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Introduction

Introduction
Les bactéries sont essentielles a 1’équilibre physiologique des organismes multicellulaires et

sont également impliquer dans le développement immunitaire. (Zitvogel et al. 2017 ;Daillére
et al. 2016 ;Vétizou et al. 2015 ; Viaud et al. 2013). Néanmoins, certaines bactéries sont
pathogenes et causent de nombreuses infections telles que Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa et Enterobacter spp. (Pendleton et al. 2013)

Les entérocoques sont considérés comme des agents pathogenes parmi les plus courants, avec
un taux de mortalité eélevé pouvant atteindre 61 % chez certains patients (De Fatima Silva
Lopes et al. 2005).

Dans ce groupe, on retrouve Enterococcus faecium, espece moins virulente, et responsable de
12% d’infection tandis que I’espéce Enterococcus faecalis est responsable de 80 a 90% des
infections. Les infections causées par ces bactéries sont : la diarrhée, la mammite, des infections
associees au cathéter, au tractus urinaire et a la cholangiohépatite chez les petits animaux. Chez
I’homme, les entérocoques sont responsables d’infections similaires telles que des bactériémies
opportunistes, des endocardites, des infections du tractus urinaire et des plaies chirurgicales,
specialement chez les patients immuns supprimés. (A.M. Hammerum, 2012)

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positifs, catalase negative, anaérobie facultatives,
espéce commensale faisant partie de la flore intestinale de I’homme et des animaux, elles
colonisent également la peau et le systeme génito-urinaire et peut étre trouvé dans
I’environnement ou ils sont considérés comme un indicateur de contamination fécale des eaux.
Ils sont également utilisés comme pro biotique c’est-a-dire ils peuvent produire des
bactériocines qui inhibent la croissance d’autres microorganismes pathogenes. Ils jouent un role
important dans la conservation et la fermentation des aliments. (Franc. E et Collins. N. A,
2019)

Ces bactéries sont multi résistantes aux antibiotiques tels que les béta lactamines, les
aminoglycosides, les glycoprotéines, les quinolones et les tétracyclines. Ce qui représente un

probléme majeur dans la santé publique et en pratique clinique. (Soussy, 2007)

Le principal objectif de ce modeste travail est dans un premier temps de rechercher et d’isoler

des entérocoques a partir de I’eau de mer et des sédiments issus des plages exposées a différents
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niveaux d’apport anthropique et dans un deuxiéme temps de calculer la prévalence afin
d’évaluer et de caractériser la résistance aux antibiotiques de certaines souches d’entérocoques
isolées. Ceci nous permet de connaitre leur capacité de produire des substances

antimicrobiennes donc d’utiliser comme pro biotique.
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Geénéralités

I.1. Description des entérocoques :
I.1.1. Historique :

Le nom streptocoque a été utilisé par Andrewes et Horder en 1906, pour distinguer les
bactéries d’origine fécale, qui fermentent le lactose et le mannitol, et qui causent des

endocardites aigues. (Andrewes et Amp ;Horder, 1906)

Sherman sépara les streptocoques en quatre groupes : streptocoques fécaux (entérocoques),

pyogene, viridans et lactique. (Sherman, 1937)

Dans les années 1970, Kalina a proposer de créer un taxon Enterococcus basé sur 1’aspect

phénotypiques des espéces du groupe des entérocoques. (Kalina, 1970)

Jusqu’a I’année 1984 Schleifer et Klipper-Balz et grace a des techniques génétiques
(hybridation ADN-ADN et de séquencage de I’ARNI16S) ont reclasseé les bactéries
streptococcus faecium et streptococcus faecalis comme des espéces entérocoques.
(Schleifer et Kilpper-Balz, 1984)

1.1.2. Taxonomie :

Le genre Enterococcus est classé dans : Le genre Streptocoque est classé dans :
[1 Domaine : Bacteria, (1 Domaine : Bacteria

1 Phylum : Firmicutes, () Phylum : Firmicutes

[ Classe : Bacilli, [J Classe : Bacilli,

1 Ordre : Lactobacillales, [1 Ordre : Lactobacillales,

[J Famille : Enterococcaceae, ) Famille : Streptococcaceae

Sur la base de I’analyse de ’ARNr 16S il existait 47 espéces en 2014 (Figure 1) et 55
espéces en 2017 (Isnard, 2017), classées en sept groupes. Les espéces E. faecium et E.
faecalis sont les principales especes représentant ce genre (Figure 01) (Van Tyne, M.
Gilmore, 2014).

La classification ancienne d’entérocoques est basée sur le systeme Lancefield Serological

Typing, les Enterococcus étaient classés dans le genre Streptococcus (groupe D). Avec


https://www.semanticscholar.org/author/D.-Van-Tyne/6827797
https://www.semanticscholar.org/author/M.-Gilmore/3209377
https://www.semanticscholar.org/author/M.-Gilmore/3209377

Geneéralites
I’avénement de la biologie moléculaire et de nouvelles techniques, Schleifer et al. (1984)

ont reclassé les bactéries Streptococcus faecium et Streptococcus faecalis comme

Enterococcus
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Figure 01 : Arbre phylogénétique de genre Enterococcus basé sur le séquencage du gene
codant pour ARNr 16S (D. Van Tyne, M. Gilmore, 2014)
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Généralités
1.1.3. Habitat :

Les entérocoques sont des bactéries ubiquitaires, qui s’adaptent aux différents écosystemes
notamment ; 1’eau (usée, I’eau de mer et I’eau douce), sur la surface des végétaux, dans le
sol, les produits alimentaires ainsi que le tractus gastro-intestinal des animaux et de
I’homme (Figure 02) (Manero et al.1999).

Chez I’homme, on peut les retrouver dans le tractus respiratoire supérieur, la cavité orale,

le vagin et la peau. (Cindy-love Tremblay, 2012)

Les espéces E. faecium, E. faecalis et E. durans sont les espéces les plus fréqguemment
identifiées dans les féces de I’homme. (Murray, 1990)

En plus de se retrouver dans I’intestin de I’homme et des animaux, elles peuvent également
contaminer différents aliments tels que les produits laitiers, les viandes et les produits de la
péche. (Cindy-love Tremblay, 2012)

Les deux espéces importantes en clinique sont E. faecium et E. faecalis (Stucki K.et al,
2014).

Parking lot and

recreational parks Central sewer failures

35 sl

Figure 02 : Sources d'entérocoques dans les plans d'eau. (Muruleedhara N. et al ,2021)
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1.1.4. Caractéristiques :

Les Entérocoques sont des bactéries lactiques possédant le pouvoir d’inhiber la croissance
de certains germes non lactiques et capables de produire des substances antimicrobiennes
comme les bactériocines, ¢’est pourquoi ils sont utilisés dans la conservation des aliments.
(Aguilar-Galves A. et al, .2012).

Le groupe bactérien Enterococcus se présente sous forme de cocci isolées, par paire ou

encore sous forme de chainette (Schleifer et al, 1984).

Ce sont des bactéries a Gram-positif, oxydase négative, généralement catalase négative,

non-sporulant, anaérobie facultatif. (Cindy-Love Tremblay, 2012)

Les entérocoques produisent des colonies présentant une coloration rouge, rose sur le milieu

Slanetz ou noire visible sur la boite contenant le milieu BEA. (Muruleedhara Net al 2021)

Ils sont généralement des homofermentaires. Ils produisent essenticllement de 1’acide

lactique, de 1’acétate, du formiate et de 1’éthanol. (Schleifer et al, 1984)

Les entérocoques sont des micro-organismes mésophiles qui poussent a des températures
comprises entre 10 °C et 45 °C dans 6,5 % de NaCl a pH 9,6 et a survivre a 60°C pendant
30 min. lls sont capables de métaboliser différents types de sucres tels que ; le N-acétyl
glucosamine, le D-fructose, le galactose, le glucose, le lactose le maltose et le ribose.
(Aguilar-Galves A. et al, .2012).

Les Enterococcus faecalis (Figure03) sont capables de résister au tellurite de potassium,
d’hydrolyser de I’arginine et d’effectuer certaine fermentation telle que celle du mannitol.
(Leclercq R.2001)

Figure 03 : Enterococcus faecalis observé é au microscope électronique (Santé journal des
femmes, 2022).
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1.1.5. Pathogénicité des entérocoques :

La pathogénicité est la capacité des microorganismes a provoquer des infections. Les
entérocoques ne sont pas trop virulents. Pour qu’ils deviennent pathogénes, ils doivent

exprimer des facteurs de virulence (Jett et al., 1994 ; Ben Omar et al., 2004).
1.1.5.1. Les facteurs de virulence :

Les facteurs de virulence des entérocoques sont sujets a davantage d’études étant donné leur
présence de plus en plus inquiétante lors d’infections nosocomiales et a leur résistance

accrue aux antibiotiques (Cindy-Love Tremblay, 2012).

Plusieurs facteurs de virulence ont été associes aux infections a entérocoques tant chez

I’homme que chez les animaux, les plus couramment étudiées sont :
e Lasubstance d’agrégation :

Une glycoproteine codée par un géne plasmidique qui favorise la colonisation de 1’hote et
le transfert de plasmide (Jett et al. 1994).

e La cytolysine et (beta hémolysine) :
C’est une exotoxine qui présente des propriétés hémolytiques envers les érythrocytes et cause
des infections mortelles par une lyse des cellules animales en générant des pores dans la
membrane cellulaire. Sa production permet de contourner les réactions immunitaires chez
I’héte (Le Blanc, 2006).

e Lesenzymes hydrolytiques :

Elles comprennent ; la gélatinasse, la sérine protéase et la hyaluronidase qui peuvent causer
des dommages aux tissus de I’hdte. Ces protéases peuvent provoquer un dysfonctionnement
des tissus conjonctifs, dérégulation des cellules du systeme immunitaire ainsi que la

dégradation des protéines spécifiques de 1’hote (Cindy-Love Tremblay, 2012).

e Lagélatinase :
Est une zinc métallo protéase retrouvée fréquemment chez E. faecalis, elle est capable de
décomposer certaines protéines telles que la gélatine, le collagene, la caséine, I’hémoglobine

et d’autres petits peptides (Cindy-Love Tremblay, 2012).
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Elle participe a la formation de biofilm ce qui peut augmenter la capacité des entérocoques

a coloniser les tissus, et a persister dans les sites d’infection (Del Papa et al. 2007).

e Hyaluronidase :
C’est un constituant de la matrice extra cellulaire des cellules animales qui dégradent

I’acide hyaluronique (Kayser, 2003).
e Formation de biofilm :

Les biofilms sont des populations de cellules fixés de maniere irréversible a diverses
surfaces biotiques et abiotique et enfermées dans une matrice hydratée de substance exo
polymeres, de protéines, de polysaccharides et d’acide nucléique, les biofilms contribuent
a la résistance des bactéries aux antibiotiques rendant leur éradication extrémement difficile
(Yomna Hashem, et al, .2017).

Plusieurs études ont montré qu’E. faecalis produit du biofilm plus souvent que E. faecium
et que la formation de biofilm peut étre un facteur important dans la pathogenése des
infections a entérocoques (Cindy-Love Tremblay, 2012).

Des études sur les biofilms ont révélé la présence de groupes de cellules différenciées et
Structurées avec des propriétés communautaires. (Costerton et al, 1987).

Les progres récents dans notre compréhension géenétique et moléculaire du comportement
de la communauté bactérienne indiquent des cibles thérapeutiques qui peuvent fournir un

moyen de controler les infections par biofilm.

1.2. Les coliformes totaux et fécaux :

L’expression « coliformes totaux » regroupe plusieurs espéces bactériennes de la famille
des Entérobacteries qui sont anaérobies facultatives, a Gram négatif, en forme de batonnet
(figure 04) et produisant des colonies foncées a reflets vert métalliqgue en moins de 24
heures, a 35 °C sur un milieu de type m-Endo contenant du lactose et tergitol. (CEAEQ,
2014).

Les coliformes totaux sont des bactéries indicatrices de pollution d’origine organique, dans

les eaux de surface, les eaux souterraines, les sources d’approvisionnement ou les

canalisations d’eau potable. (CEAEQ, 2014).
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Alors que les coliformes fécaux, ou coliformes thermos tolérants, sont un sous-groupe des

coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44,5 °C. Ce groupe
englobe 5 genres : Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter et Livinia.

E. coli représente toutefois 80 a 90 % des coliformes thermo tolérants détectés. La présence
de coliformes fécaux indique habituellement une contamination d’origine fécale. Plusieurs
coliformes fécaux dans 1’eau ne sont pas d’origine fécale, ils proviennent plut6t d’eaux
enrichies en matiere organique, tels que les effluents industriels du secteur des pates et du

papier ou de la transformation alimentaire. (CEAEQ, 2016).

Figure 04 : Aspect des coliformes au microscope électronique (Aquaportail).

1.3. Les antibiotiques :

1.3.1. Historique :

En 1928, Alexander Fleming observa une colonie de champion (Penicillium notatum) qui
peut inhiber la croissance d’une bactérie de staphylocoques, mais il ne put pas extraire la
substance responsable de cet effet. C’est en 1940 qu’Howard Florey et Ernst Boris Chain,
réussirent a isoler cette substance, cette derniére a une efficacité remarquable sur le

pneumocoque chez la souris. Les premiers essais sur 1’homme sont concluants.

(Vidal.2009)

Depuis les découvertes de la Pénicilline en 1928 par Alexander Fleming, des sulfamides en
1932 par Gerhard Domagk et la streptomycine en 1944 par Selman Waksman, qui valurent

a chacun de ces trois chercheurs le prix Nobel. De trés nombreuses substances ayant une

activité antibactérienne ont été isolées. (Berche et al. 1988)
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1.3.2. Définition :

Un antibiotique est une substance naturelle, synthétique ou semi synthétique capable
d’inhiber ou de tuer certains microorganismes c'est-a-dire qu'il dérégle le métabolisme de
certains microorganismes sans affecter les cellules humaines ou animales. (Singleton,
2005).

1.3.3. Origine :

e Naturel :
Certains microorganismes peuvent synthétiser des antibiotiques tels que les champignons
(Penicilium, Cephalosporium) et les bactéries telles que (Streptomyces, ...). (Gaudy et
Bbuxeraud, 2005)

e Synthétique :
Obtenu par voie chimique (sulfamides, acide nalidixique). (Gaudy et Bbuxeraud, 2005)

e Semi-synthétique :
Obtenus a partir des antibiotiques naturels avec modification de leur structure chimique en
laboratoire. (Gaudy et Buxeraud, 2005)

1.3.4. Le spectre d’activité :

Le spectre d'activité est la liste des bactéries sur lesquelles I'antibiotique est actif. 1l est dit
large lorsque l'antibiotique agit a la fois sur des bactéries a Gram positif et a Gram négatif,
et étroit lorsqu'il n'est actif que sur I'un de ces deux types de bacteéries, il est dit limité quand
il est actif avec des bactéries a Gram positif et quelques Gram négatif. (Gaudy et
Buxeraud, 2005)

1.3.5. Mode d’action :

Les antibiotiques agissent sur les bactéries de diverses maniéres. Certains empéchent la
formation de leurs enveloppes protectrices (membrane et paroi). D’autres substances
agissent en  bloquant certaines réactions  chimiques indispensables a
leur métabolisme. Certains antibiotiques empéchent la traduction de leur information

génétique (leurs genes) en protéines.

11
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Tableau 01 : Les différentes familles d’antibiotique et leur mécanisme d’actions
(Nauciel et Vilidé, 2005).

Famille Antibiotique Mode d’action
Ampicilline
amoxiline
Béta lactamines Antibiotiques  agissant
Céfatoxine sur la paroi : inhibition de
Céftazidine la formation de la paroi
Glycopeptides Vancomycine bactérienne
Teicoplanine
Aminosides Gentamicine
Macrolides Sipramicine Antibiotiques inhibant la
Tétracyclines Tétracycline synthése protéique
Doxycyclines
Quinolones et | Acide nalidixique Antibiotiques agissant sur
Fluroquinolones Ciprofloxacines les acides nucléiques :
inhibition de la synthése
d’ADN et d’ARN

1.4. Antibiorésistance :

La résistance aux antibiotiques est la capacité d’une bactérie & résister aux effets des
antibiotiques. Il existe deux types de résistance des bactéries pour les antibiotiques les

résistances naturelles et les résistances acquises. (D. Yala.2001)
1.4.1. La résistance naturelle :

Est retrouvée chez la totalité des souches d’une espéce bactérienne et dépend des capacités

intrinseques de la cellule bactérienne.

Les bacteéries résistantes naturellement aux antibiotiques possedent des génes de résistance dans
leur patrimoine génétiques, elles transmettent a leur descendance leur gene de résistance qui
donne des générations des bactéries pleinement résistantes c’est ce qu’on appelle ©* transfert
vertical (D. Yala.2001).

12
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1.4.2. La résistance acquise :

Cette résistance est due soit a une mutation génétique soit par 1’acquisition de la bactérie d’un
géne transférable ; plasmide, transposon, et les intégrons, on parle d’un transfert horizontal. (D.
Yala.2001)

Ce gain génétique permet aux bactéries de s’adapter a leur environnement en présence
d’antibiotique et donc répondre favorablement a la pression de sélection induite par ces

derniers. (Christophe ISNARD., 2017)
v" Plasmides :

Les plasmides sont des petits fragments d'ADN circulaires présents dans la cellule bactérienne
et indépendants du génome bactérien, ils jouent un réle important dans le transfert horizontal
des génes dont ceux de résistance porté par des plasmides, transférables par conjugaison,

transduction ou transformation a d’autres bactéries. (D. Yala.2001)
v" Transposant :

Des éléments génétiques qui peuvent s’intégrer soit dans des plasmides ou des chromosomes et

sont transférables d’une bactérie a une autre. (D. Yala.2001)
v Intégrons :

Constitués de genes sous forme de cassette, ces éléments sont capables d’intégrer par
recombinaison. (D. Yala.2001)

L’acquisition d’ADN contenant des génes de résistance se fait par conjugaison, transformation

ou transduction.
» Laconjugaison :

Consiste en un mécanisme para-sexuel de transfert de matériel génétique, d’une bactérie
donatrice (male) a une bactérie réceptrice (femelle) porté par des plasmides (figure 05) (Cindy-
Love Tremblay, 2012).

13
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> La transformation :

Est I’incorporation d’ADN nu du milieu externe, la bactérie réceptrice doit produire des
protéines pour faciliter la pénétration de I’ADN (figure 05) (Cindy-Love Tremblay, 2012).

> Transduction :

Est un processus qui consiste en un transfert de materiel génétique (ADN bactérien), d'une
bactérie donneuse a une bactérie receveuse, par l'intermeédiaire d'un vecteur viral (un
bactériophage) ; ce dernier rencontre la bactérie spécifique, injecte son génome pour qu’il
puisse exprimer les protéines nécessaires a sa multiplication (figure 05) (Cindy-Love
Tremblay, 2012).

a Bacterial transformation

Release of

DNA
/\ L o

‘Antibiotic-
resistance gene

Donor cell Recipient cell

b Bacterial transduction

C%ﬁ/ 3 .

phage

Phage-infected donor cell Recipient cell

C Bacterial conjugation

o< Ok

Transposon Donor cell Recipient cell

Figure 05 : Formes d’acquisition d’ADN. (Theresa Wagner, 2018)
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1.4.3. La résistance des entérocoques aux antibiotiques :
La résistance aux antibiotiques s'est principalement développée durant les 50 derniéres années

par l'utilisation répandue et fréquente des antibiotiques favorisant une pression de sélection
(Matyara et al. 2008).

La résistance des bactéries aux antibiotiques est médiée par trois mécanismes : la diminution
de la concentration intracellulaire de 1’antibiotique par imperméabilité membranaire, la
diminution d’affinité de I’antibiotique pour sa cible due a une modification ou une protection
de celle-ci, la modification ou I’inactivation de I’antibiotique lui-méme par un processus

enzymatique (Figure 06 ) (Cindy-Love Tremblay, 2012).

Sénes de résistance aux
antibiotigques

Pompe a efflux "

e

nzyme / -
dégradant Plasmide o
antibiotigque W
<Fe

Chromosome
E Enzyme

V
ﬁ‘"‘"""“’hg- ) Dol pi
: ’“ -

Antibiotigques

°O°

Antibiotigques

ok

F Antibiotiques

v

Bactérie

Figure 06 : Mécanises de résistance aux antibiotiques chez les entérocoques (Cindy-Love
Tremblay, 2012).
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Les entérocoques résistent a divers antibiotiques qui sont cités ci-dessous ;

e Résistance aux béta lactamines :

Les beta-lactamines sont des antibiotiques qui ont une action bactéricide et qui sont largement
utilisées en thérapeutique humaine, ils inhibent la formation de la paroi cellulaire dans les
cellules en croissance. (Mainardi et al.2008). lls inactivent les protéines fixatrices des
pénicillines et donc inhibent la synthése du peptidoglycane (Singleton, 2005).

Les entérocoques sont intrinsequement résistants a la plupart des béta lactamines, et étant
sensibles a un nombre limité de pénicilline (ampiciline, pénicilline, pipéraciline) sa résistance
peut étre effectuée par la production de béta lactamase qui inhibe les béta-lactamines en

détruisant le lien d’amide sur le cycle béta- lactame (Monica G et Louis B, 2019).
e Résistance aux glycopeptides :

Ce sont des molécules bactéricides qui ont une activité dirigée contre les Gram positifs, en
bloquant la synthese de la paroi peptidoglycanes (PG). Ces molécules agissent sur les
entérocoques en liant le cinquiéme intermédiaire de la liaison hydrogéne a son extrémité
terminale d'un precurseur de PG constitué du motif di peptidique D-Ala-DAla (Cattoir et
Leclercq, 2013).

Les entérocoques sont naturellement sensibles a la vancomycine et teicoplanine, leur résistance
est due a la production de précurseurs de la paroi modifiés (terminés par D-alanyl-D-lactate ou
D-alanyl-D-sérine) et a I’élimination des précurseurs naturels de haute affinité (terminés par D-

Ala-D-Ala) (Cattoir V et Leclercq R, 2013).

e Larésistance aux aminosides :
Ce sont des antibiotiques a large spectre, typiquement bactéricides, incluant, la gentamicine, la
kanamycine. Ils sont actifs contre les Gram positifs par I’inhibition de la synthese protéique en
se liant a la sous-unité 30S de ribosome de la bactérie. (Graneau- Tsodikova et Labby.2016).
Les entérocoques sont intrinsequement résistants. La résistance est portée sur les éléments
génétiques mobiles, ces génes codent trois types d’enzyme : les phospho transférases (APH),
les acétyl transférases (AAC) et les nucleotidynil transférases (ANT) (Woodford et al.1993).
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e La résistance aux tétracyclines :
Ces antibiotiques bactériostatiques, a large spectre inhibent la synthese des protéines en se liant
au ribosome et en inhibant la fixation des aminoacyl-ARNt au site A. (Singleton, 2005).
La résistance chez les entérocoques est médiée par un mécanisme de protection ribosomique
par des génes tet(L). (Monica G et Louis B ,2019)

e Larésistance aux macrolides :
Ces antibiotiques inhibent la synthése des protéines interférant de facon réversible, en se fixant

a la sous-unité ribosomique 50S (Singleton, 2005)

e La résistance aux quinolones et fluoroquinolones :
Ce sont les dérivées de 1’acide nalidixique, ils ont une activité inhibitrice sur I’ADN gyrase,
agissent sur la sous-unité A de la topisomérase 1l et la topoisomérase IV. lls inhibent ’activité
normale de I’enzyme et la réplication de ’ADN,
La résistance aux quinolones chez les Gram positifs, est due a une mutation dans les génes
codants pour la gyrase et la topoisomrase V. Cette mutation est située au niveau du géne C.
(Ferreroet al.1994).

1.4.4. Application des entérocoques en biotechnologie :

Les entérocoques ont des applications biotechnologiques, dans différents domaines ;
agroalimentaire, médicale....

Elles jouent un rdle essentiel dans la transformation, conservation et sécurité alimentaire en
raison d’une part, de leur pouvoir acidifiant (acide lactique) qui inhibe la croissance de la
plupart des germes non lactiques et d’autre part, grace a leur capacité de produire d’autres
substances antimicrobiennes comme les bactériocines. (FAO/OMS, 2004). Cette derniére peut
également trouver des applications dans le secteur médical (Turcotte et al. 2004) ou elles
peuvent étre utilisées comme agents antimicrobiens dans I’industrie pharmaceutique (Folli et

al. 2003).

e Utilisation comme pro biotique :

IIs ont été définis par la FAO, comme des micro-organismes vivants, lorsqu’ils sont ingérés en
quantité suffisante, exercant des effets positifs sur la santé (FAO/ WHO, 2006).
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Les probiotiques sont des bactéries lactiques qui forment la flore intestinale, ajoutés a certains
produits alimentaires comme les yaourts et vendus comme promoteurs de santé humaine. Les
bactéries les plus fréqguemment rencontrées sont les lactobacilles, les bifidobactéries, et aussi
des souches appartenant aux genres Pediococcus, Propionibacterium, Enterococcus, Bacillus
et la levure Saccharomyces qui montrent des effets bénéfiques pour la santé. (Champagne et
al. 2008)

En effet, la présence de ces probiotiques dans les muqueuses permet de maintenir 1’équilibre de

la flore intestinale en prévenant et en contrant les attaques d’autres micro-organismes nuisibles.

L’utilisation comme probiotiques a usage humain d’especes responsables d’infections cliniques
comme E. faecalis et E. faecium reste limitée mais E. faecalis est largement utilisé comme
complément alimentaire pour animaux et E. faecium rentre dans la composition de probiotique
alimentaires qui sembleraient efficaces dans la prévention de diarrhées associées a la prise
d’antibiotiques mais aussi dans le traitement de diarrhées infantiles (Wunderlich et al. 1989 ;
Canani et al. 2007;).
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Matériel et méthodes

I1. Matériel et méthodes :

Une sortie sur terrain a été réalisée le 13 mars 2022, pour effectuer 1’échantillonnage d’eau de
mer et de sediment dans six plages dont trois sont localisées a 1’est de la baie d’Alger et trois

au cOté est de la baie de Bou-lsmail.
11.1. Présentation de la zone d’étude :

Plusieurs prélevements ont été faits sur la cOte algéroise d’est en ouest dans les six plages citées

ci-dessous : (figure07)

Légende
' : Les pOiI’ltS Mer Mediterranée
D’échantillonnage

Baie d'Alger Ain T‘aya

£

Kneloufi Jr 4

T -

‘Colomélt/\tbas

Figure 07 : Localisation géographique des stations étudiées (Google Earth pro, 2022)

e Plage Ain Taya :
Cette plage se trouve dans la commune de Ain Taya qui est située sur la bande cotiere algérienne
a 27Km au nord est d’Alger. La plage est sableuse de 600 metres de longueur et 10 metres de
largeur. A coté de la plage il y a une ferme aquacole pour 1’élevage des moules. La baignade

est autorisée.
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Tableau 02 : les coordonnées géographique de la plage Ain Taya (coordonnésGPS)

Coordonnées
Latitude 36°47°17,054”
Longitude 3°18°56,183”’
Altitude 17m

e Plage bateau cassé :

La plage bateau cassée située dans la commune de Bordj El Kiffan dans la wilaya d’Alger. La

plage est sableuse et rocheuse, elle s’étale sur une longueur de 757 métres et sur une largeur de

50,5 métres, La baignade est autorisée également.

Tableau 03 : les coordonnées géographique de la plage bateau cassé (coordonnes GPS)

Coordonnées
Latitude 36°46°2,147"°
Longitude 3°13°25,504”
Altitude 2m

e Plage lasiréne:
Cette plage se trouve a Bordj El Kiffan, la plage est de type sableux et s’étale sur une longueur
de 134 métres et de largeur de 47 meétres avec une superficie de 9000 m?, La baignade est

autorisée.
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Tableau 04 : les coordonnées géographique de la plage siréne (coordonnés GPS)

Coordonnées
Latitude 36°44°59,66°°
Longitude 3°11°15,751”
Altitude 14m

e Laplage Sidi Fred;j :

Cette plage est située sur la commune de Staoueli dans la wilaya d’Alger, la granulométrie de
cette plage est constituée de sable fin, elle s’étale sur une longueur de 100 m et sur une largeur

de 5m, La baignade est autorisée.

Tableau 07 : les coordonnées géographique de la plage Sidi Fredj (coordonnés GPS)

Coordonnées
Latitude 36°45°40 ,038>°
Longitude 2°50°53,051”’
Altitude Om

e Plage Kheloufi I :
Cette plage se trouve a Zéralda, elle s’étend sur un littoral sablonneux, Elle est de 1660 m de
longueur et 60 m de largeur, elle est caractérisée par la présence d’oued Mazafran a I’ouest. La

baignade est autorisée également.
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Tableau 05 : les coordonnées géographique de la plage Kheloufi (coordonnés GPS)

Coordonnées
Latitude 36°42°11,069”°
Longitude 2°48°35,266”’
Altitude 21m

e Plage Colonel Abbes :
La plage colonel Abbes est située dans la ville marine qu’on appelle Douaouda marine, elle
s’étend sur 3Km. L’oued de Mazafran se deverse directement dans cette plage, et les déchets

qu’on trouve rendent la plage polluée. Elle est de type sableux avec des galets, La baignade est

quand méme autorisée.

Tableau 06 : les coordonnées géographique de la plage colonel abbes (coordonnés GPS)

Coordonnées
Latitude 36°41°31,748”’
Longitude 2°47°37,64”°
Altitude 21m

11.2. Echantillonnage :

Les échantillons d’eau de mer ont été collectés dans des flacons stériles de 1L a une distance
de 1m du bord de mer. Les flacons sont manuellement plongés et refermés apres le remplissage,

sous 1’eau au niveau du point de prélévement, afin d’éviter toute contamination.
Les sédiments ont été préleves dans des sachets stériles.
En paralléle, des mesures physicochimiques ont été réalisées; a I’aide d’un oxymetre,

I’électrode a été plongée dans I’eau afin de mesurer la température et 1’0xygeéne dissout.
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On n’a pas effectué les mesures pour Les deux parametres salinité et pH a cause de

I’indisponibilité du matériel.

Tous les échantillons ont été étiquetés et transportés au laboratoire dans des glacieres, pour un

traitement dans les six heures qui ont suivi le prélévement.
11.3. Analyse microbiologique :
11.3.1. L’eau de mer :

La méthode utilisée pour analyser I’eau de mer est la filtration sur membrane, cette derniére
consiste a filtrer 100ml de I’échantillon ou ses dilutions & travers une membrane stérile
quadrillée, de diamétre de pores de 0,45um, qui retient les microorganismes recherchés. La
membrane est ensuite placée sur un milieu gélosé selon les bactéries recherchées. Durant
I’incubation, des colonies se forment a la surface de la membrane, le résultat sera exprimé par
unité formant colonie dans 100ml (UFC/100ml) (Rodier et al ,2009).

Mode opératoire :

e Amener les différents composants de la rampe de filtration ;

e Désinfecter par I’alcool et flamber la face supérieure de la rampe ;

e Dans les conditions stériles, placer a I’aide d’une pince stérile une membrane d’une
porosité de 0,45um, coté quadrillé vers le haut ;

e Placer I’entonnoir stérile (flambé ou stérilisé) sur la base du filtre ;

e Transvaser dans I’entonnoir un volume de 100 ml de I’échantillon ou de ses
dilutions10 * a 10 3 bien mélangé.( les dilution effectuées en fonction de la charge
bactérienne).

e Ouvrir le robinet et appliquer le vide. Dés que la membrane parait séche, refermer le
robinet ;

e Retirer I’entonnoir et transférer la membrane a 1’aide de la pince stérile sur un milieu
gélosé adapté a la numération réalisée.

e S’assurer que 1’air n’est pas emprisonné entre la membrane et milieu de culture. Donc,

appliquer la membrane sur la gélose en assurant progressivement le contact.
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11.3.1.1. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux

Apreés filtration sur membrane, le filtre a été déposé sur le milieu gélosé Tergitol en évitant les

bulles d’air, puis les boites ont été Incubées, a 37°C pour les coliformes totaux et a 44°C pour

les coliformes thermos tolérants pendant 24H (figure08).

Filtrarion de 100mi d'eau
a » ;
Depor de la membrane filtranze i‘
(0,45 um) sur le miben de culture 4

Miilisu Tersitol (Verd) O »
)

Incubation

Incubation a 44°C pendant 24h incubation a 37°C pendant 24h

Coliformes totaux ou thérmotolérant

Figure 08 : Recherche des coliformes
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11.3.1.2 Dénombrement des entérocoques :

La recherche des entérocoques dans 1’eau de mer se fait par la méthode de filtration sur

membrane ; en faisant deux test ; présomptif puis confirmatif (figure 09).
e Test présomptif :

Apreés la filtration, lamembrane a été déposée sur le milieu gélosé Slanetz sans et avec différents
antibiotiques (amoxicilline, vancomycine, gentamicine, tétracycline, azithromycine,
ciprofloxacine) et puis incubée a 37°pendant 24h, les entérocoques se caractérisent par des

colonies rouges ou roses.

La gélose Slantez : contient de 1’azide de sodium qui sélectionne les bactéries & Gram positif

par inhibition des microorganismes a Gram négatif,

La réduction de TTC (chlorure de 2, 3,5 triphényltétrazolium) par les bactéries donne une

coloration rouge a rose. (Biokar diagnostics, biokar-diagnostics.fr)
e Test confirmatif :

Transférer la méme membrane sur le milieu confirmatif BEA (gélose bile Esculine Azide) sans
et avec différents antibiotiques (amoxicilline, vancomycine, gentamicine, tétracycline,
azithromycine, ciprofloxacine) aprés incubation a 37°pendant 2h, I’apparition des colonies

noires confirme la présence des entérocoques.

La gélose BEA est un milieu sélectif destiné a I’isolement des entérocoques et streptocoques

fécaux.

La bile : permet la croissance des entérocoques par 1’inhibition des autres bactéries a Gram
positif. (Madjmaa et Boulmaize ,2016)

L’esculine : les entérocoques hydrolysent 1’esculine en aglycone en présence de sel de fer qui

va donner des colonies noires sur la surface de la gélose. (Madjmaa et Boulmaize ,2016)

L’azide de sodium : supprime la croissance des bactéries a Gram négatif (Madjmaa et
Boulmaize ,2016)
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Filtrarion de 1 00ml d'eau

@%@

Dépor de la membrane filtranse
swr le milien de culawe

Meambrane Filtrames 0.45um

Test présomptif :

Déposée la membrane sur le

milieu gélosé Slanetz

Incuber a 37°C pendant 24h

Test confirmatif :
Transfeérer la méme membrane sur le
milieu BEA Incuber 2h & 24h &

37°C

Figure 09: Recherche des entérocoques
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11.3.2. Sédiment :

A. Les coliformes :

La méthode de nombre le plus probable (NPP) est utilisé pour la recherche des coliformes dans
le sédiment, cette méthode est une estimation statistique du nombre de micro-organismes
supposés distribués dans 1’échantillon. Les coliformes peuvent fermenter le lactose, cette
fermentation se traduit par la production de gaz dans la cloche du Durham et le trouble du
liquide. (Figure 10)

e Test présomptif
Mode opératoire :
Préparation de la Solution mere :
1g de I’échantillon (sédiment) est dissout dans 9ml d’cau distillée stérile.
Préparation des dilutions :

e Préparer trois séries de trois tubes du bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLBVB)

e Homogénéiser la suspension microbienne a prélever.

e Dans les conditions stériles, Prélever 1ml de la solution mére et la transférer dans le
premier tube de chaque série qui contient 9ml de diluant.

e La dilution suivante s’effectue comme la dilution décrite ci-dessus mais en partant du
tube de la dilution précédente.

e Mélanger bien les tubes et s’assurer de 1’absence d’air dans la cloche.

e Incuber les tubes a 37 °C pendant 48h pour les coliformes totaux et 44°C pendant 48h
pour les coliformes fécaux.

e Utiliser la table de Mac Grady pour interpréter les résultats qui sont exprimés par NPP

coliforme / g de sédiment.
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Le matériel : / :

Tubes de diluant Pipette graduée ou pipette paille de 1mDL
de 9 mL

5 tubes avec 2 mL de diluant

La technique : |
Prendre 1 mL

1 mlL. 1 mlL

du produit pur M%MM
Dilution : 10°

Facteur de

dilution : 1 10 100 1000 10000 100000

Suspensiaon

bactérienne a
mesurer |::>

Figure 10 : La méthode du nombre le plus probable NPP (Magniez, 2014)

e Test confirmatif :

A partir des tubes positifs, devant le bec bunsen prélever 1ml et repiquer dans le bouillon
Schubert, I’incubation a 37°C pendant 48h pour les coliformes totaux et 44°C pendant 48h pour

les coliformes fécaux, le dégagement de gaz et le trouble confirment la présence des coliformes.

> Recherche d’Escherichia coli :

Ajouter 2 a 3 gouttes de réactif de Kovacs aux tubes positifs de coliformes fécaux, I’apparition
d’un anneau rouge confirme la présence d’E. coli. L’ajout de ce réactif permet de mettre en
évidence la production de 1’indole suite a la dégradation de 1’acide aminé tryptophane par les

microorganismes et ce par 1’apparition d’une la couleur rouge. (Microbiologie-clinique.com)
B. Les entérocoques :
e Test présomptif
Préparation de la Solution mére :
1g de I’échantillon dissout dans 9ml d’eau distillée stérile.
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Préparation des dilutions :

e Préparer trois séries de trois tubes du bouillon Rothe.

e Homogénéiser la suspension microbienne a prélever.

e Dans les conditions stériles, prélever 1ml de la solution mére et le transférer dans le
premier tube de chaque série qui contient 9ml de diluant,

e Ladilution suivante s’effectue comme la dilution décrite précédemment mais en partant

du tube de la dilution précédente.

e Incuber les tubes a 37 °C pendant 48h.

Le milieu Rothe contient de 1’azide de sodium qui favorise la croissance des entérocoques. Un

résultat positif est indiqué par un trouble du milieu.
e Test confirmatif :

A partir des tubes positifs, a I’aide d’une micropipette, prélever Iml et inoculer dans le bouillon
Litsky, I’incubation se fait a 37°C pendant 48h, le résultat positif se traduit par un trouble et
une pastille blanchatre ou violette au fond du tube. (CASFM, 2020)

11.3.3. Prévalence de la résistance aux antibiotiques des Entérocoques :

Dans ’eau :

L’évaluation des taux de résistance aux antibiotiques des entérocoques a ¢été effectuée par la
filtration de 100ml d’échantillon ou de dilution et I’incubation des membranes sur milieu
SLANETZ et BARTLEY additionné ou non des antibiotiques suivants a une concentration
critique : la vancomycine (8ug/ml), la gentamicine (32 ug/ml), I’ampicilline (50ug/ml), la
tétracycline (5ug/ml), la ciprofloxacine (80pug/ml) et I’azithromycine (0,01g/ml). L’incubation
du milieu est effectuée a 37°C pendant 24h. (CASFM, 2020)

Apres 24 heures d’incubation, la confirmation se fait sur gélose BEA additionnée ou non du

méme antibiotique pendant 2h. Les entérocoques apparaissent noirs.
Dans le sédiment

Des aliquotes de 0,1 ml de la solution mére et des dilutions ont été étalés a la surface de la

gélose Slanetz et Bartley additionnée de I’'un des antibiotiques comme décrit précédemment.
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Calcul du taux de résistance :

Le taux de bactéries entérocoques résistantes a été déterminé en calculant le rapport du nombre
de bactérie obtenu sur gélose BEA additionnées d’antibiotique sur le nombre de bactérie obtenu

sur milieu sans antibiotique.

Nombre de bactérie sur milieu avec antibiotique )

100

Prévalence résistance (%) = ( — — —
Nombre de bacteérie sur milieu sans antibiotique

11.4. Identification des entérocoques :
11.4.1. Coloration de Gram :
Principe :

La coloration de Gram : est une méthode qui permet de différencier les bactéries en deux
catégories Gram positif et Gram négatif, selon les propriétés de la paroi bactérienne. (Francois
Denis et al, 2007)

Mode opératoire :
Sur un frottis préalablement prépare.

e Recouvrir la lame de violet de gentiane 1 minute ;

e Rincer la lame avec I’eau distillée ;

e Recouvrir de lugol : 1 minute ;

e Rincer la lame avec I’eau distillée ;

e Décolorer a I’alcool 30 secondes. La lame doit étre inclinée ;

e Rincer la lame avec I’eau distillée.

e Recouvrir la lame de fuchsine diluée 1 min.

e Rincer la lame avec 1’eau distillée.

e Sécher la lame avec du papier

e Observer a I’objectif x40 puis x100 en ajoutant une goutte de I’huile a immersion.
e Les bactéries a Gram positif ont une coloration violette alors que les bactéries a Gram

négatif ont une coloration rose.
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11.4.2. Les tests d’identification des entérocoques :
A. Test de la catalase :

Certaines bactéries ont la capacité de décomposer le peroxyde d’hydrogene ((H202) en présence

de I’enzyme catalase qui libere 1’oxygéne gazeux (Francois Denis et al, 2007)
Selon la réaction suivante :

2H0, » O,+2H,0

Mode opératoire :

e Sur une lame, déposer une goutte de H20-,

e FEtaler une colonie sur la lame a I’aide d’une anse de platine.

Le dégagement des bulles d’air signifie une catalase positive contrairement & une catalase

négative.
B. Test de I’oxydase :

Le test de l’oxydase est un test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase. Les
disques oxydase sont des disques de papier absorbant imprégnés de N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-
phenylene diamine dihydrochloride. En présence de cytochrome oxydase, le N,N,N’,N’-
Tetramethyl-p-phenylene diamine dihydrochloride (incolore) forme un composé coloré en
bleu. (Francois Denis et al, 2007)

%+ Oxydase positive : une couleur violette sur la surface de disque.

Rl

% Oxydase négative : absence de coloration.

Mode opératoire :
e Sur une lame stérile, déposer un disque d’oxydase a I’aide d’une pince stérile.
e Mettre une ou deux gouttes d’eau distillée stérile et émulsionner une colonie pure par
I’anse de platine sur le disque.
e Observer I’apparition d’une coloration violette pendant 30 secondes (microbilogie-

clinique.com).
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C. Test de la résistance a la salinité :
Les entérocoques peuvent résister a une salinité de 6.5% de chlorure de sodium. (Madjmaa et
Boulmaize ,2016)
Mode opératoire :
e Dans des tubes contenant 3ml de bouillon hyper salé (6 g /100ml) ensemencés deux a
trois colonies puis incuber a 37°C pendant 24h, I’apparition de trouble donne un résultat

positif.

D. Test de résistance a la chaleur :
La plupart des entérocoques peuvent pousser a des températures de 60°C pendant 30 minutes
(Madjmaa et Boulmaize ,2016)

Mode opératoire :
e Ensemencer des tubes contenant 5ml du bouillon (BHIB) avec des colonies pures.
e Placer les tubes dans un bain-marie a 60°C pendant 30min puis les incuber a 37°C

pendant 24h, le résultat positif correspond a I’apparition de trouble.

E. Test de résistance au Tellurite de Potassium :
Ce test permet I’identification d’Enterococus feacalis, qui elle seule peut se développer en

présence de Tellurite. (Madjmaa et Boulmaize ,2016)
Mode opératoire :

e Ensemencé de 2 a 3 colonies ayant poussées sur gélose Slanetz et Bartley dans des tubes
qui contiennent 4,5 ml de BHIB est additionné de 0,5 ml de tellurite de potassium
préalablement dilué au 1/250.

e Incubés a 37°C pendant 24 a 48 h.

e Les cultures positives ont été considérées comme des souches d’E. faecalis. (J.

Grosjean et al. 2017).

I1.5. Production de biofilm :

Les biofilms peuvent étre constitués d’une ou plusieurs espéces de bactéries et se developper
sur des interfaces solides ou liquides variées, que 1’on rencontre par exemple dans
I’environnement : fond de rivieres, cailloux, racines et dans les organismes vivants : tubes
digestifs (Costerton et al, 1987).
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Mode opératoire :

Jeune culture bactérienne de 18h est ajustée a une densité optique entre 0.56 et 064 a
une longueur d’onde 540 nm.
Un volume de 250ul est incubé dans une plaque pendant 6h a 37°C.

Apres incubation, les puits sont lavés avec 25ul de cristal violet a 1% qu’on laisse

reposer pendant 15minutes.

On a effectué 3 lavages au PBS stériles (200uL par puits), puis avec 200ul d’éthyle

d’alcool.
Le contenu est mis dans des tubes stériles contenant de 1.2ml d’alcool.
Apreés agitation la DO est mesurée a 540nm. (Maldonado et al, 2007)

Les souches bactériennes sont classées en trois catégories selon la DO :

1) DO >0.5 forte production de biofilms
2) 0.1<DO<0.5 Production Moyenne
3) DO<0.1 Faible production

Figure 11 : Le test de biofilm
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11.6. Etude de la résistance aux antibiotiques par Antibiogramme :

C’est une méthode qui sert a déterminer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. (CASFM,
2020).

Mode opératoire :

> Préparation de la suspension :
e Avec une anse de platine stérile, ensemencer des colonies pures dans des tubes
contenant Sml d’eau physiologique, afin de préparer une solution bactérienne de 0,5
Mc Farland (108 cellules /ml).

e L’inoculum doit étre employé dans les 15min qui suivent sa préparation.

» Ensemencement :

e Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer ’exces
de liquide en tournant 1’écouvillon sur les parois du tube. Il est important de rejeter
I’excés de liquide pour éviter une sur-inoculation des boites.

e Ensemencer en stries sur toute la surface de la boite, pour écouvillonner la totalité de la
surface de la gélose, I’opération se répéte encore deux fois, en tournant la boite de 60°
a chaque fois (trois directions) sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui- méme

et de passer 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose (pourtour de la gélose).

> Dépbdt des disques :

Avec une pince stérile déposer les disques d’antibiotique sur la gélose inoculée, selon
(figure 12). Une fois les disques déposés, ils ne doivent pas étre déplacés car ils diffusent
rapidement. Il ne faut pas laisser les boites plus de 15min sur la paillasse.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24h.

> Lecture des boites :

L’apparition d’une zone d’inhibition a la surface de la gélose, nous permet de classer les
bactéries dans I’une de ces catégories : sensible, intermédiaire ou résistante en mesurant son

diametre par une régle graduée en mm (CASFM, 2020)
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Les associations d’antibiotiques sont caractérisées par ces deux types majeurs d’interactions :

Synergie : I’effet de I’association est significativement supérieur a la somme des activités de

chaque antibiotique. (E. Denes a et N. Hidri, 2009)

Antagonisme : 1’association diminue 1’effet de I’un ou ’autre des antibiotiques. L’activité de
cette association est inférieure a la somme des effets de chaque antibiotique. (E. Denes a et N.
Hidri, 2009)

Tableau 08 : Liste d’antibiotiques en disque utilisés : (krystyna et Teresa, 2020 ; CASFM,
2020)

Famille Nom de I’antibiotique | Abréviation Charge (ng)
Béta-lactamines Amoxiline +acide | AMC 30
clavulanique
Cefotaxime CTX 30
Ceéftazidime CAZ 30
Aztréoname ATM 30
Ampiciline AM 10
Sulfamides Triméthoprine TMP 5
Triméthoprine- SXT 25
sulfamethoxazole
Aminosides Amikacine AK 30
Gentamicine CN 10
Quinolones Acide nalidixique NA 30
Tetracyclines Tétracycline TE 30
Glycopeptides Vancomycine VA 30
Lincosamides Clindamycine CD 2
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Boite 1 Boite 2

Figure 12 : Disposition des disques d’antibiotiques
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Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion :

Au cours de notre étude, des échantillons d’eau de mer et de sédiments ont été prélevés et
analysés. Les résultats obtenus des différentes analyses physicochimiques et bactériologiques

sont cités ci-dessous :

I11.1. Résultats des parametres physicochimiques :

Vu que les conditions hydro climatiques influent sur la qualité de I’eau de mer, des mesures ont

été réalisées au cours des prélevements.

e La température de ’eau de mer est un parameétre environnemental, qui influe sur les
réactions chimiques et biologiques. Elle affecte le niveau d'oxygéne dissous dans I'eau.
(Oram, B. 2014). Les valeurs des températures mesurées au cours de notre étude

varient entre 15.5°C et 17.2°C est sont dans la moyenne de la saison.

o Le 2eme paramétre mesuré est I’oxygene dissout, élément fondamental qui intervient
dans la majorité des processus biologiques des végétaux et des animaux. Ils 1’utilisent
pour la respiration. (Jean-Luc Hubiche, 2002) les valeurs obtenues dans notre étude

varient entre 6.4 mg/l et 6.8 mg/I.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau (03) :
Tableau 09 :

Tableau 1 : Résultats des paramétres physicochimiques

Station Heure  de | Température °C | Oxygene
prélevement dissout
(mg/l)
Ain Taya 9:54 15.5 6.4
Bateau cassé 10.41 15.9 6.7
La Siréne 11.24 16.6 6.8
Kheloufi | 12.28 17.2 6.6
Colonel Abbes 12.39 16.2 6.6
Sidi Fredj 13.13 16.7 6.5
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111.2. Résultats des analyses microbiologiques :
Afin d’évaluer la qualité microbiologique des stations étudiées, on a cherché des bactéries
indicatrices de la pollution et de contamination & savoir les coliformes totaux, fécaux et les

entérocoques dans I’eau de mer et dans le sédiment.

e FEaude mer
111.2.1. Les coliformes totaux et thermo tolérants :
Les coliformes sur le milieu Tergitol apparaissent sous forme des colonies jaunes, oranges.
(Figure 13).

Figure 13 : Aspect des coliformes sur le milieu Tergitol

D’apreés les histogrammes (figurel4), on a remarqué que la concentration des coliformes fécaux
est inférieure a celles des coliformes totaux dans toutes les stations. Colonel Abbes et Kheloufi
I sont les plus chargées en coliformes totaux et fécaux a cause des eaux usées d’oued Mazafran
ainsi que le rejet des déchets. Par contre les concentrations les plus faibles ont été observees

aux niveaux des plages la Siréne, Bateau cassee, et Sidi Fred,.

La concentration des coliformes totaux et fécaux ne dépassent pas la valeur limite de la norme

algérienne ce qui indique que la qualité de 1’eau est acceptable, pour toutes les plages.
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Figure 14 : Résultat de dénombrement des coliformes totaux et fécaux dans les six plages,
exprimé en UFC/100ml.

111.2.2. Les entérocoques :

Les entérocoques apparaissent  sous forme des petites colonies noires (figure 15), dd a leur

capacité a hydrolyser I’esculine, et qu’elles peuvent pousser en présence des sels biliaires.

Figure 15 : Aspect des entérocoques sur le milieu BEA

La figure 16 représente les résultats du dénombrement des entérocoques dans les six plages

¢tudiées exprimé en Unité Formant Colonie dans 100ml d’eau (UFC/100ml).

On remarque que le taux le plus élevé a été retrouvé dans la plage Colonel Abbes (780
UFC/100ml), suivi par la plage Ain Taya, Kheloufi | puis Bateau cassé (320 UFC/100ml, 260
UFC/100ml, 180 UFC/100ml) respectivement, elles sont plus élevees que la valeur guide
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(100UFC/100ml) de la norme algérienne ce qui indique que ces plages sont a surveiller (annexe
tableau 08).

Tandis que les plages de Sidi Fredj et la Siréne ont enregistré un taux faible de (90 UFC/100ml,
80 UFC/1000ml) respectivement, et inferieur a la valeur guide de la norme algérienne
100UFC/100ml). Ces plages sont de bonne qualité.

900
300 780
700
600
500

400 320

UFC/100ml

300

260
200 180
100 80 I %0

. ] ]

Ain Taya Siréne Bateau cassé Sidi Fred;j Kheloufi | Colonel Abes

Plages

M entérocoque

Figure 16 : Variation des charges des entérocoques au niveau des six plages étudiées

Les histogrammes (figurel?7) représentent le taux de résistance des entérocoques aux
antibiotiques dans les six plages exprimées en pourcentage.

On aremarqué un taux de résistance important pour la tétracycline pour toutes les stations suivie
par I’azithromycine a 1’exception Siréne er Sidi Fredj, La gentamicine présente une résistance
moyenne au niveau de la plage Khelloufi par rapport aux autres plages. Des faibles taux a la
ciprofloxacine ont été observés dans la plage Colonel Abes. Aucune résistance a 1’amoxicilline

et la vancomycine dans toutes les stations.

La figure montre un taux élevé de résistance de 100% a la tétracycline dans la plage la Sirene
suivi par la plage Ain Taya 84%, Colonel Abbes 77%, Bateau cassé 72%, Kheloufi | 64% et

Sidi Fredj avec un taux de 30%.
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Ces résultats sont plus élevés que ceux trouvés en 2021 par Chaachoua pour ces mémes
stations : un taux moyen a faible de résistance a la tétracycline, 52% dans la plage Ain Taya
18% dans la plage Colonel Abbes, 3% pour Bateau cassé, 28% pour Kheloufi I, 1.7% pour Sidi
Fredj. (Chaachoua A. 2021)

Concernant 1’azithromycine on a observé une résistance de 51%, 50%, 36%, 17% dans les
plages Colonel Abbes, Ain Taya, Kheloufi | et Bateau cassé respectivement. Absence de
résistance au niveau des plages la Siréne et Sidi Fredj. Ces résultats sont proches a ceux trouvé
en 2021 au niveau de Colonel Abbes et Kheloufi I. (Chaachoua A. 2021).

On a constaté qu’au cours de ces deux dernicres années le taux de résistance a I’azithromycine
a augment¢é d’une année a une autre, ceci est probablement da a la crise sanitaire de la COVID
19, car I’azithromycine est le premier antibiotique que les médecins prescrivent a la suspicion

du moindre symptome a cela se rajoute I’automédication des citoyens.

Ces résultats montrent aussi une résistance moyenne a la gentamicine dans la plage Kheloufi |
36%, et de 4% au niveau de la plage Colonel Abbes. Ces résultats sont en concordances avec
ceux trouvé en 2021. (Chaachoua A. 2021). On note également une absence totale de résistance

a la gentamycine dans les autres plages.

On a remarqué une absence totale de résistance a la vancomycine dans tous les sites étudiés
ainsi qu’une absence de résistance a la ciprofloxacine a 1I’exception de la plage Colonel Abbes
avec un taux tres faible de 4%. Le méme résultat a été obtenu dans 1’étude réalisée en 2021.
(Chaachoua A. 2021).

On a constaté également aucune résistance a 1’amoxicilline dans toutes les plages.

Des fluctuations dans les taux de résistances ont été observées, cela est probablement dues
aux conditions d’hydrodynamisme qui redistribuent la répartition des microorganismes par les
effets de décantation et de remise en suspension (Miranda et Zemelman, 2001 ; Matyar et
al. 2004 ; Ghosh et Mandal, 2010).
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Figure 17 : Taux de résistance aux antibiotiques dans les six plages (Eau de mer)

amox : amoxicilline ; cipro : ciprofloxacine ;va:vancomycine ;gen : gentamicine ;

zith : azithromycine ; tet : tétracycline

e Sédiment:

La méthode du nombre le plus probable NPP a été utilisé pour dénombrer les germes présents

dans le sédiment.
111.2.3 : Les coliformes totaux et thermo tolérants :

D’apres la figure 18 la concentration la plus elevée en coliforme totaux a été retrouvé dans la
plage Kheloufi | (1100CT/g), suivi par la plage bateau cassé (43CT/g), puis la plage colonel
Abbes (38CT/qg), des valeurs de (36CT/g) et (20CT/g) ont été enregistrées dans les plages la
Sirene et Ain Taya respectivement. On note 1’absence totale des coliformes totaux au niveau de
la plage Sidi Fred,].
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Ces valeurs sont dans la norme de 1 a 100CT/g sauf au niveau de la plage Kheloufi I. Ces

résultats sont légérement supérieurs a ceux trouvés 1’année passée. (Chaachoua A., 2021)

En ce qui concerne les coliformes fécaux, les résultats obtenus montrent des valeurs quasi nulles

dans tous les sites.

On note également I’absence d’E. coli dans tous nos échantillons (eau et sédiment)

contrairement aux résultats trouvés en 2021 (Chaachoua A., 2021).

1200 1100
1000
800
w 600
~~
a
S 400
200 0 20 0o 3 o 36 0 0 0 0 38
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cassé Abes
les plages H Coliforme fécaux M Coliformes totaux

Figure 18 : Resultat de dénombrement des coliformes totaux et fécaux dans les six plages

Etudiées dans le sédiment.

111.2.4 : Les entérocoques :
Les concentrations des entérocoques obtenues sont illustrées dans la figure ci-dessous.

D’aprés la figure 19, On a remarqué que les sédiments de la plage Kheloufi | enregistrent la
plus grande concentration (23C/g) aux entérocoques et puis Colonel Abbes avec une
concentration de (15 C/g) cela peut étre expliqué par les courants d’eaux usées apportées par

Oued Mazafran qui sont chargés en différents germes.

L’absence des entérocoques aux niveaux des autres plages pourrait s’expliquer par les

.mauvaises conditions météorologiques qui ont précédé notre échantillonnage.
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Les conditions hydrodynamiques ont provoqué une redistribution des germes dans ces sites de

ce fait nos résultats ne sont pas en concordances avec ceux trouvé en 2021. (Chaachoua A.,

2021)

NPP/g

25 23
20
15
15
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5
0 0 0 0
A A A 4
Ain Taya Bateau Sirene Sidi  Kheloufi Colonel
cassé Fredj | Abes
les plages

B Entérocoques

Figure 19 : Les concentrations des entérocoques trouvés par la méthode NPP dans les

sédiments.

Le taux de résistance aux antibiotiques dans différentes stations est mentionné dans la figure

ci-dessous :

La figure 20 représente le taux de résistance des entérocoques aux antibiotiques dans les six

plages par rapport aux sédiments exprimées en pourcentage.

Un taux élevé qu’égale a 86% et 83% a la tétracycline a été observé Au niveau de la plage

Kheloufi I et Colonel Abbes respectivement, il y a une résistance importante a I’azithromycine,

dans la station Kheloufi par rapport aux autre plages , une résistance de 57% a la ciprofloxacine

a été enregistrée
Abes.

a la plage Khelloufi et un faible taux de 17% au niveau de la plage Colonel
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Aucune résistance a I’amoxicilline, gentamicine et vancomycine pour toutes les stations

Les mémes résultats ont été trouvés lors de 1’étude menée en 2021. (Chaachoua A., 2021)

Titre du graphique
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Figure 20 : Taux de résistance aux antibiotiques dans les six plages (sediment) sur le milieu
BEA

111.3. Identification des entérocoques :

Afin d’identifier les entérocoques, différents tests ont été effectués, sur des souches isolées a
partir des plages étudies, dans 1’eau de mer et dans le sédiment. Les résultats obtenus sont

présentés ci-dessous :
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a/ Coloration de Gram :
Apres la coloration de Gram, on a observé au microscope optique grossissement x100, les

souches des entérocoques isolées sous forme de cocci disposées en paire (diplocoque), ou en

chainettes de couleur violette, donc les souches sont des Gram positif (figure 21).
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Figure 21 : Aspect des entérocoques apres la coloration de Gram observés au microscope

Optique (Grx100).

b/ Test de la catalase :

L’absence de dégagement des bulles d’air dans toutes les souches isolées indique une catalase

négative. (Figure 22.)

==

Figure 22 : Résultat du test catalase
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c/ Test de ’oxydase :

Le test oxydase est négatif pour toutes les souches, ce qui explique qu’elles sont dépourvues de
I’enzyme cytochrome oxydase (Figure 23).

Figure 23 : Résultat du test oxydase
d/ Test de la résistance a la salinité :

Sur les 47 souches isolees, 43 souches sont capables de résister dans le milieu hyper salé.
(Figure 24).

Avant Apres

Figure 24 : Résultat du test de résistance a la salinité

e/ Test de la résistance a la chaleur :

Presque toutes les souches résistent a la température 60°C pendant 30min (figure 25).
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Avant Apres
Figure 25 : Résultat du test de la résistance a la chaleur

f/ Test de tellurite de potassium :

Enteroccocus faecalis peut se développer en présence de tellurite de potassium, pour cela on a

effectué ce test afin d’identifier cette espece, 42 souches parmi les isolats semblent étre des
Enteroccocus faecalis (Figure 26).

Avant Apres

Figure 26 : Résultat du test de Tellurite de potassium
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Le tableau 4 résume tous les résultats des tests réalisés au cours de cette étude

Tableau 10 : Un tableau récapitulatif des différent test d’identification des entérocoques

Résultats et Discussion

Station / Code de | Coloration Test de Test Test de Test de Test de
antibiotique | lasouche | de Gram catalase d’oxydase chaleur salinité Tellurite de
(60°C/24h) (NaCl Potassium
6,5%)
Ain Taya Ava + - - + ¥ I
vancomycine
Ain Taya Atet + = - + + +
tetracycline
Ain Taya Azith + - - + + +
azithromyci
ne
Ain Taya Agen + - - + + -
gentamicine
Ain Taya ABEA + - - + + +
Bile Esculine
Azide
Colonel Coltet + - - + + +
Abes
tetracycline
Colonel Colzith + = - + + +
Abes
azithromyci
ne
Colonel Colgen + = - + + +
Abes
gentamicine
Colonel Colcipro + = = + + +
Abes
ciprofloxaci
ne
Colonel ColBEA + - = + + +
Abes Bile

51




Résultats et Discussion

Esculine

Azide

Kheloufi
tétracycline

Khtet

Kheloufi
azithromyci

ne

Khzith

Kheloufi

gentamicine

Khgen

Kheloufi
Bile Esculine
Azide

KhBEA

Sidi Frej SFtet + +
Sidi Frej SFBEA + +
Bile Esculine
Azide
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Résultats et Discussion

Production de biofilm :

Les résultats de la production de biofilm sont résumés dans la figure 27. D’aprés les résultats

quasiment toutes les souches étudiées sont productrices de biofilm.

A partir de la figure 27 la majorité des souches étudiées sont moyennement productrice de

biofilms avec une densité otique comprise entre 0.1et 0.5.

La DO la plus élevée est observée au niveau de la souche « SF tet » qui présente potentiellement

une adhésion plus importante aux surfaces, Avec une résistance moyenne de 30%.

Les souches « Bc tet » et « col tet » montrent une DO de 0.12 avec une résistance importante

de 72%, 77% respectivement.

Les souches« kh GE», « A zith » avec une densité otique de 0.14 et qu’ont une résistance

moyenne de ; 36% , 50%,respectivement .
La souche « col zith » est considérée faible productrice de biofilm avec un DO inférieur a 0.1.

On peut comparer nos résultats a une étude rétrospective en Italie qui a déterminé que 80 % des
E. faecalis des isolats cliniques et 48 % des isolats d'E. faecium formaient des biofilms.
(Baldassarri L et al ,2001). Tandis qu'une autre étude de 47 isolats cliniques a revélé que le
phenotype biofilm était associé avec 87% d’E. faecalis, mais seulement 16% de souches d'E.
faecium (Dupre, Zanetti, Schito, Fadda & Sechi, 2003).

Une étude ultérieure dans la méme région géographique a révélé que 96% de 52 E. faecalis

provenant d'infections orthopédiques a produit des biofilms in vitro (Baldassarri L et al ,2006).

Une étude en Espagne a révélé qu'un peu plus de la moitié des 152 isolats cliniques d'E. faecalis

ont pu former des biofilms in vitro (Toledo-Arana et al, 2001).

Des études au Royaume-Uni ont analysé 109 isolats d'infections du sang et ont montré que,
bien que tous les isolats d'E. faecalis (n = 71) aient formé des biofilms, moins de la moitié
(16/38) des isolats d'E. faecium I'ont fait (Dworniczek E et al, 2005).

Tous ces résultats sont en concordance avec nos résultats car 89 % de nos bactéries sont des E.

faecalis et produisent du biofilm.
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Figure 27 : Résultats de test de production de biofilm par les souches étudiées

111.4 : Antibiogramme :

La résistance aux antibiotiques des entérocoques isolés a partir de I’cau de mer et des sédiments
a été étudiée par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Une collection de 47 souches isolées

a partir de I’eau et du sédiment a été mise en place pour I’évaluation de 1’état de résistance dans

ces plages. Les résultats sont représentés dans les Figures 28 et 29.

Figure 28 : Résultat d’antibiogramme d’une souche isolée de I’eau de mer
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L’acide nalidixide (NA) ; ceftazidine (CAZ) ; aztréonam (ATM) ;
triméthoprime-sulfametoxazole (SXT) ; clindamycine (CD) ;
I’amokacine (AK) ; la gentamicine(CN) ; céfotaxime (CTX) ;

Figure 29 : Résultat d’antibiogramme d’une souche isolée du sédiment

Test de synergie et d’antagonisme : la recherche de la production de céphalosporinases et de
béta-lactamase a spectre élargi chez les souches étudiées a montré qu’aucune image

d’antagonisme ou de synergie n’a été constatée.

D’apreés la figure 30 les isolats montrent une résistance totale 100% a I’acide nalidixique (NA)
au niveau de ces stations : Ain taya , Bateau cassé , Khelloufi , et une résistance de haut niveau,
98%  pour ceftazidime (CAZ) et aztréonam (ATM), et 93% pour triméthoprime-
sulfametoxazole (SXT).

Nos résultats sont en concordances avec ceux de Ayten qui a rapporté une résistance de 98%

par rapport a ’acide nalidixique . (Ayten Kimiran-Erdem et al, 2006).

Une étude montre un pourcentage de résistance de 19,23% a la triméthoprime-sulfametoxazole

qui est inférieur par rapport a nos resulats. (Kacimi et Ouazzi, 2018).

Une résistance a été enregistrée pour la tétracycline,la clindamycine (CD), I’amikacine (AK),
la gentamicine (CN) et la céfotaxime (CTX) avec des pourcentages de 60%,45%, 36%, 29%,
24%, respectivement.

Le taux de résistance observe dans notre étude est inférieur a celui retrouvé par Rice en 2001,
95% de résistance a la clindamycine. (Hamchache Z et Oughlici B, 2015)
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Nos résultats montrent des taux de résistance un peu faible a la céfotaxime (24%) par rapport a
63% retrouve par Adel M. (Adel M et al, 2017). Et 83% retrouvé par Rekik en 2020. (Rekik
M., 2020)

Le taux de résistance a I’amikacine retrouve en 2006 par Ayten Kimiran-Erdem est de 25%,
nos résultats sont Iégérement supérieurs avec une résistance de 36%. (Ayten Kimiran-Erdem
et al, 2006)

Les résultats de la résistance a la gentamycine se rapprochent de ceux retrouvé en France en
1998 avec un taux de 37% (Papa Abdoulaye, 1998). Cependant, d’autres études faites en
Algérie en 2012 (Djahmi et al. 2012), en Espagne 2014 (Medell et al. 2014) et en Egypte 2015
(Yassin et al., 2015) ont présentés des taux plus €levés de résistance avec des pourcentages de
54,4%, 66% et 56% respectivement.

Le taux de résistance le plus bas a été observé vis-a-vis de la trimétoprime (TMP) 12% et
I’ampicilline (AM) 14%.

Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvé par Fatemeh Shahi en 2020 concernant ampicilline
(69.7%). (Fatemeh Shahi et al, 2020)

Pour la triméthoprime-sulfametoxazole (SXT), nos résultats montrent une résistance de 98%

contrairement & ceux de Chaachoua avec une résistance de 36%. (Chaachoua ,2021).

Le taux de résistance a la tétracycline obtenue est inférieur a celui rapportés en France en 1998
avec 80% (Papa Abdoulaye LO, 1998), et en Algérie en 2012 avec 82,4% (Djahmi et al.,
2012).

Toutes les souches d’entérocoques ont été sensibles a 1’amoxicilline + acide clavulanique

(AMC) et a la vancomycine (VA).

Concernant la vancomycine, nos résultats sont en concordances avec ceux décrits par une étude
multicentrique francaise qui a rapporté qu’uniquement deux souches sur 1310 souches
d’Enterococcus faecalis sont résistantes a la vancomycine. (Leclercq, 1994 ; Streff et al.,
1996). Et également avec les résultats de 2012, mené au CHU de Annaba ou le taux de

résistance a la vancomycine était faible (3,2%) (Djahmi et al., 2012).

Nos résultats sont en adéquation avec ceux réalisés en 2015 en Egypte, avec un taux bas de 2%.
(YYassin et al., 2015).
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Nos résultats concordent également avec ceux de Rekik (2020), en ce qui concerne la
vancomycine. Les résultats obtenus montrent que toutes les souches isolées ont montré une

sensibilité a la Vancomycine.
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CAzZ AMC CTIX ATM AM CD TE SXT AK VA CN TMP NA

L’acide nalidixique (NA) ; ceftazidime (CAZ) ; aztréonam (ATM) ; triméthoprime-
sulfametoxazole (SXT) ; clindamycine (CD) ; I’amikacine (AK) ; la gentamicine (CN) ;
céfotaxime (CTX) ; trimétoprime (TMP ; I’ampicilline (AM) ; tetracycline (TE) ; I’amoxicilline +

acide clavulanique (AMC) ; la vancomycine (VA).

Figure 30: Prévalence de la résistance de 42 souches d’entérocoques isolées aux
antibiotiques
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Discussion générale :

Les entérocoques sont intrinséquement résistants a une large gamme d'antibiotiques, par
conséquent, cela a toujours limité le choix des antibiotiques utilisés contre ces organismes ;
Enterococcus faecalis vient en premicre position suivi d’E. faecium dans les infections a
entérocoques chez les humains (Sujatha R. et al. 2007).

Les entérocoques sont des micro-organismes qui peuvent étre trouvés dans le sol, a la surface
de I'eau, dans les plantes et les Iégumes, mais aussi dans les aliments et qui peuvent provoquer
des infections telles que I'endocardite, la bactériémie, les voies urinaires et le botulisme
néonatal. Leur capacité a développer une résistance contre une large gamme d'antibiotiques
pourrait étre I'une des raisons de I'augmentation des infections nosocomiales a entérocoques.

(Luciana Furlaneto-Maia et al, 2013)

Les entérocoques sont naturellement résistants a divers types d'antibiotiques, y compris les
aminosides (a bas niveau), R-lactamines, les fluorogquinolones, les céphalosporines ou encore la
clindamycine chez toutes les especes sauf E. faecium, E. hirae et E. durans. En plus, on a des
résistances dites acquises aux principales classes d’antibiotiques tels que les pénicillines, les
glycopeptides et les aminosides lorsque ces derniers sont utilisés en association (haut niveau de

résistance). (Cattoir et Leclercq 2013).

La capacité des entérocoques a acquérir une réesistance aux antibiotiques par I'échange de
chromosomes, le transfert de transposons et de plasmides, ou des mutations qui rendent difficile

la mise en place de mesures thérapeutiques appropriées. (Fatemeh Shahi et al, 2020)

La résistance aux B-lactamines chez les Entérocoques repose sur deux grands types de
mécanismes : un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes une béta-
lactamase qui hydrolyse le cycle B-lactame des pénicillines les rendant inactives et un
mécanisme de résistance intrinséque par modification des protéines de liaison a la pénicilline

(PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP. (Quincampoix, J.L. Mainardi , 2001)

Toutes les especes d’Enterococcus sont naturellement résistantes aux céphalosporines, a
I’exception du ceftobiprole vis-a-vis d’E. faecalis. (CASFM, 2020)
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Nos résultats ont montré que les entérocoques isolés présentent une sensibilité a I’amoxicilline

+ acide clavulanique (93%) et a I’ampicilline (83%). Les souches enregistrent aussi des
résistances de bas niveau a céfotaxime (24%) et de haut niveau aux ceftazidime et aztréonam
(98%).

Comme tous les streptocoques, les entérocoques possedent une résistance naturelle de bas
niveau aux aminosides en inhibant la synthése d’ARN. La synergie entre la gentamicine et les

béta-lactamines, permet une action bactéricide. (CASFM ,2020)

Les résultats obtenus dans notre étude montrent une résistance de 36% pour 1’amikacine (AK)

et 29% pour la gentamicine (CN).

Le traitement des infections séveres a entérocoques par 1’ampicilline nécessite des doses élevées

d’ampicilline associée a un aminoside pour obtenir une activité bactéricide. (CASFM ,2013)

Les entérocoques sont naturellement sensibles a la vancomycine et a la teicoplanine, a
I’exception des trois especes Enterococcus gallinarum, E. casseliflavus et E. flavescens, qui
sont intrinséquement résistants a bas niveau a la vancomycine et portent le génotype VanE.
(Cattoir V. et Leclercq R., 2010).

Un pourcentage de 2% de résistance a la vancomycine a été retrouvé dans notre étude. La
résistance a la vancomycine est due a I’acquisition de la souche de I’opéron Van. Il existe quatre
types : le type VanA, qui confére une résistance inductible a haut niveau a la vancomycine et a
la teicoplanine ; les souches de type VanB conferent une résistance de niveau variable
uniquement a la vancomycine ; les type VanD sont résistants a bas niveau a la vancomycine et
a la teicoplanine ; la souche de type VanE posséde une résistance de bas niveau a la

vancomycine. (F. Garnier et al, 2002)

La résistance aux macrolides est généralement causée par une modification de la cible, elle est
le fait d’'une méthylase codée par les génes ermA ou ermB, ou par une existence d’un
mécanisme d’efflux par deux déterminants impliqués chez les entérocoques : le gene msrC et

le gene mef. (Quincampoix, J.L. Mainardi, 2001)

Les entérocoques possedent une résistance intrinséque a la clindamycine, nos souches montrent

une résistance de 45% qui est inférieur a celui présenté par Rice en 2001.
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Concernant le profil de résistance des souches d’entérocoques aux antibiotiques triméthoprime-
sulfaméthoxazole, I’acide nalidixique et la tétracycline, I’antibiogramme indique une résistance

de 93%, 100% et 17% respectivement.

La résistance a la tétracycline est due a une protection de la cible ribosomale par le géne tet M
ou par un efflux. (Garcia Solache M. et Rice I. B., 2014)

En plus de leur multirésistance aux antibiotiques, toutes les souches étudiées sont capables de

produire du biofilm, ceci augmente leur virulence et leur pathogénicité.
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Conclusion :

Cette étude avait comme objectifs, 1’évaluation de la résistance aux antibiotiques des souches
d’Enterococcus au niveau de 6 plages Algéroises (eau et sediment) et la caractérisation

phénotypique de cette résistance chez des souches résistantes isolées.

A partir des résultats des analyses microbiologiques des coliformes totaux, fécaux et des

entérocoques, ces plages ont une qualité d’eau acceptable.

L’évaluation de la prévalence de la résistance aux antibiotiques chez les souches d’entérocoques

isolées a partir des eaux de ces sites, a montreé :

e Un taux élevé de résistance pour la tétracycline suivie par 1’azithromycine,

e Une résistance moyenne pour la gentamicine ainsi que de faible taux de résistance a la
ciprofloxacine.

e Toutes les souches présentent une sensibilité & 1’amoxicilline, molécule importante en
clinique.

e Un tres faible taux de résistance (2%) a la vancomycine.

e Presque toutes les souches étudiées sont multi résistantes aux antibiotiques.

Les apports anthropiques influent sur la résistance des bactéries aux antibiotiques dans le milieu

marin.

La majorité des souches étudiées sont moyennement productrice de biofilms avec une densité

otique comprise entre 0.1et 0.5.

En perspective, et en continuité a ce travail il est important de caractériser génotypiquement les
mécanismes de résistance chez ces souches afin de comprendre leur mécanisme de
dissémination et de rechercher d’autres mécanismes de Virulence ainsi que de tester un potentiel

probiotique de ces souches dans le domaine agroalimentaire.
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Tableau 04 : Résultats de 1’antibiogramme des souches d’entérocoques étudices

(R : Résistant ; S : Sensible ; I : Intermédiaire ; m : mutants ; le diamétre en mm)

CAZ | AMC | CT | AT A C SX AV | C|TM | N
X M M| D|E| T K| A | N P A
Ava 0 10S | 30S 0 |12S 30/10m | 25 | 14 |[2R | 10R | O
S R S |m
R
Atet 0 15S | 201 0 7R |9R |35 |15R | 13 |23 |10 | 22 | O
S R|S|R I
AO0. 15m | 16mS [ 36m | 40m | O |10 | 7 |20R | 20 |22 |17 | 27 | O
zith I S S R | R S| S| S I
Agen 0 15S | 32S 0 |25S 35| 20R | 151 | 25 | 10 | 2R | O
S S| R
ABEA 0O [1MmS |2/m| O |[2m |[9m |35 |15R |10 | 20 | 10 | 25R | O
S R|R|S R|S|R
Coltet 0O |[19mS|15m | O |[11S| 10 |25 |19R |22 |24 | 14| 26 | O
| m S S | ml |
R | S
Colzith 0 13S | 24S 0O |13S|12 |32 |21R |18 |22 |16 | 26 | O
R | S S| S| S I
Colgen 0 8R [10m | O 7 10 [ 18R | 9R | 25 231 | 0
R R R S
Colcipro 0 19S 0O |1IOR |11 |10 /10| O |22 |5R|16| O 0
S | R|R S S
ColBEA 0 20S | 26S O |15S|12 |35 |20R 15122 |19 | 311 | O
R | S S| S
Bctet 0 19S | 24S 0 11 | 30 |35 |21R 151 | 25 | 12 | 261 | O
S | mS S I
S
Bczith 0 11m | 14m | O 10 10 | 23m | 18 | 26 | 13 | 29m | 9m
S I mS m| R S | S I I R
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Bcgen 0 8 oM | 0 7R 10| 18R |9R | 25| O | 23
R R R S |

BcBEA 0 20S | 25S 0O |12S |13 |35| 6 |13 |22 | 14| 25
S| S R R S | |

Khtet 0 13S | 21 0O |20S|35|33|19R |16l |23 | 13| 25
R | S S I |

Khzith 0O |[18mS | 25m | O 23 9 | 18R | 18 | 25 | 16 | 24m
S mS R mS| S | mS I

Khgen 0 21S | 23S 0 | 9m 40 [27R| O | 25| O | 33
I S S I

KhBEA 0 20S 0 O |15S |15 |34 |20R |161 | 23 | 14 | 22
ml | S S I I

Stet 0 24 S | 32S 0O |17S| 9 33| 22 |16l |22 | 17 | 26
R | S I S| S I

SBEA 0 14S | 25S 0O |12S |10 |32 |15R |20 | 25| 15| 25
R | S S| S| S I

SFtet 0 23S | 25S 0O |15S|6R |34 |20R |5R | 21| 14 | 25
S S | |

SFBEA 0 25S | 36S 0 0 |20 21| 2R | 20 |6R | 23 | 36

S |S S S

Tableau 05 : Dénombrement des entérocoques et des coliformes isolés a partir de I’eau de

mer :
Entérocoques Les coliformes Les coliformes
totaux fecaux
Ain Taya 32 12 0
Sérene 8 0 2
Bateau cassé 18 9 2
Colonel Abes 78 0 2
Kheloufi | 14 3 0
Sidi Frej 10 0 0
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Ain Bateau Sirene Colonel | Kheloufi | Sidi Frej
Taya cassé Abes I

Va 10 0 0 0 0 0
Tet 27 13 8 0 9 3
Gen 0 0 0 3 5 0
Zith 16 3 0 40 5 0
Cipro 0 0 0 3 0 0
Amox 0 0 0 0 0 0
BEA 32 18 8 78 14 10

Tableau 06 : Taux de la résistance (prévalence résistance) des souches d’entérocoques isolé a

partir de I’eau de mer

Ain Taya |Bateau Siréne Colonel Kheloufi I | Sidi Frej
cassé Abes

Amox 0 0 0 0 0 0
0 0 0 4 0 0

Cipro
Va 31 0 0 0 0 0
Gen 0 0 0 4 36 0
Zith 50 17 0 51 36 0
Tet 84 72 100 0 64 30

Tableau 07 : Dénombrement d’entérocoques par la methode NPP isolé a partir de sédiments

Entérocoques Coliforme fécaux Coliformes totaux
Ain Taya 0 0 210
Bateau cassé 0 0 310
Siréne 0 0 100
Colonel Abes 15 0 301
Sidi Frej 0 0 0
Kheloufi | 23 0 332
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Taleau08 : Les normes de salubrité des plages, normes algériennes (Décret exécutif n°® 93-
164 du 10 juillet 1993) (BENAMAR, 2006)

Germes Valeurs limites
Coliformes totaux /100ml 500 - 10000
Coliformes fécaux /100ml 100 -2000
Entérocoques / 100ml 100

Les composants des milieux de cultures :

Le milieu de Slanetz et Bartley :

Peptone 209
Extrait de levure 5¢
Glucose 29
Monohydrogénophosphate de potassium 49
Azide de sodium 0,49
Le milieu BEA :

Tryptone 179
Peptone 39
Extrait de levure 59
Bile déshydratée de boeuf 10g
NaCl 59
Citrate de sodium 19
Esculine 19
Citrate de fer ammoniacal 0,59
Azide de sodium 0,259

Gélose 159



Le milieu tergitole :
Extrait de viande
Peptone

Extrait de levure
Lactose

Bleu de bromothymol
Agar

Le bouillon BLBVB :

o Peptone

o Lactose

e Bile

o Vert brillant
e pH=7/4

Le bouillon BHIB :

Digestion enzymatique de tissus animaux
Infusion De Cervelle De Veau Déshydratée
Infusion de coeur de boeuf déshydraté
Glucose

Chlorure de sodium

Hydrogénophosphate disodique, anhydre

Le milieu muller-hinton :
Hydrolysat acide de caséine (peptone)
Extrait de viande

Amidon

Calcium

Magnésium

Agar

pH=7,4+/-0,2

Eau distillée qgsp 1L

Annexes

59
109
59
209
0,059
20g

10,0 ¢
10,0 g
20,0 ml
13,0 mg

1009
1259
509
204¢g
50¢9
2,59

17,5
2,09

159
20425 mg
10a12,5mg
15,0 g


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bile
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Vert_brillant&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
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Le milieu Litsky :

peptone 20,0g
glucose 509
azide 0,2¢g
éthyl-violet 0549
NaCl 509
hydrogénophosphate de potassium 2,79
dihydrogénophosphate de potassium 2,79

pH=6,8



Résumé

Les entérocoques sont des bactéries utilisées depuis des siecles dans la transformation des
aliments. Cependant, ce sont des marqueurs de contamination fécale, Enterococcus faecalis et
Enterococcus faecium sont les especes les plus rencontrées.

Un total de 47 souches d’Entérocoques a été collecté, en mois de mars, a partir de différents
plages algéroises. Les souches isolées ont été soumises a 1’étude de leur résistance aux
antibiotiques par la méthode de diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton.

Les taux résistance les plus éleves concernent I’acide nalidixique (NA), la ceftazidime (CAZ),
I’aztréonam (ATM), la triméthoprime-sulfametoxazole (SXT). Le taux de résistance le plus bas
a été observe vis-a-vis de la trimétoprime (TMP), I’ampicilline (AM) et la tetracycline (TE).
Les souches d’entérocoques présentent une sensibilité a la vancomycine.

Mots clé : Entérocoques, Résistance, Antibiotiques, Sensibilité

Abstract

Enterococci are bacteria that have been used for centuries in food processing. However, these
are faecal contamination markers, Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium are the most
encountered species.

47 strains of Enterococci were collected in March from different Algiers beaches. The isolated
strains were subjected to the study of their resistance to antibiotics by the method of diffusion
of discs on Mueller-Hinton agar.

The highest resistance rates concern nalidixic acid (NA), ceftazidime (CAZ), aztreonam
(ATM), trimethoprim-sulfametoxazole (SXT). The lowest resistance rate was observed against
trimetoprim (TMP), ampicillin (AM) and tetracycline (TE). Strains of enterococci show
sensitivity to vancomycin.

Keywords: Enterococci, Resistance, Antibiotics, Sensitivity
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