 Italie 5000 1200 180+74 70+43
Entrée | Gallettietal., 2011 Italie 230 000 35000 7.6 41+15 109 72 26 3
Portugal 200 000 1100 85 699 488
Varela et al., 2014 000
Muela et al., 2011 Espagne 500 000 120 000 7.8 65.8 210.6 123.6 28.2
Zhou et al., 2012 Chine 412 500 200 000 216.7 415.2 197.5
Verlicchi et al., 2012 4-10 50-150 4-8
Mungray et Patel, 2011 | Inde 71 500 238 803 243.5

EUH : Des eaux usées hospitaliéres

EHH : Des eaux usées urbaines
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Tableau 2 : Caracteristiques microbiologiques du EUH et EUU, des études citées par
Carraro et al.,2016.

Références Pays Coliformes totaux Coliformes fécaux E. coli MPN ou CFU/mL
MPN/mL MPN/mL
EUH Verlicchi et al., 2012 Italie 10°-10™
Korzeniewska et Harnisz, 2012 Pologne 3x%10%-1.6x10™
Prayitno et al., 2013 Indonésie 1.3 x10°
Chagas et al., 2011 Brésil 7.4 x10° 0.8 x10°
Liuetal, 2010 Chine
Periasamy et Sundaram, 2013 Inde 1.3x10° 2.2x10?
Tabhiri et al., 2012 Maroc 2x10* 1.5x10°
Galvin et al., 2010 Irlande 5.4x10%
Brechet et al., 2014 France 3.5x10%
Kwak et al., 2015 Soudain 3.7x10%
Oberle et al., 2012 France 8.3x10%
EUU entrée Verlicchi et al., 2012 Italie 107-108 106-107 10°-107
Korzeniewska et Harnisz, 2012 Pologne 5.5x10™
McLellan et al., 2010 USA 1.1x10%
Levantesi et al., 2010 Europe 2.4x10°-3.6x10°°
Mungray et Patel, 2011 Inde 5.4x10%? 1.5x10%
Brechet et al., 2014 France 7.5x10%
Kwak et al., 2015 Soudain 7.4x10%
Oberle et al., 2012 France 3.9x10%
a MPN/mL.
b CFU/mL.
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3.1. Caractéristiques physico-chimiques

Les effluents sortant de différents hdpitaux sont riches en composés pharmaceutiques
actifs (PhAC), micro-organismes et se caractérisent par une forte demande chimique en
oxygene (DCO), de la demande biochimique en oxygene (DBO), ammoniac, nitrate, azote total
(TN), les solides totaux en suspension (TSS), carbone organique total (COT), azote total de
Kjeldahl (TKN), etc ... (Majumder et al.,2021).

La caractérisation physico-chimique des effluents hospitaliers montre presque
systématiquement la présence de fortes concentrations en composés chlorés et, ponctuellement,
la présence de métaux lourds. L’argent a eu tendance a disparaitre avec le remplacement des
thermometres a mercure d'une part et le remplacement progressif de I'émulsion au bromure
d'argent par les techniques numériques pour le développement des plaques radiographiques
d'autre part. Ces effluents présentent également des teneurs tres élevées en AOX (composés
organohalogénés absorbables sur le charbon actif). Des concentrations supérieures a 10 mg/L
ont été mesurées dans les effluents d'un hdpital universitaire allemand. Les agents de contraste
radiologiques iodés présents dans les effluents hospitaliers contribuent de maniére significative
aux AOX dans les réseaux de drainage. En général, la charge en désinfectants peut varier de 2
a 200 mg/L selon la taille de I'népital et sa consommation de désinfectants. Les concentrations
de glutaraldéhyde allant de 0,50 a 3,72 mg/L ont été mesurées dans des effluents liquides
d’hopitaux. Manssotte et Jestin (2000), ont également mis en évidence des concentrations

anormalement élevées de détergents.

3.2. Caractéristiques microbiologiques

Les effluents hospitaliers ont généralement une charge microbiologique trés faible en
raison de l'utilisation réguliére de désinfectants (Gautam et al.,2006).
Les bactéries multirésistantes provoquent des infections difficiles a traiter et présentent un

risque pour la médecine moderne (Sib et al.,2020).

3.3. Décharges contenant des drogues

La présence de médicaments dans les eaux de surface est relativement récente,
notamment des médicaments trés utilisés comme ceux a tropisme cardiaque et des antibiotiques.
D’autres médicaments, moins consommés, sont également a surveiller comme les hormones
sexuelles féminines et certains anticancéreux et le nombre trés éleve de molécules

pharmaceutiques (en ville ou a I’hopital) (De Hugo et al.,2011).



Synthése bibliographique

3.4. Caractérisation de radio-activité

Les sources radioactives sont utilisées en médecine pour reéaliser des diagnostics in vivo
et in vitro et pour des raisons thérapeutiques. Certains de ces éléments sont utilisés dans des
sources non scellées et sont donc susceptibles d'étre dispersés (Boillot et al.,2008). Les déchets
radioactifs peuvent étre solides, liquides, gazeux, tissus contaminés par des éléments
radioactifs, aiguilles, seringues, gants, fluides, effluents liquides des préparations, excrétas des
malades traités ou ayant subi des tests de médecine nucléaire, résidus des matériaux de
radioactivité (Zehani,2020).

3.5. Caractéristiques écotoxicologiques et composés a potentiel écotoxicologiques

Les résultats des tests de toxicité réalisés le plus couramment sur les effluents
hospitaliers montrent que ces derniers présentent une toxicité eélevée. Une étude de Leprat
(1999) a révéle que I'écotoxicité des effluents hospitaliers est 5 a 15 fois supérieure a celle des
effluents urbains classiques, et que ces effluents peuvent inhiber de 7 a 8% l'activité des boues
dans le bassin d'aération d'une station d'épuration.

A I'neure actuelle, aucun travail n'a pu identifier l'origine de I'écotoxicité des effluents
hospitaliers. Ainsi les travaux menés par la Société Francaise d'Hygiéne Hospitaliere (SFHH)
en 1991 ont mis en évidence la forte toxicité des effluents hospitaliers, sans toutefois en
expliquer l'origine. En 1994, la société Frangaise d’Hygiéne Hospitaliere (SFHH) et la
Direction Régional des Affaires Sanitaires et Sociale (DRASS) Rhone-Alpes ont supervisé une
étude d'envergure sur trois hdpitaux de la Région Rhone-Alpes (France). Les résultats de cette
étude ont permis de confirmer la forte toxicité des effluents hospitaliers et de formuler des
hypotheses de travail sur l'origine de cette toxicité. L'hypothése la plus souvent privilégiée
concerne la présence de produits détergents et désinfectants. Cela étant dit, de nombreuses
études ont montré que les substances médicamenteuses ont une faible biodégradabilité et une
écotoxicité élevée qui pourraient contribuer a I'écotoxicité globale de ces effluents Cette
derniere hypothése découle de la présence d'agents de contraste iodés conduisant a la formation
de composés organo-halogénés absorbables sur le charbon actif dans le réseau de drainage.

En se concentrant sur les composés éliminés par les hépitaux, on constate que les détergents et
désinfectants sont majoritaires sur le plan quantitatif. La consommation annuelle de lessive est
estimée & 12 tonnes / 1000 lits par an, celle de savon entre 7 et 10 m?, glutaraldéhyde a 2 tonnes,
acide paracétique a 4,8 tonnes et celui du chlore a 800 kg. Les quelques kilogrammes de

produits medicinaux apparaissent donc négligeables en quantité par rapport a la consommation
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de détergents et de désinfectants. Cependant, les effets qualitatifs de ces composés sur la faune

aquatique sont désormais clairement démontrés (Boillot et al.,2008).

4. Traitement

Dans les pays développés, la majorité des eaux usées domestiques, hospitalieres et
industrielles sont collectées puis traitées dans des stations d’épuration (STEP) avant d’étre
rejetées dans le milieu naturel (riviéres, lacs, mers). Ce processus permet de limiter ainsi
I’apport excessif de mati¢res organiques et de polluants minéraux dans le milieu naturel. De
nombreux micropolluants sont toutefois peu épurée et se retrouvent dans le milieu naturel sans
que leur impact sur ce dernier ne soit véritablement connu. Les problémes relatifs a la gestion
de ces micropolluants et des substances a risque font ainsi parti des grandes préoccupations
actuelles (Toure et al.,2016).

Il existe de nombreux procédés de traitement qui peuvent étre utilisés pour I'élimination
des polluants des eaux usées polluées, y compris la coagulation-floculation, I'adsorption,
I'oxydation et la filtration sur colonne. Parmi ces méthodes de traitement, la filtration reste I'une
des techniques les plus prometteuses en raison de sa commodité et de sa facilité d'utilisation.

Le codt est certainement un paramétre important pour I'application de ce processus ;
ainsi, ces dernieres années, de nombreux chercheurs s'intéressent de plus en plus a l'utilisation
d'adsorbants naturels a la fois efficaces et peu colteux, notamment l'argile, le charbon actif, le
schiste bitumineux, le sable, la pyrophyllite et la silice (EImountassir et al.,2019).

Des enquétes préliminaires ont indiqué que le mécanisme le plus plausible d'élimination de la
CPC (Le composé de platine cancérostatique) de la phase liquide était I'adsorption sur boues
pendant le traitement des eaux usées (Lenz et al.,2007).

Pour le producteur de déchets, le traitement par incinération est une évidence. Il faut
pourtant apporter des nuances selon le type de déchets, assimilés ménagers, infectieux,
toxiques/chimiques, leur nature (solides ou liquides) et les infrastructures existantes
(Roussil,2010).

Le traitement des déchets liquides DASRI est plus complexe car il convient de faire la
distinction des déchets a risque uniquement infectieux ou chimiques des autres déchets mixtes
(effluents des automates). L’évaluation des risques des déchets pour les personnes et pour
I’environnement permet d’envisager les différentes possibilités de traitement :

* L’inactivation du déchet infectieux par procédé chimique (eau de Javel a 0,5 % de Cl actif) ;

« Le traitement dans un centre spécialise ;
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» L’autoclavage (sauf pour ANC et produit toxique) pour les déchets de niveau 3, puis
traitement en centre spécialisé ;

» La gélification, solution pratique pour les effluents d’automates de petit volume pour un
traitement dans la filiere des DASRI solides ;

 Lacollecte des déchets chimiques dans des conteneurs specifiques pour suivre la filiere des
déchets chimiques ; une attention particuliere doit étre portée aux mélanges incompatibles ;
enfin, certains fournisseurs récupérent les effluents de leurs appareils et les nouvelles
génerations de matériel traitent en interne leurs déchets (Roussil,2010).

Pour protéger le milieu naturel contre les surcharges des stations d’épuration, il semble

important d’envisager le traitement en amont de I’hopital (Gautam et al.,2006).
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Chapitre Il : Impact des risques dans I'environnement

1. Risque des effluents hospitaliers sur la santé et I'environnement

Les hopitaux représentent une source incontestable de rejet de nombreux composés
chimiques dans leurs eaux usées, et qui peuvent avoir un impact sur I'environnement et la santé
humaine. En effet, certaines des substances présentes dans les eaux usées sont génotoxiques et
sont soupgonnées d'étre une cause possible des cancers observés au cours des dernieres
décennies. Les effluents hospitaliers sont chargés de microorganismes pathogenes, de
substances pharmaceutiques partiellement metabolisées, d'éléments radioactifs et d'autres
substances toxiques. De tels effluents, s'ils ne sont pas traités correctement, peuvent
endommager l'environnement naturel et créer un déséquilibre biologique. Les déchets
hospitaliers peuvent étre dangereux pour I'équilibre écologique et la santé publique. Les déchets
pathologiques, radioactifs, chimiques, infectieux et pharmaceutiques, s'ils ne sont pas traiteés,
peuvent entrainer des flambées de maladies transmissibles, des épidémies de diarrhée, une
contamination de I'eau et une pollution radioactive. Les eaux usées des hdpitaux contiennent
des polluants qui sont dangereux et nécessitent un traitement sur place pour éviter de contaminer
le réseau d'égouts de la ville et des riviéres (Gautam et al.,2006).

L’utilisation d'antibiotiques augmente régulierement dans le monde (30%),
principalement en raison de la demande croissante dans les pays a revenu faible et
intermédiaire. Les effets ont conduit a une inquiétude croissante concernant leurs effets dans
I’environnement. Leur apparition peut accélérer la propagation de la résistance dans
I'environnement, avec des implications potentielles sur la santé humaine. Selon I'organisation
mondiale de la santé (OMS), la résistance aux antimicrobiens est un défi majeur pour la santé
humaine et animale mondiale, la sécurité alimentaire et le développement aujourd'hui, avec la
perspective de I'aggravation dans les années a venir, si les mesures efficaces ne sont pas mises

en ceuvre (Mozaz et al.,2020).

1.1 Risques infectieux

Pour bien évaluer la qualité microbienne d’un effluent hospitalier, évaluons d’abord la
flore hospitaliere : elle est composée de la flore des malades et des germes de 1’environnement
(sols, surfaces, matériels, eau (1égionellose), air...).
Ainsi, les germes pathogénes que 1’on trouve dans les eaux usées hospitaliéres peuvent étre :
- Des bactéries presentes dans les selles ou les urines (Salmonelles, Shigella, Coliformes,
Vibrions, Streptocoques, Entérobactéries...) ou des bactéries responsables d’infections

nosocomiales (Staphylocoques, Streptocoques, Pseudomonas...). Toutes ces bactéries sont
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dangereuses car elles acquierent une résistance aux antibiotiques. - des virus (hépatites,
entérovirus, rotavirus...).

- Des parasites (amibes, taenia, ascaris, champignons...) (Darsy et al.,2002).

1.2. Risques toxiques

Le contact des polluants hospitaliers avec les écosystémes aquatiques entraine un risque
directement lié a I'existence de substances dangereuses qui pourraient avoir des effets négatifs
potentiels sur I'équilibre biologique des milieux naturels. Le risque est la probabilité
d'apparition d'effets toxiques aprés I'exposition de I'organisme a des substances dangereuse
(Emmanuel et al.,2005).

On peut considérer les principaux risques liés a la pollution des milieux aquatiques
suivant deux aspects (Alighardashi ,2007) :
- Risque pour les peuplements naturels. Ce type de risque concerne les effets des toxiques sur
les écosystemes. Quelques polluants comme le mercure entrent dans les chaines alimentaires.
- Risque pour la santé humaine liée a la présence de nombreuses substances chimiques et
notamment pharmaceutiques. Du fait des risques toxicologiques des composes
pharmaceutiques, on doit porter une attention particuliere aux :
- Agents cytostatiques (quelques antibiotiques) et médicaments immunosuppresseurs ; a cause
de leurs propriétés embryo-toxiques, cancerigenes et mutagenes ;
- Antibiotiques et désinfectants ; parce que ces groupes sont tres toxiques pour les bactéries et
les autres micro-organismes de 1’environnement, mais aussi parce qu’ils peuvent contribuer, a
I’augmentation du potentiel de résistance des bactéries pathogenes mutantes ;
- Hormones : elles peuvent avoir un grand impact sur les hommes et les animaux en perturbant
leurs fonctions hormonales, méme en faible concentration ;
- Chlorophénols et réactifs libérateurs de chlore, comme 1’hypochlorite de sodium et
les composés organiques halogénés adsorbables, ces groupes ont été beaucoup utilisés dans la
fabrication de désinfectants, de certains solvants et de produits radio-contrastants de rayons X
dans les hopitaux. Trés souvent ils ne sont pas biodégradables et ils diffusent largement dans
I’environnement aquatique. Ils entrent ainsi dans le cycle d’alimentation en eau potable ;
- Metaux lourds : ils ne sont pas dégradables et sont souvent fortement toxiques. Selon certains
travaux traitant d’écotoxicologie, les antidépresseurs et les antinéoplasiques (médicaments
altérant I’ADN utilisés dans le traitement des cancers) ont les effets les plus dangereux dans
I’environnement. Il faut ajouter que les antinéoplasiques sont employés généralement dans les
hopitaux (Alighardashi ,2007).
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2. Impact des effluents hospitalier sur I’environnement

La plupart des pays africains ou méditerranéens, la pénurie et/ou le cofit élevé de 1’eau
et des engrais fait que le recours aux eaux usées brutes pour 1’irrigation constitue une alternative
de choix par les agriculteurs. C’est une pratique trés ancienne a travers le monde (Arnold et
Stevan,1977). Chaque annee, plus de 7000 ha sont irrigués directement par les eaux usées
brutes rejetées par les villes, soit environ 70 millions de m%an d’eaux usées réutilisées en
agriculture sans aucun traitement préalable. Cette pratique a des impacts néfastes sur
I’environnement et la santé humaine. Ces impacts s’accentuent encore lorsque les eaux usées
domestiques recoivent des effluents particuliers comme les effluents hospitaliers. Ceux-ci ont
la réputation d’étre trés dangereux en raison des micro-organismes qu’ils pourraient disséminer;
le danger est plutot i€ a la résistance de certaines bactéries aux antibiotiques. D’autre part, sur
le plan quantitatif, un établissement de 1000 lits serait polluant au méme degré qu’une ville de
10000 habitants (Hartemann et al.,2005).

Les effluents de 1’hopital sont déversés dans le réseau d’assainissement de la ville, ou
ils se mélangent avec les eaux usées urbaines sans aucun traitement préalable. Dés lors, ces
eaux usées sont réutilisées dans I’irrigation des diverses cultures maraicheres et arboricoles, et
ce, le long de leur parcours ou elles seront acheminées, durant les périodes pluviales, vers un
oued situé en aval, dont les eaux servent également a 1’agriculture mais aussi a 1’abreuvement
des bétails. En effet, la consommation de 1’eau infectée par les coliformes fécaux, son utilisation
pour la préparation des aliments ou la toilette et méme son inhalation sous forme de vapeur ou
d’aérosols peut provoquer une infection. Les indicateurs de contamination fécale permettent
d’apprécier, avec plus ou moins de stireté et de précocité, le risque d’'une contamination par des
matieres fécales pouvant vehiculer des microorganismes pathogénes (Ameziane et
Benaabidete, 2014).

3. L’impact des produits pharmaceutiques et des agents pathogeénes sur les

organismes

3.1. Creatures marines et vers

Comme I’eau usée hospitaliére (EUH) contient un grand nombre d'agents pathogénes
et de médicaments, il doit étre traité avant d'étre déchargé. Sinon, les agents pathogénes et les
médicaments contenus dans les eaux usées pollueront I'eau et provoqueront des maladies.
Les polluants pathogénes sont des microorganismes et des bactéries pathogéenes qui peuvent
provoquer des maladies chez les humains et les animaux. Les hdpitaux doivent souvent

désinfecter et traiter les patients. Par conséquent, les eaux usées des hépitaux contiennent
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géneralement une certaine quantité de substances toxiques telles que les antibiotiques, le
mercure et les phénols (Varela et al.,2014). L’eau usée hospitali¢re est rejeté dans les eaux de
ruissellement de surface et les polluants contenus dans les eaux usées pénétrent dans la mer le
long de la riviere. Ces polluants peuvent nuire a la vie marine (Zhang et al.,2020).

Lorsque 1’eau usée hospitaliére (EUH) pénetre dans I'océan a partir des rivieres et des boues,
les agents pathogenes et les médicaments empoisonnent directement les organismes marins.
Tout au long de la chaine alimentaire, il peut entrainer I'empoisonnement de bien plus

d'organismes marins (Zhang et al.,2020).

3.2. L'impact des produits pharmaceutiques sur les organismes

Des études ont montré que les produits pharmaceutiques pénéetrent dans I'environnement
principalement par trois voies) [(Kimmerer et al.(2008), (Jia et al.,(2018), (Shen et
al.,(2019), (Zhang et al.,(2019)] (1) le nettoyage des produits pharmaceutiques inutilisés dans
les conteneurs, (2) le dumping des produits pharmaceutiques non utilisés, et (3) la fraction non
absorbée du patients métabolites. Habituellement, ces produits pharmaceutiques inutilisés ont
peu ou pas de changement dans leur structure chimique lorsqu'ils sont déchargés du I’eau usée
hospitaliere. 1ls sont faciles a former des composés conjugués avec des molécules polaires, et
ces liaisons conjuguees sont tres faciles a rompre dans le traitement des eaux usées municipales.
Par consequent, les produits pharmaceutiques d'origine sont rejetés dans I'environnement

aquatique par I'effluent de la station d'épuration.

3.2.1. Antibiotiques

Les Antibiotiques sont principalement utilisés pour traiter diverses infections
bactériennes ou infections microbiennes pathogenes, et ne causent généralement pas d’effets
secondaires grave a leurs hotes. On pense que les antibiotiques couramment utilisés en
médecine tels que la ciprofloxacine, lI'ofloxacine et le métronidazole sont presque impossibles
a étre biodégradés dans I'eau, et leur toxicité pour la reproduction ne nuit pas seulement a la
santé humaine, mais affecte également les organismes biologiques dans I'environnement
aquatique (Asicioglu et al.,2013).Une exposition excessive dantibiotiques dans
I'environnement aquatique peut entrainer une augmentation résistance des bactéries aux
antibiotiques. Des études ont montré que Vibrio parahemolyticus, Vibrio alginolyticus et
Aeromonas hydrophila qui sont associées aux infections des animaux aquatiques, ont développé

une résistance aux antibiotiques couramment utilisés (Garrido-Maestu et al.,2014).
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3.2.2. Composés radioactifs

En raison des besoins de traitement du patient, I’eau usée hospitaliere (EUH) contient
souvent des traces d'éléments radioactifs et de métaux lourds (comme le mercure, le nickel, le
plomb, l'arsenic, le zinc, le chrome, le cadmium et le cuivre). Si ces éléments ne sont pas
éliminés, ils entreront dans I'environnement aquatique et peuvent méme migrer et se
transformer (Perez-Alvarez et al.,2018). Les organismes marins ont un effet d'enrichissement
sur les matieres radioactives. Ils peuvent absorber et accumuler des nucléides directement a
partir de I'eau de mer ou en se nourrissant. Les nucléides peuvent étre transférés le long de la
chaine alimentaire marine (réseau trophique), et certains peuvent étre étendus le long de la
chaine alimentaire. De plus, dans un environnement pollué, les organismes marins sont
exposeés a des radiations provenant de l'intérieur et de I'extérieur du corps, et les genes sont
sujets a des mutations qui affectent la croissance et la reproduction de la progéniture (Zhang
et al.,2020).

3.2.3. Composés non biodégradables et persistants

En général, I’eau usée hospitalicre (EUH) contient des médicaments non
biodégradables et persistants. Les polluants organiques persistants sont caractérisés par la
toxicité, la bioaccumulation, la semi-volatilité et la stabilité dans la nature, et peuvent rester
longtemps dans l'eau de mer. Le composé persistant a normalement des propriétés
hydrophobes et lipophiles, un poids moléculaire élevé, une structure complexe, facile a
enrichir dans I'organisme et pas facilement biodégradable. Le composeé persistant s'accumule
facilement dans I'environnement et peut donc endommager I'écosystéme, affaiblir I'immunité

de I'écosystéme et augmenter les maladies biologiques (Loreto-Gomez et al.,2018).

3.3. L’impact des agents pathogénes sur les organismes

Les agents pathogenes dérivés du I’eau usée hospitaliére peuvent pénétrer dans I'océan
et contaminer I'eau de mer, ce qui nuit & la vie marine et aux vers marins. Une fois que les
cellules hétes sont infectées par des agents pathogenes (tels que des bactéries, des virus et des
parasites), cela peut directement ou indirectement causer des probléemes a la cellule hote tels
que des agents génotoxiques, des protéines tumorales, la réplication des agents pathogenes et
des réactions inflammatoires, affectant ainsi I'activation de la voie DDR. Cela met une
pression énorme sur la stabilité et I'intégrité du génome cellulaire (Lamoth et al.,2015). De
plus, en raison de la présence d'agents pathogénes, les organismes marins sont souvent
porteurs de bactéries pathogenes. Par exemple, les parties contaminées des poissons sont

principalement la cavité buccale, les expectorations, I'estomac, les intestins et les cavités
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excrétrices. De plus, les huitres, qui sont étroitement liées aux agents pathogenes des
mollusques et crustacés, peuvent propager la fievre typhoide. En outre, les vers marins
transportent également des agents pathogénes en raison de la prédation, augmentant ainsi la

propagation des bactéries pathogénes (Zhang et al.,2020).

4. L'impact des produits pharmaceutiques et des agents pathogeénes sur I'’homme

L’eau usée hospitaliére contient un grand nombre de produits pharmaceutiques, d'agents
pathogenes, etc. uniques et hautement toxiques, qui peuvent s'accumuler dans I'eau potable et
les aliments aquatiques. Les humains entrent en contact avec les contaminants des déchets de
I'eau de plusieurs maniéres : boire directement de I'eau de source contaminée ; prendre des
animaux aquatiques et des plantes cultivées dans de I'eau contaminée ; et l'inhalation de ces
substances toxiques et nocives apres la pénétration de poisons volatils dans l'air.

Une fois que les humains sont en contact avec les substances nocives, de nombreux
problemes peuvent survenir. Par exemple, le systtme immunitaire pourrait étre détruit. Il a
également été constaté que les produits pharmaceutiques pouvaient induire un probleme de
reproduction chez I'nomme et que I'impact était beaucoup plus important dans les organismes
aquatiques tels que les poissons (Kosjek et Heath, 2011). La présence de cyclophosphamide
et d'ifosfamide dans I'eau pourrait induire un risque de cancer chez I'nomme. Dans le traitement
du cancer et des tumeurs, une grande gquantité d'agents antitumoraux est prescrite. La plupart
des agents inutilisés et leurs métabolites finiraient dans 1’eau usée hospitali¢re, les procédés de
traitement des eaux usées municipales ne peuvent pas éliminer les produits pharmaceutiques ;
ils resteraient dans l'effluent et iraient finalement dans les plans d'eau récepteurs, et
provoqueraient alors des effets génotoxiques et cancérigénes sur I'homme. En raison de
I'absence de mécanismes spécifiques d'évaluation des risques, les cancérogenes dans
I'environnement aquatique ne peuvent pas étre quantifiés avec précision, mais les études
existantes ont été en mesure de déterminer qu'ils ont un impact plus important sur les nouveau-
nés et les enfants que sur les adultes (Zhang et al.,2020).

L'impact du I’eau usée hospitaliére sur 'nomme, en plus de I'exposition directe a
I'ingestion, sa toxicité peut également étre affectée par la bioconcentration de la chaine
alimentaire et le flux de substances a travers la chaine biologique, qui est considérée comme
une bioaccumulation. C'est une autre voie importante des produits pharmaceutiques transportés
vers les humains. Par exemple, les Antibiotiques rejetés dans I'eau avec les eaux usées de
I’hopital s'accumulent dans I'eau potable et les aliments aquatiques. Les humains peuvent

accumuler des antibiotiques dans le corps en prenant de I'eau contaminée par des antibiotiques
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ou en prenant les produits aquatiques obtenus a partir des déchets contaminés aux antibiotiques.
Cela peut alors provoquer des bioamplifications pour augmenter leur concentration, puis
entrainer une toxicité chronique et des réactions allergiques. Cela rompra également I'équilibre
de la flore normale du corps humain ; impactent ainsi sur diverses fonctions physiologiques et
menacent la santé humaine. De plus, les antibiotiques peuvent produire des génes de resistance
aux médicaments chez différentes bactéries (Rysz et Alvarez,2004). Lorsque ces genes de
résistance aux médicaments sont transférés a des bactéries pathogenes, ils augmentent la
menace pour la santé humaine. L’eau usée hospitaliére contient une variété de compositions
chimiques, physiques ou biologiques, qui peuvent causer des dommages permanents a la
structure ou a la fonction cellulaire, empécher la croissance de I'embryon et méme entrainer sa

mort (Perez-Alvarez et al.,2018).
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1. Circonstances de I’étude

Suite aux situations de cette année 2021, la pandémie du Covid-19, la fermeture des
laboratoires de recherche et par conséquent des universités, notre théme d’origine n’a pu voir
le jour. Néanmoins, un autre sujet de master nous a eté proposé et qui était de faire une synthese
de 5 articles portant sur 1’étude : Evaluation des risques des antibiotiques et des antiseptiques

dans les eaux usées d’origine hospitalicre.

2. Site de I’étude

Pour un tel travail le choix des sites de prélevement est important car il permettra d’avoir
une connaissance exacte de la flore microbienne rejetée dans 1’eau des établissements de soin.
Le choix des sites de prélevement d’eau a été différent suivant les 5 articles retenus.
Dans I’étude d’Emmanuel et al., (2009) un site de prélévement a été sélectionné d’un hopital
Haitien d'une capacité de 63 lits. Kilunga et al., (2016) dans leur contribution ont choisi trois
hopitaux H1 (hdpital Kitambo), H2 (hépital Biamba Marie Mutombo) et H3 (hopital Bondeko),
tous situés dans la ville de Kinshasa (capitale de la RD Congo avec plus de 10 millions
d'habitants). Tous rejettent leurs eaux effluentes dans les riviéres urbaines. Quant a Azanu et
al., (2018) ont mené leurs études & Kumasi Ville située dans la partie centrale du Ghana avec
une population d'environ 2 millions d’habitants. En Tunisie, Harrabia et al., (2018) avaient
choisi la station d’épuration du Sud de Sfax située dans une zone industrialisée et recoit des
eaux usées domestiques (représentent environ 75 % de I’influent) et industrielles traitées
(représentent 25 % de I’influent).

Quant a I’é¢tude de Paulus et al., (2019) des échantillons ont été prélevés dans deux
villes des Pays-Bas, a savoir Delft (emplacement 1) et Nieuwegein (emplacement 2), les deux

recevant des effluents des eaux usées des hopitaux.

3. Prélévements

Les prélevements des effluents hospitaliers ont suivi des protocoles assez différents
selon les 5 études, dans celle d’Emmanuel et al., (2009), I’échantillonnage d'effluents d’eau
était réalisé sur I'une des 3 fosses septiques de I'hdpital et sur I'eau de puits d'approvisionnement
en eau potable de I’hopital. Tous les prélévements ont été placés dans des récipients en plastique
d'un volume de 1L, ces derniers ont éte rincés 3 fois avec I'eau a examiner. Des mesures de pH
ont été effectuées sur tous les échantillons préleves.
Dans I’étude de kilunga et al., (2016), les 3 hopitaux concernés rejetaient leurs effluents dans
des rivieres, les échantillons d’eau étaient prélevés a plusieurs niveaux :

- Des tuyaux de sortie des hopitaux (hop) hl, h2 et h3.
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- Respectivement a 50 m en amont de la riviere avant la décharge du tuyau de sortie.

- Eta 1 et 500 m en aval de la riviére apres la décharge du tuyau de sortie.

Les prélévements ont été étalés de juin 2014 a juillet 2015 dans le but d’estimer les variations
interannuelles.

Les échantillons d'eau de 500 mL scellés dans des bouteilles en plastique stériles ont été
prélevés sur chaque site d'échantillonnage a une profondeur de 10-50 cm et & environ 1 m
maximum de la rive.

Parallélement aux prélévements d’eau, environ 400-500 g de sédiments ont été prélevés sur
chaque site en trois exemplaires.

Dans 1’étude de Azanu et al., (2018), un total de 81 échantillons a été collecté sur trois
campagnes d'échantillonnage différentes au cours du mois de mars 2016 dans des conditions de
temps se cet comprennent :

- 6 (3 x 2) les effluents des deux hdpitaux soient a l'entrée et la sortie de trois bassins de
stabilisation des eaux usées (BSE).

- 18 échantillons (3 x 6) au niveau des riviéres ou sont rejetés les eaux usées des hopitaux et
qui sont détournées pour I’irrigation et arrosage des légumes.

- 39 (3 x 13) ont concerné des points d’irrigation.

- Et 18 (3 x 6) autres échantillons ont été réalisés au niveau de station d’épuration.

A chaque point d'échantillonnage, deux échantillons répétés d'eau ont été collectés. Un
volume total de 1 L (regroupant 5 fois des aliquotes de 200 mL) était mis dans des bouteilles
en verre ambré rincées a l'eau ultra-pure.

Paulus et al., (2019) ont prélevé les échantillons a partir d'eau usée hospitaliére a deux
emplacements (H1) et (H2). Tous les échantillons étaient des échantillons composés (12 h-

composés - ler cycle d'échantillonnage ; 8 h-composeés - 2eme cycle d'échantillonnage).

4. Transport des échantillons

Aprés leurs prélévements, tous les échantillons des différentes études ont été
soigneusement étiquetés, conservés dans une glaciére a 4C° et immédiatement transportés au

laboratoire pour étre analysés dans les 24 heures.

5. Condition physico-chimiques
Parmi les 5 articles, les conditions physico-chimiques ont été citées seulement dans deux

études :
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- Kilunga et al., (2016) oules conditions physico-chimiques ont été cité : notamment la
température (T°), le pH, I'02 et la conductivité électrique (CE) ont été déterminé a l'aide
d'un Multi 350i (WTW, Allemagne).

- Emmanuel et al., (2009) ont utilisé des protocoles francais et européens décrits dans
"L'analyse de I'eau” (Rodier, 1996) et les protocoles américains décrits dans "Standard
Methods for water and wastewater" (APHA, 1995). Pour cela certains parametres ont été
mesurés qui correspondent aux pH, matiéres totales en suspension (MES), conductivité,
demande chimique en oxygene (DCO), nitrates, etc. Tous destinées a améliorer la

connaissance des niveaux de pollution des échantillons concernés.

6. Analyse des echantillons

6.1 Analyse bactériologique : la technique de filtration

Dans les 5 articles, la méthode qui a été utilisée pour le dénombrement et recherche des
microorganismes était la technique de filtration sur membrane (Figure 1) selon Rodier (2009)
qui consiste & une filtration sur membranes en cellulose, de porosité 0,22 um et 0,45 pm

susceptibles de retenir les bacteéries.

L e — 2 Membrane fiter

Figure 1 : La technique de filtration sur membrane Droguet (2014).

La technique consistait a déposer une membrane stérile sur la plaque poreuse de
I’appareil et placer au-dessus 1’entonnoir-réservoir stérile. Aprés une agitation soigneuse du
flacon d’eau a analyser, le contenu (100mL d’eau) est déversé dans le réservoir jusqu’au repére .
Cette eau est aspirée sous 1’action d’une pompe a vide. Tout de suite aprés la membrane filtre

est retirée et placée sur une boite de pétri contenant le milieu de culture choisit. Le
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dénombrement se fait directement aprés une incubation appropriée, en comptant les colonies

formées sur le milieu solide (il est ensuite exprime en Unité de Formation de Colonie UFC/mL).

6.2. Isolement et identification

Dans I’étude de Kilunga et al., (2016) et Emmanuel et al., (2009), les bactéries
indicatrices d’une contamination fécale BIF (E.Coli et Enterococcus) et les coliformes fécaux
ont étaient recherchées et isolées selon les tableaux ci-dessous
- Escherichia coli était réalisé sur la gélose lactosée au TTC et une incubation a 44°+1°C
pendant 24 h.
- Enterococcus était réalisé sur le milieu Slanetz and Bartley Agar (SBA) et une incubation a
44C°pendant 4 h.
- Coliformes totaux Le milieu utilisé Lactose Billié au cristal Violet et Rouge neutre (VRBL)

et une incubation a 37° pendant 24 h.

Tableau 3 : Recherche et dénombrement des Escherichia coli et
des bactéries coliformes Méthode par filtration sur membrane selon

la norme NF I1SO 9308-1 Diop (2006).

Filtration de
100ml d’eau a
analyser sur

Prélever 100 mL de
I’échantillon a analyser

ciy —
; T |~

membrane Incubfatiop
filtrante de @ d’un jeu a
47mm et 0,45um 44°+ 2°C
Placer la membrane sur gélose lactosée au TTC pendant
23h +2h

l

Geloseau TTC
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Considérer comme bactéries lactose positive toutes les
colonies typiques, si le milieu sous la membrane présente

une coloration jaune
|

Essais de ’oxydase
et de I’indole

Expression des
résultats

-

Repiquer au moins 10 colonies sur gélose TSA et sur
bouillon tryptophane (BT)
1

! !

Incubation
des TSA a
44°+ 2°C et
du BT a
ad4°+0,5°C
pendant
21h +3h

Test oxydase positif si
coloration bleu/violet
foncé

Présence d’indole si apres

Kovacs, apparait une

du bouillon BT

ajout de 0,3ml de réactif de

coloration rouge a la surface

- Considérer toutes les colonies oxydase négative comme

des bactéries coliformes

- Considérer toutes les colonies oxydase négative mais
positive a I’indole comme étant des E.coli

A partir du nombre de colonies caractéristiques dénombreées sur
TTC et en tenant compte des essais oxydase et indole, calculer le
nombre d’E.coli et de bactéries coliformes présentes dans 100ml

d’échantillon

L’incubation a 44°C, un test oxydase permet de confirmer le diagnostic des coliformes

thermotolérants
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Tableau 4 : Recherche et dénombrement des entérocoques intestinaux, Méthode par

filtration sur membrane selon la norme NF 1SO 7899-2 Diop (2006).

Filtration de
100ml d’eau a

Prélever 100 ml de I’échantillon a
analyser et/ou des dilutions décimales

B
i )

Placer la membrane sur le milieu de Slanetz et Bartley

l

Milieu de Slanetz et Bartley

J |analyser sur
membrane
filtrante de @
47mm et 0,45um

J + | Confirmation et

2 dénombrement

Considérer comme typiques, toutes les colonies

bombeées montrant une couleur rouge, marron ou

rose, soit au centre noir soit sur I’ensemble de la
colonie

!

S’il y a des colonies typiques, transférer
la membrane sur une boite de gélose
BEA

Gélose BEA

Considérer toutes les colon'ies typiques montrant une
couleur brune a noire dans le milieu environnant
comme donnant une réaction positive et les compter
comme entérocoques intestinaux

Incubation

d’un jeu
a36°+2°C
pendant
44h +4h

Bile esculine
acide (BEA)

Incubation
des BEA
a44°+0,5°C
pendant
2h
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6.3. Technique identification par PCR

L’identification des souches purifiées a partir des effluents d’eau a été faite par une
approche moléculaire et une amplification de I’ADN par PCR dans les études de Kilunga et
al., (2016) et Paulus et al., (2019), cela pour la détection des bactéries indicatrices fécales (E.
coli et Enterocoques) des souches d’Enterococcus faecalis et les Bacteroides spécifiques a
I’homme (Tableau 5)
Les amplifications PCR ont été effectuées directement sur les colonies prélevées sur milieu
sélectif et remises en suspension dans 20 mL d'eau stérile. L'ADN extrait d'E. coli ATCC 25922
et d'Enterococcus faecalis ATCC 29212 comme contr6le positif.ET DES contréles négatifs
(sans ADN) ont été utilisés.
Les tests PCR pour E. faecalis et Bacteroides humain ont été effectués sur 'ADN de colonies
sélectionnées ou d’extrait d'échantillons de sédiments provenant des eaux usées.
Selon Paulus et al., (2019) les extraits d'/ADN ont été conservés a -20 °C avant I'analyse par
PCR. Toutes les analyses PCR ont été realisées au moins deux fois en utilisant des doublons
techniques a chaque fois.

Tableau 5 : Amorces pour la confirmation d'Ecoli, d'Enterococcus, E. faecalis et de
Bacteroides speécifiques a I'homme utilisés dans cette étude.

Recuit
Amorces Cible Taille attendu (pb) Séquence (5° a 3°) T(C) | Références
E.Coli
ECAT75F Général 544 GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC 60 Sabat et al., (2000)
ECA619R AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTA
ENT )
Entl Général 112 TACTGACAAACCATTCATGATG 55/49 Morrison et al., (2008)
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
Hammerun et Jensen
ESP-1(F) | E. faecalis 680 GGT CACAAAGCCCAACTTGT 60 (2002),Scott et al., (2003)
ESP-2 (R) ACG TCG AAAGTT CGATTT CC
Humain Bernhard et Field (2006),
HF183/134 HF183 520 ATCATGAGTTCACATGTCCG 59 Ahmed et al., (2007)
Humain
Bac708R HF134 570 ATCARGTCACATGTCCCG
CAATCGGAGTTCTTCGTG

Les conditions opératoires d'amplification par PCR ont été réalisées selon les méthodes

publiées (références dans ce tableau avec modification mineure Thevenon et al., (2012),
Tshibanda et al., (2014).
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6.4. Analyse des sédiments dans I’é¢tude de Kilunga

En dehors de la technique de filtration qui a été utilisée par Emmanuel et al., (2009),

kilunga et al., (2016) et Harrabia et al., (2018).
Kilunga et al., (2016) ont analysé des sédiments pour quantifier et confirmer la présence de
bactéries indicatrices fécales, selon la technique de Haller et al., (2009) et Pote et al.,
(2009). 100 g de sediments frais ont été remis en suspension dans500 mL de Na6(PO3)6 a 0,2
% dans des bouteilles en plastique stériles de 1 L et mélangés pendant 30 min a l'aide de
I'agitateur rotatif Watson-Marlow 601 (Skan, Suisse). Le mélange a ensuite été centrifugé a
4000 rpm (Sigma 3-16K) pendant 15 min a 15C°. Pour chaque échantillon, des triplicats de
surnageant de sédiments dilués en série (100 mL) ont été utilisés.

Les échantillons du surnageant de sediments étaient ensuite filtrées par une membrane
millipore de cellulose de 0,45 um (47 mm de diametre ; Millipore, Bedford, MA, USA). Celle-
ci est placée sur différents milieux de culture sélectifs complétés par le composé antifongique
Nystatin (100 mg mL? de concentration finale) pour tuer ou inhiber la croissance des
champignons, en utilisant les conditions d'incubation suivantes :

E. coli : Milieu TryptoneSoy Agar (TSA), incubé a 37C° pendant 4 h puis transféré sur milieu
Tryptone Bile X-Gluc (TBX) utilisé pour détecter et dénombrer E.coli.

Entérocoques : Milieu Slanetz and Bartley Agar (SBA) (pour le dénombrement des
enterocoques), incubé a 44C° pendant 48 h puis transféré dans le milieu Bile Esculin Agar
(BEA) (isolements sélectifs des Enterococcus et Streptococcus) a 44C°pendant 4 h.

Les résultats ont été exprimés en unités formant des colonies pour 100 mL d'eau (UFC 100 ml
1Y ou 100 g de sédiments frais (UFC 100 g).

La reproductibilité de I'ensemble de la procédure expérimentale a €té estimée par une moyenne

des résultats des triplicats des échantillons de sédiments sélectionnés.

6.5. Quantification des antibiotiques dans les effluents dans I’étude de Harrabia,
Azanu et paulus

Les échantillons d'eau sont filtrés sur fibre de verre 0,7 um (GF/F, Whatman) afin
d’¢liminer les matieres en suspension, puis un volume de 200 mL des échantillons est préleve,
puis acidifié¢ a pH 4 avec de ’acide orthophosphorique 5 % aprés ajout de 20 pL Na2EDTA
IM. Un pH acide (entre 3 et 4) est optimal pour I’extraction SPE des antibiotiques recherchés
a I’aide de cartouches Oasis HLB Dinh (2012). Les cartouches ont été conditionnées avec 6
mL de méthanol suivis de 6 mL d'eau (qualité HPLC). 25 ml d'influent et 50 ml d'effluent filtre

ont été chargés sur la cartouche SPE. Apres la préconcentration de I'échantillon, les cartouches
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ont été rincées avec 6 mL d'eau, puis séchées a l'air pendant environ 5 minutes pour éliminer
I'excés d'eau. Les analytes (sont des composés ou des produits chimiques constituant le centre

d'intérét d'une procédure d'analyse chimique, toxicologique ou écotoxicologique) ont été élués

de la cartouche avec 6 mL de méthanol. Les extraits ont ensuite été évaporés a sec sous un flux
d'azote et reconstitués avec 1 mL de mélange de méthanol et d'eau (50 :50, v/v). Obtenant 10
puL d'un mélange standard de 1 ng/mL.

Dans les études d’Azanu (2018), de Harrabia (2018) et de Paulus (2019), la détection
des antibiotiques dans les efflux d’origine d’eau hospitalier a été faite par une HPLC qui a
permis de différencier les différentes molécules d’antibiotiques selon a un gradient de solubilité.

Cette technique a été compléter par une spectrométrie de masse.
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Résultats et discussion

1. Caractérisation des prélévements :

Dans le cadre de I’étude d’Emmanuel et al., (2009) ou 5 échantillons ont été prélevés
a l'entrée et a la sortie de la fosse septique recevant les effluents hospitaliers, les résultats du
Tableau 6 montrent que les pH des échantillons fluctuaient entre 7,43 et 7,86, soulignant
I'existence d'un environnement légérement alcalin.

Quand aux résultats de la conductivité électrique, celle-ci varie entre 297 et 324 um /
cm indiquant la présence de substances minérales a des concentrations modérées. Les valeurs
des chlorures varient de 172 a 191 mg / L. Ces concentrations sont supérieures aux valeurs [30-
100 mg / L] généralement trouvé dans les eaux usées domestiques selon ce méme auteur.

D’autres paramétres telle la DCO et concentration des métaux lourds Pb sont également

donnés dans ce tableau.

Tableau 6 : Résultats de la caractérisation physico-chimique de I’effluent de la fosse
septique
(Etude d’Emmanuel et al., (2009))

Parametres Unité | Moyenne| Minimal Maximal N
pH U 7,67 7,43 7,86 5
Conductivité puS/cm 313 297 324 5
Chlorures mg /L 179 172 191 5
TSM mg/L 24,57 12,80 33,20 5
NOs3 mg/L 3,28 0,89 4,65 5
DCO mg/L 510 425 618 5)

Pb Hg/ L 12,5 10 15 5

Ni Hg/ L 100 30 180 5

CT total ug/ L 300 180 440 5

Dans cette étude, les résultats obtenus permettaient d'apprécier la capacité de la fosse

septique a retenir certains polluants contenus dans les effluents étudiés. Le tableau 7 fournit les
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premiers resultats sur l'efficacité de la fosse septique a retenir certaines substances et

notamment les matieres organiques.

Tableau 7 : Efficacité de la fosse septique.

Parametres Unité Concentration moyenne | Concentration moyenne Efficience%o
a I'entrée de la a la sortie du
fosse septique fosse septique
Conductivité uS /cm 330 313 5
TSM mg/L 40,24 24,57 39
Chlorures mg/L 188 179 5
NON3 mg/L 4,03 3,28 17
DCO mg/L 611 510 17
Pb Mg/ L 31,25 12,5 39
Ni Mg/ L 128 100 45
Cr total ug /L 234 300 -

Concernant 1’étude de Kilunga et al., (2016) ou des prélévements ont concernés les 3

hopitaux qui rejetaient leurs effluents dans des rivieres, les échantillons d’cau étaient prélevés

a plusieurs niveaux.

- Des tuyaux de sortie des hopitaux (hop) h1, h2 et h3.

- Respectivement a 50 men amont de la riviere avant la décharge du tuyau de sortie.

-Etalet500 men aval de la riviére aprés la décharge du tuyau de sortie.

Les résultats des parametres physico-chimiques mesurés dans les échantillons d'eau sont

reportés dans le tableau 8. La température des échantillons d'eau provenant des

3hopitaux était comprise entre 23,6 et 26,8°C, alors que dans les riviéres ou sont rejetés

ces effluents, la température de I'eau variait entre 23,4 et 29,4°C. Les valeurs du pH de

I'eau variaient de 6,2 a 7,9 et de 6,8 a 7,7 pour les échantillons d'eau provenant des

hopitaux et des rivieres, respectivement.

Les valeurs de la conductivité électrique (CE) variaient selon les sites d'échantillonnage

et la période, allant de 561 & 680 et de 453 a 916 uS cm*pour les échantillons d'eau provenant

des hopitaux et des riviéres, respectivement. La méme tendance (que la CE) a été observée

pour lI'oxygéne dissous avec les valeurs comprimant entre 0,09 et 4,20 et 0,11 et 3,79 mg L

Ipour les échantillons d'eau des hopitaux et des riviéres, respectivement.
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Tableau 8 : Parametres physico-chimiques des échantillons d'eau

(Etude de Kilunga et al., (2016))

Conception de Echantillons | Température pH EC (mScm-
I'hopital (0% 1

O2(mgL™?)

Hoépital H1 WHK1a
WHK?2a
WHK3a [26.4 -29.4] [7.01-7.4] | [543 -586]
WHK1b
WHK2b

WHK3b

[0.16 - 3.4]

Hoépital H2 WHM1a
WHM2a
WHM3a [24.2 -25.7] [6.2 -7.39] [648 - 689]
WHM1b
WHM2b

WHM3b

[0.11 - 4.2]

Hoépital H3 WHB1a
WHB2a
WHB3a [23.4-25.9] [6.7-7.88] | [453-916]
WHB1b
WHB2b

WHB3b

[0.09 - 0.12]

a Juin/juillet 2014., b Juin/juillet 2015.

Hopital H1 : WHK1 : échantillons d'eau provenant de HOP ; WHK2 : HOP amont ; WHK3 : HOP aval.
Hopital H2 : WHML : échantillons d'eau provenant de HOP ; WHM2 : HOP en amont ; WHM3 : HOP en aval.
Hopital H3 : WHBL1 : échantillons d'eau provenant de HOP ; WHB2 : HOP amont ; WHB3 : HOP aval.

Concernant les 3 autres auteurs Azanu et al., (2018), Harrabia et al., (2018) et Paulus

et al., (2019), la caractérisation physico chimique de prélévement n’a pas été réalisée.
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Dans plusieurs etudes menées telles, Ike et al., (2017) au Nigéria montrent que les

valeurs des parametres physicochimiques mesurés sont élevées dans les échantillons des
effluents hospitaliers, et sont toutes au-dessus des normes réglementaires stipulées dans le rejet
des eaux usées dans 1’environnement.
Les pH des effluents hospitaliers dans toutes études oscillaient entre 6 et 9 avec une moyenne
de 7,14, résultats qui restent conformes a ceux retrouvés par I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) (6,5-8,5) et ceux obtenus dans les études de Andrianirina et al., (2020) et Todedji et
al., (2020).

La température constitue un facteur important dans |’environnement aquatique
(Chapman et al., 1996 ; Derwich et al.,2010). Elle conditionne la vie des organismes animaux
et végétaux aquatiques comme les algues (Akatumbila, 2011). La température est un parametre
important car elle agit sur les propriétés physico-chimiques et les diverses réactions biologiques
dans I’eau (Aubry,2008).

D’aprés I’étude de kilunga et al., (2016), la température des échantillons d'eau
provenant des 3 hépitaux était comprise entre 23,6 et 26,8°C, alors que dans les riviéres, la
température de I'eau variait entre 23,4 et 29,4°C. Tandis que Emmanuel et al., (2009) ils n’ont
pas basé sur les valeurs de température.

La température des échantillons d'eaux usées d’origine hospitaliéres dans 1’étude de
Emmanuel et al., (2001) était comprise entre 10 et 13°C avec une moyenne de 12°C.

L’étude de Azami Idrissi et al., (2015) indiquait que la température des eaux usées brutes de
la ville d’Azilal est comprise entre 14,3 °C et 22,7°C avec une moyenne de 15, 75°C.

Todedji et al., (2020) montraient que la température varie de 18,6 °C a 30,2 °C avec une
moyenne de 24,52 °C, ce qui est conforme a la norme internationale établie par 'OMS (2009)
qui fixait la température maximale a 30 °C. La température trouvée par Sadek et al., (2012)
dans les effluents du centre hospitalier provincial de Sidi Kacen était de 19,8 °C, celle trouvee
par Tahiri et al., (2009) était de 17,11 °C. L’étude menée par Bouzid et al., (2013) a I'hopital
Mohamed V de Meknés au Maroc a rapporté une température comprise entre 19,4 °C et 20,4
°C.

Andrianirina et al., (2020) montraient que la température des eaux usées (EU) et des eaux
cressonniéres (EC) varie de 22,7°C a 23,8°C avec une moyenne de 23,3°C + 1,65°. La faible
variation de la température de 1’eau serait due également a la lenteur et vitesse d’écoulement

qui est de 2,4 cm/s (Akatumbila, 2011).
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Azami Idrissi et al., (2015) montraient que la conductivité électrique est probablement I'une
des plus simples et des plus importantes pour le contréle de la qualité des eaux usées. Elle
traduit le degré de minéralisation globale, elle nous renseigne sur le taux de salinité.

Andrianirina et al., (2020) montraient également que la conductivité électrique des eaux usees
varie légérement en fonction du temps et de 1’espace. La valeur moyenne de la conductivité

électrique des eaux usées est de 346,17 uS/cm.

2. Résultats du dénombrement

Selon Emmanuel et al., (2009), les informations disponibles dans la littérature mettent
en évidence la trés faible concentration de la flore bactérienne présent dans I'effluents. Dans
son étude, la valeur maximale obtenue pour les flores bactériennes était de 119 x 10*NPP / 100
mL. Ce nombre est inférieur au 1 x 108 NPP / 100 mL généralement trouvée dans les eaux usées
urbaines, et supérieur a la flore bactérienne 2,4 x 103NPP / 100 mL dénombrée dans les effluents
hospitaliers par Emmanuel et al., (2005). La faible concentration de bactéries fécales et
I'écotoxicité des effluents hospitaliers ont été attribuées par certains auteurs a la présence de
médicaments et de désinfectants.

Tableau 9 : Résultats de la caractérisation bactériologique de I’effluent de la fosse
septique.
(Etude de Emmanuel et al., (2009))

Parametres Unité Moyenne | Minimal | Maximal N Limite de
détection
Fécal ¢ NPP /100 | 75x104 | 2x105 | 119x104 | 5 -
mL

Selon Kilunga et al., (2016), la concentration de bactéries indicatrices fécales (BIF), y
compris E. coli et Enterococcus, a été déterminée dans les effluents hospitaliers et les riviéres.
Les résultats sont présentés dans le tableau 10 et la figure 3. En général, les niveaux de
bactéries indicatrices fécales dans les effluents de I'hdpital et dans les rivieres variaient de
maniere significative en fonction du type d'effluents hospitaliers et de la période
d'échantillonnage (P < 0,05). Les niveaux d'E.coli variaient entre 1,8 x 10° et 4,2 x10°, 1.6 x
10%t 1,6 x 100 et 2,5 x 10° et 5,9x10° UFC 100 mL™ pour les eaux effluentes de H1, H2 et H3,

respectivement. L'Enterococcus a présenté la méme tendance avec des valeurs comprises entre
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0,8 x 10* et 2,3 x 10, 3,8x10% et 1,1x10° et 1,6x10%t 4,1x10* CFU 100 mL"* pour H1, H2 et
H3, respectivement.

Comme on I'a observeé dans les eaux résiduaires des hopitaux, les niveaux de bactéries

indicatrices fécales dans les rivieres variaient en fonction du systeme de réception de la riviere,
du site d'échantillonnage et de la nature de I'eau.
Les caractéristiques des sediments, notamment la teneur en matiére organique, la granulométrie
médiane des particules, et les valeurs de bactéries fécales indicatrices, sont rapportées dans le
tableau 11. La teneur en matiére organique des sédiments n'a pas varié considérablement avec
la période d'échantillonnage et les sites. Pour les échantillons de sédiments provenant des
hopitaux, la teneur en matiére organique variait de 18,2 a 18,4% pour H1, était de 14,6% pour
H2 et variait de 16,9 a 17,4% pour H3. Semblable aux résultats des bactéries indicatrices fécales
des eaux d'effluents des hdpitaux et des rivieres, la concentration de bactéries indicatrices
fécales dans les sédiments des hdpitaux et des rivieres a significativement varié en fonction du
type d'effluent hospitalier, le site de la riviére et la période (année 2014 ou 2015). En général,
les sediments des rivieres présentent des valeurs de bactéries indicatrices fécales plus élevées
que celles trouvées dans les rivieres. Valeurs de bactéries indicatrices fécales que celles
trouvées dans les sédiments. Les niveaux d'E. coli sont compris entre 1,6 x10° et 2,7 x 10°, 3.6
x10% 5.8 x 10° et 9.8 x 10° a 1.2 x 107 CFU 100 g pour les échantillons de sédiments
provenant des hopitaux de H1, H2 et H3, respectivement. Les Enterococcus présentent des
valeurs comprises entre 1,2 x 108 et 3.7 x106, 8,5 x 10° et 9,4 x 106 et 6,4 x 10° et 6,8 x 10°
CFU 100 g*pour les échantillons de sédiments provenant des hopitaux de H1, H2 et H3,
respectivement. Pour les échantillons de sédiments provenant les rivieres, les valeurs
maximales pour les E. coli et les Enterococcus, respectivement, sont les suivantes : pour R1,
6,4 x10° et 3,6 x10® UFC 100g™ ; pour R2, 3,6 x 10° et 8,8 x 10’ UFC 100 g ‘et pour R3, 1,6
x 107 et 3,1 x 10® UFC 100 g*.
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Tableau 10 : Concentration des bactéries indicatrices fécales dans les échantillons d‘eau

(Etude de Kilunga et al., (2016).

Echantillons Position E. coli UFC x 10° 100 mL* | ENT UFC x10* 100 mL™
Hépitaux WHK1 H1 en 2014 [1.80 - 4.20] [0.80 -2.30]
H1, H2 et
H3
WHK1 H1 en 2015 [1.90 - 2.40] [1.20 -1.70]
WHM1 H2 en 2014 [2.30 - 16.10] [4.30 -10.90]
WHM1 H2 en 2015 [1.60 - 14.20] [3.80 -9.50]
WHB1 H3 en 2014 [3.10 -5.10] [2.10 -3.10]
WHBL1 H3 en 2015 [2.50 -5.90] [1.60 -4.10]
Riviere WHK?2 50 m avant H1 [2.40 - 37.00] [1.60 - 47.00]
WHK3 1 m aprés H1 [1.10 - 36.00] [2.80 -7.80]
WHK4 | 500 m apreés H1 [0.22 -3.50] [43.00 -92.00]
WHM2 | 500m avant H2 [0.17 -1.40] [3.70 - 85.00]
WHM3 1 m aprées H2 [0.72 -5.50] [3.20 -87.00]
WHM4 500 m avant H2 [0.48 -1.80] [5.20 -58.00]
WHB2 | 200 m avant H3 [0.13 -7.80] [4.60 -6.10]
WHB3 2 m apresH3 [0.20 -1.60] [1.80 - 34.00]
WHB4 | 500 m aprés H3 [0.60 -9.40] [6.70 - 69.00]

Hopital H1 : WHK1 : échantillons d'eau provenant de HOP ; WHK2 : HOP amont ; WHK3 : HOP aval.
Hopital H2 : WHML : échantillons d'eau provenant de HOP ; WHM2 : HOP en amont ; WHM3 : HOP en aval.
Hopital H3 : WHBL1 : échantillons d'eau provenant de HOP ; WHB2 : HOP amont ; WHB3 : HOP aval.
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Tableau 11 : Matiere organique, granulométrie des sédiments et concentration en
bactéries indicatrices fécales dans les échantillons des sédiments
(Etude de Kilunga et al., (2016)).

Echantillons Position E. coli (UFCx 10°100 g*) | ENT (UFCx 106 100 g*})
Hopitaux :H1,H2 SHK1 H1len 2014 16 04 3.7+14
et H3
SHK1 H1 en 2015 27+1.2 1.2+0.8
SHM1 H2 en 2014 3.6+0.6 94+20
SHM1 H2en 2015 58+1.2 8.5+3.6
SHB1 H3en 2014 9.8+23 6.4+17
SHB1 H3 en 2015 12.4 £3.6 6.8 £2.2
Riviere SHK2 50 m avant H1 2.7 2.3
SHK3 1 m aprés H1 6.4 3.6
SHKA4 500 m aprés H1 3.2 2.7
SHM2 500 m avant H2 3.6 88.0
SHM3 1 m aprés H2 2.6 52.0
SHM4 500 m aprés H2 0.9 7.3
SHB2 200 m avant H3 16.0 1.3
SHB3 2 m apres H3 7.1 0.8
SHB4 500 m aprés H3 1.6 3.1
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Figure 2 :(En haut) Distribution du FIB dans les échantillons d'eau des HOP (en 2014 et 2015) et
de leurs rivieres réceptrices (en amont et en aval), et (en bas) dans les sédiments des riviéres

Les effluents hospitaliers recelent potentiellement de fortes concentrations et une
grande diversité d’espeéces microbiennes, virales ou parasitaires provenant de la flore digestive
des patients ou de leur environnement. La caractérisation bactériologique des effluents
hospitaliers inclue la détection des indicateurs classiques de contaminations fécales et des
pathogenes. Les coliformes fécaux thermotolérants sont typiquement analysés par la recherche
des E. coli puisqu’ils représentent 80-90% des coliformes thermotolérants (Carraro et al.,
2016). Diverses études rapportent que les effluents hospitaliers présentent des concentrations
bactériennes plus faibles (aux alentours de 108100 mL) que les effluents urbains.

Effectivement, la consommation par lit et par jour varie de 400 a 1200 litres, alors que
la consommation domestique représente 150 a 200 litres par habitant et par jour. Ces volumes
plus importants a I’hdpital, entrainent une dilution des effluents hospitaliers et permettent
d’expliquer également les plus faibles concentrations en microorganismes cOmparés aux

effluents urbains (Jehannin,1999).
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D’autres données donnent une concentration en germes témoins de 107a 10° germes
par litre dans les effluents hospitaliers (Darsy et al.,2002).

Pour les coliformes totaux dans les effluents hospitaliers ces valeurs se situent autour
de 1. 108UFC/L alors que le taux de coliformes dans les eaux usées au niveau d’une station
d’épuration est de 2,6.10’UFC/L (Boillot et al., 2008).

Cette faible proportion de bactéries dans certains effluents hospitaliers serait due a la
présence de désinfectants et/ou antibiotiques a forte concentration. A [’inverse, la
concentration en microorganismes pathogénes comme Pseudomonas spp, Staphylococcus
aureus ou en microorganismes antibiorésistants peut étre de 2 a 10 fois plus importantes que
dans les effluents urbains (Boillot et al., 2008).

Chitnis et al ont détecté en 2013dans les effluents hospitaliers la présence de bactéries
pathogenes comme Salmonella, Shigella et des Enterobacteriaceae multirésistants (Chitnis
et al., 2013).

En effet, les médicaments atteignent généralement les effluents hospitaliers par deux
voies ; la premiére est a travers les urines, les féces et les divers liquides biologiques (sueur,
salive, vomissures ...) des patients ; la seconde concerne 1’élimination des médicaments non
utilisés ou périmés a travers les vidoirs et les éviers (Emmanuel,2004).

Quant a I’hopital, 1I’élimination de I’ensemble des produits pharmaceutiques périmés est
normalement bien surveillée et doit se faire hors du réseau d’assainissement (Ameziane,
2009).

En outre, la présence des produits d’entretien notamment les produits chlorés, dont le
plus courant est I’eau de javel, et d’autres produits toxiques tels que les produits désinfectants
et antiseptiques qui relévent des activités de soin, en forte concentration dans les rejets d’un
hopital serait a 1’origine de D’atténuation de la concentration de la flore bactérienne.
[(Leprat,1998) ;(Metcal et Eddy, 1991)] rapportent des concentrations de 2. 10%t 2.
10’UFC/L de coliformes fécaux dans les effluents d'un hopital d'une grande ville du Sud-Est
de la France, alors que la concentration moyenne est de 10° UFC/L dans les effluents urbains.
Lopez et al., (2009) donnent des valeurs pour les coliformes totaux de 107 & 3. 10° UFC/L
dans les effluents hospitaliers et des valeurs de 10! a 10" UFC/L dans les effluents urbains.
Jehannin (1999) indigque que les eaux usées hospitalieres ne seraient pas davantage polluées
bactériologiquement que les eaux usées urbaines, exception faite pour Pseudomonas
aeruginosa (concentrations plus de 10 fois supérieures) et les Staphylocoques pathogenes.
D’autres auteurs montrent que 95% des échantillons d’eaux usées hospitaliéres sont positifs

pour P. aeruginosa alors que 70% sont positifs dans les eaux usées urbaines. En utilisant des
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entérocoques, des staphylocoques, des Enterobactériaceae et des bactéries hétérotrophes en
tant qu’indicateurs de présence des bactéries multirésistantes dans les biofilms formés dans le
réseau d’assainissement hospitalier, Schwartz et al., (2003) ont relevé une importante
présence de germes multirésistants aux antibiotiques. Les effluents hospitaliers, méme s’ils ne
présentent pas des concentrations elevées en germes, peuvent contenir des germes plus
résistants rendant les traitements antibiotiques inefficaces. Certains germes hospitaliers
peuvent se retrouver en concentration plus forte dans un effluent d’hopital. Le danger que
représentent alors ces germes spécifiques est a relier avec leur caractére éventuellement

antibiorésistant.

3. Résultats de quantification dans I’étude Azanu, Harrabia et Paulus

3.1. Résultat de quantification dans I’étude d’Azanu
3.1.1. Antibiotiques dans les eaux usées des hépitaux

Selon Azanu et al., (2018), les concentrations d'antibiotiques dans les échantillons
hospitaliers (Tableau 12) étaient significativement plus élevées que dans les autres plans d'eau
(c-a-d les rivieres et I’eau d'irrigation). La comparaison des eaux usées des deux hdpitaux
étudiés a révélé des concentrations d'antibiotiques significativement plus élevées.
En général, les antibiotiques présentant les concentrations les plus élevées étaient : la
ciprofloxacine (11,352 a 15,733 ng/L) et I'érythromycine (7944 a 10,613 ng/L). Les
antibiotiques trouvés dans les concentrations les plus faibles étaient les tétracyclines.

L’ensemble des substances utilisées vont étre éliminées dans les effluents hospitaliers
ou elles sont alors retrouvées a des concentrations de 1’ordre du ng/L ou du microgramme/L.

C’est le cas de nombreux antibiotiques, agents cytostatiques, anesthésiques,
désinfectants, mais aussi métaux lourds (platine et mercure), (Kimmerer, 2001). Parmi les
médicaments, les scientifiques et les chercheurs portent une attention particuliére aux
antibiotiques et antinéoplasiques. La premiere raison de cette attention est la volonté de réduire
la diffusion dans I’environnement de grandes quantités d’antibactériens pouvant contribuer aux
développements de bactéries multi-résistantes (Novo et Manaia, 2010), la seconde raison est
que la présence de certains antibiotiqgues comme les fluoroquinolones, confere aux effluents
hospitaliers des propriétés de mutagénese et de toxicité envers les bactéries (Ferk et al., 2009)
(Hartmann, 1998).

Les fluoroquinolones, les bétalactamines, les macrolides, les sulfamides et les

lincosamides sont parmi ceux les plus identifiés dans les effluents hospitaliers.
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Leur présence a été rapportée en Europe, Amérique du Nord et Asie. Ciprofloxacine,
ofloxacine et norfloxacines ont détectées a des concentrations de 38 a 44ug/mL. La détection
des bétalactamines dans les effluents hospitaliers distingue géneralement les penicillines et les
céphalosporines. Malgré la forte consommation de bétalactamines dans le monde, leur
fréquence de détection dans les effluents hospitaliers est relativement faible. Leur dégradation
rapide dans les effluents en est probablement la raison.

Au niveau des effluents hospitaliers, la ciprofloxacine, par exemple, a été mesurée a des
concentrations de 0,7 a 124,5 ug/L, ainsi que I’ampicilline a des concentrations de 20 a 80 ug/L
dans les effluents d’un grand hépital allemand. La ciprofloxacine a également été retrouvee
dans des effluents hospitaliers en association avec la norfloxacine et 1’ofloxacine. Des
molécules comme la clarithromycine, la gentamicine, 1’amikacine, la tétracycline ou le

sulfaméthoxazole ont aussi été détectes dans des effluents hospitaliers.

3.1.2. Présence d'antibiotiques dans les rivieres

Le sulfaméthoxazole (2861 ng / L) a enregistré la concentration la plus élevée dans les
échantillons de riviere analysés (Tableau 12), suivi de Ciprofloxacine et Erythromycine. La
concentration d'amoxicilline dans les échantillons fluviaux était la moins représentée, la
concentration maximale étant de 2,7 ng / L (Tableau 12). Les concentrations d'antibiotiques
enregistrées dans les échantillons en amont prélevés avant I'entrée de I'effluent des bassins de
stabilisations, étaient plus faibles que les concentrations dans les échantillons du milieu et en

aval.

3.1.3. Présence d'antibiotiques dans I'eau d'irrigation

En général, les concentrations d'antibiotiques dans I'eau utilisée pour l'irrigation des
légumes étaient inférieures a I'eau collectée dans la riviére, allant de <LOD a 146 ng / L
(ciprofloxacine) (Tableau 12). Il est a noter, que les différences entre les concentrations
d'antibiotiques dans I'eau d'irrigation et la source d'eau de la riviére était statistiquement
significatives pour la tétracycline (p = 0. 04) et le céfuroxime (p = 0,01) mais pas significatives
pour ciprofloxacine, métronidazole, érythromycine, triméthoprime, oxytet-racycline,

chlorotétracycline, doxycycline, amoxicilline, ampicilline et sulfaméthoxazole.
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Tableau 12 : Concentrations d'antibiotiques (ng / L) dans diverses sources d'eau

étudiées a Kumasi. Ou N est le nombre d*échantillons composites collectés.

Antibiotiques Hopitaux Rivieres Irrigation
I'eau
N=6 N =39 N =18
CIP 11 352-15733 [25-1168 47-146
ERY 7944-10 613 7,0-1149 6,7-136
GARNITURE 04-4826 17-820 19-98
TC 58-116 11-30 11-16
OTC 75-252 3.0-26 2.2779.2
CTC 16-24 5,342 2314
DC 24-120 8.3-68 9.4-25
AMX 2,0-6,0 nd-2,7 nd-1,37"
AMP 107-324 21-184 30-74
CEF 1052-1557 32-868 21-65
SUL 2315-3590 13-2861 11-56

LOD < une < LOQ, nd signifie non détecter.

3.2. Résultats de quantification dans I’étude de Harrabia

Selon Harrabia et al., (2018), treize composés antimicrobiens, sur les cinquante-six
analysés, ont été détectés dans les échantillons d'eaux usées brutes collectés au cours des trois
campagnes d'échantillonnage (Figure 4). Les fuoroquinolones, un groupe d'antibiotiques
utilisés pour traiter un grand nombre d'infections humaines le plus abondant dans I’effluent de
la station d’épuration (STEP), atteignant la concentration la plus élevée pour I'enrofloxacine
(400,20 ng/L), suivie par la ciprofloxacine (330,33 ng/L) et l'ofloxacine (175 ng/L).Les
fluoroquinolones ont également été trouvées a des concentrations tres élevées dans une étude
précédente portant sur la méme antibiotiques cibles dans les eaux usées domestiques brutes en

Espagne : des niveaux plus élevés ont été de la ciprofloxacine (639 ng/L) et de I'ofloxacine (529

43



Résultats et discussion

ng/L) en Espagne tandis que I'enrofloxacine n'a méme pas été detectée. Les niveaux élevés
d'enrofloxacine (un antibiotique vétérinaire) observés dans la station d'épuration de Sfax
pourraient étre attribués a I'absence d'un systeme de contrdle de la qualité. L’enrofloxacine peut
étre attribué a la présence de certaines pratiques vétérinaires et d'une industrie pharmaceutique.
Cabinets vétérinaires et d'une industrie pharmaceutique rejetant leurs effluents dans la station
d'épuration urbaine. Une concentration similaire a été détectée pour I'enrofloxacine dans les
stations d'épuration des Etats-Unis (270 ng/L) jusqu'a 100 pg/L pour la ciprofloxacine et 10
ug/L pour l'ofloxacine ont méme été détectées dans le monde entier. Malgré la forte
consommation d'antibiotiques de type péniciline, ni la pénicilline G et V ni I'amoxicilline n'ont
été détectées dans les eaux usées brutes, probablement en raison de leur instabilité chimique ;
elles sont facilement transformées par hydrolyse. En revanche, I'ampicilline a été trouvée a des
valeurs allant jusqu'a 75,40 ng/L, bien que beaucoup plus faibles que celles trouvées par d'autres
auteurs, par exemple pour I'ampicilline, ont détecté de I'ampicilline jusqu'a 1805 ng/L dans les
eaux usees influentes d'une usine centrale de traitement des eaux usées.

Les niveaux de sulfapyridine et de sulfaméthoxazole étaient également élevés dans
toutes les campagnes d'échantillonnage, jusqu'a 365,50 et 126,70 ng/L, respectivement, mais
inférieures aux niveaux trouvés dans d'autres pays tels que la Coreée et la République Tcheque
ou la sulfapyridine a été trouvée dans l'influent de la station d’épuration (STEP) jusqu'a 921
ng/L et 660 ng/L, respectivement. Le sulfamétoxazole a été trouvé a des niveaux élevés dans
plusieurs STEP en Chine jusqu'a 959,13 ng/L et en Espagne, jusqu'a 417,4 ng/L.

En revanche, le triméthoprime, couramment utilisé en association avec le sulfamétoxazole, a
été trouve a une concentration plus faible, comprise entre 56,60 et 86,67 ng/L.

La tétracycline et le métronidazole ont été détectés a quelques occasions pendant la
campagne d'échantillonnage, mais toujours en dessous de la limite de quantification (LQM),
probablement en raison de leur faible consommation en Tunisie.
En revanche, une concentration plus élevée d'antibiotiques appartenant au groupe des
macrolides, comme la spiramycine et l'azithromycine, ont été détectées tous les jours
d'échantillonnage, jusqu'a 690,50 ng/L et 135,45 ng/L, respectivement. En ce qui concerne le
groupe des lincosamides, l'antibiotique lincomycine a été détecté dans tous les échantillons
d'influents entre 100.33 et 150.08 ng/L, valeurs plus élevées que celles trouvées en Gréce,
jusqu'a 66,7 ng/L, mais beaucoup plus faibles que celles rapportées en Australie, jusqu'a
500 ng/L).

Enfin, la céfalexine était la seule céphalosporine détectée, allant de de 23,30 ng/L a

33,33 ng/L. Ces concentrations étaient plus élevées que celles trouvées a Taiwan (jusqu'a 4,36
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ng/L). Cependant, les valeurs de céfalexine rapportées dans cing stations d’épurations en

Australie étaient bien plus élevees.
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Figure 3 : Concentration d'antibiotiques (ng/L) dans I'influent (a) et I'effluent (b) de la
station d’épuration pendant les trois campagnes d'échantillonnage (S.C I, S.C Il et S.C
).
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3.3. Résultats de quantification dans I’étude de Paulus

Selon Paulus et al., (2019), les échantillons des eaux usées hospitalieres (EUH) ont

montré des concentrations relatives de gene antibiorésistant (ARG) 0,4 a 1,8 fois plus élevées

que les échantillons des eaux usées communales (EUC) (Figure 5). Aucun ARG n'a été observé

en concentration significativement plus élevée dans les échantillons de EUC. De méme, les

concentrations absolues d’ARG (c'est-a-dire les concentrations d'ARG par ml d'échantillon) qui

différaient de maniére significative entre les échantillons EUH et EUC ont montré une

augmentation de 0,8 a 2,3 fois dans les échantillons EUH. La pollution ARG plus élevée des

EUH suggére des incidences plus élevées de la résistance aux antibiotiques (RA) et peut

potentiellement suggérer des bactéries multirésistantes, comme cela a été constaté

précédemment dans plusieurs études ou une plus grande proportion d'organismes résistants par

rapport aux EUC.

1072

[genecopies/16S]

-
=}

10-*

Relative Gene Concentration

1077

107

Hospital WW

10°

107

10-°

**

— e

Communal WW

Aph3a
blakPC
blaOXA
blaSHV
ermB
ermF
Intl1
MecA
qnrS
Sul1
TetB
TetM
VanA

Figure 4 : Concentrations relatives de genes dans les échantillons d'eaux usées hospitaliéres

et communales ; valeurs moyennes * std des quatre échantillons d'eaux usées hospitaliéres ou

communales combinés ;

= concentrations d'ARG significativement (p < 0,05) plus faibles dans le CWW, ** = con- centrations d'ARG

significativement (p < 0,01) plus faibles dans le CWW = concentration d’ ARG significativement (p < 0,01) plus

faibles dans le CWW.
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Selon Paulus et al., (2019) 1a ciprofloxacine (2706 ng/L - H1, 3752 ng/L - H2) et

le sulfaméthoxazole (367 ng/L - H1, 269 ng/L - H2) ont été détectés a des niveaux de
concentration supérieurs a ceux des échantillons des eaux usées communales.
Le métronidazole, dont la fréquence de détection était de 92 % dans tous les
échantillons, a atteint des concentrations aussi élevées soit 4 ng/L (H1) et 7500 ng/L
(H2). Alors que les concentrations d'antibiotiques dans les eaux de ruissellement
peuvent varier considérablement, des concentrations dans les mémes dimensions ont
été enregistrées précédemment, la ciprofloxacine, le sulfaméthoxazole et le
métrondazole étant fréquemment détectes.

Certains antibiotiques n'ont pu étre détectés que dans les eaux usées
(Fluconazole, Sulfaclozine, Triméthoprime) ou ont été détectés dans les eaux usées
hospitaliéres avec une concentration disproportionnellement plus élevée que dans les
eaux usées communales (Sulfaméthoxazole, Ciprofloxacine ; tous deux détectés a des
concentrations plus de 2 fois supérieures dans les eaux usées). L'ampicilline et

I'amoxicilline, en revanche, n'ont été détectées que dans les eaux usées communales.
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Conclusion

Il ressort de cette synthése bibliographique que les effluents hospitaliers sans
prétraitement rejetés et qui rejoignent les riviéres urbaines pourraient constituer une source
importante des bactéries indicatrices fécales (BIF) et constituer une source de dissémination de
grandes quantités de bactéries potentiellement pathogenes.

Il ressort également que la présence de valeurs de BIF plus élevées dans les échantillons
d'eau peut étre due également aux décharges non contrdlées et aux rejets d'effluents non
réglementés.

Une telle contamination bactérienne menace éegalement la biodiversité et les fonctions
écologiques de différents environnements vitaux pour le bien-étre et les moyens de subsistance
humains.

Les effluents hospitaliers pourraient étre doublement impliqués en veéhiculant
antibiotiques et bactéries multirésistantes. Les concentrations en antibiotiques mesurées sont
inquiétantes et la mesure du risque potentiel s’est avérée essentiellement pour la ciprofloxacine,
Ofloxacine, érythromycine et le sulfaméthoxazole qui se sont avérés étre des composés
potentiellement préoccupants dans les rejets d’eaux hospitaliers et ils nécessitent une gestion.

Néanmoins, le traitement des effluents hospitaliers ne résoudra pas seul le probléme de
I’apparition et de la diffusion de I’antibiorésistance et ne peut constituer qu’une aide qui s’ajoute
a la mesure essentielle qui est la maitrise de la consommation d’antibiotiques. Une vigilance
accrue sur le bon usage des antibiotiques en médecine humaine est donc nécessaire.

L'approche développée dans cette étude permet de mieux comprendre la pollution
microbiologique des effluents d’eaux hospitalicres dans les villes des pays en développement
qui manquent d'installations de stations d’épuration d’eau au sein des hopitaux et de systémes
d'assainissement. La mise en place de station de traitement par les autorités est primordiale afin

réduire le risque sanitaire de ces effluents hospitaliers
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Résumé

Les eaux usées hospitalieres (EUH) sont les effluents générés par toutes les activités
hospitalieres. Le rejet de ces effluents dans le réseau d’assainissement communal ou dans le
milieu naturel génére un risque pour la santé humaine, et représente une contribution
significative a la contamination générale de I'environnement, et plus particulierement des
milieux aquatiques. Les contaminants les plus frequemment rencontrés sont des micro-
organismes pathogénes, des métaux, des radio isotopes, des détergents, des composés
organohalogénés et des résidus de médicaments.

Suite a la situation sanitaire du covid notre contribution a été de faire une synthése d’articles
concernant ce probleme majeur des effluents hospitaliers qui sont évacués au méme titre que
les rejets urbains classiques vers le réseau d’assainissement communal sans traitement
préalable.

Suite a cette synthése, les effluents hospitaliers présentent des concentrations en
microorganismes pathogenes comme Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus et des
Enterobacteriaceae multirésistants 2 a 10 fois plus importantes que dans les effluents urbains.
De ce fait, il est intéressant a dire qu’il y a un risque remarquable généré par les effluents de
I’hopital, et qui nécessite un controle rigoureux permettant une bonne biosurveillance de notre
écosysteme.

Mots clés : Effluents hospitaliers, Eaux usées, Microorganisme, Antibiotiques, Antiseptiques.

Abstract

Hospital wastewater (HWW) is the effluent generated by all hospital activities. The discharge
of these effluents into the municipal sewerage system or into the natural environment poses a
risk to human health, and represents a significant contribution to the general contamination of
the environment, and more particularly of aquatic environments. The most frequently
encountered contaminants are pathogenic micro-organisms, metals, radio isotopes, detergents,
organohalogen compounds and drug residues.

Following the sanitary situation of covid, our contribution was to make a synthesis of articles
concerning this major problem of hospital effluents which are evacuated in the same way as
classic urban discharges towards the communal sewerage system without prior treatment.
Following this synthesis, hospital effluents present concentrations of pathogenic
microorganisms such as Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus and multi-resistant
Enterobacteriaceae 2 to 10 times higher than in urban effluents.

Therefore, it is interesting to say that there is a remarkable risk generated by hospital effluents,
which requires a rigorous control allowing a good biomonitoring of our ecosystem.

Key words : Hospital effluents, Wastewater, Microorganism, Antibiotics, Antiseptics.
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