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Abstract

The presence of multidrug-resistant Gram-negative bacilli in treated wastewater
represents a growing concern for both public health and the environment. This study,
conducted between March and May 2025 in the Tlemcen region, enabled the isolation of 24
bacterial strains from two sampling sites: the Ain El Hout wastewater treatment plant (ONA)
and the ONID collection basin. Enterobacteria accounted for 58.3% of the isolates, with
Klebsiella pneumoniae being the most predominant (57.1%), followed by Escherichia coli
(21.4%). Non-fermenting bacilli represented 41.7%, mainly Pseudomonas fluorescens/putida
(40%) and Pseudomonas aeruginosa (30%).

High resistance rates were observed against several antibiotic families, notably p-lactams,
carbapenems, aminoglycosides, and fluoroquinolones. The probable presence of
carbapenemases and extended-spectrum B-lactamases (ESBL) in some strains highlights the
dissemination of concerning enzymatic resistance mechanisms in treated effluents. These
findings underscore the urgent need to strengthen surveillance of reused treated water and to
promote the rational use of antibiotics to limit the spread of such resistance in the

environment.

Key words: resistance,Gram -negative bacilli, Enterobacteria, treated wastewater, wastewater
treatment plant, Tlemcen.



Résumé

La présence de bacilles a Gram négatif multirésistants dans les eaux usées traitées
constitue un enjeu préoccupant pour la santé¢ publique et I’environnement. Cette étude,
réalisée entre mars et mai 2025 dans la wilaya de Tlemcen, a permis I’isolement de 24
souches a partir de deux sites de prélévement : la station d’épuration d’Ain El Hout (ONA) et
le bassin de récolte de I’ONID. Les entérobactéries représentaient 58,3 % des isolats,
dominées par Klebsiella pneumoniae (57,1 %) et Escherichia coli (21,4 %). Les bacilles non
fermentaires constituaient 41,7 %, principalement Pseudomonas fluorescens/putida (40 %) et
Pseudomonas aeruginosa (30 %).

Des taux élevés de résistance ont été observés envers plusieurs familles d’antibiotiques,
notamment les B-lactamines, les carbapénémes, les aminosides et les fluoroquinolones. La
présence probable de carbapénémases et de BLSE chez certaines souches met en évidence la
circulation de mécanismes enzymatiques préoccupants dans les effluents traités. Ces résultats
soulignent la nécessité de renforcer la surveillance des eaux traitées réutilisées et de
promouvoir une gestion raisonnée des antibiotiques afin de limiter la dissémination de telles

résistances dans 1’environnement.

Mots clés : résistance, Bacilles a Gram négatif, entérobactéries, eaux usées traitées, Station

d’épuration, Tlemcen.
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Introduction

Les antibiotiques représentent 1’un des outils thérapeutiques les plus déterminants de la
médecine moderne, en raison de leur efficacité contre un large éventail d’infections
bactériennes (Aminov, 2010). Toutefois, leur usage intensif, souvent inapproprié, dans les
secteurs medical, veétérinaire et agricole a fortement contribué a 1’émergence et a la
propagation de bactéries multirésistantes, menagant ainsi 1’efficacité de ces traitements a

1’échelle mondiale (Berendonk et al., 2015).

L'antibiorésistance est ainsi devenue un enjeu sanitaire mondial, reconnue par

'Organisation mondiale de la santé (OMS) comme 1’une des plus grandes menaces actuelles

pour la santé humaine (WHO, 2014).

Parmi les agents pathogenes les plus redoutés, les bacilles a Gram négatif jouent un role
majeur, notamment Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii et
Pseudomonas aeruginosa, en raison de leur capacité a développer des résistances croisées a
de multiples familles d'antibiotiques (Tacconelli et al., 2018). Cette problématique est encore
plus marquée dans les pays en développement, ou les systémes de régulation de 1’usage des

antibiotiques et de gestion des effluents demeurent souvent insuffisants (Tadesse et al., 2017).

Face a I’inefficacité croissante des antibiotiques de premiére intention, les carbapénémes
sont devenus des agents de dernier recours pour le traitement des infections graves
provoquées par les BGN multirésistants (Poirel et al., 2017). Cependant, 1’émergence de
souches résistantes a ces molécules a été signalée dans divers milieux, notamment a travers la
production de carbapénémases, des enzymes capables d’hydrolyser non seulement les
carbapénémes, mais aussi d’autres p-lactamines comme les céphalosporines de 3°M®
génération (Liu et al., 2016). Ces mécanismes de résistance enzymatique posent un défi

majeur en milieu hospitalier comme dans I’environnement (Hamidou et al., 2025).

Plusieurs études ont démontré la présence de souches de BGN multirésistants dans les
eaux traitées, y compris en Algérie, ce qui souléve des inquiétudes quant a leur réutilisation en

irrigation ou leur rejet dans le milieu naturel (Cherak et al., 2022 ; Mokeddem et al., 2025).

Les environnements aquatiques, et notamment les stations d’épuration, sont aujourd’hui
identifiés comme des réservoirs et des vecteurs majeurs de la dissemination de la résistance
bactérienne, en raison de la présence simultanée de contaminants microbiens et chimiques
(Rizzo et al., 2013).



Introduction

Compte tenu de cette situation, la présente étude a pour objectif d’identifier les bacilles a
Gram négatif résistants présents dans les eaux usées traitées et d’analyser leurs mécanismes
de résistance aux antibiotiques. Elle s’articule en trois parties : une synthese bibliographique
portant sur les stations d’épuration et les bactéries résistantes aux antibiotiques ; une section
méthodologique décrivant les sites de prélévement, les techniques d’identification et les tests
de sensibilité réalisés ; et enfin, une partie consacrée a 1’analyse des resultats et a leur mise en

perspective par rapport aux données de la littérature.
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1. Les stations d’épuration

1.1. Définition

Les stations d'épuration (STEP) sont des infrastructures techniques congues pour assurer
le traitement des eaux d’origine domestique et industrielle avant leur rejet dans le milieu
naturel. Elles mobilisent des procédés physiques, chimiques et biologiques visant a éliminer

ou réduire la charge polluante contenue dans ces eaux.

Le traitement génére principalement deux types de boues : les boues primaires, issues de la
décantation primaire, et les boues secondaires (ou boues activées), produites lors du
traitement biologique. Ces résidus, riches en matiere organique et en composés divers, doivent
étre soumis a un traitement complémentaire avant toute élimination ou valorisation (Demirbas
etal., 2017).

1.2. Importance et objectifs des stations d’épuration

1.2.1. Objectifs techniques et sanitaires (Tchobanoglous et al., 2014)

Les stations d'épuration poursuivent plusieurs objectifs techniques et sanitaires essentiels
afin de limiter les impacts environnementaux et sanitaires des eaux usées

% Réduction des matiéres solides et flottantes : pour prévenir l'envasement et les
obstructions dans les milieux aquatiques.

% Diminution de la charge organique biodégradable : par la réduction de la demande
biochimique en oxygeéne (DBO), évitant ainsi I'appauvrissement en oxygéne des milieux
récepteurs.

< Elimination des agents pathogénes : afin de protéger la santé publique contre les
maladies d’origine hydrique.

% Réduction des nutriments (azote et phosphore) : pour prévenir les phénoménes
d’eutrophisation des plans d’eau.

% Conformité réglementaire : en assurant le respect des normes locales et nationales

relatives a la qualité des rejets.

1.2.2. Importance environnementale
La réutilisation et le traitement des eaux usees jouent un réle clé dans la preservation de
I’environnement et la gestion durable des ressources
% Protection des écosystemes aquatiques : la réduction de la charge polluante (matiere
organique, substances chimiques toxiques) préserve la biodiversité et protége les habitats

naturels sensibles (Choudri et al., 2020).
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% Réduction de la pollution : le traitement des eaux usées permet de diminuer la
concentration de polluants organiques, inorganiques et microbiologiques, limitant la
contamination des eaux de surface et les risques pour la santé humaine et animale
(Choudri et al., 2020).

% Reéutilisation des eaux traitées : en période de stress hydrique, 1’eau traitée peut étre
utilisée pour I’irrigation agricole, les usages industriels ou la recharge des nappes
phréatiques, contribuant a la gestion durable de la ressource (Jaramillo et Restrepo, 2017).

% Valorisation des sous-produits : les boues issues du traitement peuvent étre utilisées
pour la récupération de nutriments ou la production de biogaz, dans une logique

d’économie circulaire (Jaramillo et Restrepo, 2017).

X/

% Contribution aux Objectifs de Développement Durable (ODD) : La réutilisation des
eaux usées traitées aide a atteindre I’ODD 6 en améliorant 1’acces a 1’eau propre et a
’assainissement, tout en protégeant la santé publique et les milieux aquatiques (Tortajada,
2020).

1.3. Classification des stations d’épuration
1.3.1. Stations a traitement biologique

Le traitement biologique repose sur l'utilisation de micro-organismes capables de dégrader
la matiére organique biodégradable contenue dans les eaux usées. Parmi les procédés les plus
utilisés, on trouve plusieurs systemes différents, chacun ayant des caractéristiques et des

avantages spécifiques (Henze et al., 2008).

e Systeme de boues activées

Le systeme de boues activées (figure 1) est l'une des méthodes les plus couramment
utilisées dans le traitement biologique des eaux usées. Dans ce procédé, des micro-organismes
sont maintenus en suspension dans un bassin aéré. L'oxygénation permet de favoriser la
dégradation de la matiére organique, tout en assurant une aération suffisante pour le
métabolisme des micro-organismes (Henze et al., 2008). Ces derniers sont principalement des
bactéries aérobies hétérotrophes, telles que Acinetobacter, Comamonas et Pseudomonas, qui
assurent la dégradation des polluants organiques et la formation des flocs. Des bactéries
nitrifiantes comme Nitrospira peuvent eégalement étre présentes. Par ailleurs des archées
méthanogenes (Methanosarcinales) et des protozoaires tels que les ciliés contribuent a

I'équilibre et a la clarification du systéeme (Shchegolkova et al., 2016).
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Figure 1: Schéma représentant le principe de fonctionnement de I’épuration par boues
activées.
(https://fr.scribd.com/document/549397180)

e Biofiltres ou lits bactériens

Les biofiltres ou lits bactériens (figure 2) constituent une méthode efficace de traitement
biologique. Les micro-organismes y sont fixés sur un support solide, tel que des granulats ou
des matériaux synthétiques, augmentant ainsi la surface de contact entre les bactéries et la
matiére organique. L'eau traverse le filtre, ou cette flore fixée assure la dégradation des

polluants (Tchobanoglous et al., 2014).

La majorité des micro-organismes presents sont des bactéries aérobies fixées, en particulier
les Proteobacteria, qui contribuent a I’¢limination du carbone organique dissous. Parmi elles,
on trouve des bactéries nitrifiantes telles que Nitrosomonas, Nitrobacter et Nitrospira. Des
archées oxydant I’ammoniac, comme Nitrosopumilus, ainsi que divers protozoaires et parfois
des champignons, peuvent également étre présents selon les conditions du milieu (Bai et al.,
2022).
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Figure 2: Schéma représentent le principe de fonctionnement de I’épuration par lits
bactériens.
(https://fr.scribd.com/document/549397180)

e Disques biologiques rotatifs
Les disques biologiques rotatifs (figure 3) sont un procédé offrant une grande stabilité face
aux variations de charge hydraulique. Le systeme est composé de disques fixés sur des axes
rotatifs, partiellement immergés dans les eaux usées. Lors de la rotation, les micro-organismes
fixés sont exposés successivement a l'eau et a I'air, ce qui favorise leur activité biologique
(Tchobanoglous et al., 2014).

Ces micro-organismes forment un biofilm structuré, composé principalement de bactéries
aerobies, tels que Nitrosomonas et Nitrobacter. Des bactéries hétérotrophes responsables de la
dégradation de la matiere organique y coexistent, ainsi que des bactéries dénitrifiantes. Dans
certains cas, des bactéries anaérobies oxydant I’ammonium, comme Candidatus Brocadia. Ce
biofilm peut aussi héberger d’autres groupes tels que des protozoaires, des champignons et
parfois des microalgues, qui participent collectivement a 1’épuration des eaux usées (Waqas et
al., 2023 ; Sonthiphand et al., 2022).
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Figure 3: Schéma représentant le principe de fonctionnement de I’épuration par disques

biologiques rotatifs (Telli, 2013).

Afin de mieux comprendre les différences entre les principaux procédés de traitement
biologique des eaux usées, le tableau 1 est présenté ci-dessous. Il résume les caractéristiques

principales des systemes a boues activées, des biofiltres (ou lits bactériens) et des disques

biologiques rotatif.
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Tableau 1: Comparaison des procedes de traitement biologique des eaux usees
Adapté de (Tchobanoglous et al., 2014) .

Criteres Boues activees Biofiltres (lits | Disques biologiques
bactériens) rotatifs

Principe Aération d’un | Les eaux usées | Les eaux usées passent
mélange d’eaux | ruissellent sur un lit | partiellement immergées
usées et de boues | fixe rempli  de | sur des disques tournants
contenant des | matériaux couverts de  biofilm
microorganismes en | supportant des | bactérien.
suspension. bactéries.

Type de culture Culture en | Culture fixée | Culture fixée sur support
suspension (bactéries aérobies, | rotatif (bactéries aérobies,
(bactéries aérobies | bactéries bactéries  hétérotrophes,
hétérotrophes, nitrifiantes, archées | bactéries anaérobies,
bactéries champignons, bactéries  dénitrifiantes,
nitrifiantes, archées | protozoaires). microalgues,
méthanogenes, champingnons et
protozoaires). protozoaires)

Efficacité (> 90 %). (70-90 %). (80-90 %).

d’élimination de la
DBOs

Besoin en énergie

Elevé (pompes et

Faible a modéré

Modéré (moteur pour la

aérateurs). rotation des disques).
Surface requise Relativement Plus compacte que | Trés compacte.
grande. les boues activées.
Maintenance Relativement Simple (nettoyage | Simple (surveillance de
exigeante (gestion | périodique du lit). I'état des disques).
de la biomasse,
controle de

I'oxygénation).

Applications
typiques

Stations urbaines et
industrielles de
moyenne a grande
capacité.

Petites a moyennes
collectivités ou
industries.

Petites collectivités,
stations décentralisées.

1.3.2. Stations a traitement physico-chimique

Les stations a traitement physico-chimique appliquent des procédes tels que la
coagulation-floculation, la précipitation chimique ou la neutralisation. Ces traitements visent
principalement a éliminer les particules en suspension et certains polluants spécifiques,
notamment dans les eaux industrielles contenant des substances chimiques difficiles a

dégrader biologiquement (Bratby, 2016).
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1.3.3. Stations de lagunage

Le lagunage naturel (figure 4) est une technique extensive de traitement des eaux usées
utilisant de grands bassins peu profonds. L’épuration est assurée par des processus biologique
combinant activité bactérienne et la photosynthése des algues. Ce procédé est particulierement
adapté aux petites collectivités rurales en raison de son faible codt d'exploitation, bien qu'il

nécessite des surfaces importantes pour son implantation (Racault et Boutin, 2004).

Digues carrossables lle a canards

. X B
T A

N

@ Surprofondeur

Abri

Figure 4: Schéma représentant le principe de fonctionnement de I’épuration par
lagunage.
(https://fr.scribd.com/document/549397180)

1.3.4. Stations hybrides

Les stations hybrides sont des installations qui intégrent plusieurs technologies de
traitement des eaux usées telles que des procédés biologique, physico-chimique et extensifs
.cette combinaison vise a mieux répondre aux spécificités des charges polluantes et atteindre
des objectifs de qualité plus élevé. En effet, ces systemes permettent de pallier les limitations
inhérentes a chaque procédé pris individuellement et d’optimiser la performance globale de

I'épuration (Tchobanoglous et al., 2003).
1.4. Les étapes du traitement des eaux usées (Figure 5)

1.4.1. Prétraitement

Le prétraitement constitue la premiere étape essentielle du processus de traitement des
eaux usees. Il vise principalement a éliminer les solides grossiers, les sables et les huiles qui
risquent de perturber ou d’endommager les équipements situés en aval. Bien qu’il n’assure
qu’une faible réduction de la charge organique, il demeure indispensable pour préserver

I’efficacité et la durabilité des étapes suivantes (Tilley et al., 2014).
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e Criblage

Le criblage a pour but de retenir les déchets solides flottants ou immergés de grande taille
a l’aide de grilles installées a 1’entrée de la station. Selon leur ouverture, ces grilles sont
classées en : grossiéres (25-150 mm), intermédiaires (10-25 mm) ou fines (1,5-10 mm).
Dans les stations modernes, les grilles fines associées a un nettoyage mécanique sont

privilégiées pour optimiser 1’efficacité (Qasim et Zhu, 2018).

e Dessablage

Le dessablage consiste a éliminer les particules minérales lourdes telles que le sable, les
graviers et parfois les fragments de verre, afin de prévenir I'usure des équipements. Les
bassins de dessablage, congus pour ralentir 1’écoulement, permettent la décantation des
particules denses tandis que les matieres organiques restent en suspension. Dans certains cas,
une aération est appliquée pour éviter la décantation des matiéres organiques et faciliter la
séparation des graisses (Kolosovska et Bauer, 2022).

e Déshuilage

Le déshuilage a pour objectif d’éliminer les huiles, graisses et hydrocarbures en surface,
car ils peuvent nuire aux traitements biologiques et engendrer des nuisances olfactives. Il
repose sur la séparation gravitaire dans des bassins ou les matieres flottantes sont raclées en
surface. L’aération peut étre utilisée pour favoriser la remontée des graisses et améliorer

I’efficacité du processus (Abuhasel et al., 2021).

1.4.2. Traitement primaire

Le traitement primaire constitue la deuxieme étape dans le processus d’épuration des eaux
usées. Il s’agit d’un procédé physique visant a éliminer une partie importante des matiéres en
suspension (MES) et de la matiere organique particulaire par sedimentation. Cette étape,
réalisée avant le traitement biologique, permet de réduire significativement la charge
polluante globale (Liu et al., 2019).

e Décantation primaire

La décantation primaire repose sur la sédimentation gravitaire dans des bassins congus
pour ralentir I’écoulement des eaux usées. Les particules lourdes se déposent au fond sous
forme de boues primaires, tandis que les graisses et huiles flottent a la surface. Cette étape
permet d’éliminer en moyenne 50 a 70 % des matieres en suspension, 25 a 40 % de la DBOS

et 10 a 20 % de I’azote total. Toutefois, elle reste peu efficace pour les substances dissoutes,

11
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les agents pathogenes et les nutriments, nécessitant un traitement biologique complémentaire
(Jover-Smet et al., 2017).

1.4.3. Traitement secondaire

Le traitement secondaire est un traitement biologique qui vise a éliminer la matiere
organique dissoute ou colloidale restante, grace a 1’action de micro-organismes en conditions
aerobies contrdlées. Il repose sur des procédés classés en deux catégories : les systemes a
croissance en suspension (ex. boues activées) et ceux a croissance fixée (ex. biofiltres et
disques biologiques rotatifs). Bien congus, ces procédés permettent d’¢liminer plus de 85 %
de la DBOs et une part notable des solides en suspension, avec parfois une réduction partielle
de I’azote et du phosphore (Johnson et Mehrvar, 2023).

1.4.4. Traitement tertiaire

Le traitement tertiaire, ou avancé, est la derniére étape du processus d’épuration. Il vise a
éliminer les polluants résiduels non éliminés lors des traitements primaire et secondaire,
notamment lorsque des normes strictes s’appliquent ou que 1’eau est destinée a la réutilisation

agricole, industrielle ou urbaine (Zagklis et Bampos, 2022)

> Filtration

Cette étape permet de retenir les particules fines encore présentes apres le traitement
secondaire. Elle utilise divers supports comme les filtres a sable, a disques ou a membranes,
contribuant ainsi a réduire la turbidité et a améliorer la clarté de I’eau (Mortula et al., 2022).
> Désinfection

Elle vise a éliminer les micro-organismes pathogenes afin de protéger la santé publique,
en particulier lorsque 1’eau est réutilisée ou rejetée dans des milieux sensibles. Les procédés
les plus courants incluent la chloration, 1’0zonation et les rayons ultraviolets (UV) (Kong et
al., 2021).
> Elimination de I’azote

L’azote, sous forme ammoniacale ou nitrate, est responsable de phénomenes
d’eutrophisation. Il est éliminé par des procédés biologiques spécifiques tels que la
nitrification et la dénitrification (Visnevschi et Povar, 2025).
> Elimination du phosphore

Le phosphore est souvent éliminé par précipitation chimique a 1’aide de sels métalliques
(fer ou aluminium), afin de prévenir la prolifération des algues dans les milieux aquatiques
(Ojo et Ifelebuegu, 2018).
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1.5. Traitement des boues (salva et al., 2025)

Le traitement des boues représente une étape essentielle dans le fonctionnement des
stations d’épuration, car les boues issues des traitements primaires et secondaires constituent
le principal sous-produit du processus. Ce traitement vise a réduire leur volume, stabiliser la

matiére organique, limiter les risques sanitaires et faciliter leur valorisation ou élimination.

1.5.1. Epaississement

Cette étape consiste a concentrer les boues en diminuant leur teneur en eau, grace a des
procédés physiques tels que I’épaississement par gravité, flottation ou centrifugation.
1.5.2. Digestion

La digestion, généralement anaérobie, a pour objectif de stabiliser la matiére organique, de
réduire les odeurs et la charge pathogéne, et de produire du biogaz valorisable. La digestion
aérobie est également utilisée, mais reste moins répandue.
1.5.3. Déshydratation

Elle permet d’extraire davantage d’eau des boues stabilisées afin de faciliter leur transport
ou ¢limination. Elle s’effectue a I’aide d’équipements comme les centrifugeuses, filtres-
presses ou lits de séchage.
1.5.4. Valorisation

Les boues traitées peuvent étre valorisées sous forme d’amendement agricole, de
production d’énergie (biogaz, incinération) ou intégrées dans certains matériaux, sous réserve

de respecter les normes sanitaires et environnementales.
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Figure 5: Représentation schématique d’une station d’épuration (Aussel et al., 2004).
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1.6. Limites et défis des stations d’épuration

1.6.1. Impact écologique et risques sanitaires

Les stations d’épuration jouent un réle crucial dans la protection de 1I’environnement et de
la santé publique. Cependant, lorsqu’elles sont mal congues ou mal gérées, elles peuvent
engendrer des impacts négatifs notables. Sur le plan écologique, elles sont souvent associées a
une consommation énergétique importante, des émissions de gaz a effet de serre, et des
nuisances olfactives. Du point de vue sanitaire, les défaillances dans le traitement de I'eau
peuvent entrainer de graves conséquences. Un exemple marquant est celui de la catastrophe
de Walkerton (Canada, 2000), ou une contamination de 1’eau potable par des agents
pathogénes a provoqué 2 300 cas d’intoxication et 7 décés. Ces événements soulignent
I’importance d’un contréle rigoureux et continu du fonctionnement des stations d’épuration

(Herrera-Navarrete et al., 2021).

1.6.2. Gestion et valorisation des boues

Les boues issues du traitement biologique des eaux usées représentent un défi
environnemental et sanitaire majeur. Elles accumulent une grande partie des polluants
présents dans les effluents, notamment des composeés organiques persistants et des agents
pathogenes. Lors de la valorisation de ces boues par épandage, il existe un risque de relargage
de ces contaminants dans 1’environnement, ce qui pourrait entralner des effets
écotoxicologiques si des mesures de gestion adaptées ne sont pas mises en place (Sim et al.,
2010).

1.6.3. Rejets d’antibiotiques et génes de résistance

Les effluents traités dans les stations d’épuration contiennent souvent des médicaments, y
compris des antibiotiques, qui peuvent persister méme apres le traitement. Cette persistance
constitue un facteur de risque pour la santé publique et les écosystémes. Sim et ses
collaborateurs ont montré que ces composés peuvent subsister dans les eaux usées traitées,
illustrant la difficulté a éliminer certains contaminants biologiquement actifs (Sim et al.,
2010). Cette cooccurrence de composés dans un méme environnement peut favoriser la co-
sélection de génes de résistance. De plus, selon Berendonk et ses collaborateurs et
I’Organisation mondiale de la santé, les stations d’épuration sont identifiées comme des
"hotspots” pour la dissémination des genes de résistance aux antibiotiques. La faible
¢limination des résidus d’antibiotiques crée une pression de sélection favorable au transfert
horizontal de ces genes entre différentes especes bactériennes (Berendonk et al., 2015 ; OMS,
2017).
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1.6.4. Persistance des bactéries resistantes

Malgré les améliorations dans les technologies de traitement, les stations d’épuration ne
parviennent pas toujours a éliminer totalement les bactéries résistantes aux antibiotiques. Ces
microorganismes peuvent survivre au traitement biologique classique et étre relachés dans les
milieux aquatiques. Cette persistance est renforcée par la forte densité microbienne et la
présence de résidus antimicrobiens dans les eaux usées traitées. Selon I'Organisation mondiale
de la santé et Berendonk et ses collaborateurs, ces conditions contribuent a la dissémination
environnementale des bactéries résistantes aux antibiotiques, constituant un enjeu majeur pour
la santé publique (Berendonk et al., 2015 ; OMS, 2017).

1.7. Innovations et perspectives d'amélioration

1.7.1. Les technologies membranaires dans le traitement des eaux usées

Les technologies membranaires constituent une avancée significative dans le domaine du
traitement des eaux usées. Ces procédés innovants permettent une purification efficace et
favorisent la réutilisation des eaux grdce a leur capacité de séparation sélective des
constituants indésirables. Leur développement répond aux exigences croissantes en matiere de
qualité de I’eau, de protection de ’environnement et de durabilité des ressources hydriques
(Ezugbe et Rathilal, 2020).

Parmi les principales technologies membranaires utilisées dans ce contexte, on distingue
notamment : la microfiltration, 1’ultrafiltration, la nanofiltration, 1’osmose inverse et 1’osmose

directe.

1.7.2. Réduction de la résistance bactérienne en station d’épuration

La problématique croissante de la résistance aux antimicrobiens dans les stations
d'épuration stimule le développement de solutions innovantes. Les nanomatériaux
fonctionnalisés présentent des propriétés antibactériennes intéressantes contre divers
pathogenes préoccupants (Jain et al., 2021). De plus, les récentes innovations en matiere de
détection moléculaire permettent désormais une surveillance plus efficace des déterminants

génétiques de résistance, contribuant ainsi a une meilleure gestion des risques sanitaires.

% Désinfection et détection par nanomateriaux
Selon 1’Organisation mondiale de la santé, prés de 80 % des maladies dans les pays en
développement sont dues a la consommation d’une eau contaminée par divers agents

pathogénes, notamment des bactéries, des virus, des protozoaires, des champignons et des
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prions. Cette réalite sanitaire alarmante fait de la désinfection et du contrle microbiologique

des eaux usées une priorité majeure dans les stations d’épuration (Jain et al., 2021) .

Dans ce cadre, les nanomatériaux se sont imposés comme une solution innovante grace a
leurs propriétés physico-chimiques particuliéres : grande surface spécifique, réactivité élevée
et polyvalence fonctionnelle. Ils sont utilisés non seulement pour l'inactivation des agents
pathogenes, mais aussi pour la détection des antibiotiques et des génes de résistance dans les
eaux usées. Plusieurs types sont couramment étudiés : les nanoparticules d’argent (AgNPs),
les oxydes métalligues comme ZnO, CuO et TiO,, ainsi que les nanotubes de carbone
(CNTSs).

Les principaux mécanismes de désinfection par nanomatériaux comprennent (igure 6)

> Interaction électrostatique avec la membrane cellulaire
» Production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS)
> Détérioration de la paroi cellulaire bactérienne
» Altération de I’ADN ou des enzymes intracellulaires
> Effets photochimiques sous irradiation (dans le cas du TiO,, par exemple)
Release of ions —— @ Protein oxidation Disruption of
membrane/
cell wall
«
DNA S : .
Generation of
damage :
Reactive
Oxygen Species
s, A
YV~
<] @ =
£ v Q
Interruption of electron transport )

Figure 6: Schéma illustrant les mécanismes d’inactivation microbienne induits par les

nanomatériaux (Jain et al., 2021).

Certaines plateformes a base de nanomatériaux sont également capables de détecter des
génes spécifiques de résistance, comme mecA chez les souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline (SARM), ce qui renforce leur utilité dans la gestion des risques

sanitaires liés a ’antibiorésistance (Jain et al., 2021).
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% Autres stratégies de gestion technique pour limiter la dissémination de

I’antibiorésistance

La réduction de la résistance bactérienne dans les stations d’épuration ne dépend pas
uniquement des technologies avancées, mais aussi de la configuration et des conditions de
fonctionnement des systemes biologiques existants. Leiva et ses collaborateurs soulignent
plusieurs leviers techniques et opérationnels qui peuvent étre mobilisés pour limiter la
dissémination des bactéries résistantes aux antibiotiques et des génes de résistance dans les
effluents traités (Leiva et al., 2021).

» Prolongation du temps de rétention hydraulique (HRT) : un temps de séjour plus long
permet une meilleure dégradation biologique, limitant la survie des bactéries résistantes.

» Controle des charges de polluants, y compris les antibiotiques : une charge plus faible
réduit la pression de sélection qui favorise les souches résistantes.

» Température de fonctionnement : elle influence 1’activité microbienne et I’efficacité de
la dégradation des contaminants.

» Type de traitement biologique appliqué (aérobies, anaérobies, boues activées...) :
certains systemes permettent une meilleure réduction des bactéries et de genes de
résistances selon leur conception.

> Stabilité et performance du procédé : des conditions fluctuantes favorisent 1’adaptation

et la sélection de souches résistantes, une exploitation stable est donc essentielle.

Selon les auteurs, I'amélioration de ces paramétres permettrait de limiter significativement
la persistance et la dissémination des bactéries résistantes dans les eaux usées traitées (Leiva
etal., 2021).
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2. les bacteéries résistantes aux antibiotiques

2.1.  Définition

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne qui compromet I’efficacité des
traitements antimicrobiens et constitue un défi majeur en santé publique. Elle désigne la
capacité des bactéries a survivre et a se multiplier en présence d’un antibiotique qui était
auparavant efficace contre elles. 1l existe deux grandes catégories de résistance bactérienne

aux antibiotiques : I’une naturelle, ’autre acquise (Jovanovic et al., 2021).

2.1.1. Résistance intrinseque

La résistance intrinseque désigne la capacité naturelle de certaines especes bactériennes a
résister a certaines classes d’antibiotiques, indépendamment d’une exposition antérieure.
Cette résistance repose souvent sur des caractéristiques structurelles ou biochimiques
spécifiques, telles que I’absence de la cible de I’antibiotique ou la présence de mécanismes

d’expulsion actifs comme les pompes d’efflux (Mancuso et al., 2021).

2.1.2. Résistance acquise

Contrairement a la résistance intrinséque, qui est une propriété naturelle de certaines
bactéries, la résistance acquise se développe lorsque des bactéries, initialement sensibles,
deviennent résistantes a un antibiotique. Ce phénomeéne peut résulter de mutations génétiques
qui altérent la cible de 1’antibiotique, réduisant ainsi son efficacit¢ ou de ’acquisition de

génes de résistance par transfert horizontal de genes (Mancuso et al., 2021).

Ce transfert peut s’effectuer via différents vecteurs génétiques, notamment les plasmides,
les bactériophages et I’ADN extracellulaire. Ces éléments génétiques mobiles jouent un role
clé dans la dissémination des genes de résistance et contribuent a 1’apparition de souches
multi-résistantes. Le transfert horizontal de génes est un mécanisme majeur de propagation de
la résistance aux antibiotiques. Il repose sur trois modes principaux : la transformation, la

transduction et la conjugaison (Liu et al., 2024).

2.2.  Mécanismes de résistance bactérienne

La résistance des bactéries aux antibiotiques repose sur plusieurs mécanismes naturels ou
acquis qui leur permettent de survivre face aux traitements. Ces mecanismes incluent la
réduction de la perméabilité de la membrane, 1’activation de pompes d’efflux, la modification
de la cible de I’antibiotique, ainsi que la production d’enzymes capables d’inactiver ces

molécules (Munita et Arias, 2016).
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2.2.1. Réduction de I’'imperméabilité

La résistance aux antibiotiques peut résulter d’une diminution ou d’une perte de
I’expression des génes codant pour les porines, protéines situées dans la membrane externe
des bacilles a Gram négatif. Ces porines forment des canaux, spécifiques ou non spécifiques,
permettant le transport passif de petites molécules hydrophiles, y compris certains
antibiotiques. Lorsqu’elles sont altérées ou absentes, la diffusion des composés
antimicrobiens est réduite, limitant ainsi leur acces aux cibles intracellulaires. Ce mécanisme
joue un réle important dans la résistance aux B-lactamines et aux fluoroquinolones chez des

especes telles que Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae (Pageés et al., 2008).

Plus particuliérement, la perte fonctionnelle de la porine OprD induit une résistance de
haut niveau a I’imipéneme. Cette altération est souvent due a des mutations affectant les
boucles 2 et 3 du canal , ces modifications changent sa conformation, empéchant I’entrée du
carbapénéme. Ce mécanisme est I'un des plus fréquents dans la résistance aux carbapénémes

chez Pseudomonas aeruginosa (Li et al., 2012).

2.2.2. Pompes d’efflux

Les pompes d’efflux sont des transporteurs membranaires actifs qui expulsent une large
variété de composés toxiques, y compris les antibiotiques, hors de la cellule bactérienne. Ce
mécanisme permet de réduire la concentration intracellulaire des agents antimicrobiens,
compromettant ainsi leur efficacité. Chez les bacilles a Gram négatif, le systeme MexAB-
OprM de Pseudomonas aeruginosa, joue un role central dans la résistance aux f-lactamines,
fluoroquinolones, chloramphénicol et autres agents. Ces pompes peuvent étre constitutives ou
induites en réponse a des stress environnementaux, ce qui contribue a I’émergence de
phénotypes multirésistants. En raison de leur rdle clé dans la tolérance bactérienne, les
pompes d’efflux représentent une cible prometteuse pour le développement d’inhibiteurs

capables de restaurer 1’efficacité des antibiotiques existants (Gaurav et al., 2023).

2.2.3. Modification de la cible

Ce mécanisme est principalement di & une mutation au niveau du géne qui code pour la
cible, entralnant une modification structurale de la protéine et une diminution de I’affinité de
I’antibiotique pour celle-ci. Chez les entérobactéries, la modification des protéines fixant la
pénicilline PBP compromet 1’action des B-lactamines. La résistance aux fluoroquinolones
résulte souvent de mutations affectant I’ADN gyrase ou la topoisomérase IV, deux enzymes

clés dans la réplication de I’ADN. Par ailleurs, la méthylation du 23s ARNTr, constituant
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majeur de la sous-unité 50s du ribosome, empéche la liaison des macrolides a leur site

d’action, bloquant ainsi leur effet inhibiteur sur la synthése protéique (Munita et Arias, 2016).

2.2.4. Mécanisme enzymatique
Le mécanisme enzymatique est le mécanisme le plus courant de résistance bactérienne. Il
repose sur la production d’enzymes spécifiques, principalement les [-lactamases, qui

hydrolysent I’anneau B-lactame des antibiotiques, les rendant inactifs (Bush et Jacoby, 2010).

Ces enzymes sont classées selon la classification moléculaire d’ Ambler en quatre classes

e La classe A regroupe les B-lactamases a spectre étendu (BLSE), telles que TEM, SHV et
CTX-M, retrouvées couramment chez Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae.

e La classe B inclut les métallo-pB-lactamases (NDM, VIM, IMP) nécessitant des ions
métalliques et présents chez de nombreuses entérobacteéries.

e La classe C comprend les céphalosporinases de type AmpC, naturellement présentes chez
Enterobacter spp, Citrobacter freundii ou Serratia marcescens.

e La classe D regroupe les oxacillinases (comme OXA-48), fréquentes chez Acinetobacter

baumannii et certaines entérobactéries (Bush et Jacoby, 2010 ; Poirel et al., 2008).

Outre les PB-lactamases, d'autres enzymes contribuent & la résistance, notamment celles
modifiant les aminosides, telles que les acétyltransférases (AAC), nucléotidyltransférases
(ANT) et phosphotransférases (APH), détectées respectivement chez Klebsiella spp.,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Ramirez et Tolmasky, 2010).

Ces enzymes sont souvent codées par des éléments génétiqgues mobiles comme les
plasmides, les transposons et les intégrons, ce qui facilite leur transfert horizontal entre
bactéries. Cette mobilité génétique favorise une dissémination rapide de la résistance,

notamment dans les milieux hospitaliers et environnementaux (Poirel et al.,2008).

2.3.  Impact en santé publique et en microbiologie environnementale

Il ne s'agit pas seulement d'un phénoméne biologique, mais d'un véritable probleme de
santé publigue et environnemental. Selon I'Organisation mondiale de la santé, elle pourrait
causer jusqu'a 10 millions de déces par an d'ici 2050, en raison de I'échec des traitements
contre les infections résistantes. Les infections associées aux soins de santé, souvent
contractées via des dispositifs médicaux ou des interventions chirurgicales, sont aggravées par
la présence de bactéries multi-résistantes, ce qui complique leur prise en charge et augmente

les couts de santé.
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Par ailleurs, I'impact environnemental de la résistance aux antibiotiques est tout aussi
préoccupant. Les antibiotiques ne sont pas entierement métabolisés par le corps humain et
sont excrétés dans les eaux usées, favorisant la dissémination de bactéries résistantes. Les
rejets des stations d'épuration contribuent a 1’accumulation de bactéries résistantes et de génes
de résistance aux antibiotiques dans les ecosystemes aquatiques et terrestres, augmentant ainsi
le risque de contamination de la faune, de la flore et des populations humaines (Sun et al.,
2022).

2.4.  Origines des bactéries résistantes
2.4.1. Usage médical des antibiotiques

Les études indiquent que l'utilisation intensive des antibiotiques dans les environnements
médicaux, tels que les hoépitaux et les établissements de soins, joue un role clé dans la
propagation des bactéries résistantes aux antibiotiques. L'exposition professionnelle dans les
hopitaux et les voyages ont été identifiés comme les voies de transmission les plus courantes
(Godijk et al., 2022). De plus, les eaux usées hospitaliéres contiennent des concentrations
élevées d'antibiotiques tels que la ciprofloxacine, le méropénem et la ceftazidime, contribuant
ainsi a la propagation des bactéries résistantes, notamment celles produisant BLSE et les

bactéries résistantes aux carbapénémes (Voigt et al., 2022).

2.4.2. Usage vétérinaire des antibiotiques

En médecine vétérinaire, les antibiotiques sont largement utilisés pour prévenir et traiter
les infections chez les animaux d’élevage, ce qui peut entrainer I’apparition de souches
résistantes transmissibles a I’homme. Ces agents antimicrobiens peuvent atteindre les sols et
les eaux de surface via les déjections animales, propageant ainsi la résistance dans

I’environnement (Xie et al., 2018).

2.4.3. Agriculture et aquaculture

L’agriculture et I’aquaculture contribuent également a la dissémination des bactéries
résistantes. Les engrais organiques d’origine animale, ainsi que 1’usage d’antibiotiques dans
les fermes aquacoles, favorisent la persistance de génes de résistance dans les sols et les
milieux aquatiques. Ces environnements contaminés deviennent ainsi des réservoirs
bactériens susceptibles de transmettre la résistance aux humains et aux animaux (Yuan et al.,
2023).
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2.4.4. Déversements industriels et hospitaliers

Les rejets industriels et hospitaliers, en particulier ceux non traités ou partiellement épurés,
sont une source importante de pollution antimicrobienne. Les effluents hospitaliers
contiennent souvent des concentrations significatives d’antibiotiques actifs, favorisant la
sélection naturelle de bactéries resistantes, notamment celles capables de produire des

enzymes comme les BLSE (Zhang et al., 2020).

2.4.5. Stations d’épuration et sélection des bactéries résistantes

Les stations de traitement des eaux usées jouent un rble ambivalent dans la gestion des
bactéries résistantes aux antibiotiques. Bien qu'elles réduisent la charge bactérienne globale,
elles ne parviennent pas toujours a éliminer totalement les bactéries résistantes ni leurs génes
de résistance. Par exemple, certaines souches résistantes, comme Pseudomonas aeruginosa
résistante aux céphalosporines de troisieme génération, peuvent subsister dans les eaux
traitées et se disséminer dans les milieux aquatiques (Godijk et al., 2022). En outre, la
présence d’antibiotiques résiduels dans ces eaux peut exercer une pression sélective favorisant
la persistance et la propagation des souches résistantes, augmentant ainsi le risque de

contamination des écosystemes environnants (Voigt et al., 2022).

2.5. Les bactéries résistantes aux antibiotiques isolées a partir des stations d’épuration
Les stations d’épuration des eaux usées sont de plus en plus reconnues comme des

réservoirs actifs de bactéries résistantes aux antibiotiques et de genes de résistance. Diverses

¢tudes menées a I’échelle nationale et internationale confirment la présence persistante de ces

éléments, malgré les processus de traitement conventionnels (Mosaka et al., 2023) .

En Algérie, Une étude menée a la station d’épuration « East » de Tizi-Ouzou a révélé la
présence de souches résistantes parmi les entérobactéries et entérocoques dans les eaux
traitées. Ces bactéries montraient une forte résistance aux p-lactamines, et plusieurs genes de
résistance y compris le géne d’intégrase de classe 1, ont été détectés, suggérant un risque de

transfert horizontal (Mazi et al., 2025).

Une autre étude dans le nord-ouest algérien, portant sur trois types de STEP (boues
activées, lagunes aérobie, lagunes naturelles), a permis 1’isolement de souches a Gram négatif
comme Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, et Serratia marcescens. Ces bactéries ont
montré une multirésistance, notamment dans les lagunes naturelles, avec une production
confirmée de B-lactamases a spectre étendu (BLSE) de type CTX (Mokeddem et al., 2025).
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Dans la wilaya de Batna, Escherichia coli a été identifiée avec une double résistance
préoccupante aux carbapénémes et a la colistine. Les mécanismes moléculaires comprenaient
la production d’OXA-48 et la présence du gene mcr-1, ce qui renforce le potentiel de

dissémination environnementale de ces souches (Cherak et al., 2022).

A T’échelle internationale, des recherches ont démontré que des souches
environnementales telles que Pseudomonas spp et Chromobacterium spp, peuvent présenter
une résistance aux carbapénémes sans génes acquis, reposant sur des mecanismes intrinseques
comme la perte de porines ou la surexpression des pompes a efflux. D’autres souches
pathogénes comme Escherichia coli, Citrobacter spp, Klebseilla pneumoniae, et Aeromonas
spp, portaient des génes de résistance acquis tels que bla_KPC, bla_NDM, bla_VIM, et mcr-

9, impliqués dans la résistance aux B-lactamines et a la colistine (Oliveira et al., 2021).

Une étude conduite en Allemagne, aux Pays-Bas et en Roumanie, a mis en évidence la
présence d’Escherichia coli productrices de BLSE et d’entérobactéries porteuses de
carbapénémases dans les effluents traités, les eaux de surface et méme 1’air ambiant. Ces
bactéries etaient résistantes aux carbapénemes (imipeneme, méropénéme) via les enzymes
KPC, NDM, VIM et OXA. La présence de génes d’intégrase de classe 1 corrobore le risque

de dissémination par transfert horizontal (Wengenroth et al., 2021).
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1. Matériel

1.1. Milieux de culture
1.1.1. Milieux de culture liquides

> Bouillon nutritif (BN)

» Bouillon cceur—cerveau enrichi (BHIB)
» Mueller Hinton

» Bouillon trypticase soja (TSB)

1.1.2. Milieux de culture solides

» MacConkey
» Gélose nutritive (GN)
» Gélose TSI
» Mueller Hinton (MH)

1.2. Tests biochimiques

» Galerie API1 20 E et AP120 NE

* Test d’oxydase (Cypress Diagnostics)

1.3. Antibiotiques
1.3.1. En disques

> B-lactamines

- Pénicillines : ticarcilline, ticarcilline + acide clavulanique, amoxicilline + acide
clavulanique.

- Céphalosporines : ceftazidime (de 3°™ génération), céfotaxime (de 3™ génération),
cefpodoxime (de 3™ génération) et céfoxitine (de 2°™ génération)

- Carbapénemes : imipéneme et méropénéme

Aminosides : gentamicine, tobramycine et kanamycine.

Fluoroquinolones : norfloxacine

YV V V

Sulfamides : triméthoprime + sulfaméthoxazole.
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1.3.2. En poudre

> Ertapénéme
» Céfotaxime

> Imipénéme
1.4. Solutions et colorants

- Peroxyde d’hydrogene (H,0,)

- Violet de gentiane

- Lugol

- Alcool éthylique

- Fuchsine

- Solution saline stéerile (NaCl 0,96 %)
- Huile de paraffine

- Huile a immersion
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2. Méthodes
2.1. Lieu d’étude

Cette étude, réalisée durant la période allant du ler Mars au 27 Mai 2025, porte sur la
résistance aux antibiotiques des bactéries isolées des eaux usées traitées. Elle a été conduite
dans la wilaya de Tlemcen, au niveau de deux sites : la station d’épuration d’Ain El Hout,
relevant de 1’Office National de 1’ Assainissement ONA, ainsi que le site de I’ONID (Office
National d’Irrigation et de Drainage), point de distribution des eaux traitées destinées a
I’irrigation. L’ensemble des analyses microbiologiques a été effectu¢ au Laboratoire de
Microbiologie Appliquée a 1’Agro-Alimentaire, au Biomédical et a I’Environnement
(LAMAABE) de I’Université de Tlemcen.

2.2. Présentation des sites de prélevement

2.2.1. Station d’épuration d’Ain El Hout

La station d’épuration de Tlemcen, gérée par I’Office National de 1’Assainissement
(ONA), est une installation de type boues activées a faible charge congue pour traiter les eaux
usées domestiques de la ville. Dimensionnée pour une population équivalente de 150 000
habitants, elle a une capacité de traitement de 30 000 m3/jour, avec un débit de pointe horaire
de 3 800 m3/h.

0,

% Procédé de traitement
Le traitement repose sur un procédé aérobie utilisant des microorganismes hétérotrophes

pour dégrader les matieres organiques (figure7). Les étapes clés sont :

e Prétraitement

- Dégrillage grossier (écartement de 50 mm) et fin (écartement de 20 mm).

- Dessablage-déshuilage via deux unités trapézoidales équipées de ponts suceurs
(dimensions : 4 m x 26 m).

e Traitement biologique

- Quatre bassins d’aération (volume unitaire : 4 723 m?) équipés de 12 aérateurs de surface
(75 kW chacun) et de 4 sondes d’oxygene dissous.

- Formation de bioflocs (agrégats bactériens) dans une liqueur mixte maintenue en
turbulence pour optimiser 1’oxydation.

e Décantation secondaire
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Deux décanteurs circulaires (diameétre : 46 m) avec racleurs mécanisés (vitesse : 0,04
m/s).
Désinfection
Chloration via un bassin de 700 m3 et sept (7) tanks de chlore gazeux (capacité totale : 7
000 kg).
Caractéristiques techniques
Données de base de dimensionnement :
horizon : 2005
Type de réseau : unitaire
Nature des eaux brutes : domestiques
Population équivalente : 150 000 EQ/HAB
Equivalence calculée sur la DBOs : 172 000 EH
Débit journalier : 30 000 m3/j
Débit de pointe horaire admis au traitement : 3 800 m3/h
Charge en DBOs : 9 300 kg/j
Charge en MES : 13 950 kg/j
Azote a nitrifier : 1 980 kg
L’équivalence calculée sur la DBO : 172 000 EQ/HAB

Caractéristiques des rejets apres traitement (moyenne sur 24 h)
MES (matiéres en suspension) : 30 mg/I
Matieres sedimentables : 0,5 cm3/I

DBOs : 20 mg/I

DBOjs en pointe (2 h) : 30 mg/I

DCO : 120 mg/l

Azote ammoniacal (N-NH,*) : 3 -5 mg/l
Azote nitrique (N-NO3™) : 8 — 10 mg/I
Huiles et graisses végétales : 20 mg/I
Coliformes totaux : 20 000 /100 ml
Coliformes fécaux : 12 000 /100 ml

Streptocoques fécaux : 2 000 /100 ml
Traitement des boues

Epaississement : Un épaississeur (diamétre: 14 m) concentre les boues avant

déshydratation.
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e Séchage : Quatorze lits de séchage traitent les boues excédentaires.
e Recyclage : Une partie des boues est réinjectée dans les bassins d’aération pour maintenir

la hiomasse microbienne.

X3

%

Infrastructure et énergie
e Batiments: Batiment d’exploitation et de chloration.

e Energie: Deux transformateurs de 800 kVA (tension : 30 kV/400 V).

X3

%

Performances environnementales
La station garantit une réduction significative des polluants, conformément aux normes

algériennes, avec un rejet final respectant les seuils stricts pour les matieres organiques, les

pathogenes (coliformes) et les nutriments (azote).

Figure 7: Tableau synoptique de la station d’épuration de Tlemcen.
Consulter le 10 Mars 2025

29



Matériel et Méthodes

2.2.2. Le site ONID

Il s’agit d’un bassin de récolte des eaux usées traitées, relevant de I’Office National
d’Trrigation et de Drainage (ONID), situé dans la commune de Chetouane (wilaya de
Tlemcen). Ce site regoit les eaux traitées provenant directement de la station d’épuration
d’Ain El Hout et représente le point de distribution final des eaux traitées destinées a

I’irrigation agricole (figure 8).

Figure 8: Bassin de récolte des eaux traitées relevant de ’ONID.

Consulter le 09 Mars 2025

2.3. Prélévement
13 prélevements ont été réalisés : 5 échantillons d’eau traitée et 2 de boues activées ont
été prélevés au niveau du bassin de sortie de la station d’épuration d’Ain El Hout, tandis que

6 échantillons d’eau ont été collectés a partir de différents points du bassin de récolte du site
ONID.

Les échantillons d’eau ont été prélevés dans des flacons en verre stériles de 250 mL, en

les immergeant directement dans le milieu de collecte afin d’éviter toute contamination. De
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la méme manicre, les boues activées, présentes en suspension dans 1’eau, ont été prélevées

dans des pots stériles, également plongées directement dans le bassin de sortie.

Aprés prélevement, les échantillons ont été conservés dans une glaciére isotherme a une
température comprise entre 2 et 5 °C, puis transportés rapidement vers le laboratoire pour

traitement.

Tableau 2: Sites et dates des prélevements

Date du | Site et lieu de | Type d’échantillon Nombre de
prélévement prélévement prélévements
09/03/2025 ONID - Bassin de | Eau traitée pour | 6 flacons

récolte des eaux | irrigation

traitées
10/03/2025 ONA - Bassin de | Eau traitée 5 flacons

sortie de la station
d’épuration d’Ain El
Hout

10/03/2025 ONA - Bassin de | Boues activées 2 pots
sortie de la station
d’épuration d’Ain El
Hout

2.4. Recherche de bacilles @ Gram négatif résistants aux antibiotiques

2.4.1. Enrichissement

Afin d’enrichir les bactéries potentiellement résistantes présentes dans les échantillons, un
total de 13 flacons stériles contenant chacun 50 mL de bouillon nutritif ont été préparés. A
chaque flacon, 50 mL de I’échantillon d’eau usée ou de boue activée ont été ajoutés, apres
agitation, de maniere aseptique. Les flacons ont été ensuite incubés a 37 °C pendant 24

heures.

2.4.2. lsolement et purification

Les cultures positives ont été ensemencées sur deux boites de Pétri, I’'une contenant le
milieu MacConkey additionné d’ertapéneme a une concentration finale de 0,5 pg/mL, et
’autre le méme milieu additionné de céfotaxime a une concentration finale de 2 pg/mL, afin
d’isoler respectivement les bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénemes et aux

céphalosporines de 3°™ génération (Annexe 1).

Les colonies obtenues ont été repiquées de maniére successive sur milieu MacConkey pour

obtenir des souches pures.
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2.5. ldentification des souches bactériennes
L’identification des souches isolées a reposé sur une série de tests morphologiques,

biochimiques et enzymatiques, permettant de caractériser les bacilles & Gram négatif.
2.5.1. Coloration de Gram (Smith et Hussey, 2005)

e Principe

La coloration de Gram est une technique différentielle essentielle en bactériologie, utilisee
pour classer les bactéries en deux groupes principaux : les bactéries a Gram positif et celles a
Gram négatif. Cette méthode repose sur la structure de la paroi cellulaire et leur affinité pour

les colorants.

e Technique

- Préparer un frottis a partir d’une colonie pure sur une lame propre.

- Fixer le frottis par passage a la flamme.

- Recouvrir la lame avec le violet de gentiane pendant 1 minute.

- Rincer a I’eau distillée.

- Appliquer le lugol pendant 1 minute, puis rincer.

- Décolorer a I’alcool (éthanol a 96 %) pendant 30 secondes, puis rincer immédiatement.

- Colorer avec de la fuchsine pendant 1 minute.

- Laver a I’eau et sécher entre deux papiers buvards.

- Observer au microscope a I’objectif (x100), apres ajout d’une goutte d’huile a immersion.
e Lecture

- Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet.

- Les bactéries a Gram négatif apparaissent en rose.

2.5.2. Test de la catalase (MacFaddin, 2000)

e Principe

La catalase est une enzyme produite par certaines bactéries, qui dégrade le peroxyde
d’hydrogéne (H,O;), un composé toxique, en eau et en oxygene gazeux selon la réaction
suivante : 2 H,0, —- 2 H,0 + O,
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e Technique

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, une petite quantité de colonie bactérienne a été
prélevée puis déposée sur une lame de microscope contenant une goutte de peroxyde
d’hydrogéne (H,0,).

e Lecture
- L’apparition rapide de bulles gazeuses indique une réaction positive, témoignant de la
présence de I’enzyme catalase dans la souche testée.

- EnI’absence de bulles, le test est considéré comme négatif.

2.5.3. Test de I’oxydase (Shields et Cathcart, 2010)

e Principe
Ce test de permet de mettre en évidence la présence de cytochrome oxydase, une enzyme

impliquée dans la chaine respiratoire des bactéries aérobies.

e Technique
A I’aide d’une anse stérile, une colonie bactérienne fraichement isolée a été directement

frottée sur la zone réactive d’une bandelette d’oxydase commerciale (préte a I’emploi).

e Lecture
- Un changement rapide de couleur vers le violet (en moins de 30 secondes) indique un
résultat positif, signifiant la présence de 1I’enzyme oxydase.

- En I’absence de coloration ou en cas de réaction retardée, le test est considéré comme
négatif.

2.5.4. Testde TSI (Triple Sugar Iron) (Lehman, 2005)

e Principe
Le milieu TSI est un outil de diagnostic différentiel pour les bacilles a Gram négatif. Il
permet de tester la fermentation de trois sucres (glucose, lactose et saccharose), la production

de gaz, ainsi que la production d’H,S.

e Technique

- A I’aide d’une anse stérile, une colonie bactérienne a été inoculée dans un tube TSI par
pigdre verticale au centre du culot (partie profonde) du milieu, suivie des stries en surface
de la pente.

- L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
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e Lecture

- Pente et fond jaunes : fermentation du glucose et du lactose/saccharose.
- Pente rouge, fond jaune : fermentation du glucose uniquement.

- Noircissement du fond : production de H,S.

- Fissures ou soulevement du milieu : production de gaz.
2.5.5. Galerie API 20 E

e Principe

La galerie API 20 E est congue pour I’identification rapide des entérobactéries et d’autres
bacilles a Gram négatif non exigeants. Elle repose sur 20 microtubes contenant des substrats
biochimiques déshydratés permettant 1’évaluation de différentes activités enzymatiques ou de

fermentation.

e Technique

» Préparation de la suspension bactérienne

- Prélever une colonie pure et jeune (18-24 h) a partir d’un milieu gélosé.

- Préparer une suspension trouble dans de I’cau distillée stérile (équivalente a 0,5
McFarland).

» Inoculation de la galerie

- Aspirer la suspension préparée a 1’aide d’une pipette stérile.

- Remplir les tubes et les cupules des tests CIT, VP et GEL (nécessitent une lecture en
surface et en profondeur).

- Remplir uniquement les tubes des autres tests.

» Création de 1’anaérobiose

- Ajouter une goutte de paraffine stérile dans les cupules des tests suivants ADH, LDC,
ODC, URE, H,S pour assurer une atmosphére anaérobie.

> Incubation

- Placer la galerie dans une boite fermée.

- Incuber a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

e Lecture
La lecture de ces réactions est réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe 2) et

I’identification des souches est obtenue a 1’aide du logiciel Bacterial Identification Program.
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2.5.6. Galerie APl 20 NE

Principe

Le systtme API 20 NE est destiné a I’identification des bacilles a Gram négatif non

entérobactéries et non exigeants, tels que Pseudomonas spp. , Acinetobacter spp.,

Burkholderia spp., etc

>

Technique

Préparation de la suspension bactérienne

Prélever une colonie jeune (18-24 h) issue d’un milieu gélosé.

Préparer une suspension dans de 1’eau distillée stérile ou une solution saline (NaCl 0,96
%) jusqu’a obtention d’une turbidité équivalente a 0,5 McFarland.

Préparation de la galerie

Ajouter 0,2 mL de la suspension préparée dans le tube d’API Medium.

Aspirer ce mélange pour inoculer tous les microtubes de la galerie API 20 NE.
Inoculation des tests

Inoculer uniquement le fond des tubes pour les tests allant de NO3 a PNPG (ne pas
remplir les cupules).

Ajouter une goutte de vaseline stérile dans les cupules des tests GLU, ADH, et URE
pour créer une atmosphere anaérobie.

Incubation

Placer la galerie dans une boite.

Incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures selon les recommandations du fabricant.

Lecture

La lecture de ces réactions est réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe 3) et

I’identification des souches est obtenue a 1’aide du logiciel Bacterial Identification Program.

2.6. Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 4 °C sur gélose incliné ou gélose profonde pour une

utilisation & court terme, et a —80 °C dans des cryobilles pour une conservation a long terme.
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2.7. Etude de la sensibilité des bacilles & Gram négatif aux antibiotiques
2.7.1. Antibiogramme (CA-SFM, 2024)

e Principe

L’antibiogramme est un examen microbiologique permettant d’évaluer 1’interaction entre
une souche bactérienne et différents antibiotiques. Il permet de déterminer si la souche est
sensible, résistante ou intermédiaire a ces agents, ce qui est essentiel pour orienter le choix

d’un traitement antibiotique adapté.

e Technique

» Préparation de I’inoculum

- L’inoculum bactérien est préparé a partir de colonies pures agées de 18 a 24 heures,
cultivées sur un milieu solide. Deux a trois colonies sont prélevées avec une anse stérile et
mises en suspension dans 5 mL de I’eau physiologique stérile. La densité de la suspension
est ajustée a 0,5 McFarland.

» Ensemencement et dépot des disques

- L’ensemencement est effectué a 1’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension
normalisée, puis étalé de maniére uniforme sur toute la surface de la gélose Mueller-
Hinton en effectuant trois passages croisés a 60°, afin d’assurer une répartition homogene.
Apres séchage de la surface pendant quelques minutes a température ambiante, les disques
d’antibiotiques sont déposés a 1’aide de pinces stériles. La liste des antibiotiques utilisés
est présentée dans (Annexe 4).

> Incubation

- Les boites sont incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

e Lecture
La lecture et l'interprétation des résultats de l'antibiogramme se font en mesurant les

diamétres des zones d'inhibition en suivant les normes recommandées par le CA-SFM (2024)

(Annexe 5).

7.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) (CA-SFM, 2024)
e Principe

La méthode de microdilution en milieu liquide sur des microplaques a 96 puits repose sur

I’évaluation de la croissance bactérienne en présence de concentrations décroissantes d’un
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antibiotique, permettant d’identifier la plus faible concentration inhibant toute croissance

visible.

Les CMI ont été déterminées pour les souches ayant présenté une résistance a 1’ertapénéme

et a I’'imipénéme lors de 1’antibiogramme.

e Technique

- Une solution mere de chaque antibiotique a été préparée a une concentration de 128
pg/mL.

- 50 pL de bouillon Mueller-Hinton ont été distribués dans tous les puits de chaque ligne de
la microplaque (du puits 1 au puits 12).

- 50 pL de la solution d’antibiotique ont été ajoutés dans le puits n°2, puis bien
homogénéisés.

- Une série de dilutions géométriques de raison %2 a été réalisée en transférant 50 pL du
puits n°2 au puits n°3, puis du puits n°3 au puits n°4, et ainsi de suite jusqu’au puits n°11.
Les 50 pL restants dans le dernier puits ont été éliminés pour maintenir un volume
constant.

- Ensuite, 50 pL d’une suspension bactérienne standardisée a 0,5 McFarland ont été ajoutés
dans chaque puits (sauf le puits n°1, témoin négatif).

- Le puits n°1 (témoin négatif) contient 50 puL de bouillon Mueller-Hinton et 50 pL
I'antibiotique, sans bactérie.

- Le puits n°12 (témoin positif) contient 50 pL de bouillon Mueller-Hinton et 50 pL de la
suspension bactérienne, sans antibiotique.

- Cette opération a permis d’obtenir une gamme de concentrations allant de 32 pg/mL a
0,0625 pg/mL.

- Les plaques ont été scellées et incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

e Lecture
La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance visible par

rapport au témoin.
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2.8. Etude des phénotypes de résistance aux p-lactamines

2.8.1. Recherche de la production de carbapénémases par test de CIM (Carbapenem

Inactivation Method) (Van der Zwaluw et al., 2015)

Principe

La méthode CIM (Carbapenem Inactivation Method) est une technique phénotypique

recommandée pour la détection de la production de carbapénémases chez les bacilles a Gram

négatif. Elle repose sur la capacité d'une souche testée a inactiver un disque de carbapéneme

(méropénem), suivie de 1’évaluation de 1’activité résiduelle de cet antibiotique sur une souche

indicatrice standard (Escherichia coli ATCC 25922) ensemencée sur gélose Mueller-Hinton.

YV V V

Technique

Cultiver la souche a tester dans du bouillon trypticase soja TSB (Tryptic Soy Broth)
pendant 24 heures a 37 °C.

Ajuster la densité de la culture a 0,5 de I’échelle de McFarland.

A I’aide d’une anse stérile en plastique, prélever une aliquote de la culture.

Introduire I’échantillon dans un tube Eppendorf stérile contenant 2 mL de TSB.

Ajouter un disque de méropénem (10 pg) dans le méme tube.

Incuber & 37 °C pendant 2 heures.

Préparer une suspension de (E. coli ATCC 25922) ajustée a 0,5 McFarland.

Ensemencer une boite de gélose Mueller-Hinton par écouvillonnage de la souche
indicatrice.

Egoutter délicatement le disque de méropénem pour retirer I’excés de liquide avant de le
placer sur la gélose.

Déposer le disque incubé au centre de la gélose a I’aide d’une pince stérile (figure 9).

Incuber la boite a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

Interprétation des résultats
Zone d’inhibition < 15 mm : test positif — production probable de carbapénémase.
Zone d’inhibition > 19 mm : test négatif — absence de production de carbapénémase.

Zone de 16 a 18 mm : résultat douteux — nécessité de tests complémentaires.
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A
l’

Suspend full loop of Add 10 pg Incubate for 2 Place on Mueller Hinton agar
bacteria in H,O meropenem disk hours 35°C inoculated with E. coli ATCC 25922

+
Carbapenemase activity

No carbapenemase activity

Incubate for at least Read presence or absence
6 hours 35°C of inhibition zone

Figure 9: Test CIM (Van der Zwaluw et al., 2015)

2.8.2. Test de Hodge (Lee et al., 2003)
e Principe
Il consiste a mettre en évidence I'nydrolyse de I'imipénéme a l'aide d'une bactérie indicatrice

sensible (Escherichia coli ATCC 25922).

e Technique
- Ensemencer par écouvillonnage une gélose MacConkey par une suspension d'E.coli
(ATCC 25922) de 108 UFC/mL.

- A partir d'un bouillon de 24 h de la souche a tester, faire une lourde strie du centre de
la boite vers la périphérie.

- Sécher les boites 15 minutes a I'étuve.

- Déposer un disque d'imipéneme au centre de la boite (a I'extrémité de la strie)

- Incuber 18 heures a 37 C°.

e Lecture

L'hydrolyse de I'imipénéme par la souche testée se traduit par I'échancrure de la zone

d’inhibition de la souche indicatrice E. coli ATCC 25922 (figure 10).
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E.coli 25922

Test positif

Disque d’imipéneéme
Strie de la souche testée

Test négatif

Figure 10: Test de Hodge

2.8.3. Test de synergie

e Principe
La détection phénotypique de la production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), est
basée sur la mise en évidence d'une image de synergie entre un disque de céphalosporine de
troisieme génération et I'acide clavulanique (Philippon et Arlet, 2006).

e Technique

Sur une gélose Mueller-Hinton préalablement ensemencée par la souche a tester, disposer
les disques en ligne droite ceftazidime (10 pg), ticarcilline + acide clavulanique (75 pg/10 pg)
et de céfotaxime (5 pg), en respectant une distance de 2,5 cm (centre a centre) entre chaque
disque. Ensuite, placer un deuxieme disque de céfotaxime (5 pg) a 2 cm en dessous du disque
de ticarcilline + acide clavulanique (TCC), de maniére centrée verticalement (Jarlier et al.,
1988).

e Lecture
La positivité de ce test est matérialisée par un aspect dit « bouchon de champagne » (Sirot,
1996).
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Résultats et discussion

1. Résultats

1.1.  Répartition des souches identifiées

Durant la période d'étude, 24 souches de bacilles & Gram négatif résistantes aux
cephalosporines de troisieme génération (C3G) et/ou au carbapénémes ont été isolées et
identifiées. Parmi celles-ci, (14/24) souches (58,3 %) ont été isolées de la station d'épuration
d’Ain El Hout (ONA), tandis que (10/24) souches (41,7 %) provenaient du bassin de récolte
de site ONID (figure 11).

m Station d'épuration ONA
m Bassin de récolte ONID

Figure 11: Répartition des souches identifiées selon le lieu de prélevement.

1.2. Répartition des souches selon les espéces

L’analyse des 24 souches bactériennes isolées (tableau 3) (figures 13 et 14) a permis
d’identifier plusieurs espéces. Klebsiella pneumoniae était la plus représentée avec 8 souches
(33,3 %), suivie de Pseudomonas fluorescens/putida avec 4 souches (16,7 %), Pseudomonas
aeruginosa avec 3 souches (12,5 %) et Escherichia coli également avec 3 souches (12,5 %).
Deux souches de Burkholderia cepacia (8,3 %) ont été identifiées et 1 souche de Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Proteus pennerii et Non fermentaire spp (4,2% pour
chacune) (figure 12)
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m klebsiella pneumoniae

u pseudomonas fluorescens
/putida

m pseudomonas aeruginosa

w Escherichia coli

B Burkholderia cepacia

m Citrobacter freundii

m Morganella morganii

Figure 12: Répartition des souches isolées selon les especes.

Tableau 3:Résultats des tests d’identification des souches étudiées.

Souche Observation Observation Test de Test TSI
macroscopique | microscopique | catalase d’oxydase

Klebseilla

pneumoniae

Pseudomonas

fluorescens/putida
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Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Burkholderia
cepacia

Citrobacter
freundii
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Morganella
morganii

Proteus penneri

Non fermentaire
Spp
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Klebseilla pneumoniae

Escherichia coli

Citrobacter freundii

Morganella morganii

Proteus penneri

Figure 13: Identification des entérobactéries par galerie APl 20E.
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Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cepacia

Non fermentaire spp

Figure 14: Identification des BGN non fermentaire par galerie APl 20 E et API 20 NE.

1.3.1. Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

Pour I’ensemble des entérobactéries isolées, les résultats de 1’antibiogramme révelent des
taux de résistance variables selon les antibiotiques testés (figure 15). Les niveaux de
résistance les plus élevés ont été observés avec la cefotaxime et 1’amoxicilline-acide

clavulanique, avec un taux de 100 %, suivis de la ceftazidime a 92,86 % et de la tobramycine
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a 85,71 %. Un taux relativement élevé a également été noté pour le triméthoprime-
sulfaméthoxazole a 71,43 % ainsi que pour la kanamycine a 64,29 %.

En revanche, des résistances moindres ont ét¢ enregistrées pour I'imipénéme avec 42,86
%, la gentamicine a 50 %, le céfoxitine, la norfloxacine et le méropéneme, chacun avec un
taux de 35,71 %. Ces résultats mettent en évidence une multi-résistance marquée, notamment
vis-a-vis des béta-lactamines et des aminosides, et soulignent la nécessité d’une surveillance

rigoureuse de la résistance chez ces entérobactéries.
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90
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'nI_:‘ 50
— 40
30
20
10
0
CcTX AMC IMP MEM FOX TOB NOR
Ant|b|ot|ques

Figure 15: Taux de résistance des entérobactéries aux antibiotiques.

Une comparaison des profils de résistance des entérobactéries isolées des deux sites de
prélévement, a savoir la sortie de la station d’épuration d’Ain El Hout et le bassin de récolte,
révele des taux globalement similaires, bien que quelques variations soient observées (figure
16). Il est a noter que le nombre de souches analysées reste relativement comparable entre les
deux sites (8 pour la sortie de la station d’épuration et 6 pour le bassin de récolte), ce qui

permet une évaluation descriptive des écarts.

Dans les deux sites, une résistance de 100 % est observée vis-a-vis de la cefotaxime et de
I’amoxicilline-acide clavulanique. Une résistance élevée est également notée pour la
ceftazidime, avec 87,5 % a la sortie de la station d’épuration contre 100 % au bassin de
récolte. La tobramycine présente un taux de résistance de 75 % a la sortie de la station et de
100 % au bassin, tandis que le triméthoprime-sulfaméthoxazole montre des taux proches : 75
% & la sortie de la station et 66,67 % au bassin.
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Des différences plus marquées apparaissent pour certains antibiotiques. Par exemple,
I’imipénéme affiche un taux de résistance plus faible a la sortie de la station (25 %) qu’au
bassin (66,67 %). De méme, la céfoxitine montre une résistance de 25 % a la sortie de la
station contre 50 % au bassin. La norfloxacine est moins efficace au bassin (50 %) qu’a la
sortie de la station (25 %). En revanche, la gentamicine et la kanamycine présentent des taux

de résistance similaires dans les deux sites, respectivement a 50 % et environ 62—-66 %.

Ces résultats suggerent que, malgré quelques écarts ponctuels, les profils de résistance des
entérobactéries sont globalement comparables entre les deux sites, traduisant probablement

des pressions de sélection similaires dans les milieux aquatiques étudiés.

CAZ CTX AMC IMP MEM FOX GN TOB NOR SXT K

Antibiotiques
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m Station d'épuration ONA  mBassin de récolte ONID

Figure 16: Résistance des entérobactéries aux antibiotiques au niveau des deux sites de

prélevement.

1.3.2. Résistance des bacilles a Gram négatif non fermentaires aux antibiotiques

Pour I’ensemble des bacilles a Gram négatif non fermentaires isolés, les résultats de
I’antibiogramme indiquent des niveaux de résistance élevés pour plusieurs antibiotiques
(figure 17). Une résistance de 100 % a eté observée a la ceftazidime, a la céfpodoxime, a la
céfoxitine ainsi qu’a la ticarcilline-clavulanate, traduisant une inefficacité marquée de ces
molécules face aux souches isolées. Des taux de résistance tout aussi préoccupants ont été
enregistrés pour 1’imipénéme, la ticarcilline et la tobramycine (70 % chacun), suivis du

triméthoprime-sulfaméthoxazole (90 %), de la kanamycine (60 %), de la norfloxacine (30 %)
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et de la gentamicine (20 %). Le méropénéme a présenté le taux de résistance le plus faible,
avec seulement 10 % de souches résistantes.

Ces données mettent en évidence un profil de multi-résistance préoccupant chez les BGN
non fermentaires et appellent a une vigilance accrue dans le choix thérapeutique et la
surveillance épidémiologique.
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Figure 17: Taux de résistances des BGN non fermentaire aux antibiotiques.

L’analyse comparative des profils de résistance des bacilles a Gram négatif non
fermentaires isolés des deux sites de prélevement, a savoir la sortie de la station d’épuration
d’Ain El Hout et le bassin de récolte, révele des tendances majoritairement concordantes, bien
que certaines différences notables soient observées (figure 18). Le nombre de souches
analysées étant comparable entre les deux sites, la comparaison permet une évaluation
descriptive pertinente.

Dans les deux sites, une résistance de 100 % est observée vis-a-vis de la céfoxitine, de la
ceftazidime, de la céfpodoxime et de la ticarcilline-clavulanate. Par ailleurs, une résistance
compléte a la ticarcilline et a I’'imipénéme est notée au bassin de récolte (100 %), contre des
taux moindres a la sortie de la station (50 % chacun). Le triméthoprime-sulfaméthoxazole
montre également une augmentation de la résistance au bassin (100 %) comparé a la station
(83,33 %), tout comme la kanamycine (75 % au bassin contre 50 % a la station) et la
tobramycine (75 % contre 66,67 %).
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A Pinverse, certains antibiotiques présentent des taux de résistance plus faibles au bassin
qu’a la station. C’est le cas du méropénéme (0 % au bassin contre 16,67 % a la station) et de
la norfloxacine (0 % au bassin contre 50 % a la station). La gentamicine montre des taux de

résistance modérés dans les deux sites, avec 25 % au bassin et 16,67 % a la station.

Ces résultats indiquent que, bien que les profils de résistance soient globalement élevés
dans les deux environnements, certaines molécules présentent des variations notables,
pouvant refléter des pressions de sélection différentes selon les caractéristiques physico-

chimiques ou la nature des contaminants présents dans chaque site.
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Figure 18: Résistance des BGN non fermentaires aux antibiotiques au niveau des deux

sites de prélévement.

1.4. Concentrations minimales inhibitrices

Les tests de CMI ont été réalisés sur un ensemble de souches présentant une résistance aux
carbapénémes. Plus précisément, ils ont été effectués sur 4 souches de Klebsiella pneumoniae
résistantes a D’ertapénéme, dont 3 souches également résistantes a I’imipénéme. En
complément, les CMI ont également été déterminées pour 7 bacilles a Gram négatif non
fermentaires présentant une résistance a au moins un des carbapénémes testés (imipénéme ou

méropénéme).

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (Tableau 4 ; figure 19) révélent des

niveaux élevés de résistance parmi les souches testées. Pour I’ertapénéme, les Klebsiella
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pneumoniae analysées présentent des CMI comprises entre 16 pug/mL et 32 pg/mL ce qui

témoigne d’une forte résistance a cet antibiotique.

Concernant I’imipénéme, les souches de Klebsiella pneumoniae résistantes a cet antibiotique

montrent des CMI supérieures a 32 pg/mL, indiquant une résistance tres marquée.

Chez les bacilles a Gram négatif non fermentaires, les valeurs de CMI pour I’imipénéme
étaient variables avec des CMI allant de 1 pg/mL a 16 pg/mL. Ces données montrent que
certaines souches conservent une sensibilité partielle, tandis que d'autres expriment des

niveaux de résistance cliniqguement préoccupants.

Tableau 4: Résultats des CMI pour Ertapénéme et Imipénéme

Code Espéce Site de | Origine de | CMI CMI
souche Bacterienne prélevement | préléevement | Ertapéneme | Imipéneme
(Hg/ml) (Mg/ml)
Kp4 Klebsiella Sortie de la | Eau traitée 16 pg/mL > 32 ng/mL
pneumonia station
d’épuration
ONA
Kp5 Klebsiella Sortie de la | Boues 16 pg/mL /
pneumonia station activées
d’épuration
ONA
Kp6 Klebsiella Bassin  de | Eau traitée 32 pg/mL > 32 ng/mL
pneumonia récolte
ONID
Kpl Klebsiella Bassin  de | Eau traitée 32 pg/mL > 32 ng/mL
pneumonia récolte
ONID
Pfpl Pseudomonas Sortie de la | Eau traitée / 2 ug/mL
fluorescens/putida | station
d’épuration
ONA
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Pfp2 Pseudomonas Sortie de la | Boues / 2 pg/mL
fluorescens/putida | station activées
d’épuration
ONA
Pfp3 Pseudomonas Sortie de la | Boues / 2 pg/mL
fluorescens/putida | station activées
d’épuration
ONA
Pfp4 Pseudomonas Bassin  de | Eau traitée / 1 pg/mL
fluorescens/putida | récolte
ONID
Pal Pseudomonas Bassin  de | Eau traitée / 8 ug/mL
aeruginosa récolte
ONID
Pa2 Pseudomonas Bassin  de | Eau traitée / 16 pg/mL
aeruginosa récolte
ONID
Pa3 Pseudomonas Bassin  de | Eau traitée / 8 ug/mL
aeruginosa récolte
ONID

Figure 19: Résultats des CMI sur une microplaque.
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1.5. Phénotype de résistance aux p-lactamines
1.5.1. Résultats de test CIM (Carbapenem Inactivation Method)

Le test CIM a été réalisé afin de détecter le potentiel de production de carbapénémases
chez les souches présentant une résistance a au moins une carbapéneme. Au total, sept
souches ont été testées, dont 4 entérobactéries (Klebsiella pneumoniae) et 3 bacilles & Gram

négatif non fermentaires.

Les résultats montrent que le test CIM s’est révélé positif pour les quatre entérobactéries,

indiquant la production probable de carbapénémases comme mécanisme de résistance.

En revanche, les trois BGN non fermentaires ont donné un résultat négatif, suggérant que
la résistance observée a I’imipénéme ou au méropénéme pourrait étre liée a d’autres

mécanismes non enzymatiques (figure 20).

Figure 20 : Résultats de test CIM.
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1.5.2. Résultats de test de Hodge

Le test de Hodge a été réalisé sur les quatre souches d’entérobactéries présentant un test
CIM positif, afin de détecter une éventuelle production de métallo-p-lactamases, enzymes
responsables de la résistance aux carbapénemes. Les résultats se sont revélés négatifs pour
toutes les souches testées, ce qui suggere 1’absence de production de ces enzymes spécifiques
(figure 21).

Témoin positif Souches testées

Figure 20: Résultats de test de Hodge.

1.5.3. Résultats du test de synergie

Le test de synergie a été réalisé sur quatre souches d’entérobactéries. Une souche
d’Escherichia coli a montré une image de synergie en bouchon de champagne entre 1’acide
clavulanique et les céphalosporines de troisieme génération, notamment la ceftazidime
(CAZ), indiquant la production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE). Une synergie,

bien que moins marquée, a également été observée entre 1’acide clavulanique et la cefotaxime

(CTX) (figure 22).
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Figure 21: Résultats du test de synergie.
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2. Discussion

La dissemination de bactéries multirésistantes dans les milieux aquatiques constitue un
enjeu majeur de santé publique, notamment lorsqu’il s’agit de souches opportunistes
résistantes aux antibiotiques critiques comme les carbapénémes ou les céphalosporines de 3°™
génération. Les stations d’épuration, bien qu’essentielles au traitement des eaux USEes,
peuvent représenter un vecteur potentiel de diffusion de ces microorganismes dans
I’environnement. Dans ce contexte, 1’analyse des profils microbiologiques et de la résistance
aux antibiotiques dans les effluents traités devient cruciale pour évaluer le niveau de risque et

orienter les mesures de contrble.

Entre Mars et Mai 2025, 24 bacilles & Gram négatif résistants aux céphalosporines de 3™
génération et/ou aux carbapénemes ont été isolés a partir des eaux traitées issues de deux sites
de prélévement situés dans la wilaya de Tlemcen, la station d’épuration d’Ain El Hout ONA
et le bassin de récolte de I’ONID. Une différence a été observée dans la répartition des
souches isolées entre les deux sites d’échantillonnage qui pourrait s’expliquer par des facteurs
environnementaux spécifiques a chaque site. Bien que les deux points concernent des eaux
usées traitées, le bassin de I’ONID agit comme un réservoir de stockage, ou la stagnation
prolongée, la sédimentation naturelle et les apports environnementaux externes (ruissellement,
pollution diffuse) peuvent influencer la dynamique microbienne. Selon Ledo et ses
collaborateurs, les bassins de stabilisation post-traitement présentent souvent une composition
microbienne distincte de celle observée a la sortie immédiate des stations d’épuration, en
raison des processus physiques et des conditions €cologiques spécifiques qui s’y développent

(Ledo et al., 2023).

Cette étude a révélé une fréquence d'isolement de 58,33 % pour les entérobactéries, et
41,67 % pour les bacilles non fermentaires, traduisant une prédominance des entérobactéries.
Ce résultat est en accord avec les données rapportées par Cherak et ses collaborateurs qui ont
identifié 73,78 % d’entérobactéries et 26,21 % de BGN non fermentaires dans des
échantillons d’eaux traitées a Batna (Cherak et al., 2022). Parmi les entérobactéries
identifiées, on note la dominance de Klebsiella pneumoniae (57,1 %) suivie d’Escherichia
coli (21,4 %). Ces proportions sont proches de celles rapportées dans une étude comparative
menée sur trois stations d’épuration dans le nord-ouest de 1’Algérie, ou Klebsiella
pneumoniae représentait environ 60 % des entérobactéries isolées, et Escherichia coli environ
23 % (Mokeddem et al., 2025). Cette convergence confirme la predominance de ces especes

dans les eaux traitées a 1’échelle nationale.
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En ce qui concerne les bacilles a Gram négatif non fermentaires, 1’espéce dominante est
Pseudomonas fluorescens/putida (40 %) suivie de Pseudomonas aeruginosa (30 %). Une
étude similaire menée a Batna a également observe une forte prévalence de Pseudomonas,
bien que les proportions different, ce qui souligne une tendance écologique constante du genre

dans les milieux aqueux (Cherak et al., (2022).

La pression de sélection exercée par les résidus d’antibiotiques et de métaux lourds, en
particulier d’origine hospitaliére et industrielle, pourrait expliquer la persistance de ces
souches multirésistantes. Djouadi et ses collaborateurs ont souligné que les milieux
aquatiques anthropisés constituent des réservoirs importants de génes de résistance
transmissibles via plasmides et intégrons (Djouadi et al., 2017).

Les résultats de I’antibiogramme ont révélé des niveaux de résistance alarmants. Chez les
entérobactéries, 100 % des souches étaient résistantes a la cefotaxime et a I'amoxicilline/acide
clavulanique, et plus de 85 % a la tobramycine, a la ceftazidime et aux carbapénémes 42,9 % a
I’imipénéme et 35,7% au méropénéme. Les bacilles non fermentaires ont également présenté
des profils préoccupants, avec une résistance de 100 % a I’'imipénéme, a la ticarcilline et a la
ceftazidime, et 66,7% a la tobramycine. Ces observations sont en accord avec celles
rapportées dans une étude menée a la station d’épuration de Tizi-Ouzou (Algérie), ou une
proportion élevée de bactéries résistantes aux B-lactamines a été observée dans les effluents
traités (Mazi et al., 2024). De plus, les auteurs ont noté une augmentation de la fraction de
bactéries hétérotrophes résistantes a I’imipéneme apres traitement, ainsi qu’une présence
persistante de souches résistantes a la gentamicine et a d’autres antibiotiques couramment
utilisés. Ces données confirment la persistance préoccupante de bactéries multirésistantes
dans les eaux traitées, en cohérence avec les taux observées dans la présente étude. Cette
situation renforce 1’idée que les eaux traitées représentent un vecteur de dissémination de

résistances critiques (Rizzo et al., 2013)

Les résultats de CMI ont révélé une résistance marquée de Klebsiella pneumoniae aux
carbapénemes, avec des CMI allant jusqu’au 32 pg/mL et suppérieur a 32 pg/mL pour
I’ertapéneme et 1’imipénéme respectivement. Ces valeurs sont plus élevées que celles
rapportées dans une étude Mexicaine, ou les souches isolées des effluents d’eau traitée
présentaient des CMI de 1 a 16 ug/mL pour I’imipénéme et supérieure 8 pg/mL pour
I’ertapénéme (Galarde-LOpez et al., 2022).
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Par ailleurs, les valeurs de CMI obtenues chez Pseudomonas spp variaient entre 1 et
16 pg/mL pour I’'imipénéme, traduisant une hétérogénéité notable du niveau de résistance,
avec certains isolats hautement résistants et d’autres modérément sensibles. Cette variabilité
peut s’expliquer par la grande capacité d’adaptation de ces bactéries aux conditions
environnementales des stations d’épuration. Selon Luczkiewicz et ses collaborateurs, des
espéces telles que Pseudomonas putida développent fréquemment des profils multirésistants
apres le traitement des eaux usées, en réponse a la pression selective exercée par les résidus
d’antibiotiques, ce qui favorise 1I’émergence de souches plus tolérantes (Luczkiewicz et al.,

2015).

La production de carbapénémases était détectée uniquement chez quatre souches de
Klebsiella pneumoniae, tandis que chez les non fermentaires, 1’absence d’enzymes détectables
suggere des mécanismes alternatifs comme la réduction de la perméabilité membranaire ou
I’activation de pompes d’efflux. Ce constat rejoint les observations de Van der Zwaluw et ses
collaborateurs, qui ont souligné que ces mecanismes non enzymatiques sont fréquemment
impliqués dans la résistance des especes non fermentaires, notamment Pseudomonas

aeruginosa (Van der Zwaluw et al., 2015).

Le test de synergie a confirmé la présence d’une souche d’Escherichia coli productrice de
BLSE en I’absence de carbapénémase selon le test de Hodge. Une situation similaire a été
rapportée dans une étude menée sur des eaux usées de la ville de Bordj Bou Arrérid]
(Algérie), ou 4 souches d’Escherichia coli productrices de BLSE ont été isolées (Khouchane
et Saci 2024), reflétant la circulation environnementale préoccupante de ce type de résistance
dans les milieux hydriques et soulignant I’importance du suivi microbiologique dans les

effluents traités.

Enfin, L’ensemble des résultats de cette étude met en lumiere la présence significative de
bactéries multirésistantes aux antibiotiques critiques dans les eaux usées traitées, avec des
mécanismes enzymatiques tels que les BLSE ou les carbapénémases, particuliérement
préoccupants sur le plan de la santé publique. Ces constats appellent a un renforcement des
protocoles de traitement et de surveillance microbiologique des effluents, et a une régulation
plus stricte de 1’'usage des antibiotiques en amont. Des recherches futures intégrant 1’analyse
moléculaire des génes de résistance et la métagénomique environnementale seraient
essentielles pour mieux comprendre les dynamiques de dissémination et proposer des

stratégies de lutte adaptées.
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Conclusion

La présence de bacilles a Gram negatif multirésistants dans les eaux usées traitées
représente une problématique environnementale et de santé publique préoccupante. L’étude
menée dans la wilaya de Tlemcen, a partir d’échantillons collectés entre Mars et Mai 2025, a
permis d’isoler 24 souches résistantes aux céphalosporines de 3°™ génération et/ou aux
carbapénémes, réparties entre la sortie de la station d’épuration d’Ain El Hout ONA et le
bassin de récolte de I’ONID. Les entérobactéries, notamment Klebsiella pneumoniae et
Escherichia coli, ont été les especes les plus fréquemment isolées, suivies par des bacilles non

fermentaires tels que Pseudomonas fluorescens/putida et Pseudomonas aeruginosa.

Les profils de résistance observés a travers cette étude révélent une diffusion marquée de
souches hautement résistantes, avec des taux préoccupants de résistance aux carbapénémes,
aux aminosides et aux fluoroquinolones. Les tests phénotypiques ont mis en évidence la
production probable de carbapénémases chez les entérobactéries, ainsi qu’un profil
enzymatique de type BLSE chez une souche d’Escherichia coli, ce qui confirme ainsi
I’implantation de mécanismes de résistance spécifiques dans 1’environnement hydrique. Chez
Klebsiella pneumoniae, des valeurs élevées de CMI ont été observées, dépassant les 32 pg/mL

pour ’imipénéme et I’ertapéneme, témoignant d’une résistance de haut niveau.

En revanche, la résistance chez les bacilles non fermentaires semble plutot liée a des

mécanismes non enzymatiques tels que la perméabilité réduite ou 1’activation des pompes

d’efflux.

La détection de ces souches dans des eaux destinées a la réutilisation agricole ou au rejet
environnemental souligne I’importance de renforcer les stratégies de traitement, de
surveillance microbiologique continue et d’une régulation stricte de I’'usage des antibiotiques

en amont.

Enfin, cette étude, a caractére phénotypique mérite d’étre complétée par des investigations
moléculaires approfondies telles que la recherche de génes de résistance par PCR, 1’analyse
de la structure des plasmides porteurs et des études de typage moléculaire (PFGE,
séquencage) pour mieux comprendre les voies de diffusion de ces souches dans les milieux

aquatiques et prévenir leur dissémination a plus grande échelle.
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Annexe 1

% Préparation des milieux sélectifs
» MacConkey + Ertapéneme (0,5 pg/ml)

Selon les recommandations du CASFM/EUCAST, une concentration > 0,5 pg/ml permet
de sélectionner les souches résistantes a I’ertapénéme. La préparation a été effectuée comme
suit :

- Dissolution de 20 mg d’ertapénéme dans 20 ml d’eau distillée stérile pour obtenir une
solution mere a 1 mg/ml.

- Prélévement de 0,1 ml de cette solution, diluée dans 9,9 ml d’eau distillée stérile pour
préparer une solution intermédiaire a 10 pg/ml.

- 1 ml de cette solution a été ajouté dans une boite de Pétri stérile, suivi de 19 ml de gélose

MacConkey fondue (a environ 45-50 °C).

- Le contenu a été homogénéisé prés du bec Bunsen, puis laissé a solidifier a température

ambiante.

» MacConkey + Céfotaxime (CTX) (2 pg/ml)
Pour la céfotaxime, la concentration cible > 2 pg/ml permet la sélection des

entérobactéries productrices de béta-lactamases. La préparation a suivi les étapes suivantes :

- Dissolution de 80 mg de CTX dans 20 ml d’eau distillée stérile pour une solution mere a 4
mg/ml.

- Dilution de 0,1 ml de cette solution dans 9,9 ml d’eau distillée pour obtenir une solution &
40 pg/ml.

- 1 ml de cette solution a été ajouté dans une boite de Pétri, suivi de 19 ml de gélose
MacConkey fondue.

- Homogénéisation du contenu de la boite, puis solidification a température ambiante.
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Annexe 2

Tableau de lecture d'une galerie API 20 E.

Annexes

Tests Composants actifs Réactions Résultats
enzymatique Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl-pD- B-galactosidase Incolore Jaune
galactopyranoside
ADH L-arginine Arginine DiHydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine DéCarboxylase Jaune Rouge/orangé
oDC L-ornithine Ornithine DéCarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Trisodium citrate Utilisation du ClITrate |Vert pale/Jaune|  Bleu-vert/
Bleu
H2S Sodium thiosulfate Production d'H2S Incolore / | Dép6t noir / fin
Grisatre liseré
URE Urée UREase Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane Jaune Marron-
DésAminase rougeatre”)
IND L-tryptophane Production d'INDole Incolore Rose(
Vert pale/
Jaune
VP Sodium pyruvate Production d'acétoine Incolore Rose/ rouge )
(Voges Proskauer)
GEL Gélatine (origine bovine) Gélatinase Non diffusion | Diffusion du
pigment
noir
GLU D-glucose Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune / Jaune gris
GLUcose bleu vert
MAN D-mannitol Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
MANNitol bleu vert
INO Inositol Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
INQOsitol bleu vert
SOR D-sorbitol Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
SORDbitol bleu vert
RHA L-rhamnose Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
RHAmMnose bleu vert
SAC D-saccharose Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
SACcharose bleu vert
MEL D-melibiose Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
MEL.ibiose bleu vert
AMY Amygdaline Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
AMYgdaline bleu vert
ARA L-arabinose Fermentation/ oxidation Bleu/ Jaune
ARAbinose bleu vert

(*) : Réaction immediat ; (**) : VP 1 + VP 2/ 10 minutes
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Annexe 3

Tableau de lecture d'une galerie API 20 NE.

Annexes

ResuTars
Tests Composants Reactions/enzvmes Negatif Positif
actifs
INTT L+ INTT £ LOITHTI
NO3 POWSSIUM | o < duction des Nitrates en Incolore Rose-rouge
nitrate L
nitrites
LI LO 1T
Réduction des Nitrates en Rose Incolore
azote
) ) JAMES limmediat
TRP L- Formation d'indole Incolore
Rose
teWptophan (TRyptoPhane) Vert pale
ljaune
GLU D-glucose| Fermentation (GLUcose) Bleu a vert Jaune
Jaune
ADH L- Arginine DIHydrolase Orange 1rose 1
arginine rouge
URE Urée UREase Jaune Orange 1rose 1
rouge
ESC Esculine Hydrolyse (B-glucosidase) | Jaune Gris 1marron
citrate de (ESCuline) Inoir
fer
GEL Gélatine Hydrolyse (protéase) Pas de Diffusion du
(origine (GELatine) diffusion pigment noir
bovine) du
pigment
PNPG |4 ) B-galactosidase (Para- Incolore Jaune
nitrophénylBD- | NitroPhényl- BD-
galactopyran Galactopyranosidase)
osid e
GLU D-glucose Assimilation (GLUcose) Transparence | Trouble
ARA L-arabinose Assimilation ( ARAbinose) | Transparence Trouble
MNE D-mannose Assimilation (ManNosE) Transparence | Trouble
MAN D-mannitol Assimilation (MANNitol) | Transparence Trouble
NAG N-acétyl- Assimilation (N- Transparence Trouble
glucosamine Acetyl-
Glucosamine)
MAL D-maltose Assimilation (MALtose) Transparence Trouble
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GNT Potassium Assimilation Transparence Trouble
gluconate
(potassium
GlucoNaTe)
CAP Acide caprique | Assimilation (acide Transparence | Trouble
CAPrique)
ADI Acide adipique | Assimilation (acide Transparence | Trouble
ADIpique)
MLT Acide malique | Assimilation (MaLaTe) Transparence | Trouble
CIT Trisodium Assimilation (trisodium Transparence | Trouble
citrate ClTrate)
PAC Acide Assimilation Transparence | Trouble
phénylacétique | (PhénylACétique)

75




Annexes

Annexe 4

Tableau : liste des antibiotiques testés pour les entérobactéries

Antibiotiques Symboles Charges (ug) Familles
Amoxicilline + AMC 30 Aminopénicillines
Acide clavulanique
Céfotaxime ou CTX/CPD 10 Céphalosporines de
Cefpodoxime 3e gen.
Céftazidime CAZ 10 Céphalosporines de
3e gen.
Céfoxitine FOX 30 Céphalosporines de
2e gén.
Imipénéme IMP 10 Carbapénemes
Méropéneme MEM 10 Carbapénémes
Gentamicine GN 10 Aminosides
Tobramycine TOB 10 Aminosides
Norfloxacine NOR 10 Fluoroquinolones
Triméthoprime + SXT 25 Sulfamides +
Sulfaméthoxazole Diaminopyrimidines
Kanamycine K 30 Aminosides

Tableau : liste des antibiotiques testés pour les non entérobactéries

Antibiotiques Symboles Charges (ug) Familles
Pipéracilline + TPZ 36 Pénicillines a large
Tazobactam spectre
Amoxicilline + AMC 30 Aminopénicillines
Acide clavulanique
Céfoxitine FOX 30 Céphalosporines de
2e gen.
Céftazidime CAZ 10 Céphalosporines de
3e gén.
Cefpodoxime CPD 10 Céphalosporines de
3e gén.
Imipénéme IMP 10 Carbapénemes
Méropéneme MEM 10 Carbapénémes
Gentamicine GN 10 Aminosides
Tobramycine TOB 10 Aminosides
Norfloxacine NOR 10 Fluoroquinolones
Triméthoprime + SXT 25 Sulfamides +
Sulfaméthoxazole Diaminopyrimidines
Kanamycine K 30 Aminosides
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Annexe 5 : Concentration et diameétre critique des antibiotiques utilisés (CA-SFM 2024).

Entérobactéries

Charge | Concentrations Diamétre
— iti I iti
Antibiotiques Symbole _du critiques (mg/l) critiques
disque (mm)
S< R>
(H9) S<  R>
Céftazidime CAZ 10 1 4 22 19
Amoxicilline | AMC
+acide 20-10 8 8 | 19 | 19
clavulanique
Céfotaxime CTX 5 1 2 20 17
- lactamines
Imipéneme IMP 10 2 4 22 19
Méropéneme | MEM 10 2 8 22 16
céfoxitine FOX 30 8 8 18 18
Aminosides Gentamicine GN 10 2 2 17 17
Tobramycine| TOB 10 2 2 16 16
Fluoroquinolones | Norfloxacine | NOR 5 0.25 0.5 17 17
Autres Trimethoprim|  SXT 1.25- 2 4 14 11
-Sulfamet 23.75
hoxazole
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Pseudomonas spp

Charge | Concentrations Diamétre
Antibiotiques Symbole dig;ue critiques (mg/l) CTS%ES
(Mg) | s< R> |S< R>
Ticarcilline TIC 75 0.001 16 50 18
Ticarcilline
B- lactamines + Acide TCC 75-10 0.001 16 50 18
clavulanique
Céftazidime CAZ 10 0.001 8 50 | 17
Céfoxitine FOX 30 0.001 8 50 21
céfpodoxime CPD 30 0.001 16 50 18
Imipénéme IPM 10 0.001 4 50 20
Méropéneme MEM 10 2 8 20 14
Aminosides Gentamicine GN 15 4 4 16 16
Tobramycine TOB 10 2 2 18 18
Kanamycine K 10 2 2 18 18
Fluoroquinolones | Norfloxacine NOR 5 0.001 0.5 50 26
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Acinetobacter spp

Charge | Concentrations Diamétre
Antibiotiques Symbole dig;ue critiques (mg/l) CI’(irtri]cA:J)es
(Mg) S< R> (S R>
Ticarcilline TIC 75 16 64 20 | 15
Ticarcilline TCC
B- lactamines + Acide 75-10 16 64 20 | 15
clavulanique
Céftazidime CAZ 30 8 16 18 | 15
Céfoxitine FOX 30 8 16 18 | 15
Imipéneme IPM 10 2 4 24 | 21
Méropéneme MEM 10 2 8 21 | 15
Aminosides Gentamicine GN 10 4 4 17 | 17
Tobramycine TOB 10 4 4 17 | 17
Fluoroquinolones | Norfloxacine NOR 5 0.001 05 50 | 26

79



oadla
o b q;;fi A all a3 Caxgs Al s Aaladl Aaall 3 e BB jas Aallead) Alesioall sbaall 8 Aesliall saaeiall 5 ol jadl Adls Cilaanll 328
el il gl o) gaall Al gal) e pedail) Adasa 1opadge e A gliall LosSl pandidig e () bl AY 5 2025 sles ple e
Tty 130 EY) gl Al Sy (Y el e %58.3 Lismall LSl e sl Copeay il Al sl il pead) Gasa
Sty g/ Al 5 L yhaiy (Yl o %417 i 5 peadl e Slanl) Ll %214 day A gl A€ 508 \eili %571
(lagia S QUYL Lo Y g pad) lsliadl (o COle e olad dadl je feslie ca 13006, 30 dady dyjlai ) a5 Lli %40
Leo el jall (s (5 g sall bl 3 LY 5 Slasial S Slas 3 3sm s Judia) G RASH 25 LS il b5 il g a5 Sl el
el g Aallaal) Aaclall oliall B3 5a Al e 3y el A3LA) 5 gl o il o3 2S5, Andleall oliall & 5 pshad Fpay 3 A slie i LS uSay

-l o gl A Sl A el Ll (e aadl (A gl Colaliaall aladti) 8 A0 Cilulis slaie ) Gaila ) clgaladin

u\.umlfl cz._t@.]aﬁ‘\.]au Aallae Alaxtiig olia caﬂyr.n I_U:\SS; ‘e\).;.“ Al Aluac ‘-LJLEA a*;md.“ clalsl)

Abstract

The presence of multidrug-resistant Gram-negative bacilli in treated wastewater represents a growing concern for both public
health and the environment. This study, conducted between March and May 2025 in the Tlemcen region, enabled the
isolation of 24 bacterial strains from two sampling sites: the Ain El Hout wastewater treatment plant (ONA) and the ONID
collection basin. Enterobacteria accounted for 58.3% of the isolates, with Klebsiella pneumoniae being the most predominant
(57.1%), followed by Escherichia coli (21.4%). Non-fermenting bacilli represented 41.7%, mainly Pseudomonas
fluorescens/putida (40%) and Pseudomonas aeruginosa (30%).

High resistance rates were observed against several antibiotic families, notably B-lactams, carbapenems, aminoglycosides,
and fluoroquinolones. The probable presence of carbapenemases and extended-spectrum B-lactamases (ESBLS) in some
strains highlights the dissemination of concerning enzymatic resistance mechanisms in treated effluents. These findings
underscore the urgent need to strengthen surveillance of reused treated water and to promote the rational use of antibiotics to

limit the spread of such resistance in the environment.

Key words: resistance, Gram -negative bacilli, Enterobacteria, treated wastewater, wastewater treatment plant, Tlemcen.

Résumé

La présence de bacilles a Gram négatif multirésistants dans les eaux usées traitées constitue un enjeu préoccupant pour la
santé publique et I’environnement. Cette étude, réalisée entre mars et mai 2025 dans la wilaya de Tlemcen, a permis
I’isolement de 24 souches a partir de deux sites de prélévement : la station d’épuration d’Ain El Hout (ONA) et le bassin de
récolte de I’ONID. Les entérobactéries représentaient 58,3 % des isolats, dominées par Klebsiella pneumoniae (57,1 %) et
Escherichia coli (21,4%). Les bacilles non fermentaires constituaient 41,7 %, principalement Pseudomonas
fluorescens/putida (40 %) et P. aeruginosa (30 %).

Des taux élevés de résistance ont été observés envers plusieurs familles d’antibiotiques, notamment les B-lactamines, les
carbapénémes, les aminosides et les fluoroquinolones. La présence probable de carbapénémases et de BLSE chez certaines
souches met en évidence la circulation de mécanismes enzymatiques préoccupants dans les effluents traités. Ces résultats
soulignent la nécessité de renforcer la surveillance des eaux traitées réutilisées et de promouvoir une gestion raisonnée des

antibiotiques afin de limiter la dissémination de telles résistances dans 1’environnement.

Mots clés : résistance, Bacilles a Gram négatif, entérobactéries, eaux usées traitées, Station d’épuration, Tlemcen.






