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Introduction

Les infections nosocomiales (IN) représentent 1’un des principaux défis auxquels sont
confrontés les systemes de soins de santé aux niveaux national et international, en raison de
leur impact direct sur la santé des patients, le colt des traitements et la qualité des services de
santé. Ces infections sont définies comme toute infection microbienne survenant pendant ou
apres le séjour du patient dans un établissement de santé, et qui n’était ni ne présente ni en
incubation au moment de son admission. Elles apparaissent généralement apres 48 heures

d’hospitalisation, voire apres la sortie dans certains cas.[10]

Les infections nosocomiales incluent divers types, tels que les infections des voies
urinaires, les infections des plaies chirurgicales, les infections respiratoires et les septicémies.
Elles sont souvent causées par des micro-organismes résistants aux antibiotiques, ce qui
complique leur prise en charge. La gravité de ces infections réside dans leur taux élevé de
morbidité et de mortalité, en particulier chez les patients atteints des maladies chroniques ou

ceux soumis a des interventions médicales complexes.

Cependant, les infections nosocomiales ne sont pas le « prix a payer » du progres
médical car elles sont moins inéligibles a mesure que certains pays développent une politique

de prévention. (Letreche A. N., 2012)
Ainsi :

A I’'USA une politique de prévention des infections nosocomiales est en place depuis
1970. Elle a permis de démontrer qu’environ 30 % de ces infections peuvent €tre évitées grace
a des mesures simples et efficaces. La prévalence des infections nosocomiales y est estimée
entre 3 % et 5 %, atteignant 9,2 % dans les unités de soins intensifs. (Tasseau, F., & Baron, D.

1989).

En France, le Comité de Lutte contre les infections nosocomiales (CLIN) a été créé en
1988. 1l est chargé de surveiller ces infections, de formuler des recommandations, de former le
personnel de santé, de valider les protocoles de soins et de participer au controle de la
prescription des antibiotiques. La prévalence en France est estimée entre 6 % et 7 %, et peut

atteindre 20 % dans les services de réanimation. (Beaucaire G.,1997)

En Afrique, la prévention des infections nosocomiales connait également un essor
depuis quelques années. Le taux de prévalence le plus ¢levé y est estimé a environ 25 %.

(Beytout D., 1989)



Introduction

Dans cette optique, notre étude a porté sur 1’isolement, 1’identification et 1’étude de la
résistance aux ATBs des bactéries isolées a partir de service de 1’établissement Hospitalier

Public (EPH) Ibn Zohr de la ville de Guelma.
Ce travail comporte deux parties principales :

I.  Lapartie bibliographique avec deux chapitres qui traitent les infections nosocomiales et
leur prévention.

II.  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 cloturera ce travail ou sont récapitulés les principaux résultats.
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Chapitre | Géneralités sur les infections nosocomiales

1. Définition de I’infection nosocomiale :

Le mot nosocomiale vient du grec nosokomeion et signifie hoépital. Les infections
nosocomiales, également appelées « infections acquises a 1’hdpital », sont des infections
contractées lors des soins hospitaliers et qui n’étaient ni présentes ni en incubation au moment
de I’admission. En général, une infection survenant plus de 48 heures aprés I’admission est

considérée comme nosocomiale.[3]

Des définitions ont été élaborées pour identifier les infections nosocomiales selon les sites
infectieux spécifiques (par exemple, urinaire, pulmonaire). Ces définitions sont issues de celles
publiées par les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) aux Etats-Unis ou établies
lors de conférences internationales, et elles sont utilisées pour la surveillance des infections
nosocomiales. Elles reposent sur des criteres cliniques et biologiques et couvrent environ 50

sites d’infection potentiels.[3]

Les infections nosocomiales peuvent étre classées comme endémiques ou épidémiques. Les
infections endémiques sont les plus fréquentes. Les infections épidémiques apparaissent lors de
flambées, définies comme une augmentation inhabituelle par rapport au niveau de base d’une

infection spécifique ou d’un agent pathogéne.[3]

Les évolutions dans 1’organisation des soins de santé ont entrainé une réduction de la durée des
hospitalisations et une augmentation des soins en ambulatoire. Il a donc été suggéré que le terme
« infections nosocomiales » englobe également les infections survenant chez les patients
recevant un traitement dans tout type d’établissement de soins. Les infections contractées par
le personnel ou les visiteurs dans un hépital ou un autre cadre de soins peuvent aussi étre

considérées comme des infections nosocomiales.[3]
2. Epidémiologie

L'infection nosocomiale affecte un grand nombre de patients dans le monde, ce qui augmente
considérablement le taux de mortalité et les pertes financieres (Emily RM & Syndor TMP,
2011). Selon les estimations de 'OMS, environ 15% de tous les patients hospitalises souffrent

de ces infections.[9]

Ces infections sont responsables de 4 a 56 % de toutes les causes de déces chez les nouveau-
nés, avec un taux d'incidence de 75 % en Asie du Sud-Est et en Afrique subsaharienne. (Emily
RM & Syndor TMP, 2011)
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L'incidence est suffisamment élevée dans les pays a revenu élevé, c'est-a-dire entre 3,5 % et 12
%, tandis qu'elle varie entre 5,7 % et 19,1 % dans les pays a revenu intermédiaire et faible. La
fréquence des infections globales dans les pays a faible revenu est trois fois plus élevée que
dans les pays a revenu éleve, tandis que cette incidence est 3 a 20 fois plus élevée chez les

nouveau-nés (Nejad SB et al, 2011).

3. Origines des germes.

3.1 La flore saprophyte du malade lui-méme :
Elle subit au cours des premiers jours de I’hospitalisation des modifications qualitatives.

Les bacilles gram négatif et plus accessoirement les levures (candida) remplacent les cocci gram
positif ou les anaérobies.

Ces flores saprophytes modifiées colonisent les sites préférentiels chez le malade entrainant

une infection de I’appareil urinaire, des plaies opératoires, ou du parenchyme pulmonaire...

[12]
3.2 Le personnel soignant (médical et paramédical) :

La contamination peut se faire par le biais du personnel soignant qui transmet les germes d’un

patient a I’autre avec ses instruments ou ses mains souillées. [12]
3.3 L’environnement :

Il est moins déterminant dans le cadre de programme de prophylaxie que les deux précédentes
origines. Il peut étre contaminé par le personnel ou par le patient. Il comprend les divers
appareillages d’assistance respiratoire et de monitorage par voie intra vasculaire, les lavabos,

les instruments (stéthoscope, tensiométre ...), les liquides et les tubulures, la nourriture et 1’air

ambiant.[12]
4. Le mode de transmission :

On peut citer cing mécanismes de transmission :
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Tableau I : Les modes de transmission des germes (Samou F.H, 2005).
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5. Les différents types des infections nosocomiales :

Les recommandations de la cinquieme conférence de consensus SFAR-SRLF sur la prévention
des infections nosocomiales en réanimation classent ces infections selon leur localisation
anatomique (SFAR et SRLF, 2009).

5.1.Les infections du site opératoire (1SO) :

Sont définies comme nosocomiales lorsqu'elles surviennent dans un délai de 30 jours apres une
intervention chirurgicale, ou dans I'année qui suit la pose d’un implant, d’une protheése ou d’un
dispositif prothétique. Elles se distinguent en infections superficielles, touchant les tissus
cutanés ou muqueux, et en infections profondes, atteignant les tissus sous-jacents ou les organes
(SFAR et SRLF, 2009).

5.2.Infections urinaires

Les infections urinaires représentent les infections nosocomiales les plus fréquentes, environ
80 % des cas étant liés a l'utilisation d'une sonde vésicale a demeure (1, 2, 3). Bien qu'elles
soient généralement associées a une morbidité plus faible que d'autres infections nosocomiales,
elles peuvent, dans certains cas, entrainer une bactériémie potentiellement mortelle. Le
diagnostic repose généralement sur des critéres microbiologiques, notamment une uro culture
quantitative positive (>10° micro-organismes/ml), avec l'isolement d'une ou deux espéces
microbiennes au maximum. Les bactéries responsables proviennent de la flore intestinale du
patient, qu'elle soit naturelle (comme Escherichia coli) ou acquise en milieu hospitalier (comme
Klebsiella multirésistantes) (G. Ducel, 2002)

5.3.Les infections respiratoires basses :(pneumonie)

Ces infections sont majoritairement liées a 1’utilisation de la ventilation mécanique. Elles
représentent une problématique majeure en réanimation, en raison de leur fréquence élevée et
de leur impact significatif sur la morbi-mortalité en unités de soins intensifs (SFAR et SRLF,
2009)

5.4.Bacteriémie : Septicémie primaire :

La septicémie résulte généralement de la dissémination systémique d'une infection locale
insuffisamment traitée, telle qu'une infection respiratoire ou urinaire, mais peut également avoir

une origine cutanée. L'utilisation de dispositifs médicaux est impliquée dans la majorité des cas
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de septicémies nosocomiales, en particulier les dispositifs intravasculaires tels que les chambres
implantables de perfusion veineuse, ainsi que les cathéters centraux ou périphériques (SFAR et
SRLF, 2009)

5.5.Les infections sur le cathéter :

Le cathéter peut étre colonisé par des bactéries selon plusieurs mécanismes : par migration le
long de la surface externe des tubulures, par contamination manuportée lors des manipulations
effectuées par le personnel médical ou paramédical, ou encore par voie hématogéne, c’est-a-
dire par la fixation de germes circulants dans le sang sur le dispositif. Les manifestations
cliniques peuvent se limiter a des signes inflammatoires au niveau du point d’insertion du
cathéter, accompagnés éventuellement d’un écoulement purulent. Toutefois, une complication
majeure est la survenue d’une bactériémie, représentant la diffusion des bactéries dans la
circulation sanguine, pouvant évoluer vers une infection systémique. Le traitement repose
généralement sur le retrait du cathéter incriminé, lorsqu’il est possible, et sur une

antibiothérapie adaptée (Stammn E, 1986)
5.6. Autres infections nosocomiales :

Les infections nosocomiales évoquées préecédemment constituent les quatre types les plus
courants et les plus significatifs sur le plan cliniqgue. Néanmoins, d'autres sites anatomiques

peuvent également étre le siege d'infections nosocomiales, tels que :

v Les lésions cutanées telles que les ulcéres, les brilures et les escarres constituent un
terrain propice a la colonisation bactérienne, ce qui peut favoriser la progression vers
une infection locale, voire une infection systémique en l'absence de prise en charge
appropriée.

v’ La gastro-entérite représente l'infection nosocomiale la plus courante chez 1’enfant, le
rotavirus étant I’agent étiologique prédominant. Chez I’adulte, notamment dans les pays
développés, Clostridium difficile constitue la principale cause de gastro-entérite
d’origine nosocomiale.

v’ Ces affections regroupent des infections fréquentes des sinus, de la sphere ORL et de
I’ceil, nécessitant une prise en charge adaptée selon 1’agent infectieux.

v' Endométrite et autres infections de I'appareil génital aprés 1’accouchement (Ducel et al,
2008)
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6. Les agents responsables des infections nosocomiales :

De nombreux agents pathogénes différents peuvent étre responsables des infections
nosocomiales. Leur nature varie en fonction des catégories de patients, du type d’établissement

de santé, ainsi que d’un établissement ou d’un pays a 1’autre.[4]

6.1 Les bactéries :
Les bactéries sont responsables d’environ 90 % des infections nosocomiales.
6.1.1. Les bacilles @ Gram négatif (BGN) :

Une grande partie de ces infections est causée par des bactéries multirésistantes aux

antibiotiques, notamment les bacilles a Gram négatif tels que :

e Lafamille des Enterobacteriaceae

e Pseudomonas aeruginosa

e Acinetobacter baumannii

e Serratia (Baba Ahmed et al.,2014 ; Vasudevan et al.,2014)

a. La famille des Enterobacteriaceae :

Ces bactéries résident principalement dans le tube digestif, surtout le c6lon, chez I’homme et

les animaux, mais elles sont aussi présentes dans 1’environnement.

Ce sont des bactéries & Gram négatif. La famille est composée d’environ 30 genres et plus de

100 espéces. Certaines sont mobiles grace a des cils, d’autres sont immobiles.

Elles sont souvent responsables d’infections urinaires, pulmonaires, de septicémies et

d’infections intra-abdominales (Baba Ahmed et al.,2014)

% Escherichia coli :
Escherichia coli est une bactérie en forme de bacille appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. Elle est aéro-anaérobie facultative, fermente le glucose et le lactose,
(Farmer et al.,2007). Produit de 1’indole, mais n’utilise pas le citrate de sodium. Elle
colonise précocement I’homme et peut provoquer principalement : des infections
urinaires (80 %), des troubles digestifs, ainsi que des méningites néonatales et des

septicémies (Jaureguy,2009).
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Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est une bactérie immobile, capsulée, a Gram négatif, fréquente
dans I’environnement et les voies respiratoires supérieures. Elle est oxydase négative,
uréase et nitrate réeductase positives, et fermente le glucose avec production de gaz. Elle
est responsable d’infections nosocomiales graves (urinaires, respiratoires, biliaires),
pouvant évoluer en septicémie séveére (Janda et al ,2006).

Serratia :

Le genre Serratia comprend huit especes, dont S. marcescens et S. liquefaciens sont les
plus fréqguemment rencontrées. Certaines souches produisent un pigment rouge appelé
prodigiosine. Il y a une vingtaine d’années, ce germe était peu connu des cliniciens,
mais il est devenu courant en milieu hospitalier en raison de sa multirésistance aux
antibiotiques.

S. marcescens est une bactérie opportuniste, responsable de nombreuses infections
nosocomiales, notamment urinaires et respiratoires. Elle peut aussi étre isolée dans le
sang ou dans des suppurations des voies biliaires. Bien qu’elle ne soit pas
entéropathogeéne, elle peut coloniser le tube digestif. La transmission se fait
principalement par les mains du personnel soignant.

S. liquefaciens est une bactérie environnementale qui peut également étre présente a
I’hopital. Les deux especes peuvent contaminer des solutions antiseptiques. Elles sont

généralement sensibles aux céphalosporines a large spectre et aux aminosides.[7]

6.1.2. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires :

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires sont des bactéries aérobies strictes, présentes dans

I’environnement (eau, sol, air). Elles n’utilisent pas la fermentation pour produire de I’énergie.

Parmi elles, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii sont des pathogenes

opportunistes fréquemment isolés en milieu hospitalier, notamment en soins intensifs (Baba
Ahmed et al.,2014).

R/
L X4

Acinetobacter baumannii :

Est un coccobacille a Gram négatif, non sporulé, immobile (mais parfois mobile par
saccades grace a des fimbriae polaires). Il appartient a la famille des Moraxellaceae et
comprend 34 especes, dont A. baumannii est la plus courante dans les infections
nosocomiales. Ce germe ubiquitaire se retrouve dans le sol, I’eau potable, les aliments

et I’environnement hospitalier. (Giamarellou et al., 2008).
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Le réservoir principal est le patient et son entourage immédiat. 1l peut coloniser la peau,
les voies respiratoires et le tube digestif, et contaminer le matériel médical.

Sur le plan biochimique, ces bactéries sont catalase (+), oxydase (-), strictement
aérobies, prototrophes et ne réduisent généralement pas les nitrates. Elles oxydent le
glucose en acide gluconique grace a un glucose déshydrogénase. Les tests LDC, ODC,
ADH, H,S, indole, béta-galactosidase et DNase sont négatifs. L hydrolyse de la gélatine
est variable. Certaines souches produisent faiblement de 1’uréase ou de la phénylalanine
désaminase.

Acinetobacter baumannii est responsable d’infections nosocomiales graves, notamment
chez les patients en réanimation : pneumonies associées a la ventilation, infections
urinaires sur sonde, infections liées aux cathéters, avec risque de septicémie (O’Shea,
2012).

Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa, aussi appelée bacille pyocyanique (ou bacille du « pus bleu
»), appartient a la famille des Pseudomonadaceae (Garrity et al. ,2005). C’est une
bactérie a Gram négatif, trées mobile, asporulée, de taille 0,5-0,8 x 1,5-3,0 um. Sa
membrane externe contient des porines variables qui influencent sa permeabilité aux
antibiotiques, et son lipopolysaccharide (LPS) est trés hétérogene.

Bactérie environnementale, P. aeruginosa peut étre un commensal du tube digestif ou
un saprophyte des milieux humides. Elle peut survivre sur des surfaces inertes humides
et méme dans certaines solutions antiseptiques mal conservées.

Elle ne fermente pas les sucres mais les utilise par voie oxydative, notamment le
glucose. Elle est oxydase positive. Son identification repose aussi sur d'autres
caractéristiques biochimiques : indole -, uréase -, TDA —, H,S -, gélatinase *, ONPG -,
nitrate-réductase *, LDC -, ODC ~ ADH * (lie, 2002).

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste majeur, responsable de nombreuses
épidémies hospitalieres, en particulier chez les patients immunodéprimés ou en soins
intensifs. (Euzéby, 2005).

6.1.3. Les Cocci a Gram positif :

Bien qu'aucune preuve directe ne le confirme, I'environnement des patients colonisés par des

bactéries a Gram positif constitue un réservoir potentiel pour la transmission croisée, ce qui

favorise les infections nosocomiales. Ces Cocci sont responsables d’environ 30 % des

infections nosocomiales. (Bouguenoun w, 2017)

10
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%+ Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus, ou staphylocoque dore, appartient a la famille des Staphylococcaceae.
Ce sont des cocci réguliéres de 0,5-1 pum, groupés en amas, immobiles et non sporulés. Ils
survivent longtemps sur des surfaces seches et résistent relativement bien a la chaleur. Leur

habitat naturel inclut les fosses nasales et les mains des personnes saines.

Ce sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives, catalase (+), oxydase (-), halophiles,
mésophiles (37 °C), capables de croitre a basses températures (6—12 °C), et neutrophiles. Leur

métabolisme est fermentatif et/ou respiratoire.

Staphylococcus aureus est un pathogéne majeur en milieu hospitalier, responsable d’infections
cutanées, muqueuses et de septicémies. Les souches résistantes a la pénicilline (SARM) sont
impliquées dans 30 a 40 % des infections nosocomiales. Ces infections sont graves en raison

de leur diversité clinigue et de la multirésistance des souches. (Bouguenoun w, 2017).
6.2 Autres micro-organismes :

Les bactéries ne sont pas les seuls microorganismes responsables des infections nosocomiales.
6.2.1 Les virus :

De nombreux virus peuvent étre a 1’origine des infections nosocomiales. Parmi les plus
concernés, on trouve les virus des hépatites B et C (transmission par transfusion, dialyse,
injections ou endoscopie), ainsi que le virus respiratoire syncytial, les rotavirus et les

entérovirus, transmis par contact main-bouche ou voie féco-orale. (G. Ducel, 2002).

D’autres virus, comme le cytomégalovirus, le VIH, le virus Ebola, les virus grippaux, de

I’herpés et de la varicelle-zona, peuvent également se transmettre en milieu hospitalier.[3]
6.2.2 Les champignons :

Les champignons pathogenes provoquent principalement des infections opportunistes chez les
patients immunodéprimés ou porteurs de dispositifs médicaux comme les cathéters. Les espéces
les plus fréeqguemment impliquées dans les infections associées aux soins (IAS) sont Candida
albicans, C. parapsilosis et C. glabrata (G. Ducel, 2002).

11
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6.2.3 Parmi les parasites

Les plus fréquemment impliqués dans les infections nosocomiales, on retrouve :

e Plasmodium, transmis lors des transfusions sanguines

e Sarcoptes scabiei, responsable de la gale

e Pneumocystis carinii, un agent opportuniste provoquant des pneumopathies
nosocomiales, notamment chez les nouveau-nes et les patients immunodéprimés (G.
Ducel, 2002).

7. Facteurs favorisant les infections nosocomiales :

7.1.Facteurs liés au patient [8] :

Age extréme : Les nourrissons prématurés et les personnes agées sont particuliérement

vulnérables aux infections nosocomiales en raison de la fragilité de leur systéme immunitaire.

Immunodépression : Les patients ayant un systéme immunitaire affaibli (ex : VIH,

chimiothérapie, greffe) sont plus a risque.

Comorbidités : Le diabéte, 1’obésité ou la dénutrition augmentent la susceptibilité aux

infections.
7.2.Facteurs liés aux soins [5] :

Dispositifs médicaux invasifs : Les cathéters, sondes et ventilateurs peuvent introduire des

bactéries.

Interventions chirurgicales : Toute intervention invasive comporte un risque accru

d’infection.

Antibiothérapie : Un mauvais usage des antibiotiques peut entrainer une résistance

bactérienne.

7.3.Facteurs liés a I'environnement hospitalier [1] :
Hygiene insuffisante : Le non-respect des régles d'hygiéne favorise la propagation des germes.
Surpopulation : Une forte densité de patients augmente le risque de contamination croisée.

Equipements mal entretenus : Des dispositifs non désinfectés ou mal stérilisés peuvent

transmettre des infections.

12
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1. Responsabilité de lutte contre les infections nosocomiales :

La prévention des infections contractées en milieu hospitalier est une priorité majeure pour tous
les établissements de santé. Elle implique I’ensemble des acteurs de la prise en charge : patients,
visiteurs, médecins, infirmiers, pharmaciens, biologistes, et personnels des services d’asepsie,

de restauration, de nettoyage et de maintenance technique.
Le succes des programmes de prévention repose sur la mise en ceuvre des principes suivants :

v' Elaborer et actualiser des directives et recommandations portant sur la surveillance, la
prévention et les bonnes pratiques en matiére de santé.

v Mettre en place un systeme national de surveillance de certaines infections et
d’évaluation de I’efficacité des mesures prises.

v" Harmoniser les programmes de formation, initiale et continue, destinés aux
professionnels de santé.

v’ Faciliter I’accés aux matériels et équipements indispensables pour garantir 1’hygiéne et
la sécurité.

v Encourager les établissements de santé a suivre les cas d’infections nosocomiales et a
restituer les données aux professionnels concernés.

v’ Désigner une autorité sanitaire officielle (ministére ou instance compétente) chargée
de superviser le programme et de planifier les activités nationales, en concertation
avec un comité national d’experts, les organisations professionnelles et les universités.
3]
2.Mesure générale de la prévention

2.1 L’antisepsie

C’est un ensemble de méthodes et de moyens visant a prévenir les infections en éliminant ou
en inhibant la croissance des micro-organismes sur les tissus vivants ou les objets inanimés, en
utilisant des procédés physiques tels que la filtration ou les rayonnements, ou des moyens
chimiques comme des substances bactéricides, virucides ou fongicides (Cronin w & Tietjen
L,1992).

13
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Tableau II : Spectre et caractéristiques des agents utilisés pour I’hygiéne des mains

(Anonyme,2001).
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Activité : (+++) Excellente ; (++) Bonne, mais n'inclut pas la totalité du spectre microbien ; (+) insuffisant, (-)

manque d'activité ou activité insuffisante.

Remarque : I’hexachlorophénone n’est pas inclus dans cette liste car elle n'est plus acceptée

comme agent d’hygiéne des mains

2.2 Asepsie
Selon le dictionnaire médical Larousse (1981), I’asepsie est définie comme 1’absence totale de
tout germe microbien ou de tout élément susceptible d’entrainer la putréfaction ou I’infection.
Cette définition est élargie par le Dictionnaire francais de médecine et de biologie
(Flammarion, 1970), qui décrit ’asepsie comme 1’ensemble des moyens visant a empécher la
contamination des objets, des substances, des organismes ou des locaux.
La mise en ceuvre de 1’asepsie nécessite un travail d’équipe coordonné et repose sur trois étapes
essentielles : la décontamination, la désinfection et la stérilisation (Cronin W & Tietjen L.1992).
2.2.1. La décontamination
Elle consiste a éliminer ou inhiber les micro-organismes indésirables, afin de réduire leur
nombre sur le matériel utilisé (Cronin W & Tietjen L, 1992).
2.2.2. La désinfection
Cette opération vise a éliminer la majorité des micro-organismes pathogenes présents sur les
instruments, sans toutefois les éradiquer completement. La désinfection de haut niveau permet
de détruire presque tous les micro-organismes, y compris les bactéries végétatives, les levures
et les virus, a I’exception de certaines spores bactériennes résistantes. Les instruments ayant
subi une désinfection de haut niveau peuvent étre utilisés en toute sécurité sur une peau lésée
ou des muqueuses intactes (Cronin W & Tietjen L, 1992)
2.2.3. Lastérilisation :
La stérilisation est un ensemble de méthodes utilisées pour tuer les micro-organismes
(bactériens, viraux ou parasitaires) (Cronin W & Tietjen L, 1992)
% Stérilisation par chaleur seche : Elle consiste a exposer les instruments a une
température comprise entre 160°C et 200°C pendant plus d'une heure. Ce type de
stérilisation est utilisé pour les instruments chirurgicaux et la verrerie, mais il est moins
efficace en raison de I'isolation de I'air et de la différence de densité entre les instruments

et les parois des contenants. (Cronin W & Tietjen L,1992).
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% Stérilisation par chaleur humide : Elle est réalisée a I'aide d'un autoclave qui utilise
de la vapeur d'eau sous pression. Ce procédé est plus efficace pour transférer la chaleur
et tuer les micro-organismes. (Cronin W & Tietjen L1992).

% Stérilisation par rayonnements ionisants :

Cette méthode consiste a exposer les micro-organismes a des rayons gamma ou a un faisceau
d’¢électrons accélérés. C’est une stérilisation a froid, sans rémanence, slre et reproductible.

- Elle permet de traiter les objets dans leur emballage final.

- Elle est utilisée pour le caoutchouc et le métal, mais présente une limite : I’irradiation peut
altérer la structure des polymeres naturels et synthétiques. (Cronin W & Tietjen L1992).

% Stérilisation Par filtration :

Utilisée pour les liquides et les gaz sensibles a la chaleur, cette méthode n’est pas totalement
fiable. C’est pourquoi il est recommandé d’ajouter un antiseptique apres filtration pour assurer
une meilleure efficacité. (Cronin W & Tietjen L,1992).

% Stérilisation Par oxyde d’éthyléne :

Ce procédé emploie un gaz toxique, trés soluble dans I’eau, qui agit a température modérée par
alkylation des macromolécules bactériennes. Il convient aux matériaux thermolabiles. En raison
de sa toxicite, des précautions strictes doivent étre respectées, notamment une période de
désorption dans une armoire ventilée a 55 °C pendant au moins 3 jours, pouvant aller jusqu’a
15 ou 30 jours pour certains matériaux comme le latex ou le caoutchouc. (Cronin W & Tietjen
L,1992).
2.3 Stockage, conditionnement et présentation du matériel

Le mateériel doit étre stocké et conditionné de maniere a éviter toute contamination, notamment
les champs, les étuis ou les boites stériles. Le lieu de stockage doit étre régulierement désinfecté.
Une bonne présentation du matériel lors de son utilisation permet de prévenir sa contamination,
ce qui est particulierement important pour les implants prothétiques. Cela constitue un
complément essentiel aux mesures de prévention. (Cronin W & Tietjen L,1992).

2.4 L’antibioprophylaxie :

Il s’agit de I’administration préventive d’un antibiotique avant toute contamination bactérienne
liée a un acte opératoire. Son but est de réduire les infections superficielles au niveau du site
opératoire. Elle concerne uniquement certaines interventions des classes | (propres) et 1l
(propres contaminées) selon la classification d’Altemeier, notamment celles a haut risque
infectieux ou dont les complications, bien que rares, peuvent étre graves.

Les interventions des classes Ill (contaminées) et IV (sales) nécessitent une antibiothérapie
curative adaptée. (Cronin W & Tietjen L,1992).
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L’antibioprophylaxie doit prendre en compte :

e La flore microbienne locale

e Le rapport colt/efficacité

e La bonne diffusion de I’antibiotique au site opératoire.
Elle doit étre courte, idéalement limitée a 24 heures, et ne jamais dépasser 48 heures. Il est
conseillé d’éviter les antibiotiques a large spectre, qui ne doivent étre qu’un complément aux
mesures de prévention. (Cronin W & Tietjen L,1992).

2.5 Principes généraux de prévention pour les hdpitaux :

2.5.1. Les batiments hospitaliers :
Doivent respecter les normes en termes de surface et d’aération. Ils doivent étre nettoyés
chaque matin et soir avec une serpilliere et des déesinfectants, sans balayage préalable. Le sol
de la salle d’opération est nettoyé aprés chaque intervention avec de 1’eau de Javel diluée, et
I’ensemble du bloc opératoire est lavé abondamment en fin de semaine. (Samou F.H, 2005).

2.5.2. Le personnel :
I1 est primordial de mettre I’accent sur la formation et I’éducation du personnel, en veillant a ce
que les régles d’hygiene et les procédures de fonctionnement des services soient rigoureusement
respectées. (Samou F.H, 2005).

2.5.3. Les dechets:
Dans les établissements hospitaliers, il est essentiel de séparer de maniere nette les circuits
propres des circuits sales. Les objets piquants ou tranchants doivent étre éliminés dans des
conteneurs spécifiques. Quant aux déchets d’activités de soins présentant un risque infectieux,
ils doivent étre collectés dans des récipients adaptés et suivre un circuit de traitement particulier,
aboutissant a leur incinération ou a leur enfouissement. (Samou F.H, 2005)

2.5.4. Le portde gants:
Le port de gants est indispensable lors de tout contact avec des liquides biologiques (comme le
sang, les urines, etc.) afin de prévenir les risques d’infection et de garantir la protection du
personnel soignant. Toutefois, il ne remplace pas le lavage des mains, qui doit étre effectué
avant et apres leur utilisation. Les gants doivent étre changés entre chaque patient et pour
chaque acte de soin. (Samou F.H, 2005)

2.5.5. Latenue professionnelle :
La tenue de travail doit étre renouvelée chaque jour et dés qu’elle est souillée. Les ongles
doivent étre courts et non vernis, les mains et poignets dégages, et les cheveux longs attachés.
Ces mesures visent a limiter la transmission des germes, car ces zones sont particulierement
propices a leur prolifération. Lors des repas, la tenue professionnelle doit étre remplacee par
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une tenue civile afin de la préserver de toute contamination et de réduire les risques de

transmission des micro-organismes qu’elle pourrait porter. (Samou F.H, 2005)

2.5.6. Le lavage des mains :

7
A X4

Lavage simple :

Il vise & prévenir la transmission manu portée des micro-organismes en éliminant la flore

transitoire.

Indications :

>

Pour le malade :
Lors des soins de confort, d’hotellerie, et d’hygiene.
A la prise de service.

Avant et apres chaque geste de soin non invasif. (Samou F.H, 2005)
Pour le soignant :
En début et fin de service.

Apres tout geste de la vie quotidienne. (Samou F.H, 2005)

Lavage antiseptique :

I1 a pour but d’éliminer la flore transitoire et de réduire la flore commensale. (Samou F.H, 2005)

Indications :

Avant un geste invasif.

Lors de techniques nécessitant un isolement aseptique ou septique (ex. : sondage
urinaire, pose de cathéter périphérique). (Samou F.H, 2005)

Mesures spécifiques de prévention :

3.1 Prévention des infections urinaires nosocomiales :

La pose d'une sonde urinaire a demeure ne doit étre réalisée qu’en cas de nécessité, avec des

précautions strictes d’asepsie, notamment :

Le port de gants stériles.

Une toilette périnéale soigneuse avec des antiseptiques bactéricides.
Précautions relatives au systéeme de drainage urinaire :

Le systeme doit rester ferme et stérile en permanence.

Tout reflux doit étre évité.

La vidange du sac collecteur doit s’effectuer par le bas uniquement.
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e Les prélévements urinaires doivent étre réalisés au niveau de la bague prévue a cet effet,
apres désinfection.
% Surveillance et entretien :
e Vérification réguliére de la sonde et du méat urinaire.
e Surveillance de la température pour détecter un éventuel décalage thermique.
e Le sac collecteur ne doit jamais étre posé au sol.
% Recommandations complémentaires :
e Encourager une hydratation abondante du patient.
e Le changement complet de la sonde et du systéme de drainage est nécessaire dans les
cas suivants :
-Ecoulement urinaire défectueux.
-Sac collecteur endommagé.
-Infection urinaire confirmée. (POPI, 2003)
3.2 Prévention des pneumonies nosocomiales :

«» Malade de réanimation :

La prévention des infections nosocomiales repose sur la maitrise rigoureuse de la

contamination liée au matériel utilisé. (POPI, 2003)
Cela implique une désinfection minutieuse et systématique des équipements médicaux tels que:

e Lescouveuses
e Lesnébuliseurs
e Les appareils de ventilation assistée

e Les systemes d’aspiration.

Par ailleurs, la mise en isolement est indispensable pour tout patient présentant une
dissémination de I’infection, afin de limiter le risque de transmission croisé€e et protéger les

autres patients ainsi que le personnel soignant. (POPI, 2003)

% Malade de chirurgie :

> En phase préopératoire :

Chez les patients atteints de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), une prise
en charge kinésithérapique respiratoire est recommandée afin d’optimiser la fonction

pulmonaire et de réduire les risques postopeératoires. (Sains B & Singleton P,1984)
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» En phase postopératoire :

La kinésithérapie respiratoire est essentielle pour prévenir I’encombrement bronchique. Elle
doit étre associée a un lever précoce du patient, permettant de favoriser la récupération de
I’autonomie respiratoire et de réduire les complications pulmonaires. (Sains B & Singleton
P,1984)

3.3 Prévention des infections des plaies opératoires :

Les infections des sites chirurgicaux sont lI'une des complications les plus courantes aprés une
intervention chirurgicale, entrainant une prolongation de I'hospitalisation et une augmentation
des colts médicaux. Afin de prévenir ces infections, des mesures spécifiques doivent étre prises

avant, pendant et apres I'opération.[6]

Avant 'opération, il est nécessaire que le patient prenne une douche avec un savon antiseptique
et désinfecte la zone chirurgicale. Pendant I'opération, il est crucial de stériliser les instruments
chirurgicaux, de limiter le nombre de personnes dans la salle d'opération et de réduire la durée

de l'intervention. [6]

Il est recommandé d'utiliser des antibiotiques peu de temps avant I'opération pour réduire les
risques. Apres la chirurgie, il est essentiel de surveiller régulierement la plaie et de s'assurer

d'une bonne hygiene, en changeant les pansements de maniere stérile. [6]

De plus, il est important de prendre en compte des facteurs individuels tels que la gestion des

maladies chroniques et I'amélioration de I'état nutritionnel du patient. [6]
3.4 Prévention des infections liées au cathéter

Les cathéters veineux centraux représentent un facteur de risque important d’infections

nosocomiales, en particulier chez les patients hospitalisés en soins intensifs ou en longue durée.

La prévention de ces infections repose sur une stratégie rigoureuse, intégrant a la fois des

mesures lors de la pose du dispositif et durant son utilisation. (Mimoz O & Rigaud M-P, 2019)

Tout d’abord, I’installation du cathéter doit &tre effectuée selon des conditions strictes
d’asepsie. Cela inclut un lavage soigneux des mains, le port de gants stériles, I’utilisation d’un
champ opératoire, et la désinfection du site d’insertion avec un antiseptique adapté, tel que la

Chlorhexidine alcoolique. Le choix du site d’insertion est également déterminant : les veines
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sous-clavieres et jugulaires sont a privilégier par rapport a la veine fémorale, qui présente un
risque plus élevé d’infection. (Mimoz O & Rigaud M-P,2019)

Ensuite, une vigilance continue est nécessaire pendant toute la durée d’utilisation du cathéter.
Les pansements doivent étre changés régulierement dans des conditions stériles, et le site
d’insertion doit étre inspecté quotidiennement afin de détecter précocement tout signe
d’infection (rougeur, chaleur locale, écoulement, etc.). Enfin, le retrait du cathéter doit étre
envisagé des qu’il n’est plus indispensable afin de minimiser les risques infectieux. (Mimoz O

& Rigaud M-P,2019)
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Chapitre 111 Matériel et Méthodes

1. Cadre d’étude :

Le but de notre travail est lI'isolement et l'identification des bactéries responsables d'une
infection nosocomiale et I'étude de la biorésistance. Ce travail a été réalisé au niveau du

laboratoire de la microbiologie de I'nopital Ibn-Zohr Guelma.
Et les prélevements ont été réalisés au niveau de :

Service de phtisiologie homme de I'hépital 1bn-Zohr.

2. Prélévement :
® Matériel de préléevement :
- Ecouvillons stériles.
- Portoir.
- Eau distillée et eau physiologique.
- Glaciere.

- Marqueurs.

Le travail a été effectué selon le Protocol présenté dans la figure suivante :
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Prélevement

¥

Environnement hospitalier

A

Surfaces _| Matériels et appareils
Lit, Drap, poignée de la porte Robinet, Masque d’O2, Tuyaux d’O2,
Taple de soin et table de nuit, Appareil de dialyse, Chaise,
Interupteur, paillasse, patiente, ... Chariot . ...
\ /

Ecouvillonnage

N

Ensemencement sur gélose
(Nutritive, Chapman, Mac-Conkey,
Cétrimide)

N

Etuvage a 37C° pendant 24248 h

Figure 1 : Protocol de travail
2.1. Prélévement a partir de air :

Nous avons exposé les boites de Pétrie contenants (Gélose Nutritive, Gélose Chapman,
Gélose Mac Conkey, et cétrimide) pendant 12h de temps a l'air ambiant de la salle. Puis les

refermer et les incuber a 37° C pendant 24h a 48h.
2.2. Prélévement a partir des surfaces séches :

A l'aide d'un écouvillon stérile préalablement humidifié avec de I'eau distillée ou de I'eau
phtysiologique stérile, nous avons frotté les surfaces seches comme : lit, drap, chariot, paillasse,
chaise roulante, poignée de la porte, main d'un patient...etc., puis les introduire dans des tubes

contenant du bouillon nutritif (Fig.2 et Tab.1llI).
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2.3. Prélévement a partir des surfaces humides :

Nous avons Frotté directement les écouvillons stériles secs sur les surfaces, puis les

introduire dans des tubes contenant du bouillon nutritif (Fig.2 et Tab I11).
Remarque :

- Les prélevements sont etiquetés (date, heure, site de prélevement, et service)

- L’utilisation des écouvillons stériles a usage unique.

Figure 2 : Exemples des sites de prélévement des surfaces hospitaliéres.

A. Masque d'oxygéne ; B. Humidificateur d'oxygéne ; C. Fauteuil roulant ; D .Le poignée ;

E .Plat de soins ; F .Lavabo ; G. Potence ; H .Oreiller
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Tableau I11 : Les sites de prélevements
glein:uétr)gz Sites de prélévement Services
(01) Potence Sale de soins de services Phtisiologie hommes
(02) Lavabo Sale de soins de services Phtisiologie hommes
(03) Plat de soins Sale de soins de services Phtisiologie hommes
(04) Bureau Sale de soins de services Phtisiologie hommes
(05) Seau a déchets Sale de soins de services Physiologie hommes
(06) Fauteuil roulant Services Phtisiologie hommes
(07) Le Poignée Services Phtisiologie hommes
(08) Le lit Services Phtisiologie hommes
(09) L’appareil d’02 Services Phtisiologie hommes
(10) Oreiller Services Phtisiologie hommes
(12) La table Services Phtisiologie hommes
(12) Le couvre-lit Services Phtisiologie hommes
(13) Disjoncteur Services Phtisiologie hommes
(14) Chariot Services Phtisiologie hommes
(15) Masque a oxygen Services Phtisiologie hommes
(16) Chaise Services Phtisiologie hommes
a7 Le mur Services Phtisiologie hommes
(18) La Terre Services Phtisiologie hommes
(19) La fenétre Services Phtisiologie hommes
(20) Trésorerie Services Phtisiologie hommes

3. Isolement et purification des bactéries :

@® Matériel d’isolement :

- Boites de Pétries.

- Bec Bunsen.

- Pipette Pasteur stérile.
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- Ecouvillons (échantillons).
- Gelose Nutritive.

- Gélose Chapman.

- Gélose Mac-Conkey

- Gelose cétrimide

- Portoir.

3.1. Isolement :

Apres I’observation macroscopique des différentes especes bactériennes, il est nécessaire

de les séparer afin de faciliter leur identification.

Nous avons prélevé une goutte du bouillon nutritif pour 1’ensemencer sur des boites de
Pétri contenant 18 ml de gélose. Cette opération se fait en utilisant la technique d’isolement par

stries a la surface de la gélose, dans le but d’obtenir des colonies bactériennes bien distinctes.
Nous avons utilisé quatre milieux
Les milieux gélosés utilisés sont :

Pour l'isolement, 1’utilisation des milieux gélosés enrichis en facteurs de croissance. lls
sont rendus sélectifs par I'ajout d'antibiotiques, ce qui permet de favoriser la croissance de

certaines bactéries tout en inhibant celle d'autres microorganismes.
1-Gélose de cétrimide :
Caractéristiques :

- Milieu proche du King A, favorise la production de pyocyanide.

- Milieu relativement pauvre.

- Acide nalixidique : inhibiteur des Gram —

- Cétrimide : inhibiteur des Grams + donc des Gram — par extension.

- Ensemencement en cadran.
Usage :

- Recherche des Pseudomonas, notamment Pseudomonas earuginosa.
Lecture :

-Incubation 24h a 37°C : Développement Pseudomonas aeruginosa et

éventuellement Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri et Pseudomonas maltophilia.
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Incubation 24h a 42°C : Developpement presque exclusif de Pseudomonas

aeruginosa.

Pyocyanine : milieu bleu

Pyoverdine : milieu jaune-vert

Indicateur de la présence de Pseudomonas.[2]
2-Gélose de Chapman :

Caractéristiques :

Permet la croissance des bactéries halophiles. [J Trés forte concentration en Na Cl

Permettant I’inhibition des Gram-

Permet I’é¢tude de I’attaque du mannitol (si baisse du pH, alors teinte jaune)
- Ensemencer richement en stries ou cadran.
Incubation : 24-48h

Usage :

- Isolement de Staphylococcus aureus.

- Numération des staphylocoques.
Lecture :

- Si Staphylococcus aureus : colonie jaunes avec halo clair. Mannitol + Les autres
colonies sont Mannitol -. Contamination possible par Enterococcus et certains
Bacillus. [2]

3-Gelose de mac Conkey :
Caractéristiques :

- Sels biliaires : inhibiteur des Gram +

- Cristal violet : inhibiteur des Gram +

- Sila bactérie fermente le lactose, le milieu devient rouge du fait de 1’acidification
du milieu.

- Ensemencement en cadran.

Incubation 18 a 24h a 37°C

Usage :

- Détermine si la bactérie fermente le lactose ou pas. Utilisé pour Shigella et Salmonella.
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Lecture :

- Lactose + : colonies rouges entourées d’un halo opaque de la méme couleur di a la
précipitation des sels biliaires.

- Lactose - : colonies jaunes ou incolores. [2]

4-Gélose nutritive :
Caractéristiques :

- Est un milieu d'isolement non-sélectif.
- L'isolement est réalisé dans le but de controler la pureté d'une souche ou de purifier
la souche bactérienne si elle est contaminée.

- Sur cette gélose nutritive on observe des colonies différentes.
Usage :

- Milieu d'isolement utilisé pour la recherche de FMAR (flore mésophyle aérobie
revivifiable). [13]

3.2. Purification des souches :

Apres la période d'incubation, ’aspect des colonies formées sur les milieux de culture
est observé. En cas de présence de plusieurs morphologies sur une méme boite, des repiquages

successifs sont réalisés sur le milieu d’isolement, dans le but d’isoler des souches homogenes.
3.2. Méthode d’inoculation :

Dans la nature, les germes existent généralement sous forme de mélanges composés de
plusieurs espéces. L’isolement consiste a séparer les différents micro-organismes présents dans

I’échantillon initial. Cette méthode peut étre utilisée dans les cas suivants :

Identifier et séparer les micro-organismes distincts présents dans un méme mélange,

comme c’est le cas pour certains prélevements.
Eliminer une contamination d’une souche ou vérifier sa pureté.
Meéthode des quadrants — Traduction précise :
La méthode des quadrants est une technique utilisée pour isoler les différentes especes

bactériennes présentes dans un mélange. L’échantillon, qu’il s’agisse d’une suspension
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bactérienne ou de créme (chantilly), est déposé pres du bord d’une boite de Petri, généralement
dans un quart de celle-ci représentant le premier quadrant. A 1’aide d’une pipette Pasteur munie
d’un embout ou d’une pipette stérile a usage unique, I’ensemencement est effectué selon les

étapes décrites dans le schéma de référence (Fig. 3). (Denis F et al, 2009)

Cette méthode permet un isolement progressif des bactéries a travers les différents
quadrants, de sorte que le dernier quadrant contient des colonies bactériennes bien isolées. Ces
colonies présentent des caractéristiques morphologiques distinctes, ce qui permet d’identifier

une espéce particuliere, un type ou méme une famille bactérienne entiére. (Denis F et al, 2009)

A partir de ces colonies isolées, on peut effectuer des tests d’identification bactérienne
ainsi que des tests de sensibilité aux antibiotiques ou aux anticorps. Dans certains cas, une sous-
culture (repiquage) peut étre nécessaire afin d’obtenir une culture pure et une quantité suffisante

de micro-organismes pour les analyses requises. (Denis F et al, 2009)

—\
/

T]I

Figure 3 : Principe et résultat de la méthode d'isolement par quadrants (Denis F et al,
2009)

A. Dépot de I’échantillon sur le milieu de culture. B. Réalisation de frappes sur la premiére moitié
du carreau (frappes vertes). C. Apres avoir tourné la boite de 90°, des lignes rouges sont tracées
a nouveau sur un cinquieme de la boite (lignes rouges). D. Le dernier quadrant est ensemencé
sans entrer en contact avec les quadrants précédents. Cette technique permet d’obtenir, dans le

dernier quadrant, des colonies isolées (schématisées en E) et pratiquement en F. (Denis F et al,
2009)
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4. ldentification :
L’identification des souches est réalisée par :
4.1. Observation macroscopique des colonies bactériennes

L'observation macroscopique constitue une étape essentielle dans I'étude des bactéries.
Elle consiste a examiner a 1'ceil nu ’aspect des colonies qui se développent sur un milieu de

culture solide.

Une colonie bactérienne est un amas visible formé par la multiplication d’une seule
cellule bactérienne. A partir de cette cellule initiale, des milliards de cellules identiques se

forment, donnant lieu a une masse perceptible a I’ceil nu.

Chaque espéce bactérienne produit des colonies ayant des caractéristiques spécifiques,

telles que :

- Lataille (grande ou petite),

- Laforme (ronde, irréguliéere, aux bords ondulés, etc.),
- Lacouleur (blanche, jaunatre, translucide, etc.),

- Laconsistance (lisse, rugueuse, muqueuse, seche...),

- Latransparence (transparente, opaque, semi-transparente).

L’observation se fait sous un éclairage naturel et artificiel, en lumiere directe et par

transparence, afin de mieux percevoir les détails morphologiques des colonies.

Cette méthode simple mais précieuse permet d’avoir une premicre idée sur 1’identité de
la bactérie avant de procéder a des examens plus approfondis comme [’observation

microscopique ou les tests biochimiques. (Grosjean M & Lacoste M,1999)
Conditions d'examen

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apreés incubation. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et de la
température de I'incubation. 1l ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de colonies bien
isolées : les colonies sont d'autant plus petites qu'elles sont rapprochées. (Grosjean M & Lacoste
M,1999)
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4.2. Observation microscopique

L'observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules d'une

espece microbienne, elle comprend :

2-1-L’examen a I'état frais (examen entre lame et lamelle des bactéries vivantes)
2-2-L'examen apres coloration (le plus souvent sur frottis séchés et fixés).
4.2.1. Examen a I'état frais

A. Principe :

L’examen a I’état frais est une technique de laboratoire utilisée pour observer les micro-
organismes vivants. En placant 1’échantillon entre une lame et une lamelle, puis en 1’observant
au microscope avec 1’objectif x40, on peut déterminer la morphologie des bactéries, leur
mobilité, ainsi que la présence éventuelle de levures, de cristaux ou de globules sanguins.
(Grosjean M & Lacoste M,1999)

B. Technique :

Cet examen s’effectue sur des échantillons liquides, tels que des produits pathologiques
ou des cultures en milieu liquide, car les mouvements bactériens sont difficilement observables

sur milieu solide.

1. Nous avons déposé une goutte de 1’échantillon sur une lame propre a I’aide d’une pipette
Pasteur ou d’une anse en platine.

2. Recouvrir la goutte avec une lamelle en évitant la formation de bulles d’air.

3. Puis, a la fin observer immédiatement 1’échantillon au microscope a l'objectif x40.
(Grosjean M & Lacoste M,1999)

Conseil pratique :

Il est essentiel d'ajuster correctement I'éclairage et de limiter le temps d'observation a un

maximum de 3 minutes, afin d’éviter le desséchement de la préparation. (Grosjean M & Lacoste
M,1999)
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4.2.2. Examen apres coloration

Coloration de Gram :

La coloration de Gram est une méthode standard permettant de différencier les bactéries
a Gram positif et Gram négatif, selon la structure de leur paroi cellulaire. Le protocole se

déroule comme suit :

Préparer un frottis a partir d’un produit pathologique ou d’une culture pure.
Appliquer le violet cristal oxalate pendant une minute, puis rincer a I’eau distillée.
Ajouter le Lugol, laisser agir une minute, puis rincer.

Effectuer la décoloration avec de 1’alcool a 95 % durant 15 a 30 secondes, puis rincer.

Appliquer la fuchsine pendant une minute, puis rincer a nouveau.

o o~ wDnhE

Sécher la lame délicatement au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen.

L’observation se fait au microscope optique, avec 1’objectif a immersion. (Grosjean M &

Lacoste M.,1999).
Remarque :

Les bactéries Gram positif apparaissent en violet foncé, tandis que les Gram négatif se
colorent en rose ou rouge. Cette technique permet également de vérifier la pureté d’une souche

avant son identification. (Grosjean M & Lacoste M,1999)
5. Test biochimiques :
L’étude de quelques tests biochimiques dont : Test Oxydase, Catalase.
5.1. Recherche de catalase (Test catalase)

Certaines bactéries ont la capacité de degrader le peroxyde d'hydrogéne (H202). En
présence d'une bactérie productrice de catalase, on observe a partir de H202 un dégagement
d'oxygeéne gazeux résultant de la réaction : H202 donne H20 + 1/2 O2 (Fig.4). (Denis F et al,
2009)
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Figure 4 : Réaction négative et positive a la catalase.
5.2. Recherche de I’oxydase (Test oxydase)

Les bactéries produisant une chaine respiratoire compléte sont enrichies en cytochrome
oxydase. La mise en évidence de cette oxydase est effectuée par la présence d'une solution
aqueuse a 1 % de chlorure de diméthyle paraphénylenediamine, qui forme un complexe violet
au contact de cette enzyme (Fig.5). Les colonies sont prélevées a l'aide d'un pasteurisateur.
(Denis F et al, 2009)

Figure 5 : Réaction d'oxydase positive

33



Chapitre 111 Matériel et Méthodes

6. Les galeries biochimiques :

Les galeries biochimiques standardisées constituent des outils indispensables en
microbiologie pour I’identification des bactéries, basées sur des réactions enzymatiques

spécifiques mises en évidence a I’aide de tests miniaturisés. (Tab. 1V)

APl 20 E : Ce systeme est congu pour reconnaitre les membres de la famille des
Enterobacteriaceae ainsi que d'autres bacilles & Gram négatif non exigeants. Il intégre 20 micro
tubes renfermant des substrats déshydratés, réactivés par 1’ajout d’une suspension bactérienne.
Ces réactions permettent de mettre en évidence les caractéristiques métaboliques propres a

chaque souche.

APl 20 NE : Adapté aux bacilles a Gram négatif non entérobactéries, ce dispositif
regroupe 8 tests conventionnels et 12 d’assimilation. Les premiers sont réalisés avec une
suspension bactérienne dans un milieu standard, tandis que les seconds s’effectuent dans un
environnement minimal, afin d’évaluer la capacité de la souche a utiliser différentes sources

nutritives.

APl Staph : Destiné a I’identification des genres Staphylococcus, Micrococcus et
Kocuria, ce systeme contient également 20 micro tubes. L’inoculation se fait a I’aide d’une
suspension préparée dans un milieu spécifique, permettant la réhydratation des substrats et la

mise en route des réactions biochimiques.

Les modifications observées lors de 1’incubation, qu’elles soient spontanées ou révélées
par des réactifs, se traduisent par des virages colorés caractéristiques. L’analyse des résultats
repose sur un tableau de lecture codifié, avec une identification finale assurée par un catalogue

analytique ou un logiciel dédié tel qu’ APl web (bio Mérieux).
Préparation de la boite d'incubation (galerie API) :

Assembler le fond et le couvercle d’une boite d’incubation, puis répartir environ 5 ml
d’eau distillée stérile dans les alvéoles a I’aide d’une pipette, afin de créer une atmospheére

humide favorable a I’incubation.

Placer délicatement la galeric API a I’intérieur de la boite d’incubation. (Guibert J et
al,1981)
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Préparation de I’'inoculum bactérien :

Ouvrir une ampoule de « Suspension Medium » ou introduire quelques millilitres d’eau

distillée stérile dans un tube a vis stérile a I’aide d’une pipette Pasteur.

A T’aide de cette méme pipette, prélever une colonie bactérienne bien isolée provenant
d’un milieu gélosé.

Homogénéiser soigneusement la colonie dans le milieu de suspension pour obtenir une

suspension bactérienne uniforme. (Guibert J et al,1981)

Préparation de Iinoculation : utilisation de la suspension bactérienne pour

I’ensemencement de la galerie API 20 E.
Répartition de I’inoculum :

- Remplir les tubes et les cupules des tests CTI, VP, GEL.

- Remplir uniquement les tubes pour les autres tests.
Création d’un milieu anaérobie :
Recouvrir les cupules des tests ADH, LCD, ODC, URE, H2S avec de I’huile de paraffine.
Incubation :

- Fermer hermétiquement la boite d’incubation.

- Incuber a une température de 35 a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Lecture des résultats :

- A Tl’aide du tableau API 20 E.

- L’identification finale est réalisée a I’aide du logiciel api web. (Guibert J et

al,1981)

35



Chapitre 111 Matériel et Méthodes

Tableau 1V : Galeries APl bio Mérieux SA et bactéries identifiables.

Nombre de tests Temps d'incubation en
Galeries API biochimiques heures Bactéries identifiées
Enterobacteriaceae et
Api 20 E 20 24 autres bacillus a Gram-
non fastidieux
Bacilles Gram- non
Api 20 NE 20 24 entérobactéries et non
fastidieux
Staphylocoques,
Api Staph 20 24 microcoques et germes
apparentés
Streptococcaceae et
Api 20 Strep 20 24 .
germs apparentes

7. Antibiogramme

L’antibiogramme est une méthode d’évaluation de 1’activité bactériostatique de plusieurs
antibiotiques (ATB) simultanément. Il permet de classer les souches bactériennes en fonction
de leur sensibilité aux antibiotiques : sensibles, intermédiaires ou résistantes. Cette approche
aide les cliniciens a identifier les molécules les plus efficaces, les mieux tolérées, les moins
génératrices de résistances et, si possible, les plus économiques pour le traitement des
infections. (Bourgoin,2016)

7.1. Principe genéral

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est généralement étudiée a 1’aide de la méthode
de diffusion en milieu solide, notamment sur gélose Mueller-Hinton (MH). Cette technique
consiste a ensemencer uniformément une suspension bactérienne sur la surface d’une gélose
MH, puis a y déposer des disques imprégnés d’antibiotiques. En fonction de la diffusion de
chaque antibiotique dans le milieu et de la formation d’un halo d’inhibition autour des disques,
on détermine le degré de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne testée (Fig.6).
(Bingen et al.,2011)
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Figure 6 : Les conseils a suivre a I’hopital

7.2. Milieu utilisé pour I’antibiogramme

La gélose Mueller-Hinton (MH) a été initialement développée comme un milieu gélosé
transparent et simple, destiné a la culture des Neisseria pathogenes ainsi qu’a la réalisation des
antibiogrammes. Pour garantir des résultats reproductibles et fiables, ce milieu doit étre versé
dans des boites de Pétri avec une épaisseur uniforme de 4 mm. De plus, la gélose doit étre
parfaitement séche avant son utilisation afin d’éviter toute diffusion excessive ou inégale des

antibiotiques.

7.3. Préparation de I’inoculum bactérien

- A partir d’une culture pure agée de 18 a 24 heures, cultivée sur un milieu d’isolement
adapté, on préleve avec une anse de platine stérile quelques colonies bien distinctes,
présentant un aspect morphologique homogeéne.

- Ces colonies sont ensuite transférées dans 5 & 10 mL de solution physiologique steérile.

- La suspension est soigneusement homogénéisée conformément aux directives.

Inoculation des milieux gélosés

- L’inoculum ainsi préparé doit étre utilisé dans un délai de 15 minutes afin de préserver
sa stabilité.
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- Un écouvillon stérile est immergé dans la suspension bactérienne, puis essoré en le
pressant contre la paroi interne du tube afin d’éliminer tout exces de liquide, ce qui
permet de prévenir une charge bactérienne excessive sur la gélose.

- L’ensemencement s’effectue ensuite en balayant la totalité de la surface du milieu en
trois passages croisés, garantissant une distribution réguliére des micro-organismes.

e Disposition des disques d’ATB

- Les disques contenant les antibiotiques sont déposés avec précision sur la surface de la
gélose séche.

- Il est recommandé de ne pas excéder sept disques par boite de Pétri de 90 mm afin
d’éviter le chevauchement des zones d’inhibition. Chaque disque doit adhérer
parfaitement a la surface.

- Une fois positionnés, ils ne doivent plus €tre déplacés afin d’assurer une diffusion

correcte de la substance active (Tab.V), (Fig.7)

Figure 7 : La disposition des disques d’antibiotiques
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Tableau V : Les antibiotiques pour chaque germe

Entérobactéries Pseudomonas Staphylocoque
-Amoxicillin. -Amoxicillin. -Rifampicine
-Fosfomycin. -Fosfomycin. -Vancomycin
-Cefalexine. -Cefalexine. -Penicillin
-Cefotaxime -Cefotaxime -Chloramphenicol.
-Ampicillin -Ampicilline -Clavulanique

-Amoxicilline+acide -Amoxicilline+acide -Fosfomycin.
clavulanique clavulanique
-Chloramphenicol. -Chloramphenicol.
7.5. Lecture :

Aprés une incubation de 24 heures a 37°C, les diametres des zones d'inhibition ont été
mesurés pour chaque souche bacterienne. Ces valeurs ont ensuite été comparées aux diametres
de référence (D) afin d’évaluer la sensibilité aux antibiotiques. Selon les résultats obtenus,

chaque bactérie a été classée dans I'une des catégories suivantes : sensible (S), intermédiaire (I)
ou résistante (R).
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Résultats et Discussion

I. Résultats

1. Résultats de I’enrichissement :

Aprées incubation pendant 24h les résultats de 'enrichissement apparaissent, un trouble a été

observé dans 19 tubes inocules sauf le tube numérol7. (Voir Fig. 8)

Figure. 8 : Résultats de l'enrichissement (présence d'un trouble dans le milieu).

2. Aspect macroscopique apreés l'isolement :

Apres isolement et purification des souches bactériennes sur les différents milieux

utilisés les principaux caractéres culturaux sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau VI : Résultats de I'isolement des différents prélévements effectués.

Milieu
. Mac-Conkey Chapman cétrimide
Préléeveme
1 type : coloni S .
'ype co.omes roses 1 type : fines colonies
1 claires de taille moyenne iaune mannitol (+) )
bombées séches. Lac (+) ]
1 type : colomes. I type = fines colonies 1 type : colonies de
2) muqueuses roses taille ) taille moyenne
Blanches mannitol (-) .
moyenne. Lac (+) Verdatres
1 type : fines colonies de
3) +4) taille petites muqueuses. ) )
Lac (-)
Colonies rondes
5) O blanchatres O
i Mannitol(-) i
6) 2 types : fines et Grosses | Colonies taille moyenne Colonies grosses

40




Chapitre IV Résultats et Discussion
colonies roses claires mannitol (+) légerement verdatres
) colonies roses foncées de Colonies Blanchatres )
taille moyenne. Lac (+) petites tailles
3 types :
1- Lac (+) rose foncé () 2 types :. I type : bombé
) Grosse taille fines colonies o K
. . légeérement verdatre
2- Lac (+) fines colonies moyennes colonies
3- Lac (-) taille moyenne
2 types : 2 types :
Colonies de taille -Moyenne taille Itype :
® L . .
moyenne -Petit taille Colonies verdatres
Lac (+) lac (-) Mannitol (+)
2 types :
(10) -grosses colonies 1 type : Fines Colonies
- colonies moyennes blanchatres ()
Lac (+)
1t : Coloni .
ype Colonies de 1 type : Fines colonies
(11) o taille moyenne erditre
i Mannitol (+) v
2 types : .
1 type : Colonies
- +
(12) Lac (), lac (+) moyennes Mannitol (+) )
(13) 1 type : Colonies grosses
mugqueuses. Lac (+) (-) (-)
2t : .
. ypes , 1 type : Colonies
Colonies bombées .
(14) . Blanches. Mannitol (-)
Colonies grosses )
Lac (-)
. 2 types :
It : Col .
1 type : Colonies bombées ype:: Co (?nles . Grosses colonies
(15) Blanches de taille trés
rose. Lac (+) etite Muqueuses
P Colonies bombées
2 : .
} types 1 type : fines colonies
(16) Colonies muqueuses Mannitol (+)
Bombée rose )
Lac (+)
7) ) ) )
2 types :
Fines colonies Itype : Colonies
(18) Colonies Muqueuses de bombées blanches de
taille moyenne (-) taille moyenne
Lac (-) + odeur
(19) () 2 types :
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Grosses colonies (-)
Colonies Muqueuses
petites blanches

20) 1 type : fines colonies 1 type : colonies
mugqueuses. Lac (-) Blanches ()

Remarque : La majorité des échantillons prélevés présentent une flore polymicrobienne.
Plusieurs types de colonies ont été¢ observés sur les trois milieux de culture. De plus, une

méme boite de Pétri peut contenir différentes colonies bactériennes.

Les figures suivantes montrent quelques aspects des colonies isolées sur les milieux de

culture.

Figure 9 : Culture sur Mac Conkey a partir de ~ Figure 10 : Culture sur Chapman a partir de
prélevement (9.10) prélevement (5.6)

Figure 11 : Culture sur cétrimide a partirde  Figure 12 : Culture sur GN a partir de
prélévement (8.9) I’échantillon (15)
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3. Résultats d'examen microscopique

Aprées la coloration différentielle de Gram, différentes formes bactériennes ont été isolées,
notamment des cocci, des bacilles ainsi que des cocco-bacilles. Les images microscopiques
ci-apres illustrent I’aspect de certaines bactéries isolées sur les milieux de culture utilisés.

(Fig.13)

ML o AP

A a\. e
. %

Figure 13 : Les différentes formes des cultures isolées.

A : Culture de Cocci Gram (+). B : Culture de bacilles Gram (-). C : Culture de

Coccobacille Gram (-).

Et voila I’ensemble des résultats sont résumé dans le Tab. VII.
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Tableau VII : Résultats de I'examen microscopique a I'état frais et aprés coloration.

Examen
Prélévement

A 1'état frais Coloration de Gram
(1) Mac Mobile Bacille (+)
(1) chp Immobile Cocci (1)
(2) chp Immobile Cocci (1)
(2) Mac Mobile Bacille (+)
(2) Cét Mobile Bacille (+)
(3)Mac Mobile Bacille (-)
(4)Mac Mobile Bacille (-)
(5)Chap Immobile Cocci (1)
(6) Mac Mobile Bacille (+)
(6) Cét Mobile Bacille (-)
(7) Chap Immobile Cocci (1)
(7) Mac Mobile Bacille (+)
(8) Cét Mobile Bacille (+)
(9) Cét Immobile Bacille (-)
(9) Mac Immobile Coccobacille (-)
(10) Mac Immobile Bacille (+)
(11) Chap Immobile Cocci (1)
(12) Mac Mobile Coccobacille (+)
(12) Chap Immobile Cocci (+)
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(13) Mac Mobile Bacille (+)
(14) Mac Mobile Bacille (+)
(15) Cét Mobile Coccobacille (+)
(16) Chap Mobile Bacille Gram (+)
(16) Mac Mobile Bacille (+)
(18) Mac Mobile Bacille (+)
(18) Mac Immobile Bacille (+)
(20) Mac Immobile Bacille (-)

4. Identification biochimique :
4.1 : Test Catalase -Oxydase

Des tests biochimiques (oxydase, catalase) ont été réalisés sur les souches isolées. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau VIII.

Les figures illustrent les caracteres positifs pour les tests de 1’oxydase et de la catalase

chez les bactéries isolées.

Catalase +

Oxydase -

Catalase -

Oxydase +

Figure 14 : Résultat de test Oxydase. Figure 15 : Résultat de test Catalase.
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Tableau VIII : Résultats des tests Catalases et Oxydases des bactéries isolées.

. Chp1-Chp2-Chp5-Chp6-
Catalase positive
Cocci Chp7-Chp11-Chp12-Chp16
Catalase négative /
Oxydase positive Mac3-Cét9-Mac20
Bacille
Oxydase négative Céto

4.2. Galerie biochimique :

Nous avons utilisé¢ trois types de galeries (voir Fig. 16/17/18). Aprés la préparation et
l'incubation des galeries, plusieurs especes de cellules bactériennes ont été identifiées par

I’utilisation d’un logiciel APT Web (Fig. 19/20)

Figure 16 : Galerie API 20NE avant et apres ~ Figure 17 : Galerie API Staph avant et aprés

incubation. incubation

Figure 18 : Galerie API 20 E avant et aprés incubation
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Figure 19 : Lecture par API Web de Serratia Figure 20 : Profil numérique de Serratia

Otra

liquefaciens liquefaciens
Les résultats sont résumés dans le tableau [X

Tableau IX : Les résultats obtenus pendant notre étude pratique.

Milieu
_ | Coloration ' Test Galerie Identification
Technique | Etat frais d’isoleme | . o
de gram biochimique utilisé biochimique
nt sélectif
Oxy | Cata
dase | Lase
‘ Cocci Gélose Staphylococcus
Chp1 Immobile . / (+) | API Staph _
Gram+ nutritive Saprophyticus
) Cocci Gélose Staphylococcus
Chp2 Immobile / (+) | API Staph
Gram+ nutritive Haemolyticus
. Bacille Gélose Ochrobactrum
Mac3 Mobile (+) / API 20NE
Gram- nutritive Anthropi
_ Cocci Gélose Staphylococcus
Chp5 Immobile - / (+) | API Staph ‘
Gram+ nutritive Haemolyticus
_ Cocci Gélose Staphylococcus
Chp6 Immobile - / (+) | API Staph ‘
Gram+ nutritive Saprophyticus
Cét6
Bacille Gélose Serratia
/ - (-) / API 20E ‘ '
Gram- nutritive Liquefaciens
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) Cocci Gélose Staphylococcus
Chp7 Immobile o / (+) | API Staph
Gram+ nutritive Lentus
_ Bacille Gélose Pseudomonas
Cét9 Mobile N (+) / API 20NE o
Gram- nutritive putidia
) Cocci Gélose Staphylococcus
Chpll Immobile / (+) | API Staph
Gram+ nutritive Haemolyticus
‘ Cocci Gélose Staphylococcus
Chpl2 Immobile / (+) | API Staph
Gram+ nutritive Saprophyticus
) Cocci Gélose Staphylococcus
Chpl6 Immobile - / (+) | API Staph ‘
Gram+ nutritive Saprophyticus
Bacille Gélose Stenotrophomonas
Mac20 Immobile () / API 20NE
Gram- nutritive Maltrophila

5. Antibiogramme :

Aprées incubation sur milieu Mueller Hinton a 37C° pendant 24h, nous avons obtenus

les résultats résumés dans le tableau suivant.

Tableau X : Résultat de 1'antibiogramme.

ntibiotique
AMC | CTX | AMP | CN FOX | RIF C | VA P
Souche
Stenotrophon?onas R R R R R / / / /
Maltrophila
.Sermti.a R I R N R / / / /
Liquefaciens
Pseudomenas R R R S R / / / /
Putidia
Ochrobactrym R R R R R / / / /
Anthropi
Staphyloco.ccus / / / / R R R S R
Saprophyticus
Staphyloco;cus / / / / R R S S R
Haemolyticus
Staphylococcus / / / / S R S R R
Lentus
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R : Résistante. S : Sensible. I : Intermédiaire (AMC): Amoxicilline acide clavulanique.
(VA) : Vancomycine. (RIF): Rifampicine. (P) : Pénicilline G. (C): Chloramphenicol
(FO):Fosfomycine. (CN) : Cefalexine. (AMP) = Ampicilline (CTX) : Céfotaxime.

Ces figures représentent les résultats des antibiogrammes réalisés au niveau du

laboratoire.

@) INFINIX S5 |32MP

@) INFINIX S5 | 32MP
O Al QUAD CAMERA

O Al QUAD CAMERA

Figure 21 : Résultat d’antibiogramme de ~ Figure 22 : Résultat d’antibiogramme de

la culture N° (7) la culture N° (3)

Figure 23 : Résultat d’antibiogramme de la culture N° (6)
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1I. Discussion :

Notre travail a pour but I’isolement et 1’identification des microorganismes responsable des
infections nosocomiales et 1’étude de leur résistance de nombreux antibiotiques choisis, et
ceci a partir de 20 prélévements effectués dans le service de phtisiologie hommes de 1’hdpital

IBN_Zohr de la Ville de GUELMA.

Les analyses Effectuées ont révélées que les échantillons étudiés contiennent fréquemment un
mélange de plusieurs micro-organismes. Au cours de notre étude, plusieurs espéces ont été
recensées au niveau des différents sites sélectionnés : Staphylococcus Saprophyticus (Potence,
Fauteuil roulant, Couvre-lit, Chaise) ; Staphylococcus Haemolyticus (Lavabo, Seau a déchets,
La table) ; Ochrobactrum Anthropi (Plat de soins) ; Serratia Liquefaciens (Fauteuil roulant) ;
Staphylococcus Lentus (Poignée) ; Pseudomonas Putidia (L’appareil d’02) ;
Stenotrophomonas Maltrophila (Trésoreries), ces résultats montrent que l’environnement
hospitalier est un réservoir de germes pathogénes susceptibles de provoquer des maladies

chez I’homme (Kramer, A., Schwebke, 1., & Kampf, G. (2006).

Les souches trouvées (Staphylococcus Saprophyticus, Serratia Liquefaciens¢, Pseudomonas
Putidia) sont en effets citées depuis longtemps par la littérature scientifique comme des
germes responsables des infections nosocomiales. Ces résultats sont on accord avec ceux cités

par (Tohme et al., en 1998et Amazian et al. en 2010).

Les résultats de I'enrichissement aprés une incubation de 24 heures sont conformes a ceux
décrits dans la littérature, montrant une turbidité marquée dans la majorité des échantillons,
indiquant une croissance bactérienne. Ces observations concordent avec les travaux de Dubois
et al. (2017), qui ont démontré qu'une durée d'enrichissement de 24 heures est suffisante pour
détecter des concentrations bactériennes méme faibles. L'absence de croissance observée dans
I'échantillon 17 pourrait étre attribuée a la présence des inhibiteurs ou a une faible charge

bactérienne, a l'instar des constatations de Smith et Brown (2015).

L'isolement sur milieux sélectifs tels que Mac-Conkey, Chapman et Cétrimide a révélé une
diversit¢ microbienne importante, traduisant une flore polymicrobienne, phénomeéne
¢galement rapport¢ par Nguyen et al. (2019) dans leurs études sur des échantillons

environnementaux.

Cette diversité est renforcée par les observations microscopiques ou différentes morphologies

bactériennes ont été identifiées, incluant bacilles et coques Gram positifs et négatifs, ce qui est
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en parfaite adéquation avec les résultats rapportés par Madigan et al. (2018) sur les

¢chantillons environnementaux complexes.

Les tests biochimiques effectués ont permis de confirmer 1’identité probable des isolats :
toutes les coques ¢étaient catalase positives, suggérant leur appartenance au genre
Staphylococcus, comme décrit par Murray et al. (2020). Par ailleurs, la mise en évidence des
bactéries oxydases positives telles que Pseudomonas Putida concorde avec les descriptions

enzymatiques proposées par Ryan et Ray (2004).

Les résultats d'identification biochimique via les galeries API ont permis de confirmer la
présence de plusieurs espéces environnementales et opportunistes telles que
Stenotrophomonas Maltrophila, Serratia Liquefaciens et Ochrobactrum Anthropi, en accord

avec les observations de Brooks et al. (2013).

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a révélé une résistance élevée aux antibiotiques
chez plusieurs isolats, en particulier chez les bacilles a Gram négatif, ce qui rejoint les
résultats de Looney et al. (2009) sur la multirésistance de Stenotrophomonas Maltrophila. En
revanche, certaines souches de Staphylococcus Saprophyticus et Staphylococcus
Haemolyticus sont demeurées sensibles a des antibiotiques comme la vancomycine, ce qui est

cohérent avec les conclusions de Kloos et Schleifer (1981).

Ces résultats soulignent I'importance de la surveillance continue de la résistance
antimicrobienne et confirment les alertes récentes de 1'Organisation Mondiale de la Santé [11]
concernant la nécessité d'une utilisation prudente et rationnelle des antibiotiques pour prévenir

la propagation des bactéries multirésistantes.
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Conclusion

Les infections nosocomiales constituent depuis toujours un fléau de santé publique et
un grand risque pour le patient, le personnel hospitalier et pour les visiteurs a cause du manque

de respect des modalités préliminaires d’hygiéne.

Notre travail est basé sur I’isolement et I’identification des bactéries responsables des
IN et I’étude du profil de la résistance de ces germes au niveau de service phtisiohomme de

I’EPH Ibn Zohr-Guelma.

Les résultats obtenus ont montré que la majorité des sites choisis sont contaminés par
des especes pathogénes telles que : Staphylococcus Saprophyticus, Ochrobactrum Anthropi,
Serratia liquefaciens, Pseudomonas putida, Stenotrophomonas maltophilia, Staphylococcus

haemolyticus, Staphylococcus Lentus.

Ces résultats ont révélé que ce service de cet hopital, est un service a haut risque. Les
souches trouvées sont en effets citées depuis longtemps par la littérature scientifique comme
des germes responsables des infections nosocomiales. Par étude des antibiogrammes, la
majorité des bactéries isolées ont montré aussi une résistance importante aux différents

antibiotiques utilisés et commercialis€s dans notre pays.

L’¢éradication complete de ces infections peut s’avérer difficile, mais la réduction
significative de leur incidence demeure un objectif réaliste et atteignable, a condition qu’il y ait
une volonté collective et une bonne coordination entre les différents acteurs. Ainsi, le
renforcement de la culture de la prévention et le respect rigoureux des mesures préventives
doivent constituer une priorité absolue pour garantir des soins de santé sirs et efficaces pour

tous les patients.
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Annexes

Matériel utilisé
Le matériel utilisé au laboratoire est le suivant :
> Appareillages :
- Autoclave
- Ecouvillons Stériles
- Etuves A 37°C
- Réfrigérateur
» Verrerie :
- Lames Et Lamelles
- Pipettes Pasteurs
- Tubes A Essai Stériles
> Autres matériels :
- anse de platine
- Bec Bunsen
- Boite De Pétrie Stériles
- Micro Pipette

- Systéme Api 20. (api 20 E, api 20 NE, api staph)



Préparation des milieux de culture

1. Gélose de cétrimide

SPEPLONE ..o 20g
-Chlorure de sodium...........cccevieeiienieeiiiereeieeeie e 3.0g
-Sulfate de potassium ...........ccecceeeviverieenieecieeieeeieenenn 10g
-Monohydrogénophsphate de potassium..................... 0.3g
-Cétrimide (bromure de tétradonium........................... 0.2¢g
-Acide nalidiXIQUE ......oovvveeerieeeiiieeeee e 0.015¢g
SAZAT-AZAT oo 12¢g

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

2. Gé¢lose de Chapman

-Peptone trypsique de caséine ...........ccoeeveeevvevreenenennnen. 10g
-Extrait de viande ..........ccoceeeiieiiiniiieeee e, lg
-Chlorure de sodium...........ccoeoveeiienieeiiieneeieeeie e 75g
“Mannitol .....oooovieeiieee s 10g
-Rouge de phénol...........cccoooviieiiie e, 0.025¢g
SAZAT-AZAT....eee ettt 15¢g

L’eau distillée g / litre
Ph = 7.6 / autoclavage 20 min a 120°C.
3. Gé¢élose de Mac Conkey
-Peptone de gélatine (bovin ou porcin) .........c.ccoeveviiiiininieenn. 17g
- Peptone de viande (bovin ou porcin) ...... ... cooceeiiiiiiiiiiiiien. 3g

- Lactose (bOVIN).......oovvviiiiiiiiiiii e eeeen . 108
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- Sels biliaire (ovin ou bovin) ...........c.ccveviiiiiins viviiiiinn. 1.5g
- Chlorure de sodium............coooiiiiiiiiiiiii i 5¢g
m A AT 13.5¢
-ROUgE NEULIE. ..ot 0.03g
- Cristal VIOI@t. . ..ot e 0.01g

L’eau distillée g / litre
Ph = 7.14+0.2/ autoclavage 20 min a 120°C.

4. Gélose nutritive

-Peptone pepsique de viande ...........cceeeevveerieenieeenneen. 5
-Extrait de viande ...........cccooviiiiiniiiiie 1
-Extrait de leVure .......c..coocoevevieniniiniinenceeeeee 2
-Chlorure de sodium ..........ccceevveneenenieneneeieneeneeeen 5
SAZAT-AGAT .ot 15

L’eau distillée g/ litre

Ph = 7.4+0.2/ autoclavage 20 min a 120°C. Pour les vibrions ajuster le pH a 8.

5. Gélose Mueller-Hinton

-Infusion de viande de boeuf ..........ccoevviiiiiiiiiii, 3.0g
-Peptone de cas€ine ..........ccceeeevieeicieeeniieeiee e 17.0g
-Amidon de MAaTs .......cccceeviieriieiieieeee e 1.5g
SAZAT-AZAT .. 17.0g

L’eau distillée g/ litre

Ph= 6.7/ autoclavage 20 min a 120°C.



6. Bouillon Nutritif

SPeptone .....oooiiiiiiii 5.0g
-Extrait de viande ...........cccooviiiiiniiienieeee e 1.0g
-Extrait de 1evure .........ccoocveiiiiiienieceeeeeen 2.0g
-Chlorure de sodium ..........cccecvveviercieenienieieeie e 5.0g

L’eau distillée g/ litre

Ph=7.4 £ 0.2 4 25 °C / autoclavage a 120° C pendant 20 min.
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Les réactifs et colorants

1. Violet de Gentiane

-Violet de gentiane ...........ccceecveevieeiienieeiieeie e lg
-Ethanol @ 90% .....ccccooeeviiiiniiiiieeeeee Iml
SPhénol .....oovieiiiie 2g
-Eau distillée .....ooeeviiiiiiii 100ml
2. Lugol

SOAE e g
-lodure de potassium .........ccceeeevieeecieeniieeiee e 2g
-Eau distillée .....ocvveeeeiiiiiieee e 100ml

3. Fuchsine

-Fuchsine basique ..........cccceeeiiiiiiniiniieceee lg
-Alcool Ethylique ........ccovveeiieiieieeeeecee e 100ml
“Phénol .....oocvviii 15¢
~Bau distillée ..o.oeeiiiiiiii 100ml

4. Réactif TDA (pour la recherche de tryptophane désaminase)
-Perchlorure de fer ........ccccevvviiiiiiiieeeee e 3.4g
-Eau distillée ......ooooeiiii 100ml

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

-Paradimethylaminobenzaldéhyde ..............ccoeeenneennn. 50g
-Alcool 150amMYlIQUE .......eeeevieeeiieeciieeeee e 75.0 ml
“HCL 37% e 25.0 ml

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

-Hydroxyde de potassium ...........cccceeveveeniriieeneeeieenne. 40g

SEQU ISTIIEE . 100ml



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

-Alpha naphtol .........cccooviiiiiiiiie e, 6g

-Ethanol

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

-Acide sulfamilique .........ccccoeviiiiiiiniiniiiee e, 08¢g
-Acide acétique SN ...t 100 ml

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

-Naphtylamine

-Acide acétique SN

Annexes






Résumé

Les infections associées aux soins de santé représentent un probleéme majeur de santé publique.
Leur origine peut étre endogene, provenant du corps du patient, ou exogene, issue de
I’environnement. L’ objectif de ce travail était d’isoler et d’identifier des bactéries a partir de 20
prélévements effectués au niveau de service (phtisiohomme) de I’EPH Ibn-Zohr de la ville de
Guelma, et évaluer leur résistance aux différents ATBs choisis. Les résultats obtenus ont montré
que la majorit¢é des especes identifies : (Staphylococcus Saprophyticus, Ochrobactrum
Anthropi, Serratia liquefaciens, Staphylococcus haemolyticus...) provoquent des infections
nosocomiales et résistance a multiple aux ATBs. Le respect des régles de I’hygiéne reste

I’unique moyen de prévenir contre I’installation de ces bactéries et permet de diminuer le risque.
Les mots clés : Infection nosocomiale, Les bactéries, Résistance, Identification, ATB, Hopital.
Abstract

Healthcare-associated infections are a major public health concern and may originate
endogenously from the patient's body or exogenously from the environment. This study aimed
to isolate and identify bacteria from 20 samples collected in the men's pulmonology department
at Ibn Zohr Hospital in the city of Guelma, and to assess their resistance to selected antibiotics.
The results showed that most of the identified species (Staphylococcus saprophyticus,
Ochrobactrum Anthropi, Serratia liquefaciens, Pseudomonas putida, and Staphylococcus
haemolyticus) cause nosocomial infections and exhibit multidrug resistance. Adhering to
hygiene protocols remains the only effective way to prevent the spread of these bacteria and

reduce the risk of infection.

Key words: Nosocomial infection, Bactéries, Resistance, Identification, ATB, Hospital.
rudlad)
el o e LIRS s jaae ) 38 5 cdalall Aaall Jlae 5508 A Ll Ale Il Aladi el (5 saal) 3
dalias (e AT &3 die 20 e Bl LSl sty Joe ) Jaall 138 Cangy, Aand) &) (g La s
A gl laliaall (e de ganal Lgia glaa Pty S ALLYL AdE Ao ) ol Adiea "dla ) - 4l u'a\‘)oy\"
Ochrobactrum ¢ Staphylococcus Saprophyticus : die s3aadll g 51 qalef o il @ jedal, 3 jliaall
daslie jelid s dvlafiul s 5% cud «Staphylococcus haemolyticus <Serratia liquefaciens <Anthropi
Dhd Qi o L Sl oda LS (e 2908 o1 ALl Bana 5l) Al 5l AUl o) 8 o) jial) ey A pall Cilaliall Baaetia
LRI

PP Voo RS Alicas caaaT cda glaa (b iy ccnladiua) g gae :1:‘3&"‘ Cilalsl)



