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Abstract

Inefficient disinfection of the water distribution system and cross-contamination may result in the occurrence of
microorganisms in hospital clean waters. Such microorganisms can be pathogenic and may contaminate
hospital devices and materials, and therefore pose a risk for the nursing body and hospitalized patients health.
As part of actions to prevent nosocomial infections, we monitored different types of water used during a four-
month period at eight services in a hospital in the city of Fez. The main objectives were to assess the microbial
water quality, to evaluate the effectiveness of the disinfection applied to the water distribution channels as well
as the sensitivity of isolated bacteria to antibiotics and disinfectants. Microbial analysis of water from different
sources exceeded the acceptability limits of recommended standards. The bacterial species found in water
include Lactobacillus, Bacillus sp., Aeromonas salmonicida, BNONNf, coagulase negative Staphylococcus,
Pasteurella haemolytica, Acinitobacter sp BNOP, Aeromonas hydrophila, Streptococcus sp. This shows that
some of these may cause nosocomial infections. The disinfectant used in pure form in this hospital was effective
against certain bacterial strains such as Aeromonas hydrophila, coagulase-negative Staphylococcus,
Streptococcus sp and Bacillus sp. However, no effect was seen against Pasteurella haemolytica and
Lactobacillus. Furthermore, all the tested bacteria were resistant to diluted disinfectant. Aeromonas hydrophila
and Streptococcus sp strains showed resistance to most antibiotics investigated at the exception of ofloxacin and
amikacin. In addition, Aeromonas hydrophila was found to be sensitive to Chloramphenicol.

Keywords: Water, Microbiological analysis, Disinfectant, Antibiotics, Nosocomial Infections, Hospital, Fez,
Morocco.

Résumé

Les microorganismes présents dans 1’eau de I’hopital, peuvent résulter de I’inefficacité de la désinfection du
circuit de distribution ou/et d’'une contamination croisée. Ils sont généralement pathogeénes et sont considérés
comme des facteurs de risque susceptibles de contaminer les dispositifs et materiel utilisés, et de nuire a la santé
du corps soignant et des patients hospitalisés. Dans le cadre de la prévention des infections nosocomiales en
milieu hospitalier, nous avons mené une surveillance des différents types d’eau utilisées, durant une période de
quatre mois au niveau de huit services d’un hopital de la ville de Fés. Les principaux objectifs de cette étude
¢taient d’évaluer la qualité microbiologique des eaux, d’apprécier I’efficacité de la désinfection appliquée au
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circuit de distribution et la sensibilité des germes isolés vis-a-vis d’antibiotiques et de désinfectant usuels sur les
germes isolés. Pour I’évaluation microbiologique de 1’eau, nous avons procédé d’abord par une filtration sur
membrane, puis par un dénombrement suivi d’une identification des germes isolés. L’effet du désinfectant a
base de chlore, utilisé dans ce milieu hospitalier, a été étudié par la technique de macrométhode. La sensibilité
des germes isolés de I’eau vis-a-vis des antibiotiques, Ampicilline, Lincomycine, Oxacilline, Tobramycine,
Chloramphénicol, Trimethoprime-sulphatomethaxime, Amikacine, Tétracycline, Oflaxacine et Céfotaxime, a
été realisée par la méthode de diffusion sur gélose. L analyse microbienne des différents types d’eau a révélé un
dépassement des limites d’acceptabilité préconisées par les normes en vigueur des germes totaux et I’existence
de souches bactériennes telles que Lactobacillus, Bacillus sp., Aeromonas salmonicida, BNONNf,
Staphylococcus a coagulase négative, Pasteurella haemolytica, Acinitobacter sp, BNOP, Aeromonas
hydrophila, Streptocoque sp. Parmi ces souches, certaines présentent un risque d’infection nosocomial majeur.
Le désinfectant utilisé a 1’état pur a été efficace contre certains germes, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus
a coagulase négative, Streptocoque sp, et Bacillus sp., mais sans effet contre les germes de Pasteurella
haemolytica et de Lactobacillus. Cependant, tous les germes testés ont été résistants lorsque le désinfectant a été
dilué. Les souches Aeromonas hydrophila et Streptocoques sp ont montré une résistance a la plupart des
antibiotiques étudiés sauf a 1’Ofloxacine et a 1’Amikacine. Aeromonas hydrophila a été sensible au
Chloramphénicol.

Mots clés : Eaux, Evaluation microbiologique, Désinfectant, Antibiotiques, Infections Nosocomiales, Hopital,
Fés - Maroc.

1. Introduction

L’eau est un élément essentiel a la vie sur terre [1], elle est a la source de nombreuses activités humaines
[2]. L’usage de I’eau en milieu hospitalier est trés varié : alimentaire, sanitaire et médical. L’eau, que ce soit en
milieu communautaire ou hospitalier, pouvait &tre contaminée par de nombreuses bactéries multirésistantes [3],
Elle serait un vecteur privilégié de nombreuses pathologies d’origine bactérienne, pouvant ainsi engendrer des
infections chez des patients fragilisés ou immunodéprimés [4]. A 1’échelle mondiale, 4% de décés et 5,7% de la
charge de morbidité sont causées par des maladies infectieuses d'origine hydrique [5]. Les bactéries telles que
les cyanobactéries, Legionella, Aeromonas, Pseudomonas aeruginosa ou Burkholderaia pseudomallei, peuvent
séjourner dans 1’eau et s’adapter a toute les conditions physicochimiques du milieu avant toute contamination
[6-8].

Les bactéries peuvent acquérir une résistance de plus en plus importante aux désinfectants, a chaque fois
qu’ils sont utilisés avec le méme produit et avec la méme concentration [9-11].

En plus de la résistance aux désinfectants, ces micro-organismes pourraient développer également une
résistance aux antibiotiques et engendrer ainsi des risques d’infections nosocomiales [12].

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail qui a pour objectif I’évaluation de la contamination des eaux
utilisées en milieu hospitalier ainsi que 1’étude de I’effet des désinfectants et des antibiotiques usuels sur les
germes isolés.

2. Matériel et méthodes

2.1. Type et période de I’étude

Une étude prospective a été réalisée sur une durée de 4 mois, allant du 01 mars au 30 juin 2014, dans un hépital
public & vocation provincial de la ville de Fes.

2.2. Lieu des prélévements
Les préléevements ont été réalisés au sein de sept services hospitaliers: Néonatalogie, Traumatologie, Bloc
centrale, Bloc des urgences, Chirurgie, Cuisine et service de Réanimation.

2.3. Mode de prélévement
Les prélévements d’eaux (eau de réseau, eau distillée et eau stérile) ont été réalisés dans des flacons stériles de
capacité d’environ 500 ml selon les Norme Marocaines NM 03.7.058 et NM 03.7.059.

2.4. Conservation et transport des échantillons au laboratoire
Les échantillons prélevés ont été acheminés au laboratoire dans une glaciére maintenue a 4°C pour étre analyser.
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2.5. Analyse des prélévements
L’analyse bactériologique des eaux a été réalisée selon les méthodes présentées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Méthodes d’analyses bactériologiques des eaux

Germes recherchés Méthodes Milieux Critéres Temps
bactériologiques utilisées | utilisés d’interprétation en | d’incubation
UFC
Eaux Germes totaux (22°) Ensemencement en G. Extrait de | >100/ml (22°C) 72H
d’alimentation Germes totaux (37°C) profondeur levure >20/ml (37°C) 48H
humaine Coliformes totaux (36+2°C) | Filtration sur membrane | Tergitol- TTC | 0/100ml
(Eau de réseau) E. coli (44+0,5°C) de nitrocellulose 0,45um 0/100ml 24 2 48H
NM.03.07.001 Entérocoques intestinaux Slanetz et 0/100ml
(36+2°C) Bartley
ASR (37°+1C) Ensemencement sur SPS Agar 0/1200ml
milieu SPS 0,22um

La lecture des résultats a été effectuée apres la période d’incubation. Le dénombrement, I’aspect, la taille et la
couleur des colonies ont été notées, puis une purification de chaque type de colonie a été réalisée par épuisement
sur milieu PCA (Plate Count Agar).

L’identification des germes isolés a été réalisée par des tests biochimiques classiques et la galerie API
(BioMérieux France) [13].

En absence de normes d’interprétation relatives aux eaux, distillé et stérile, nous avons jugé la conformité de ces
eaux en se basant sur les normes d’interprétation des eaux d’alimentation humaine.

2.6. Effet de désinfectant sur les germes isolés

La sensibilité de certaines souches bactériennes isolées, vis-a-vis du désinfectant a base de chlore utilisé a
I’hopital, a été réalisée. La méthode utilisée est la technique en macrométhode [14].

La lecture des résultats a été basée sur I’aspect du milieu.

- Aspect clair du milieu = Sensibilité de la souche au désinfectant.

- Aspect trouble du milieu > Résistance de la souche au désinfectant.

2.7. Evaluation de la sensibilité des germes isolés aux antibiotiques

La sensibilité des germes isolés de 1’eau vis-a-vis des antibiotiques, Ampicilline, Lincomycine, Oxacilline,
Tobramycine, Chloramphénicol, Trimethoprime-sulphatomethaxime, Amikacine, Tétracycline, Oflaxacine et
Céfotaxime, a été réalisée par la méthode de diffusion sur gélose [14].

Les résultats de I’antibiogramme ont été déterminés par la mesure du diamétre de 1’auréole d’inhibition.
L’interprétation des antibiogrammes a été faite selon le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie, 2013.

3. Résultats et discussion

3.1. Répartition et dénobrement des germes isolés de /’eau de réseau

Les résultats des eaux de réseaux analysées (tableau 2) ont montré I’absence des anaérobies sulfito-réducteur. La
flore mésophile aérobie totale a 36°C+2°C, a montré un dépassement des limites d’acceptabilité (>20 ufc/ml)
dans tous les services sauf dans le service de réanimation ou les germes totaux ne dépassent pas 14 ufc/ml. Le
dénombrement des germes totaux & 22°C est inférieur & 100 ufc/ml dans tous les services.

Nous avons noté 1’absence d’entérocoques intestinaux, Streptocoques fécaux, dans tous les services sauf au
niveau du bloc centrale ou ils étaient présents avec une concentartion de 134 ufc/100ml. Les Coliformes totaux
ont été présents dans le bloc central (178 ufc/100ml), le service de néonatologie (140 ufc/100ml), service de
chirurgie (37 ufc/100ml) et la réanimation (25 ufc/100ml). Ces valeures restent largement supérieures aux
limites d’accéptabilités préconosées par la norme NM 03.7.001 soit (0 ufc/200ml).

Le bloc des urgences et la cuisine ne présentent aucune contamination par les Coliformes totaux (0 ufc/100ml).
On note I’absence d’E.coli dans tous les services.

Suite a 1”’identification biochimique des germes totaux, isolés dans 1’eau de réseaux, Nous avons mis en
évidence la présence de Lactobacillus (22%), Aeromonas salmonicida et Bacillus sp (19% chacune), BNONNf
(13%), Staphylococcus a coagulase négative (10%), Acinitobacter sp, BNOP et Pasteurella haemolytica (5%
chacune), Streptocoque sp (2%) (Figure 1).
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Une étude, effectuée sur des eaux potables provenant de différents hopitaux en Inde, a montré la présence de
bactéries pathogenes opportunistes telles que : bacillus, Acinetobacter, Aeromonas et coliformes [15].

En Hongrie, une étude [16] sur la détection de bactéries potentiellement pathogénes dans le systéme de
distribution d'eau potable en milieu hospitalier a montré la présence de plusieurs bactéries pathogénes
opportunistes, telles que Escherichia, Acinetobacter, soulignant que les réseaux d'eau potable, pourrait étre la
source des infections nosocomiales.

Tableau 2 : Analyses microbiologiques des eaux de réseaux

Germes totaux | Germes totaux | Coliformes Streptocoque | ASR

a 36°C+2°C | a 2242°C | Totaux fécaux (UFC/100m
Services (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/100ml) | (UFC/100mlD) | 1)
Néonatologie Incomptable 1 140 0 0
Traumatologie Incomptable 0 3 0 0
Bloc d’urgence 220 0 0 0 0
Cuisine 100 67 0 0 0
Bloc central 34 54 178 134 0
Réanimation 14 28 25 0 0
Chirurgie 44 61 37 0 0
Critéres d’interprétation | >20 >100 0 0 0
en UFC (NM.03.07.001)
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Figure 1 : Fréquence des germes isolés de I’eau de réseau

Pavan et coll., [15] ont aussi montré la présence, dans I’ecau de réseaux, de souches d’Acinetobacter junii et
d’Acinetobacter calcoaceticus.

La fréquence des germes isolés varie d’un service a I’autre et pourrait étre favorisée par la présence de biofilms
et I’adaptation des souches a diverses conditions [17]. Beaucaire G. et coll. [13], avaient noté que plusieurs
infections nosocomiales d’origine hydrique ont été consécutives a la détection de biofilms formés par les
microorganismes dans le réseau de distribution et dans les robinets des points d’usage de 1’hopital.

3.2. Répartition et dénombrement des germes isolés de I’eau distillée

Le dénombrement des germes isolés de I’eau distillée dans le service de néonatologie a révélé la présence d’une
flore mésophile aérobie totale & 36°C de 272 ufc/ml, et de 13 ufc/ml & 22°C. Dans le méme service les
coliformes totaux étaient de 14 ufc/100ml, les streptocoques fécaux, les ASR et I’E. coli étaient totalement
absents (tableau 3).

Tableau 3 : Analyses microbiologiques de I’eau distiliée

Germes totaux | Germes totaux a | Coliformes E. Coli Streptocoque | ASR
Service a 22+2°C | 36°C+2°C Totaux (UFC /100ml) | fécaux (UFC/100ml)
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/100ml) (UFC/100ml)
Néonatologie 13 272 14 0 0 0
Criteres >100 >20 0 0 0 0
d’interprétation
en UFC(M.03.07.001)
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L’identification biochimique des souches isolées de 1’eau distillée a révélé une prédominance de Lactobacillus
(29%). Les Aeromonas salmonicidae représentent 19%, les Bacillus sp ainsi que les BNOP ont été présents a
une fréquence de (14%) et les streptocoques sp a 9%. Pasteurella haemolytica, Staphylocogue a coagulase
négative et les BNONNF sont les moins représentés (5 % chacune) (Figure 2).

5%

B Bacillus sp
14%o

=

B Lactobacillis
B Aeromonas salmonicida
B Pasteurella haemeolytica
W Streptocoqite sp
u S, a coagulasenégative
BNOP
BNONNnF

5%

Figure 2 : Fréquence des germes isolés de 1’eau distillée

3.3. Répartition et dénombrement des germes isolés de I’eau de stérile

Les analyses microbiologiques de I’eau stérile ont été réalisées dans le bloc central et le service de réanimation.
La flore mésophile aérobie totale a été de 168 ufc/ml a 36°C et de 165 ufc/ml a 22°C, dans le service de
réanimation. Dans le bloc central cette flore a été de 9 ufc/ml & 36°C et de 235 ufc/ml & 22°C. Les coliformes
totaux étaient de 192 ufc/100ml dans le service de réanimation et 104 ufc/100ml dans le bloc central (tableau 4).
Dans les deux services la contamination des eaux stériles analysées a montré un dépassement des limites
d’accéptabilités préconosées par la norme NM 03.7.001.

Tableau 4 : Analyses microbiologiques de ’eau stérile

Germes totaux a | Germes totaux | Coliformes Streptocoque | ASR
Service 22+2°C a  36°C+2°C | Totaux fécaux (UFC/100ml)
(UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/100ml) | (UFC/100ml)
Bloc central 235 9 104 0 0
Réanimation 165 168 192 0 0
Critéres d’interprétation >100 >20 0 0 0
en UFC(M.03.07.001)

L’identification biochimique des germes, isolés de 1’eau stérile, a montré que 30% des germes étaient des
BNOP. Lactobacillus, Aeromonas salmonicida et BNONNnF ont été trouvés a une méme fréquence de 20%
chacune. Alors que, les Bacillus sp représentent 10% de la flore totale (Figure 3).

® Bacillus sp

B Lactebacillus
Aeromonas salimonicida

= BNONnF

= BNOP

Figure 3 : Fréquence des germes isolés de 1’eau stérile
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Les infections nosocomiales sont un probléme de santé public [18]. Dans les unités de soins, I’eau est utilisée
pour usage médical [19], son contréle microbiologique est indispensable, puisqu’il permet de s’assurer de sa
bonne qualité et de sa conformité aux normes [20].

Ce contrdle a permis de révéler une contamination des eaux par des germes tels que Bacillus sp, Staphylococcus
a coagulase négative, Aeromonas salmonicida, Lactobacillus, Streptocoque sp, Aeromonas hudrophila,
Pasteurella haemolytica, Acinitobacter sakazaki, BNOP et BNONNF. La plupart de ces germes sont également
isolés des surfaces et de I’environnement du milieu hospitalier, ils pourraient ainsi contaminer 1’eau et étre
responsables d’infection nosocomiales graves [21].

La présence de ces types de germes dans le milieu hospitalier est généralement liée a plusieurs types
d’infections, les Aeromonas sont responsables des gastro-entérites et des infections des plaies [22], les
Staphylococcus sont impliquées essentiellement dans les infections pulmonaires, osseuses, cardiaques et
sanguines [23].

Avril JI. et coll., 2002 [24] ont rapporté également que la bactériémie est causée par les Bacillus sp, la
Pasteurellose est responsable de I’infection par pasteurella haemolytica. D’autres travaux ont confirmé que le
développement du rhumatisme articulaire est d0 aux infections par streptocoque sp [24].

3.4. Effet de désinfectant sur les germes isolés

L’évaluation de la sensibilité des souches isolées a savoir : Pasteurella haemolytica, Lactobacillus, Aeromonas
hydrophila, Staphylococcus a coagulase négative, Streptococcus et Bacillus sp vis-a-vis d’un désinfectant a
base de chlore a montré que, le désinfectant a 1’état pur est inefficace sur les souches de Pasteurella haemolytica
et de Lactobacillus, par contre il inhibe la croissance d’Aeromonas hydrophila, de Streptocoques, de Bacillus sp
et de Staphylocoque a coagulase négative. Cependant, tous les germes testés ont été résistants lorsque le
désinfectant a été dilué au % (tableau 5).

Tableau 5 : Effet de désinfectant sur les souches isolées

ouches Pasteurella | Aeromonas | Streptocoques | Bacillussp | Lactobacillus Staphylocoque a
haemolytica | hydrophila coagulase négative
Désinfecta
Pur R S S S R S
Dilué au % - R R R - R

Les résultats ci-dessus, qui révélent la sensiblité des souches de Staphylococcus a coagulase négative vis-a-vis
d’un produit détergent a base de chlore, sont en accord avec les études faites par Rouillon et al., [25].

La rotation ou I’alternance des produits désinfectants pourrait étre une altérnative permettant de minimiser la
pression de selection sur les genes de résistance.

3.5. Evaluation de la résistance aux antibiotiques

Le profil de résistance des souches d’Aeromonas hydrophila aux antibiotiques a montré qu’elles sont résistantes
a la majorité des antibiotiques a savoir TE, SXT, OX, TOB, CTX, AMP et MY. Par contre, elles étaient
trouvées toutes sensibles a I’AK, OFX et C (figure 4).

100% 1 ] ] ]

B Rérigtance

mIntermeédiaire

Sensible

Fréquence en %

0% - =
TE SXT

— T

XO OFX MY Antibiotiques

AK

TOB CTX C

AMP

Figure 4 : Profil de résistance des souches d’Aeromonas hydrophila aux antibiotiques.
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La figure 5 représente 1’effet des antibiotiques usuels sur les souches de Streptocoques sp. Ces derniéres étaient
toutes résistantes aux TE, SXT, OX, TOB, CTX, AMP, MY, tandis qu’elles étaient sensibles a des degrés
divers a : ’OFX (100%), I’AK et le C (50%).

Une étude sur la distribution des bactéries non-fermentaires Gram négatif (NFGNB) recueillies dans des sources
d'eau provenant de différents services hospitaliers a montré que plus de la moitié des souches isolées étaient
résistantes a un ou plusieurs antibiotiques testés [26]. Ceci confirme que I’environnement hospitalier est
largement contaminé par des bactéries multi-résistantes [27].

100% 1
90% -
80% -
£ 70% -
(1]
Y 60%
c
% 50% -
o
‘g 40% -
30%
20%
10%
0% -

HRésistance

u Intermédiaire
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TE SXT AK X0 OFX TOB CTX [& AMP MY Antibiotiques

Figure 5 : Profil de résistance des souches Streptocoques sp. aux antibiotiques

Conclusion

Les analyses bactériologiques des eaux en milieu hospitaliers ont montré un niveau de contamination qui
dépasse les limites d’acceptabilités préconisées par la norme NMO03.7.001. Cette étude a mis en évidence la
présence, dans les eaux analysées, d’une flore mésophile aérobie totale, d’entérocoques intestinaux
(Streptocoques fécaux), et de Coliformes totaux dans la majorité des services hospitaliers.

L’identification des germes isolés a révelé la présence des bactéries d’origines hydrique, environnementale,
humaine telles que, Lactobacillus, Bacillus sp, Aeromonas salmonicida, BNONnf, Staphylococcus a coagulase
négative, Pasteurella haemolytica, Acinitobacter sp, BNOP, Aeromonas hydrophila et Streptocoque sp. Le taux
d’isolement des ces germes varie entre les services et entre les types d’eau analysées ce qui constitue un risque
potentiel pour les patients hospitalisés et le corps soignant. L’activité antibactérienne, des six souches isolées,
vis-a-vis d’un désinfectant a base du chlore a montré que le désinfectant a été inefficace sur les souches de
Pasteurella haemolytica et de Lactobacillus, lorsqu’il est utilisé & I’état pur. Ce méme désinfectant s’est révélé
inefficace sur toutes les souches lorsqu’il est employé a 1’état dilué. Les souches Aeromonas hydrophila et
Streptocoque sp ont montré une multi-résistance a la majorité d’antibiotiques usuels.

La surveillance microbiologique de I'eau utilisée dans I’hopital est extrémement importante afin de réduire au
minimum l'exposition des patients immunodéprimés a une eau contaminée et prévenir les infections par
conséquent des agents pathogénes multi résistants.
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