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Introduction

Introduction

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les infections nosocomiales (IN) sont des
infections qui surviennent chez un patient a I'intérieur d'un hépital ou d'un autre établissement
de sante. Cette définition englobe les infections contractées a I'hopital mais qui se manifestent
apres la sortie du patient, ainsi que les infections professionnelles chez le personnel de
I'établissement (Ducel et al., 2002).

Les IN sont connus dans le monde entier et touchent aussi bien les pays développés que les
pays pauvres en ressources. Les infections contractées en milieu meédical figurent parmi les

causes majeures de déces et de morbidité a 1I’échelle mondial (Ducel et al., 2002).

Une enquéte de prévalence réalisée par ’OMS, dans 55 hopitaux de 14 pays différents, a
montré qu’en moyenne 8,7 % des patients hospitalisés sont touchés par une IN. A tout
moment, plus de 1,4 million de personnes a travers le monde souffrent de complications

infecticuses acquises a I’hopital (Saidoune, 2020).

Les antibiotiques (ATB) ont constitué une découverte thérapeutique importante pour la santé
humaine. Leur utilisation a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale
depuis longtemps. Cependant, 1’apparition et la dissémination rapide des résistances
bactériennes aux ATB sont probablement I’'un des problémes de santé publique les plus

inquiétants de ces derniéres années (Goossens et al., 2005).

A cet effet, I'instauration d'un systeme de surveillance des infections nosocomiales résistantes
aux ATB s impose comme une priorité incontestable. Ce dispositif permettra d'évaluer
I'efficacité des mesures préventives mises en place en surveillant I'évolution de la fréquence
de ces infections (Dali, 2015).

Dans cette optique, notre étude a porté sur I’isolement, I’identification et I’étude de la
résistance aux ATB des bactéries isolées a partir de différents services de 1’établissement

public hospitalier (EPH) Ibn Zohr de la ville de Guelma.



Introduction

Ce travail comporte deux parties principales :

I. La partie bibliographique avec deux chapitres qui traitent les IN et la résistance bactérienne.
Il. La partie expérimentale avec deux chapitres :
- Le premier chapitre porte sur la description du matériel et les méthodes d’analyse utilisées.

-Le deuxiéme chapitre sera consacré a la présentation des résultats obtenus ainsi que leur
discussion.

Une conclusion cléturera ce travail ou sont récapitulés les principaux résultats.
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Chapitre 1Généralités sur les infections nosocomiales

1. Définition
Les infections nosocomiales, ou infections associees aux soins (IAS), comme définies par le
Centre de Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN), sont celles contractées pendant

un séjour hospitalier et qui n’étaient ni présentes ni en incubation lors de 1’admission du

patient(Amousso, 2009).

Une IN se développe au moins 48 heures aprés I’admission a I’hdpital et résulte de I’invasion

de I’organisme par des micro-organismes pathogénes (Boulahouat et Aliziane, 2020).

Les infections nosocomiales peuvent affecter diverses personnes en contact avec 1’hopital, y
compris les infirmiéres, les médecins, les aides-soignants, les visiteurs, les livreurs, les
gardiens, et d’autres. Cette propagation souligne I’importance de mesures de prévention et de

contréle rigoureuses dans les établissements de santé (Lansinget al., 2003).
2. Epidémiologie

L’OMS estime que chaque année, 190 millions de personnes sont hospitalisees dans le
monde, et 9 millions contractent une IN, entrainant environ 1 million de déces (Benfreha et
Temmouri, 2013).

Les services les plus touchés sont ceux de réanimation, d’hématologie, la chirurgie, et des

brulés(Alfandari, 1997).

En Algérie, de 2004 & 2010, 437 IN ont été signalées. Le taux de morbidité a diminué de 0,43
% en 2005 a 0,24 % en 2010, tandis que le taux de prévalence est passé de 12,6 % en 2003 a
7,7 % en 2010. Cependant, les taux de mortalité et de létalité ont augmenté en raison de

bactéries multi résistances (Toudeft et al., 2012).
3. Les types des infections nosocomiales

1.1. Infection urinaires (1U)

Sont les IN les plus courantes, avec 80 % des cas liés a 1’utilisation de sondes vésicales a
demeure. Bien qu’elles présentent une morbidité moindre par rapport a d’autres IN, elles
peuvent parfois causer des bactériémies potentiellement mortelles, et les bactéries en cause
proviennent soit de la flore intestinale normale du patient comme Escherichia coli (E,coli),

soit de souches multi résistantes acquises a 1’hopital comme Klebsiella( Ducel et al., 2002) .
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3.2. Pneumopathies nosocomiales

Fréquentes chez les patients en soins intensifs sous ventilation artificielle, ont un taux de
létalité elevé. Les infections, causées par des microorganismes endogenes ou exogenes, sont
difficiles a diagnostiquer spécifiguement sans échantillons microbiologiques. Les facteurs de
risque incluent la durée et le type de ventilation, la qualité des soins, la gravité de 1’état du
patient et les antécédents d’antibiothérapie. Les patients avec convulsions ou altération de la

conscience sont également a risque, méme sans intubation (Ducel et al., 2002 ).
3.3. Infections du site opératoire(1SO)
Les ISO sont définies par la présence de pus provenant de 1’une des localisations suivantes :

Partie superficielle de I’incision chirurgicale (peau et tissus sous-cutanés) ; Partie profonde de
I’incision chirurgicale (tissus mous profonds en dessous de I’aponévrose) ; Cavité ou organe a
proximité ou a distance du site opératoire mais li¢ a I’intervention(Bruyere et Lafaurie,
2013).

3.4. Bactériémies nosocomiales

Représentent 5 % desIN, mais avec une létalité pouvant dépasser 50 % pour certains
microorganismes. Leur incidence, particulierement pour des microorganismes comme le
Staphylococcus, est en hausse. Elles surviennent souvent au niveau du site d’insertion ou du
trajet d’un cathéter. Les infections proviennent de la flore cutanée et les risques augmentent
avec la durée du cathétérisme, 1’asepsie lors de I’insertion, et les soins continus du cathéter
(ducel et al.,2002 ).

3.5. Autres infections nosocomiales

En plus des quatre types principaux, d’autres IN incluent :

Les infections de la peau et des tissus mous (plaies, ulceres, brilures, escarres).

. La gastro-entérite, causée principalement par le Rotavirus chez 1’enfant et par

Clostridium difficile chez 1’adulte dans les pays développés.
« Les infections de la sphere ORL, de I’ceil et de la conjonctive.

. Les endométrites et autres infections génitales post-accouchement (Ducel et al.,
2008).
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4. Mode de transmission

4.1. Origines de transmission des IN
4.1.1. Infections Nosocomiales d’Origine Exogéne

Ces infections surviennent lorsque le patient entre en contact avec des organismes pathogénes
durant son hospitalisation. Les sources possibles incluent la flore transitoire ou résidente du
personnel soignant, des visiteurs, des dispositifs médicaux, ainsi que I’environnement et les

locaux hospitaliers (Monnet, 2011).
4.1.2. Infections Nosocomiales d’Origine Endogéne

Ces infections proviennent de la flore commensale du patient. Les pathogenes étaient déja
présents chez le patient avant I’hospitalisation, notamment au niveau des voies respiratoires,

de la peau, du systéme gastro-intestinal ou génital (Monnet, 2011).
4.2. Types de transmission

4.2.1. Auto-infection

L’auto-infection se produit lorsque le malade s’infecte avec ses propres germes ou ceux de
son environnement immédiat. Ces infections, souvent dues a des germes saprophytes devenus

pathogénes apreés des traitements des antibiotiques ou immunosuppresseurs(Hamel, 2005).
4.2.2. Hétéro-infection

L’hétéro-infection survient lorsqu’un agent infectieux est transmis d’un malade a un autre,
principalement via le personnel soignant et leurs instruments. Ce type d’infection, courant lors

des épidémies, est particulierement sensible aux mesures prophylactiques(Hamel, 2005).
4.2.3. Xéno-infection

Dans un environnement hospitalier, des infections endémiques ou épidémiques sont
introduites par les patients, le personnel soignant et les visiteurs, se propageant par voie
aerienne ou par contact direct/indirect. Les conditions hospitalieres facilitent leur
transmission. Des mesures d’isolement sont souvent nécessaires lorsque I’infection est la
principale raison d’hospitalisation, mais elle peut également survenir indépendamment du

motif initial de soins (Hamel, 2005).
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4.2.4. Exo-infection

Se produit en raison de problémes techniques tels que la stérilisation inefficace, 1’utilisation
de filtres a air non stériles ou la contamination de I’eau. Les équipements médicaux ou
domestiques utilisés prés des patients peuvent étre contaminés, ce qui peut entrainer des IN,
parfois épidémiques (Hamel, 2005).

5. Agents pathogenes

5.1. Champignon

Les champignons pathogenes sont souvent responsables d’infections opportunistes chez les
patients immunodéprimés et ceux qui ont des dispositifs médicaux implantés comme des
cathéters centraux ou urinaires. Les especes de Candida, telles que C. albicans, C. parapsilosis
et C. glabrata, sont les agents pathogénes fongiques les plus couramment associés aux IAS
(Magill et al., 2018).

5.2. Virus

Les infections virales représentent 1 a 5 % des IAS(Aitken et Jeffries, 2001)Les hépatites B,
C et le Virus de I'mmunodéficience Humaine (VIH) sont souvent liés a des pratiques
dangereuses avec les aiguilles. Environ 5,4 % des infections a VIH sont associées aux soins
de santé, principalement dans les pays en développement(Ganczak et Bars, 2008).

5.3. Bactéries

Sont les agents pathogénes les plus courants responsables des IN, se divisant en deux

catégories.
5.3.1. Bactéries commensales

Normalement présentes dans la flore humaine saine, elles protegent contre les pathogénes
mais peuvent causer des infections si les défenses immunitaires sont affaiblies, comme les

staphylocoques cutanes a coagulase négative et E.coli.
5.3.2. Bactéries pathogénes

Ces bactéries, indépendamment de I’état immunitaire de 1’hdte, provoquent des infections
graves. Les Staphylococcus aureus (Gram positif) causent diverses infections et résistent

souvent aux ATB. Les bactéries a Gram négatif, responsables de plus de 50 % des IN,
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incluent E.coli et Klebsiella spp, qui colonisent des sites vulnérables et provoquent des
infections séveres (Olivieret Claudine, 2013 ; Ducel et al., 2002).

6. Les facteurs favorisants les infections nosocomiales

Les IN sont influencés par plusieurs facteurs :
Age des patients : Les personnes agées et les nourrissons sont particuliérement vulnérables.

Etat de santé : Les patients souffrant de pathologies spécifiques, comme les déficits

immunitaires, sont plus a risque.

Type de services hospitaliers : Les services de réanimation et les interventions chirurgicales

présentent des risques accrus.
Durée de I'hospitalisation : Plus la durée est longue, plus le risque augmente.

Traitements médicaux : Certains traitements, tels que les ATB, peuvent diminué la capacité

du corps a lutter contre les IN(Koumedjina, 2019).
7. Préventions et la lutte contre les infections nosocomiales

La lutte contre les infections associées aux soins est une priorité majeure en santé publique,
impliquant une surveillance étroite dans les services a haut risque, une stricte observance des
mesures d’hygiéne, une gestion prudente des antibiotiques, et des précautions adaptées selon
le contexte de I’infection. Bien que le risque zéro soit impossible, des actions préventives
peuvent réduire significativement leur incidence et leur gravité. Cela comprend des mesures
telles que I’isolement des patients, le renforcement des pratiques d’hygiene, et 1’utilisation

d’équipements de protection appropriés(Barbut, 2016).
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1. Définition

Une souche est considérée comme résistante lorsqu'elle peut supporter une
concentration d’ATB  significativement  supérieure a celle qui inhibe e
développement de la plupart des autres souches de la méme espéce (El abdani,
2016).

I1 existe de nombreuses bactéries présentant des résistances multiples dues a 1’accumulation
de résistances acquises a partir d’une souche bactérienne, a commencer par sa sensibilité
initiale aux ATB s. Ainsi, cette souche reste sensible a un nombre limité d’ATB s utilisables

en thérapeutique (Cattoen, 2015).
2. Déferents types des résistances

2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle, également connue sous le nom de résistance intrinséque, est une
caractéristique propre a une espéce bactérienne et partagée par toutes les souches de cette
espece. Elle peut étre attribuée a la présence d'un géne chromosomigque commun a toutes les
bactéries de l'espece. Pour chaque classe d'ATB, il existe des espéces bactériennes pour

lesquelles I’ATB est inactif en raison d'un défaut de cible ou d'accés a la cible (Mehdi, 2008).
2.2. Résistance acquise

La résistance acquise est causée par des modifications dans le profil d'expression génique
dues a des mutations ponctuelles ou acquises. Ces processus permettent aux bactéries de
partager des informations génétiques entre elles, ce qui leur donne un fort pouvoir

d'adaptation aux environnements qu'elles habitent (Springman et al., 2009).
2.3. Résistance croisée

La résistance croisée survient lorsque I'un des ATB présente une résistance a un autre,
résultant d'un mécanisme biochimique spécifique. Par ailleurs, la résistance croisée peut se
manifester chez tous les membres d'une classe d’ATB, comme c'est le cas pour les 120
sulfamides, ou peut étre limitée a quelques membres d'un groupe, comme pour les
aminoglycosides, ou peut étre liée a des antimicrobiens de classes différentes (El
abdani,2016).
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2.4. Co-résistance

La Co-résistance est definie comme la présence au sein d'une bactérie de differents

mécanismes qui lui conferent une résistance a différentes familles d'ATB s.

Par conséquent, les génes associés sont fréquemment proches (physiquement liés) et exprimés

de maniéere coordonnée, a l'instar des intégrons (EI abdani,2016).
3. Bactéries multi-résistantes

BMR sont des microorganismes qui ont développé des résistances a plusieurs familles d'ATB
s [01]. Cette multi résistance est une phase critique qui précéde l'impasse thérapeutique,
affectant a la fois les infections nosocomiales et communautaires, telles que les
entérobactéries productrices de béta-lactamas a spectre étendu (EBLSE). Les BMR peuvent
étre identifiées a la fois dans les établissements de santé et dans la communauté. Leur
prévalence est devenue un indicateur essentiel de l'activité et de la qualité des soins, ainsi

qu'un critére d'évaluation dans les processus d'accréditation des établissements de santé [02].
A I'échelle européenne, un consensus récent a établi trois niveaux de résistance aux ATB s :

e Bactéries résistantes a plusieurs médicaments (MDR) : elles présentent une résistance

a plus de trois familles différentes d'/ATB s.

e Bactéries résistantes a de nombreux médicaments (XDR) : elles conservent leur

sensibilité uniquement a une ou deux classes d'ATB s.

e Bactéries résistantes a tous les médicaments (PDR) : elles sont résistantes a tous les
ATB s disponibles (Magiorakos et al., 2012).

4. Mécanisme de la résistance bactérienne aux ATB

Il existe quatre mécanismes de résistance fréquents retrouvés chez les bactéries Gram

négatives et Gram positives.
4.1. Inactivation enzymatique de I'ATB

La résistance bactérienne par inactivation enzymatique des ATB s est courante et implique la
modification de la structure de I'ATB par des enzymes. Ces enzymes peuvent étre produites
par la bactérie elle-méme ou introduites par des génes extrinséques portés par des plasmides
ou des transposons. Elles alterent le site actif de I’ATB, empéchant son interaction avec sa

cible et entrainant une perte d'efficacité. Les types de réactions catalysees comprennent

12
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I'nydrolyse, I'acétylation, la phosphorylation, la nucléotidylation, I'estérification, la réduction
et l'addition de groupements comme le glutathion. Par exemple, lI'enzyme CAT rend le
chloramphenicol inactif en l'acétylant, I'empéchant de se lier au ribosome.En résume,
I'inactivation enzymatique est un mécanisme crucial de résistance bactérienne qui favorise la

survie des bacteries en présence d'ATB s(Muylaert et Mainil, 2012).
4.2. Modification de la cible

Ce type de résistance est d'origine chromosomique ; résultant de mutations spontanées qui,
lors de substitutions d'acides aminés ou de nucléotides au niveau de leurs cibles moléculaires,
Conferent une perte d'affinité des ATB s pour leur cible. Elle peut, parfois, étre d'origine
plasmidique (Allen et al., 2010 et Muylaert et Mainil, 2012).

4.3. Pompes a efflux

Il s'agit d'un mécanisme utilisé pour expulser, dans le milieu extracellulaire, des métabolites et
des composés toxiques étrangers. Ces pompes a efflux ont, généralement, une spécificité de
substrats assez large. De fait, seulement certaines d'entre elles conferent une résistance aux
ATB s. La résistance provient de la réduction de la concentration en antimicrobien dans le
cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite lI'accés de I’ATB a sa cible. On classe ces
pompes a efflux selon leur spécificité de substrats et la source d'énergie employée (Poole,
2001).

4.4. Impossibilité d'atteindre la cible (imperméabilité, absence de transport effectif)

L'impermeabilité peut résulter de mutations dans les génes codant pour les porines, qui sont
des protéines de transport transmembranaires. Ces mutations peuvent réduire la taille des
porines ou diminuer leur expression, ce qui entraine une diminution de la capacité des ATB s
hydrophiles a pénétrer dans la bactérie. Ce mécanisme est particuliérement important chez les
bactéries Gram négatives telles que Pseudomonas aeruginosaet les Enterobacteriaceae, ainsi

que chez certaines bactéries Gram positives (Tang et al., 2014).

Le transport inefficace des ATB s peut également contribuer a la résistance. Par exemple,
certains ATB s comme les aminoglycosides pénetrent a l'intérieur des cellules bactériennes
via la chaine respiratoire pour s'y accumuler. Si ce processus est compromis, soit par des
mutations génétiques ou d'autres mécanismes, cela peut conduire a une résistance a ces ATB s
(Garneau-Tsodikova et Labby, 2016 ; Liwa et Jaka, 2015).

13
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1. Cadre d’étude

L’objectif de notre travail est 1’isolement et 1’identification des bactéries responsables des
INet 1’étude de leur résistance aux ATB s. Cette étude a été réalisée au niveau de I’EPH Ibn
Zohr dans la wilaya de Guelma. La partie pratique de ce travail été effectuée au sein du

laboratoire de bactériologie de 1’hopital et le laboratoire pédagogique de notre faculté.
2. Prélévement

Soixante prélevements ont été effectués au niveau des trois services : Pneumologie, les
urgences et les maladies infecticuses (cot¢ Homme) de 1’hopital Ibn Zohr. Les sites de

prélevements sont présentés dans le tableau 01.
2.1. Prélevement a partir des surfaces séches

A T’aide des écouvillons stériles préalablement humidifiés avec de 1’eau distillée stérile,
frotter les surfaces seches (draps, lits, interrupteurs .....), mettez-les dans des tubes contenant
le bouillon nutritif (BN), puis les incuber a 37° pendant 24h -48h.

2.2. Prélevement a partir des surfaces humides

Frotter directement des écouvillons stériles sur les surfaces humides (robinet, lavabo, porte
savon.... etc.), puis les introduire dans des tubes contenant le BN et les incuber a 37°C
pendant 24h-48h.
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Tableau 1: Serviceset sites de prélévement
Pneumologie Les urgences Maladies infectieuses
Sites de prélévement
1 | Poignée dela chambre des 21 | Fenétre de la salle de 41 | Chaise de malade
infirmieres soins
2 | Robinet de la chambre des 22 | Tiroirde la chambre de 42 | Support de sérum
infirmiéres garde
3 | Chariot de soins 23 | Litn°:1 43 | Paravent de salle de
réanimation
4 | Poignée de vestiaire de 24 | Litn°:2 44 | Armoire de la salle de
chambre d’infirmiéres soins
5 | Interrupteur 25 | Tablelitn®: 1 45 | Draplitn°: 03
6 | Distributeur de savon 26 | Main de patient 46 | Table de nuit, litn°: 03
de cuisine
7 | Réfrigérateur personnel 27 | Téléecommande de 47 | Table a manger lit n°:03
climatiseur
8 | Chariot de cuisine 28 | Source d’O2 delitn®:1 | 48 | Interrupteur
9 | Lavabo de cuisine 29 | Interrupteur du bureau 49 | Mur de couloir
de réception
10 | Appareil d’O2 salle n° :1 30 | Plateau médical 50 | Bouteille d’eau de malade
sallen°: 04
11 | Litsallen®: 1 31 | Bureau de réception 51 | Poignée de la porte de salle
d’isolement
12 | Table de nuitsallen®: 1 32 | Chaise roulante 52 | Salle sanitaire :
Interrupteur
13 | Appareil d’O2 salle n° :2 33 | Drap litn°:1 53 | Salle sanitaire : fenétre
14 | Rideau salle n®: 2 34 | Robinet de chambre de 54 | Salle sanitaire ; robinet
garde
15 | Interrupteur 35 | Litn°: 1 coté homme 55 | Salle sanitaire : paillasse
16 | Poignée des sanitaires 36 | Litn°:3 56 | Salle sanitaire : tasse
(femme)
17 | Porte savon des sanitaires 37 | Fenétre de chambrecoté | 57 | Salle sanitaire : poignée de
(femme) homme la porte
18 | Drap sallen®:5 38 | Poignée bureau de 58 | Litn°:03
Consultation
19 | Poignée de I’armoire 39 | Paillasse 59 | Porte poubelle
20 | Fenétre 40 | Main d’infirmiére 60 | Main d’infirmiére
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3. Isolement des bactéries

Aprés incubation, I’isolement a été fait a partir des tubes de BN présentant un trouble.
Prélever une goutte de BN et ensemencer des boites Pétri contenant des milieux gélosés (Fig.
01). Les boites ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures jusqu’a I’apparition

des colonies, les milieux de culture utilisés sont :
3.1. Gélose nutritive (GN)

La GN est un milieu a usage général adapté a la culture d'une grande variété de micro-

organismes non exigeants.

Ce milieu nutritif, de composition relativement simplifiée, est utilisé pour repiquer des micro-
organismes a des fins d'entretien ou pour vérifier la pureté des repiquages et pour le
dénombrement des organismes dans I'eau, les eaux usées, I'urine, les matiéres fécales et autres

matiéres[03].
3.2. Gélose Chapman

La gélose Chapman, utilisée pour les souches S1 a S5, est un milieu qui contient un inhibiteur
sous forme de fortes concentrations de chlorure de sodium (75 g/L). Cette caractéristique
permet un isolement sélectif des staphylocoques tolérants aux concentrations élevées de NaCl.
(Rodier et al., 2005).

3.3. Gélose Mac-Conkey

La gélose mac-conkey est un milieu de culture solide, sélectif et différentiel, spécifiquement
concu pour favoriser la croissance des bactéries Gram-négatives. De plus, elle permet de
mieux distinguer les micro- organismes Gram-négatifs en évaluant leur capacité a metaboliser
le lactose : Bacteries fermentatrices de lactose, les colonies deviennent rouges ou roses sur

gélose Mac-Conkey, les non-fermenteurs ne changent pas de couleur [04].
3.4. Gélose au cétrimide

La gélose au cétrimide est un milieu sélectif utilisé pour I’isolement et 1’identification

présomptive de Pseudomonas aeruginosa.

Le pouvoir sélectif repose sur le cétrimide, un ammonium quaternaire capable d’inhiber un

trés grand nombre de bactéries[05].
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Figure 1:Méthode d’ensemencement sur les géloses.

4. Purification des bactéries

Aprés incubation, la purification des colonies suspectes a été effectuée par repiquages
successifs sur les mémes milieux de culture afin d’obtenir des cultures pures. L'opération est
renouvelée en prenant chaque fois au hasard une colonie isolée. Jusqu'a I'obtention de
colonies de méme taille, méme forme et méme couleur renseignant sur la pureté des souches
(Idoui et al., 2009).

5. Identification
L’identification des souches a été réalisée par :
5.1 .Observation macroscopique

L’identification macroscopique des bactéries est basée sur 1’observation a ’ceil nu, I’aspect
des colonies obtenues a partir des différents milieux d’isolement. Cette observation permet

d'enregistrer les caracteres culturaux cités dans le tableau 02.
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Tableau 2: Principaux caracteres d’observation macroscopique(Delarras, 2007).

Caractere Lecture

La forme e Circulaire
e lrréguliere

e Filamenteuse

e Rhizoide
Le e Convexe
relief=€lévation e Bombée

e Plate

e Bossue

e En forme de cratére

La taille e Colonies ponctiformes
e Petites colonies (entre let 2 mm)
e Colonies moyennes (entre 3 et 5 mm)

e Grosses colonies (supérieur a 5)

La consistance e Seches
e crémeuses

e muqueuses

Odeur e Présence ou absence

La couleur % Blanc, jaune, violet

5.2. L’observation microscopique

Permet de faire une étude des cellules d'une espéce microbienne. Elle comprend I'examen a

I'état frais et I'examen aprés coloration (Francias, 2002).
5.2.1. Examen direct a I’Etat frais
> But d’examen

Permet d'apprécier a la fois la forme, le mode de regroupement et la mobilité des

bactéries isolees (Francias, 2002).
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» Meéthode

Déposer une goutte d'eau physiologique stérile sur une lame.

- Prélever a l'aide d'une anse de platine stérile une fraction de la colonie isolée

sur milieu gélosé.
- Effectuer une suspension homogene dans la goutte d'eau physiologique.
- Recouvrir d'une lamelle en évitant la formation de bulles d‘air.
- Observer au microscope a faible luminosité a I'objectif X40.
5.2.2. Examen direct apres coloration de Gram
» But d’examen

-Permet de déterminer I'aspect microscopique de bactérie et la nature de sa paroi (bactéries a

Gram positif colorées en violet foncé, et les bactéries a Gram négatif colorées en rose).

-Permet d'observer la disposition des bactéries et leur morphologie (Cocci, bacille,
coccobacille) (Bent Mohamed et al., 2008).

» Meéthode
-Déposer une goutte d'eau physiologique stérile sur une lame.

-Prélever a l'aide d'une anse de platine stérile une fraction de la colonie isolée sur milieu

gélosé.

-Réaliser un frottis et le fixer a la flamme.

-Verser le Violet de Gentiane sur la lame ; laisser en contact 1 minute.
-Rincer a I'eau distillée.

-Ajouter le Lugol et laisser agir pendant 1 minute.

-Rincer a I'eau distillée et faire couler de I'alcool sur la préparation ; rincer immédiatement a

I'eau distillée aprés 30 secondes.
-Recolorer la préparation avec la fuchsine, laisser agir pendant 1 minute ; laver abondamment.
-Sécher au-dessus de la flamme de bec Bunsen.

-Observer au microscope a I'immersion (X100).
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6. Identification biochimique

6.1. Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. La fonction principale de la catalase dans les cellules est de prévenir
I’accumulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogéne (H202) formé comme sous-
produit de processus métaboliques. Elle catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogéne en

eau et en oxygene qui se dégage selon la réaction suivante :
2 H202 D> + 2 H20 (Meziani, 2012).
» Meéthode
- Sur une lame propre déposer une a deux gouttes d'eau oxygénée.

- Ensuite prendre une colonie isolée avec une anse de platine et stérile et la déposer

sur la lame.
- Dissocier la colonie dans la goultte.
» Lecture immédiatement
v’ Catalase positive : effervescence.
v’ Catalase négative : absence d'effervescence.
6.2. Test d’oxydase

Le test de I'oxydase met en évidence la présence d'une cytochrome-oxydase qui oxyde le
cytochrome « C » réduit. Ce test met en évidence la présence de cytochrome « C » dans les
chaines respiratoires grace a des réactifs ayant le méme potentiel d'oxydo-réduction que le
cytochrome (Delarras, 2003).

» Méthode
- Sur une lame, déposer le disque d'oxydase.
- Humidifier avec I'eau distillée stérile.

- Avec une pipette Pasteur, prendre une colonie isolée et la gratter sur le disque.
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» Lecture immediatement
- Oxydase positive : le disque prend une teinte bleu ou violette.
- Oxydase négative : le disque reste incolore.

6.3. Galeries biochimiques

Egalement appelées galeries de tests biochimiques miniaturisés, sont constituées d'une série
de petits tubes, appelés tubules, chacun correspondant a un test biochimique spécifique.
Chague tubule est ouvert a son extrémité supérieure par une cupule, qui peut étre remplie ou
non de liquide, afin de créer des conditions spécifiques pour le test. Chaque tube contient un
substrat défini (comme ONPG, ADH, GEL) auquel les micro-organismes réagissent de

maniere distincte[6].
6.3.1. Galerie Api20 E

Analytical profile index (API) 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests
biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de données. La liste complete des bactéries qu'il
est possible d'identifier avec ce systéme est présente dans le Tableau d’Identification en fin de

notice.
» Préparation de I'inoculum :

Ouvrir une ampoule d'API Na Cl 0,85 % Medium (5 ml) ou une ampoule d'APISuspension
Medium (5 ml), ou utiliser un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ou d'eau

distillée stérile sans additif.
- A'l'aide d'une pipette, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé.

- Réaliser une suspension bactérienne en homogéneisant soigneusement les bactéries

dans le milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.
» Inoculation de la galerie

- Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I'aide de la méme
pipette pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la
pipette sur le c6té de la cupule, en inclinant légerement la boite d'incubation vers

I'avant :

- Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.
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Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non les cupules),

Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant

leur cupule d'huile de paraffine.
Refermer la boite d'incubation.
Incuber a 37C pendant 18-24 heures.
lecture de la galerie

Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de

Lecture.

6.3.2. Galerie Api 20 NE

Est un systeme standardisé pour l'identification des bacilles a Gram négatif non

entérobactéries et non fastidieux (Ex. Pseudomonas. Acinetobacter, Flavobacterium,

Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) Combinant 8 tests conventionnels, 12 tests

d'assimilation, et une base de données.

» Préparation de I'inoculum

Ouvrir une ampoule d'API NaCL 0,85% Medium (2 m) ou utiliser un tube contenant
2 m de solution saline a 0,85% sans additif.

A l'aide d'une pipette, prélever 1 a 4 colonies de morphologie identique par aspirations

ou par touches successives.

Réaliser sera une suspension d'opacité égale a 0.5 de Macfarlane. Cette suspension

doit étre utilisée extemporanément.
Inoculation de la Galerie

Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG avec la suspension

précedente en utilisant la pipette ayant servi au prélévement.

Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le

coté de la cupule en inclinant Iégerement la boite d'incubation vers I'avant.

Ouvrir une ampoule d'API AUX et y transférer environ 200 ul de la suspension

précédente Homogénéiser avec la pipette en évitant la formation de bulles.
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- Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau horizontal

ou légerement convexe.

- Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (GLU. ADH, URE)

pour former un ménisque convexe.
- Refermer la boite d'incubation et incuber a 29°C pendant 24 heures.
» Lecture de la galerie

- Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de

Lecture.
6.3.3. Galerie Api 20 Strep

Est un systéeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui présentent un grand pouvoir
discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou d’espéce pour la plupart des

streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les plus courants.
» Préparation de I'inoculum

- Ouvrir une ampoule d'API Suspension Medium (2 ml) ou utiliser un tube contenant 2

ml d'eau distillée sans additif.
- All'aide d'un écouvillon, prélever toute la culture préalablement préparée.

- Réaliser une suspension tres dense supérieure a 4 de McFarland. Cette suspension

doit étre utilisée extemporanément.
» Inoculation de la galerie
+«+ Dans la premiere moitié de la galerie (tests VP a ADH).
- Répartir la suspension précédente en évitant la formation de bulles.
- Pour les tests VP a LAP environ 100 pl dans chaque cupule.
- Pour le test ADH remplir uniquement le tube.
+ Dans la deuxieme moitie de la galerie (tests RIB a GLYG).

- Ouvrir une ampoule d'API GP Medium et y transférer le reste de la suspension, soit

0,5 ml au minimum, Bien homogénéiser.

- Répartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.
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- Remplir les cupules des tests soulignés ADH a GLYG avec de I'huile de paraffine en

formant un ménisque convexe.
- Refermer la boite d'incubation. Incuber a 37°C pendant 24 heures.
¢ Lecture de la galerie
» Aprés 4 heures d’incubation :
Ajouter les réactifs :
- Test VP :1goutte de VP 1 et VP 2.
- Test HIP : 2 gouttes de NIN.
- Tests PYRA, GAL, BGUR, BGAL PAL, LAP ,1 goutte de ZYM A et ZYM B.

- 1l est recommandé de contréler chaque ampoule de réactif ZYM B avant la 1

utilisation.
» Qualité afin d'exclure tout réactif défectueux :

Attendre 10 minutes, puis lire toutes les réactions en se référant au Tableau de

Lecture. Si nécessaire, exposer la galerie a une lampe forte (1000 W) 10 secondes.
- Décolorer le réactif en exces dans les tubes PYRA a LAP.
- Un ré incubation est nécessaire dans les cas suivants :
- Faible discrimination.
- Profil inacceptable ou profil douteux.
- Identification non valide avant 24h d'incubation.
6.3.4. Galerie Api staph

API Staph est un systéme standardisé pour I’identification des genres Staphylococcus,
Micrococcus et Kocuria comprenant des tests biochimiques miniaturisés ainsi qu’une
base de données. La liste compléte des bactéries qu'il est possible d'identifier avec ce

systéme est présente dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.
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>

Préparation de la galerie

Rassembler le fond et le couvercle d'une boite d'incubation et verser environ 5 ml
d'eau distillée ou déminéralisée dans les alveoles pour créer une atmosphére humide,

en évitant leseaux susceptibles de libérer des gaz (Ex : CI2, CO2 ...).

Noter la référence de la souche sur la languette latérale de la boite, évitant le couvercle

qui peut se déplacer pendant la manipulation.
Retirer la galerie de son emballage individuel.
Placer la galerie dans la boite d'incubation.
Préparation de I'inoculum

Préparer un pré culture sur gélose Columbia au sang (ou Agar P) pendant 18-24 heures
a37°C.

Vérifier I'identification de la souche (morphologie, Gram, catalase...) et sa pureté.
Ouvrir une ampoule d'API Staph Medium selon les précautions d'utilisation.

Une suspension bactérienne homogene, d'opacité égale a 0,5 de Macfarlane, en
utilisant de préférence des cultures jeunes (18-24 heures). Cette suspension doit étre

utilisée immédiatement.
Inoculation de la galerie :

Remplir les tubes de la galerie avec I'API Staph Medium ensemencé a l'aide d'une
pipette. Ne remplir que les tubes sans dépasser le niveau du tube. Pour éviter la
formation de bulles au fond des tubes, incliner lIégérement la boite d'incubation vers

I'avant lors du remplissage.

Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE en remplissant leur cupule d'huile

de paraffine pour former un ménisque convexe.
Fermer la boite d'incubation.

Incuber a 37°C pendant 18-24 heures.

» Lecture de la galerie :

Aprés la période d'incubation :
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Interpréter les réactions selon le Tableau de Lecture en ajoutant 1 goutte de chacun des

réactifs suivants :

Test VP : VP 1 et VP 2. Attendre 10 minutes. Une coloration rose franche ou violette indique
une réaction positive. Une coloration rose péle ou claire apres 10 minutes doit étre considérée

comme négative.

Test NIT : NIT 1 et NIT 2. Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indique une réaction

positive.

Test PAL : ZYM A et ZYM B. Attendre 10 minutes. Une coloration violette indique une
réaction positive. Une coloration beige-rosé ou trés pale apres 10 minutes doit étre considérée

comme négative.

Enregistrer les résultats sur la fiche de résultats.
7. Antibiogramme

L’antibiogramme correspond a I’étude de I’activité bactériostatique de plusieurs ATB's en
méme temps et permet aussi a la catégorisation des souches sensibles, intermédiaires, ou
résistantes. En effet, ceci permet aux cliniciens de connaitre les molécules efficaces et de
sélectionner les mieux tolérées, les moins pourvoyeuses de résistance et si possible les moins

chéres pour le traitement de 1’infection (Bourgoin,2016).
7.1. Principe général

L’étude de la sensibilité des especes bactériennes aux ATB's a été réalisée par la technique de

diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton (MH).

Cette methode consiste a cultiver des bactéries sur une gélose MH, puis a placer des disques
imprégnées d’ATB sur la surface, en fonction de la diffusion de I’ATB, on évalue la

sensibilité ou la résistance de la souche bactérienne (Bingenet al., 2011).
7.2. Milieu pour antibiogramme

La gélose de MH a été formulée a 1’origine comme un milieu gélosé transparent simple
servant a la culture des Nessiseria pathogénes et a la réalisation de 1’antibiogramme (Guezlan
et al., 2008). Le milieu doit étre coulé en boite de pétri sur une épaisseur de 4mm. La gélose

doit étre séchée avant I’emploi (Bingen et al., 2011).
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7.3. Préparation de I'inoculum

- A partir d'une culture pure de 18a 24 heures sur milieu d'isolement approprié, racler a
l'aide d'une anse de platine stérile quelques colonies bien isolée et parfaitement

identique.
- Décharger bien I'anse dans 5 a 10ml d'eau physiologique stérile.
- Homogénéiser bien la suspension bactérienne (Eucast, 2018).
7.4. Inoculation des géloses

- L'inoculum bactérien doit idéalement étre employé dans les 15min, qui suivent sa

préparation.

- Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et éliminer I'exces de

liquide en tournant I'écouvillon sur les parois du tube.
- Il est important de rejeter I'exces de liquide pour éviter une sur-inoculation des boites.
- Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions.
% Disposition des disques d’ATB s

- Déposer les disques d'ATB, il est préférable de ne pas mettre plus de 7 disques sur une
boite de 90mm, a la surface de la gélose inoculée et séchée, le contact avec la surface

doit étre étroit.
- Les disques une fois déposés ne peuvent étre déplaceés.

Les ATB utilisés dans ce travail sont présentés dans le tableau 03.
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Tableau 3: Liste des ATB s utilisés.

Pseudomonas Staphylococcus | Streptococcus Entérobactérie
Amoxicilline Pénicilline Pénicilline Amoxicilline
Gentamicine Vancomycine Vancomycine | Gentamicine
Pénicilline Chloramphénicol | Rifampicine Chloramphénicol
Vancomycine Gentamicine Amoxicilline

Rifampicine Chloramphénicol

Chloramphénicol

7.5. Lecture

Aprés l'incubation de 24 heures a 37°C, nous avons mesuré les diametres d’inhibition de
chaque espéce bactérienne et nous les avons comparés avec un diametre de référence (D).
Puis nous avons comparé les résultats obtenus et classé la bactérie dans I'une des catégories S

(sensibles), R (résistante) ou | (intermédiaire)(Ca-sfm, 2016).
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Résultats et discussion

1. Résultats d’enrichissement

Apres incubation de 48h des prélévements, On a observé un trouble dans 42 tubes (18 tubes

¢taient négatifs). Les résultats de 1’enrichissement sont présentés dans la figure02.
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Figure 2: Résultats de I’enrichissement sur milieu BN,

Tableau 4: Résultats positifs et négatifs des prélevements

Pneumologie Les urgences Maladies infectieuses
Sites de prélévement
1 Poignée de la chambre 21 Fenétre de la salle de 41 Chaise de malade
des infirmiéres s0ins
2 Robinet de la chambre 22 Tiroir de la chambre 42 Support de sérum
des infirmiéres de garde
3 Chariot de soins 23 Litn°:1 43 Paravent de salle
de réanimation
4 Poignée de vestiaire de 24 Litn®:2 44 Armoire de la salle
chambre d’infirmiéres de soins
5 Interrupteur 25 Table litn°: 1 45 Drap litn°: 03
6 Distributeur de savon 26 Main de patient 46 Table de nuit, lit
de cuisine n°: 03
7 Réfrigérateur personnel 27 Télécommande de 47 Table a manger lit
climatiseur n° :03
8 Chariot de cuisine 28 Source d’0O2 de lit 48 Interrupteur
n°:1
9 Lavabo de cuisine 29 Interrupteur du 49 Mur de couloir
bureau de réception
10 | Appareil d’O2 salle 30 Plateau médical 50 Bouteille d’eau de
n°:1 malade salle n° :
04
11 | Litsallen®:1 31 Bureau de réception 51 Poignée de la porte
de salle
d’isolement
12 | Table de nuitsallen®: 1 32 Chaise roulante 52 Salle sanitaire :
Interrupteur
13 | Appareil d’02 salle 33 Drap litn°:1 53 Salle sanitaire :
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ne:2 fenétre
14 | Rideau sallen®: 2 - |34 Robinet de chambre + | 54 Salle sanitaire ;
de garde robinet
15 | Interrupteur + 135 Litn°: 1 coté homme |- | 55 Salle sanitaire :
paillasse
16 | Poignée des sanitaires + | 36 Litn°:3 + | 56 Salle sanitaire :
(femme) tasse
17 | Porte savon des + | 37 Fenétre de chambre + | 57 Salle sanitaire :
sanitaires (femme) coté homme poignée de la porte
18 | Drapsallen®:5 + |38 Poignée bureau de - | 58 Litn°: 03
Consultation
19 | Poignée de I’armoire + |39 Paillasse - |59 Porte poubelle
20 | Fenétre + | 40 Main d’infirmiére + | 60 Main d’infirmiére

Les pourcentages du résultat positif et négatif sont présentés dans la figure 03.

tubes
positifs
70%

tubes
negatifs
30%

Figure 3: Répartition négatives et positives des prélevements.

2. Résultats d’isolement et d’Identification

2.1. Résultats d’examen macroscopique

Apres incubation de 48 heures a 37°C, I’observation macroscopique des colonies cultivées sur

les milieux utilisés a révélé divers caractéeres culturaux. Les résultats sont résumés dans le

tableau 04, et les figures 04 jusque ‘au 07.
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Tableau 5:Caractéres culturaux des colonies isolées.

Numéro des sites

aspect macroscopique

05.06.12.22.23.24.28.30.32.

34.37.39.40.41.45.
47.49.54.57.58.59

colonies blanches de petites tailles,
circulaires,
convexes, mugueuses, présence d’odeur

3| - .
chter?tsis 08.10.11.36.50. Colonies blanches de grosses tailles,
e ) y
51.56. circulaires,
convexes, muqueuses, présence d’odeur
01.02.03.04.15.16.17. Colonies blanches des tailles moyennes, circulaires,
18.19.25.27.31.33.55.01.02. convexe, muqueuse, présence d’odeur.
03.04.15.16.17.18.19.25.27.
31.33.55
01.25.32.33.37 Colonies violettes de grandes tailles,
41.45. circulaires, convexes, mugqueuses.
Mac 08.11.15.16.25. Colonies violettes de petites tailles,
conkey 32.40 circulaires, convexes, muqueuses, présence
d’odeur.
02.03.10.17.18 Colonies violettes de tailles moyennes,
19.23.24.27.30. circulaires, convexes, muqueuses, présence
34.36.39. d’odeur.
01.19.25.40 colonies blanches de petites tailles,
circulaires, convexes, muqueuses, présence
d’odeur
Cétrimide Colonies blanches des tailles moyennes,
03.08...11.12.17.18.27.3 circulaires, convexes, muqueuse, présence
1.33.37.23.32 d’odeur.
22.24.33.39 Colonie blanches des grosses tailles,
convexes, circulaires, muqueuses
22.24.25.28.27.38.34.40.1.2. Colonies blanches de petites tailles,
5.06.12.15.16.41.45.47.49... | circulaires, convexes, muqueuses, presence
Chapman 54.55.56.57.58 d’odeur.

50.51.08.11.17.24.30.32.33.

43.

Colonies blanches de tailles moyennes,
circulaires, convexes, muqueuses, présence
d’odeur.

34




Chapitre IV Résultats et discussion

Figure 4:Aspect macroscopique sur Figure 5:Aspect macroscopique sur la
Gélose Chapman.

La Gélose Mac-Conkey.

W e - -

Figure 6:Aspect macroscopique sur la Figure 7: Aspect macroscopique sur la
Gélose Cétrimide.

Gélose GN.

2.2. Résultats d’examen microscopique

2.2.1. Etat frais
L’observation directe des bactéries a permis de déterminer les caractéres mentionnés dans le

tableau 05.

2.2.2. Coloration de Gram
Apres coloration différentielle de Gram, on a pu observer des Cocci et des bacilles a Gram

positif et négatif. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 08 et 09.
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Figure 8: Bacilles a Gram négatif.
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Figure 9: Cocci a Gram positif.

Tableau 6:Résultats microscopiques de 1’état frais et la coloration de Gram.

Préléevements Etat frais Coloration de
Gram
17 .12 .51 Bacilles Gram+
immobiles
8.12.3.10.15.18 .28.37 51.47.50.54.55 bacilles mobiles Gram -

08.16.15.18.03.17.05.11.34.25.33.40.22.37.23.30. | Cocci immobiles | Gram +
47.54.49.43.59.56.57.58.45.41

11.12.08.03.10.18.17.16.02.30.23.28.33.37.40.32. | Cocci immobiles | Gram -
38.35 .47.58.45.41.55.49.54.50.56.59

3. Résultats d’identification biochimique

3.1. Résultats des tests oxydase et catalase

Les résultats obtenus des tests oxydase et catalase des bactéries isolées sont mentionnés dans

les figures 10, 11 et le tableau 06.

Oxydase + Oxydase -

Figure 10: Résultats de test oxydase
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Catalase + Catalase -

YioWwin ~ yowmn |

Figure 11: Résultats de test catalase.

Tableau 7: Résultats obtenus des tests catalase et oxydase des bactéries isolées.

Cocci Catalase positive 25.22.34.33.37.23.30.
22.40.47.54.43.59.56.
54.57.58.45.41

Catalase négative 14.49.50.

Bacille Oxydase positive 3.10.15.51.47

.54.50
Oxydase négative 8.12.37.17.8.50.51

4. Résultats des galeries biochimiques

Apres 'incubation en galerie, on a pu identifier plusieurs especes bactériennes a ’aide du

logiciel Api Web. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 07 et les figures 12

jusqu’a 15.

37



Chapitre IV

Résultats et discussion

Tableau 8: Les différentes especes bactériennes identifiées.

03 Staphylococcus hominis
Api20 STAPH 25 Staphylococcus saprophyticus
15.18.22.41.57.54 Staphylococcus xylosus
22.34 Staphylococcus haemolyticus
API1 20 NE 03.10.60 Pseudomonas luteola
15 Pseudomonas putida
API 20 E 18.50 Enterobactersakazaki
37.51 Enterobactercloacae
47 Klebsiellapnomoniae
51 Escherichia coli
API 20 Strep |44 Streptococcus porcinus

%

\E2EJA

Figure 14: Galerie Api 20 E aprés incubation.
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Figure 15:Galerie Api 20 STAPH apres incubation.

5. Résultats d’antibiogramme

Les résultats de I’antibiogramme des différentes espéces bactériennes sont résumés dans le

tableau 08 et les figures16 jusqu’a figure 20.

Tableau 9:Les résultats de I’antibiogramme des différentes especes bactériennes.

ATB
AMX P GEN C VA RIF
Bactéries

Pseudomonas luteola / / S S / /
Pseudomonas putida / / S R / /
Klebsiella pnomoniae R / S S / /
Enterobacter cloacae R / S S / /
Enterobacter sakazaki R / S R / /
Staphylococcus hominis / R S S R /
Staphylococcus saprophyticus / R S S R /
Staphylococcus xylosus / R I S / /
Escherichia coli / / / / / /
Staphylococcus haemolyticus / R S S R /
Streptococcus porcinus / / / R / R

R : Résistante, S : Sensible, | : Intermédiaire, AMX : Amoxicilline, C : Chloramphénicol, P:Pénicilline,

GN : Gentamicine, RIF : Rifampicine, VA : Vancomycine.
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Figure 16: Résultat d’antibiogramme Figure 17: Résultat d’antibiogramme de
d’Enterobactérie sakazaki. Staphylococcus xylosus.

Figure 18: Résultat d’antibiogramme de Figure 19:Résultat
Pseudomonas putida. d’antibiogrammedeStaphylococcus
saprophyticus.
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6. Discussion

Cette étude a pour objectif I'isolement et I'identification des bactéries responsables d'IN en
milieu hospitalier, et I'étude de leur résistance vis-a-vis de nombreux ATB's choisis, et ceci a
partir de 60 prélevements effectués au niveau des trois services (Pneumologie, Les urgences,

Maladies infectieuses coté homme) de I’EPH Ibn Zohr de la ville de Guelma.

Durant notre étude, nous avons pu identifier plusieurs espéces au niveau des différents sites
choisis:Staphylococcus xylosus(interrupteur, tiroir, robinet des sanitaires), Pseudomonas
luteola (appareil d’02), Enterobactercloacae (fenétre), Staphylococcus saprophyticus (lit),
Enterobactersakazakii (drap), Streptococcus porcinus (armoire de la salle de soins),
Staphylococcus hominis (chariot), et E.coli (portede salle d’isolement),Klebsiella
pneumoniae(Table a manger). Cesrésultats montrent que I'environnement hospitalier est un
réservoir de germes pathogénes susceptibles de provoquer des maladies chez 1’homme
(Debabza, 2015).

La majorité des espéces identifiées dans cette étude (E. coli, Staphylococcus saprophyticus,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus xylosus) sont des germes responsables des IU, ces
résultats sont en accord avec ceux cités par Tohme et al. en 1998 et Amazian et al. en 2010,
qui ont montré que les U sont les IN les plus courantes, représentant 25,9 % de I'ensemble
des infections contractées a I'ndpital, avec une prévalence de 2,6 %. D’autres espéces telles
que Enterobacter cloacae sont responsables de diverses IN, telles que la bactériémie et les
infections des voies respiratoires et urinaires (Fraser et al., 2010).

La variation des especes et leur répartition dans les sites sélectionnés peuvent étre attribuées a
une contamination directe ou indirecte, causée par l'utilisation de matériel non stérile et les
déplacements du personnel et des visiteurs extérieurs entre les différents services sans

respecter les regles de prévention (Haouam et Boucheliga, 2020).

Les profils de résistance les plus importants obtenus dans la présente étude sont ceux des
especes suivantes: Enterobacter sakazakiia présenté une multi-résistance vis-a-vis
I’Amoxiciline et le chloramphénicol, les trois espéces :Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus ont exprimé une multi-résistance vis-a-
vis la pénicilline et la vancomicyne et I’espéce Streptococcus porcinus a acquis une résistance

vis-a-vis le chloramphénicol et la rifampicine.
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Chapitre IV Résultats et discussion

La résistance observée des deux especes Enterobacter sakazakii et Streptococcus porcinus au
chloramphénicol, peut étre associée a des altérations de la perméabilité membranaire, des
mutations sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien, ainsi qu'a la présence du

chloramphenicol acétyltransférase(Courvalin et al., 2006).

Une résistance a la vancomycine a été notée chez Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus haemolyticus et Staphylococcus hominis, ces résultats sont similaires a ceux

cités dans les travaux d’Aouati en 2009 et Rebiahi en 2012.

La résistance exprimée par les entérobactéries aux B-lactamines, notamment Enterobacter
cloacae, Enterobacter sakazakii et Klebsiella pneumoniae, peut étre attribuée a l'usage

répandu de ces ATB s en médecine humaine, comme I'ont rapporté Moulin et al.en 2008.

Notre étude a révélé que chaque service de ’EPH Ibn Zohr possede sa propre écologie
microbienne, avec des germes affichant des degrés variables de sensibilité ou de résistance
propres a chaque zone. C’est pour cette raison qu'il faut prendre toutes les mesures d'hygi¢ne

et autres pour le patient et I'environnement qui I'entoure.
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Conclusion

Conclusion

Les IN représentent un enjeu majeur de santé publique en raison de leur fréquence et de leur
gravité.La surveillance des IN constituent une démarche interne d'évaluation pour une

améliorationcontinue de la qualité et de la sécurité des soins dans les établissements de santé.

Notre travail est basé sur ’isolement et 1’identification des bactéries responsables des IN et
I’étude du profil de la résistance de ces germes au niveau des troisservices (Pneumologie, les

urgences, Maladies infectieuses coté homme) de I’EPH Ibn Zohr-Guelma.

Les résultats obtenus ont montré que la majorité des sites choisis sont contaminés par des
espéces pathogeénes telles que : Staphylococcus xylosus,Pseudomonas luteola, Enterobacter
cloacae,Staphylococcus saprophyticus, Enterobacter sakazakii, Streptococcus porcinus,
Staphylococcus hominis, E.coli ,Klebsiella pneumoniae. Certaines de ces especes ont exprimé
une résistance multiple vis-a-vis les ATB’s utilisés. Ces résultats révelent que les trois

services de cet hopitalsont des services a haut risque.

A titre de ce probléme, I’importance de la prévention et 1’hygiéne réglementaire au cours
desprocédures des soins restent le premier secours pour éviter la contamination
del’environnement hospitalier, 1’étude microbiologique reste le premier pilier pour
ladéclaration de 1’existence de ces agents infectieux et enfin un programme de lutte

contrel’émergence de BMR est indispensable pour lutter contre les IN.

D’une maniére générale, nous pensons que cette modeste étude doit étre complétée
pard’autres études plus approfondies telles, 1’utilisation des outils moléculaires et
génétiques(PCR) dans le but d’identifier et de caractériser plus de germes puis déterminer

leurs formesde résistance.
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Matériel utilisé

Le matériel utilisé au laboratoire est le suivant :
* Appareillages :

- Autoclave

- Ecouvillons stériles

- Etuves A 37°C

- Réfrigerateur

- Spectrophotometre

* Verrerie :

- Lames et lamelles

- Pipettes pasteurs

- Tubes a essai stériles
* Autres matériel :

- Anse de platine

- Bec bunsen

- Boite de pétrie stériles

- Systéme Api 20 (Api 20 E, Api 20 NE, Api STAPH, Api STREP)
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Les milieux de culture

1. Gélose au cétrimide

PEPLONE ... 20g
Chlorure de SOdium ..........cccooviiiieieiee e 3.0g
Sulfate de potassium .........cccccvevvereiieese e 10g
Monohydrogénophsphate de potassium.................... 0.3g
Cétrimide (bromure de tétradonium)............ccccveueenee. 0.29
Acide NAlIdIXIQUE .....c.ooviiiiiiieiceceee, 0.015¢
AGAr-a0a5 ....ooooviiiieiieeee e 129

L’eau distillée g/ litre
pH = 7.1/ autoclavage 20 min a 120°C.

2. Chapman

Peptone trypsique de CaSEiNe .........cccceevveeveeereereennns 10g
Extrait de viande ..........ccccoooveviiiiiccee e 19
Chlorure de Sodium ........ccccoevieiiiie e 75¢
ManNItol ... 10g
Rouge de phenol...........ccoooereiieiinceseeeee e 0.025¢g
AGAr-A0A5 ... teee i 159

L’eau distillée g/ litre
pH = 7.6 / autoclavage 20 min a 120°C.

3. Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande de beeuf ..........cccoeiiviiiiiiiiies 3.09
Peptone de CaSEINe ........ccccvvevveieiieieee e 17.0g
AMIdon de MaTS ... 1.5¢
AGAr-a0a.......coeiiiiereeeee e 17.0g

L’eau distillée g/ litre
pH= 6.7/ autoclavage 20 min a 120°C.
4. Gélose nutritive (G.N)

Peptone pepsique de vViande ...........ccoceverenineninnennns 5
Extrait de viande...........ccccoveiiiiiinn 1
Extrait de leVUre ... 2
Chlorure de SOdium .........ccoccoviiiiieienec s 5
AGAT-A0A5 . ... eii i 15
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L’eau distillée g/ litre
PH: 7.4+0.2/ autoclavage 20 min a 120°C. Pour les vibrions ajuster le pH a 8.

6. Bouillon Nutritif

PEPIONE ... 5.0g
Extrait de viande...........ccccoooevviiiiicce e 1.0g
Extrait de [eVUre ..o 2.0g
Chlorure de Sodium ........ccovieniie e 5.09

L’eau distillée g/ litre
pH=7.4 £ 0.2 a 25 °C / autoclavage a 120° C pendant 20 min

Les réactifs et colorants

Violet de Gentiane

Violet de gentiane .........ccccceeveiieieeie e 19
Ethanol @ 90%0 .......cooeveiiiieee e iml
PRENOI ... 29
Eau diStillée ......coooviieiee e 100ml
1. Lugol

JOAE . 19
lodure de potassium ........cccccvevveveeie e, 29
Eau diStillée ..o 100ml

2. Fuchsine

Fuchsine basique .........cccceeveevieiiieiie e 19
Alcool Ethylique .......c.coveiiieecee e 100ml
PhENOI ..o 159
Eau distillée .....ccooeii 100ml
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3. Réactif TDA (pour la recherche de tryptophane désaminase)
Perchlorure de fer ... 3.4¢
Eau distillée ......cooeiiiii s 100ml

4. Réactif Kovacs (pour la recherche de I’indole)

Paradimethylaminobenzaldéhyde.............cccccevvvennnnne. 5090
Alcoolisoamylique ........c.ccveveiiieiiieie e 75.0 ml
HCL 3790 .o 25.0 ml

5. Réactif VPI (pour la recherche de I’acétoine)
Hydroxyde de potassium .........cccccoeverenenieneninennnns 409
Eau distillée ....coveveeiieceeeee 100ml

6. Réactif VPII (pour la recherche de I’acétoine)
Alpha naphtol ..., 69
Ethanol ..o 100ml

7. Réactif NIT I (pour la recherche du nitrate réductase)
Acide sulfamilique ..........ccceeeiieiieiecc e, 08¢
Acide acétique SN .......ooooiiiiiiiiiii 100 ml

8. Réactif NIT Il (pour la recherche du nitrate réductase)
Naphtylamine .........cccccooviiii i 05¢g

Acide acétique SN .......cccoveiiiieceee e 100 ml.
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Résumé

Résumé

L’objectif de ce travail était d’isoler et identifier des bactéries a partir de 60 prélévements
effectués au niveau de trois services (Pneumologie, les urgences, Maladies infectieuses coté
homme) de I’EPH Ibn Zohr de la ville de Guelma, et évaluer leur résistance aux différents
ATB's choisis. Les bactéries ont été identifiées suivant lescritéres bactériologiques classiques.

Un antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusiondes disques.

Les résultats obtenus ont montré que la majorité des espéces identifiées (Staphylococcus
xylosus,Pseudomonas luteola, Enterobactercloacae ,Staphylococcus saprophyticus,
Enterobactersakazakii,  Streptococcus  porcinus,  Staphylococcus  hominis,  E.coli,
Klebsiellapneumoniae) provoquent des infections nosocomiales. L’étude de la sensibilité aux
ATB s testés a révélé que certaines espéces expriment une résistance multiple aux ATB's.

Les mots clés : Infection nosocomiale, Bactéries pathogenes, Résistance, ATB, Hbpital.



Abstract

Abstract

The objective of this work was to isolate and identify bacteria from 60 samples taken from
three departments (Pneumology, Emergency, and Infectious Diseases - Men's Section) at the
EPH Ibn Zohr in the city of Guelma, and to evaluate their resistance to the selected
antibiotics. The bacteria were identified according to classical bacteriological criteria. An
antibiogram was performed using the disk diffusion method.

The results showed that the majority of the identified species (Staphylococcus xylosus,
Pseudomonas  luteola,  Enterobacter  cloacae,  Staphylococcus  saprophyticus,
Enterobactersakazakii, Streptococcus porcinus, Staphylococcus hominis, E. coli,
Klebsiellapneumoniae) cause nosocomial infections. The study of the sensitivity to the tested

antibiotics revealed that some species exhibit multiple resistance to ATB’s.

Key words: Nosocomial infection, Pathogenic bacteria, Resistance, ATB, Hospital.



Leilall

5 skl @il Gial jal) aludl 3 e lpran & Ae 60 (e LS aaais Je s dand) 138 (e Cangll (IS
Calisal Lgtia sl aniy Al Aine 8 58 ) Gl AEEELY) dge gerd) G sal) 8 (Jla ) and - Dyaedl) () Y]
Luleall LR ol ya) 23 BSOS Toa ol S julaall Gy LSl aaad o3 3 0] 4 sl cilaliadll

Lol Y1 L Ay yha aladiuly 4y gl calalizaall

(Staphylococcus ~ xylosus,Pseudomonasluteola, aadl gl dlle o il ek
Enterobactercloacae, Staphylococcus saprophyticus, Enterobactersakazakii, Streptococcus

Slbadiual (5 s0e cuudporcinus, Staphylococcus hominis, E.coli, Klebsiellapneumoniae)
Ay gal) laliaall saneie da slia 5elsd ) ) ans of S W Hlaal o3 3l A saad) colabiaall Al 4 50

(sbiia (g s e gl ¢ A jan bbbl (5 gae; dpalidal) cialdl)



