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Introduction

L’infection est un ensemble de modification d’un organisme provoqué par la
pénétration et le développement des microorganismes pathogénes (bactéries, virus,
champignons, et parasites) (OMS, 2010).

L’infection nosocomiale ou infection hospitaliere est définie comme toute infection
acquise a I'hopital par un patient (Kakupa et al,. 2016). Ces infections représentent le type de
complication le plus fréquent affectant les patients hospitalisés. Elles sont localisées
essentiellement au niveau du tractus urinaire, des plaies opératoires, des voies respiratoires

inférieures et du systeme circulatoire [1].

Il est dit postopératoire lorsqu’elle survient dans les suites immédiates ou lointaines
d’une intervention et qu’elle est directement en rapport avec cette derniére [2]. Les infections
du site opeératoire sont par ordre de fréquence en troisieme position (14,2%), apres les
infections urinaires (30,3%) et les pneumopathies (14,7%) (Berthé et al., 2019).

L’infection du site opératoire (ISO) est une infection incisionnelle, d’organe ou
d’espace, survenant dans les 30 jours suivant I'intervention ou dans I'année en cas de mise en
place d’un implant ou d’un matériel prothétique [3]. Dans les pays a faible revenu, les
infections du site opératoire sont une forme tres fréquente d'infection nosocomiale (Aiken et
al., 2013). Le taux mondial des infections post-césariennes est variable, il est plus élevé dans
les pays moins développés, par rapport aux pays plus développés ou il existe des services
hospitaliers avancés dans le contrdle des infections grice a la mise en ceuvre de bonnes

mesures de prévention (Zejnullahu et al., 2019).

Il existe plusieurs facteurs de risque pour le développement d'infections a
limpératrice. L'identification de ces facteurs joue un rble important dans ['établissement de

bonnes stratégies de prévention (Harzif et al., 2020).

La présente étude a pour objectif général d’isolement et I'identification des germes des
plaies postopératoires de 'hopital El HAKIM OKBI - Guelma durant la période d’étude.

Ce travail est subdivisé en deux parties :

Dans la partie théorique, nous avons proposé de restituer les connaissances actuelles

concernant les caractéristiques physiopathologiques de cette infection dans le monde.

Dans la partie pratique, nous avons isolé et identifié les bactéries responsables de ce
type d’infection dans I’hopital HAKIM EL OKBI -Guelma.
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Chapitre 01

Physiologie d’infection post
opératoire




Chapitre 1 Physiologie d’infection post opératoire

1. Pathogénese
La contamination microbienne du site opératoire est un préalable indispensable a la

survenue d’ISO. Ce risque a été¢ mis en équation selon la formule suivante :

Quantité bactérienne contaminant x Virulence de la bactérie

Risque 1SO=
Résistance du systéme immunitaire de I’hote

Il est généralement admis que le risque d'ISO est accru lorsque le site chirurgical est
contaminé par plus de 10° organismes par gramme de tissu. Dans certains cas, beaucoup
moins de microbes sont nécessaires au processus infectieux. C'est le cas lorsqu'un corps

étranger demeure sur le site chirurgical (Gabriel, 2014).

Les micro-organismes peuvent contenir ou produire des toxines ou d'autres substances
qui augmentent leur capacité a endommager les tissus de I'hote. Par exemple, de nombreuses
bactéries Gram négatif produisent des endotoxines qui stimulent la production de cytokines,
qui modulent la réponse de syndrome inflammatoire systémique pouvant parfois mener a des
défaillances  multiviscérales. L’une des plus importantes causes de défaillances
multiviscérales post-chirurgicales est I'infection intra-abdominale. Les composants de la
surface bactérienne, en particulier les polysaccharides de la capsule, peuvent inhiber la
phagocytose, une réponse immunitaire rapide et importante dans la défense contre les micro-
organismes. Certaines souches de Clostridia et de streptocoques béta hémolytiques produisent
des exotoxines qui perturbent les membranes cellulaires ou alterent le métabolisme cellulaire.
Une variété de micro-organismes, y compris des bactéries Gram-négatives, produisent du
glycocalyx et des composeés apparentés appelés "slime”, qui aide a prévenir la phagocytose et

inhibent l'absorption ou la pénétration d'agents antimicrobiens (Gabriel, 2014).

Bien que ces facteurs de virulence soient bien définis, leur relation mécaniste avec le
développement des ISO n'a pas été clairement établie (Gabriel, 2014).

2. Origine d’infection
2.1. Origine endogéne

La plupart des 1ISO sont causées par la flore du patient sur ou a proximité du site
chirurgical. Les premiers et deuxiemes organismes les plus courants, Staphylococcus aureus
et les staphylocoques a coagulase négative, résident sur la peau et les muqueuses et présentent
un risque accru de contamination du site chirurgical lors de l'incision ou de la manipulation.
Ces microbes sont inégalement répartis sur la peau selon la zone touchée. Il y a 10?2

microbes/cn? dans les zones séches et 107 microbes/cm? dans les zones humides (aisselles,



Chapitre 1 Physiologie d’infection post opératoire

plis de laine, etc.). Pour Staphylococcus aureus, les infections nasales et cutanées sont des
facteurs de risque pour le développement de NSO et peuvent quadrupler le risque d'ISO pour
le méme pathogéne par rapport aux patients non porteurs. Ce constat a conduit a formuler des
recommandations de décontamination systématique des patients porteurs bénéficiant d'une
chirurgie cardiaque. La préparation de la peau d'un patient pour la chirurgie fait désormais
partie de la vie quotidienne. Réduit la flore cutanée résidente et réduit le risque d'ISO. En
revanche, si la peau devient fortement colonisée suite a des atteintes cutanées, la flore
résidente peu persister et contaminer le site opératoire. De plus, la flore cutanée n'est pas
completement détruite par une désinfection optimale. Environ 20 % des bactéries vivent sous
la surface de la peau, le long des follicules pileux et dans les glandes sébacées. Lors d'une
intervention chirurgicale contaminée, outre le réle de la flore cutanée adjacente, la flore
intestinale, respiratoire, génitale ou urinaire peut également contaminer le site opératoire
(Gabriel, 2014).
2.2. Origine exogéne

Les sources extrinseques d'ISO comprennent le personnel chirurgical, l'environnement
de la salle d'opération (y compris lair) et les instruments, instruments et matériaux introduits

dans le champ stérile pendant la chirurgie. Ainsi, les principaux milieux de cette flore sont :

- Equipe chirurgicale : les mains et les ongles de I'équipe chirurgicale sont contaminés par
des micro-organismes, et linoculation directe pendant la chirurgie peut contaminer le site
chirurgical. Ce phénomene a conduit a [lutilisation de gants chirurgicaux stériles dans
I'hygiéne chirurgicale des mains comme barriere a la transmission microbienne et pour
réduire la charge microbienne sur la peau et les mains. En plus des mains, il a également
été démontré que les cheveux du personnel (et les propres cheveux du patient), le nez et
l'oropharynx hébergent des bactéries pathogenes telles que Staphylococcus aureus et des
bactéries Gram-négatives.

- Le matériel chirurgical : probleme de stérilisation, de contamination...

- Air : Concentration de micro-organismes en suspension dans [lair proportionnelle au
traitement de lair, a lactivitt de la piece et a la population. La flore extrinséque est
constituée principalement d'anaérobies, de bactéries Gram-positifs (Staphylocoques et
Streptocoques). La contamination fongique, qu'elle soit endogéne ou exogene, est rare et sa

pathogénicité n'est pas entierement connue (Gabriel, 2014).
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3. Micro-organismes impliqués
3.1. Bactéries

Les bacilles anaérobies a Gram positif (par exemple Clostridium) provoquent la
gangrene (OMS, 2002).

Bactérie a Gram positif : Staphylococcus aureus, une bactérie cutanée qui colonise la
peau et le nez du personnel hospitalier et des patients, provoque diverses infections des
poumons, des os, du coeur et du sang, et est souvent résistante aux antbiotiques. Les
streptocoques béta hémolytiques sont également des agents pathogenes importants (OMS,
2002).

Bactéries a Gram négatif : les entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella, Proteus,
Enterobacter, Serratia marcescens, etc.) sont des sites spécifiques (cathéter, canule, sites
d'insertion de cathéter urinaire) ou les défenses immunitaires de Ihote sont compromises et
peuvent provoquer des infections graves (infections maladies). Site opératoire, infection

pulmonaire, bactériémie, infection péritonéale). (OMS, 2002).

Les micro-organismes a Gram négatif tels que Pseudomonas sont généralement isolés
des plans d'eau et des zones humides. Ils peuvent coloniser le tractus gastro-intestinal des
patients hospitalisés (OMS, 2002).

Plusieurs autres bactéries présentent des risques hospitaliers spécifiques, par exemple
divers types de pneumonies a Legionella par inhalation d'aérosols contenant de leau
contaminée  (climatiseurs, douches, aérosols a usage thérapeutique) (sporadiques ou
endémiques) (OMS, 2002).

3.2. Virus

De nombreux virus, notamment les hépatites B et C (transfusion sanguine, dialyse,
injection, endoscopie), virus respiratoire syncytial, rotavirus, entérovirus (main-bouche,
fécoorale), provoquent des infections nosocomiales. D'autres virus tels que le
cytomégalovirus, le VIH, le virus Ebola, le virus de la grippe, le virus de I'herpés et le virus de

la varicelle peuvent également étre transmis (OMS, 2002).

3.3. Champignons et parasites
Certains parasites (comme Giardia lamblia) infectent facilement les adultes et les
enfants. De nombreux champignons et autres parasites sont des pathogénes opportunistes,

provoquant des infections avec un traitement antibiotique prolongé et une immunosuppression
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sévere (Candida albicans, Aspergillus spp., Cryptococcus neoformans, Crypto sporidium). lls

sont l'une des principales causes d'infections systémiques chez les patients immunodéprimes.

La contamination de [environnement par des bactéries en suspension dans lair telles
que les especes d'Aspergillus contenues dans la poussiere et le sol est également une
préoccupation, en particulier dans la construction d'hopitaux. La gale sarcopte (gale) est un
ectoparasite qui provoque régulierement des épidémies dans les établissements de santé
(OMS, 2002).

4. Facteurs favorisant I’infection du site opératoire

Les principaux facteurs de risque des infections du site opératoire (ISO) concernaient
autant les soignants que des patients: la longue durée d’intervention, I’environnement
hospitalier, les pratiques inadéquats, P’age, malnutrition, Pabsence de consultation prénatale,
les pathologies maternelles et le niveau d’instruction faible et les pathologies sous-jacentes
(Ngaroua et al., 2016)

Les principaux facteurs d’infection post opératoires sont classes et organisés dans le

tableau suivant :

Tableau (01) : Classification des facteurs de risque d’infection post opératoire (Ngaroua
et al., 2016 ; Bouaré, 2010).

- Site
Facteurs liées a lintervention An,estheslle
- Préparation des malades
- Durée d’mtervention
- Chirurgie propre
- Chirurgie propre contaminee
- Chirurgie contaminée

Facteurs liees aux types de la
chirurgie

- Les patients saints.

- Les patients avec atteinte systémique légére

- Les patients avec atteinte systémique sévere mais pas
trés invalidante.

- Patients avec atteinte systémique

- Patient moribond

Facteurs liées aux malades

- Hospitalisation
Facteur liées a - Locaux chirurgicale
I’environne me nt - Hygiene de sale opératoire
Condition de la ventilation du bloc opératoire.
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5. Méthodes de prévention
Grace a des etudes bien conduites, deux mesures préventives ont été identifiees qui
démontrent leur effet sur la réduction des infections des plaies : Ce sont les modalités de

préparation cutanée et I’antibioprophylaxie (Chadliet al., 2005).

Celle-ci a fait I'objet de recommandations dont i faut rappeler les principes. Elle est
indiquée dans les deux premieres classes d’Altemeier. Les antibiotiques utilisés doivent avoir
un effet aussi faible que possible sur les résistances bactériennes, étre différents de ceux
utilisés pour Tantbiothérapie curative et étre administrés dans les deux heures avant
I'incision. La rédaction du consentement écrit afficher au bloc opératoire est conditionnelle a
son respect. Deux autres series de mesures étaient aussi importantes que les précédentes, mais
leur impact était plus difficile a évaluer : il s'agissait de la prophylaxie per opératoire et de la
surveillance des 1SO. Le projet SENIC (Studyon the Efficacy of Nosocomial Infection
Control) a montré qu'un programme bien mis en ceuvre qui comprend la surveillance et la
communication des résultats aux chirurgiens peut réduire lincidence des ISO de 35 %.
D'autres études ont confirmé que cet effet de surveillance associé a un rapport co(t-bénéfice
favorable peut étre attribué a une meilleure détection des problemes d'ISO en comparant les
taux observés a différents moments dans une méme profession ou au sein d'un méme service,

ce qui conduit a lapplication de plus mesures préventives ciblées (Chadli et al., 2005).
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1. Objectif de I’étude

Nous avons fait cette étude a fin d’isoler et d’identifier les bactéries responsables des
infections postopératoires. Ce travail a été réalisé durant une période d’un mois a partir du 14
février jusqu’a 02 avril 2023.
2. Echantillonnage

L’étude que nous avons réalisée s’est porté sur des prélevements effectués a partir des
plaies chirurgicales infectées de onze (11) personnes hospitalisés présenté dans les trois
services (chirurgie genérale, medecine interne, orthopédie) de I'hopital Hakim El-Okbi de
Guelma. L’étude bactériologique des prélevements a été réalisée au niveau de laboratoire de

microbiologie de I'Universite 8 Mai 1945 Guelma.

Notre étude expérimentale était entierement basée sur la recherche et Iidentification
des bactéries. Nous n'avons pas abordé une étude des champignons et des levures, pour de

nombreuses raisons, dont la plus importante était le manque du temps.

3. Méthodes de travail

Le protocole de travail et les étapes de la recherche bactériologique et résumé dans le
schéma suivant :

Prélevement des bactéries
Hépital « Hakim EL OKBI »

:

Isolement des souches collectées ]

milieuTSE

Vs

[ Transport immédiate dans le ]

—

. » Chapman
» Macconkey
Incubation a 37° pendant 24h a > GN
48h
—= > Cétrimide
. l » Hektoen
Pétrification des colonies » SS
obtenues
. ~——
, |
Macroscopigue

Identification des colonies pures ]

U

[ La résistance aux antibiotiques ]

\ Microscopique

Recherche enzymatique

\7\7\7\%

Biochimique par les
API20

Figure 01 : Protocole expérimental suivi pour identifier les germes collectés a partir des

plaies post opératoires.
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3.1. Méthode de prélévement

Nous avons réalisé des prélevements par écouvillonnage sur la surface des plaies
postopératoires infectées d’une facon horizontale et vertical en appliquant une pression aussi
forte que possible. Ensuite I'écouvillon a ét¢ placé directement et délicatement dans son tube.
Ces prélevements ont ét¢ acheminés au laboratoire de I'universit¢ 8 Mai 1945 Guelma dans
une glaciere (@ 4°C) pour leur exploitation en respectant les bonnes pratiques de laboratoire
(Denis, 2011).

Il est nécessaire de faire une fiche accompagné contenant les éléments essentiels pour
I'interprétation des résultats :
- Nom et prénom du malade
- D’age et le sexe du patient
- Date de prélevement
- Localisation du site de prélevement
- Service dans lequel le patient est soigné

- Traitement
3.2. Isolement et purification
3.2.1.Isolement

L’ensemencement a été fait a partir des prélevements dans six milieux de culture :
Gélose nutritif, Chapman, Hektoen, Cétrimide et Mac Conkey par la méthode des quadrants
en utilisant directement les écouvillons de prélevements. Ensuite, nous avons incubé tous les

boites des milieux dans une étuve a 37°C pendant 24h.

Gélose nutritive : ce milieu de culture assure la croissance des bactéries ne présentant pas

d'exigences particulieres (Camille, 2014).

- Chapman: est utilis¢é pour Iisolement des Staphylocoques pathogénes qui donnent des
colonies jaunes par fermentation du mannitol et virage du rouge de phénol. Sa forte teneur

en chlorure de sodium inhibe la croissance de la plupart des autres especes[4].

- Hektoen: est un milieu sélectif servant a isoler et a la culture de microorganismes

entériques a Gram négatif [5].

- Cétrimide : est un milieu sélectif destiné a lisolement et au dénombrement de

Pseudomonas aeruginosa [6].
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- Macconkey : g@élose Macconkey est un milieu differentiel permettant d'orienter
ldentification des Enterobacteriaceae fermentant ou pas le lactose. Son utilisation est

recommandée pour la recherche d'Escherichia coli [7].

- SS: milieu sélectif et differentiel pour I'isolement des bacilles en particulier Salmonella et
Shigella. [8].

3.2.2.Purification

Les colonies sont ensemencées, sur les milieux a I'aide d’une pipette Pasteur selon la
méthode de strie a fin d’obtenir des colonies bien isolées. Une coloration de Gram est refaite
chaque fois pour contrbler la pureté des souches. La conservation est réalisée dans des tubes
de gélose de conservation (TSA) par piqure centrale pour une conservation a courte durée.

Les tubes sont conservés apres au réfrigérateur a 4°C (Stephen et al., 2006).

Figure 02 : Colonies pures sur le milieu Chapman et GN (PP)
3.3. lIdentification des germes isolés

L'identification de bactéries purifiées s'effectue par les étapes successives suivantes,
basées sur I'étude et la détermination d'un certain nombre de caractéristiques :
- Morphologie des bactéries et la coloration de Gram.
- Physiologie par tests catalase et oxydase, coagulase.
- Biochimie (Galerie Api 20 E, essais biochimiques) (Pasquier etal., 2017).
3.3.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
lisolement apres incubation. L’aspect des colonies dépend du milieu utilis¢, de la durée et de
la température de l'incubation.

Cette étude est basée sur I'observation des colonies directement a I'ceil nu. Elle nous
permet de décrire: la taille, I'aspect, la couleur, la consistance, le contour, la forme des

colonies (Denis etal., 2011).
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Figure 03 : Aspect macroscopique de quelques colonies dans des différents milieux de
culture bactériologiques (PP)
3.3.2. Examen microscopique
A partir des colonies pures sur les différents milieux géloses, on a réalisé des examens
microscopiques a I'état frais et apres coloration de Gram.

A. Examen a I’état frais

Il permet I'étude microscopique des bactéries vivantes, en l'absence de la coloration.
Cette méthode permet I'observation de la morphologie des bactéries et de leur mode de
regroupement ainsi sa mobilité, sa densité ou leur proportion de chaque microorganisme en

cas de meélange (Denis et al., 2007).

Mettre une goutte de l'eau distillée stérile et une colonie bactérienne entre lame et

lamelle puis I'observation microscopique se fait a grossissement x10 et x40 [9].
B. Examen microscopique apres coloration de Gram

C'est la coloration de référence en bactériologie. Elle est réalisée selon les étapes
suivantes :
- Sur frottis fixé a la chaleur.

- Recouwvrir la lame de violet de gentiane pendant une minute.

10
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- Jeter le violet de gentiane.

- Recouvrir de lugol pendant une minute puis jeter le lugol.

- Décolorer a lalcool, la lame est tenue inclinée. La durée de décoloration a lalcool est
variable selon I'épaisseur du frottis. En pratique, la durée de décoloration est suffisante
lorsque ce qui s'écoule en bas de la lame inclinée et devenu clair.

- Stopper la décoloration par un nouveau lavage a l'eau.

- Recouvrir la lame de fuchsine diluée, 30 secondes a une minute puis laver a l'eau.

- Sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur.

- Examiner a limmersion.

Les bactéries a Gram positif apparait en violet et les bactéries a Gram négatif en rose

(Denis et al., 2007).

3.3.3. Identification biochimique

A. Test catalase

La catalase est une enzyme oxydoréductase impliquée dans les mécanismes de
résistance aux bactéricides. Ce test aide a distinguer le staphylocoque du streptocoque. De
lisolement, une petite quantité de culture bactérienne a été retirée a laide d'une pipette
Pasteur ; la colonie a été mise a réagir dans une goutte de peroxyde d'hydrogene (H202) sur
une lame de verre. Une réaction positive entraine la libération de bulles d'air (oxygéne). Le
test peut étre effectué dans un tube a essai avec 0,5 ml de H20:> ; a l'aide d'une pipette Pasteur,

prélever les colonies et les introduire dans le tube a essai (Denis et al., 2007 ; Chaala, 2013).

Figure 04 : Testcatalase (résultat positif).(PP)

B. Testoxydase

Phénylene diamine oxydase communément appelée [loxydas, est une enzyme
permettant d'oxyder les dérivés méthylés du paraphényléne diamine (famille des
cytochromes). Incolore, le N diméthyl paraphénylene diamine prend une coloration rose une
fois oxyde, entre 5 & 10 secondes. L'oxydase ne doit pas étre recherchée a partir de cultures
sur des milieux contenant des glucides fermentescibles (Larpent etal., 1997).

11
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Prélever une colonie isolée et l'écraser sur le disque d’oxydase. L'apparition d'une

coloration rose sur le papier filtre atteste de la présence de l'oxydase (Larpent etal., 1997).

Figure 05 : Test oxydase(PP)

C. Teststaphylocoagulase

A Tlaide d'une pipette Pasteur, prélever une partie de chaque colonie sélectionnée et
lensemencer dans un tube de bouillon cceur-cervelle. Incuber & 37°C durant 18 a 24 heures.
0,1 ml de chaque culture sont ajoutées stérilement a 0,3 ml de plasma de lapin frais dans des
tubes steriles et incuber & 37 °C. La coagulation du plasma est examinée aprés 4 a 6 heures.
Quand le coagulum occupe plus des trois quarts du volume initialement occupé par le liquide,
la réaction a la coagulase est considérée comme positif. A titre de contrdle on ajoute 0,1 ml de
bouillon cceur-cervelle stérile a la quantité recommandée de plasma de lapin et on incube a

37°C. Pour que la réaction soit valable, le plasma du tube témoin ne devra pas montrer de
signe de coagulation durant 24h (ISO 6888, 1983 ; 1SO 1058, 1996).

Figure 06 : Teststaphylocoagulase (PP)

D. Galerie API 20 E

Le systtme API (Appareillage et Procéd¢ d’ldentification) est une version miniaturisée
et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour Tidentification des
bactéries. Elle est composé d’un nombre variable de micro-tube qui contenant des substrats
déshydratés. Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartic dans les
differentes alvéoles qui composent la micro-galerie, les métabolites produits durant la période
d’incubation se traduisent par des changements de couleur spontanés ou révélés par addition

de reactif [10].

12
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Figure 07 : Galerie API 20 E (PP)
E. Galerie APl 20 NE
APl 20 NE est un systtme standardisé pour l'identification des bacilles a Gram négatif
non entérobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) combinant huit tests conventionnels, douze tests
d'assimilation, et une base de données. La liste complete des bactéries qu'il est possible
d'identifier avec ce systeme est présente dans le tableau d'identification en fin de notice [11].

Figure 08 : Galerie API 20 NE (PP)

F. Galerie API 20 Staph
De nombreux dispositifs d’identification préts a I'emploi sont proposés et fournissent

des résultats fiables. Parmi ces systemes, la galerie Api 20 Staph permet par la mise en
évidence de vingt caractéres biochimiques classiques de difféerencier les Staphylococcus
aureus des autres especes du genre Staphylococcus. Les tests étudiés par cette galerie sont :
- Attaque de différents sucres ou polyalcools ;
- Recherche de nitrate réductase, de phosphatase, d’arginine dihydrolase et d’uréase

(Marchal et al., 2005).
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Figure 09 : Galerie API 20 Staph (PP)
G. Galerie API 20 strep
APl 20 Strep est un systétme standardisé qui combine vingt tests biochimiques
montrent une forte puissance discriminant. Il permet aux groupes ou la plupart des espéces de

Streptococcus, Entérocoques et les bactéries les plus couramment associées [12].

13
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La liste complete des bactéries identifiables, le systtme existe dans la table

d'identification a la fin de la notice [13].
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Figure 10 : API 20 Strep (PP)
4. Antibiogramme

L’antibiogramme standard est un test in vitro de sensibilit¢é d’un germe a un
ou plusieurs antibiotiques par la technique de diffusion sur milieux gélose. Il a pour but de
guider les microbiologistes dans le choix de [lantbiotique pour traiter une infection
bactérienne, d’exploitées les données pour la surveillance des résistances bactériennes aux

antibiotique [14].

En pratique, I'inoculum doit étre préparée dans de I’eau physiologique stérile a partir
d’une culture jeune et pure sur milieu d’isolement approprié Muller Hinton (MH). Elle doit
étre ajustée a l'aide d’un photométre ou par comparaison avec un étalon d’opacité (échelle de

0,5Mc Farland) [15].

- Plonger I'écouvilon dans la suspension et élimner Iexces de liquide en tournant
I’écouvillon sur les parois du tube.

- Ensemencer toute la surface du milieu (passages a orientation décalée de 60 pour la boite
est 'écouvillon).

- Déposer les disques d’antibiotiques sur la gélose (maximum 6 disques sur boite de pétri de
9cm de diametre).

- L’incubation est rapide dans les 15 minutes qui suivent le dépdt des disques (au-dela de 30
min zones d’inhibition seront faussement agrandies) aprés Iincubation sera a 37°C

pendant 16-24 heures.

Les antibiotiques utilisés ainsi que la dose de chaque antibiotique sont représentés

dans le tableau suivant :

14
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Tableau 01 : Les antibiotiques utilisés au cours de I’étude de I’antibiorésistance des

bactéries identifiées

Antibiotique  Vancomycine Cephazollin  Chloramphénicol Rifampicine  Gentamicin Pengillin Amoxycillin

Dose 30 30 30 5 10 10 25
Abréviation VA 30 CZ30 C 30 RA5 G 10 P10 AMX 25
4 i
. > .
. 7
v 7
P
== = &

Figure 11 : Antibiogramme
5. Conservation des échantillons

Nous avons conservé les isolats purs a 4°c dans des tubes de gélose nutritive inclinés
afin de placer les bactéries dans un état de vie ralentie ou momentanément suspendue (Centre

d’expertise en analyse environnementale du Québec, 2009).
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Résultats

1. Présentation de la population étudiée

Ce travail a été centré sur onze échantillons provenant de plusieurs services médicaux
de I'hopital El-Hakim OKBI de Guelma. Les prélevements sont répartis selon quatre criteres
principaux (facteurs) : le sexe des patients, I'age, I'état de santé et le service dans lequel le
patient est soigné.

1.1. Répartition selon le sexe

Les patients sont répartis selon le sexe pour savoir Tinfluence de ce facteur sur

I'apparition des infections des sites opératoires.

Tableau 02 : Répartition des patients selon le sexe.

Homme Femme Totale
Effectif 7 4 11
Pourcentage 63,63% 36,36% 100%

36,36%0

m Homme

Femme

Figure 12 : Répartition des patients selon le sexe
Selon le tableau 2 et la figure 12, nous avons enregistré sept cas de plaie
postopératoire chez les hommes, ce qui récompense 63,63 % du nombre total de cas et quatre

femmes, soit 36,36 % des cas enregistrés.
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1.2. Répartition selon I’aAge

Dans le but de savoir leffet de Pdge sur le pouvoir pathogene des bactéries des
infections post opeératoires. Nous avons réparti les patients selon ce facteur en trois tranches
d’age. Les résultats sont montrés dans le tableau et la figure suivants.

Tableau 03 : Répartition des patients selon ’age.

Moins de 20 ans Entre 20 et 40 ans Plus de 40 ans  Totale
Effectifs 0 3 8 11
Pourcentage 0% 18,18% 72,72% 100%
0%

18,18%

B Moins de 20 ans
M Entre 20 et 40
® Plus de 40 ans

Figure 13 : Répartition des patients selon I’age.

La catégorie des moins de 20 ans ne présentait aucun signe d’infection post
chirurgicale, soit 0% des cas d'exposition a l'infection. Trois patients sont agés entre [20 et 40
ans], avec un pourcentage de 18,18%. La majorité des cas (huit patients) sont des personnes
agées plus de quarante ans soit 72,72 % du nombre total de patients infectés (Tab.03, fig. 13)
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1.3. Répartition selon I’état de santé du patient

Pour connaitre l'effet du diabéte sur I'apparence d’une infection chez les patients
opérés et hospitalisés, nous avons répartis les prélevements comme suit (Tab.04 et fig.14).
Tableau 04 : Répartition du patient selon I’état de santé du patient

Patients non diabetiques Patients diabetiques  Totale
Effectifs 4 7 11

Pourcentage (%) 36,36% 63,63% 100%

= Non diabétique

Diabétique
63,63%

Figure 14 : Répartition des patients selon I’état de santé du patient.

D'aprés les résultats présentés dans le tableau et le graphique ci-dessus, quatre cas
d'infection postopératoire étaient non diabétiques, représentant 36,36 % des cas. Alors que
sept cas sont des personnes atteintes de diabéte, soit 63,63% des cas.

1.4. Répartition selon le service de préléevement

Dans le service médical de la chirurgie générale, nous avons observé quatre cas
d'infection postopératoire, ce qui correspond a 36,36% du total des cas obtenus. Nous avons
compté sept cas dans le service médical de la médecine interne, et c'était le pourcentage le

plus élevé obtenu, avec un pourcentage égal a 63,63%.

Durant la période de notre stage pratique au niveau de I'’hopital EFHakim OKBI,

aucun cas d’infections postopératoire n’est enregistré dans le service d’orthopédie (Tab. 04 et
fig. 14).
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Tableau 05 : Répartition des patients selon le service de préléevement.

Chirurgie générale

Médecine interne

Orthopédie  Totale

Effectifs 4 7 0 1
Pourcentage (%) 36,36% 63.63% 0% 100%
0%
® Chirurgie générale
63.639% M Médecine interne
) (0

¥ Orthopédie

Figure 15 : Répartition des patients selon le service de prélevement.

2. Résultats de ’isolement des bactéries

2.1. Résultats de la culture bactérienne

Les résultats de DPisolement des bactéries sur les milieux gélosés :"Chapman,

Macconkey, Gélose nutritive, Cétrimide, Hektoen, et SS", sont mentionnées dans le tableau et

suivant :
Tableau (06) : Résultat de la culture bactérienne.
Chapman | Macconkey | GN Cétrimide | Hektoen | SS
Prelevements ensemencés 11 11 11 11 11 11
Présence des colonies 9 7 10 4 4 5
Pourcentage (%) 82% 64% 91% 36% 36% 45%

Aprées 'observation des résultats on a trouvé que la plus grande occurrence de culture

bactérienne était dans les milieux GN et Chapman.
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A partir des boites qui ont montré des résultats positifs, nous avons choisi les colonies
désirées et les repiquées par méthode de strie dans des nouvelles boites afin de Vérifier la
pureté des souches. A partir des cultures pures nous avons fait notre observation
macroscopique et microscopicue.

2.2. Aspect macroscopique des colonies

Les caracteres de toutes les colonies sur leurs milieux préférentiels d'isolement ont été
distingués apres la purification par repiquage successif. Ces données sont résumées dans le
tableau suivant :

Tableau (07) : Aspect macroscopique des colonies isolées dans tous les milieux.

- Colonies luxuriantes, pigmentées, entourées d'une auréole jaune due a la
fermentation du mannitol.
- Petites colonies de couleur jaune (doré), rondes, bombées et lisses a conteur

régulier, avec un virage de couleur du milieu vers le jaune.

- Des petites colonies rose ronde entourées d’une zone rose foncé avec un virage de
couleur du milieu vers le rose grace a la dégradation du lactose.

- Des grandes colonies, lisses de couleurs jaunes, avec un centre jaune intense.

- Des colonies bombées jaunatre.

- Petites colonies de couleur jaune (doré), rondes, bombées et lisses & conteur
régulier.

- Colonies plates étalées beige avec un virage de couleur vers le bleu fluorescent.

- Des petites colonies rondes, bombées, avec un virage de couleur vers le vert le
bleu.

- Colonies de couleur jaune orangé avec précipitation biliaires autours des colonies.

- Des grandes colonies, lisses de couleurs jaunes, avec un centre jaune intense.

- Les colonies apparaissent rondes bombées, d'aspect plus ou moins mugqueux.

- Des colonies rondes avec un centre noir avec un virage de couleur du milieu vers
le rose.
- Des colonies lisses, uniformes, rondes, convexes, de couleurs grises.
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2.3. Aspect microscopique des colonies

L’examen microscopique a I’état frais et aprés coloration de Gram été fait pour toutes

les cultures pures. Les résultats obtenus sont organises dans des tableaux détaillés pour

chaque service.

2.3.1. Service de la chirurgie générale

Les résultats de l'examen microscopique des échantillons appartenant a ce service sont

répartis selon le sexe et sont présentés dans les tableaux suivants :

A. Coté homme

Tableau (08) : Aspect microscopique ettestenzymatique des colonies isolées du service

CHHA

CHHB

chirurgie générale coté homme.

Etat frais Coloration de Gram

Chapman  Cocci Cocci de couleur violette Gram (+),  Catalase (+)
Macconkey Bacille Bacille Gram négatif Oxydase (-)
Mono bacille
GN Cocci immobile  Cocci Gram positif Catalase (+)
Cétrimide  Bacille mobile Bacille Gram négatif Oxydase (+)
Macconkey Bacille Bacille Gram négatif mono bacille Oxydase (-)
GN Cocci immobile  Cocci Gram positif Catalase (+)
Hektoen Bacille Bacille Gram négatif Oxydase (-)

B. Coté femme

Tableau (09) : Aspect microscopique ettestenzymatique des colonies isolées du service

CHFA

Drainage

de la chirurgie générale coté femme.

Etat frais Coloration de Gram

Chapman Cocci en amas Cocci Gram positif en amas Catalase (+)

Macconkey  Bacille mobile Bacille Gram négatif Oxydase (-)

GN Cocci monocoque, Cocci Gram (+) monocoque et Catalase (+)
diplocoque et en petite  en petite chainette

chainette
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Cétrimide
SS
Hektoen

Chapman

GN

SS

Bacille
Bacille

Cocci

Cocci (monocoque,

diplocoque)

Cocci (monocoque,
diplocoque, courte
chainette)

Cocci (monocoque,

diplocoque)
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Bacille Gram négatif Oxydase (+)
Bacille Gram négatif Oxydase (+)
Cocci Gram (+) Catalase (-)
Cocci Gram positif Catalase (-)
(monocoque, diplocoque, petite

chainette)

Cocci Gram positif Catalase (-)

(monocoque, diplocoque, courte
chaine en 3 et 4)

Cocci Gram positif

Catalase (-)

Les résultats de l'examen microscopique des prélevements appartenant a ce service

sont répartis selon le sexe et présentés dans les tableaux10 et 11.

A. Coté homme

Tableau (10) : Aspect microscopique des colonies isolées du service de la médecine

interme coté homme.

Chapman Cocci en amas mobile
Macconkey Cocco bacille

GN Cocci mobile courte chainette
Chapman Cocci en amas mobile
Macconkey Bacille

GN Cocci en chainette mobile
Cétrimide Cocci

Hektoen Coccobacille

Chapman Cocci en chainette mobile
GN Cocci en chaine mobile
Hektoen Mono bacille

Ss Mono bacille

22

Cocci Gram positif en amas
Coccobacille Gram négatif
Cocci Gram positif

Cocci Gram (+) en amas
Bacille Gram négatif
Cocci Gram positif

Cocci Gram positif
Coccobacille Gram négatif
Cocci Gram positif

Cocci Gram positif

Bacille Gram négatif

Bacille Gram négatif

Catalase (+)
Oxydase (-)
Catalase (+)
Catalase (+)
Oxydase (+)
Catalase (+)
Catalase (+)
Catalase (+)
Catalase (+)
Catalase (+)
Oxydase (-)
Oxydase (+)
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Macconkey Cocci en amas
E GN Mono bacille
Chapman Cocci en amas
Macconkey Bacille
UEJ GN Cocci en chainette
Cétrimide Bacille
SS Bacille

B. Coté femme

Résultats et

Cocci Gram positif en amas
Bacille Gram négatif
Cocci Gram positif en amas

Bacille Gram négatif

Cocci Gram positif en chainette

Bacille Gram négatif

Bacille Gram négatif

discussion

Catalase (+)
Oxydase (-)
Catalase (+)
Oxydase (-)
Catalase (+)
Oxydase (-)
Oxydase (-)

Tableau (11) : Aspect microscopique des colonies isolées du service de la médecine

interne coté femme.

Etat frais Coloration de Gram

|/ l=~ Chapman Cocci en grappe de raisin mobile

|/ I==1 Chapman Coccien amas mobile

GN

Cocci en chainette mobile

Cocci Gram positif en amas
Cocci Gram positif en amas

Cocci Gram positif en chainette

Catalase (+)
Catalase (+)

Catalase (+)

Catalase négatif

s
: ’y.;‘/-' !

15_;:
St B

Bacille Gram négatif

’
-

-

L
".') -
e
.“
-

an

Catalase positif

Cocci Gram positifen

chainette

Oxydase négatif

amas

Cocci Gram positifen

Oxydase positif

Figure 16 : Examen microscopique (coloration de Gram ettestenzymatique) (PP)
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2.4. Résultats de identification biochimiques

2.4.1. Résultats de identification des entérobactéries

Résultats et
discussion

L’¢tude biochimique des Entérobactéries par APl 20 E nous a permis d’identifier

Escherichia coli | (figure 18), Citrobacter braakii (figure 19 et 20) et Citrobacter freundi

i(figure 21) Klebsiella pneumoniae (figure 22).

Tableau (12) : Résultats de I’identification par PAPI20E.

Galerie . e, Service, nature et numéro de
L Souches identifiées s Pourcentage
biochimique prélevement
L . Chirurgie général coté homme,
Escherichiacoli | . g g 99,7%
plaie du patient 2
. . Chirurgie  général coté femme,
Citrobacter braakii . ge 9 . 98 ,6%
" drainage du patientl
. .. Médecine interne coté homme,
< Citrobacter braakii SR ) 98,5%
- plaie diabétique du patient2
% Médecine interne coté homme
Citrobacter freundii A . ’ 99,9%
plaie diabétique du patient 5
Médecine interne coté homme
Klebsiella pneumoniae L . ’ 98,0%
P plaie diabétique du patient 3 °
- Escherichia coli I: Nous avons identifiés cette espéce bactérienne dans le service de la

Chirurgie général coté homme, plaie du patient 2, dans le milieu Hektoen.

- Citrobacter braakii : ce résultat est apparu a la chirurgie générale cotée femme, drainage

du patient 1, dans le milieu Macconkey. Et au service de la médecine interne coté homme,

plaie du patient 2 diabétique, dans le milieu Macconkey.

- Citrobacter freundii : Nous avons identifiés cette espéce bactérienne dans le service de la

médecine interne coté homme, plaie du patient 5 diabétique, dans le milieu SS.

- Klebsiella pneumoniae : Nous avons identifiés cette espece bactérienne dans le service de

la médecine interne coté homme, plaie diabétique du patient 3, dans le milieu Hektoen.

==
< x
>0 :
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i - g s -
fE jowewlwwhF L0 wioniiny
s ! < : ) <
' owre arm AncA oo ooy wes A s Toa me A vl G sl huan wo soslea gac we dasr oma
= e o e b o et war RO

Figure 17 : Profil biochimique de la souche Escherichiacoli I (pp)
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Figure 18 : Profil biochimique de la souche Citrobacter braakii (chirurgie générale coté
femme patient 1) (pp)

2) (Pp)

Figure 21 : Profil biochimique de la souche Klebsiella pneumoniae (pp)

2.4.2. Résultats des tests d’identification des Pseudomonas

Les résultats de Tidentification biochimique de Pseudomonas aeruginosa sont
présentés dans le tableau 13 et les figures 22, 23, 24.
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Tableau (13) : Résultats de I’identification par PAPI20NE.
.Ga!er.|e Souches identifiées Service, na:cu‘re etnumero de Pourcentage
biochimique prélévement
Pseudomonas aeruginosa Chirurgie  général cote  femme, 100%
drainage du patient 1
L — - -
pd Medecine interne coté homme, plaie
o o ) 100%
o diabétique du patient2
= . .
< Burkholderia cepacia Médecine interne coté homme, plaie
100%

diabétique du patient3

- Pseudomonas aeruginosa : Nous avons identifiés cette espece bactérienne dans le service

de la chirurgie général coté femme, drainage du P1, King A vert (Cétrimide).

- Burkholderia cepacia : Nous avons identifies cette espece bactérienne dans le service de

la médecine interne coté homme, plaie diabétiqgue du patient 2, milieu SS et le patient 3

diabétique également dans le SS.

Figure 24 : Profil biochimique de la souche Burkholderia cepacia souche 2 (PP)
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2.4.3.Résultats des tests d’identification de staphylocoque

Les résultats du test staphylocoagulase sont présentés dans le tableau 14 et la figure
25.
Tableau (14) : Résultat du test staphylocoagulase.

Galerie . ) 1 Test
. Service, nature et numéro de prélevement
biochimique staphylocoagulase

Chirurgie général coté femme, drainage du
) Staphylocoagulase (+)
patient 1.

Médecine interne coté homme, plaie du
) o Staphylocoagulase (+)
patientl diabétique.

API STAPH

Chirurgie général coté femme, plaie du
Staphylocoagulase (-)

patient2

Staphylocoagulase (+) Staphylocoagulase (-)

Figure 25 : Test Staphylocoagulase (PP)

Les souches de Staphylococcus ont été identifiées par 'API 20 Staph et les résultats

sont illustrés dans le tableau (15) les figures ci-dessous.
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Tableau (15) : Résultats de I’identification par ’API 20 Staph
Galerie L Service, nature et numéro de
- Souches identifiées o Pourcentage
biochimique prélevement
Chirurgie général coté Homme,
Staphylococcus aureus ] ) 97,1%
T plaie du patient 1.
[a
< Médecine interne coté homme,
™ Staphylococcus aureus ) ) o 96,6%
o plaie du patient 1 diabétique.
N
o Chirurgie général coté femme,
< Staphylococcus xylosus 93,2%

plaie du patient 2.

- Staphylococcus aureus : Nous avons identifiés cette espece bactérienne dans le service de

la chirurgie général coté homme, plaie du patient 1 dans le milieu Chapman et dans le

service de la médecine interne coté homme, plaie du patient ldiabétique, dans les milieux
Chapman et GN.

- Staphylococcus xylosus : Nous avons identifiés cette espéce bactérienne dans le service de

la chirurgie général coté femme, plaie du patient 2 dans le milieu Chapman.

Figure 26 : Profil biochimique de la souche Staphylococcus aureus (chirurgie générale
coté homme patient 1).
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Figure 28 : Profil biochimique de la souche Staphylococcus xylosus (PP)
2.4.4. Résultats d’identification des souches de streptocoques

En raison de l'absence des reactifs, les résultats de la galerie de APl a 20 Strep n'ont
pas été terminés.

3. Résultats de I’antibiogramme

Aprés lidentification de bactéries isolées, nous avons réalis¢ un antibiogramme pour
essayer de connaitre la sensibilité et la résistance de chaque bactérie aux antibiotiques, et pour
cela nous avons utilisé sept antibactériens qui sont disponibles au niveau de ['université
(Vancomycine30, Rifampicine 5, Pénicilline 10, Gentamicine 10, Chloramphénicol 30,
Amoxicilline 25 et Cephazollin 30). Nous avons classé les bactéries par famille et organisé les
résultats dans des tableaux spécifiques.

Pour la lecture des sensibilités des bactéries nous avons utilisé un logiciel spécial
existe au niveau de I'hdpital « IBN ZOHR » appelé WHONET 5.3.

3.1. Les entérobactéries

Les résultats de l'antibiogramme des entérobactéries sont présentés dans les tableaux :
Escherichia coli (tableau 16), Citrobacter braakii (tableau 17), Citrobacter braakii (tableau
18), Citrobacter freundii (tableau 19) et Klebsiella pneumoniae (tableau 20).

3.1.1. Escherichiacoli

Le tableau ci-aprés et le graphe (19) présentent les résultats de I'antibiogramme pour
Escherichia coli :

Tableau (16) : Résultats de ’antibiogramme d’Escherichia coli.

Antibiotiques VA30 |RA5|P10 |Gen10 [C30 [ Amx 25 | Cz30
Escherichia | Diamétres 6 22 6 38 21 24 18
coli Categorie Clinique R S R S S S R
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= Résistance
42,86% Sensibilité

Figure (29) : Résultat de I’antibiogramme d’Escherichia coli.

Selon les résultats présentés dans le tableau 15 et la figure 19 nous avons pu constater
qu’Escherichia coli est sensible aux antibactériens suivants : RA5, Gen 10, C 30, Amx 25 soit
42,86% des antibiotiques testés. Elle présente une résistance naturelle aux autres antibiotiques
: VA 30, P 10soit 28,57 % et une résistance acquise au Cz 30 soit 14,29 % des antibiotiques
testés (Logiciel WHONET 5.3 EPH IBN ZOHR Guelma (2014)).

3.1.2. Citrobacter braakii
Le tableau 17 et 18et le graphe (20) présentent les résultats de I’antibiogramme pour
Citrobacter braakii identifiée :
Tableau (17) : Résultats de I’antibiogramme du Citrobacter braakii (souche 1).

Antibiotiq ues VA30 | RA5 [ P10 | Gen 10 | C30 | Amx 25 | Cz 30
Citrobacter | Diametres 6 6 6 12 18 6 6
braakii Catégorie Clinique | R R R R S R R
Tableau (18) : Résultats de I’antibiogramme du Citrobacter braakii (souche 2).
Antibiotiques VA30 | RA5 | P10 [ Gen10 [C30 | Amx 25 | Cz30
Citrobacter | Diametres 6 6 12 20 6 6
braakii Catégorie Clinique | R R R R S R R
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Figure (30) : Résultats de I’antibiogramme du Citrobacter braakii.

D’aprés les tableaux (17 et 18) de Citrobacter braakii nous avons trouvé que cette
bactérie est sensible seulement a un antibactérien C30 et résistante a tous les autres
antibiotiques soit un taux de résistance naturelle égale a 85,71%.

3.1.3. Citrobacter freundii

Le tableau 18 et 17 et le graphe (31) présentent les résultats de I’antibiogramme pour
Citrobacter freundii identifiée :

Tableau (19) : Résultats de ’antibiogramme du Citrobacter freundii

Antibiotiques VA30 |RA5 [P10 | Gen10 |[C30 | Amx 25 | Cz30
Citrobacter | Diamétres 6 6 6 28 6 6 6
freundii Catégorie Clinique R R R S R R R
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Figure (31) : Résultats de I’antibiogramme du Citrobacter Freundii.

A travers les résultats du Tableau 18 et du graphe 21, nous avons remarqué que cette

bactérie Citrobacter Freundii est résistante a chacun des antibiotiques suivants : V 30, RA 5,
P 10, C 30, Amx 25, et Cz 30. Et elle a une sensibilit¢ a un seul ATB qui est le Gen 10.

3.1.4. Klebsiella pneumoniae

Le Tableau 19 et graphe 32 présentent les résultats de I'antibiogramme pour Klebsiella

pneumoniae identifiée :

Tableau (20) : Résultats de I’antibiogramme du Klebsiella pneumoniae

Antibiotiques VA30 | RA5| P10| Gen10 | C30 | Amx 25 | Cz30
Klebsiella Diametres 9 10 8 10 23 12
pneumoniae | Catégorie Clinique R R R R S I R
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Figure (32) : Résultats de ’antibiogramme du Klebsiella pneumoniae.

Les résultats du tableau 19 et du document 22 ont permis d'observer ce qui Suit.
Klebsiella pneumoniae est un type de bactérie sensible au C30 et résistante a cingq types
d'antibiotiques : VA 30, RA 5, P 10, Gen 10, Cz 30. Elle a une réaction intermédiaire a

IAmx 25.

3.2. Les Pseudomonas

3.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Les résultats de I'antibiogramme des Pseudomonas sont organisés dans les tableaux 21

22 et 23 (Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia et Burkholderia cepacia).

Tableau (21) : Résultats de I’antibiogramme du Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotiques VA30 |RA5 | P10 [Gen10 | C30 | Amx 25 | Cz30
Pseudomonas | Diamétres 15 6 6 23 6 6 6
aeruginosa Catégorie Clinique R R R S R R R
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Figure (33) : Résultats de I’antibiogramme du Pseudomonas aeruginosa.

D'aprés les résultats présentés dans le tableau et le graphe ci-dessus, nous constatons

que ces bactéries ont une sensibilité a la Gen 10 uniquement soit 14,29% et elle est résistante

a 85,71 % des antibiotiques testés. Une résistance naturelle aux VA 15, Gen 10, C 30, Amx
25, Cz 30 est une résistance acquise au RA5 (Logiciel WHONET 5.3 EPH IBN ZOHR
Guelma (2014)).

3.2.2. Burkholderia cepacia

Les tableaux 22 et 23 et le graphe (23) présentent les résultats de I’antibiogramme

pour Burkholderia cepacia identifiée :

Tableau (22) : Résultats de I’antibiogramme du Burkholderia cepacia.

Antibiotiques VA30 |RA5 | P10|Gen10 |[C30| Amx 25 | Cz30
Burkholderia | Diametres 17 6 6 25 6 6 6
cepacia Catégorie Clinique I R R S R R R
Tableau (23) : Résultats de I’antibiogramme du Burkholderia cepacia.
Antibiotiques VA30 |RA5 [P10 |Gen10 |C30| Amx 25 | Cz 30
Burkholderia | Diametres 15 6 22 6 6
cepacia Catégorie Clinique I R R S R R R
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Figure (34) : Résultats de ’antibiogramme du Burkholderia cepacia.
Selon les résultats présentés ci-dessus, nous avons constaté que Burkholderia cepacia
a une sensibilitt au Gen 10 soit 14,29% des antibiotiques testés. Elle présente une résistance
intermédiaire au VA 30, et une résistance aux cing antibiotiques RA5, P 10, C 30, Amx 25 et
Cz 30 soit 71,42 des antibiotiques testés. Cette résistance est naturelle d’aprés le Logiciel
WHONET 5.3 EPH IBN ZOHR Guelma (2014).

3.3. Les staphylocoques

Nous décrivons les résultats de [lantibiogramme pour les Staphylococcus comme suit :
Staphylococcus aureus (Tableau24 et 25, ainsi que le graphe 35) et Staphylococcus xylosus
(Tableau 26 et le graphe 36).

3.3.1. Staphylococcus aureus

Les résultats de Tlantibiogramme de Staphylococcus aureus sont présentés dans les

deux tableaux et le graphe suivants :

Tableau (24) : Résultats de ’antibiogramme du Staphylococcus aureus.

Antibiotiques VA30 |RA5|P10 | Gen10 [C30 | Amx 25 | Cz30
Staphylococcus | Diamétres 6 12 6 25 9 19 25
aureus Catégorie Clinique R R R S R S S
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Tableau (25) : Résultats de I’antibiogramme du Staphylococcus aureus.

Antibiotiques VA30 [RA5|P10 [Gen10 [C30 |Amx 25 | Cz30
Staphylococcus | Diamétres 7 10 6 24 25 9 23
aureus Catégorie Clinique R R R S S R S
Staphylococcus aureus
42 .86 % u Résitance
Sensibilité

Figure (35) : Résultats de I’antibiogramme du Staphylococcus aureus.

Pour les résultats du Staphylococcus aureus mentionnées dans le tableau et la figure

ci-dessus on observe que cette bactérie est sensible au Gen 10, C 30 et Cz 30 soit 42,86 % des
antibiotiques testés. Elle est résistante aux VA 30, RA5, P 10, Amx 25soit 57,14 % des
antibiotiques testés.

3.3.2. Staphylococcus xylosus

Les résultats de Ilantibiogramme de Staphylococcus xylosus sont présentés dans le

tableau et la figure suivants :
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Tableau (26) : Résultats de ’antibiogramme du Staphylococcus xylosus.

Antibiotiques VA30 [RA5 (P10 |[Gen10 |[C30 | Amx 25 | Cz30
Staphylococcus | Diamétre 6 14 6 28 9 17 22
xylosus Catégorie clinique R I R S R I I

Staphylococcus xyloses

14,29%

= Résistance
Sensibilité

= Intermidiére

Figure (36) : Résultats de I’antibiogramme du Staphylococcus xylosus.

Pour les résultats du Staphylococcus xylosus mentionnées dans le tableau et la figure

ci-dessus on observe que cette bactérie est sensible au Gen 10 soit 14,29% des antibiotiques

testés, et présente une résistance intermédiaire au Amx 25, Cz 30 et RA 5 soit 42,86% des
antibiotiques. Elle est résistante aux VA 30, P 10, C 30 soit 42,86% des antibiotiques testes.

37




Chapitre 03 Résultats et
discussion

Discussion

Nous avons mené cette étude pour isoler et identifier les bactéries responsables
d'infections postopératoires. Nous avons ainsi analysé les résultats obtenus a partir de Onze
échantillons. Les travaux ont été réalisés sur une période de plus de deux mois, soit du 14
février au 18 avril 2023.

L’infection de site opeératoire est une infection nosocomiale survenant suite a une
intervention chirurgicale. Les principaux facteurs de risques impliqués sont I’environnement
pré-/per- et postopératoire du malade ainsi que de Péquipe soignante, les défenses

immunitaires de I'hdte et surtout le niveau de propreté de I'acte chirurgical (Ludovic, 2017).

A la lumiere des résultats, on a constaté que les infections chirurgicales chez les
hommes sont plus fréquentes que chez les femmes. Par conséquent le facteur sexe joue un
rOle important dans ce type d’infection. Ces conclusions sont confirmées par les travaux
réalisés par Niangaly, El Hadj Laya en 2023 (Niangaly et El-Hadj Laya, 2023). Cette
prédominance masculine pourrait s’expliquer par le fait que les hommes sont moins regardants en
matiere d’hygiéne. En outre, a ’age adulte, le nombre des granulocytes circulants est plus élevé chez
la femme que chez 'lhomme. Ainsi la plupart des maladies infectieuses sont plus fréquentes et parfois
plus graves chez '’homme. Cette vulnérabilité s’explique surtout par une meilleure immunité humorale
chez la femme (Baxteretal., 1993). Ces différences de I'immunité humorale existent dés la naissance

et sont renforcées apres la puberté par les cestrogénes.

Les résultats ont montré que I'dge joue un rdle essentiel dans I'apparition d’infection
post opératoire, plus que le patient est agé plus le risque d’infection est élevé (Niangaly et El-
Hadj Laya, 2023).Ces résultats sont similaires a ceux de Bagayoko (2009), de Diakite
(1996) et de ePilly (1984). Cette prévalence chez les sujets agés peut étre expliquée par de
nombreux facteurs plus ou moins intriqués, anatomiques, fonctionnels ou immunologiques
(Lobel et al., 2003).

Le service médical de la médecine interne présente le pourcentage le plus élevé des
ISO avec un pourcentage de 64% des cas, suivi par le service médical de la chirurgie générale

avec 36 % du total des cas enregistrés.

Tandis que dans le service d’orthopédie, aucun cas d’infections postopératoire n’est
enregistre.  Selon maitre et ces collaboratoire, les infections nosocomiales sont relativement

rares en orthopédie comparée aux autres disciplines chirurgicales (Maitre et al., 2012).
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L’infection postopératoire constitue un défi majeur aprés toute intervention
chirurgicale surtout dans les pays en voie de développement ou I'hygiene et la discipline du
bloc opératoire font trés souvent défaut [2]. La détersion consiste a éliminer tous les corps
étrangers et les résidus tissulaires qui empéchent le tissu conjonctif de bourgeonner. Elle est
effectuée par certaines cellules spécialisées riches en enzymes protéolytiques et par les
germes saprophytes. Donc Tinfection peut survenir d’emblée surtout chez le diabétique
(Amadou, 2008).

Cette infection peut survenir au cours ou apres I'hospitalisation. Lorsqu’elle n’est pas
responsable de déceés, elle prolonge les soins, I'hospitalisation et majore le colt de
I'intervention la plus simple (Dellamonica et al., 1982). Les infections postopératoires
occupent une place de premier ordre dans les complications postopératoires. Leur fréquence

¢levée s’explique par plusieurs raisons :

L’madaptation des blocs opératoires et du matériel chirurgical.

La nécessit¢ de pose de matériels étrangers (drains, sonde, etc. ...)

— Les difficultés d’assurer une asepsie et une antisepsie rigoureuse.

L’inefficacit¢ de Tantibioprophylaxie par lapparition de germes multi-résistants (Diakite,
1996).

Nos résultats montrent que, plus de 63% des cas sont des diabétiques, tandis que 36%

sont des patients qui ne souffrant pas de diabéte.

Le diabete qui par le biais de I’hyperglycémie entraine une anomalie du contenu
vasculaire (augmentation de la coagulabilit¢ et donc formation de thromboses vasculaires)
provoquant des troubles artériels. Ces pathologies peuvent entrainer une réduction du flux
sanguin par conséquent diminuent I'apport d’oxygéne et des ¢léments nutritifs retardant alors
la cicatrisation de la plaie opératoire (Berthé, 2008). Provoquant également des troubles
veineux qui favorisent la réaction inflammatoire, I’cedéme, I'accumulation de déchets
métaboliques a cause de la réduction du flux sanguin de retour ces facteurs influencent le
processus de cicatrisation. Le diabéte responsable sur des troubles capillaires, ce sont les
causes essentielles qui entrainent des conséquences trophiques empéchant alors le
développement normal des tissus. Le développement normal tissulaire qui résulte de ces

troubles capillaires blogue ou retarde de la cicatrisation (Berthé, 2008).
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Il ressort de tout cela que le diabéte induit 'apparition de retard de cicatrisation avec
surinfection, atonie. Ces conséquences sont liees aux manifestations artério capillaires
neurologiques du diabétique. Ceci impose alors un équilibre préalable du taux de glycémie

avant d’envisager toute intervention chirurgicale (Berthe, 2008).

Les microorganismes isolés et identifiées durant cette étude sont: Staphylococcus
aureus qui est la bactérie la plus souvent isolee lors d'ISO, suivie par les Staphylocoques a
coagulase négative (Staphylococcus xylosus), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter braakii et Citrobacter freundii, Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa,

et les streptocoques.

Le pathogeéne responsable d’ISO provient de la flore endogéne du patient et
notamment de la peau. Dans cette situation, les micro-organismes les plus fréquemment isolés
sont les Staphylococcus aureus, les Staphylocoques coagulase négative, commensaux de la
peau. Cependant, I'épidémiologie microbiologique des ISO dépend principalement du type de
chirurgie et du site anatomique abordé (Gabriel, 2014). Bien qu’étant commensal, S. aureus
est également responsable d’un grand nombre d’infections chez I'homme, il reste le germe
numéro 1 dans tous les sites opératoires, en dehors de la chirurgie abdominale ou les
batonnets Gram négatifs prévalent (Misteli et al., 2011 ; Sievert et al., 2013). 1l posséde de
nombreux facteurs de virulence et de pathogénicité (facteurs d’adhésion, toxines, enzymes) et

exerce son pouvoir pathogeéne par la libération d’une ou de plusieurs toxines.

La majorit¢ des souches d’E. coli sont commensales, certaines d’entre elles sont
associées a des pathologies intestinales (Montet, 2009) ou extra-intestinales tres diverses chez
I’homme. Elles sont responsables de différents types d’infections tels que les infections des
plaies notamment des cicatrices chirurgicales. Comme la plupart des pathogénes des
muqueuses, les souches d’E. coli pathogénes utilisent une stratégie d’infection dont les points
clés sont la colonisation de muqueuses, ¢éventuellement [I'invasion des cellules, la

multiplication, I'évasion des défenses de I'hdte et les dommages a I’hote (Bergey, 2010).

K. pneumoniae est a la fois une bactérie commensale de l'organisme, et un agent
pathogene responsable d'infections variées (Lau, 2008). La transmission des souches de K.
pneumoniae se fait par voie manuportée. Pour des raisons encore imparfaitement élucidées,
ces infections communautaires sont plus fréquentes et plus graves ou une virulence supérieure
des souches est démontrée (Baudrand et al., 2009). K. pneumoniae est essentiellement

responsable des infections méningées post-chirurgicale.
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Citrobacter spp. est un bacille gram-négatif de la famille des de la famille des
Enterobacteriaceae et peut étre isolé a partir de divers échantillons cliniques : expectorations,
aspiration trachéale, sang, pus, urine et la surface des cathéters. Il peut donc étre a l'origine de
divers types d'infections des voies urinaires, du systéme respiratoire ou du sang (Mohanty et
al., 2007). Jusqua présent, les infections & Citrobacter spp. sont relativement rares
rencontrées principalement dans les unités de soins intensifs. Malheureusement, au cours des
dernieres années, une tendance a la hausse a été observée pour les infections a Citrobacter
spp. des isolats de Citrobacter freundii dans les infections hospitalieres (Rezaei et al., 2016).
Le pourcentage de cas mortels parmi les personnes infectées dans les hopitaux est d'environ
6,8 %, mais ce pourcentage peut mais il peut atteindre 17,8 a 56 % si le patient développe une
bactériémie (Mohanty et al., 2007). Aujourd'hui, les infections a Citrobacter spp. Nécessitent
une hospitalisation plus longue et des frais d'hospitalisation plus élevés en raison de la
résistance bactérienne aux médicaments (Lee etal., 2015, Zhang et al., 2008).

P. aeruginosa est un agent pathogéne opportuniste qui envahit souvent le tissu de leur
hote et cause une infection et une bactériémie chez les hétes immunodéprimés (Liu et

Mercer, 1963). P. aeruginosa responsable des ISO et cause une décoloration de la peau non
brllée sur le pourtour de la plaie et pigmentation verte dans la graisse sous-cutanée (Pruitt et
al., 1998 ; Zaidi et al., 2006).

Selon Benedetto, 80% des infections nosocomiales (dont les infections du site
opératoire) sont causés par seulement 8 germes, a savoir : Staphylocoque doré, entérocoques,
Escherichia coli, staphylocoques coagulase-négatifs, Candida spp, Klebsiella spp.
Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp (Benedetto, 2013). Ces travaux confirment nos

résultats.

Durant notre étude la majorité des germes étaient sensibles a la Gentamicine (54,54%), a la
Chloramphénicol (27,27%), a I’ Amoxicilline (18,18%) et & la Rifampicine et Cephazollin (09,09). Les
bactéries sensibles aux Gen 10 sont Escherichia coli, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus et Staphylococcus xylose. C 30, les bactéries sensibles a
cette antibiotique sont Escherichia coli, Citrobacter braakii et Klebsiella pneumoniae. Pour TATB de

AMX 25 il est efficace pour 2 espéces bactériennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus). Le
RA 5 est efficace pour Escherichia coli et le Cz 30 pour Staphylococcus aureus.

Cela pourrait s’expliquer par le fait que chaque zone hospitalire posséde sa propre
écologie microbienne avec un degré variable de sensibilitt ou de résistance des germes

propres a chaque zone hospitaliére.
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Conclusion

Cette étude s’intéresse a I'identification des germes des plaies post opératoires. Les
prélevements effectués a partir des plaies chirurgicales infectées de Onze personnes
présentées dans I’hopital El-Hakim OKBI de Guelma.

L’analyse de nos résultats montre qu'il existe une relation significative entre ces
facteurs (sexe, age, diabéte sucré, lieu ou le patient recoit son traitement) et le nombre

d'infections postopératoires.

Durant la realisation de ce travail, nous avons enregistré une fréquence élevée de
I'infection des plaies opératoires dans le service de la médecine interne, suivit par le service

de la chirurgie général.

Les microorganismes impliqués dans toutes les interventions  chirurgicales
confondues, Staphylococcus aureus est la bactérie la plus souvent isolée lors d'ISO, suivie par
les staphylocoques a coagulase négative, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter braakii et Citrobacter freundii, Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa,

et les streptocoques.

Toutes les bactéries rencontrées dans notre étude sur des patients hospitalisés et non
hospitalisés sont responsables d'infections nosocomiales, mais elles peuvent également étre
présentes dans [lenvironnement, la comparaison de ces bactéries suggére donc quelles
peuvent étre a lorigine d'infections préopératoires ou amenées dans (environnemental, autre

patients, individus ou autres contaminants).
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Recommandation

La prévention des infections postopératoires commence avant la chirurgie et se
poursuit aprés la chirurgie. Tout le monde doit étre conscient et travailler ensemble dans la

lutte contre les infections postopératoires. Pour cela, il est recommandé :

— D’assurer que la stérilisation du matériel utilisé pour la chirurgie est adéquate et
suffisante pour éviter les risques de contamination.

— L'hygiene et le risque d'infection doivent étre rappelés avant toute intervention
chirurgicale.

— Tenir compte de tous les facteurs de risque, en particulier la présence d'une maladie,
d’infections préopératoires, d'une immunosuppression.

— Mise en place d'un comité de lutte contre les infections nosocomiales.
Pour obtenir plus de résultats et enrichir vos recherches, nous vous recommandons :

— Réalisation d'une étude comparative des bactéries isolées de plaies infectées versus
bactéries isolées des blocs opératoires et d'hdpitaux.

— En cas dinfection préopératoire, il est recommandé d'effectuer un examen
microbiologique pour identifier les agents pathogénes qui étaient présents avant
lintervention chirurgicale et pour clarifier la cause de linfection postopératoire.

— Augmenter le nombre d'échantillons.

— Faites un test antibiotique et obtenez un traitement approprié.
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Résumé
Résumé

Cette étude a été réalisé afin d’isoler et d’identifier les germes responsable sur
I'infection des palies postopératoires. Au cours de cette étude, nous avons travaillé sur onze
échantillons dans trois services médicaux, la chirurgie @générale, la médecine interne et
lorthopédie au niveau I'hopital Hakim EL Okbi. Les prélévements ont été effectués par la
méthode d’écouvillonnage sur la plaie chirurgicale, puis ils ont transporté¢ vers le laboratoire
de microbiologie de I'universit¢ 8 Mai 1945 Guelma ou un processus de culture a été effectué
pour isoler et lidentifier les bactéries recherchés. Les microorganismes identifiés sont :
Staphylococcus aureus, staphylocoque a coagulase négatif (S. xylosus), Escherichia coli,
Citrobacter braakii, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
et Burkholderia cepacia. Dans notre étude la majorité des germes eétaient sensibles a la
Gentamicine (54,54%), ensuite Chloramphénicol (27,27%), suivi par I’Amoxicilline (18,18%)
et a la Rifampicine et Cephazollin (09,09%). Les bacteries sensibles aux Gen 10 sont
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia,
Staphylococcus aureus et Staphylococcus xylosus. C 30,les bactéries sensibles a cette
antibiotique sont Escherichia coli, Citrobacter braakii et Klebsiella pneumoniae. Pour 'ATB
de AMX 25 il est efficace pour deux especes bactériennes (Escherichia coli et Staphylococcus

aureus). Le RA 5 est efficace pour Escherichia coli et le Cz 30 pour Staphylococcus aureus.

Mots clés : infection, plaie post opératoire, infection post chirurgicale ; Staphylococcus

aureus.



Abstract
Abstract

This study was carried out in order to isolate and identify the germs of postoperative
wounds; we worked on eleven samples from the three medical departments (general surgery,
internal medicine, and orthopedics) in the HAKIM EL OKBI hospital. The samples were
taken by the swab method on the surgical wound, and then they were processed in the
laboratory of the University 8 May 1945 Guelma or a culture process, isolation and
identification of the bacteria was performed. The result of this study was: Staphylococcus
aureus, coagulase negative Staphylococcus, Escherichia coli, Citrobacter braakii, Citrobacter
freundii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, and Burkholderia cepacia. In our
study the majority of germs were sensitive to Gentamicin (54.54%), Chloramphenicol
(27.27%), Amoxicillin  (18.18%) and Rifampicin and Cephazollin (09.09). Bacteria
susceptible to Gen 10 are Escherichia coli, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus and Staphylococcus xylosus. C 30, the bacteria
sensitive to this antibiotic are Escherichia coli, Citrobacter braakii and Klebsiella
pneumoniae. For the ATB of AMX 25 it is effective against twospecies of bacteria
(Escherichia coli and Staphylococcus aureus). RA 5 is effective for Escherichia coli and Cz

30 for Staphylococcus aureus.

Key words: postoperative wound, infection, post-surgical infection, Staphylococcus aureus.
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