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Résumeé

L’eau est un élément essentiel au fonctionnement des établissements de santé. La
distribution d’eau de bonne qualité hygiénique est nécessaire en permanence en milieu

hospitalier pour prévenir la survenue des infections nosocomiales.

Pour évaluer la qualité bactériologique de 1’eau de réseau hospitaliére de la ville de Fes, une

étude prospective du 15 avril au 30 mai au LRDEHM de Fes, a été réalisée.

Ainsi, 15 échantillons d’eau ont été analysés et les germes (Flore mésophile aérobie totale,
Coliformes Totaux, coliformes fécaux, entérocoques intestinaux, ASR et P. aeruginosa) ont

été dénombrés et interprétés selon la réglementation en vigueur.

Les résultats obtenus ont montré que tous les échantillons d’eau ont été conformes aux
exigences de potabilité. Cependant, des contrdles périodiques pour s’assurer de la qualité
hygiénique de 1’eau distribuée dans les hopitaux est nécessaire afin d’éviter 1’apparition des

infections d’origine hydrique.



Présentation du laboratoire d’accueil

Historique

En 1977, le ministre de la santé a créé des laboratoires « a visée préventive » : Les
Laboratoires de Diagnostique Epidémiologique et d’Hygi¢ne du Milieu (LRDEHM).

Ils constituent une structure d’appui indispensable pour la surveillance épidémiologique des
maladies infectieuses et transmissible et pour les programmes sanitaires du Ministre de la
Santé dans le cadre de I’hygiéne et I’environnement.

Actuellement il existe 42 LRDEHM, le laboratoire de Fés fait partie des 11 laboratoires
régionaux qui ont vu le jour a partir des années 80. Il est implanté a I’hopital EL GHASSANI
et est individualisé des laboratoires d’analyses cliniques et de transfusion.

Le LRDEHM de Fes a été accredité NM ISO/CEI 17025-2005. Il a été ainsi certifié aux
normes internationales de recherche, diagnostic et analyse. Relevant de la direction régionale
de la santé de Fés-Boulemane, le laboratoire a montré durant son processus d’accréditation

qu’il est capable de fournir et produire des analyses fiables et de haute qualité

Description du lieu de stage
Le stage a été effectué au LRDEHM de Fés situé a I’hopital EL GHASSANI relevant de la

Direction Régionale de la santé au niveau de I’unité d’hygiéne qui comporte :
e Une salle pour la préparation des milieux de culture,
e Une salle pour les analyses microbiologiques de I’eau et des aliments,
e Une salle pour I’incubation et la lecture des résultats,

e Une salle pour la décontamination et le lavage de la verrerie.



Introduction genérale



«L’eau, c’est la viex ; cette affirmation prend un sens tout particulier a 1’hdpital ou ce fluide
est un ¢élément essentiel. Pour chaque malade, 1’hopital consomme chaque jour environ un
meétre cube d’eau, soit autant que quatre individus dans la vie communautaire courante; En
plus, les patients sont fragiles et la flore microbienne dont I’eau peut étre le vecteur représente
pour eux un risque potentiel (Coterehos, 1995). La distribution d’eau de bonne qualité sera

donc nécessaire en permanence en milieu hospitalier.

L’eau potable se doit de satisfaire I’ensemble de des exigences sanitaires. Depuis la source
naturelle en passant par 1’usine de potabilisation et le réseau de distribution jusqu’au robinet

de I’hopital.

Cependant, la dégradation de la qualité microbiologique de I'eau dans le réseau intérieur de
distribution des établissements de santé est liée a la prolifération des micro-organismes
présents naturellement dans I'eau et a la contamination exogeéne. Or, cette eau est utilisée pour
divers usages, alimentaires, sanitaires, médicaux techniques, qui nécessitent, outre le maintien
de la potabilité, une maitrise permanente de la contamination par des micro-organismes

pathogenes opportunistes™ dans les secteurs a risques (Squinazi, 2000).

Pseudomonas aeruginosa constitue une des germes opportunistes présents naturellement
dans I’eau ou introduits de fagon rétrograde a partir de I’environnement hospitalier qui
persiste et prolifére dans les réseaux d’eau au sein de communautés multicellulaires appelés
biofilms. Sa présence ne causent habituellement pas de maladie, mais peut devenir pathogene
lorsque les mécanismes de défense de I'hdte sont altérés (rupture de la barriére

cutanéomuqueuse ou altération du systeme immunitaire) (Phillipe, 2006).

Par conséquent, une réglementation stricte (NM 03.7.001) s’applique aux eaux potables.
Les normes de qualité concernent tout un ensemble de paramétres chimiques, physiques et

microbiologiques.

Parmi les parametres contrélés dans 1’eau de robinet, les limites de qualité, impératives,
concernant les parametres pouvant avoir une répercussion sur la santé et les références de
qualité, sur des parameétres « indicateurs » qui refletent plus particulierement le bon

fonctionnement des installations de production d’eau potable ;



Néanmoins, la réglementation actuelle impose seulement la recherche de bactéries d’origine
fécale. La recherche de pathogénes opportunistes, type mycobactéries atypiques,
Pseudomonas sp. ... n’est pas mentionnée. De ce fait, le risque microbiologique peut é&tre

sous-estimé, voir méconnu (Office International de ’Eau, 1998).

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente étude qui a pour objectifs de décrire les risques
infectieux liés aux eaux hospitalieres et d’évaluer la qualité bactériologique de 1’eau
distribuée a 1I’hopital par le dénombrement et/ou la confirmation de la Flore M¢ésophile

Aérobie Totale, des germes témoins de la contamination fécale et de Pseudomona aeruginosa.



REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE



I. L’eau a I’hopital
1. Disponibilité de I'eau a I'hopital
1.1. Potabilité de I'eau
L'eau doit étre disponible en permanence en quantité et en qualité. Sa potabilité, fortement
influencée par son origine, doit pouvoir étre garantie. Deux situations sont possibles:
e L'eau provient d'un réseau de distribution et sa potabilité est régulierement
controlée. Il n'est pas nécessaire dans ce cas que I'hdpital procede a ses propres
controles (pour éviter des dépenses inutiles) mais les résultats des analyses

réguliérement pratiquées par I'organisme distributeur doivent étre communiqueés.

e L'eau provient d'un forage propre a I'nopital ou d'un réseau de distribution qui ne
peut pas garantir sa potabilité. Dans ce cas, I'eau doit étre systématiquement traitée
par le chlore. L'efficacité de ce traitement doit étre régulierement contrdlée par un

dosage du chlore (Ragon, 2004) et des contrdles bactériologiques.

1.2. Eaux destinées a un usage alimentaire

L'eau a usage alimentaire ou eau potable, que la réglementation francaise et européenne
appelle « eau destinée a la consommation humaine » est en genéral I'eau délivrée a
I'établissement par le réseau d'adduction publique. Dans I'établissement, elle est mise a la
disposition de tous, aux divers robinets d'eau froide (< 25°C) alimentés par le réseau de

canalisations intérieures de I'établissement (Ragon, 2004).

Elle peut étre délivrée par une fontaine qui permet de soutirer de I'eau a la température du
réseau ou de I'eau a une température plus basse (fontaine réfrigérante) ou conditionnés et dans

ce cas en parle des eaux embouteillées du commerce (Ragon, 2004).

1.2.1. Eau de distribution publique ou eau potable

Définition : L’eau potable est une eau destinée a 1’alimentation humaine, agréable a
consommer et qui n’est pas susceptible de porter atteinte a la santé (Office International de
I’Eau, 1998).

Obtention :L’eau potable provient soit du réseau de distribution publique, soit de captages
spécifiques a I’¢tablissement de santé, agréés par décision préfectorale (Office International

de ’Eau,1998).

Usages : L’eau de distribution publique ou eau potable est I’eau la plus utilisée dans les

établissements de santé. Elle sert pour :



- La boisson et la préparation de glace alimentaire,

- La préparation et la cuisson des denrées alimentaires,

- Le nettoyage des locaux et du linge en blanchisserie,

- Le nettoyage des instruments et du matériel médical,

- Le lavage des mains,

- L’hygiene corporelle des patients,

- Le remplissage des piscines de rééducation fonctionnelle ...

En outre, I’eau potable peut servir de matiére premiére pour 1’obtention des autres eaux
utilisées en milieu hospitalier, telles que :

- L’eau adoucie utilisée dans les installations de chauffage,

- L’eau purifiée utilisée dans les laboratoires,

- L’eau « bactériologiquement maitrisée » produite au niveau des blocs opératoires et destinée

aux lavages des mains du personnel médical (Office International de I’Eau, 1998).

1.2.2. Eau des fontaines réfrigérantes

Définition : L’eau des fontaines réfrigérantes est une eau potable dont la température a été
abaissée (< 12°C) par un systéme de réfrigération, ce qui permet a cette eau d’étre
désaltérante, sans goQt de chlore et économique (par rapport aux eaux conditionnées) (Office
International de I’Eau, 1998).

Usages : L’eau des fontaines réfrigérantes est destinée a la boisson (consommation du

personnel et des malades) (Office International de I’Eau, 1998).

1.2.3. Eau conditionnée

Définition : Parmi les eaux conditionnées, on distingue :

- les eaux minérales naturelles préemballées : d’origine souterraine, caractérisée par leur
qualité microbiologique, la constance de leur composition physico-chimique et sont dotée de
propriétés thérapeutiques ;

- les eaux de source : d’origine souterraine, naturellement potables,

-les eaux de table : ou eaux rendues potables par traitement et préemballée (Office
International de I’Eau, 1998).

Obtention : Les eaux conditionnées proviennent des industries agroalimentaires

(embouteilleurs d’eaux) (Office International de I’Eau, 1998).



Usages : Les eaux conditionnées ont un usage alimentaire, en particulier pour les patients a
risque (enfants, personnes agées, immunodéprimés, ...). Pour pouvoir étre utilisées pour la
préparation des biberons, elles doivent avoir une teneur en nitrates inférieure a 15 mg/L et une

teneur en nitrites inférieure a 0,05 mg/L (Office International de I’Eau, 1998).

2. Consommation d’eau a I’hopital

La quantité d’eau utilisée a 1’hopital est assez importante, de 1’ordre de sept cent cinquante
litres, en moyenne, par lit et par jour avec des variations de cent trente a mille trois cent litres,
selon la taille de I’établissement. On évalue a 40% I’utilisation d’eau par le secteur
d’hospitalisation et les techniques médicales et a 60% par les services généraux, tels que la

blanchisserie et la cuisine (Squinazi et al., 1998).

De ces usages diversifiés, sa qualité constitue un élément primordial, que ce soit pour I’eau
apportée aux services cliniques ou pour les différentes qualités d’eau en secteur
pharmaceutique : eau de lavage des mains du personnel soignant, eau pour la toilette ou les
soins des patients et eau pour la désinfection du matériel medicochirurgical (Bordet, 2013).
Ceci justifie de definir des objectifs de qualité adaptés a ces différents usages, la potabilité
étant un critéere minimal demandé (Squinazi et al. 1998).

Les risques sanitaires liés a [I’utilisation d’eau a I’hopital sont d’abord des risques

microbiologiques (bactérie, parasite..), plus rarement des risques chimiques.

Les microorganismes présents dans 1’eau ou colonisant les installations techniques peuvent
étre directement responsables d’effets pathologiques a court terme et/ou participer a la
contamination intra-hospitaliére et a 1’émergence d’infections nosocomiales (Squinazi et al.
1998). En effet des patients particulierement contagieux et des patients plus fragiles peuvent
se cotoyer assez souvent (Bordet, 2013). Il s’aveére ainsi indispensable d’évaluer les risques
liés a chacune des utilisations de 1’eau et de maitriser, de maniére adaptée et cohérente, sa

qualité en fonction des ses différents usages (Squinazi et al. 1998).

3. Risques infectieux liés aux eaux hospitaliéres

Les risques majeurs liés a la consommation de I’eau sont d'ordre infectieux. Ils sont
provoqués, principalement au niveau digestif, par la présence de bactéries, de virus et/ou de
parasites véhiculés par les canalisations de distribution. Ces micro-organismes peuvent
déclencher une infection (micro-organismes pathogenes ou opportunistes) ou coloniser le
malade (Ragon, 2004).

Les infections digestives les plus fréquentes sont les gastro-entérites et les diarrhées. Les

bactéries en cause peuvent étre : Entérocoques, E. coli, Salmonella, Shigella, Yersinia



enterolytica, Listeria ou des bactéries plus specifiques de I'environnement hospitalier comme

Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa ou Clostridium difficile (Ragon, 2004).

Les parasites les plus fréqguemment impliqués sont les cryptosporidies, Giardia, les micro

sporidies et les amibes intestinales (Ragon, 2004).

Ces micro-organismes peuvent se retrouver soit dans le réseau général de distribution d’eau
potable, soit dans des réseaux spécifiques de 1’établissement (réseau d’eau chaude sanitaire,

réseau d’eau pour hémodialyse, ...) (Office International de ’Eau, 1998).

Les causes de contamination microbiologique de 1’eau sont nombreuses et souvent liées a :
-Une contamination initiale du réseau de distribution publique, ou a une contamination du
réseau interne de I’établissement,

- Des problémes de stagnation des eaux dans des bras morts du réseau (formation d’un
biofilm), dans les réservoirs, et méme dans certains appareillages,

- Des retours d’eau contaminée dans le réseau, suite a une dépressif (siphonnage) ou a une
surpression (refoulement),

- Des travaux réalisés sur le réseau et un non respect des régles d’hygiene,

- La concentration de population de sujets malades (I’Office International de I’Eau, 1998).

Une attention particuliere doit étre accordée a I’eau de distribution publique, car elle sert de
matiere premiere pour la préparation des autres eaux. Une eau brute de mauvaise qualité
donnera des produits de mauvaise qualité et peut étre a 1’origine de la dissémination de
microorganismes, potentiellement dangereux pour les sujets présents dans les établissements
de santé (Immunodéprimés, brilés, ...). Une telle eau ne doit pas étre utilisée pour des actes

de soins ou pour un usage alimentaire. (Office International de I’Eau, 1998).

Il. Les indicateurs de qualité bactériologique des eaux

1. Flore mésophile aérobie totale a 22 et a 37°C

Il s’agit de I’ensemble des microorganismes capables de se multiplier en aérobiose a des
températures optimales de croissance comprise entre +20°C et +45°C (Bonnefoy et al.,
2002).

Cette microflore peut comprendre des microorganismes pathogénes pour I’homme et

I’animal mais aussi des microorganismes d’altération variés (Bonnefoy et al., 2002).

L’accroissement de la flore mésophile aérobie entre 1’eau analysée a D’entrée de
I’établissement et I’eau analysée au point d’usage témoigne de la dégradation de la qualité de

I’eau du réseau de distribution ou d’une contamination du point d’usage (Chahid, 2011).



2. Germes témoins de contamination fécale
Ils sont utilisés pour évaluer la qualité de 1’eau destinée a la consommation humaine et

doivent répondre a des limites de qualité réglementaires.

2.1. Coliformes totaux

Les coliformes totaux sont définis comme étant des bactéries en forme de batonnet,
aérobies ou anaérobies facultatives, possédant 1’enzyme [-galactosidase permettant
I’hydrolyse du lactose a 37°C. Ils constituent un groupe de bactéries que ’on retrouve
fréguemment dans 1’environnement, par exemple dans le sol ou la végétation, ainsi que dans
les intestins des mammiféres, dont les étres humains (Institut National de Santé Publique
du Québec, 2003).

Les principaux genres inclus dans le groupe sont : Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella
Serratia et Escherichia, (Ceaeq, 2000). Ces bactéries peuvent aussi coloniser le biofilm
présent dans tout systéme de distribution d’eau potable a 1’exception d’Escherichia coli (E.

coli).

La présence des coliformes totaux dans 1’eau distribuée indique une dégradation de la
qualité bactérienne de 1’eau.

La presque totalité des espéces sont non pathogénes et ne représentent pas de risque direct
pour la santé, a I’exception de certaines souches d'E. coli ainsi que de rares bactéries

pathogénes opportunistes (Institut National de Santé Publique du Québec, 2003).

2.2. Coliformes fécaux

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des coliformes
totaux capables de fermenter le lactose & une température de 44°C. L’espece la plus
fréquemment associée a ce groupe bactérien est I'E. coli et, dans une moindre mesure,
certaines especes des genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella. La bactérie E. coli
représente toutefois 80 a 90 % des coliformes thermo tolérants détectés (Institut national de
santé publique du Québec, 2003)

L’intérét de la détection des coliformes fécaux a titre d’organismes indicateurs, réside dans
le fait que leur survie dans I’environnement est généralement équivalente a celle des bactéries
pathogeénes et que leur densité est généralement proportionnelle au degré de pollution produite

par les matieres fécales (Ceaeq, 2000).



2.3. Entérocoques intestinaux (Streptocoques fecaux)

Les entérocoques sont des bactéries sphériques, en paire ou en chaine, a Gram positif,
catalase négative et anaérobies facultatives. Ils ne forment pas d’endospores et certaines
especes font preuve de mobilité. Le genre Enterococcus, correspondant, aux streptocoques du
groupe sérologique D de la classification de Lancefield est celui recherché dans les eaux
potables. Le genre Enterococcus comprend une vingtaine d’espéces qui se retrouvent dans
différents habitats et chez différents hotes. On les retrouve souvent dans le tractus
gastrointestinal des humains et de plusieurs animaux; Enterococcus faecalis et E. faecium sont
les deux espéces le plus souvent identifiées chez I’humain (Institut National de Santé
Publique du Québec, 2002).

Elles sont présentes dans les intestins d’environ 75 % des humains, a des concentrations

variant de 10s a 10s bactéries/g (Institut national de santé publique du Québec, 2002).

La persistance des entérocoques dans divers types d’eau peut étre supérieure a celle des
autres organismes indicateurs, notamment & cause de leur résistance notoire aux agents
désinfectants ce qui fait d’eux des indicateurs privilégiés pour évaluer 1’efficacit¢ du
traitement de 1’eau. De plus, leur grande résistance a la dessiccation fait des entérocoques des
indicateurs pour le contrble lors des réparations du réseau de distribution nécessitant un

asséchement (Institut National de Santé Publique du Québec, 2002).

Par ailleurs, puisqu’il n’y a généralement pas de croissance des entérocoques dans un
réseau de distribution, leur détection témoigne généralement d’une pollution fécale récente
(Institut National de Santé Publique du Québec, 2002).

3. Spores de microorganismes anaerobies sulfito-réducteurs
Les Spores de microorganismes anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) sont répandues dans
I’environnement. Elles sont présentes dans les matieres fécales humaines et animales, ainsi

dans les eaux usées et le sol (Zerhouni J, 2015).

Ces germes se caractérisent par leur longue survie dans 1’eau car elles sont plus résistantes
que les formes végétatives a ’action des facteurs chimiques et physiques, ce qui n’est pas le
cas pour les Escherichia coli et les autres organismes coliformes. Elles peuvent ainsi fournir

des indications sur une pollution fécale éloignée ou intermittente (Bentabet, 2014).

Elles Peuvent méme étre résistantes a la chloration dans les proportions habituellement
utilisées pour le traitement des eaux, et sont donc ainsi utiles pour les besoins des contrbles
(Bentabet, 2014).



4. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie gram négative du genre
Pseudomonas de la famille des Pseudomonadaceae qui comporte de tres nombreuses especes

répandues dans 1’environnement (Leclerc, 2002).

Les bacilles sont fins, droits et trés mobiles grdce a un flagelle polaire : ciliature
monotriche, dépourvus de spores et de capsules. lls apparaissent la plupart du temps isolés ou
en diplobacilles (Mans et Canouet, 2008).

P. aeruginosa produit deux pigments qui conférent aux cultures une teinte caractéristique a
I'origine du qualificatif de pyocyanique (bacille du « pus bleu ») : la pyocyanine, bleu vert, et
la pyoverdine, jaune vert et fluorescent (Leclerc, 2002).

Elle se trouve dans les eaux chaudes sanitaires, dans les tours de refroidissement, dans les
piscines, les eaux des éviers, des siphons et aussi dans les eaux embouteillées, ...C’est un

germe aquicole qui se multiplie dans I’eau quel que soit son contenu en matiéres organiques

(Leclerc, 2002).

P. aeruginosa a toutes les caractéristiques d'un germe opportuniste : il est peu virulent pour
les sujets en bonne santé mais trés pathogéne et par conséquent trés dangereux pour les sujets

prédisposés (Mans et Canouet, 2008).

IIs sont surtout impliqués dans les infections pulmonaires nosocomiales, en particulier dans
les services de réanimation ou il arrive en premiére position, dans les infections de la peau et

des tissus mous et les surinfections des plaies opératoires (Decoster).



MATARIEL ET
METHODES



I. Lieu et période d’étude
Notre travail a été une étude prospective de la qualité hygiénique des eaux au niveau des
hopitaux de Fés, qui a été réalisé pendant une durée d’un mois et demi (Du 15 Avril au 30
Mai) au niveau de I’Unité d’Hygiéne du Laboratoire Régional de Diagnostic Epidémiologique

et d’Hygiéne du Milieu (LRDEHM) de Fé¢s.

Il. Matériel utilisé

* Matériel de stérilisation : Bec bunsen et autoclave

* Alcool a braler

* Incubateurs a 37°C, 22°C et 44°C.

* Matériel de microbiologie : Boites de Pétri stérile de grand et de petit diametre et des
pipettes stériles a usage unique.

* Systeme de filtration sur membrane (pompe a vide et rampe a filtration).

* Des membranes de porosité 0,45 ymet 0,22 um.

* Des milieux de cultures appropriés.

I11. Méthodes de contréle de la qualité bactériologique de I’eau potable
1. Echantillonnage

L’échantillonnage est 1’¢lément primordial de 1’analyse bactériologique des eaux.
L’échantillon doit étre assez représentative de I’eau a analyser pour extrapoler les résultats
obtenus au laboratoire a I’ensemble du lot.

Le prélévement des échantillons a été effectué par des techniciens d’hygiene du milieu.

2. Prélevement des échantillons d’eau
15 échantillons d’eau ont été prélevés de maniere aseptique dans des flacons stériles de

capacité de 500 ml.

L’agent responsable du prélevement devra recueillie un maximum de renseignements en
relation avec la qualité bactériologique de 1’eau : origine de 1’eau, nature du captage, nature
du traitement éventuel (teneur en chlore), température lors du prélevement.

L’acheminement des échantillons depuis les différents points de la collecte jusqu’au

laboratoire a été réalisé d’une maniére conforme, dans des glaciéres maintenues entre 4 et 8
°C



3. Techniques d’analyses utilisées pour le contréle bactériologique de I’eau
L’analyse des germes totaux, des coliformes totaux et fécaux, des entérocoques intestinaux

et des ASR a été effectuée selon la norme marocaine (NM 03.7.001).

3.1. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale a 22°C et a 37°C
Le dénombrement de ces microorganismes a eté effectué par incorporation sur gélose qui
consiste a dénombrer les microorganismes viables présents dans une portion d’échantillon

d’eau.

Apres agitation vigoureuse de 1’échantillon d’eau, 1 ml de I’échantillon a été préléve a I’aide
d’une pipette stérile et a été déposé dans une boite de Pétrie stérile puis la gélose nutritive
(Gélose a I’extrait de levure) maintenue liquéfié a environ 45°C a été coulé. Les boites ont été

ensuite mélangées par rotation et ont été laissées solidifier dans une zone stérile.

L’incubation des boites a été faite a 22°C pendant 72 h et a 37°C pendant 48 h (NM 03.7.001)

(voir tableau.1).

Tableau.1. Spécifications des eaux d’alimentation humaine : Parameétres a effet sanitaire
(NM 03.7.001)

Paramétres Valeur Maximale Remarque
Admissible(VMA)
Coliformes 0/100 ml Pas de coliformes dans 95% des

échantillons prélevés

sur une période de 12 mois

Micro-organismes 20/1 mla37°C Variation dans un rapport de 10 par

revivifiables a 22 °C 100/1 ml & 22°C rapport a la valeur habituelle

et 37 °C

Escherichia coli 0/100 ml Non détectables dans un échantillon
de 100 ml

Entérocoques 0/100 ml Non détectables dans un échantillon

intestinaux de 100 ml




3.2. Dénombrement des germes témoins de contamination fécale
3.2.1 Coliformes Totaux et Fécaux (E. coli)

Les coliformes sont des microorganismes indicateurs de contamination fécale dont le
dénombrement permet de déceler le niveau de pollution d’origine organique dans les

canalisations d’eau potable.

Apres filtration de 1’échantillon d’eau, la membrane a été ensuite incubée pendant 24

heures & 37°C sur un milieu gélose lactosée au TTC et Tergitol (NM 03.7.001).

Aprés I’incubation a 37°C, les colonies jaunes orangée (Fig. 1) ont indiqueé la fermentation

du lactose et ont été soumis a des testes de confirmation :

Fig. 1. Développement des coliformes dans un milieu Térgitol au TTC

*Epreuve du cytochrome oxydase

Le test oxydase a été utilisé pour déterminer la présence des enzymes oxydases associées
aux Cytochromes de la chaine respiratoire. Il a été basé sur le principe que certains déerivés
phényldiamine sont oxydés en présence de cytochrome C en produisant I’indophénol de

couleur bleue.

Ce test a été réalisé en frottant la colonie a tester sur un disque utilisant des disques de
papiers filtre imprégnés d’une solution aqueuse a 1 % de di-chlorure de tétraméthyl-
pphéniléne- diamine. La réaction est dite positive dans le cas de I’apparition d’une couleur

bleue violet.au bout de 30 secondes.

Les coliformes totaux ne possedent pas I’enzyme appelé oxydase et produisent une réaction

négative (oxydase-).

*Test de production d’indole

Le milieu urée tryptophane a été ensuite ensemenceé puis incuber a 37°C pendant 24 heures,
I’addition du réactif de kovacs (diméthyl-amino-4-benzaldéehyde), pour mettre en vévidence la
présence de I’indole, produit de I’activité de la tryptophanase, en formant un composé coloré

en rouge a la surface du bouillon (Fig.2).

E. coli ont des colonies oxydase négative et indole positive.



Fig.2. Test indole positif reflétant la présence d’E. coli (formation d’un anneau rouge)

3.2.2. Entérocoques intestinaux
Apres avoir réalisé le protocole de filtration de 1’échantillon, la membrane a été déposée
sur le milieu Gélosée de Slanetz et Bartley contenant de I’azide de sodium (pour supprimer la

croissance des bactéries Gram négative et le TTC.

Apreés incubation du milieu a 37°C pendant 24 heures, les colonies typiques présentant une
coloration rouge brique (Fig.3) ont été alors comptées et ont subis un test de confirmation qui
a ¢té effectué par transfert de la membrane sur une gélose a la bile, a I’esculine et a 1’azide
(BEA) préchauffée a 44°C. Les entérocoques intestinaux hydrolysent I’esculine sur ce milieu
en 2 h (NM 03.7.001).

Le produit de la réaction, la 6,7 dihydroxycoumarine, se combine aux ions ferriques pour

donner un composé noir qui diffuse dans le milieu.

Fig. 3. Développement des entérocoques intestinaux dans le milieu Slanetz (colonies rouges
brique)

3.2.3. Spores de micro-organismes anaérobies sulfito-réducteurs
La recherche des ASR a été faite par filtration sur membrane de 0,22 x m de diameétre des

pores de 100 ml de I’échantillon a analysé puis incubation a 37 °C pendant 24 a 48h du milieu

SPS en anaérobiose (ISO 6461-2, 1993).

Les colonies noires ont été énumérées.



3.2.4. Pseudomonas aeruginosa

La méthode utilisée a été le dénombrement par filtration sur membrane. Apreés filtration de
100 ml de I’échantillon sur une membrane de 0,45 © m de diameétre des pores, cette derniére a
¢été prélevée a 1’aide d’une pince stérile et a été incubée pendant 48 heures a 42°C sur un
milieu sélectif solide, la gelose au cétrimide. La température élevée et la présence
d’inhibiteurs ont favorisé la croissance sélective de Pseudomonas aeruginosa qui est

caractérisée par des colonies présentant une pigmentation caractéristique bleu ou bleu vert
(Fig.4).

Pour les colonies typiques, une étape de confirmation a été nécessaire :
e Epreuve de la cytochrome oxydase : Pseudomonas aeruginosa est Oxydase+ ;

¢ Production de Pyocyanine (pigment bleu vert) sur milieu King A.

Fig. 4. Développement de Pseudomonas aeruginosa sur le milieu cétrimide



RESULTATSET
DISCUSSIONS



I. Qualité microbiologique des échantillons d’eau analysés

L’¢tude a été portée sur 15 échantillons d’eau potable (eaux de réseau trait¢ (RT))

provenant des hopitaux de la ville de Fés sur une période d’un mois et demi.

1. Evaluation de la non-conformité global des échantillons d’eau analysés
Tous les 15 échantillons d’eau analysés ont €té de bonnes qualités bactériologiques Soit un
pourcentage de non-conformité de 0% (Tableau 2). Ce résultat est discordant avec celui
(57,89%) obtenu par Chiguer (2013) lors d’une étude sur 40 échantillons d’eau a I’hopital Ibn
Sina de Rabat.

Conformité Nombre total C NC %NC

Eaux 15 15 0 0

Tableau 2 : Non-conformité global des échantillons d’eau analysés

Conforme (C), Non conforme (NC), Pourcentage non conformité (%NC)
2. Etude de la non-conformité selon les germes en cause
Le tableau 3 représente les résultats des germes dénombrés et/ou confirmés dans les

¢chantillons d’eau analysés.

Tableau 3: Résultats des analyses bactériologiques des échantillons d’eaux analysées

Type d’eau GT 22°C GT 37°C CT CF El ASR PA
RT 0 4 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0
RT 0 0 0 0 0 0 0

Réseau traité (RT), Germes totaux (GT), Coliformes totaux (CT), Coliformes fécaux (CF), Entérocoques

intestinaux (EI), Anaérobies sulfito-réducteurs (ASR), Pseudomonas aeruginosa (PA)




D'apres les résultats rapportes sur le tableau 3, le nombre des germes totaux (GT) détecté

dans les échantillons d’eau analysés a été de 0 UFC par 100 ml d’eau pour les germes totaux a

22°C et se situe entre 0 UFC et 4UFC par 100 ml pour les GT a 37°C.

Ces résultats sont contradictoires avec ceux obtenus par Chiguer, (2013) qui a obtenu une

valeur minimale des GT de 0 UFC/100 ml et une valeur maximale de 106 UFC/ 100 ml.

Alors que les coliformes totaux (CT) ont été absents dans tous les échantillons analysés.

Ces résultats sont semblables avec ceux obtenus par Aoun et Nohra (2010) lors d’une étude
sur 40 échantillons d’eau a I’hdpital Saint Charles Par contre, ils sont disconcordent avec ceux
enregistrés par Chiguer, (2013), a savoir 100% des échantillons ont été contaminés par les
coliformes totaux.

Aussi, les coliformes fécaux (CF) ont été absents dans notre étude.

Ce résultat est similaire avec celui obtenu par Aoun et Nohra (2010) et par Chiguer, (2013)
qui ont rapportés qu’aucun des échantillons d’eau n’a été¢ contaminé par les coliformes

fécaux.

En ce qui concerne les Entérocoques intestinaux, le nombre obtenu a été de I’ordre de 0
UFC/100 ml.

Ce résultat est semblable avec celui obtenu par Aoun et Nohra (2010). Alors que,
I’incidence des EI a été de 14,28% dans les échantillons analysés dans 1’étude menée par
Chiguer ,(2013).

D’apres les résultats obtenus, aucune spore des ASR n’a été détectée lors de notre étude ce
qui implique une non contamination de ces eaux par ces germes.

Aussi, aucune P. aeruginosa n’a été décelé.

Ce résultat est similaire a celui obtenu par Aoun et Nohra (2010) et par Chiguer, (2013), ce

qui indique une bonne qualité hygiénique des eaux hospitaliers.



Conclusion générale

Notre travail a été une étude prospective, qui a porté sur le contrdle de la qualité hygiénique
des eaux au niveau des hopitaux de Fés, au niveau de ’unité d’hygiene du Laboratoire

Régional de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygiene du Milieu (LRDEHM) de Fés.

Les résultats obtenus ont montré que sur 15 échantillons d’eau analysés et selon les limites
de conformité de la norme marocaine 03.7.001, les échantillons ont montré une conformité au
niveau des coliformes, des entérocoques intestinaux, des ASR et des germes revivifiables. La

recherche de Pseudomonas aeruginosa a révelé son absence.

Ces résultats confirment la bonne qualité hygiénique de I’eau distribuée dans les
¢tablissements de santé. Ceci n’empéche pas de faire une vérification périodique pour
s’assurer de la qualité de I’eau afin d’éviter la survenue d’infections nosocomiales liées a la

contamination de 1’eau distribuée.
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Annexe

A. Les milieux de culture utilisés

Gélose Lactosée au Térgitol 7etau TTC

LT ) 701 e 10,0 g

m Extraitdeviande ... 509

B O Extrait de levure ... 6,0 g

L I T (o1 20,0 g

B T orgItO] 7 oo 10 mg

= TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride : nom anglais du Chlorure de Triphényl
TEtrazolium) ......oovii i e 25 mg

= Bleudebromothymol................. i, 50 mg

LT . | 130g

= pH=72

Gélose de Slanetz et Bartley

L o 1= T - | TP PRT PPN 10 g
B PP PIONE. ittt ———————— 209

I W4 o (=30 [T Yo Lo [0 TR 0449
LI 1 1ol 1 OSSPSR 290
= TTC (chlorure de 2-3-5 triphényl-tétrazolium)........ccccoceveinienennenennn. 0,19
= pH=72

Bile esculine azide

I =T o (0] T PSPPSR 170¢g
= Peptone pepsique de VIANGE. .......ccooveveriririnieeeee s 3040

B OEXEraIt de JEVUIE....cceeeceeeeee e 500
T o ] = 109
m Citrate de SOIUM.....c..oiuieiece e 109
= Citrate de fer ammoniacal..........ccccvevveviiii i 0,59
= Bile de boeuf déshydratée..........cccoeviiiiiiiiiiiiieee e 10,0 ¢
LI W4 o (=30 [T Yo To [ 1012 RN 0,25¢g
m Chlorure de SOIUML......c.ccviiicirce e 500
B AN 13,09

Gélose a I’extrait de levure

= Extraitde viande...........oooiiiiiii e 1.0g

B Extraitde levure. ... 2,59

B PEPIONE. .. s 509

m Chlorure de SOOIUM.......cooiiiiie e 509

B AN e 1509
= pH=0,7

Gélose au cétrimide

m Peptone de GEIALINE.........cveoie e 16,0 g


http://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bleu_de_bromothymol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Azide_de_sodium&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Esculine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Azide_de_sodium&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9latine

King A

PEPLONE A8 CASEINE.....eeviiiieieeieetieie ettt 10,09

Bromure de tétradonium CEtrimide).........ccccviveiieiieiise e 0,29
ACIAA NAITAIXTQUE. ... 15,0 mg
Sulfate de POASSIUM......cc.eiieiicie e 10,0 ¢
Chlorure de MagnESIUM.........coveiuiiiiiiicieeeee e e 14¢
N b PRSP 10,0¢g
pH=7,1

PEPLONE I8 “A .. ittt ettt ettt e e e sbe s e ene e 20,0 g
(€] Y00 o SRR 10,0 ¢
Sulfate de POASSIUM. .....ccuieiiiie et 1009
chlorure de MagNBSIUM.........ccvoiiiiiiiee e 149
AGAN PUITI. ..ot 12,09
pH=7,2

Sulfadiazine-polymyxine- sulfite

[0 1< 11 1< O 15g
Extrait de levure. .........oooiii i 10g
Sulphite de SOIUML. .....ouiiii e 0,5g
SUIPRAdIAZINE. ... 0,12¢g
SUIPIALE. . . e 0,01g
CRtrate feITIqUE. ... ettt e 0,50g


http://fr.wikipedia.org/wiki/Cas%C3%A9ine

