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Introduction

Introduction

L 'hopital et les services médicaux exira hospitaliers présentent des différentes

pathologiesinfectieuses ou non.

La grande variété de personnes seéjourne dans un tel établissement :
personhel et des visiteurs en bonne santé, personnes souffrant d'allergies,

majeures, personnes agées, nourrissons. etc.Peuvent réagir différemment &
une pollution de l'air intérieur. Malgre les efforts exerces le malade ne peut

éviter le contact avec les micro-organismes

Cependant, le mauvais fonctionnement des services clinigues, le non- respect
des conditions hygiéniques de travail, le manque de control des foyers
d'infection dans le personnel, le non isolement des contagieux peuvent mener
a l'explosion épidémigue de maladies contagieuses et non contagieuses dans

les services sanitaires.

L'état du batiment peut également étre une source de problémes liés a
laqualité de ['air : infiltrations d'eau causant une contamination fongigue,

niveau de chaleur élevé dans une chambre d'hopital hon climatisée.

Les infections nosocomiales représentent le  probléeme majeur de santé
publique dans les établissements de ‘santé. Elles induisent une morbidite
importante, une surmortalité non négligeable et des colts importants

L'air a I'hépital véhicule de nombreux microorganismes (bactéries, virus,
champignons, levures), de différentes origines : saprophyte et commensale,
la transmission aérienne des infections nosocomiales serait responsable de

10 - 20 % des infections nosocomiales endémigues.

Afin de déterminer les risques liés aux infections nosocomiales aérogenes
dans les services médicaux , nous nous sommes Intéressés a isoler et
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Introduction
ﬁ

identifier la flore microbienne a partir de l'air hospitalier des services suivants
: bloc opérateire, salle de réanimation de L'Hbépital HAKIME OBKI - GUELMA

Nous rapportons dans cette étude deux grandes parties :

- la premigére est attribuee aux donnees bibliographiques comportant
deux chapitres: lun est consacré a la présentation des infections
nosocomiales de maniéres générales et 'autre a la description de la flore

microbienne aérogéne de I'air hospitalier.

- la deuxiéme relate notre travail expérimental qui rassemble les
techniques d'isolement et d'identification des microorganismes résidant I'air
hospitalier, ainsi que les résultats obtenus et leur discussion, et enfin nous

terminerons cette étude par une conclusien
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Chapitre 1 Partie théorique

Présentation des infections nosocomiales

1- Définition

- Infection : peénétration dans un organisme d'un agent étranger (
bactérie, virus, champignon, parasite. )capable de s'y multiplier et d'y [nduire
des lésions patholegiques. L'infection peut s'accompagner de manifestations
cliniques.

- Nosocomial : vient du grec "nosokomeone™ gui signifie "hopital», ce
mqui se contracte & hopital ou dans n'importe quel autre établissement de
so0in, durant un acte de prévention, de diagnostic ou de soin. [28]

Lo délai de 48h g'allonge jusqu'a 30 jourc dane lo cae d'infoctione de eite

opératoire, et jusqu'a un an s'il y a mise en place de matériel prothetique

Autrement dit, toute infection survenant sur une cicatrice chirurgicale dans
'année suivant l'opération, méme si le patient est sorti de I'hdpital, peut étre

considérée comme nosocomiale.

Ces infections sont trés fréquentes et leur gravité est encore accentuée par la
nature des germes renconirés qui sont souvent résistants & de multiples

antibiotigues,

Enfin, les infections nosocomiales sont trés colteuses pour la collectivité
puisgu'elles prolongent le séjour des malades hospitalisés et qu'elles ont
tendance a se propager de fagon épidémique dans les unités de soins [37].

2- Epidémiologie

A l'échelle mondiale, 'OMS (2008) estime que 1.4 millien de personnes

sotiffrent & tout moment d'une infection contractee & I'hépital.

Les prévalences maximales sont rapportées en Méditerranée orientale (11,8
%), en Asie du Sud-Est (10,0 %) et en Pacifique occidental (8,0 %). [33]
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Chapitre 1 Partie théorigue

En France

En 19890, parmi 11 599 patients d'un échantillon de 39 hépitaux de court
séjour dans 16 départements; la prévalence des patients infectés était de
6.7 % et celle des infections nosocomiales

En Italie

Les maladies nosocomiales concernaient dans les années 2000 environ
6.7 % des personnes hospitalisées, soit 450 000 et 700 DOOQ victimes, causant
entre 4 500 et 7 000 morts,

Aux Etats-Unis

On estime que 10 % des patients hospitalisés sont victimes d'une
irfection nosccomiale, soit 2 millians de patients paran. [26)
En Algérie

La préevalence des patients infectés en Algérie avoisine 25%des cas
suivant les données nationales
- 1993 CHU BENI_MESSOUS :18.2%.
-1994 CHU BENI|_MESSOUS :18.26%
1996 CHU BAB EL OUED : 15 a25% (17)

3- Les modes de transmission

Quatre grands modes de transmission possibles (fig.1) :

¢ Auto-infection

Le malade s'infecte par ses propres germes, les « portes d'entrée » sont
les lésions des muqueuses, les lésions cutanées (plaies, brilures, maladies
de peau). Les germes seront ceux de la peau, des muqueuses, du tractus
digestif, etc. Ce mécanisme est favorisé par différents facteurs, la
dissémination des germes du patient dans son environnement (comme par
exemple le lit), par |utilisation de ‘ftraitement pouvant altérer
I'immunocompétence (corticostéroides, immunosuppresseurs...), par
ladministration de traitements  sélectionnant certaines  bactéries
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Chapitre 1 Partie théorique

(Antibiothérapie 8 spectre large...). Enfin, les patients immunodéprimés.
(sida, aplasiques...) sont les personnes les plus & risque du fait du defaut de
vigilance immunitaire de leur organisme, developpant ainsi des pathologies

stricternent endogénes.
» Hétéro-infection

Dans ce cas, le germe responsable de ['infection nosecomiale provient
d'un autre malade, lIa transmission étant le plus souvent manu portée, par
le personnel soignant intervenant auprés de plusieurs patients, disséminant
ains! les germes dune personne & lautre. Ces infections sont dites
« croisées », C'est le mode de contamination le plus frégquemment retrouve
lors d'épidémies. Cependant certains germes, comme celui de |a tuberculose.
sont transmis par voie aérienne. Il peut en outre arriver plus rarement que les

germes soient transmis par contact direct entre deux patients.
« Xéno-infection

Ce mode de transmission est un peu & part, dans ce cas les agenis
pathogénes sont transmis par des personnes venant de |'extérieur (personnel
soignant, visiteurs, sous-traitants), et présentant eux-mémes une pathologie
infectieuse, déclarée ou en colrs d'incubation. Ce mode de transmission n'est
cependant pas & négliger, car || peut &tre dévastateur pour les patients
particuligrement fragiles. Ainsi, les professionnels de santé sont de plus en

plus encouragés a se faire vacciner contre la grippe.
¢ Exo-infection

Ce mode de transmission est di :

» soit & un dysfonctionnement technique d'un matériel (filtre a air,
autoclave...) destiné a la protection des patients gui, ne remplissant plus
son office. les laisse en contact avec des germes qui ne devraient, en
principe. pas faire l'objet d'une infection, au vu des mesures prises pour
les prévenir (aspergillose, légionnelle... ).

Soit a une erreur commise dans l'exécution des procédures de traitement

Y

du matériel médico-chirurgical [27]



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre 1 Partie théorique
Hétéro- infection
Patient infecte
Personnel >

Environnement

Xéno-infection

Visiteur infecte

Ou infection

Croisée

Patient receptif

Auto-infection
Infection directe
Ou indirecte

Exo-infection

Dysfonctionnements
technigues du Matériels

Figure 1 : Transmission des infections hospitaliéres. (26)
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Partie théorigue

4- Les formes cliniques

Diverses infections sont distinguées allant des dermatoses (gale)
jusqu'aux meningites pneumopathies (formes plus graves).

Les principales formes clinigues fréquentes sont les : (13)

% |Infections urinaires

4 Infections poste - opératoire
< Infections respiratoires basses

%+ Bactériémies

Tableau 1 : les différentes formes clinigues des infections nosocomiales

(17)

Pourcentage de

type d'infections Fréguence | Facteur de risque .
risque
_ 6%
Cathetérisme des
Infection urinaire 30_40% | VOIeSunnaires ..
Sondes a demeure 25%(max le 5
_11éme jours)
<2%
Infection _ Chirurgie propre
. 20%
Poste - opératoire Chirurgie sale 20%(sans
antibioprophylaxie)
Ventilions assistée | 7 a 35%(7a21 fois plus
Infection respiratoires de nsde chez lintube
Q, . \ s o
baeass 15_20% ou le trachéotomisé)
Post opére 18%
W Spontanée 2 a5%
o E e 10_15%
- secondaire
Acte chirurgical
Autres infection de SNC, Hospitalisation
peau, tube digestifs, 15 25% prolongée indéterminég

organe génitaux, bouche
périnée

Chio thérapie

instrumentations
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Chapitre 1 Partie théorique

5- Les facteurs de risque

Les infections nosocemiales ont une plus grande probabilité de survenue
dans un certain nombre de circonstance parfaitement définies. (13)

Les facteurs de risgues se classent en facteurs intrinséques et extrinseques

s Les facteurs intrinséques

Ces facteur sont ligs au malade ou a la pathologie ayant motivé
hospitalisation ils ne sont pas tous maitrisables.

Les pathologies préexistantes . le diabéte, Immunodéprimés, insuffisance
rénale et urinaire, hémopathie; Troubles de la conscience

- les ages ; avant 1 an et aprés 65ans

- le sexe : l'infection urinaire est plus fréquente chez les femmes.

- la durée de séjour qui augmente l'incidence des infections.

- |le poids de naissance chez les prématurés : un poids inférieur a 1kg double

l'incidence des infections sur les cathéters des nouveaux nés ventilés

- I'état nutritionnel non satisfaisant : dénutrition ou obésité
- [lintervention chirurgicale (13)

« Les facteurs extrinséques

Ces facteurs sont ligs aux techniques diagnostiques et thérapeutiques :

~Toutes les prothéses, comme les sondes Urinaires, les cathéters vasculaires;
les drains, les sondes digestives.. L'infection est favorisée par -
- la durée de maintien en place des prothéses et leurs manipulations
- |'utilisation mal maitrisée des antibiotiques :
- les actes invasifs autres que la chirurgie, comme I'endoscopie, dialyse,
hémodialyse [30].
- les traitements diminuant la résistance a linfection : radiotherapie, Chio-

thérapie, corticothérapie.
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Chapitre 1 Partie théorique

- les erreurs dans l'organisation des soins * encombrement du servise, défaut
d'isolement des malades infectés, antibiothérapie, désinfection insuffisante,

stérilisation de mauvaise gualite (32).

6-Prévention
Pour diminuer la survenue d'infections hospitaliéres, voici quelques

régles simples a respecter :

+« Un nombre suffisant de salle de bains et de douches (un lavage
franuant das mains antre chamquia patiant, dasinfactinn avee Ies salifions
antiseptiques contenant de I'sau et de l'alcool afin de diminuer le risque
d'infaction nosocomiale transportée par les mains : manu porté),

+ Un meilleur comportement des patients et du personnegl hospitalier,

surtout des medecins qui doivent donner le bon exemple.

+ Un isolement des personnes agees ou au contraire des prématurés et
des nouveau-nés quand cela est possible. Pour gu'il naura pas une
propagation de certaines infections. telles que la diphtérie, la varicelle, zona,

la fievre hémorragigue épidémique, pneumonie, rougeole, tuberculose

+ Un isolement dans une unité spéciale pour les patients suspectés de
porter des bactéries multi résistantes et certain exemple du staphylocoque
doré qui résiste a la méticiline. Des entérobactéries qui sécrétent des

bétalactamases dont le spectre est etendu (BLSE).

+ Un isolement respiratoire pour les patients présentant une infection par
Haemophilus influenza et ou encore par meningecoque. Il en est de méme

des patients atteints d'érytheme infectieux, de pneumonie bactérienne, de
raugeole ou d'oreillons.

+ Un isolement sans contact surtout pour |'enfant atteint de bronchioclite,
d'herpés des muqueuses et de la peau, de cogueluche, infecté par le naevus
respiratoire. Syncytial et la rubeole.

¢ Une utilisation rationnelle et normale des antibiotigues dans un hopital
en pratiguant une surveillance de la résistance aux antibiotiques

regulierement,
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+ Une limitation des gestes et des traitements susceptibles de favoriser
la survenue de maladies hospitaliéres telle qu'un sondage urinaire, |'utilisation
d'antiulcéreux (médicaments destinés a prévenir ou traiter les ulcéres de
l'estornac et du duodénum), |'utilisation d'antibiotiques sur une longue période
et a large spectre, l[es médicaments destinés a diminuer l'acidité gastrique et
donc augmentant |a résistance des bactéries.

+ La surveillance des services technigues (buanderie, cuising,
ventilation, tuyauteries diverses, etc.)-

+ Un programme de vaccination adaptee.

+ La constitution d'un comité ayant pour réle de contréler les infections
hospitaliéres.

s La mise en place d'une surveillance épidémiclogigue avec un relevé
régulier et fréquent des infections. [32]

« Le contréle de I'environnement du patient (Contréle d'air, controle de
l'eau et le controle des surfaces).

+ Formation et contréle medical périodique du personnel de [hopital

(précautions standards). [40]
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La contamination de Pair hospitalier

1- L’air hospitalier

L'air hospitalier présente un danger potentiel de contamination
microbienne (bactérie, champignon virus, parasites), il intervient done comme
un transporteur (vecteur) et non pas comme source de germes causant ainsi

de nombreuses maladies
Les germes présents dans ['air hospitalier se repartissent en deux groupes

v" les microorganismes de ['air extérieurs . c'est la flore saprophyte de
I'envirennement

¥ les microorganismes provenant de lintérieure de I'hopital souvent
d'origine humaine c'est la flore commensal humaine (19)

2- La contamination de L’air hospitalier

C'est la pénétration des différent germe (bactérie, champignons. virus,
parasite) ou des agents étrange dans |'air hospitalier a des zone sensible a
I'népital et capables de s'y multiplier et induire des |ésions pathologiques.

Ces agent augmente les risgues de contracté une infection hosocomial
(aéroportée) est en moyenne 7% c'est a dire gue sur 100 personne hospitalier
sept d'entre elles auront une infection nosocomial ; ce chiffre varie en
fonction de service dans le quel la personne hospitalisée se trouve (bloc

opératoire, salle de réanimation. service pediatrie ... ...) [34,35]
3-Les zones de risques

Une zone & risques est un espace géographiguement défini et delimité
dans lequel des individus, des produits ou des matériels (ou toute
combinaison  possible) sont  particuligrement vulnérables & la
biocontamination,

Une zone a risques peut &tre un local, une partie d'un local ou un groupe de

locaux.
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La combinaison des facteurs de risque liés a 'état du patient (Age, maladie
sous-jacente immunodéprimé) et de celx liés aux soins ou le type d'activites
pratiquées (Interventions chirurgicales, transplantations, traitements
immunosuppresseurs ou antibiotique a large spectre), permet d'obtenir un
niveau de risque pour le patient. Cette évaluation des risques, gui doit étre
validée dans chaque établissement par le Comité de Lutte contre ['infection
nosocomiale, est un outil utile pour définir les zones a risques.

Selon le degré de risque attribug au patient et/ou aux soins, on distingue des
zones a trés hauts risques, & hauts risques, a risques modérés et a risques
faibles ou négligeables (Tableau 2).[36]

Tableau 2:Exemple de classement des locaux selon le degré de risque

Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 4
Ri_sc}ues Risgues Risques sévéres T rt_as hauis
minimes moyens risques

Halls Circulations Pediatrie Neonatologie

BufSaus Ascenseurs Soins |nta.n'5|fs Bloc opérataire
Escaliers Réanimation

Services Salle d'attente Urgences Service de greffe

administratifs Cs externes Salles Service de brdlés

d'accouchement

Services Salle de .
rééducation Secteurs Imageria

technigues Maternité d'hospitalisation | médicale

Maison de Moyen et long Court séjour interventionnelle

. sejour Laboratoire
retraite Once '

_ Psychiatrie Radiologie cologie
Residence pour | gyarlisation Hémodialyse Onco-
personnes agées | (lavage) Exploration hématologie

Pharmacie fonctionnelle

Blanchisserie

Stérilisation (cété

propre)
Toilettes
cuisine

Chimiothérapie

immunodéprimés

10
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4- Les conditions de 'aérobiocontamination
> Les sources de contamination

Les réservoirs microbiens sont classiquement distingués en réservoirs
vivants, c'est-a-dire les personnes présentes dans le local, ef en réservoirs
inertes : on y retrouve les micro-organismes saprophyte, bacteries et
champignons microscopiques, qui sont frés résistants dans le  milieu
extérieur, et certains germes pathogéne ou commensaux d'origine humaine
qui survivent bien en dehors de leur organisme-héte.

> L'amplification microbienne

La multiplication des micro-organismes, presents dans les réservairs,
se produit lorsgu'il existe une Infection chez un Indlvidu ou lorsque sont
réunies, dans un réservoir environnemental, toutes les conditions nutritives,
physico-chimiques et microbiologique nécessaires a la croissance de ces
micro-organismes. Elle aboutit 2 une concentration élevée de micro-

organismes.
> La dissémination aérienne

La perturbation des réservoirs microbiens permet de libérer les micro-
organismes de leurs sources et d'étre & |' origine d'une dissemination
aérienne. Les vecteurs de |'agérobiocontamination sont multiples. lls peuvent

éire d'origine humaine .

Les gouttelettes rhino-pharyngées, dites gouttelettes de Pflugge, émises lors
de la parole, de la toux ou de I'étemuement. Elle sédimentes plus ou moins
vite selon leur diamétre, généralement compris entre 5 et 10 ym. au fur et a
mesures de leur sédimentation, les gouttelettes perdent leur eau et diminuent
en diamétre jusqu'a 0.5um , formant un noyau de condensation appelé

droplet nuclei.L.eur vitesse de sédimentation est alors pratiguement nulle.

Ces noyaux de condensation, en nombre trés important, sont d'autant plus
dangereux qu'ils contiennent un concentré de germes, gu'ils restent itrés
longtemps en suspension dans I'air (on les surnomme pour cette raison les

11
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*long courriers® de la contamination) et qu'ils pénétrent profondément dans

les voies respiratoires,

Les squames cutanées (diameétre compris enter 5 et 30um) provenant de la
desquamation permanente de la peau, les phanéres (diamétre compris entre
20 et 30 ym) comprenant des particules de poils, d'ongles et d'autre dérives

protecteurs de 'épiderme.

La présence d'un réservoir humain conduit a une contamination inéluctable

rir 'esnvironnpment
Les vecteurs peuvent également étre environnementaux :

s les particules textiles se couvrent de miero-organismes en raison de |eur
charge électrostatique: D'un diamétre supérieur &8 10 um, elles vont
sedimenter sur le sol avec remise en suspension éventuelles par les
mouvements du personnel ou les flux d'air.

s les poussiéres extérieures d'origine minérale ou végétale sont autant de
vecteurs potentiels de leur biocontamination aérienne.

o les particules viables liguides, présentes dans un bio aé&rosol, sont émises
lors de la perturbation de tout milieu hydrigue contaminé. Les gouttelettes

d'un diamétre inferieur & 5 um pénétrent dans les voies respiratoires,

La dimension des particules vectrices conditionne le temps durant lequel elle
reste en suspension dans I'air et la distance qu'elle peut parcourir. Plus la
particule est fine, plus longtemps elle persistera dans ['air plus loin elle ira.

(21)

12
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5-les principaux germes aéroporiés

5.1. Les bactéries de I'air responsable d’infections
nosocomiales
Les germes nosocomiaux rencontrés sont souvent des cocei Gram
positif et des bacilles Gram négatif, cependant les bactéries nosocomiales

sont .
5.1.1. Les Staphylocoques

Les Staphylocoques sont répandus dans la nature (sol, eaux, air) et

sont responsables d'un grand nombre d'infections humaines et animales

Les staphylocoques sont des cocci sphérigue a8 Gram + de 1 um de diametre
regroupes en petits amas (grappes de raisin). aérobies-anaerobies facultatifs,
immuobiles (mouvement brownien),oxydase et catalase positif. Leur
température de croissance optimale 37°C avec pHde 7,2 a7 4 (13)

Sont généralement responsable d'infection de plaies opératoire et aussi a

l'origine d'infection cutanée superficielles

Au sein du genre Staphylococcus on distingue actuellement prés de 30
espéces : certaines sont présentes chez 'homme, d'autres chez les animaux

ou dans les aliments.

Au laboratoire, la recherche d'une enzyme, la coagulase, permet de distinguer
classiqguement | S. aureus: le staphylocogue doré, coagulase + souvent
pathogéne, &t les staphylocoques a coagulase négative sans pouvoir
pathogene réel, mais dont le réle est croissant dans les infections

nosocomiales.

Les Staphylocogues sont répandus dans la nature (sol, eau, air) et sont
responsables d'un grand nombre d'infections humaines et animales.

On estime que 50 a 100 % des sujets nermaux sont porteurs de manigre

persistante ou transitoire de différentes especes de Staphylocogues. (17).

e
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» Staphylocoque doré

Le staphylocoque doré est un germe dont la virulence est liee a son
pouvair de  multiplication dans les tissus, associé a la synthése de
nombreuses enzymes et toxines a lorigine de lesions suppuratives et

nécrotiques variées .

- Infections cutanées, sous cutanées et mugqueuses : abceés, infections des

plaies traumatigues et du site gpératoire, médiastinites.

- Bactériemies : 10 & 30 % des bactériémies, toutes bactéries confondues

» Les staphylocoques a coagulase négative

Longtemps considérés comme des bacteries commensales de la
peau, leur isclement & partir de produits pathologigues a longtemps éte
interprété comme sans signification. En réalité, ils sont responsables
d'authentigues infections avec une fréquence accrue depuis une quinzaine

d'années notamment en milieu hospitalier

Les staphylocogues @ coagulase négative font partie des germes les plus

fréquemment isolés au laboratoire.

Les infections nosocomiales sont dues principalement & S. epidermidis,
plus. rarement a d'autres especes comme S. saprophyticus, S,
haemolyticus et S. hominis. Elles sont observées surtout dans les unités de
réanimation, de chirurgie et de néonatologie.

Les staphylocoques coagulase négative infroduits au niveau du materiel
étranger peuvent y persister de fagon prolongée sans entrainer d'infection.
Cette notion rend compte de la survenue tardive d'infections a
staphylocoques coagulase négative chez des patients porteurs de protheses

diverses:

iz représentent la 4°™ cause d'infections nosocomiales. (6)

14
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5.1.2. Streptocoques et Entérocoques

a) Les Entérocoques

lls se présentent sous la forme de diplocoques .a Gram +, immobhiles |
anaérobie facultatif, catalase négatif, la température de croissance optimale 3
37°C (13)

lls représentent prés de 6,5 % des bactéries isolées dans les infections
nosocomiales. Ce sont des commensaux de lintestin de 'homme et des
animaux. lls survivent dans le milieu extérieur oU leur présence est
considérée comme wun indice de contamination fécale. Pathogénes
opportunistes, ils sont souvent sélectionnés par une antibiothérapie. Les
especes les plus frequemment rencontrées sont Enterococcus faecalis et

E. faecium.

Les infections a point de depari digestif sont particuliérement frequentes
surtout au décours de la chirurgie digestive : abcés intra-péritonéaux et
péritonites post-opératoires. lls sont aussi responsables d'infections urinaires
aprés cathétérisme ou pose dune sende a demeure ainsi que de
bactériémies et endocardites. Enfin, ils infectent les plaies chirurgicales, des
ulcéres variqueux ou de décubitus, des briilures, les Iésions périnéales. (2)

b) Les Streptocoques

lls sont moins fregquemment responsables d'infections nosocomiales. Ce
sont des cocci @ Gram + en chainettes gue ['on différencie sur des caractéres
antigériiques et/ou biochimique, présence de capsule les Streptococcus
pneumoniae (diplocoques encapsulés), immobiles, anaérobie facultatifs,
catalase négatif, leur température de croissance optimale 35 a37°C de pH

optimal 7,2a 7 4.

Les groupes antigéniques A, C et G qui se localisent préférentiellement au
niveau du pharynx sont peu rencontrés dans les infections hospitalieres. lls
peuvent cependant étre responsables d'infections des plaies et des fissus

mous (cellulites) ainsi que de bactériémies (13).

15
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5.1.3. Les entérobactéries :

Les entérobactéries constituent une vaste famille de bacilles a Gram
négatif, mobiles et immobiles chez d'autres espéces, type respiratoires -aero-
anadrobie ou anaérobie facultative, oxydase négative, catalase positif sauf
Shigella dysentriae sérotypel. La température optimale varie de 30 a 37°C.

Les principaux germes sont :
- Escherichia coli
- Klebsiella — Enterobacter — Serratia— Hafnia
- Proteus - Providencia— Morganella
- Salmonella — Shigella
- Citrobacter

- Yersinia
Incluent les espéces qui sont souvent mises en cause dans les infections
endogénes (infection urinaires) car la plus part sont d'origines intestinales

(flore endogene). (13).
5.1.4, Pseudomanas et germes apparentés

Les Pseudomonas sont des bacilles Gram négatif aérobies, mobiles,
oxydase, catalase positif, température optimales de 30 & 45°C et pH compris
entre 6 5 et 8. Ces bactéries sont ubiquistes, saprophyte ; suivant les
espéces elles peuvent étre retrotivées dans les eaux douces et marines,
dans les sals humides, les boues et les sédiments, dans lair et chez les
végétaux (par exemple les fleurs dans les champbres de malades a L'hépital,

constituant une source de contamination) (13).

Les germes apparentés les plus connu dans les milieux hospitalier :

Pseudomonas aeruginosa

|'espéce Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est un germe
ubiguitaire répandu dans la nature, le sol, les eaux, sur des végétaux divers:

__ﬁ
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La bactérie est retrouvee en faible quantite dans la flore fécale de 4 a 12 %
de sujets sains, mais en milieu hospitalier sont souvent liés a la présence
humain (malades, visiteur, personnel) aux activites du personnel medical et

chirurgical et aux produits liquides utilisés.

Chez I'hnemme P.aerugunosa est 'agent du pu bleu des infections cutanées

post-chirurgicales, de septicemies, d'endocardites.

Ce germe est aussi pathogéne opportuniste et il constitue une cause majeure
d'infection nosocomiales divers chez des personnes fragilisées ou

immuncdéprimées (grand brulés, cancéreux ....). (6)
5.1.5. Les Clostridium

Gros bacilles a Gram positif sporules d'origine tellurique eomprend
plus de 150 espéces, mobiles(C .perfringens immobiles), anaérobies stricte,
catalase négative, température optimale de 25°C a 45°C suivant les espéces .
Certain sont parfois commensales de l'intestin de I'homme et des animaux

parmi ces espéces
> C. perfringens

Germe commensal du tube digestif et tellurique capable de former des

spores gui sont relativement résistantes aux désinfections.

Il est responsable (avec quelques autres espéces de Clostridium) de la
gangréne gazeuse caractérisée par une destruction musculaire avec

production de gaz, associée a des signes toxémigues.

Elle peut faire suite @ un acte chirurgical (20 a 40 % des cas) ou survenir
aprés une injection intramusculaire d'un medicament. Les gangrénes post-
opératoires  compliquent essentiellement la chirurgie dite "septigue”
(abdomino-pelvienne, péringale) et les interventions effectuées chez des

sujets diabétigues ou artéritigues. (10)

C.perfringens peut &galement &tre responsable de toxi-infections

alimentaires collectives (par sécrétion d'une entérotoxine).
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D'autre Clostridium, C. difficife retrouvé dans l'intestin du nouveau né, sont
l'agent responsable des colites pseudomembraneuses favorisees par une
antibiothérapie. Cette bactérie est aussi responsable de 15 a 25 % des
diarrhées post-antibiotiques et est reconnu comme la principale étiologie des

diarrhées infectieuses nosocomiales de l'adulte.

La fransmission nosocomiale est manuportée. La contamination

environnementale est fréquente et persistante. (9)

5.1.6. Autres bactéries responsables d'infections
nosocomiales

+ Legionella

Les Légionnelles sont des bacilles Gram négatif saprophytes de
I'environnement ayant une fres large distribution. On les retrouve dans de
nombreux réservoirs d'eau douce, les circuits de distribution d'eau potable et
surtout d'eau chaude (ballons, robinets, pommeaux de douche), les piscines

d'eau chaude et dans |'eau des tours aéro-réfrigérantes.

'exposition de sujets a une source riche en (égionnelles sous forme

d'aérosals constitue la cause de |égionelloses sporadigues ou épidémigues.
» Mycobactéries

Les bacilles tuberculeux ou bacilles de Kock ou Mycobacterium
tuberculosis agent de (a tuberculose se colore mal au Gram, il se présente
sous forme de batonnets rose fuchsia a la coloration de Zihel Neisen.

Les bacilles tuberculeux est plus résistant aux désinfections que les autres
microorganismes La  transmission nosocomiale possible d'un malade
tuberculeux au personnel soignant plus exceptionnellement d'un soignant aux

patients exposés. Contamination possible de fibroscopes. (14)
5.2. Les mycétes

5.2.1. Les levures
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Sont de champignons microscopique unicellulaire, suivent le genres et
les espéces, peuvent étre utiles nuisibles ou méme pathogene @ I'hommes,
et Elle font partie de |a flores saprophytes des mugueuses et pour certain cas
de la peau sain ,la liste des levures retrouvés associées a des manifestations
pathologique s'allonge chaque annees du fait de laugmentation des
circonstances favorisant le développement de ces champignon chez les
malades immunodépressifs, explorations endoscopique prothéses, traitement
antifongique systématiquement responsable de Ia sélection des souches ou

d'espéces résistantes. (3)
5.2.2. Aspergillus

Fait partie de flore fongigue banale de notre environnement. Le mode de
dissémination de ces muoisissures se fait par émission de spores entraingées

ainsi que les courants d'air.

Les Aspergillus sont le type méme des champignons opportunistes, agent
d'infection nosocamiales redoutés dans les services s'occupent de malades

neutropénigues ou en aplaises.

Les principales espéces rencontrées sont . A.fumigarus, A.niger, A .flavus.

(24)

La fréquence de cette infection dépend de I'état du patient : en cas de greffe
de moelle, le risque est compris ente 05 et 10%.
Pour un individu en bonne santé, sans probléme allergigue, le risque est nul.
La mortalité des patients ayant une aspergillose prouvée est considerable

entre 50 et 80%. [31]
5.3. Les virus

Les infections virales peuvent étre a l'origine d'infection & transmission
direct(les infections respirataires, les infections de ['ceil) et a transmission
indirect par matériel contaminé (hépatite virale B -C, SIDA). (17)

Les virus responsables d'infection hospitaliéres sont nombreuvx et
appartiennent a des familles virales distinctes (Tableau3) :

e e e e e
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Tableau 3 : Principaux virus responsables d'infections hospitaliéres (13)

° : Diamétre avec variation (nm) ou longueur X diamétre (nm).

5.4. Les parasite : Sont rarement & I' origine d'infection hospitaliére. (17)

6. Le traitement de I'air

6.1. Les objectifs de traitement de I'air

20

Virus Abré- Famille " Gén- | Dimensions | Envel- | Persistance |
viation Virale nome du virus® oppe | intracellulaire
du génome
viral
Rougeole | - | Paramyxoviridae [ARN| 120-250 | + -
Qreillons - Paramyxoviridae [A.R.N| 100 - 600 + -
Respiratoire Paramyxoviridae |[A.R.N| 100 =300 + -
syncytial
Grippe « Orthomyxoviridae | A.R.N 100 + -
Rota virus = Réoviridae A.RN 70 - -
Hepalte A | HAV | Picornaviidae |ARN| 27 - -
Adenovirus | ADV Adenoviridae |A.D.N 80 - + ‘
Epstein EBV | Herpesviridae |A.D.N 200 + + i
Barr
Hepatite B | HBV | Hepadnaviridae |A.D.N 42 - +/= |
Hépatte C | HCV | Flaviviidae |A.RN| 60 T nd |
Ebola . - Filoviridae A.RN/| 100-1000 + - |
Marbourg x 80 |
Immunod | HIV Retroviridae |A.R.N 100 + + |
&fi- '
cience
humaine |
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Le traitement de I'air porte 2 objectifs

6.1.1. Objectif de confort
Le traitement de I'air a pour premier objectif général d'assurer le confort des
occlipants des localx :

« Patients et personnels des équipes de soins
Un environnement confortable peut étre obtenu et contrdlé par des
paramefres tels que :

- L’humidité ; Le niveau d’humidité relative doit étre maintenu a un taux
favorable au confort et en mesure de diminuer les risques de prolifération
fongique dans les endroits desservis, et par le fait méme, les affections et
malaises qui leurs sont aftribuabies. D'une maniére générale. le faux
d'humidité relative doit étre de 30% a 60 % selon les saisons et peut varier de
facon ponctuelle en fonction des conditions extrémes.

- La température ; L'air doit étre admis dans les pigces & une température
qui permet de maintenir une température ambiante confortable et apte &
favoriser la guérison du patient. L'air d'alimentation doit &tre chauffé ou
refroidi selen les besoins de la piéce desservie.

- L’aéraulique : on cherche a éviter les courants d'air ou turbulences ;

- L'acoustigue : on cherche a minimiser le niveau sonore,

- Eliminer les odeurs et les gaz d’anesthésie.(23)

6.1.2. Objectif de sécurité sanitaire
C'est I'objectif qui retient notre attention.
Dans le cas le plus fréquent, le traitement de |'air vise la protection du patient
fragile contrel’aérobiocontamination, On envisage deux directions
d'approche .

> Prévenir la contamination extérieure
- Par une filtration efficace permettant de souffler un air dépourvu de spores ;

- Par une surpression empéchant la pénétration des spores dans la chambre

> Eliminer la contamination produite sur place
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- Par un renouvellement et la maitrise des flux d'air afin d'épurer (diluer et
evacuer) rapidement I'air du local. (11)

- La protection des patients fragiles vis-a-vis de la biocontamination agrienne
est liée a La capacité d'épuration du systéme de traitement d'air qui dépend
de quatre parameétres :

v Le renouvellement d'air du local. L'apport d'air neuf et
l'extraction d'air conduisent & la dilution et I'élimination des biccontaminants,
libéres dans l'air par les éguipements et le personnel, selon le nombre de
personngs présentes et leur degré d'activité. Les variations du taux de
renouvellement d'air permettent d'aboutir &  différents classes
d'empoussiérement, en soulignant gu'il n'existe pas de relation lingaire entre
les  niveaux d'empoussiérement de lar el Iles niveaux
d'aerobiocontamination.

v Le mode de diffusion de ['air. || entraine une &limination, plus
ou moins rapide, des biocontaminants de la zane a protéger,

v La surpression du local par rapport aux locaux annexes
La hiérarchie des pressions D'air évite la contamination des lecaux a protéger
par un confinement dynamique.

v La filtration de l'air. Assccié au taux de brassage de l'air, le
choix du niveau de Filtration conditionne la propreté particulaire de |'air soufflé

dans le local, en retenant les particules selon leur taille. [36]
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6.2.Les procédés de traitement de I'air

A. Traitement mécaniques

# La ventilation

Elle est destinée a entrainer vers l'extérieur les particules en suspension dans
I'air et responsables de I'aérobiocontamination, I'elimination de ces particules
sera en fonction de la vitesse de la pulsion de I'air et de la concentration &n
particules. Le flux d'air doit &tre homogéne, sans turbulence avec un taux de

renouvellement horaire suffisant pour traiter le volume de la salle.

Le taux de ventilation de six volumes/heure est souvent cslui retenu pour les
chambres d’hospitalisation, pour led aolles d'opération & flw turbulont il no
doit pas étre inferieur a quinze volumes/heure et peut aller jusqu'a cing cents

volumes/heure pour les salles a flux laminaire.

Dans tous les cas la forme, la disposition des panneaux de soufflage et des
bouches d'extraction doivent étre prévues de maniére convenable pour éviter

les turbulences aérauligues. {13)
» La climatisation de Pair

Dans ces locaux, elle est indispensable; la température et 'hygrométrie
seront ajustées pour assurer le confort des patients la mise en ceuvre de
systéme de récupération de chaleur plus ou moins sophistiqués car basés sur

I'apport d'air heuf. (13)
> La filtration

La filtration de 'air d'alimentation a pour but d'arréter les impuretés de toute

nature qui peuvent porter des micro-organismes ou en devenir'le support

Un pré filtre est placé au niveau de la prise d'air extérieur ; un deuxieme,
facultatif, est placé apres le ventilateur dans le but de protéger le réseau de
gaines ; un troisieme filtre ou *filtre finisseur®* a trés haute efficacité est

#
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disposé le plus prés possible de la piece a proteger de

I'aérobiocontamination.

Les filtres dits “absolus*® et a *#ras haute efficacité* (HEPNC : Haute efficacité
vis-a3-vis des particules donnant naissance a colonie ), Retenant des
particules a partir de 0.3 um sont a réserver aux zones sensibles comme les

blocs apératoires et les unités de greffe.

Ces installation nécessitent une surveillance technique par du personnel
qualifie. Les particules donnant naissance a colonies (P.N.C) mesurant
habituellement plus de 5 um et peuvent donc étre retenues par des filtres
beaucoup moins couteux, ces derniers seront suffisants pour les zones peu

sensibles camme les chambres d'hospitalisation.

Dans les circonstances particulieres, comme la manipulation d'agents
infectieux au laboratoire, on peut &tre amené & utiliser des enceintes
*postes*de sécurité microbiologique (P.S.M) dont le principe repose sur
I'association d'un flux d'air (laminaire ou non laminaire) et de filtres absolus.

(13)
B. Traitement physique de I'air

L'irradiation aux rayons ultraviolets est une technique destinée a reduire la

quantité et la pathogénicité de polluants biologigues aéroportes

Elle est aussi appelée irradiation germicide ultraviolets (IGUV). De longueur
d'onde de 200 &4 270 nm, elle peut inactiver les bactéries en induisant la
formation de dimeéres de thymine dans leur ADN. Ceci inhibe la capacité de (a
bactérie 4 ce répliqué, et c'est une fagon efficace de stériliser les surfaces.
Cette technique a egalement été utilisée pour tenter de stériliser ['air
Cependant, contrairement aux traitements de surface pour les quels les
temps d'exposition sent relativement longs, les débits d'air usuels pour le
traitement de l'air sont frop éleviés pour gue la dose d'irradiation requise pour

étre efficace soit atteinte. (5).
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La source de ces rayons (les lampes UV) est souvent placée dans |a centrale
d'air, a lintérieur des conduits de ventilation ou directement dans la piéce de

maniére a éviter d'irradier directement les occupants de 'espace desservi.

Souvent utilisée comme mesure additionnelle gqui s'ajoute a la filtration,
l'irradiation ultraviolette ne doit pas remplacer la filtration dans la ségquence
d'opérations destinées a assurer un traitement convenable de I'air admis ou

recercles. (20)
C. Traitement chimique de J'air

La désinfection chimique de I'air, préconisée par lister, bien qu'utilisant des
produits trés efficaces in vitro, se heurte a de nombreux problémes pratigue |
concentration insuffisante des principes actifs, depdt sur les surfaces du bloc
opératoire, efficacité discutable du désinfectant dispersé sur les particules

chargées des micro-organismes. (13)
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1. Mateériel

1.1. Matériel du laboratoire
Ce matériel serait introduit au fur et a mesure au long de cette partie expérimentale.
1.2. Matériel biologique
Notre travail dont |'objectif est lisolement et identification des microorganismes
a partir de l'air hospitalier des services chirurgicaux a I'hépital el Hakim okbi.
Ce ftravail a été effectué au niveau de deux |aboratoires de Microbiologie un au
sien du département de biologie * Universiteé 8 mai 1954 Guelma *.et l'autre
al'hépital Hakim okbi.
Nous avons récolté plusieurs souches provenant de =z Les prelevements
effectuéesdans deux services (réanimation, bloc opératoire) 4 I'hopital Hakim okbi
Guelma,
2. Méthodes du travail

1- Préléevement
La méthode consiste 2 mettre, dans chaque service, des boiles de Pétri cuvertes

contenant différents milieux (tab.4).

- Gélose nutritive (GN), ou gélose nutritive ordinaire (GNO) est un milieu universel.

- Milieu de Chapman : permet de sélectionner les microorganismes halophiles.

- Gélose Sabouraud * c'est un milieu compasé de trois peptones et du glucose ainsi
que le pH acide du milieu favorisent la croissance des levures et des moisissures.

- Milieu Hektoen ' un milieu sélectif permettant l'isolements et différenciation des
entérobactéries pathogénes tel que les Pseudomonas les Salmonelles et les
Shigelles, bien gue de nombreuses bactéries 4 Gram negatif puissent se developper
sur ce milieu. L'identification d'entérobactéries pathogénes repose sur le non
utilisation des glucides présents dans le milieu. (8).

- Aprés un temps d'exposition de plus que deux heures, les boites modifies (date,
service) doivent étre refermées et incubées a 37°C pendant 24 2 48 heures.
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Tableau 4 : Distribution des mielleux de culture dans les différents services.

Nombre de|Les services Les milieux de cultures utilisées
prélévement

boites Gélose nutritive
Bloc opératoire boites Sabouraud
hoites Chapman
boites Hektoen

Le 1°" prélévement boites Gélose nutritive
Sale de réanimation | boites Sabouraud
boites Chapman

boltes Hektoen

boites Gélase nutritive
Bloc opératoire boites Chapman
boites Hektoen

#ME prélevement — - - _
Le 27" prol o Sale de réanimation| boites Sabouraud

boites Chapman
boites Hektoen

> Le Protocole expérimental de I'analyse bactériologique d'un prélévement

effectué de I'air hospitalier est présenté sur la figure 2
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4
r Prélévements de I'air
=
0
m
L
=
e
= ' Chapr
5 Hecktoen il
Eﬁ
S‘ Sabouraud Gélose nutritive
g
2| L f
v W g ‘
N\, Incubation de 24-48 heures a 37°C
A
: Coloration de Gram
Repiquages : : _
_c-? piatad Coloration au bleu de méthyléne
§' Chapman
= Enrichissements
g Sabouraud °
. - 4
Belase it Bouillon nutritive
. \ Incubation de 24-48 heures a 37°C rd
Souche pure
’ ]
0\ Pré-identification et identification biochimique
3 Cocci G (+) Levures, champignons, moisissures
% =
= * catalase
8 d
g- ¥ oxydase * Examen microscopique
= * coagulase libre
* mannitol mobilité
* DNase
J, *  Api Staph et Api 20 E

Figure2 : Protocole expérimental de I'analyse microbiologdigue de I'air hospitalier
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2- Pré identifications des microorganismes
2-1- Coloration de Gram

» Principe
C'est une coloration gui permet la distinction entre 2 types de paroi qui se
différencient par leurs taux lipidique. (18)

» Technique
- Préparer un frottis en déposant sur la lame propre a I'aide d'une pipette Pasteur
une goutie de suspension bactérienne, el on réalise une fixation a la chaleur,
- Couvrir le frottis avec le violet de Gentiane et laisser agir 1 min.
- Rincer a l'eau distillée ou de robinet.
- Entrainer le viclet avec le lugol (lame inclinée).
- Kecouvill e frottis avec le Jugol el lalsser ayli pendatil 1 it
- Décolorer la lame avec lalcool jusqu'a ce que la derniere goutle devient
transparente puis rincer 2 I'eau de robinet ou distillée ;
- Recouvrir le frottis avec la fuschine basique pendant 30 secondes, laver la lame 3
I'eau et la sécher.
- Examiner le frottis & I'objectif & émersion 100, aprés avoir mis une goutte d'huile de
cédre pour condenser la lumiére. (25)

> Lecture

- Cellules colorées en violet —» Gram+
- Cellules colorées en rose —» Gram-

2-2- Coloration simple (bleu de méthyléne)

> Principe

La coloration au bleu de méthyléne est une coloration rapide,
Economique et d'usage courant.

» Technique
-Faire un frottis des bactéries sur upe lame propre et séche |
-Sécher le frottis ;
-Fixer a l'alcool puis rincé & I'eau, ou & la flamme en passant trois fois dans la
flamme (Ou au-dessus du bec) |
~Recouvrir d’'une solution de bleu de methyléne pendant une minute |

-Rincer et sécher.

- Observer le frottis a l'immersion (ebjectif x100).
_—__—_—_—_—__——__——_'4——_—_—
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#

> Lecture

I faut noter la forme, |a taille et le mode de groupement,
|| faut aussi abserver attentivement le cytoplasme : coloration homogéne ou
hétérogéne.
La particularité du colarant est qu'il respecte la structure cellulaire et donc deforme
peu la cellule. [38]

3- Isolement et purification
Chagque type de colonies, va subir un ré isolement dans le but d'obtenir & partir des
souches présentes, des colonies nettement distinctes, non contaminées c'est a dire
cultures pures. La purification est effectuée sur des Doites et tubes contenant les
milieux saboureaud et Chapman.
l.a technique consiste @ prélever quelues ealnnies A partir de la gélose nutritive, a
Paide d'une anse de platine préalablement flambée et refroidie, qu'on dispose & la
surface de la gélose et on ensemence par la méthode des stries. Les boites de Pétri
et les tube sont mises en incubation durant 24 h 2 37°C.

4- Conservations

Les souches repiquées sur GN doivent &tre conserves au froid pour une

Ultérieure étude.

5- Test complémentaire
5-1- Test catalase
» Principe

La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer I'eau oxygénée (HzOsz)

avec libération d'oxygéne et formation d'eau. La réaction chimique est la suivante

2H,0, CATALASE ~ 0,+2H,0

> Technique
Sur une lame trés propre, déposer Une goutte d'H»0,a10% et introduire la

colonie bactérienne & étudier.
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> Lecture
L'observation d'un degagement de bulles gazeuses signifie que la bactérie
posséde une catalase. (9)
5-2- Test oxydase
» Principe
Le cytochrome oxydase est le dernier transporteur d'électrons dans la chaine
respiratoire. Elle catalyse le transport d'hydrogene sur I'oxygéne moléculaire ; cs qui
aboutit a la formation de I'eau oxygénée (H;0;).
Four ce test, uliliser des disques (OX), imnprégneés Jd'un subslbral incolore gui est
Paxalate de N diméthyle paraphdnyidiomine O dariice s Pactione v Piaydnae
fornme ung seiiguinong Jdé cuulew ruuge, Tnslable yui s'vayde japideingul e
donnant un composé noiratre,
> Technique
- Déposer le disque (OX) sur une lame propre
- Humidifier le disgue avec I'eau distillée sterile
- Alaide d'une pipette Pasteur stérile, écraser la colonie sur le disgue (OX).
> Lecture
L'apparition d'une coloration viclette ou brun noir au disque, signifié que la
bactérie posséde un cytochrame oxydase (4).
6-Tests d’identification des microorganismes
6-1-Test mannitol —mobilité
> Principe
Le mannitol-moebilité et un indicateur de pH, le roauge du phénol permet de
mettre en évidence la mobilité et la fermentation du mannitol.
> Technique
Ensemencer par pigure centrale jusqu'au fond du tube a 'aide d'un fil droit de
platine chargé de colonies de culture, incuber 2 37°Cpendant 24 heures
» Lecture
1. Fermentation du mannitol

- Coloration rouge — Mannitol +
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- Coloration jaune —» Mannitol —
2. Mobilité
- Culture au niveau de la piqure —s Mobilité —
- Formation d'un voile autour de la pigure — Mobilité +
(7-15)
6-2-Test de la staphylo-coagulation
» But
Dans Je genre Staphylococcus existe quelgues espéces pathogénes, cette
pathogénicité est exercée par la production de certaines toxines et enzymes, parmi

lesquelles l'enzyme coagulase qui est produite seulement par ['espéce

Staphylococecus aureus et gui a la faculté de coaguler le plasma de lapin ou humain.
(15)

Coagulase libre

Prothrombine _KThr'ombihe (ou complexe coagulase-Thrombine)

Fibrinogéne + H,O —L' Fibrine + peptide ——> Polymérisation en caillot

» Technique
- Prepare d'une culture des souches Staphylocoques en bouillon spécial pour la
recherche de la coagulase (boulllon cesur de cerveaux).
- Incuber a 27°C pendant 24 heures ;
- Mélanger dans un tube a hémolyse stérile 0,5 ml de plasma oxalaté de lapin
réhydraté et 0,5 ml de la culture en bouillon des souches bactérienne ;
- Bien agiter et portera I'étuve a 37°C et incubé pendant 24heures.

- La culture se fait aprés 30 minutes a3heures (7)

» Lecture
La présence d'une coagulase se manifeste par la formation d'un coagulum en

temps inférieur a 3 heures (9)
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S.aureus Coagulation +
S.intermedius
S.hyicus ——p Coagulation -

6-3-Test DNase

*> Principe
Certaines bactéries sont capables d'hydrolyser 'ADN (Acide DésoxyRibonucléique)
grace a une enzyme : I'DNase,
La reaction catalycée est la auivante

DNase
ADN ¥ - H20 + Nucléotides ou Polynuciéotides
»> Technigue

Ensemencer le milieu DNase avec un inoculum issu a partir du milieu
Chapman dans une bande, ou déposer la croissance en un point, & I'aide d'un
egnsemencer & anse
Il est possible d'ensemencer jusqu'a quatre types de microorganismes sur une méme
boite de Pétri. Il est recommandé d'inclure un témoin négatif, p. ex. Staphylococcus
epidermidis, ainsi qu'un t&moin positif, p. ex S. aureus.

Incuber les boites de Pétri pendant 18 & 24 h entre 35 ot 37 °C. Aprés incubation,
recouvrir les boltes de Péiri avec une quantité suffisante de solution d'acide
chlerhydrique (HCL) 1 N. Attendre 2 min afin de permetire & l'acide de pénétrer toute
la surface du milieu.

> Résultats

Une fois que l'acide a été appliqué et laissé pénétrer dans le milieu. les
micraorganismes DNase positifs, comme Staphylococcus aursus, sont entourés de
zones claires d'ADN dépolymérise, tandis que les parties du milieu plus éloignées de
la bande d'ensemencement sont opaques et blanchatres, sous |'effet de [ADN
polymerisé. Les calonies de micraorganismes négatifs a la DNase ne présentent pas

de zones plus claires en périphérie des colonies. [39]
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7- Identification par systémes API
7-1-Systéme API Staph
APl Staph est un systéme d'identification des genres Staphylococcus

comportant des tests biochimiques standardisées et miniaturisées. Cette galerie
comprend 20 micres tubes contenant des substrats sous forme deshydratée, leur
reconstitution se fait lors de l'addition a chague tube de I'API d'un milieu APl Staph
medium ensemencé avec la souche a étudier.
La technigue d'ensemencement suit le protocole préconisé pour AP| Staph est
présenté sur (Fig. 3). L'incubation se fait a 37°C pendant 24H.
Les réactions produits pendant lincubation se traduisent par des virages colorés
spontanés aprés |'utilisation de substrats ou révélés par 'addition de réactifs.
La lecture d'API ainsi que l'identification des souches se fait a I'aide du tableau des

réactions (annexe1), selon le catalague analytique AP| Staph. (16)

RECOMMENDED METHDODDOLOGY

I - Coacl
- AFFANTY.
- Catalase =

—

Bisod agan

[ _ocswer |
ap Stapn fdedium
o> uins
[EE95=-55550 DSEBEEREST) -

agl Sla_pr\ = .:Lgig

24:00 Im Fral—
& &
a6 s
— —= < Y. " 5

[SoChTsTEeY e e | ii A o Ry AT

asl Siagh PalL ¢ ZYME A =Z7mME S

Figure 3 : Méthodologie de I'l'application de I’API Staph. (7)
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8- Détermination de la sensibilité vis-a-vis des antibiotiques
> But
L'ahtibiogramme permet de déterminer la sensibilité d'une bactérie vis-a-vis
d'un antibiotique.
» Technigue
Au laboratoire, la mesure de la sensibilité aux antibiotique est réalisée le plus
souvent par diffusion en milieux solide (méthode des disques).La méthode utilisées
est celle de Kirby-Bauer préconisées par [e NCCLS (National For Clincal Laboratory
Standard).
a) Le milieu de culture
Le milieu utilisé pour les bactéries et Mueller Hinton (MH)
La gélose est coulée en boites de péiri @ une epaisseur de 4mm, et elle est séchés
avant I'emploi. (8-12)
b) L’inoculum
A partir d'une culture pure de 18 H sur milieu d'isolement, racler a l'aide d'une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques,
- Décharger l'anse dans & & 10 ml d'eau physiologique ;
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne.
- L'ensemencement doit se faire dans une a 15mn qui suivent la préparation de
linoculum. (4).
c) Ensemencement
Ensemencer la gélose, en passant trois fois l'écouvillon sur toute la surface
de la gélose et en tournant chague fois de 60°, afin d'assurer une distribution
unifarme,
d) Application des disques d‘antibiotiques
Appliquer 4 l'aide d'un distributeur ou & la pince les disques d'antibiotique a la
surface de la gélose ensemencée 15mn avant.
Ces disques doit &tre placées sur la gélose a distant de 3cm les uns aux autres et de
15 mm de la boite (4).
e) Incubation
Incuber les boites & 37°C pendant 18 & 24 heures.
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- Pour ¢hague antibiotique, mesurer en mm le diamétre de la zone d'inhibition.

- Reporter cette mesure sur l'échelle de concordance correspondante aux

diamétres critiques d'inhibition (tableau n®)
- Les résultats sont exprimés par : R (résistante), | (intermédiaire). S (sensible) (4).

Tableau 5 : Liste des antibiotiques utilisés pour étudier la sensibilité et la
résistance des souches isolées. (25)

Familles des Noni de Sigle Charge Diametre de la
antibiotiques | lantibrotique du disque du dlsque 2ur1e
| d’inhibition
Béta- lactamines| Pénicilling P 8 pg S 20 1| 8
R
Oxacilline OX 1 Ug S 20
R
Aminosides Gentamycine GM 30 Ul 8§ 17 I 11
R
et Kanamycine K 10U S 14 | 10
R
aminocyclitols Neomyeine N 30Ul S 15
R
Sterptogramines | Pristinamycine PT 15u9 s 22 1 19
R
Macrolides Erythromycine E 15Ul s 22 1 17
R
Quinolones Acide NA 309 S 20 1 15
nalidixique R
Sulfamides et | Sulfamides SSS 20019 s 17 _1__12|
association R

R : Souche résistante, 1 : Souche intermediaire, S: Souche sensible.
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1. Aspect macroscopique des colonies

Partie pratique

Aprés un temps d'incubation de 24 heures a 37C* , l'examen macroscopique sur

GN a montré la présence de colonies blanchatres , blanches | jaunes , rondes et
arpborescentes , lisses , avec de différentes tailles ; grosses , moyennes , petites. .

dant 'abondance pett atteindre jusqu'a 200- colonies / boites .

Sur Sabouraud, les colonies sont blanchatres, blanches, rondes, en etoiles, de

différentes tailles : petites, moyennes, grosses, avec une faible abondance (ne
dépasse pas 78 colonies / boites). Les résultats obtenus sont résumés dans le

tableat sujvant .

Tahleau 6 : Résultats de I'aspect macroscopique du premier prélévement.

Le Couleur
Service | Nombre | et aspect 4
De PV des cll.e Mllltieu La Taille La forme |L'abondance
colonies = cuiare
blanchatre Gelose Grosse, Réguliére
01 lisse, nutritive Petite, irréguliére, 69
- rugueuse. moyenne bombe.
Q .
W blanchatre Gélose Grosse, . E%c’mll?.e"‘
2t lisse nutritive petite Imeguiere,
e 02 ' ! ronde 104
6- rugueuse mayenne
Q. blanchatre Grosse, E?;?ée'
(2] lisse, Sabouraud | moyenne rréauli é're 84
- 03 rugueuse. petite. bg P
- ' .om't?e !
L : blanchatre Grosse, iﬁ'zgldlflj(e‘a:’: I
E 04 lisse, Sabouraud | moyenne Bogmber ! 29
3 rugueuse petite. Arborisent
ab)
i
Qo P Pasde | Chapman,
= 85, 08, 07, bousse Hedctoen Pas de Pas de /
8 pousse pousse
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En ce qui concerne le bloc opératoire, I'aspect macroscopigue des boites contenant
différents milieux (Gélose nutritive, Sabouraud, Chapman, Hektoen) durant 24 h a
37 C, montre |'absence de croissance microbienne.,

La lecture aprés 48 heures d'incubation & 37C° (tab.7), n'a pas montré de grandes
différerices pour les milieux (Chapman, Hektoen) dans I'ensemble des deux services.
Tandis dque pour la GN et le Sabouraud une augmentation considerable du nombre

de colanies est observée uniguement dans les boites mises dans le bloc aperataire.

Tableau7: Examen macroscopique aprés 48 heures :

Le Le Nombre | La Couleur et =
Service de I'aspect des c;-; gﬂ;ﬁ; La Taille fo'l;:'ra L'abondance
prélevement| colonies
blanchatre, Gélose Petite, | Bomber,

08 lisse nutritive | moyenne | ronde 1
r
4]
=3 blanchatre, Gélose 7 500
g 10 lisse nutritive Petite Ronde '
O
©
(1
=
9,. , blanche, lisse. | Sabouraud
Q__ 11 régulier Petite Bomber 1
—
D

. blanche, Sabouraud

12 irrégulier Moyenne | FPlate 2

Un deuxieme prélevement est effectué dans les services de la méme maniére que le
précédant, les résultats macroscopique aprés incubation de 24 heures a 37 C, sont

représentés dans le (tableau 8).

e 5
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Tableau 8 ' Résultats de I'aspect macroscopique du deuxiéme prélévement :

. Le Nombre |La Couleur et R
Sanvina de l'aspect des Le illey La Taille | La forme |L'abondance
T o de culture
prélévement| colonies
— Etoilé
) Jaune, . Grande, ) |
n 04 blanchéatre, Sabouraud Moyenne Rérgzﬁgée 06
9_" 7 Ligse pelie Irréailiere
]
D
a |
(1) Pas de Chapman | Pasde | Pasde /
= 02' pousse pousse | pousse
D~
o
=
g Pas de Hektoen Pasde | Pasde /
= 03' pousse pousse | pousse
(»] I
= I
| Blanc_pe, Gélose Grande, | . Rondg
@ blagheire, nutritive | moyenne bormbe, 42
04' Orangé, jaune gtite ombiliqué,
o lisse, rugueux pe Irreguliére
] _
o
o |
g®) Pas de Chapman | Pasde | Pasde '
‘_P“' 05' pousse pousse | pousse '
o)
)
— Pasde |Pasde
3 pousse |pousse
Pas de Hektoen /
06’ pousse
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2. Examens microscopiques
2-1-coloration simple (Bleu de Méthyléne)

[‘examen microscopique des colonies abondantes sur Sabouraud des deux

Partie pratique

services(bloc opératoires salle de réanimation).aprés coloration au bleu de

méthyléne, nous a permis d'observer des filaments enchevétrés, sérés (planche. 17).

Tableau 9 : Résultats microscopique aprés coloration au bleu de méthyléne

. N’ Aspect et couleur des Aspect microscopique apreés la
v PV colonies coloration par bleu de méthyléne
— |11 Colonie &tollé plal, blanche | Des filaments longs, seples avec des
o noyaux
=
(=
O
=]
B 1z
5 Colonie arborisent blanche |Des filaments serres, septés (hyphes)
E. ’
q
o
wn 3 | Colonie &toiler de grande taille | Des hyphes trés sermées (chevelug)
@ a la forme d'une fleur
)
Q.
@
q
8~
3, 4 |Blanchatre cotonneuse, | Des filaments isolés et cloisonné
3 Ronde réguligre
Y]
!
o}
=
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Planche 1: Résultats d’observation microscopique (100x) aprés
coloraiion au bleu de méthyléne
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2. 2. Coloration différentielles (coloration de Gram)

L'observation des colonies prélevées a partir de la Gélose nufritive (planche 2).
Montre I'existence de Cocei colorées en vialet donc sont des cocei Gram positif, (ce

qui laisse pensé aux Staphylocogue ou des Streptocogue).

Dispersés dans tous les services analysés (blocopératoire, sale de réanimation).

Ces cocel Gram positif sont disposées en diplocoques isolés, en tétrades, en amas,

ou en grappe. (Tableau10)

Tableau 10 : Résultats de I'observation microscopique des micro-organismes

isolés
‘ . N de Aspect microscopique
N° PV services Couleur et aspect poct i Piq
souche (coloration de Gram)
I
o 9 Blanche, mugueuse | Pstites coccl Gram+,en amas |
=] P
3 o ou en chainette.
8 5 :
= 2 10 Blanc sale (pale), Petites cocci Gram+,en amas
5 a mugueuse ou diplocoque.
-~ 1 Blanchatre Petites cocei Gram+, 7
'g: g’ diplocoque ou en amas '
o o
- o |1 Blanchatre Petites coeei Gram+,
g ; diplocogue ou en amas
® fol =% - :
3 g 2 Blanchatre Petites cocei Gram+, en court
'3" chalnette ol en amas
o _ -y —
g- 2 Blanchatre Petites cocci Gram+, en court
= chainette ou en amas.
= 4" Jaunes muqueuse
e us) 4' Orangés. muqususes
& <)
3 8 2 Blanche, mugueuse Petites coeci Gram-+,
o - , _ diplocoque, en amas, ou en
(‘§ 3' 4 Rose,muqueuse court chainette.
- )
= o
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Planche 2 : Résultatsd’observation microscopigue (100 x) aprés coloration de Gram
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3. Enrichissement et Purification

Dans le but de purifier, et augmenter le nombre des souches prédominantes
dans les prélévements effectuer 2 partir de I'air hospitalier.

Les résultats d’enrichissements apparaissent aprés une culture de 24H, ou on a
constaté un trouble au niveau de tous les tubes. (Fig.4)

Figure 4 : résultat de Penrichissement
Aprés l'enrichissement en réalise un ensemencement sur des milieux spécifigue

propre & chaque microorganisme,

Dans notre cas sont des Cocci Gram (+), le milieu choigit est la gélose Chapman ;
les boittes sont incuber a 37°C pendant 24 a 48 heures.

Les résultats sont de la purification sont représentés dans la (Fig.5).

Figure 5 : Résulfats de la purification des cocci Gram + sur Chapman

44


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Résultats & discussion Partie pratique

4- Identification des cocci Gram + par les tests complémentaires

> Le test catalase
Ce test est effectuer dans le but de différencier entre les streptocoques et les
staphylocogues, puisque ce iest est négatif pour les premiéres et positifs pour les
deuxiémes.
Les résultats ont montrés, que toutes les souches isolées qui proviennent du
prélévement effectué dans les deux services sont catalase positif (fig.8).

Figure 6 : Résultat positifs de test catalase

» Le test oxydase

Les résultats relatifs & ce test montrent que toutes les souches sont oxydase
négatif a l'exception de la souche (CJ2) qui peut &tre un Micrococcus (fig 7).

Figure 7: Résultat du test oxydase
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» Test mannitol-mobilité

Les résultats du test mannitol- mobilité (fig.8), sont représentés dans le tableau
suivant (tab .11):

Tableau 11 : Résultat du test mannitol mobilité

test - |
Mannitol Mobilité
Nb : de PV
RB1=2 + -
B1=9 ] e
RA2=1 + ~
RB2=2 & -
B2=10 . .
RA1=1 . =
cJ2=4' 9 .
CO2=4' . -
B2 1/2=4' + -
ROSE=4' . =

Figure 8 : résultat obtenue de test mannitol mobilité

.- ]
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» Test coagulase libre

La majorité des souches purifiées des prélevements pris des deux services, ne
possédent pas une coagulase libre a I'exception de la souche (RAZ colonie jaune)
prévenant de la salle de réanimation.

(Fig. 9).

Figure 0 : Réaultat du test coagulase libre

» Test DNase
Les resultats de ce fest sont représentés dans le tableau - 12, et les figures 10 et

11.

Tableau12 : les résultats de test DNase, obtenus & partir des souches
purifiées :

Résultats de test DNase

Nombre de PV

4', CJ2, ROSE, 1 ook oob

9,10, RA1 -

4',RB1, 2
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Figiu_‘e‘ 11 : Résultat avant et aprés de test DNase -

5- Identification biochimique des cocci Gram +

L'API Staph nous a permis d'enregistrer les résultats suivants

%.
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Profil de la souche Staphylococcus hominis

Profil de la souche Staphylococcus Warneri

Profil de la souche Sfaphylococcus aureus

Planche 3 : illustration des profils des souches identifiées par le systéme API
Staph
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» Lacaractérisation de Staphylococcus epidermidis est obtenue par les tests :
DNase, mannitol, coagulase négative, alors que la présence de Staphylococcus
saprophyticcus est confirmée par une DNase et coagulase négative, et mannitol
positive. (Tab.14).

Tableau14 : ldentifications des Staphylocoques avec les tests (catalase, test
mannitol, coagulase, et DNase).

Les tests

* Test Test Test
ey catalase mannitol coagulase Test DNase

*especes

B2=
(10)Staphylococcus + = - -
epidermidis

B1=(9)
staphylococcus + - - -
épidermidis

RB=(2)
Staphylococcus + + - s
saprophyticus

RA1=(2)
Staphylococcus + - S -
eépidermidis

20
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Staphylococcus saprophyticus Staphylococcus hominis

Planche 4 : aspect macroscopique des staphylococcus isolées aprés repiquage
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Discussion

Selon les résultats obtenus des analyses microbiologiques sur les échantillons
prélevés de I'air a partir des deux services (bloc opératoire, salle de réanimation), on
a remarqué que :

Les différents tests effectués a partir des deux prélévements ont montrés gu'il ya une
prédominance des champignons filamenteux et desStaphylocoques qui  sont
souvent rencontré en milieux hospitaliers et qui peuvent étre incriminées dans les
infections nosocomiales.

Les espéces bactériennes identifiées sont soit pathogéne specifique, c'est le cas de
Staphylococcus aureus, soit pathogéne opportunistes, c'est le cas de
Staphylococcus épidermidis,Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus

hominis, Staphylococcus warneri.

La répartition des microorganismes dans les deus services est comme sulit :

sur le milieu Sabouraud on a remarqué que les champignons sont plus nombreux
dans la salle de réanimation par contre ils sont presgque absent dans le bloc
opératoire.
* . ) .

la présence de Staphylococcus aureusest uniquement observer que dans la salle

de réanimation.

e i . .y R 2 ) ) :
la présence de Staphylococcus epidermidisest présentée dans les deux services

(bloc opératoire, salle de réanimation) avec une abondance par rapport aux atitres

especes identifiées.

L'existence de cette variété d'espéce microbiennes au niveau de ces deux sites plus

au moins en contact direct avec le malade peut étre expliguée par des

contaminations croisées dues au mouvement des personnes dont la dissémination

des germes dans I'air, se fait par la toux, 'éternuement, et les particules Pfliiggs.
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Conclusion

L'hopital, congu pour mieux soigner et guérir les malades, peut a tout moment les

exposer a un danger fatal.

Les infections nosocomiales peuvent toucher n'importe quel service et spécialement
le bloc opératoire, la salle de réanimation ou on enregistre une diversité de micro-
organismes dont la présence des bactéries pathogénes exposées aux malades, dont

I'état physiologique est fragile, causent des affections non négligeables.

Les différents prélavements effectués sur 'air des servicas (bloc opératoire, salle de
réanimation), de I'hépital Hakim Okbi - Guelma, révélent la présence de differentes
espéces du gerire Staphylococcus - Staphylococcus aureus, avec une prédominance
de Staphylococcus epidermidis, Staphylococeus saprophyticus, Staphylococeus

hominis et Staphylococcus warneri.

|l convient de signaler que la présence des bactéries dans le milieu hospitalier,
notamment dans l'air ambiant n'est pas une condition suffisante pour les impliquer
dane la survenue d'une infection, celle - ¢i exige l'association de plusieurs facteurs
lids alix microorganismes, la voie de transmission, la porte d'entrée et la réceptivité
de Thote. Par ailleurs, le contrdle de l'air hospitalier nécessite un traitement par un
ensemble de procédés mécanigues, chimigues et physiques pour évaluer l'efficacité

de la stérilisation surtout dans le bloc opératoire.

L'importance de cette étude est de montrer la gravité du probléme de sante publique
que provoquent les infections nosocomiales, donc pour pallier a ce probleme, la
prévention, le respect des régles d’hygiéne et un fraitement efficace de l'air |

resteront les meilleurs moyens a mettre en application.
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| _ —_— RESULTAT
TESTS|  SUBSTRATS REACTIONS/ ENZYMES NEGATIF DOSTTIF
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU | D-Glucose (Témain positif)
FRU | D-Fructose
MNE | D-Mannose
MAL | Maltose Acidification 3 partir du
[AC [ lactose carbohydrate Rouge jaune
TRE | D-Trehalose
MAN | D-Mannitol
KT | Xylitol
MEL | D-Mélibiose
NIT | Nitrate de potassium | Réduction des nitrates en nitrines NIT 1+NIT 2/10min
incolore rouge- rose
pile
PAL | Benaphtyl Phosphate alcaline TYM A +ZYM B/10min
ac.phosphate Jaune Violet
VP | Pyruvate desodium | Production d'acétyl methyl- VP 1+VP 2/10min
carbinol Incolore Violet- rose
RAF | Raffinose
e Xylose Acidification a partir du ,
SAC | Saccharose Rouge jaune
MDG | A-méthyl-D-glucoside Girne
NAG | N-acétyl-glucosamine
ADH | Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange-rouge
URE | Urée Uréase Jaune Rouge-violet

Annexe 1 : Tableau de lecture API Staph.
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APISTAPH VA [ [GUU[FRU|MNE ML |LaC | en T ac  RTFRELIYR SRR XL SAGI4D8 NG| ADH | RE
Staghyiocoseus aureus o BT S e 0 | 0 EkecleRby 1 | 0 B 2 RSl
Sl |0 QOB a6 |72 0 e o [l o i 0| 1] 0|0 400 SR |
Staplylocecols capts o ROORECMENT 43 22 | 7 {50 0 | o 3 % KA O NEIERE ¢ K5
Siaphylooocets caprse 0 BN 70 10 7 10| 0 | 0 [REREERE 0 (000 |1 [ J
St | 0 (UORUISE 0 REREEREEN 0 | 0 [ERRRIERE 0 |0\ 0| 0 RURY 0
Septyoerschromogenes | 0 FUURIGARRIRTRIIT) 4310 | 0 el | o1 1 O o [l g
| Ssphyiococts cofnissp i | ) RIREE (5 AT ¢ a3 0|2t [eelR 0 0|2]0 9|2
e T Eo T oA 10D 100 80 Sfe g .54 6] 0-| 1 [Eral o 00| 0 Y O R
Saptyresccsepdemds | 0 SUIR 70 RAAH 2 | 0 [0 | 1 IKERRGY)| | 0 Rl ) 18 TR
Efephﬁcmcmﬁmﬁ%qﬂ 09:5175) I ""'n-"- \%HO o QL 3 (8T] 0 [ O HER 15 ERRR |
Staphyloooucus hemins: 0 BT 41, il oo A 280( 0 | 1 rania) 1| 0 g ¢ FIRH ¢
Staphyhosoocus hyeus 0 BITHETRETS o IvgsTd 0 | 0 |0 REUGEIR15| 0| 0 iy 2 MUY A
Saphyicoucus s 0 10000, AQD £A00-AA0Rs0R A0 JAy'S9 ¢ 87 R 100 00 2 100 MU
Sooensgrerss | 0 RUIREOIRAS 66 4 0 |0 | 0 (6 16 0 0 ) 0 Ul O o0, IR
S| 0 GEO] 2 KO 20| 0 |as] e ¥ 1 [0 B 1 |0dal [
4ﬂlaﬂnybmusscniezfm 10080700 T D]O D ELREIRIER 0 |0 | 0| O [REAREY O
| Saphyicceus s 7 s R o RV o | o R on 0] o | 16 pkd 7 (681 0] 0
| Sapheogsassnulng 0 100 100 BIABER 95492 REAEREN iﬂj}?ﬂjﬂ R T S
Staahyloacys wamen ) BT Sy Ry 19 KO 70 | 0 0|23 16 g0 0 [0 gy 0|6 :
S |0 ke | o ier) 1 R o B ¢
e |0 lsed o w3 Jofo a3 o o000
I OB ¢ (s [0 (a | v ofofggels|«lafalol]r]®
Micotaeus spp ol 2lalololafslalojolslm{rjojejriofr{nin

Annexe 2 : Tableau d'identification APl Staph.
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