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Introduction

Intreduction

Nimporte quel malade, quel que soit son statut immunitaire peut éire infecté dans le
milieu hospitalier, méme si le risque dinfection varie d’un €établissement 4 *autre, mais il
reste toujours possible et effroyable.

Les infections nosocomiales (IN) représentent vraissemblement un probléme de sante
publique majeur, elles générent une morbidité et une mortalité importante et un surcout
gconomique

Les environnements sanitaires sont, bien évidemment, les plus exposés au ﬁsquﬁ:
&'infections croisées par la présence de conditions favorisant la prolifération et la diffusion
de micro-organismes pathogénes (les virus, les bactéries, les parasites et les champignons).
La microflore hospitaliére compte une grande variété d’espéces bactérienne qui ne cessent
de changer aud cours du temps.

Nous pensons que les maladies nosocomiales constituent un objet intéressant pour
I"étude de image de I"hdpitai telle qu’elle est maintenant véhiculée dans notre société e,
de maniére plus générale, de la perception et des attentes des individus face au systéme de
sante.

La gravité des infections peut éire exacerbée par antibiotiques administrés sans raison
valable sont la cause principale des infections nosocomiales. En effet, ils rendent certains
micro-organismes résistants et contribuent & la sélection des souches hospitalicres
multirésistantes qui peuvent se transmetire d"un patient & 1'autre.

Le but de notre travail est I'isolement et 'identification des microorganismes de
Ienvironnement hospitalier et Iétude des sensibilités des souches aux antibiotiques
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Généralité les infections nosocomtiales

1-Définition :

Une infection est dite « nosocomiale » lorsqu’elle est acquise ou contractée a ["hdpital
ou *oute établissement de soins et qu’elle apparait aprés un délai de 48 heures aprés
["admission. Pour les infections du site opératoire, on considére comme nosocomiales les
infections survenues dans les 30 jours suivant 'intervention, ou <%l y’'a mise en place
d’uné prothése ou d’un implant, dans I’année qui suit I'intervention. le mot nosocomiale
vient du grec (nosos). maladie et (komien):soigner et par extension du latin
nosocomiaux ;hopital.[1] Les mots (contractée al ‘hopital) excluent les malades existants
gu en incubation a entrée ils incluent certaines infections s’exprimant aprés la sortie; la
victime peut étre non seulement le malade mais éventuellement le personnel hospitalier.
2] |

Cette infection est caractérisée par une prolifération microbienne par conséquent des
réactions cellulaires tissulaices ou penerale; se (raduisant le plus souvent par
syndrome.L'infection nosocomiale concerne les patients mais aussi les personnelles qui
travaillent au contact de malades contagieux. .(Mergoude , 2004).
2-Chaine de PPinfection :

Pour que Pinfection se développe chez un malade & ["hopital il faut que trois éléments
s réunissent :

-Une source d’infection autrement dit le milieu contaminé par des micros
organismes.
-un vecteur transporteur des germes de la source vers 1'héte (malade).
- un malade ayant une réceptivité a I"infection du fait des soins qu’il regoit. (Otmane,
2003)
2-1-Réservoirs (source):
o Réservuoir:
— Site ol le migro-organisme se maintient et se multiplie.
e Souree:
— Lieu de contact entre le micro-organisme et 'hote.
=  Réservoir humain ;
1 est triple :
i. Le malade lui-méme est porteur de germes. L’infection est d’origine endogéne. Les

réservoirs endogenes peuvent étre primaires (flore commensale)

ou secondaires (tlore commensale hospitaliére),
Lorsque le germe responsable provient de la flore saprophyte du malade et devient
pathogéne pour diverses raisons :
< diminution des défenses de 1" hote.
% sélection de souches résisiantes par une antibiothérapie prolongée et a large
specire.
< coritamination par un acte médical ou chirurgical.
2. Les autres malades, parmi lesquels se trouvent des malades infectés, constituent un
risque pour chaque patient hospitalisé. La contamination peut étre directe ou indirecte, par
I"intermédiaire du personne] soignant (médecin, infirmier, manipulateur)
3. les visitedrs : ¢e potenticl n’est pas dédaigner (Otmane, 2003).
" L'environnement

=
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Géneralité les infections nosocomiales

L’environnement hospitalier joue le role de réservoir de germes !

- rarement pathogene pour I'homme.

- souvent réservoir de germes opportunistes g s¢ développent sur terrain déficient.

- frés fréquemment réservoir temporaire de germes rejetés par I'homme. Pour y
subsisier, il leur faut alors des conditions favorables de tempeérature (germes
psychrophiles, mésophiles ou thermophiles), d’humidité et de milien nutritif.
Certains, dans I'environnement sont trés résistants (entérobactéries, staphylocoque),
ou y survivent aisément (Pseudomonas, Serratia).

Exemple de réservoirs temporaires : les tenues professionnelles, matériel
médico-chirurgical, Iair, ’eau. [3]
2-2-Les vecteurs @
La transmission peut se faire par contact direct ou indirecte, par I’intermédiaire de vecteurs
tels que.

- les mains du personnel, médical et infirmiers.

= les équipements: le linge, la Jiterie.

- le matériel courant : aiguilles, sondes vesicales, cathéters; a cet égard, I'emploi de
matériel 4 usage unigue diminue considérablement les risques.

= le matériel difficile a stériliser : appareils endoscopiques, respirateurs,

les aliments ,’eau et 1"air,( Otmane, 2003).

e Les modes de transmissions :

On distingue plusieurs formies d’infections nosocomiales qui relévent des modes de
transmission déférente :

a)- Auto-infection :

C’est lorsque le malade s’ infecte soit par ses propres germes appartiennent a sa microflore
originale soit & partir de |’epvircnnement immédiat (surface de la peau, vétement, lit). Ces
infections sont dues généralement aux germes saprophytes qui deviennent pathogénes a la
suite d'une antibiothérapie itérative ou d'un traitement immunosuppresseur. Les
complications infectieuses respiratoites liées au décubitus et ses conséquences sur le
drainage des voies aériennes peuvent &tre des aufo-infections. (samou 2004).

b)- Hétéro infection :

On parle d’hétéro-infection lorsqu’un agent infectieux est transporié d’un malade a

un autre provequant une infection dite croisée ou hétéro-infection.

L’agent infectieux est rarement transmis par contact direct ou par voie aérienne.

Le plus souvent le vecteur est le personnel soignant par ses mains, et ou ses instruments de
travail. On parle d’infection manu portée ou d’infection transmise par le matémnel
d’exploration ou de soin. C’est le mode de coufamination majeure lors de nombreuses
épidémies et probablement le plus sensible aux mesures prophylactiques. (Samou, 2004)
¢)~ Xénp-infection :

Ce sont des infections qui sévissent sous forme endémique ou épidémique dans la
population extrahospitaliére. Les agents infectieux sont imporiés & I’hdpital par les
malades, le personnel soignant, ou les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase
d’incubation. Tls se transmettent par voie aérienne, par contact direct ou indirect et trouvent
a I"hopital des victimes particuliérernent réceptives ef des conditions de transmission
facilitées. Lorsque la maladie infecticuse est le seul motif d'hospitalisation, les mestres

-3-
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Géneralité les infections nosocomiales

immédiates d’isolement peuvent étre prises, Mais dans cerains cas Dinfection est
indépendante du motif d"hospitalisation. (Samou, 2004)

d)- Exo-infection :

Cette infection est liée & des avaries techmiques (stérilisation inefficace, filtre & air non
stérile, eau polluée). Les matérizux & usage paramédical ou domestique sont utilisés aupres
des malades. lls sont susceptib'es d’étre contaminés et peuvent ainsi provoquer des
infections nosocomiales souvent épidémiques. (samou 2004)

Transmisslon de
Iinfectlon hospitallére

[ Patlent
| Infecté

‘Hétéro-infection

Persannel Transmission
[Infection croisés)

indirgécte

Ervircnrmmant
(medical, Hatelier)

[

Transmission
direcia

Xare-mlection directs p
o atfant . Dimicte
wdlteces i téceptil Autodinfection |

VisRourinfocls

Materigl particuliar
Extlrizsur Al fervics ol a hégtcal’
Exo-infection
Airs eau, almenitaton
matériel starie, .,

Figure 01 : Transmission de Iinfection nosocomiale. [4]

2-3-I’hite :
11 faut congidérer deux ¢lements :
#» La pénétration
e Les voies d"entrée ;
- la voie respiratoire est la principale dans les infections pulmonaires.
-la voie sanguine.
~1a voie cutanéo-mugueuse par les excoriations, les plaies.
- la voie entérigue ou digestive, par les aliments ou les mains.
- la voie genitale,
- la voie parentérale.
s Ladose administrée :
- pour qu’il y @it infection, une dose minimale infectante (D.M.I) est nécessaire elle est
élevée pour les bactéries (de l'ordre de 1 million) et faible pour les virus (dizaine ou
centaine)
- la D.M.1. varie en fonction de la voie de pénétration (plus faible par voie sanguine) et de
I*état immunitaire du malace.
» L’état de réceptivité dépend :
- des défenses et done de I'¢tat d'immunité du patient (en centres, on rencontre de plus en
plus de malades fragiles immunodéprimeés, 42¢s),

-4
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Généralité les infections nosocomiales

- des factsurs de risque présentés par Pindividu (Broncho-pneumopathie Chronique
Obsiructive, asthme, intervention, cancer). [5]
3-les prineipales infections nosocomiales :
Ou distingue cing types d’infections nosocomiales:
3-1- Infection urinaire

Les infections urinaires contractées a I'hopital sont déclenchées dans prés de 75%
des cas par un catharisme des voies urinaires et par la mise en place d'une sonde a
demeure. Dans le cas d'un cathétérisme isolé, les bactéries de l'urétre antérieur ou celles
des mains de l'opérateur peuvent étre introduite directement dans la vessie.

Pour la mise en place des sondes 4 demeure, méme lorsque le geste operatoire a cte
accompli rigoursusement, on estime que prés de 25% des personnes vont présenter une
infection urinaire dans les deux premiéres semaines suivant le sondage avee un maximuni
de fréquence entre le S5ém et les 1 1ém jours (Diakaria, 2001)
elles sont beaucoup plus fréquentes chez les femmes, les vieillards et I'immunodéprimé,
(Mergoude ,2004)

Les germes Jes plus fréquents sont

Bacilles Gram négatif : Escherichia coli, proteus Klebsiella,. staphylococcus
(Stauning, 1946)

a-infection urinaire: Bactériurie asymptofique :

Une uroculture quantitative positive (>= 105 micro-organismes/ml) si le patient a é1é
sonide (sondage vésical 4 demeure) pendant la semaine précédant le prélévement. (Comite,
1997).

b- infeetion urinaire : Bactériurie sympiomatique .

Figvre (>38 °C) sans autre localisation infectisuse et/ou envie impérieuse et/ou dysurie
et/on pollakiurie et/ou tension des sous pubienne (Jepseno, 1986).
3-2-Les infections postopératoires:

Les infections bactériennes provoquées par |'acte opératoire représentent prés de 23% des
infections nosocomiales (Dikaria, 2001).

Les éléments permettant le diagnostic d’infection de la plaie ppératoire sont fonction de la
Tocalisation de I’ infection. Les bactéries responsables sont les cocci gram négatif .
¢ Infection superficielle :

C’est une imfection survenant dans les trente (30) jours suivant I’intervention, et
affectant les tissus sous-cutanés ou situés au-dessus de I’aponévrose et la peau ou les
muqueuses. Elle est diagnostiquée pur un écoulement purulent de I*incision ou du drain ou
par
I"isolement d’un germe & la culture de 'écoulement d’une plaie fermée ou par une
ouverture par le chirurgien en présence de 1'un des signes suivants : douleur ou sensibilite
& la palpation, tuméfaction localisée, rougeur, chaleur (sauf si la culture du prélévement de
la plaie est négative). Le diagnostic est établi par le médecin ou le chirurgien,
(Samou,2004),

» Infection profonde:

C’est une infection qui survient dans les trente (30) jours suivant I"intervention, ou dans
I’année, s’1i y a eu mise én place d’un maténel étranger, intéressant lestissus ou espaces
situés au niveau ou au dessous de I’aponévrose. Elle se traduitpar un écoulement purulent |
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provenant d’un drain sous aponévrotique ou par la déhiscence spontanée de la plaie; ou
I*existence d’un abcés ou d’autres signes d’infection observés lors d’une intervention
chirurgicale ou d’un examen histologique, ou par la nécessité pour le chirurgien de Te-
intervenir en cas de fidvre =38 °C, douleur localisée et sensibilité & la palpation. Le
diagnostic d’infection ¢st établi par le chirurgien. (Dikaria, 2001).

» Infection de ’organe ou du site:

Elle survient elle aussi dans les trente (30) jours suivant I'intervention, ou dans I'année,
§’il y & eu mise en place d'un matériel étranger, impliguant les organes ou espaces (autres
que I’incision) ouverts ou manipulés durant I"intervention, authentifiée par la présence de
pus, ou d*un germe isolé au niveau de I"organe ou du site, ou de signes évidents d’infection
impliquant 1’organe ou le site ou I’espace, observés lors d'une ré intervention chirurgicale
ou d’un examen histopathologique. “Samou2004).
3-3-Les infections respiratoires:

Les infections respiratoires sont surtout observées dans les unités de réanimation ou
desoin intensif représentant prés de 15% des infections, les pneumonies nosocomiales se
distinguent des localisations précédemment citées par la forte mortalité qu'elles entrainent
(20 a 50%).

Les principaux microorganismes résepensables sont les bacilles a Gram négatiffBGN) de
prés de 60% et les staphylocoque de 40% de pneumonies nosocomiale.(Mergoude,2004).

3-4-les infections sur cathéter :

La technique de la pose et la localisation du catheter jouent un role important sur la
fréquence des infections les cathéters posés par voie percutanée sonf moins infectés que les
cathéters posés aprés abord chirurgical Les cathéters périphériques sont plus rarement

infectés que les cathéters centraux. Les germes en cause sont tres souvent des bactéries de

la lare putarée tels que Staphylococcus aureus et Staphylococcus eépidermidis
(50 a 70%) et les bacilles & Gram négatif.(Samou ,2004),
3-5-septicémies :

De nombreuses études publient d’ailleurs deux taux de septicémies, celui observe
chez les patient cathétérisés (9,6%) et celui observé chez les autres patient (4,2 %) les
germes les plus rencontrés: bacille a Gram négatif, S.awreus el S.epidermidis.

(Diakaria ,2001)

3-6-Autre infections nosocomiales :

De trés nombreuses antres localisations infectieuses sont possibles (15 a25% des
infections nosocomiales). On peut citer notamment
-les infections du systéme nerveux central (méningites-d'inoculation ou post opératoire,
abeés cérébraux).
- infection de |a peau (abcés sous cutanés ou musculaires apres infections).
- infection du tube digestif (diarrhées épidémique & Salmonelles ou Escherichia coli enter
pathogénes)
- infection des régions buceale et perneale (au cours de leucémies en aplasie).
(Diakaria,2001)
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Figure 02 : répartitions d’IN selon les types d’infections. [4]

4-Facteurs de risque infectieux:
Les facteurs de risque peuyent étrs distingués en 2 catégories :
A- Les facteurs liés au malade
1-Les pathologies préexistantes :
- Diabete
- Insuffisance rénale
- Insuffisance hépatique
- Incontinence urinaire (facteur de risque d’infection urinaire nosocomiale)
- Leucopénie, cancer (Immunodépression). [6]
2- la pathologie a IPorigine de Phospitalisation :
- Polytraumatisme (Accident de la circulation, chute d’une hauteur)
- Briilures etendues

3- L’état nutritiounel non satisfaisant : la dénutrition est un facteur favorisant imporiant
des infections nosocomiales car elle provoque une atrophie de toutes les muqueuses..

4- L°Age : Avant 1 an et apres 65 ans, le risque infectieux est majoré.

B- Les facteurs liés aux technigues diagnostiques et thérapeutiques:

La nature et la qualité des soins influent sur le taux d’infections nosecomiales :
- Certains traitements agressifs tels les perfusions, cathétérismes, sondes, endoscopie

constituent des portes d’entrée faciles pour I’agent infectieux.

- L’encombrement du service, le défaut d’isolement des malades infectés,

=T =
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- Les erreurs dans I’organisation des soins.

e [|'antibiothérapie & I"aveugle : ['ufilisation des antibiotiques & large spectre
sélectionne les bactéries multi résistantes aux anfibiotiques et diminpe l'effet
barriere de la flore commiensale.

e ladésinfection insuffisante.

» la stérilisation de mauvaise qualité.

s asepsie insuffisante. [6]

5-Les principaux micro-organismes responsables d’LN :

L’infection nosocomiale, acquise au sein d’un établissement de soins, peut étre lige a
divers agents, bactéries, virus, champignons ou parasites. Les patients peuvent s’infecter
par des germes dont ils sont porteurs (saprophytes ou pathogénes). On parle de germes
endogenes. Ces germes contaminent le patient le plus souvent lors de soins (sonde
urinaires, infection du site opératore).ou peuvent s’infecter par des germes ligs a
I"environnement hospitalier. On parle de germes exogenes. Ces germes contaminent le
patient soit par des routes inanimées (eau, air, aliment) ou animees (patients, personnels).
[71
5-1-Les champlgnons :

Les infections nosocomiales fongiques (INF) (causées par des champignons) sont une

préoceupation majeure des établissements de santé, elles sont peu fréquentes et touchent
les personnes séyeremert immunodéfaillants.
Ep milieu hospitalier, quelques espéces de moisissures peuvent s'avérer responsables de
mycoses invasives, maladies graves, ces infections sont pour l'essentiel des infections
nosocomiales consécutives au traitement anticancéreux et Imununosuppresseurs sont
causées par des champignons de l'environnement notamment aspergillus et candida.
(Cordonnier 2000)

v Aspergillos:

Aspergillus sp représente une faible proportion des champignons filamenteux
(moisissures), 200 espéces, seule une trentaine est pathogéne pour ’homme ; les plus
représentées : Aspergillus fumigatus et A.flavus. Ubiquitaite des ' environmemental
(végéraux, sol, l'air, poussiéres. .). Leur mode de contamination est aéroporiée,
Contamination inter-humaine exceptionnelle, Cas sporadigues ou cas groupés, au cours de
travaux (rénovation et/ou construction):Le risque de contamination va dépendre du terrain
du patient, de la maladie et de son stade évolutif, ainsi que de son traitement et des facteurs
environnementaux.[§]

s  Candida:

Le « Cuandida» est un champignon de forme ovale ou circulaire, 11 est souvent

représenté comme une boule platz ramifiée ou commie des petits bourgeons. Il est présent
dans l'appareil digestit, sur 'épiderme et dans l'appareil génital et peut provoquer des
maladies & ces endroits dans le ¢as d'un affaiblissement de I'organisme.
Les candidas sont souvent responsables d'infections nosocomiales systémiques qui peuvent
étre la conséquence de contarnination nosocomiales exogenes, souvent chez les patients
ayant des cathéters intra vasculaires, ou bien ils peuvent &ire responsables d'infections
consécutives au passage vers les organes profonds endogene.[9]
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5-2-Les virus:
La fréquence des infections nosocomiales virales (INV) est estimée 4 environ 3 % de
I'ensemble des infections nosocomiales, Les populations & risque se sont les services de

pédiatrie, de gériatrie, de pathologies chroniques, aussi les immunodéprimeés.

Types de virgses:

Selon leurs modes de transmission on distingue :

~Rotavirus: de transmission féco — orale par aliments et eaux souillés, et par contact
humain, responsables de diarrhées infantiles

- Virus respicatoire syneitial (VRS): de Transmission aérienne ce virus entraine

des atteintes ORL &t pulmonaires chez 1’enfant.

-Le Virus de Ja grippe : afteint surtout les Sujets dgés dans les centres medicalisés ; 1l se
transmet par voie aérisnne ¢t entraing des atteintes du rhinopharynx, de la trachée et des
bronches

- Les Virus de I’hépatite B (VAB), de I’hépatite C (VHC), de I'immunodéficience humaine
(VIH), des fievres hémorragiques, sont incriminées dans les services d’hémodialyse, lors
des transfusion sanguine et greffes d’organes.

~Autres : varicelle, rougeole sont aussi ineriminés chez les PVVIH[10]

‘Tableau n°01 4 principaux virus responsables des INV [11]
Virus Incubation Principaux signes clinigues (%: valeurs
moyennes) '

Rotavirus 1 -3 jours
- diarrhée aqueuse: 98 %

- figvre: 86 %
- vomtissements: 51 %

- déshydrations : 72 % des hospitalisations

| Calicivirus 12-48 h diarrhée: 66 %
| figvre- 37 %

5-3-Les parasites:
Le parasite est animale ou végétal qui pendant toute sa vie ou une partie de sa vie
se nourrit au dépend d'un organisme vivant.
Les parasites sont particulierement pathogénes pour les sujets immunodéprimes.
Les waitements immunodépresseurs sont parfois responsables de 'dvolution grave voire
mortelle de certaings parasifoses. Il s'agit le plus souvent d'une toxoplasmose.' Certaines
observations montrent une toxoplasmose antérieure, d'autre la transmission par un ergane
transplante.[12]
5-4-Les bactéries :
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Les germes mnosocomiaux reéncontrés sont souvent des bactéries, Elles sont
domingées par les staphylocoques, les entérobactéries et les bactéries du genre
Pseudomonas. Ces bactéries nosocomialés sont souvent caractérisées par leur mult
résistance. [7]

5-4-1-Les bactéries Gram négatif:

Représentent 60 & 70 % dés agents responsables d'infections hospitaliéres

e Pseudomonas:

Clest l'exemple type de bactéries nosocomiales opportunistes. A [l'hdpital, ce
germe est répandu dans les environnements humides (robinets, siphons, lavabos, douches,
nébuliseurs, humidificateurs, ...), qui peut ainsi contaminer le matéricl hospitalier, hotelier
médicale ou chirurgical, les solutions antiseptiques, les solutés injectables, des
produitsmedicamenteux. Dans la majorité des cas, l'infection & Pseudomonas elle survient
chez les patients fragilisés (opéré récent, patiemt sous assistamce respiratoire,
chimiothérapie....). Cette bactérie peut-étre responsable d'infections graves (pulmonaires,
septicémiques, urinaires) nécessitant l'utilisation d'antibiotiques coliteux et le plus souvent
enn association. La transmission s¢ fait & partit des sources enyironnementales, soit
directement, soit par l'intermédiaire de matériels lavés ou rinces a l'ean du réseau, Elle peut
aussi étre interhumaine 4 partir d'un sujet colonisé. La pression de sélection des
antibiotiques dans le milieu hospitalier augmente probablement le risque de colonisation.
L'espéce le plus pathogéne <’est le Pseudomonas aeruginosa, ont une fréquence €levée
dans certains seryices : réaniination, long sé¢jour, pneumologie, P. aeruginosa possede une
résistance naturelle 4 de nombreux antibiotiques. [12]

e Les entérabaciéries :
les Entérobactéries sont dominées par I'espéce Fscherichia coli respensable
d’infections urinaires et bactériénmies nosocomiales, mais parmi les bactéries constituant
cette familles, on retrouve aussi les genres Klebsiella, Enterobacter Serrana, Proreus,qui
appartiennent normalementa la flore digestive habituelle et peuvent contaminer I'eau ou
des circuits supposés.[12]

¥ Escherichia coli (E. coli) :

C'est I'espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. £. coli ou colibacille
gst habituellement une bactérie commensale, représente 80 de la flore intestinal aérobie de
l'adulte, il se répond dans Ia nature: sol et eaux. Les infections & £. coli sont deux fypes:
des infections opportunistes, touchant principalement l'arbre, urinaire, les voies génitales et
biliaires. et I'autre volet des manifestations pathologiques sont constitpardes infections du
tractus digestif, (Nauciel.2001)

> Citrobacter -

Citrobacter est une bactéric aérobie, Gram-négative, appartenant aux
entérobactéries. Généralement nosocomiale, touchant le tractus gastro- infestinal, I'arbre
urinaire, les poumons, les plaies, les tissus mous, "os et les méninges. La présence de
Citrobacter dans le sang est fréquemment associée a des bactériermes poly microbiennes
chez des patients avec une pathologie sous-jacente. [13]

r 2 Acinetobacter:
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Cette bactérie est responsable d’infections nosocomiales, essentiellement dans les
services accueillants des patieats fragilisés (réanimation par exemple). Sa transmission se
fait par contact avec les mains. En général, cette bactérie ne provoque pas de maladies chez
les personnes bien portantes. En revanche, chez les patients fragilisés, elle peut étre la
cause d’infections sévéres (infections pulmonaires, septicémie, notamment). Cest un
bactérie fiéquemment résistante & de nombreux antibiotiques. [14]

> Shigella:

Les Shigella sont des bactéries intestinales rencontrées seulement chez I'homme
Celui-cf les élimine par ses selles et les disperse dans le milien extérieur (sol, eau) ot elles
ne survivent pas longtemps. La contamination se fait par voie digestive, la transmission
interhumaine s'opére facilement, elle peut étre directe, par les mains, ou indirecte par
l'ingestion d'aliments oud'eaux contamings, Elle est responsable de dysenterie bacillaire, et
de syndrome diarrhéique chez les enfants. [15]

5-4-2-Les bactéries Gram positif:

= Staphylocogues:

Bien que Staphylocoque contamune largement les surfaces, l'air et l'ean, 'homme
en est le pringipal réservoir, qu'il soit malade et portenr de 1ésions, an hien partenr sain (30
4 50% de la population) surfout au niveau des fosses nasales, de la peau et de ses annexes
glandulaires (aisselles, périnée). Les staphylocoques, en particulier les espéces S aureus et
S:épidermidis, a un réle majeur dans l'infection nosocomiale surtout cutaneo-mugueuses
qui peuven. étre graves (septicémies secondaires). Elle peut étre peut étre transmis
directement par un simple contact direct comme un toucher de main ou indirectement via
des surfaces ou des objets touchés par un porteur de staphylocoque. A I'hépital, 30 4 40%
des S. aureus sont résistants a plusieurs familles d'antibiotiques, ce qui reduit les moyens
de traitement possible de ces infections [16]

- Sireptocoques:

Les bactéries apparienant au genre Streptococeus sont des cocei @ Gram positif
Se disposant en chainettes plus on moins longues.

Les streptocoques sont fragiles et vivent & I'état commensal au niveau des
téguments ou des muqueuses de 'homme. La présence normale de streptocogues au niveau
cutanéo-muqueux explique qu'ils peuvent contaminer fréqueminent des prélévements et
constituer des souillures.

On distingue des espéces pathogeénes, des espéces commensales et des espéces
saprophytes. Beaucoup d'individus sont porteurs sains et hébergent des strepiocoques
pathogénes sans présenter les signes de la maladie. [17]

Tableau N°2 & principaux bactéries responsables d*infections nosocomiales selon leur
fréquence relative, localisation des infections, réservoirs, et le mode de transmission. [18].
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Les bactéries fréquemment mis en causes dans les infections nosocomiales

““Baciéile” - | Localisations " |- Réservoir Mode de | Fréquence’
responsable das Infactions ‘transmisslon
Staphylococcus | Plaies, peau, sang Peay, ngz |Mains. air ambiant, cathélers 10 %
aurgus
Staphylocoiues | Cathélers, sang Peau, nez |Mains, air ambiant. cathéters 2%
coagulase A
Entérocoques | Urines, plaies | Intestin | Mains, air ambiant, sondes urinaires 9%
Escherichia coli | Urinas, sang [ntestin | Mains, sondes urinaires 19 %
Kiebsiella Apparel fespiraloire Intestin__ | Mains, liquides %
Enterobacter Plaies Intéstin | Mains. liquides | 4%
Proteus Urings Intestin | Mains. liquides 7%
Pseudomonas | Urines, sang, plaies, Milieux  |Matériel madical. mains 9%
appareil re ipiratoire humides

6-Mécanisme d'action et résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques constitue un probléme majeur de
santé publique. La dissémination des bactéries multi resistantes (BMR) entre les patients
hospitalisés, souvent fragilisés, est a I'origine d’une augmentation considérable de la
mortalité, de la morbidit¢, les BMR représentent 20 4 30% des cas des infections
nosocomiales [19]
6-1-Mécanisme d’action :

Les antibiotiques interagissent avec les bactéries au niveau des cellules cibles qui
sont spécifiques soit d’un antibiotique, soit d'une famille de celui-ci [19]
6-2-résistance bactérienne :

Une souche bactérienne résiste & un antibiotique quand elle peut croitre en
présence d’une concentration plus élevée de cet antibiotique que la concentration tolérée
par les autres bactéries de la méme souche. (leguyon, 1960)

» Le mécanisme de cette résistance peut étre due a ;

-Modification de la molécule bactérienne qui constitue la cible de I"antibiotique
L’antibiotique ne se fixe plus sur la structure qui représente sont site d’action.

-production d’une enzyme capable d’inactiver la molécule de I'antibiotique
(acetylase, adenylase, phosphorylase pour les aminosides) ou de ["hydrolyser
(pénicillinaes, cephalosporinasz pour les béta-lactamines).

La modification de la pénétration de I'antibiotique dans la bactérie, il n, atteint pas son site
d’action (perméase). (Ferron, 1983)
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< LES QUATRE STRATEGIES DE LA RESISTANCE AUX ARTIRIOTIQUES
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Figure03 : les mécanismes de résistance des BMR aux antibiotiques. [20]

6-3-BMR impliguées dans les infzctions nosocomiales :
-staphylococcus résistant a la métwnilline SARM.
-Entérobactéries productrices de B lactamase a spectre élargi BLES.
-Entérobactéries résistanies aux [§ lac amines par hyperproduction de céphaosporinase.
- Acinetobacter vésistane a la céfiazidime et/ou imipenem
-pseudomonas aeruginosa résistant a céftazidime PARCet/ou i mipenem
-entérocoque résistant aux glycopéptides. [21]
6-4-Type de résistance :

Deux types de résistance sont habituellement décrits :

a- La résistance naturelle :

Le spectre d’un antibiotique représente ’ensemble des germes pour lesquels cet

antibioﬁque est sensible. Certains germes peuvent, de maniére spontanée, ne pas réagir 2
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cet antibiotique. On dit alors qu’il y a une résistance naturelle, Elle est due soit @ une
ahsenice de cibles pour I"antibiotique, soit & une nnpenneablhte de la paroi bactérienne &
I’antibiotique, soit & une sécrétion naturelle par les germes d'une enzyme gui détrnit
I"antibiotique. Ce type de tésistance est stable. Elle doit étre connue pour chaque
antibiotique afin de diriger la prescription 4 chaque fois que I"antibiogramme n'est pas
disponible au moment de la mise en route du traitement. [22]
b- La résistance acquise :

Certains germes qui jusque 12 ¢tajent sensibles 4 un antibiotique donné, peuvent acqueris
une résistance aprés un certain temps plus ou moins long. On parlera alors de résistance
acquise, Celle ci admet dans sou déterminisme soit un mécanisme de mutation, soit un

mécanisme de transfert de génes. [22]

Tableau N°03 : Les différentes familles d’antibiotiques : activites, mécanismes

d’actions et de résistances

Antibiotiques | Activité Mechanism Mécanisme de résistance
d*action, cible
felactames Gt | inhibition de la modification de la cible
Gram- synthése de la paroi | - production de -
anaérokes bactérienne
Glycopeptides | Gram + inhibition de la lactamase
synthése de la paroi | - modification de la cible
_ bactérienne
Aminoglycosid | Gram- inhibition de la - modification de la cible
s synthese des - production d’un
| protéines, ribosomes | inhibiteur
Tetracyclines Gram-+ imhibition de la - modification de la cible
Gram- syuthése des - mécanisme de reflux
protéines, ribosomes
Macrolides et Gram+ inhibition de la - modification de la cible
Lincosamides Gram- syathése des - impermeabilité de la
protéines, ribosomes | parol gram-
Quinolones Gram+ inhibition de la - modification de la cible
Gram- réplication de
" ADN, ADN gyrase |
Rifampin Gramr+ inhibition de la - modification de la cible
synthése de I’ARN,
ARN polymérase
Trimethoprim et | Gram+ inhibition de la - modification de la cible |
Sulfonamides Gram- synthése des acides
nucléiques, enzyme

7-La prévention des infections nosocomiales
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Géneralité les infections nosoconiiales

En médecine, le tisque zéro n'existe pas. Pour cette raison, il n'est pas togjours possible
d'éviter les infections nosocomiales. 11 est par contre tout & fait possible den limiter la
fréquence et |a gravité, en respectant quelques régles d'hygiéne,

Les préventions des infections hospitaliéres consistent .

-d’une part & poser un certain niombre de (barriére) dans le but d’empécher la
transmission des germes d’un patient a un autre, du personnel au patient du patient.

D’ autre part & traiter les malades infectés avec un antibiotique adéquat pour réduire le
réservoir. (Acaret, 1997).
7-1-Le respect strict des régles d'hygiéne -

L'application des régles dhygiéne est le premier moyen de lutte contre les infections
nosocomiales, Ces régles s'appliquent & trois niveaux |

- ["hygiene des mains

- le respect des régles d'asepsie

- "'environnement.

s I"hygiéne des mains :

L'hygiéne des mains du personnél est une regle fondamentale. A I'hépital, la
(ransmission des germes se fail essentiellement par les mains du soignant. En effet,
soumises a de nombreux contacts (malades, objets, surfaces contaminées); les maing sont,
par nature, des relais contaminants. Le lavage des mains, en permettant de réduire le
nombre de germes localisés sur les mains du soignant, constitue la mesure de prévention la
plus simple et la plus efficace. 11 doit Eire pratiqué avant et aprés chaque soin
potentiellement contaminant. C'est pourquoi les services disposent d'un nombre imponant
de lavabos 4 commande non manuelles equipés de distributeurs de savon et d* essuie-
mains d usage unique.

On d:istir!gue :

- e lavage simple (avec un savon doux),

- le lavage désinfectant {plus long et avec un savon antiseptique),

- la désinfection avec une solution hydro-alcoolique (SHA) elles contiennent de

I"alcool a 70°.

Le lavage simple est insuffisant pour certamns gestes et pour la piévention de la
transmission des BMR., [24]

° Le vespect des régles d'asepsie: autrement dit l'ensemble des mesures
destinées & empécher touf apport extérieur de germes, représenie un autre moyen de
prévention incontournable. Beaucoup d'infections nosocomiales sont dues & des gestes de
soin qui introduisent involontairement des germes infectieux dans le corps. On parle
d'actes de soin invasifs parce quils traversent la peau du patient. Cest le ecas des
perfusions, des sondages urinaires, de la ventilation artificielle ou d'opérations
chirurgicales. La premiére préoccupation est bien sir toujours de déterminer si I'état de
santé du patient néeessite de tels gestes de soin. Il faut comparer le risque d'infection
encourn au bénéfice attendu de ces gestes, afin de ne prafiquer que les gestes
indispensables a la sanié du patient.[24]

- Ces régles reposent sur:
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Géndralite les infections nosocomiales

-la préparation de la peau ou des muqueuses du malade avant tout geste invasif
(infervention chirurgicale, pose dune perfusion, d'une sonde urinaire..) avec les
antiseptique.

- l'emploi de matériels et instruments stériles ou ayant subi un nettoyage suivi d'une
désinfection.

-lemploi d'un matériel dont la conception permet d'en limiter les manipulations.
[23]

- Le port de gants

[l est nécessaire lors de tout contact avec un liquide biologique (sang, urines; ...}
afin de prévenir le risque infectieux et de protéger le personnel soignant. Le port de gants
n'exclut pas le lavage des mains avant et aprés leur utilisation. Ils doivent &tre changes
entre chaque patient et entre chaque soin.

Ainsi, la prévention concerne aussi le personnel, en particulier pour les risques lies
au sang : port de gants ‘obligatoire lors des prélévements sanguins, protocoles de soin du
personnel lors des pigiires accidentelles (trithérapie antiréfrovirale en eas de contact avec
du sang VIH positif).

- Les isolements des malades contagieux :

La prévention de la transmission nécessite un isolement du malade afin d"éviter ta
diffusion des germes a son entourage

Ces précaution d’isolement ne sont nécessaires que pour 2(pour 100) des malades
admis 1"hopital.

De nos jours, dans la plupart des hopitaux, on utlise un systéme d’isolement par
catégories, ce systéme est basés sur la classification des maladies selon leur mode probable
de dissémination et comprend un ensemble de procédures bien codifié
7-2-La stérilisation, la désinfection et ’antisepsie ;

On ne peut concevoir la prévention des infections nosocomiales sans parler Je -
Stérilisation, désinfection el antisepsie, terme recouvrant des notions différentes.
Lorsqu’un objet peut étre traite de telle fagon que tout les micro-organismes y

comprisles spores soient éliminés, cet objet est appelé (stérile).done la stérilisation est la

mesures (absolue) qui en Déradication totale et définitive de tout agent infectieux.

Différent techniques de stérilisation sont utilisées :

-Li stérilisation par la chaleur séche (Poupinel)

-exposition 2 la vapeur dans un autoclave.

-stérilisation gazeuse,

-immersion dans-une solution des glutaraldehyde.

-utilisation des rayons U. V.

Certains objets ne peuvent pas étre stériles et ne requiérent quune élimination
partislle des micro-organismes. A cet effet des solutions désinfectantes, des antiseptiques
et d'autres solutions de nettoyage peuvent éfre utilisées.

La désinfection s'applique avant tout ay matériel médical incrte (endoscope),

L antisepsie s’applique aux tissus vivants et est effectuée a ’aide de produit,
applicable sur la surface de la peau ou de muqueuses (Acaret, 1997)
7-3-L’antibioprophylaxie :
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Généralité les infections nosocomiales

C’est D’administration d’antibiotique avant la contamination bactérienne
potenticlle liée & ["acte opératoire: Elle a pour objectif la réduction de la fréquence des
infections chirurgicales superficielles au niveau des sites opératoires. Elle est réservée aux
interventions associées A une fréquence élevée d’infection postopératoire aimsi qu’aux
intzrventions donf les complications septiques, bien que rares, ont des conséquences vitales
ou fonctionnelles graves. (Samou, 2004).
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Chapiire 1 Matériels et Méthodes

J-cadre d’étude ;

Notre travail 4 pour but |’isolement et 1'identification des micro-organismes
responsables d’une infection a partir de 'environnement hospitalier et des patients
hospitalisés au niveau de deux services service chirurgie femme et service d’orthopédie de
I’hopital El-Hakim O’kbi Guelma. Ce travail & été réalisé au nivean du laboratoire de la
micro biologie du Département de biologie de | université de Guelma,
2-Préléevement et enrichissement:

% Materiel de prélévement :

¢ Ecouvillons stériles.

¢ Eau distillée stérile.

» Boites de Pétri.

* (¢lose mutritive (G.N).

* Qlaciere.

s [Etiquettes.

< Matériel d’enrichissement ;

* tubss & essai.

+ Boullton nutritif.

o Etuve.
2-1-Prélevement de pus:

Les prélévements de pus sont effectués au niveau des plajes infectées de deux patients
hospitalisés au sien de service d’orthopédie par des écouvillons siériles dans des conditions
d’asepsie rigoureuse.
2-2-Prélévement 2 partir Jdes surfaces :

Les prélévements ont é1é réalisés 4 T"aide des €couvillons stériles préalablement
humidifi¢ avec ’eau distillée que "on frottait au niveau du lit de malade, des sols, des
instruments médicaux stériles des mains d”une infermiére, mur, chariot de soins et du four
Pasteur.

Remarque : Les prélévements sont étiquetés : date, site de prélévement et service.
-Les sites de prélévements ont été choisis dans ['ebjectif de couvrir plus au moins
I’ensemble de 'environnement hospitalier.

Tableau N°04 : numéro des sites et les services des préléevements effectués
[ Numéro de prélévement | Site de préléevement ]Eerﬁce

%=
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Chapitre I Matériels et Méthades
(1) Pus d”un homme de 52 ans | -Service d’orthopédie
2) Pus d*un bomme de 40 ans | -Service d”orthopédie
3) Main d’une infermiére -Service d’orthopédie
(4) Lit de malade -Service chirurgie femme
(5) Chariot de soin -Service chirurgie femme
(6) Sal -Service chirurgie femme
(7) Atmosphére aérienne -Service chirurgiec femme
(8) Mur -Service chirurgie femme
(9) Instruments meédicaux -Service d’orthopédie

2-3.Enrichissement:

Aprés avoir effectués les différentes prélévements, les €counvillons sont introduits dans
dzs tubes de bouillon nutritif Les tubes sont ensuite acheminés au laboratoire ou ils seront
incubés a37°C pendant 24 4 48 heur=s jusqu'a |’ apparition trouble dans le milieu.
2-4-Prélevenient a partir de I’atmosphére hospitaliere :

Une boite de Pétri contenant de la Gelose Nitritive (G.N) a été placée ouverie dans
la salle de soin pendant 24 heures avant d°€tre acheminer au laboratoire pour I"incubation &
37°C pendant 24 heures .Les sites et les modes de préleveurent sont resumes comme suit

Prélevement

—

T

Patients hospitalisés

Environnement hospitalier

‘\

Pus Sol, mur, main, instruments médicaux L. air
stériles. chariot de soins - -lit de malade

Ecouwllormage

3-Recheromeeroenomcamon ues geT es |

loa ] A Sl el

Boite de Péiri contenant G N

En peut résumer le Protocol de notre fravail dans le schéma suivant :

]

. Prélevement

[ Bouillon nutritif

|

| !
h i

Boite de pétri contenant
G.N

|
¥

Incubation a37°C pendant 24 heures J

— |

[ Gélose Nutritive l { (Gélose Chapman 1 Gélose Mac Conkey
1%
| Insubation & 37C pendant 24 heures |
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Figure N°05 : schéma explicatif le protocole de notre travail

3-1-Visolement:

% Matériel d’isolement ;

e Anse de platine.

e Gélose Chapman.

s (Gélose Mac Conkey.

» (¢lose nutritive.

« Boites de pétri.

e Bee Bunsun,

< Méthode d'ensemencement sur gélose :

L’ensemencement se fait par des stries sur des boites de Pétri contenant les
géloses Chapman, Mac Conkey, Gélose Nutritive, L inoculum est prélevé avec I"anse de
platine dans les conditions d*asepsie rigoureuses & partir des milieux d’enrichissement ¢t
des colonies 4 partir de la boite de Pétri (prélévement de I’air) est déposé sur un point
périphérique de la gélose puis disséminé par des stries sur toute la surface, les hoite sont
marquées puis incubées & 37°C pendant 24 heures.

3-2-Méthode d*identification :
3-2-1-Identification macroscopigue :

-24-
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Chapitre I Matériels et Méthodes

L'identification macroscopique des germes basée sur I*observation a I"eeil nue,
1"aspect des colonies abtenes a partir des différents milieux d*isolement. Cette observation
servira de moyen d’orientation pour une indentification plus approfondie.

3-2-2-1dentification microscopiques :

% Matériel :
-Microscope optique.
-Lames porte objet bien propre et lamelles.
-Bec Bunsen.

% Les réactifs consommables :
-Violet de Gentiane.
-Liquide Lugole.
-Bleu de Méthyléne.
-Alcool-acétine,
-Eau stérile (eau distillée).
-Fuchsine.
-1"huile de cédre.

A partir des colonies suspectes sur les milieux précédents on réalise un examen
direct & I"¢état frais et aprés coloration. Les buts et les méthodes d’examen microscopiques
peuvent éire résumes dans le tableau suivant.

Tableau N°05 : les buts et les méthodes d’examen microscopiques

Examen direct a ["état ‘Examen ditect aprés coloration
frais
Coloration au bleu de Coloration de Gram
méthyléne
-Pour observer lz cytologie de | -Permet de diviser les germes
~Une préparation & prélévement analysée en delsx partie les bactéries)
I7¢état frais permet | (préserice des polynucléaires a Gram positif colorées en violet
d'examiner la mobilité: | lymphocytes et monocytes) foncé
¢t la formes des ainsi que la présence et les bactéries 4 Gram négatif
Le but bactéries ainsi que leur | eventuelle des germes (forme | colorees
d’examen | mode de groupement et groupament) R FOSE.
on peut aussi observer la
disposition des

germes et leur morphologie
(cocci, bacilles-coccobacille).
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Matériels e1 Méthodes

La
methode

-Déposer une petite
goutte d'ean stérile sur
une lame propre,.
-Piélever une fraction
de colonies sur gélose
(ou prélever une petite
goutte de bouillon.
-faire une suspension
dans la goutre d’eau.
-Recouvrir d’ung
lamelle et évitant
d’enfermer des d’aive
-observer rapidement.
(X40).

-ayant tout coloration il faut réaliser un frottis.

-Déposer sur une lame propre une goutte d’eau stérile:

-prélever 4 I'aide de I"anse de platine une clonie bactérienne.
-Mélanger a fin d"obtenir une suspension homogéne.

-Réaliser le frottis en partant du centre dé¢ la lame en deéerivant avee
"anse des mouvements ciroulaires de facon & obtenir un étalement.
-Sécher et fixer le Frottis au dessus de la flamme du bec bunsen

=Apres la gréparation d'un
frotiis.

straiter parle bleu de méthyle
pendant tine minute.

-Laver abondamment #
Iminute

la I"eau de robinet séche
entre deux papiers buvird
~Observer au microscope
(X100).

Talcool

-Realiser un rotils gt e fixer
-Recouvrir le frottis de violet
de géntiane pendant | minute
-Rincera 'eau courante,
“Incliner la lame versée I’alcaol

-acétone jusqu’a la

disparition du reflet bleu
-Rincer a 'eau courante

<= Recouvrir le frottis par

La Fuchsines pendant

30 secondes.

<Rincer & 'eau courante

ggoutter puis sécher

-Observer au mictoscope a

immersion aprés avoir déposer

une goutte de |'huile de cédre
au centre de lame.

3-2-3-Etudes des caractéres bicchimiques:
*» Les entérobaciéries
A- La galerie biochimique classique :

Tableau N°06 : Composition de la galerie biochimique classique

milieu Mode Caractéres Résultats attendu
'ensemencement | recherchés
TSI (triple -ensemencer -utilisation du -virage de la couleur
Agar) abondamment la glucose vers lg jaune
surface par stries -utilisation du sa -formation de tache
serrées puis le saccharose noire.
culot par simple -utilisation du
piqure, lactose
-metire 4 ’étuve -production H;8
24heures a37C°. -production du gaz

-26 -
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*test d’indole :
aprés incubation on
ajoute 4 la culture
les réactifs &
I"indeole de
Kovacks

Chapitre T

Citrate de -la pente est -utilisions du Virage de 'indicateur

Simmons ensemencee par citrate comme de pH ou bleu
une strie seule source de
longitudinale. carbone.
-mettre a ["étuve
24heurs a37°C.

Clark et lubs | -ensemencer -production de Test VP
largement. ’acétone rouge : VP+
-incuber Z4h a -mise en évidence | jaune : VP-
températuie de la voie des test RM
Optimal fermentations rouge : RM+
*test VP d’acide mixie par
Ajouter 10 gouttes | le test RM (au jaune : RM-
d"alpha naphtol et | rouge de méthyle)
le méme volume de
soude concentrée
(on de potasse)
Attendre quelque
mina ] heure.
*Test RIM
Ajouter 243 gouttes
de rouge de
méthyle
-la lecture est
immeédiate.

Mannital -Ensemencer par -mannitol Caractére mannitol
mobilité piqure centrale @ -mobilité -milieu jaune

I’aide d’un fil droit. -la mobilité : les
-incuber 24 heures bactéries mobiles
4 température peuvent se déplacer
optimale. dans la gélose molle :

| Efude de la mobilite.

Urée indole -Ensemencer -Uréase. -Apparition de
largement. -formation d’indole | couleur rose.
-incuber 24 ha -test positif':
temperature Apparition d’un
optimale, anneau rouge a la

surface.
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Tableau N°0O7 ¢ Les caractéres différentiels des Entérobactéries

Mobi lité ’ Citrate
Mannitol | H2S | Uréase | RM | VP de Indole | Saccharose
_ - Simmons
. eali + 4+ “ - H - . 4 D
Sulmonella | [ I f - r - + B =
Shigella - D - - + = . D _
Klebsiellu
; " - + - fi& - + 4+ = E
PrEnmoniaz
Prorewr
vulgaris # - + * + | - D + +

(+): Positif; (-): Négatif, D: Variable

B- La galerie API 20K :
e But :
La Galerie API 20F prét & I’émploi permetiant de téaliser 20 tests biochimiques
afin d'identifier des bacilles Gram — appartenant & la famille des Entérobaciériaceae.
> Principe :

La galeric API 20E comporte 20 micros tubes contenant des substrats sous
forme déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue
les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanées ou révéles par ["addition de réacfifs. La lecture de ces réactions
se fait & I’aide du Tableau de lecture et I'identification est obtenue & T"aide du tableau
d’identification.

F Mode opératoire :

L'opération s’effectuée selon les étapes suivants :

-On Réunit fond et couvercle d’une boite d’incubation et on Tépartit environ 3 ml
d’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

Déposer stérilement la galerie dans la boite &’ incubation.

;OR fe_mplit les tubes et cupules des testes (EE”\E[ @ ave la suspension

actérienne,

-On remplit uniquement les tubes (et non les cupules) des tests.

-On crie une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, OQDC, H2S, en remplissant leur
cupule avec Fhuile de paraffing,

-La galerie sera incubée ¢ 37°C pendant 18 4 24 heures.
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Figure N°06;: Galerie Api 20E

> Résultats
Noter surla fiche de résultats touts les réactions spontances, ensuite réaliser les
tests nécessitants I’addition de réactifs : test VP, TDA, IND.

» Tdentification :

-Avec le tableau d’identification, on compare les résultats affichés sur la fiche des
résultats avec celles au tableau ; chaque cellule de ce tableau contient le
pourcentage de positivite.

-Avee le catalogue analytique : les tests sont regroupés en groupe de 3, et une
valeur (1 ou 2ou 4) est positive suivant "ordre de ["emplacement de la cupule dans
le groupe, ensuite on obticnf un nombre de 7 chiffres qui sert de code
d’identification.

Yapi'20E

s M)

oape A% LNC | D 1) M3 eL Toa om0 | LW (G Gu | KW0 om0 SOR | AR ST an | ey RKRE O

L k.v’ \_/

] I,

Figure®07 : Fiches technique des résultats de I Api 20E

e les Pseudomonas :

A-Test d*oxydase:

Larecherche d’oxydase s’effectue avec des disques préts a lemploi du commerce,
-On humidifie evec d eux gouttes d’eau distillée le disque d’oxydase sur une lame
bort propre.

-On écrase avec effilure de pipette pasteur une colonie sur le disque.
-La présence d'une oxydase se traduit par [*apparition d’une ¢oloration violacée.
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Positive Neégative

Figure N°08 : Lecture de 1"oxydase

B — Ensemencement de milieux sélectif :

Les milieux de King (milieu King A et milieu King B) permettent de différencier
entre les différences espéces du genre Pseudomonas, par la mise en évidence de la
production de pigments spécifiques.

> Principe :
L'élaboration des pigments est influencée par la composition du milien, ce qui
justific lutilisation de deux milienx différents : King A et King B.
- la production de pyocanine, due specifiguement a Pseudomonas aeruginosa, est
tavonisée par la présence d'ions inorgamques. La recherche de la production de
pyocyaning est effectuée sur milisu King A. La production de pyoverdine, est
favorisée par une teneur élevée en phosphate. La recherche de la production de

» Technigue:

A partir d'une culfure sur gélose, ensemencer les milieux King A et King B en
faisant une strie a la sutface de la gélose avec l'anse. L'incubation 437°C pendant 24
beures. La présence des pigments diffusibles se traduit par l'apparition d'une
couleur qui peut diffuser sur toute la pente

- couleur bleue sur le milieu King A (présence de pyocyanine)
- couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B (présence de pyoverdine)

sous UV,

i 1 boa
r "
I

1 =3
i
: £ e
4 " 3
King A King B King B

Pyocyanine (+)| pyoverdinge (+) Pyocyanine(-) pyoverdine(-)
(+) - la production de pigment est positive. (<) : 1a production de pigment est negative.
Figure N°09 - lecture des milizux sélectifs de pseudomonas aprés I’ incubation
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< Les Staphylocoques :
A-Test staphylocoagulase :

Ce test est réalisé selon les étapes suivantes :
-Ensemencer le milien cosur cerveau (milieu liquide) avet les colonies de staphylocoque
pathogeéne (Colonies Jaunes).
-dans un tube 4 hémolyse stérile introduire 10 gouttes du plasma de lapin et 10 gouttes
d’une culture de 24 heures en bouillon cceur cervelle.
-Considérer que la réaction 4 la coagulase est positive quand le coagulum oecupe plus des
wois quart du volume initialement occupé par le liquide.

COAGULASE
TEST

‘l

4 NEGATIVE

FigoreN°10: Lecture de la coagulase

B-Test catalase :

Sur une lame de verre propre et séche, déposer une goutte d’eau oxygénée H;O,, puis la
mettre en cotact aveo une calonie isolée, prélevée direclement avec une pipette pasteur a
usage unique.

s §iformation de bulles, la bactérie posséde la catalase.
s Si rien n'est observable, la bactérie ne posséde pas 'enzyme.

CATALASE TEST

Figure N°11 ; lecture de la catalase
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C-Mannitol :

Le miliey Chapman est ensemencé 4 ["aide d’une anse se platine puis incuber & 37°C
pendant 24 heures. Aprés ['incubation 'apparition des colonies de staphylocoque
pathogéne et Ta fermentaticn du mannitol se traduit par le virage de couleur du milieu au

jaune,

) SRR

fermentation de maunnitol est positive, (-) : fermentation de mannitol est négative

Figure®12 : lecture de mannitol

Tableau N°08 : caraciéristiques des souches de Staphylocoque les plus fréquemment

isolées :
Staphylocoque aureus intermedius epidermidis Saprophyticus
Catalase + + + +
Coagulase + - = -
Mannitol + - - ~

D- La galerie API Staph :
> But:

La Galerie APl Staph préts & I'emploi permettant de réaliser 20 tests
biochimiques afin d"identifier le Staphylocoque.

# Principe:

La galerie AP] Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les micros tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne
réalisée en APl Staph Medium qui reconstitue les tests, Les réactions produites
pendant, la période dincubation se traduisent par des virages colorés spontanes ou
révélés par I’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait & I"aide du
Tubleau de lecture et "identification est obtenue & 'aide du tableau d'identification.

> Mouode opératoire :

-372 -


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu
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L opération s’ effectuée selon les étapes suivants
“On Réunit fond et couvercle d’une boite d*incubation et on répartit environ Sml
d’ean dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.
- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.
Introduire Ta suspension dans les tubes de la galerie en éviter la formation de bulles
et on remplit uniquement les tubes (ef non les cupules) des tests.
-Pour les caractéres ADH, URE, remplir les cupules d’huile de paraifine.
- Incuber 24 heures a 37°C.

BUsYBIYEEY | BEWEd | “ |

g rmw 'MME KIAL lJ\G e FAAN  XLT Nt J l"_\l ¥ Vrap xvE SN-. MEG H‘u Al

gopl sTAPH

Figuve N°13 : Galerie APL Staph

~ Résuitats ;
Noter sur la fiche de résultats touts les réactions spontanees, ensuite réaliser les
tests nécessitants 1’addition de réactifs : test NIT, ZYM, VP.
# ldentification :

-Avee le tableau d’identification, on compare les résultats affichés sur la fiche des
résu'tats avec celles du tableau; chaque celiule de ce tableau contient le
pourcentage de positivite.

-Avec e catalogue analytique : les tests sont regroupés en groupe de 3, et une
valeur ( lou2oud) est positive suivant I'ordre de I"'emplacement de la cupule dans le
groupe, ensuite o obtient un nombre de 7 chiffres qui sert de code d’identification.

4-Antibiogramme :
A-Intérét de Pexamen :
L’antibiogramme permet d'étudier la sensibilité et la résistance des germes aux
antibiotiques, les tests se manifestent & partir d’une culture pure.
Dans riotre étude, "antibiogramme 3 été réalisé par la méthode de diffusion sur gélose.
B- Principe général :
Pour réaliser I*antbiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
effectuée a la surface d’une gélose spécialement étudice, la gélose de Muller-Hinton
Des disques pré imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sant déposés a la surface
de la gélose. L'antibiotique diffuse @ partir du disque en créant un gradient de
concentration minimale inhibiirice. Les caractéres de sensibilit¢ ou de résistance de la
souche bactérienne en seront déduits.
C-Préparation de l'inoculum .
A partir d’une culture pure inoculer suspension bactérienne. On met des colonies
dans I’eau physiologie & raison de 10 ml,

D- Ensemencement ¢
- Tremper un éceuvillon stérile dans la suspension bacterienne,
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1 - Frotter 1*écouvillon sur la fotalitd de la surface gélosée, séche de haut en bas en
" stries serrees.
- 1.’ opération doit &tre répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois.

- Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de petri, il faut recharger 1"écouvillon
a chaque fois.
E- Application des disques d’antibiotiques :
- T faut mettre moins de 06 disques d’antibiotiques sur une boite de 90mm de
diametre, les disques d’entibiotiques doivent €tre espacés 24mm, centre & centre.
- Application les disques ¢’antibiotiques grace aux distributeurs ou a 1'aide d’une
piéce.
F-Incubation :
A ’étuve pendant 18424 heures a 37°C.
G-Lecture
-Mesurer avec précision les diamétres d’incubation a |"aide d’une régle.
-Classer la bactérie doms 'une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistante.
¢ Lorsque le diamétre de la souche testée est plus grand que le diameétre
critique, la souche est déclarée comme sensible.
» Lorsque le diamétre de la souche testée est plus petit que le diamétre critique,
la souche est déclarée comme résistante.
¢ Lorsque le diamétre de Ja souche testée est égal ou diamétre critique, la
souche est déclarée comme intermédiaire.
1- Remarque: Le choix de ces antibiotiques a été fait en fonetion de Jeur spectre
d"activité, ainsi que leur disponibilité du niveau des laboratoires de microbiologie.
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Chapitre 11 Résultats et discussions

1- Résultats de Penrichissement :
Les résultats de I"enrichissement apparaissent apres une culture de 24 heures. Ou
on a constaté un trouble au niveau de tous les tubes a 'exception le tube de
I’enrichissement des instruments médicaux stériles.
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Figure N°14 : Résultat de I'ennichissement

Sur la boite de Pétri, ou on a effectué le prélévement de 1’air on remarque une cultore
riche en colonies de différent types avec la présence d’une colonie de champignon

Figure®15 : Les colonies obtenues 4 partir de [*air

2- Aspect macroscopique des colonies aprés Pisolement ;

Aprés un temps d’incubation de 24 heurs a 37°C. IPexamen macroscopique sur les
milieux utilisés Gélose Nutritive (GN), Chapman (Chap) et Mac Conkey (MC) a montré
les différents caractéres culturaux des colonies obtenus. Les résultats sont résumes dans le
tableau suivant.

Tableaw N°09 : Resultats'de 'isolement des différents prélévements effectuds
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Chapitre 1T
'"l‘ ' —__ Milieu GN MC Chap.
De prélevemse
(1) “Petites colonies -petites colonies -
Blanchitres et Blanchitres
blanches
' (2) - colonies de tille -petites colonies rose | <Petites colonies
moyenne arouge. Jaunes
Blanchitres: -petite colonies -virage du miligu au
- petites colonies Blanchatres. jaune
| jaunes
(3) -petites colonies - -petites colonies
jaunes jaunes
-virage du milien au
jaune
4) -pesites colonies Petites colonies | -petite colonies
blanzhétre. TOSES jaunes
-petites colonies -virage de milieu au
Jjaumes. jaune
(5) -pétite colonies Petites colonies _
blanches blanches
-yirage du milieu au
bleu-vert.
(6) -petites colonies - -petite clonies
blanches blanches
(7) -grandes colonies -grandes colonies -petites colonies
blanchatre. blanchatres blanches
-Petites colonies
jaunes.
-petites colonies
blanches.
(8) -petites colonies | ~petites clonies -petites colonies
_ jauaes et blanchatres blanches
blanchétres. .

(=); absence de culture.

A partir des échantillons (2) et (7) et (5) qui corresponds aux prélévements & partir de

gélosés. (Fig 15, 16, 17, 18,19).

-7 -

pus et de I’air et chariot de soin, on & obtenu des colonies établies sur les trois milieux
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Chapitre I Résultats et discussions

Figure N°17 : culture sur G.N & partir

Figure N°16 ; culture sur de I"échantillon (2)

Chapman a partir de 1’échantillon

()

Figure .N°1§'= culure sur Mag Figure N°19 : culture sur Chapman &
Conkey & partir de I’échantilion partir de 1'échantillon (7)
(2) -

Figure N°20: culture sur G.N &
partir de 1’échantillon (5)
-3
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3- Examen microscopigue :

Pour toutes les eultures positives, nous avons réalisés des examens directs a ['état frais
et aprés coloration. Les résultats de la coloration de Gram et [’¢tat frais résumés dans le
tableau suivant :

Tableau N°10 : Résultat de ’examen microscopique & *état frais et aprés coloration

N° de relévement Coloration de Gram Etats frais
(1) Coccobacille & Gram(-) -Bacilles mobiles
(2) Bagilles a Gramy(-) -Bacilles mobiles
Cocel 4 Gram(+) -Cocei isolés en diplocogue
ou en petites chéneties
immobiles
(3) Cocei a Gram(+) ~Cocci isolés en diplocoques
et en grappes de raisin
immobiles
(4) bacilles a Gram(-) -Bacilles allongés mobiles
Cocci a Gram(+) ~Cocci isolés en diplocogues
et en grappes de raisin
immobiles
(5) Bagilles 2 Gram(-) -Bacilles droits trés mobiles
(6) Bagcilles a Gram(+) -Bacilles droits ou incurves,
en haltéres et en palissade,
immobiles
(7) Cocei a Gram(+) -Cocci isolés en diplocoque
Bacilles a Gram(-) ou en petites chénettes
immobiles
-Bacilles isolés ou groupés
en deux ou en chaines
mobiles
(8) Cocci @ Gram(+) ~Cocei isolés en diplocoque
Bacilles a Gram(-) ou en petites chénettes
immobiles
- Batonnets allongés mobiles

1
fud
O
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Nous avons distingué trois types de czllules bactériennes 4 partir de toutes les colonies
prélevées. (Fig.20, 21,22).

Figure N'21 1 Ubscrvation _Figure N°23 :.-Obsez"vgt‘i.on "
microscopique des Bacilles a Gram (-) microscopique des cocel Gram (+)

- -

=85 =

R

Figure N°23 : Observation
microscopique des Bacille 2 Gram (-)

- Nous avons réalisé une coleration simple avec le bleu de  méthyléne & partir d’une
colonie de Féchantillon (7) et nous avons observé des grandes cellules polynucléaires.
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4- Identifications biochimiques :
4-1-pour les Entérobactéries :
» Résultat de la Galerie Api 20°

TableauN°®11 : Résultats de la galerie API20 E

N° de prelévement Code Espéce
(2) 0736000 Proteus mirabilis
(6) 1614772 Citrobacter freundii

Tt S iy
Ve g e A

O 0 I B B AN

LT T

iadieien

e e ha g

Figure N°25 : Les galeries API 200 E aprés I"incubation 4 partir de I"échantillon (2) et (6)
5~ Résultats des galeries biochimiques classiques :

Les résultats des galeries biochimiques classiques pour I’identification des différents types

des Entérnbactéries sont présentés dans le tableau suivant :
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Résultats et discussions

Tablean N°12 : résultats des galeries biochimiques classiques

Test | TST Citrate de | Mannitol-moabite | Urée | Indole | Bouillon | Clark et
Gertireg_ _ Simmons nitrate | lubs
identifie HaS | gaz | sucres | mannitol | mobilité VP | RM
(2) - - + - -+ + - # - < +
E. coli
%) ¥ z + % B - - - : 3 | =
Acenitobacier
(4) - + + + = - - - + - +
Cirrohacter
freundii
(1) - - [+ . + + - ¥ + N
Providernicia

Figure N°26 1 Galerie biochimique classique pour Providencia @

partir de I"échantillon (1)
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Figure N°28 : Galerie biochimiques classiques pour Citrobacter freundii
4 partir de I’échantillon (4)

Figure N° 29: Galerie biochimiques classiques pour Aceénitobacter a
parti- de 1’échantillon(7)

4-2-pour les Staphylocaques .
» Résultat de Ia galerie AP1Staph :

Tableau N°13 : résulta de Ja galerie API Staph.

N de prelévems=nt code espéce
(8) 6706113 Staphylococcus epidermidis
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Résuliats et discussions

Figure N°30: Galerie API Staph aprés I'incubation & partir de I"échantillon (8)

> Résultat de la farmentation du mannitol, et du test staphylocoagulase et
dn test catalase :

La caractérisation de stephylococous aureus est obtenue par la fermentation du

mannitol ensemencé par des colonies présentant une hémolyse et coagulase positive alors

que Ja présence de staphylococeus epidermidis est confirmée par une mannitol ¢t coagulose

négative. (Tableaull)

Tableau N°14: Identification des staphylocoques & partir des déférents prélévements

_test Fermentation de Coagulase Catalase
Prélévemer mannifol
@) - 5 n
(3) - + i
(7) - - +
(8) - - +

(+) : positif ;

(-) : negatif

- 44 -



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

Chapitre Il Résuliats et discussions

Figure N°31 : le test mannifol Figure N°32 : le test mannitol
de I"échantillon (2) de *échantillon (7)

Figure N°33: le test Coagulase de
*échantillon(2)

) Figure N°35; le test catalase de
Figure N°34 : le test coagulase de [*échantillon(3)
I"échantillon (7)


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

.

Chapitre I

Résultats el discussivns

4-3- pour les Pseadomonas :
> Résultats de oxydase et les milieux sélectifs ;

Pour la caractérisatinn de 1'espéce du genre Pseudomonas, la culture sur King A
et King B ainsi que le test de |’oxydase ont permis PPindentification de Pseudomaonas

aerogmosa (tabl2).
Tableaul15: identification des Pseudomonas aeruginosda |

—_ Test Oxydase King A King B
Prélévement &5 ) '
) [ ¥ . .
Pseudomonas
aerdginosa 4

LT E W =a

Figure N°36 : le test oxydase de
I’échantillon (5)

Aprés "incubation du milien King A a 37C°pendant 24 heures nous avons observé la
présence de pyocyanine qui se traduit par la couleur.

Figure N°37: test King A
aprés |’ incuvation

46 -



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

o

Resultals el discussions

Chapitre 1T

5- Antibiogramme des germes isolés :

Les résultats d’antibiogrammes effectuent sur deux souches bactériennes et 3
antibiotiques Sannexe permis d’obtenir les résultats mentionnes dans le tableau ci-

dessous :
/ _
| Antibiotigdies | NI | VA PT S DO [cazZ [ L
Souches
I R 1 S R 1 R
E. coli
1 R S S R R S
Staphylocoque
R : Résistant S : Sensible [ - Intermédiaire
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Discussion

Les différents tests offectués 4 partir de 9 prélévements au niveau deux services de
I'hdpital El Hakim Okbi de Guelma qui sont: chirurgic femme et I'orthopédie ont
permis d’identifier des espéees bactériennes pathogénes tel Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa, ou pathogenes opportunistes tel Staphylococcus épidermidis.

Nous avons mis en évidence dans oe fravail émergence de bactéries dans
Penvirommement immédiat du malade représenté par Siaphyiococcus (S.aureus et
S.épidermidis), Acinotobacter, Cirobacter € ceci dans le pus, les mains, lit de malade et
air.

Le lit de malade est contaminé par Citrobacter freundii : le méme germe & €t¢ identifié
au nivean du sol de la salle de svins dont le passage est réserve uniquement aux personnels
ce qui représenie une source majeur de contamination par ce germe.

On note aussi la présence de Pseudomonas deruginosa au niveau du chariof de soins et
des instruments médiaux de soins.

L’absence des germes au njveau de prelévement des instruments. médicaux stériles
montre que la stérilisation de ces instruments est efficace.

Lexistence de cette variée d’especes bactériennes au niveau de plusieurs sites plus ou
moins en contact direct avec le malade, peut étre ex pliquer par des contaminations croisées

dues au mouvement du personnel el au des instruments entre ces différents services.
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Conclusioi

Couoclusion

Dans notré travail basé sur 1*isolement et ’identification des germes responsables des
infections nosocomiales, les résultats recueillis par motre étude mous montrent que la
contamination des deux services « chinurgie femme et orthopédie » par des bactéries
relativement pathogénes ce qui expose les malade, dont I"état physiologique est fragile, a
une affection non négligeable. L importance de cette étude est de palier ce probleme, en
faisant la relafion entre l’environnement d’un malade hospitalisé et les germes
responsables d’une infection nosacorniale.

L>étude de I"antibiogramme sur lss germes isolés a montré que certaines d’entre: eux
sont résistantes aux antibiotiques et de ce fait il est indispensable de faire un choix

judicieux avant I"utilisation des antibiotiques bien sure en fonction du germe identifier.

Enfin nous recommandons que La :1é de la prévention de ces infections passe par un

contrdle de I'hygigne, au cours des procédures ou des soins effectués chez les malades.
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ANNEXE 01
» Les milieux de cultures :
1-Milien de Chapman :
Composition :
-Peptonie trypsique de caséine. .......:covmicrcernsininnes 2.8
-Extrait de viande ..............= T PUTRRPRR RSO B -1

Protéose peptone No3....... ... soiciiiimnsineiiinnns 9 &F

Rouge de Phénol.........covrens orecvmnmsnnsnsrneneee . 0025 g1
Bau diStIIEe. oot —eeeseeecseieenseresensneen. 1000 il

Préparation :

Aprés dissolution tovs les ingrédients dans 'eau distillée ajuster le pHa 7.5 et

Stériliser 4 121°C pendant 20rei.

2-Milieu gélosé de Mac conkey :

Composition :

-bio-gelytone............... cxevememravsassenssatinsetinssasys sz et VI 17gr
Bi0= POIYIONE ....oceiiicecuieicusiveienisiormensees e snsasnes e S

-Lactose...... DU UPSRTPUURRRITRR L0 1 ¢
BE] BHLIRITES. ... ..o conmmnc s dihom smsinsasssssivasi siniessmeconsanse ST
P YK o OO UV VRO |- ¢
-Rouge neuter......... S OUPUSSPPRSRRRRR 11 3 -1 ¢

-eal.l dlStI”é,--..... .................... 100011]]

Préparation :

Aprés dissolution tous les ingrédients dans I'eau distillée ajuster le pHa 7.4 et

stériliser 2 121°C pendant 20mn

3- Gélose nntritive :

Composition @

-Extrait de viande de beeuf.......cccoovnne. - lgr
EXtrait e TOVHIE v e eereesesmsreneeesesmemnnnasesaescennas 28T
PEPLONE. ... ieoscioisiesresesisssemsssiessnisns sosssnannessesans ST

- chlorure de sodium. ..-..... PR Sar
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Préparation :

Apres dissolution de tous les ingrédients dans 'eau distillées ; ajuster le Pha 7.4 et
stériliser a 120° pendant 20mn.
4-Milieu King A :

Composition :

-Bacto-peptore. ... U ——— 20g
222 SR RE e S 158
-Glycerol C.P.......ccee0.. 10e
K2HSO4 anhvdre. ...ooceeeeeeinncns oo siassiisiins 15g

-MgCL2 anhydre ........ccoovinrees cmrm e NERRE SRS ——— l4g
~Eau distillée ... S 1000 ml

Préparation :
45 g de poudic pai lilie, 1éilisation classique, ajouter 10 cm* de glyecrol npres

autoclavage.

5-King B :

Compaosition :

-Protéose peptone(Difeo). ... 20g
ATRTL. ovv oo anp e P S S, sl e LB er 15g
Glycérol C.P.............. 10g
1107 1.5g

-MgSO4 anhyAre. .....ccouruemonecoeninriinserer e AR
Bl GISHIEE oo cereees cesaesmmnnemsessnnnreeessr 10001
Préparation :
37 g de poudre par litre, Stérilisation classique., ajouter 10 ml de glycérol aprés.
zutoolavage.
6-Milieu TSI :
Composition :
-Agar
- Extrait de beeuf
-Extrait de levure
-Peptone
-Lactose

-Sacchaross
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-Nacl

~Glucose

~Citrate fernque
-Thiesulfate de sodium
-Rouge de phénol

-Eau distillge
Préparation :

Aprés dissolution de tous les ingrédients dans I"eau distillées ; ajuster te pH & 7.4 et
stériliser a 121°C Pendant 20 mi.
7-Milieu citrate de Simmons :
Composition :

-Chlorure de sodium

-Sulfate de magnésium 74 O
-Phosphate d’ammonium PO H
-Phosphate di potassique PO HEK
-Citrate trisodique

-Solution de bleu bromothymol 1%
-Agar

Eanu distillée

Préparation :

Aprés dissolution de tous les ingrédients dans 'eau distillée, ajuster le pH & 7-7,2
-Répartir cn fube a raison de 7 ml par wbe
-Stériliser 4 115°C pendant 30 mn
8-Milieu mannitol-Mobilifé :
Compaosition :

-P=ptone pancréatique de viande
- Agar-agar
-Mannitol
-Nitrate de potassium
-Rouge de phénol solution.a 1%
Eau distillée
Préparation :
Aprés dissolution de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pHa 7.2

-Répartir en tube 4 raison de 8 ] par tube.
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-Stériliser 4 110°C pendant 30 mn
9-Milieu de Clark et Lubs :
Compeosition :
-Peptone trypsique de caséine
-Phosphate b1 potassique
Glucose
Eau distillée
Préparation :
~Répartir en tube a raison de 5 nul par tube,
-Stériliser a 115°C pendant20 mn
10-Milieu urée indole :
Composition ;

-L-Tryptophane

-Phosphate monu polassique
-Phosphate di potassique

-Chlorure de sedium

-Uree

-Alcool & 90°

-Solution rouge de phénol & 1%

-Eau distillee
Fréparation :

-Stériliser par filtration sur membrane
-Répartir en tube & raison de 15 ml par tube et stoker
11-Eau peptone Exempte d’Indole
Composition ¥

-Peptone Exempte d’Indole

-Chlorure de sodium

-Eau distilléz

Préparation :

Mettre 15g de milisu déshydraté dans un litre d"eau distillée

-Mélanger soigneusement jusqu’a compléte dissolution

-Ajuster, si nécessaire, le Ph & 7,2, Répartir puis stériliser a I*autoclave a 120°C pendant 15

mn.
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ANNEXE 02 :
» Les tableaux de lectures des API :

Lablean de lectere de la galerie miniuturisée Api Staph

I Tests Substrat Taractere recherché Résultats
Niégatil Positil
0 Aucun Témoin negatif Rouge -
GLL D-glucose Témoin positif
FRU | D-luctose
MAE D-mannuse
MAL Maltose
LAC Laclose Adidification & partir du Rouge Juume
TRE D-lrshalose carbohydrate
MAN D-munnitel
XLT Xvlitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de potassium | Réduction des nilrates en NTT#NEE2 10 o
mtrites Incolore rose | Rouge
PAL | f-naphuyl ae.phosphate Phosphatase alcalne ZAMA=ZYMB W mn
Jaune Vinlet
\P Pyruvate de sodium Production d’acéty] VP I=YP 2010 mn
méthyl-carbony! Incolore tose Violet ruse
RAF RafTinose
YL Mvlose
SAC Succharose Acidification & partir du
MDG g-melhyl-D- carbohydrate Rouge Jaune
glugosaming
NAG | N-acdtyl-ulucosamine
ADH Argimine Argining dihydrolase Jaune (Orange rouge
LRE Urée Uréase Jaune Rouge violet
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Pallean o Tecture de la eadleviemivialurisee \pi 200
Tests Substrat Caractére recherché Résultats
Négarif Positil
ONPG Qrhu-nitzo-pheny - Bet-galactosidase meelone Taung
galactoside
ADUI Areine Asaiiine dihvdralase Jalne Roupe orangé
LDC Lysine 1 Lvsine décarboxylase Jeune Orangé
0ODC Ornithing Ormithine décarboxylase Jaune Rouge oangs
CIT Citrate de sodium Uiilisation du gitrate Vert pdle jzune Rlou=v &t veft
118 Thnesuitate de sedium Production d'[ 18 Iscolore grisdtre | Depdl avir fin lisesd
LRI [ Craase Jaune Rouge orangd
A Tryprophane Tryplophane désaminase DA/ Impenddlat
mune | Mamon loned
IND Tryptophane Production d imdole INTY 2 jn sipand
jmune [ Aaneau roupe
VP Tz st de sodium Prodactiot 3 acdiomne VPL+AP2 1oin
el vme Rose-roupe
GEL Gilanze de Koln Gélatinase Nt deidlson D Musion du
[Egment nme
GiL.U ucose Fermeisanon oxydetion | Bleu bleusverd Jeune
AAN Mannitol Fermantation oxydation | DBlou bleu-yverd Jaung
INO Ineitol Ferméniation ossdation | Bleu bleu-ven laung
S0R Sarbitw! Fermantation-oxydation | Bleu bleu-vent Jaune
RI1lA Rliz:mnose Fermentation oxsdaton | Blew bleu-van laun2
SAC Sacclidrse Fermamanon oxydation | [léy bleg-verd Jaung
ML Mefibiosg Fermentation oxydation | Bleu bleu-verd * Jaune
AMY Amsgdalme Ferineatztion oxydation | Bleu bleuaen Jaung
ARA Arbinnse Fermentation oxydation | Bleu bleu-ven Jaung
Ox Sur paprer [ire Cytodhrome-oxydase O 810
nealos [ Anneau violet
Production de N(: NI+ NIT 2 223 nin
NO-NO, Tube GLL Jouzne I Rouge
Rédrenos ad stade N Zn
Rouge Jeung
VOB Microstopt Mobilité Imnobile Mobile
MAC Ailige da MacConkey Culture sur Absenge Prisonce
Or Gilucose Fernienlation ! 50us fiile Vert Joune
Oxydation =2 'ar \art laune
CAT Possession d une catalase 1,0, 7 1-2 mn

Pas de bulles I

Bulles
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Résumé

Résumé *
La détection des germes responsables des 1'infections nosocomiales doivent subis ung
¢tude complére de sensibilité et 1a résistance aux antibiotiques.

Notre ¢tude réalisée au niveau des deux services « arthopédie et chirurgie femme « de
1*hdpital El Hakim O’kbi pour & permet d*isoler dans différents microenvironnements (I*air
et surfaces séche) de ces services et chez des patients adultes des bactéries talque:
Pseudomonas, Staphylocoques et Entérobactéries

Le test de sensibilité aux antibiotiques par de diffusion sur milieu solide a montré une
multi résistance de ces souches.

Mots clés: infections nosocomiales, isolement, identification, environnements

hospitaliers, sensibilité et résistances aux antibiotiques.
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