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Introduction

Les infections nosocomiales constituent un probléme de santé public majeur pour tous
les établissements de soins. Elles exigent le pronostic des patients hospitalisés en termes de
morbidité et de mortalité. L'hdpital est considéré comme un écosysteme pour les personnes
affaiblies, traumatisées...C’est un lieu ou I’on traite mais ¢’est également un lieu ou I’on peut
contracter un univers microbien et ainsi le risque de contracter des infections dites
"Hospitaliéres™ appelées également infections nosocomiales rangon du progrés en matiere de
techniques diagnostiques et thérapeutiques.

Selon ’OMS, plus de 1,4 million de personnes hospitalisées dans le monde souffrent
de ces infections. Dans les pays développés, ces infections touchent 5 a 10 % des patients.
Dans certains pays en développement, le taux le plus élevé de prévalence de ces infections est
estimé a 25 %.

En Algérie, des épidémiologistes ont depuis longtemps alerté de la prévalence tres
élevée des infections nosocomiales dans les établissements de soins algériens.

Parmi les agents responsables de 1’infection nosocomiale, on y trouve donc une grande
diversité de microbes. Celle-ci est constituée de virus, champignons, parasites et de bactéries
qui ont une origine soit endogene ou exogéne. Selon ’'OMS, les infections nosocomiales sont
I’une des causes principales de la morbidité et la mortalité chez les patients hospitalisés ; alors
que I’'infection nosocomiale constitue un probleme de santé publique, réel qui génere un codt
économique et humain considérable. Dans les pays en voie de développement tel que
I’Algérie, les infections nosocomiales ne cessent d’augmenter sous I’effet d’une pression
démographique importante et d’une négligence d’hygiene.

Les infections nosocomiales sont nombreuses et polymorphes. Les sites anatomiques
les plus infectés représentent les trois quarts des infections nosocomiales, sont par ordre
décroissant : I’appareil urinaire, la voie respiratoire inférieur, les sites opératoires, les
bactériémies et 'infection du cathéter. Pour réduire les infections nosocomiales, il est
nécessite de mettre en place des programmes de lutte efficace comme la formation du
personnel spécialisé, surveillance active, sensibilisation de la population, modernisation et
évolution des méthodes thérapeutiques. S’ajoute a ces mesures des analyses et des contrbles
bactériologiques systématiques. C’est dans ce contexte que nous avons entrepris cette étude
afin d’identifier les germes responsables de ces infections et de pouvoir comparer entre
certains services.

Le manuscrit comprend trois chapitres avec une introduction, une conclusion générale
et quelques perspectives.

Le premier chapitre fait une synthese bibliographique sur les principales infections
nosocomiales, la prévention et les stratégies de lutte contre les infections nosocomiales.

Le second chapitre consacré au matériel et méthodes présents sur le site d’étude et
décrit les protocoles expérimentaux.

Le troisieme chapitre regroupe les résultats et leurs discussions. Enfin, le manuscrit
s’achéve par la présentation des références bibliographiques et les annexes.
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Chapitre | : Synthese Bibliographique

| .Généralité sur les infections nosocomiales

1. Définition

L’infection est aussi définie comme une pénétration dans un organisme d’un agent
étranger (bactérie, virus, champignons, parasite) capable de s’y multiplier et d’y induire des
Iésions pathologiques. L’infection peut s’accompagner de manifestations cliniques (Faure,
s.d.).

Nosocomial : vient du grec « nosokomeone », qui signifie "hopital”. Qualifie ce qui se
rapporte aux hopitaux, ce qui se contracte a I’hopital (Faure, s.d.).

Une infection est dite nosocomiale (Infection Nosocomiale) si elle apparait au cours ou
a la suite d’une hospitalisation (prise en charge) d’un patient, et si elle n’était ni présente, ni
en incubation au moment de I’admission. Lorsque 1’état infectieux au début de la prise en
charge n’est pas connu précisément, un délai d’au moins 48 heures ou un délai supérieur a la
période d’incubation est couramment accepté pour définir une IN (Vincent, 2008).

Ce délai est porté a 30 jours pour les infections nosocomiales sur un site opératoire et
jusqu’a I’année suivant la pose d’une prothése ou dun implant (Albrecht, 2015).

Chez le nouveau-né, une infection acquise aprés la naissance ou au moins 48 heures
aprés, alors que I’enfant était indemne in utero, est considérée comme nosocomiale. Les
infections transmises par voie transplacentaire connue (herpes, toxoplasmose...) et dont les
premiers signes se manifestent peu apres la naissance ne peuvent donc pas entrer dans cette
définition (Albrecht, 2015).

2. Epidémiologie

Les infections nosocomiales sont un probléme de santé publique préoccupant. Elle affecte
un grand nombre de patients dans le monde, ce qui augmente considérablement le taux de
mortalité et les pertes financiéres. En 2009, I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS),
estimait que plus de 1,4 million de personnes hospitalisées dans le monde souffrent de ces
infections. Dans les pays développés, ces infections touchent 5 a 10 % des patients (WHO,
2009). La prévalence des infections nosocomiales est de 4,5 % aux USA, 10,5 % au Canada,
6,7 % en France et 6 % en Belgique (Vrijens et al., 2008 ; Samou, 2005).

En Afrigue et dans certains pays en développement, le taux le plus élevé de prévalence
de ces infections est estimé a 25,0 % (Samou, 2005). Une étude réalisee au Maroc en 2006 a
montré un taux d’infections nosocomiales de 17,8 % (Dridi et al., 2006) .La Tunisie avec un
taux de 17,8 % (WHO, 2009).

En Algérie, des épidémiologistes ont depuis longtemps alerté de la prévalence tres
élevée des infections nosocomiales (en Algérie). Selon I’enquéte réalisée par la tutelle
(Ministere de la santé) en 2005, le taux de prévalence des IN varie entre 7et 14% en Algérie.
A cette occasion, le Dr.TARFANI Youcef, sous-directeur de la prévention hospitaliére au
ministére de la Santé a signalé que ce taux est deux fois plus important que celui enregistré en
France (Kernane et Khanouche, 2013).
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En 2012, une autre enquéte a été réalisée et qui a révélé un taux de prévalence national
variant de 12 a 15 %. Un peu plus tard, en 2013, le professeur SOUKEHAL Abdelkrim, chef
de service au C.H.U de Beni Messous, déclare a la presse que le taux de ces infections est en
¢tat d’aggravation, passant de 15 a 18 % (Kernane et Khanouche, 2013).

3. La Chaine d’infection

ACENT INFECTHIUX

Un AGENT
INFECTIEUX
sort d'un
RESERVOIR
par une
PORTE DE SORTIE.
se déplace par une
VOIE DE
TRANSMISSION
et pénétre par une
PORTE D'ENTREE
dans un

HOTE
RECEFTH

-la peau. HOTE RECEPTIF!
VO Of TRANSMISSION l b h
-la bouche.
-les muqueuses l
du visage . - le nez.
-Un aliment ou
-Avalés et de Feau - le systéme
entrer dans le contaminés. digestif.
systéme .
digestif. -Un insecte -le systéme
vecteur. respiratoire.
-inhalés et
entrer dans le -les gouttelettes
systéme et la voie
respiratoire. aérienne.

Figure 1 : La chaine de transmission infectieuse (Bouchard, 2017).

Pour que I’infection se développe chez un malade a 1’hopital, il faut que trois ¢léments se
réunissent :

3-1) La source (réservoir) : La source est considérée comme le lieu de contact entre le micro-
organisme et 1’hote qui permet la dissémination de I’infection nosocomiale. Les personnes
(bénéficiaires, travailleurs et visiteurs) et ’environnement, y compris les équipements, sont
les réservoirs les plus fréquents dans les établissements de santé. Toutefois, I’eau, les aliments
et les animaux peuvent aussi étre des réservoirs (Bouchard, 2017).

3-2) L’hote : Tout malade hospitalisé est peu ou pas immunodéprimé, donc particulierement
susceptible d’étre récepteur a D'infection, le patient doit avoir de facon transitoire ou

permanente une défaillance de son systéme de protection contre I’infection (Mergoud,
2004).

3-3) Modes de transmission : Les infections nosocomiales sont de deux types.
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3-3-1) Infection d’origine endogéne

C’est-a-dire que le malade se contamine par ses propres germes. Interviennent alors la
situation médicale du patient c’est-a-dire son age et sa pathologie, ses traitements, la qualité
des soins, la présence de germes pathogénes pour certains patients fragilisés. Les infections
endogénes représentent 50 % au moins des infections nosocomiales (Faure, s.d.)

3-3-2) Infection d’origine exogeéne

Les infections exogenes : Qui sont soient des infections croisées transmises d’un
malade a lautre, soient des infections provoquées par les germes du personnel de I’hdpital
porteur (par les mains ou au contact avec les instruments meédicaux), soit des infections liées a
la contamination de ’environnement hospitalier. A 1’origine de ces infections : (Faure, s.d.)

e Un manque de pratiques d’hygieéne. Il a été montré que la cause majeure de la
transmission des bactéries était le manque d’hygiéne (absence de lavage des mains...).

e Les progres de la médecine et de la chirurgie, avec par exemple des soins et des
thérapeutiques de plus en plus agressifs qui peuvent étre des sources possibles
d’infection.

Infection endogéne
tdeficit immunitaire

Infection per-
opératoire
\ / Nouveau
Transmission Auto-Infection patient
Manu-portée 85% \‘ /
Hétéro-Infection Patient Xéno-Infection
o~ hospitalisé
Transmission ' \
Aéro-portée 15%

Visiteur

Figure 2 : Schéma des différents modes de transmission des infections nosocomiales.
4. Facteurs de risques des infections hospitaliéres
4-1) Facteurs liés aux malades : La présence chez les malades de certaines caractéristiques

augmente, quelque fois de facon trés importante, leur risque d'acquérir une infection
nosocomiale.

« Les pathologies chroniques: Diabéte, insuffisance rénale, insuffisance hépatique,
immunodépression (Aplasie, cancer, sida).
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* Les pathologies aigués : Polytraumatisme, brulures... .

 Un état nutritionnel perturbé : La dénutrition est un facteur important favorisant tous les
sites d'infections et l'obésité favorise les abces pariétaux post-opératoires.

« L’age : Avant 1 an et apres 65 ans, le risque infectieux est toujours majoré.

* Le sexe : Le risque des infections nosocomiales urinaires est deux fois plus élevé chez la
femme, alors que le risque de bactériémie est plus élevé chez I’homme (Mchich, 2002).

4-2) Facteurs liés aux soins

» Les actes invasifs : Ils sont liés au traitement du patient (sondage urinaire, pose d’un
cathéter, ventilation artificielle ou intervention chirurgicale...) peuvent aussi constituer des
facteurs de risque.

* Les insuffisances dans l'organisation des soins
- Hygiéne des mains défectueuse :

La propreté des mains est obligatoire. Le lavage des mains avec un savon bactéricide a
effet rémanent est indispensable.

- Stérilisation inefficace :

La stérilisation est tout procédé permettant 1’élimination de toute vie bactérienne sur
un objet, un instrument ou dans un liquide. Elle est aussi définie comme une opération
appliquée a un produit ou a un objet pour le rendre stérile, c'est a dire débarrasser de tous les
microorganismes vivants quelle que soit leur nature.

- Désinfection insuffisante :

La désinfection est une méthode chimique employée pour détruite les micro-
organismes sur une surface inerte. Nous pouvons aussi la définir comme une opération au
résultat momentané, permettant d’¢liminer ou de tuer les microorganismes et (ou) d’inactiver
les virus indésirables sur des milieux inertes en fonction des objectifs fixés.

- Asepsie insuffisante :

L’Asepsie est une méthode de protection qui consiste a empécher les germes de
parvenir jusqu’a nous.

- Antibiothérapie mal conduite.
4-3) Services a haut risque infectieux

Le tableau ci-dessous représente la distribution des services hospitaliers selon leurs
risques infectieux :
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Tableau 1 : Services a risque a I’hopital (CCLIN, 2005).

1 2 3 4
Risques minimes Risques moyens Risques sévéres Trés hauts risques
-Halls . -Circulations . -Soins intensifs. -Néonatalogie .
-Bureaux . -Ascenseurs . -réanimation . -Bloc opératoire .
-Services administratifs. -Escaliers . -Urgence . -Service de greffe .
-Service techniques . -Salle d’attente. -Salle de “petite -Service de brulés .
-Maison de retraite. -Consultation externe . | chirugie “.
-Résidence pour personnes | -Salle de réeducation -Salle de soins post-
agées . Fonctionnelle. interventionnelle (salle
-Maternité . de réveil).
-Unité d’hébergement -Salle d’accochement .
pour personnes agees. -Nurserie .
-Service long et moyen | -Biberonnerie .
séjour. -Pédiatrie .
-Psychiatrie . -Chirugie .
-Stérilisation centrale -Médecine .
(zone de lavage ). -Hémodialyse.
-Pharmacie . -Radiologie .
-Blanchisserie . -Laboratoires .
-Locaux d’entreposage | -Exploration.
Intermédiaire des fonctionnelle .
déchets ou du linge -Stérilisation centrale
sale. (zone de
-sanitaires . conditionnement ).
-Salle d’autopsie .
Oncologie , oncohématologie, hématologie
endoscopie, hémodynamique, imagerie médicale
interventionnelle.

Selon certaines études, les services les plus touchés sont par ordre décroissant : la
réanimation, la chirurgie et la médecine interne. Les services a moindre risque sont les
services de pédiatrie et de psychiatrie (Faure, s.d.).

4-3-1) Les infections nosocomiales en médecine interne

L’apparition d’une infection nosocomiale dans des services de médecine interne est
favorisée par la situation médicale du patient. Autrement dit, les infections sont plus
fréquentes dans des services de médecine interne ou les patients ont souvent subi des actes
invasifs et sont particulierement fragilisés.

4-3-2) Les infections nosocomiales en pédiatrie

Les infections nosocomiales en pédiatrie sont expliquées par le recours a des technologies
invasives (ventilation artificielle et surtout alimentation parentérale sur cathéter central) et
I’immaturité immunitaire, en particulier chez le nouveau-né (Yannick et al., 2003).
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Certains facteurs de risque paraissent propres a la pédiatrie : anomalies congénitales ou
neuromusculaires, de méme les ré-intubations et les déplacements en dehors du service sont
des facteurs de surinfection pulmonaire chez les enfants ventilés. Les visites de la famille
majorent le risque d’infection virale en cours d’hospitalisation chez les enfants les plus
malades (Dider, 2011).

5. Fréquence et types d’infections nosocomiaux
On distingue pour la plupart des infections nosocomiales : (Faure, s.d.)

- Les infections de plaies opératoires superficielles ou profondes.
- Les infections urinaires qui sont les plus fréquentes (bactériurie symptomatique et
asymptomatique).
- Bactériémie / septicémie primaire.
- Les infections respiratoires (pneumonie).
- Les infections sur cathéter.
5-1) Les infections urinaires

Les infections urinaires (IU) sont definies de fagon clinique par la présence d’au moins
un signe parmi les suivants : fievre (>38°C), impériosité mictionnelle, brillure mictionnelle ou

douleur sus pubienne ... (Albrecht, 2015).

Les infections urinaires nosocomiales (IUN) sont les IN les plus fréquentes avec une
proportion de 29,9% des IN totales et un taux de prévalence de 1,6%. La mise en place de

sonde urinaire constitue le facteur de risque majeur (Albrecht, 2015).

Le germe isolé le plus souvent est un Escherichia coli, mais la flore se modifie et la
distribution écologique est en perpétuelle evolution. Malgré leur caractere habituellement
bénin, ces infections nosocomiales ont néanmoins un retentissement sur la mortalité
hospitaliére (Butreau et Botto, 1997).

5-2) Les infections nosocomiales pulmonaires

Les infections nosocomiales pulmonaires regroupent les pneumopathies ainsi que les
autres infections des voies respiratoires, comme par exemple : bronchite, bronchiolite... .
Deuxiéme cause d’IN tout site confondu, les IN pulmonaires représentaient 16,7% des IN lors

de PENP de 2012 (Albrecht, 2015).

Pseudomonas aeruginosa multi-résistant est le 1 pathogéne mise en cause dans les
pneumopathies (18,1%) suivi par S. aureus (14,7%). Des entérobactéries résistantes aux
Blactamines (Klebsiella, E.coli ou encore Enterobacter) représentent ensemble 19,7% des
microorganismes responsables de pneumopathies nosocomiales (Albrecht, 2015).

Elles sont liées le plus souvent a la ventilation artificielle réalisée par I’intermédiaire
d’une sonde d’intubation. La pose de cette derniere, ainsi que les manipulations, notamment
les aspirations trachéales, peuvent faire migrer des micro-organismes jusqu’aux poumons.
Ceux-ci peuvent se multiplier et causer une pneumonie nosocomiale (PN) (Thiolet et al.,
2006).
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5-3) Les infections du site opératoire

Les infections du site opératoire (1SO) sont des infections nosocomiales survenant
suite & une intervention chirurgicale. Elles dépendent de I’environnement pré-, per- et
postopératoire du malade ainsi que de 1’équipe soignante, les défenses immunitaires de I’hote
et surtout le niveau de propreté de 1’acte chirurgical. Les 1SO représentent 13.7% des IN, les
classant ainsi en 3°™ position des IN les plus fréquentes (Fournels, 2017). Les cocci & Gram
positifs (S .aureus, Entrococcus sp) sont responsables de prés de 75% des cas (Avril et
Carlet, 1998). Certaines études ont démontré que 35 % des staphylocoques isolées a 1’hopital
sont résistants a la méthiciline.

5-4) Les infections sur cathéter

Les infections sur cathéter représentent environ 20% des infections nosocomiale, les
cathéters cutanés sont plus rarement infectés que les cathéters poseés aprés acte chirurgical.
Les cathéters périphériques sont plus rarement infectés que les cathéters centraux. Les
cathéters sont la porte d’entrée bée d’au moins 30% des bactériémies primitives nosocomiales
(Spicer, 2002).

En ce qui concerne les micro-organismes impliqués, les staphylocoques a coagulasse
négatif sont responsables de nombreuses infections, y compris de septicémies.

5-5) Bactériémie / Septicémie

Les bactériémies nosocomiales sont fréquentes, repreésentant 10% des infections
nosocomiales. Elles peuvent étre primaires (portes d’entrée vasculaires) ou secondaires (a
partir d’un foyer tissulaire). Les bactériémies primaires nosocomiales sont le plus souvent
liées a l'infection de cathéter, les bactériémies secondaires sont a partir de pneumopathies et
d’infections intra abdominales.

Les septicémies sont des affections graves, responsables d’une morbidité et d’une
mortalité significatives a travers le monde. Le taux de mortalité observé varie entre 30 a 50 %
des cas. Les germes les plus rencontrés : les bacilles a Gram négatif (BGN), S. aureus et S.
epidermidis.

5-6) Les infections de la peau et les tissus mous

Ce sont des infections caractérisées par une invasion des tissus mous : peau, tissu sous-
cutané, aponévrose superficielle ou profonde, muscle. Ces IN représentent 6,7% des IN
totales. Le retard de traitement d’une plaie mineure et certains types de plaies, telles que
blessures par balle ou arme blanche, fractures ouvertes ou injections intramusculaires,
favorisent le développement d’une infection nécrosante. Les facteurs de risque d’infection
nécrosante sont, chez ’adulte, 'immunodépression, le diabéte, la malnutrition et les vieux ;
chez l’enfant, la malnutrition, la varicelle et I’omphalite. La majorit¢é des infections
bactériennes cutanées est causée par des bactéries a Gram positif et les deux germes
principalement retrouvés sont le Staphylococcus aureus et le Streptococcus pyogenes (Balkan
et al., 2019).
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5-7) Les infections gastro-intestinales

Les infections gastro-intestinales sont des infections virales, bactériennes ou
parasitaires qui provoquent des gastro-entérites, des inflammations du tube digestif touchant
I’estomac, I’intestin gréle et le colon. Les symptomes les plus courants sont la diarrhée, les
vomissements et les douleurs abdominales. Ces infections ont souvent été présentées comme
mineures par rapport aux autres infections nosocomiales. On les considére comme
nosocomiales lorsque les symptomes apparaissent 48 a 72 h apreés I’hospitalisation. Ce délai
d’apparition peut poser probléme chez certaines populations spécifiques, comme par exemple
les nouveau-nés / jeunes enfants, les patients immunodéprimés et les personnes agées.

Selon la derniére enquéte de prévalence de 2012, les infections nosocomiales du tractus
gastro-intestinal représentent un taux de prévalence de 4,8 % (RAISIN et CCLIN, 2012).
Clostridium difficile est responsable de plus de 48% des IN gastro-intestinale (ECDC, 2011,
2012).

5-8) Les infections nosocomiales néonatales

Les infections nosocomiales néonatales representent un probléeme majeur pour les
prématurés et les enfants a terme présentant des troubles médicaux nécessitant une
hospitalisation prolongée. Le nouveau-né a terme en bonne santé a un taux d'infection < 1%.
Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont les infections sanguines associées aux
voies centrales et la pneumonie hospitaliére.

L'infection est favorisée par les multiples procédures invasives (par ex : cathéterisation
artérielle ou veineuse de longue durée, intubation, ventilation spontanée, sonde nasogastrique
ou jéjunale). Plus le sejour en unité de soins est long et plus les interventions effectuées sont
nombreuses, plus la probabilité d'infection augmente. Chez le nouveau-né a terme, l'infection
cutanée due au Staphylococcus aureus est I'infection nosocomiale la plus fréquente. Chez les
enfants de trés petit poids de naissance (< 1500 g), les bactéries Gram positives sont
impliguées dans pres de 70% des infections, la majorité étant des staphylocoques a coagulase
négatif (Brenda et Tesini, 2018).

Figure 3 : Distribution des principaux sites infectieux (ENP, 2012).
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I1. Les agents responsables des infections nosocomiales

Les infections nosocomiales concernent tous les types d’agents infectieux, elles sont le
plus souvent d’origine bactériennes et fongiques, virales ou parasitaires.

Les virus Les
champignons

Les
parasites

Les bactéries

Figure 4 : Les types d’agents infecticux.

1. Lesvirus
Ce sont des micro-organismes (L0) de petite taille, ils sont obligatoirement parasites de
I’hote qui les héberge (animal, végétal ou étre humain) car ils ne peuvent se reproduire qu’a
I’intérieur d’une cellule vivante. Les infections virales nosocomiales sont moins connues et
leur fréquence est évaluée a 5%.

Il existe une possibilit¢ de transmission nosocomiale pour de nombreux virus,
notamment ceux des hépatites B et C (transfusions, dialyses, injections, endoscopies), le virus
respiratoire syncytial (VRS), les rotavirus et les entérovirus (transmis par contact main-
bouche et par voie féco-orale). D’autres virus comme le VIH, le virus Ebola, les virus
grippaux, les virus de I’herpés et le virus varicelle zona (Ducel et al., 2002).

2. Leschampignons
Ce sont des micro-organismes (J0) ayant une structure plus complexe, comportant des
lipides, des cholestérols et des modes de reproduction plus particuliers, Leur pouvoir
pathogene est en relation avec leur pénétration intra-tissulaire. De nombreux champignons se
multiplient sous forme filamenteuses, provoquant des destructions tissulaires et des réactions
inflammatoires.

Les infections fongiques sont un bon témoin de I'évolution des risques infectieux en
milieu hospitalier. Elles sont peu fréquentes et touchent les personnes séverement immunes
défaillantes. Les agents en cause s'agisse des champignons levuriformes, en particulier des
Candida, ou des Aspergillus. Ces agents infectieux sont avant tout des commensaux ou des
saprophytes de notre environnement, a répartition ubiquitaire.
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3. Les parasites
Ce sont des étres vivants qui vivent au dépend d'un autre étre vivant supérieur. Sont
rares dans les infections nosocomiales, on rencontre dans la plupart des cas, la pneumopathie
a pneumocyticaruim, Celle-ci se transmet a I’homme par voie aérienne (Mergoud, 2004). Des
traitements immunodépresseurs sont parfois responsables de 1’évolution grave voire mortelle
de certaines parasitoses. 1 s’agit le plus souvent d’une toxoplasmose.

4. Les bactéries
Ce sont les plus courants des agents pathogénes. Ce groupe représente 90% des micro-
organismes impliqués dans les infections nosocomiales. Parmi ces bactéries, on trouve :

4-1) Les bactéries commensales

Elles sont présentes dans la flore normale des sujets en bonne santé, elles jouent un
réle protecteur significatif en empéchant la colonisation par des micro-organismes
pathogenes. Certaines bactéries commensales peuvent provoquer une infection si les défenses
immunitaires de I’hote sont affaiblies. Par exemple, les staphylocoques a coagulase négatif
(SCN) cutanés provoquent des infections sur cathéter vasculaire et les Escherichia coli
présentes dans I’intestin sont la cause la plus courante des infections urinaires (Michel et al.,
2005).

4-2) les bactéries pathogénes

Elles ont une virulence plus élevée et provoquent des infections (sporadiques ou
épidémiques) quel que soit 1’état immunitaire de 1’hote. Le tableau ci-dessous représente les
principaux germes, ceux qui sont le plus souvent rendus responsables d’infections
nosocomiales :
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Tableau 2 : Principaux germes bactériens responsables d’IN.

Les souches
bactériennes

Porte(s)
d’entrée a
I’hopital

Caractéres bactériologique et
biochimiques

Pouvoir pathogéne

BACILLES A GRAM POSITIF

Clostridium
difficile

- Digestive.

- Endogeéne.

Caractéres bactériologique :

- Bacille a gram positif,
anaérobie strict, mobile.

Caractéres biochimiques :

-Nitrate réductase(-)
- Uréase (-).

- Métabolisme glucidique
fermentation du glucose, du
fructose, du mannitol, et du
mannose.

-Diarrhée post-antibiothérapie.

- Colite pseudo-membraneuse.

Listeria monocytogenes

- Digestive.

- Respiratoire.

Caracteres bactériologique :

- Bacille a Gram positif, en
chaines courtes ou petits amas. -
Mobile  22°C  (péritriche),
immobile 37°C.

- Non capsulé, non sporulé.
- Aéro-anaérobie facultative.

Caracteres biochimiques :

- Catalase (+) ; oxydase(-) ;
citrate(-) ; uréase(-) ;

indol (-), H2S().

- Fermente le glucose sans
production de gaz.

-Listériose chez
I’'immunodéprimé (méningite,
méningo-encéphalite,
septicémie ...).

BACILLES A GRAM NEGATIF (ENTEROBACTERIES)

E. coli

-Digestive.

-Endogéne.

Caracteres bactériologique :

- Bacilles a gram négatif,
aérobie, soit mobiles par
ciliature  péri  triche, soit

immobiles, parfois capsuleé.

Caracteéres biochimiques :

-Suppuration.

-Infections urinaire et génitale.
-Bactériémie.

-Méningite néonatales.

- Toxi-infection alimentaire.
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- Indoles (+).
- ONPG (+).

- Mannitol (+).

- Infections intestinales :
entérites (diarrhée aigie).

les

Enterobacter sp

-Cutanéo-
muqueuse.

- Digestive.

- Respiratoire.

Caractéres bactériologique :

- Bacilles gram négatif.
- Anaérobies.
- Mobile (flagelle péritriche).

Caractéres biochimiques :

- Pneumopathie.

- Suppuration.

- Bactériémie.

- Infection urinaire.

- Endogene. .
- La fermentation du glucose,
donnent une réaction négative a
I'épreuve au rouge de méthyle et
une réaction positive au test de
Voges-Proskauer.
-Digestive. Caracteres bactériologique : -Infection cutanée, surinfection
. . . . ...|des plaies chirurgicales des
-Endogeéne. - Bacilles a Gram négatif |, . P g
bralures.
polymorphes.
N . -septicémie grave chez le
- Tres généralement mobiles. )
Proteus sp nouveau-ne).
caracteres biochimiques : . .
- Infection voies
- Glucose(+) ; ind (-) respiratoires chronique
supporté sinusites, et infection
LaCt9§e§') : ONPG(,') ' | broncho pulmonaire.
Mobilité(+) ; H2S(+) ; uréase(+)
; TDA(+) ; VP- donc RM (+) ;
Saccharose(-).
Caracteres bactériologique : - Suppuration.
-Cutanéo- - Bactéries Gram négatif. - Bactériémie.
) muqueuse. . .
Klebsiella sp q - Forme batonnet. - Pneumopathie.
- Digestive.

- Respiratoire.

- Endogéne.

- Non mobile.

- Généralement encapsulées.

caractéeres biochimiques :

Ces bactéries produisent de la
lysine-décarboxylase, mais pas
d'ornithine-décarboxylase.

- Infection urinaire.
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- Digestive. Caracteres bactériologique : - Fiévres typhoide et
aratyphoides.
Salmonella entirica - Bacille @ Gram négatif. paretyp
. . . - Toxi-infections alimentaires.
(typhi, paratyphi) - Mobile.
Caracteres biochimiques :
Catalase (+) ; Oxydase (-)
lactose (-) ; H2S (+) ; uréase(-).
AUTRES BACILLES A GRAM NEGATIF
-Cutanéo- Caracteres bactériologigue : - Pneumopathie.
muqueuse. s L . .
- Bacilles a gram négatif. - Infection urinaire.
- Digestive.

Pseudomonas

aeruginosa

- Respiratoire.

- Endogeéne.

- Pseudomonas aeruginosa doit
son nom a sa pigmentation liée a
la production des pigments
hydrosolubles.

- Mobile par flagelle polaire.

caractéres biochimiques :

- P. aeruginosa posséde une
catalase, un cytochrome oxydase
et une arginine dihydrose.

- Infection de la peau et des
parties molles (plaie, brdlure).

- Bactériémie.

- Suppuration.

Acinetobacter sp

-Cutanéo-
mugqueuse.

-Digestive.

Caracteres bactériologique :

- bacilles courts a gram négatif
souvent en diplocobacilles.

- Aérobie stricts.

- Immobiles, souvent
encapsulés.

caracteres biochimiques :

- catalase (+).
- Oxydase (-).

- ne réduisent pas les nitrates.

- Pneumopathie.

- Bactériémie.

COCCI A GRAM POSITIF

Staphylococcus aureus

-Cutanéo-
mugqueuse.

- Percutanée

- Digestive

Caracteres bactériologique :

- Les staphylocoques sont des
cocci a gram positif en amas, en
diplocoques en courtes

- Staphylococcie.

- Infection de la peau et des
parties molles (plaie, bralure).

- Pneumopathie.
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- Respiratoire

chainettes, voir engrappetypique.

- Bactériémie, septicémie.

Staphylococcus a
coagulase negative (S.

- Endogéne - Sont des bactéries aérobies |- Infection urinaire.
anaérobies facultatives. . L
- Infection osteo-articulaire.
- lls sont immobiles, a sporulés, . )
. ) - Infection sur cathéter et sur
parfois capsulés. .
prothése.
Caracteres biochimigues : . . . .
- Toxi-infection alimentaire.
- Catalase(+).
- Coagulase (+).
- Mannitol (+).
-Cutanéo- Caracteres bactériologigue : - Staphylococcie.
muqueuse. . . i
- Cocci a gram positif - - Bactériémie.
- Percutanée. - Anaérobie facultative.- - . ,
. . - Infections sur cathéter et sur
. - Petites colonies blanches ou A
- Endogene. prothése.

beiges.

Caractéres biochimiques :

epidermidis)
- Catalase(+).
- Coagulase (-).
- Mannitol (-)
-Respiratoire. Caracteres bactériologique : - Pneumonie.
- Endogeéne. - Cocci a Gram positif - Bronchite.
Streptococcus - Diplocoque, courtes chainettes. |- Infections ORL.
pneumoniae P . f
- Non sporulé; immobile ;| - Bactériémie.
(pneumocoque) )
capsule. .
- Méningite.
Caracteres biochimigues : .
g - Arthrite.
- Catalase (-).
- Oxydase (-).

4-3) La résistance bactérienne aux antibiotiques

4-3-1) Sensibilité aux antibiotigues

Chaque antibiotique (ATB) est caractérisé par son spectre d’activité qui correspond
aux différentes especes bactériennes susceptibles d’étre sensibles a son action. Selon les
antibiotiques, le spectre est limité ou large. Par exemple, la pénicilline G a un spectre limité
aux bactéries a Gram positif et aux coques a Gram négatif (Fong et Drlica, 2008).
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4-3-2) Résistance aux antibiotiques

Une souche bactérienne est considérée résistante & un ATB donné, lorsqu'elle est
capable de croitre en présence de cet ATB, a une concentration significativement plus élevée
que celle normalement active sur les souches sensibles de cette espece.

> La résistance aux antibiotiques peut résulter de plusieurs mécanismes (Mainardi,
2018).

¢ Production d’'une enzyme modifiant ou détruisant I’antibiotique.

e Modification de la cible de I’antibiotique.

e Imperméabilisation de la membrane de la bactérie.

» Types de résistance

Les résistances bactériennes aux antibiotiques peuvent étre naturelles ou acquises.

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a des antimicrobiens. Plus préoccupante, la
résistance acquise concerne 1’apparition d’une résistance a un ou plusieurs antibiotiques chez
une bactérie auparavant sensible. Ces résistances peuvent survenir via une mutation génétique
affectant le chromosome de la bactérie, ou bien étre liées a I’acquisition de matériel génétique
étranger porteur d’un ou plusieurs génes de résistance en provenance d’une autre bactérie
(Mainardi, 2018).

II1. Prévention et stratégie de lutte contre les infections nosocomiales

Chaque établissement hospitalier dispos d’un comité de lutte contre les infections
nosocomiales (CLIN) lequel est chargé d’organiser et de coordonner la surveillance, la
prévention et la formation continue en matiere de lutte contre les infections. Il est compose de
médecins, pharmaciens, infirmicres et directeurs d’établissement. Le CLIN est assisté, dans la
plupart des établissements de santé, de personnels d’hygiéne hospitali¢re (Faure, s.d.).

1. Prévention des infections nosocomiales

1-1)  Mesures générales de prévention

1-1-1) L’antisepsie : Opération au résultat momentané permettant au niveau des tissus vivants
dans la limite de leur tolérance, d’éliminer ou de tuer les micro-organismes (Cronin et
Tietjen, 1992).

1-1-2) La décontamination : C’est éliminer, tuer, ou inhiber les micro-organismes
indésirables, et diminuer leur nombre sur le matériel utilisé (Cronin et Tietjen, 1992).

1-1-3) La désinfection : Elle permet d’éliminer la plupart des micro-organismes a 1’origine
des maladies sur le matériel utilisé (Cronin et Tietjen, 1992).Les désinfectants chimiques
sont le plus fréquemment employés.

1-1-4) La stérilisation : C’est I’ensemble des méthodes permettant de tuer les micro-
organismes vivants (Cronin et Tietjen, 1992).
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1-2) Principes généraux de prévention pour les hdpitaux (Cronin et Tietjen, 1992).

>

>

Les batiments : Ils doivent étre dans les normes par leurs surfaces, leur aération ; ils
doivent étre nettoyés et désinfectés matin et soir. Nettoyage et désinfection sont donc
complémentaires aucune désinfection n’est possible si elle n’a été précédée dun
nettoyage efficace.

Hygiene du personnel : Il faut insister sur la formation et 1’éducation du personnel
socio sanitaire dans le respect strict des régles d’hygiéne et de fonctionnement des
services. Une coiffe enveloppant la totalité de la chevelure est souhaitable et méme
indispensable dans certains services, la coiffe est destinée a éviter que les cheveux et
les poussiéres dont ils sont le support ne contaminent les patients.

La propret¢ des mains : L’objectif est de prévenir la transmission manuportée,
éliminer la flore transitoire et de diminuer la flore commensale. Le levage des mains
avec un savon bactéricide a effet rémanent est indispensable a chaque reprise de
travail, apreés 1’'usage des toilettes. De facon générale, apres toute opération susceptible
de les contaminer.

Le port de gants et des blouses a manches longues ou courtes : Il est nécessaire lors de
tout contact avec un liquide biologique (sang, urines, ...) afin de prévenir le risque
infectieux et de protéger le personnel soignant.

La tenue professionnelle : Elle doit étre changée quotidiennement et a chaque fois
qu’elle est souillée.

Les isolements : Les mesures d’isolement ont pour objectif d’établir des barrieres a la
transmission des micro-organismes : d’un patient a un autre patient ; d’un patient a
une personne soignante ; d’une personne soignante a un patient ; de I’environnement
au patient.

Le déchet : Pour prévenir le risque infectieux, les déchets hospitaliers doivent étre
éliminés selon certaines procédures.

* Les sacs noirs sont utilisés pour des déchets assimilables aux ordures ménageres.

* Les sacs jaunes sont utilisés pour les déchets d’activité de soins a risque infectieux.

1-3)

Mesures spécifiques de prévention

1-3-1) Prévention des IUN sur sonde : (Katlama, 2003)

- Limiter I’indication du sondage.

- Respect des régles générales d’hygiéne : lavage des mains avant et apres les soins au

malade sondé.

- Pose aseptique de la sonde.

- Le systeme de drainage doit étre clos.

1-3-2) Prévention des pneumonies nosocomiales (PN) : (Philippe et al., 2016)

- Eviter ’intubation et de réduire sa durée.
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- L’utilisation de la ventilation non-invasive pour éviter I’intubation a fait la preuve de
son utilité en réduisant la fréquence des PN.

- Prévention de la colonisation de la sonde d’intubation.
- Réduction des micro-inhalations.

1-3-3) Prévention des infections des sites opératoires : (Katlama, 2003)

> Préopératoire :

- Il faut limiter le plus possible la durée du séjour préopératoire.

- Les infections préexistantes doivent étre dépistées et traitées.

- Dépilation (tondeuse ou créme épilatoire) au plus proche de I’intervention.
> Per-opératoire :

- Savonnage antiseptique de la zone opératoire puis ringage.

- Asepsie chirurgicale.

- Environnement maitrisé.
» Post-opératoires :

- Soins post-opératoires, surveillance.

1-3-4) Prevention des infections sur cathéter : (Katlama, 2003)

- Protocole écrit de pause et d’entretien.

- Préférer les matériels métalliques ou en téflon.

- Asepsie rigoureuse lors de la pause.

- Pansement occlusif stérile.

- Changement de I’abord veineux systématique toutes les 72 heures.
- Fixation efficace du cathéter.

1-3-5) Prévention des bactériémies nosocomiales : (Vaud, 2018)

Les mesures de prévention des bactériémies nosocomiales doivent étre discutées a la
lumiere de cette interprétation : elles comprennent des mesures spécifiques au patient, aux
soins apportés, ainsi qu’aux germes le plus souvent responsables d’infections bactériémiques.

1-3-6) Prévention des infections gastro-intestinales :(Biomérieux, s.d.)

Les meilleurs moyens de prévenir les infections gastro-intestinales comprennent :
- Un bon lavage des mains.

- Désinfection des surfaces contaminées avec de I'eau de javel.
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- Lavage de vétements sales.

- Identifier les patients infectés dés que possible pour mettre en ceuvre un contréle
étendu des infections.

1-3-7)_Prévention des infections néonatales : (Jacqueline et Lyonel, 2017)

- L'asepsie de tous les gestes, méme les plus anodins, pour tous les soins donnés au
nouveau-ne.

- Le matériel stérile a usage unique est un progres important a cet égard.

- Dans les services hospitaliers, il faut se laver les mains avant et apres chaque
manipulation d’enfants.

- Stériliser les biberons et les tétines.
2. Plan de lutte contre les infections nosocomiales

L’objectif d’un tel plan est de réduire les infections nosocomiales et la fréquence des
bactéries multi-résistantes aux antibiotiques. En effet, le ministére de la santé a pour objectif
de diminuer les taux d’infection nosocomiale afin d’atteindre un faible pourcentage. Plusieurs
axes sont a prendre en compte dans cette lutte contre les infections nosocomiales : (Faure,
s.d.)

- L’instauration obligatoire des comités de lutte contre les infections nosocomiales (CLIN) dans les
cliniques privées, au méme titre que I’obligation a laquelle sont soumis les hopitaux.

- La mise en place de documents de référence sur les précautions a prendre a I’égard des patients
atteints de maladies infectieuses et sur la désinfection des dispositifs médicaux.

- Un plan d’inspection lancé dans 1’ensemble des régions pour contrdler I’application des procédures
et des bonnes pratiques.

- Des moyens budgétaires consacrés aux actions spécifiques d’hygiene dans les hopitaux (formation
du personnel).

- Un mécanisme de recueil et de signalement des infections nosocomiales.

- La surveillance épidémiologique des infections nosocomiales par des experts rendant compte de la
situation de chaque service.
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1. Présentation de I’établissement hospitalier

L’Etablissement hospitalier de Hammam Bouhadjar a été créé en 1995. 1l est situé a 2
Km au Sud de la Daira de Hammam Bouhadjar, avec une superficie d’environ 4 hectares. La
capacité de I’établissement est de 144 lits. L’établissement regroupe une cinquantaine (50) de
médecins entre généraliste et spécialiste et une centaine (100) de soignants (infirmiers et aide
soignants) et 11 chefs de service. Tous ces personnels sont sous la direction de Monsieur
ABED Mohamed. L’hopital dispose de 11 services, il s’agit du service de la chirurgie, la
réanimation, le bloc opeératoire, la médecine interne , la maternité , la pédiatrie ,
I’hémodialyse , la radiologie , le CTS ( centre de transfusion sanguine ) , la pharmacie et de
02 laboratoires (laboratoire d’analyse bactériologique et laboratoire d’hématologie ).

2. Objectif de I’étude

Notre travail comporte une série d’étude basée sur des méthodes de recherche et
d’identification des divers groupes de micro-organismes bactériens. Ce travail a était réalisé
depuis 01/03/2020 jusqu’au 19/03/2020 dans un environnement hospitalier et sur différents
individus (patients hospitalisés et personnels soignants) au niveau de deux services (médecine
et pédiatrie) de I’hopital BERREBI Abdelkader ; Daira de Hammam Bouhadjar wilaya de
Ain-Témouchent. Le travail avait pour but d’isoler, purifier et identifier les germes bactériens
responsables d’infection nosocomiale. Le protocole de travail suivi est présenté dans la figure
ci-dessous :

Prélevement

~ O\

Analyse cytologique Analyse bactériologique
/ v
Examen direct par coloration Mise en culture

de Gram ou autre coloration

v
Isolement sur gélose enrichissement en bouillon

L

Cultures pures

Identification bactérienne  antibiogramme conservation

Figure 5 : Schéma de la démarche d’une analyse bactériologique.

L’analyse d’un prélévement effectué dans un but diagnostic est en regle générale une
analyse a la fois cytologique et bactériologique.
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3. Origine des échantillons
3-1) Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés a partir de deux services de I’hdpital (service de
médecine et de pédiatrie) en affectant plusieurs endroits, présentés selon le tableau ci-
dessous :

Tableau 3 : Présentation des sites de préléevement

Numeéro de Site de préléevement
prélévement

Service de médecine interne

01 Table de nuit

02 Chariot de soins

03 L'air de la salle d'isolement
04 Cathéter veineux

05 Potence a sérum

06 Gants du personnel soignant

Service de pédiatrie

07 Couveuse bébé
08 Le lit du patient
09 Pése bébé

10 Le mur de la salle
11 L’urine (enfant)

3-2) Conditions et méthode de prélévement

Les échantillons doivent impérativement étre identifiés en mentionnant le nom, prénom,
la date de naissance du patient, le service concerné, la date et ’heure de prélévement. Les
prélevements ont été effectués dans des conditions d’aseptise. Ils ont été réalisés soit sur :

Des surfaces seches : Les prélévements sont effectués a partir d’écouvillon stérile
rigoureuse, dans des tubes contenant de bouillon nutritif en respectant les conditions et en
mentionnant le numéro de prélévement et le service concerné.

Soit a partir de I’air (salle d'isolement) : Une boite de gélose nutritive (GN) est
exposée ouverte pendant 24h a ’atmosphére aérienne dans une chambre d’isolement a une
hauteur supérieur a un métre.
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Préléevement urinaire : Pour ce type de prélevement, on doit expliquer au patient les
conditions de recueil aseptique des urines (en utilisant des flacons adaptés). Le recueil d'urine
se fait par voie naturelle selon la technique dite « milieu de jet» et selon des regles strictes qui
conditionnent la qualité de I'étude cytobactériologique des urines ECBU (Wilson et Gaido,
2004).

Les flacons a urine doivent étre fermés correctement et doivent étre désinfectés s’ils sont
souillés. L’examen et I’isolement seront faits généralement au plus tard dans les deux heures
qui suivent le prélévement.

Technique de prélévement

Prélevement urinaire : La récolte aseptique des urines est indispensable.

e Chez la femme : Lavage et désinfection des organes génitaux externes d’avant en
arricre a l’aide d’un antiseptique tel que le Dakin. Recueil alors des urines du
deuxiéme jet dans un flacon stérile.

e Chez ’homme : Désinfection du méat urétral et le gland a 1’aide d’un antiseptique
peut irritant (Dakin), ringage abondant a I’eau stérile et déclenchement de la miction 5
a 10 secondes apres. Présenter le flacon sous le jet urinaire jusqu’a obtenir une
quantité suffisante.

e Chez I’enfant et le nourrisson : Desinfection des organes génitaux externes et leur
voisinage a 1’aide de solution antiseptique non irritante. On place ensuite un sac
collecteur sterile adapté a cet usage. Le surveiller régulierement et ne pas le laisser en
place plus de 30 minutes. Enlever des que la miction aura lieu. Le contenu doit étre

ensemencé immédiatement.

4. Enrichissement

Les milieux d’enrichissement permettent de favoriser une croissance bactérienne a
partir des prélévements. Il s’agit en général de milieux liquides riches permettant le
développement d’un maximum de bactéries. Parmi les plus utilisés, on trouve le bouillon
nutritif (BN).

L’enrichissement est une étape qui se réalise quand on veut favoriser la croissance du
germe recherché, donc c’est une étape qui favorise sa multiplication. Elle est réalisée sur
milieu liquide, bouillon nutritif et incubation dans une étuve a 37°C pendant 24h.

5 . Isolement sur les milieux de cultures

5-1) Isolement a partir des surfaces séches
Apres avoir effectué les différents prélevements, on a réalisé 1’isolement sur différents
milieux, en fonction du type de préléevement. Ces milieux sont généralement fabriqués et
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commercialisés par I'Institut Pasteur d’Alger (Annexe 01). Les principaux milieux qui
servent a I’isolement des germes de surfaces séches apres avoir fait I’enrichissement sont :

> Gélose nutritif (GN), par ensemencement en stries.

> Gélose Mac Conkey (MC), par ensemencement en quadrants.

> Gélose Hektoen (HK), par ensemencement en quadrants.

> Gélose Bromocresol Pourpre (BCP), par ensemencement en quadrants.

> Gélose Chapman (CHAP), par ensemencement en quadrants.
L’incubation de ces milieux se fait dans une étuve a 37°C pendant 24h.

5-2) Isolement a partir de I’air

Les boites de Pétri contenant de la GN ont été exposées pendant 24h a ’atmosphére
est incubée directement dans une étuve a 37°C pendant 48h. Aprés I’incubation on fait un
repiquage des colonies dans les milieux suivants : MC, BCP, CHAP. L’ensemencement se
fait par la méthode des quadrants et leur incubation a 37°C pendant 24h.

5-3) Isolement a partir des urines

L’isolement des germes a partir des urines se fait essentiellement sur les milieux : GN,
MC, HK, CHAP. L’ensemencement se fait par la méthode de stries et leur incubation a
37°C pendant 24h. Les boites sont placées en position renversée (couvercle en bas) pour
éviter ’eau de condensation sur le couvercle et distinguer les boites ensemencées des
boites stériles, dans une étuve réglée a la température adéquate.

Generalement, apreés incubation on observe que la densité des colonies décroit du
premier quadrant vers le dernier. La culture est en général confluente dans le premier
secteur alors que le dernier présente, si I’isolement est bien exécuté, des colonies bien
copaceées.
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Figure 6 : Méthode d’ensemencement en quadrants.
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Figure 7 : Méthode d’ensemencement en stries.
6. Identification des bactéries

Une bactérie ne peut étre identifiée qu’une fois isolée et obtenue a I’état pur. Les
méthodes d’¢tude des bactéries sont multiples et se perfectionnent sans arrét. Ces
techniques sont nombreuses car chaque groupe de bactérie exige ses propres milieux

de culture.

6-1) Examen macroscopique

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une

premiere caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de
I’identification. D’aprés Joffin et Leyral, (2006), les éléments clés d’identifications
macroscopiques sont :
- I’aspect morphologique : la forme des colonies : rondes, irrégulicres,...etc.,
- la taille des colonies par la mesure du diametre,
- la couleur de la colonie,

- I’¢élévation : convexe, concave, plate,

- Iopacité : opaque, translucide ou transparente,
- la surface : lisse, ruguecuse, séche, dentelée,...etc (Joffin et Leyral, 2006).

>
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Forme
Punctiforme  Circulaire  Filamenteuse  Irréguliére  Rhizoide  Fusiforme
ation
Elévatio Plane Elevée Convexe Bombée Bossue
£ - Q ‘;:&w\‘ ff‘..:~ “’1 N
Bord ¢ . .
Régulier  Ondulé Lobé Dentelé  Filamenteux Bouclé

Figure 8 : Morphologies des colonies bactériennes (Prescott et al., 2003).
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6-2) Examen microscopique

L’examen microscopique en bactériologie peut étre effectué sans
coloration de [I’échantillon par observation directe entre lame et lamelle
(technique de [I’état frais) ou bien aprés coloration de 1’échantillon. Cet
examen renseigne sur la présence de Dbactéries confirmant 1’origine
bactérienne d’une infection. L’examen microscopique est une étape clé dans
la.  démarche  diagnostique des infections  bactériennes.  L’observation
microscopique consiste a observer les cellules bactériennes au microscope
optique. Cette observation permet de connaitre la forme, la mobilité, vérifier
la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées.

cocei COCCI EN CHAINE DIPLOmQU[?
Istreptocoque. (preumacoque;
= LN i |
COCCOBACGILLE BACILLE BACILLE FUSIFORME
VIBRIONS SPIRILLE BORREUA TREPONEME LEPTOSPIRE

Figure 9 : Morphologie microscopique des bactéries (Heart et Shears, 2006).

A) Examen direct a I’état frais
Les méthodes fondées sur la technique de 1’état frais correspondent
a Dobservation d’un matériel biologique ou d’une suspension bactérienne
entre lame et lamelle sans fixation préalable du matériel par la chaleur. Cet
examen concerne une observation au microscope optique a l’objectif 40 de
I’état frais des colonies aprés obtention d’une culture bactérienne issue de
n’importe quel prélévement.

Technique de 1’état frais: C’est une méthode rapide qui consiste a
observer entre lame et lamelle une suspension bactérienne a 1’objectif 40.
Les renseignements obtenus par cette technique concernent principalement
la mobilité des bactéries.

B) Examen microscopigue apres coloration
Les techniques les plus communément utilisées en bactériologie médicale
font appel a des colorants. La préparation est fixée sur une lame puis colorée.

» Préparation d’un frottis :

-Déposer une goutte d’eau stérile sur une lame propre.
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- Faire étaler avec une anse de platine ou une pipette pasteur une colonie bactérienne sur la
goutte d’eau de facon circulaire.

-Realiser le frottis par un doux étalement.

- Sécher et fixer le frottis devant un bec bunsen.

» Plusieurs types de colorations existent :

e Coloration non différentielle (Coloration au bleu de méthyléne)

La coloration au bleu de méthylene est réalisée en faisant couler quelques
gouttes de bleu de méthyléne sur un frottis bactérien correctement fixé sur lame.
Le temps de contact entre le colorant et le frottis est généralement une minute.

La lame est ensuite rincée a I’eau du robinet, séchée entre deux feuilles de papier
buvard, puis observée a I’immersion. Les structures colorables apparaissent bleues.
Cette méthode n’est que peu informative.

e Coloration différentielle (coloration de Gram)

C’est la coloration de référence en bactériologic. Elle est réalisée
comme suit : Cette coloration s’cffectue sur une lame dégraissée et séchée
a partir d’un frottis bactérien. Apres étalement et séchage au bec bunsen,
le frottis est recouvert avec une quantité suffisante de solution de violet de
gentiane, ensuite on laisse au contact de I’air pendant une minute en
inclinant la lame afin d’¢éviter un dépot de colorant. On rejette le violet de
gentiane et on lave la lame a l’eau. On recouvre la préparation avec la
solution de lugol et on laisse agir pendant 30 a 45 secondes. On rejette le
lugol et on lave a I’eau puis a I’alcool éthylique a 95° avec délicatesse (en
maintenant la lame en oblique et on verse I’alcool goutte a goutte jusqu’a
ce qu’il devienne incolore). On passe la lame sous 1’eau de robinet ensuite
on recolore avec la fuchsine quelques secondes a une minute, puis on lave
a eau. On séche la lame entre deux papiers joseph et on examine sous un
objectif a immersion (X 100). (Annexe 03).

Lecture : Bactérie Gram positive : Coloration violette.
Bactérie Gram négative : Coloration rouge-rose.
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6-3) Identification biochimique

Les tests biochimiques sont indispensables pour obtenir 1’identification d’une bactérie.
Les méthodes biochimiques reposent sur la recherche d’enzymes responsables de certaines
réactions biochimiques, sur 'utilisation d’un substrat particulier ou la présence de produits
specifiques issus du métabolisme intermédiaire. Pour I’identification biochimique, on a

utilisé :
6-3-1) une galerie biochimique classique ; Parmi les tests effectués : (Annexes 02 et

04)

e TSI (Triple Sugar Iron.) : Trois sucres internationaux, ¢’est un milieu gélosé

qui nous fournit cing renseignements principaux : le lactose, le glucose, le
saccharose, H2S et le Gaz.

Principe : Ce milieu permet de confirmer la fermentation du glucose et d’orienter
I’identité¢ du genre, I’é¢tude de I’attaque du lactose et du saccharose et la production
d’H2S et du gaz.
Technique : La méthode consiste a ensemencer le culot des tubes a essai contenant le
milieu incliné par piqire (par pipette ou a ’aide d’une anse stérile) ensuite la pente du
milieu en stries longitudinales. Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 h. apres le
délai d’incubation, les modifications de milieu se traduisent de la fagon suivante :
Lecture : Culture glucose positive : culot jaune (glucose fermenté).

Culture glucose négative : culot inchange.

Culture lactose positive : pente virant au jaune.

Culture lactose négative : pente alcalinisée (rouge groseille).

Culture saccharose positive : pente virant au jaune.

Culture saccharose négative : pente alcalinisée (rouge groseille).
Culture H2S positive : noircissement du milieu dans la zone joignant la pente et le
culot.
Production de gaz : bulle d’air, des bulles dans la masse du milicu ou contre les parois
ou poche gazeuses décollant le culot.

e Mannitol mobilité : ce milieu est une gélose moelle contenant du mannitol et
un indicateur de pH, le rouge phénol. Ce milieu permet d’apprécier
simultanément la fermentation du mannitol par virage au jaune et la mobilité
du germe. Donc, le principe est la dégradation du mannitol par les bactéries et
voir la mobilité de ces bactéries.

Technique : Les tubes contenant le milieu sont ensemencés par piqure centrale a 1’aide
d’un fil bien droit ou une pipette de pasteur fermée chargée de culture en milieu solide
ou liquide. L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 heures.

Lecture : La fermentation du mannitol entraine le virage au jaune du milieu. Les
bacilles mobiles diffusent a partir de la ligne d’ensemencement en créant un trouble du
milieu.

e Citrate de Simmons

Principe : le milieu contient le citrate comme source de carbone. Seules les bactéries
possédant un citrate perméase sont capables de se développer sur ce milieu.
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Technique : Les tubes contenant le milieu sont ensemencés en stries serrées au moyen
d’une anse de suspension bactérienne. Les tubes sont ensuite incubés pendant 24 h a
37°C.
Lecture : Citrate de Simmons positif : Culture avec alcalinisation du milieu (virage de
I’indicateur au bleu).

Citrate de Simmons négatif : Coloration verte du milieu inchangée.

e Milieu Urée Indole : Le principe consiste a mettre en évidence 1’uréase, seules
les bactéries a uréase suffisamment active donne une réaction positive, ceci est
réalisé a partir d’une suspension bactérienne aussi dense que possible de la
gélose nutritive dans 1 ml du milieu urée-indole. Apres incubation a 37°C

pendant 24 h.
Lecture : Uréase positive : virage de I’indicateur du jaune au rouge violacé ou au rose
rouge.
Uréase négative : pas de changement de coloration ou virage au rouge
citron.

Production d’indole : A partir de la gélose nutritive on a ensemencé des tubes d’eau

peptonée exempt d’indole. Les tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 h. Apres

incubation, la recherche de I'indole est effectuée par I’ajout de quelques gouttes de

réactif de Kovacs. On agite et on laisse le réactif remonter en surface.

Lecture immédiate : Réaction indole positive : anneau en surface rouge vermillon
Reéaction indole negative : anneau brunatre (teinte originelle du

réactif)

e Recherche de PONPG

Principe : Ce test permet de rechercher directement I’enzyme f galactosidase et par la
suite de distinguer les bactéries potentiellement lactose positif et des bactéries lactose
négatif. L’ortho-nitrophényl- g —D-galactopyranoside, composé incolore est scindé
par ’enzyme en libérant de 1’orthonitrophénol, composé soluble jaune.

Pour la mise en évidence de cette enzyme, un disque ONPG est imprégné d’une
suspension dense de bactéries. Le disque est ensuite déposé dans une étuve a 37°C.

Lecture : ONPG positif : la suspension se colore en jaune citron.

ONPG négatif : pas de coloration.
Les réactions positives sont observées entre 15 et 30 min. La réaction est d’autant plus
rapide qu’il y a plus de bactéries en suspension, donc plus d’enzymes.

e Recherche de la décarboxylases des acides aminés

- Recherche de la lysine décarboxylase (LDC)
- L'ornithine décarboxylase (ODC)
- L'arginine dihydrolase (ADH)
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Technique : On introduit dans 3 tubes, 2 a 3 gouttes de la suspension bactérienne,
ensuite on additionne dans chaque tube 01 ml des acides précédemment cités (dans le
premier : 01 ml de LDC, le second tube : 01 ml d’ODC et le troisiéme tube : 01 ml
d’ADH). On recouvre ensuite la surface de chaque tube d’une mince couche d’huile
de vaseline (paraffine) stérile d’environ 15 ml de hauteur. Les tubes sont incubés dans
une étuve a 37°C, pendant 24 h. Aprés incubation :
Lecture :
-LDC : Coloration jaunatre : Réaction négative (acidification du milieu)

Coloration violette : réaction positive, il y a eu décarboxylation de la lysine,
I’indicateur prend cette teinte par alcalinisation secondaire due a la diamine formée.

-ODC : Coloration jaunatre : pas de modification, réaction négative.
Coloration violette foncée : réaction positive, il y a eu décarboxylation de
I’ornithine.

-ADH : Virage au violet de I’indicateur : Réaction positive. Ce test sert a tester la
dégradation de I’arginine, qui donne une premiére réaction dans laquelle elle est
décarboxylée en agmatine ; une dihydrolase transforme secondairement I’agmatine en
tétraméthyllene-diamine ou putrixine.

Virage au jaune de I’indicateur coloré : Réaction négative (acidification du
milieu).

i
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Figure 10 : Tests biochimiques classiques.

6-3-2) La Galerie APl 20E

Un systeme standardisé pour l'identification des Entérobactéries et autres bacilles a
Gram négatif, comprenant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés, ainsi qu'une
base de données ont été effectués.

e Principe

La galerie APl 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tubes contenants différents milieux sont inoculés avec une suspension
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bactérienne. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par ’addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I’aide d’un tableau de lecture et I’identification est
obtenue a I’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.

e Mode opératoire
Le mode opératoire est effectué selon les étapes suivantes :

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée dans les alveoles pour créer une atmosphere humide.

- On introduit la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette pasteur
stérile, on distingue 3 types de remplissage :

v Pour les tubes qui sont marqués par des caractéres ni soulignés, ni encadrés. On
remplit seulement le tubule.

v Pour ceux qui ont marqués par caracteres soulignés .On remplit seulement le tubule et
on le fermer avec 3 gouttes d’huile de paraffine (ADH, ODC, LDC, H2S, URE).

v Pour les tubes qui sont marqués par des caractéres encadrés .On remplit le tubule et la
cupule (CIT, VP, GEL).

Au total, nous avons effectué une vingtaine de tests biochimiques (Galerie API

20E). La boite d’incubation est refermée puis placée dans une étuve a 37°C pendant
24h.

™ Cupule
——— Tube

Inoculation de la galerie Détail d'un tube © Georges Dolisi
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Figure 11 : Mode opératoire d’une galerie API 20E.

e Lecture et interprétation des résultats
La détermination de la positivité et de négativité de chaque test consiste sur une
lecture soit directe (sans ajouter de réactif) soit indirecte (en ajoutant des réactifs
spécifiques).

v' Test TDA : ajouter 01 goutte de réactif TDA. Lecture immédiate.
v Test VP : ajouter 01goutte de VVP1 et VP2. Attendre 10 mn.
v/ Test IND : ajouter 01goutte de réactif de Kovacs.
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- La lecture de ces réactions se fait selon le profil numérique sur la fiche de résultat. Les
tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée pour chacun,
en additionnant a I’intérieur de chaque groupe de la galerie les valeurs correspondant a
des réactions positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil numérique.

- L’identification est obtenue a I’aide d’un catalogue analytique API 20E.

Figure 13 : Catalogue analytique et la fiche de résultat d’une galerie API 20E.

6-3-3) Caractéres biochimique des Staphylocoques pathogénes

e Recherche de la catalase
Principe : Cette enzyme empéche 1’accumulation d’H202, dont I’action serait 1étale pour la
cellule bactérienne. La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau oxygeéne en eau et oxygene
libre, qui se dégage sous forme gazeuse selon la réaction suivante : 2H202 ------ >2 H20 +02

Mode opératoire : Le test s’effectue dans un verre de montre ou sur une lame propre, ot on a
dépos¢ quelques gouttes d’eau oxygénée ensuite on a ajouté une suspension bactérienne a
partir d’une gélose nutritive.

Lecture de résultat : La presence de I’enzyme se manifeste par le dégagement de bulles d’air
(le test est dite positif).

e Recherche de la Coagulase
Principe : Le test de la coagulase est utilisé pour différencier le Staphylococcus aureus
(coagulase positif) du Staphylococcus a coagulase négatif. La coagulase est une enzyme
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produite par S. aureus qui convertit le fibrinogene (soluble) dans le plasma en fibrine
(insoluble).

Mode opératoire : 10 gouttes de plasma de lapin (0,5 ml) sont introduits dans un tube a
hémolyse stérile. Ensuite, une suspension bactérienne de staphylocoque, prélevée
préalablement d’une culture pure sur gélose nutritive est préparée. Le tube contenant 0, 5 ml
de plasma de lapin avec 0,5 ml de la suspension bactérienne est incubé a 37°C pendant 2 h
jusqu'a 24 h.

Remarque : la souche de S. aureus provoque la coagulation du plasma en un temps variant
d’une demi-heure a 24 heures.

Résultat : L.’observation d’une masse coagulé occupant plus de trois quart du volume de tube
indique que la réaction est (+) et leur absence indique une coagulase négative.

D’autres tests sont recommandés, tels que la recherche de la thermonucléase et la recherche
de la phosphatase. Ces derniers n’ont pas fait 1’objet d’étude a defaut (par manque) de
produits.

7. Etude de la sensibilité aux antibiotiques en milieu solide

L’antibiogramme est une étape trés importante en bactériologie médicale. Elle suit
I’¢tape d’identification du germe responsable d’infection. Des géloses adaptées et
recommandées pour 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries ont été
développees. Parmi ces géloses, la gélose de Mueller-Hinton (MH) est la plus utilisee.
L’utilisation de cette gélose est recommandée par le comité de I’antibiogramme de la Société
Francaise de microbiologie. Ainsi, I’examen microscopique et ’antibiogramme constituent un
élément majeur pour une prise en charge thérapeutique adaptee.

e But de ’antibiogramme
Un antibiogramme est défini comme étant un examen bactériologique ayant pour but
d’apprécier la sensibilité de la bactérie face a plusieurs antibiotiques lors d’une infection. Il
détermine le caractére sensible, intermediaire ou résistant de la souche, en fonction de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) déterminée par I’examen (Médecin des Hopitaux,
2010).

e Principe :

Pour la méthode d’étude de la sensibilit¢ aux antibiotiques, nous avons utilis¢ la
méthode de diffusion classique de disque sur gélose (Delarras, 1998). Pour realiser cette
technique nous avons utilisé le milieu Muller Hinton (MH) standardisé pour toutes les
bactéries a I’exception de quelques souches exigeantes.

-Les disques pré imprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a la surface de la
gélose MH apres son inoculation par la souche étudiée.

- Apres I’'incubation de la boite les disques d’antibiotique vont diffuser dans le milieu MH en
créant un gradient de concentration minimal inhibitrice apparait par des zones circulaire.
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Figure 14 : Schéma représentant un antibiogramme.

e Préparation de ’inoculum
-A partir d’une culture pure bactérienne réaliser une suspension microbienne dans un tube
contenant 10 ml d’eau physiologique stérile.

- L’inoculum bactérien doit idéalement étre employé dans les 15 min qui suivent sa
préparation.

e Préparation de la gélose et I’application des disques d’ATB
-Prendre la gélose de Mueller-Hinton, veérifier I'absence d'eau a la surface.

-Annoter ou sera positionnés les disques d'antibiotiques sur le fond de la boite (Il faut les
éloigner de 1 cm du bord au minimum).

-Tremper I'écouvillon dans la suspension, écouvillonner régulierement la gélose en tournant la
boite de 60° jusqu'a ensemencement de la totalité de la surface.

-Déposer les disques d'antibiotiques avec une pince stérile ; Dans chaque boite de Pétri de 90
mm, 06 disques ont été déposes. Selon la disponibilité, 06 disques ont été testés.

-Une fois les disques sont déposés, ces derniers ne seront plus déplacés car leur diffusion est
trés rapide.

-les boites sont ensuite incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 h.

Tableau 4 : Disques d’antibiotiques utilisés.

ANTIBIOTIQUES SIGNES CHARGE DU DISQUE
GENTAMICINE GEN 500 pg
AMOXICLAV AMC 20 pg
PRISTINAMYCINE RP 15 pg
CEFAZOLIN Cz 30 pg
CEFIXIME CFM 10 pg
AMOXICILLINE AML 25 ug
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Lecture et interprétation (Médecin des Hopitaux, 2010)

-Apres la culture bactérienne avec les antibiotiques, des zones d’inhibitions de croissance vont
apparaitre dans la boite contenant le milieu MH.

- la sensibilité de la souche bactérienne est exprimée pour chaque antibiotique en S (sensible),
R (résistante) et | (intermédiaire). Outre la CMI sont définies deux concentrations critiques :

la concentration critique basse (c) et la concentration critique haute (C) auxquelles
correspondent des diametres critiques (D) et (d).

v Sensible (S) : Les souches pour lesquelles la CMI de 'antibiotique testée est
inférieure ou égale a la concentration critique basse (c), ce qui équivaut a un
diametre supérieur ou égal au diametre critique (D).

v Résistante (R) : Les souches vis-a-vis desquelles la CMI de I’antibiotique
testée est supérieure a la concentration critique haute (C), correspondant a un
diametre inférieur au diametre critique (d).

v’ Intermédiaires (1) : Les souches vis-a-vis desquelles la CMI de I’antibiotique
testée et du diamétre correspondant est compris entre les deux concentrations
critiques et les deux diameétres critiques.

Tableau 5 : Criteres de catégorisation selon les valeurs critiques.

Catégorie CMI (mg/L) Diamétre (mm)
S CMl<c Diamétre > D
R CMI>C Diamétre < d
| c<CMI<C d < Diamétre <D

Figure 15 : Méthode classique de
diffusion d’antibiotiques sur milieu
gélosé.

Figure 16 : Disques d’antibiotiques.
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1. Résultats
1. Isolement et identification des souches bactériennes

Une bactérie ne peut étre identifiée qu’une fois isolée et obtenue a 1’état pure. Pour
I’identification des souches bactériennes, nous avons utilisé les criteres suivants :

e Des examens morphologiques, macroscopiques et microscopiques des bactéries en
culture.

e La recherche des caractéristiques biochimiques a I’aide des tests classiques et la
galerie API 20E.

e Les tests d’antibiorésistance.

Ces analyses et ces examens microbiologiques sont indispensables car ils permettent
d’orienter et confirmer le diagnostic, de suivre I’évolution d’une infection ou de vérifier
I’efficacité d’un traitement.

1-1) Résultats de I’étude macroscopique et microscopique des bactéries

Les résultats de notre étude basée sur I’isolement et 1’identification des bactéries
responsables d’une infection nosocomiale au niveau de deux services (médecine et pédiatrie)
sont présentés pour chaque type de prelevement. 10 souches bactériennes ont été isolées a
partir des différents prélevements. Les isolements ont été réalisés sur milieux solides (GN,
HK, MC, CHAP, BCP). Ces milieux ont été utilises pour satisfaire les besoins nutritifs et
énergétiques des bactéries recherchées et ont I’avantage de faire une pré-identification des
germes les plus souvent impliqués dans les infections.

Les colonies ont été¢ d’abord purifiées et ont subi un premier screening basé les
caractéristiques morphologiques et la coloration de Gram.

L’étude morphologique consiste a décrire I’aspect des colonies, la couleur et la taille
sur milieux solides. Elle est ensuite conduite par une coloration différentielle de Gram pour
écarter les bactéries Gram négatif et positif, a observer leurs formes coques ou batonnets et
leurs modes de regroupements par une observation en immersion au microscope optique. Les
tableaux ci-dessous présentent ces résultats.

» Reésultats des isolements au niveau du service de médecine interne
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Tableau 6 : Résultats des isolements au niveau du service de médecine interne.

Caracteéres culturaux Coloration
N° et site de GN HK MC CHAP BCP Etat frais Gram
prélévement
1: Table de nuit Tapis bactérien. Petites colonies Petites colonies rondes, Colonies Bacilles mobiles Bacilles Gram négatif sur MC

rondes, lisses, plates,
crémeuses, jaunatres,
virage de couleur de

milieu.

lisses, bombées,
jaunatres.

volumineuses,
Pigmentés, jaunatres,
virage de couleur de
milieu.

sur MC

Cocci immobile
sur CHAP

Cocci Gram positif sur
CHAP

2 : chariot de soins

Tapis bactérien.

Petites colonies
arrondies, visqueuses,
vert, virage de milieu
de culture.

Petites colonies rondes,
lisses, plates, jaunatres.

Petites colonies
jaunatres, virage de
couleur de milieu.

Bacilles mobiles
sur HK

Cocci immobile

Bacilles Gram négatif sur HK
Cocci Gram positif sur CHAP

sur CHAP
3 : Air de la salle Tapis bactérien, Absence de croissance Colonies Petites colonies Bacilles mobiles Bacilles Gram négatif sur BCP
d’isolement présence de volumineuses, blanchétres, séches | sur BCP

champignon.

pigmentés, jaunatres,
virage de la couleur

Cocci immobile

Cocci Gram positif sur CHAP

du milieu. sur CHAP
4 : cathéter veineux Tapis bactérien Aucune croissance Petites colonies Petites colonies Bacilles mobiles Bacilles Gram négatif sur BCP
jaunatres, virage de jaunes dispersées, sur BCP

la couleur du milieu.

virage de la
couleur du milieu.

Cocci immobile
sur CHAP

Cocci Gram positif sur CHAP

5 : potence a sérum

Tapis bactérien,
virage de la couleur
du milieu (verte).

Colonies filamenteuses,
plates, dorée.

Aucune croissance.

Petites colonies
transparentes,
crémeuses, virage
de la couleur du
milieu.

Bacilles mobiles
sur MC

Bacilles Gram négatif sur MC

6 : gants du personnel
soignants

Tapis bactérien

Aucune croissance

Colonies
volumineuses,
Pigmentés, jaunatres,
virage de la couleur
du milieu

Colonies
transparentes,
plates, muqueuses,
virage la couleur
du milieu

Bacilles mobiles
sur BCP

Cocci immobile
sur CHAP

Bacilles Gram négatif sur BCP

Cocci Gram positif sur CHAP

—
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GN : Gélose Nutritive ; HK : Gélose Héktoen ; MC : Gélose Mac Conkey ; CHAP : Gélose

Chapman ; BCP : Gélose Bromocrésol Pourpre. : Ces milieux sont couramment utilisés pour
des analyses médicales.

> Table de nuit

Caracteres culturaux (aspect macroscopique)

a b
Figure 17 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ caractéres culturaux des bactéries
isolées a partir du 1* prélevement.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100

Cocci a Gram (+) G x100

Figure 18 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélevement N°1
aprés coloration de Gram.

Tableau 7 : Résultat de I’examen microscopique des bactéries obtenues du prélévement N°1.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu MC Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.

La coloration de Gram a permis de différencier les germes bactériens. Certains germes
se sont montrés des Cocci Gram négatives ou positives, isolés ou associés en paire, parfois en

chainettes plus ou moins courtes ou en amas, d’autres se sont révélés des Bacilles Gram
négatives.

l37
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> Chariot de soins

Caractéres culturaux (aspect macroscopique)

Figure 19 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caracteres culturaux des bactéries
isolées a partir du 2°™ prélevement.
Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100 Cocci a Gram (+) G x100

Figure 20 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du préléevement N°2
apres coloration de Gram.

Tableau 8 : Résultat de I’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du
prélevement N°2.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu HK Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.
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> Air de la salle d’isolement

Caractéres culturaux (aspect macroscopique)
b

Figure 21 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caracteres culturaux des bactéries
isolées a partir du 3°™ prélevement.
Aspect microscopique

a

Bacilles a Gram(-) G x100 Cocci a Gram (+) G x100

Figure 22 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélevement N°3
apres coloration de Gram.

Tableau 9 : Résultat de I’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du
prélevement N° 3.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu BCP Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.
( 35 )
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» Cathéter veineux

Caractéres culturaux (aspect macroscopique)

a b

Figure 23 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caracteres culturaux des bactéries
isolées a partir du 4°™ prélevement.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100 Cocci a Gram (+) G x100

Figure 24 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélevement N°4
apres coloration de Gram.

Tableau 10 : Résultat de ’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du
prélevement N°4.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu BCP Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.
( 4 )
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Résultats et discussion

Figure 25 :

a

Caracteres culturaux (aspect macroscopique)

)

a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caractéres culturaux des bactéries
isolées a partir du 5°™ prélevement.

Figure 26 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélévement N°5
apres coloration de Gram.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100

Tableau 11 : Résultat de ’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du

prélevement N°5.

Milieu

Examen

Examen a I’état frais

Coloration de Gram

Milieu MC

Bacilles mobiles.

Bacilles Gram négatif.

'
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Caracteres culturaux (aspect macroscopique)

a

Figure 27 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caracteres culturaux des bactéries
isolées a partir du 6°™ prélevement.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100

Figure 28 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélévement N°6
aprés coloration de Gram.

Cocci a Gram (+) G x100

Tableau 12 : Résultat de ’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du

prélevement N° 6.

Examen Examen a I’état frais Examen & la coloration de Gram
Milieu
Milieu BCP Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.

'
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» Résultats des isolements au niveau du service de pédiatrie

Tableau 13 : Résultats des isolements au niveau du service de pédiatrie.

Caractéres culturaux Coloration
N° et sites GN HK MC CHAP Etat frait Gram
de
prélévement
7 : Couveuse | Absence Absence Absence Absence
bébé de culture
8: Litdu Tapis Aucune Petites Petites Bacilles Bacilles
patient bactérien. | croissance. colonies colonies mobiles Gram
blanchatres, | blanchatres, | sur MC négatifs
seches. dispersés, sur MC
sans virage | Cocci Cocci
de couleur | immobile | Gram
du milieu. | sur CHAP | positif sur
CHAP
9 : pese bébé | Tapis Aucune Petites Aucune Bacilles Bacilles
bactérien | croissance colonies croissance. | immobiles | Gram
transparentes sur MC négatifs
sur MC
10 : mur de | Tapis Petites Petites Petites Bacilles Bacilles
la salle bactérien | colonies colonies colonies mobiles Gram
transparentes, | transparentes | blanchatres, | sur HK négatifs
virage de la sans virage sur HK
couleur du de la Cocci
milieu. couleur du | immobile | Cocci
milieu. sur CHAP | Gram
positif sur
CHAP
11 : Urine Tapis Colonies Petites Petites Bacilles Bacilles
d’enfant bactérien | filamenteuse, | colonies colonies mobiles Gram
virage de la | jaunatres, blanchatres, | sur MC négatif sur
couleur du bombés, disperseés, MC
milieu disperses, sans virage | Cocci
visqueuses, de la immobile | Cocci
virage de couleur du | sur CHAP | Gram
couleur du milieu. positif sur
milieu. CHAP
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> Couveuse bébé

Caracteres culturaux (aspect macroscopique)

b
Figure 29 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Absence de cultures bactériennes
sur les quatre milieux de culture & partir du 7¢™ prélévement.

» Lit du patient

Caracteres culturaux (aspect macroscopique)

b

QD

Figure 30 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caractéres culturaux des bactéries
isolées a partir du 8°™ prélevement.

Aspect microscopique

S PR s

Bacilles a Gram(-) G x100 Cocci a Gram (+) G x100

Figure 31 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélevement N°8
apres coloration de Gram.
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Tableau 14 : Résultat de ’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du

prélévement N°8.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu MC Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.
> Pése bébé

Caracteres culturaux (aspect macroscopique)

Figure 32 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caractéeres culturaux des bactéries
isolées a partir du 9°™ prélevement.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100

Figure 33 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélévement N°9
apres coloration de Gram.

Y
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Tableau 15 : Résultat de I’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du
prélévement N° 9.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram

Milieu

Milieu MC Bacilles immobiles. Bacilles Gram négatif.

> Mur de la salle

Caractéres culturaux (aspect macroscopique)

Figure 34 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caracteres culturaux des bactéries
isolées a partir du 10 °™ prélevement.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100 Cocci a Gram (+) G x100

Figure 35 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélévement N°10
aprés coloration de Gram.

Tableau 16 : Résultat de ’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du
prélevement N° 10.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu HK Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.
[ 46 )
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Caractéres culturaux (aspect macroscopique)

a

Figure 36 : a/ Milieux de culture témoins ; b/ Caracteres culturaux des bactéries
isolées a partir du 11 °™ prélévement.

Aspect microscopique

Bacilles a Gram(-) G x100

Figure 37 : Aspect microscopique des bactéries obtenues du prélevement N°11

aprés coloration de Gram.

Cocci a Gram (+) G x100

Tableau 17: Résultat de I’examen microscopique des bactéries obtenues a partir du

prélevement N°11.

Examen Examen a I’état frais Coloration de Gram
Milieu
Milieu MC Bacilles mobiles. Bacilles Gram négatif.
Milieu CHAP Cocci immobile. Cocci Gram positif.
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1-2)  Résultats de I’identification biochimique

L’étude biochimique nous a permis d’identifier 10 especes bactériennes a partir des 10
prélevements effectués. Il est a noter que le préléevement N°7 n’a pas donné de souches
bactériennes. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 18 ci-dessous.

Tableau 18 : Les espéces bactériennes identifiées

Sites de prélevments Germes

Service de médecine interne

Table de nuit Leclercia adecarboxylata ; Staphylocoque aureus .
Chariot de soins Enterobacter cloecae ; Staphylocoque aureus .
Air de la salle d'isolement Aeromonas salmonicida ; Staphylocoque aureus .
Cathéter veineux Aeromonas hydrophila ; Staphylocoque aureus.
Potence a serum Serratia plymuthica .

Gants du personnel soignant Aeromonas hydrophila ; Staphylocoque aureus .

Service de pédiatrie

Lit du patient Providencia alcalifaciens ; Staphylocoque
epidermidis .
Pése bébé Escherichia blattae .
Le mur de la salle Burkholderia cepacia ;Staphylocoque epidermidis.
L’urine d’enfant Enterobacter cloecae ; Staphylococcus epidermidis.

1-2-1) Résultats des tests biochimiques classiques

Nous avons effectué douze tests classiques selon la disponibilité des milieux et des
moyens. Les résultats de ces différents tests sont représentés par le tableau 19 et la figure 38
ci-dessous.
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Tableau 19 : Résultats des caractéres biochimiques des germes identifiés.

Caracteéres
biochmiques
Sucres H2S | gaz | Mannitol/ | Citrate de | Uréase | INDOL ONPG | ADH | LDC | ODC
Mobilite Simmons
Germes
Leclercia + - + + - - + + - - -
adecarboxylata
Enterobacter + _ + + + _ _ + + _ +
cloecae
Aeromonas + _ + + - - - - + - -
salmonicida
Aeromonas + - - + - - + + + - -
hydrophila
Serratia + - + + + - - + - - -
plymuthica
Providencia + - + - + - + - - - -
alcalifaciens
Escherichia + _ + _ + - - - - + +
blattae
Burkholderia + _ . _ + - - - - - -
cepacia
(+) : réponse positive ; (-) : réponse négative.

'
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Aeromonas hydrophila. Serratia plymuthica. Providencia alcalifaciens.

Escherichia blattae. Burkholderia cepacia.

Figure 38 : Résultats des caractéres biochimiques des germes identifiés.

1-2-2) Resultats de la galerie APl 20 E

Pour le prélevement numéro 11 (I’urine) on a réalisé le systeme API 20E. Les résultats sont
présentés dans les tableaux 20 -21 et les figures 39-40.




Chapitre 1 'l I : Résultats et discussion

Tableau 20 : Résultat de la galerie biochimique API 20 E (urine).

ONPG |ADH | LDC | ODC | CIT |H2S|URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

Tableau 21 : Le code du germe identifié.

Numeéro de prélévement Code de ’API 20E Germe identifié

11 (urine) 3305573 Enterobacter cloecae

Figure 40 : Fiche des résultats de la galerie API 20E.

En se basant sur les résultats de I’examen macroscopique et microscopiques ainsi que
les caractéres biochimiques des bactéries isolées, nous pouvons rattacher les germes aux
genres Leclercia adecarboxylata, Enterobacter cloecae, Aeromonas salmonicida, Aeromonas

hydrophila, Serratia plymuthica, Providencia alcalifaciens, Escherichia blattae et
Burkholderia cepacia.
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1-2-3) ldentification des Staphylocoques pathogenes

Les Staphylocoques appartiennent a la famille des micrococcaceae et se caractérisent
par une morphologie en Cocci, ce sont des bactéries Gram positives, se présentent souvent en
grappes, sont aéro-anaérobies facultatives. On divise le genre Staphylococcus en trois
espéeces : Staphylococcus aureus, S. epidermidis et S. saprophyticus.

S. aureus étant caractérisée par la possession d’une enzyme, la coagulase qui
transforme le fibrinogéne du plasma en fibrine. Cette espece possede aussi le pouvoir de
secréter des entérotoxines provoquant des toxi-infections.

> Résultats des tests enzymatiques des Staphylocoques
Les résultats des tests enzymatiques sont présentés dans le tableau 22 et les figures 41-42.

Tableau 22 : Résultats des tests enzymatiques des Staphylocoque les plus fréqguemment

isolées.
Les tests
Test catalase Test coagulase
Les germes
Staphylocoque aureus + +
Staphylocoque epidermidis + -

Figure 42 : Test coagulase positif et négatif.
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1-3) Résultats de ’Antibiogramme

L’antibiogramme est une méthode visant a tester la sensibilité¢ d’une souche bactérienne
Vis-a-vis d’un ou de plusicurs antibiotiques. Le principe consiste a cultiver une espéce
bactérienne en présence d’un ou des antibiotiques et observer les conséquences de
I’antibiotique sur le développement et la survie bactérienne. L ’antibiogramme permet de bien
choisir I’antibiotique efficace contre le germe bactérien responsable d’une infection.

Les résultats de I’antibiogramme effectués sur les 10 espéces bactériennes identifiées
sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 23 : Résultats de ’antibiogramme des souches isolées.

ATB
Les germes GEN AMC RP Cz CFM AML
identifiés

Leclercia adecarboxylata S R | S S R
Enterobacter cloecae S S R S S R
(Surface Séche)

Enterobacter cloecae (1’urine) S R | | S R
Aeromonas salmonicida S R | S R S
Aeromonas hydrophila | R S R R R
Serratia plymuthica S R | | S R
Providencia alcalifaciens S R S R | R
Escherichia blattae S R S R | R
Burkholderia cepacia S R S S R S
Staphylocoque aureus S | S S R S
Staphylocoque epidermidis S R S S R S

S : Sensible ; R : Résistant ; | : Intermédiaire.
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Leclercia adecarboxylata

Aeromonas salmonicida .

Providencia alcalifaciens.

Staphylocoque aureus.

Enterobacter cloecae
(Surface Seche).

Aeromonas hydrophila.

Escherichia blattae.

Staphylocoque epidermidis.

Résultats et discussion

Enterobacter cloecae
(Purine).

Burkholderia cepacia.

Figure 43

: Résultats de I’antibiogramme des souches isolées.
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Un antibiotique exerce une activité antibactérienne sur diverses espéces plus ou moins
nombreuses ; plus le nombre de bactéries sur lesquelles agira I’antibiotique sera grand, plus
large sera son spectre d’activité et inversement.

Les espéces bactériennes insensibles, donc en dehors du spectre, représentent la
résistance naturelle.

Si des résistances apparaissent au sein d’especes incluses dans le spectre d’activité, ces
résistances seront dites acquises.

La résistance naturelle se manifeste soit par une tolérance a certains antibiotiques, soit
par destruction de I’antibiotique par des enzymes comme les béta-lactamases. Ces deux
formes de résistances sont fréquentes chez des nombreuses bactéries telles que les
Entérobactéries.

La résistance acquise : soit elle est d’origine chromosomique, les antibiotiques les plus
affectés par ce type de résistance sont d’une méme famille.

Soit elle est d’origine plasmidique, ou elle se manifeste par une multi résistance a des
antibiotiques d’une méme famille ou de familles différentes.

Plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés par une bactérie pour résister a un
antibiotique :

e Modification de la pénétration de I’antibiotique,
e Modification de la molécule qui constitue la cible de I’antibiotique,

e Production d’une enzyme capable d’inactiver I’antibiotique.

I1. Discussion

Notre travail a pour but d’isoler et d’identifier des bactéries responsables des
infections nosocomiales a partir de 11 prélevements effectués au niveau de deux services
(médecine interne et pédiatric) a I’hopital BERREBI Abdelkader, daira de Hammam
Bouhadjar, wilaya d’Ain-Témouchent. Nos analyses bactériologiques ont permis d’identifier
plusieurs espéces bactériennes pathogénes. Au total 10 espéces bactériennes ont été isolées,
purifiées et identifiées.

Les micro-organismes isolés se sont révélés soit des Cocci Gram positive (CGP), soit
des Bacilles Gram négatif (BGN) (Tableau 18) .Ces derniéres se sont montrées les plus
fréquentes et représentent environ 56 % des micro-organismes isolés, avec 34 %
d’Entérobactéries telles que Leclercia adecarboxylata, Enterobacter cloecae, Serratia
plymuthica, Providencia alcalifaciens et Escherichia blattae et 22 % représentés par d’autres
bacilles Gram négatives telles que Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila et
Burkholderia cepacia.
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En revanche, les Cocci Gram Positives (CGP), représentent 44 % des micro-
organismes isolés avec 28 % d’espéces de Staphylocoques aureus, qui sont les plus
dominantes au niveau du service de médecine interne et 16 % d’especes de Staphylocoques
epidermidis qui semble étre les plus dominantes dans le service de pédiatrie. D’ailleurs, dans
une étude menée au CHU de Tizi-Ouzou (2012), les auteurs ont montré qu’environ 94.11 %
des germes isolés sont des Bacilles Gram négatifs, plus particulierement E. coli et
Pseudomonas aeruginosa (CHU Tizi-Ouzou, 2012).

Des résultats semblables ont été trouvés dans les travaux de Bounab, Chekakla et Saci,
(2011) montre aussi cette prédominance des Gram négatif sur les Gram positif ;
Enterobactries 70,6% : E. coli 30%, Proteus 15%, Providencia 10%, Citrobacter 9% Shegilla
6,6% et les Staphylocoques par un pourcentage 29,4% : S.epidermidis 16%, S.aureus 7,4% et
S.saprophyticus 5.6% (Bounab et al., 2011).

Par contre dans les travaux de Lakikza et Slimani, (2018) ont signalé la présence des
Cocci Gram positives avec un pourcentage de 67% et les bacilles Gram négative avec 33%,
avec une prédominance du genre Staphylococcus aureus (Lakikza et Slimani, 2018).

Les diverses souches forment des colonies de morphologie différentes (Tableaux 6 et 13).
Certaines colonies sont bombées, opaques et ont une consistance grumeleuse et seches,
d’autre sont des colonies plates, transparentes, lisses et crémeuses, alors que d’autres sont
pigmentés, filamenteuses ou dispersées.

Suite a une étude effectuée en 2017 par le SEMEP (Service d'Epidémiologie et de Médecine
Préventive) en collaboration avec les services de médecine du travail et le laboratoire d’unité
de bactériologie au niveau de I’hopital BERREBI Abdelkader, les résultats obtenus ont
objectivés la présence de microorganismes appartenant aux : E. coli, Staphylocogue aureus,
Staphylocoque epidermidis, Salmonelle paratyphie A et Pseudomonas spp.

Le test de sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion classique de
disques d’antibiotiques sur gélose a montré une multi-sensibilité de la plupart des souches de
Bacilles Gram négatives 57,14%. Il s’agit de Leclercia adecarboxylata (sensible aux
antibiotiques, GEN, CZ, CFM) ; Enterobacter cloecae (sensible aux GEN, AMC, CZ, CFM) ;
Aeromonas salmonicida (sensible aux GEN, CZ, AML) et Burkholderia cepacia (sensible aux
GEN, RP, CZ, AML). Le reste des souches se sont montrées résistantes 42,86%, telles que
Aeromonas hydrophila (résistante aux AMC, CZ, CFM, AML) ; Providencia alcalifaciens
(résistante aux AMC, CZ, AML) et Escherichia blattae (résistante aux AMC, CZ,
AML) (Tableau 23).

Les bactéries Cocci Gram Positive se sont révelées sensibles aux antibiotiques pour les
deux bactéries (100%) Staphylocoque aureus et Staphylocoque epidermidis (sensible aux
GEN, RP, CZ, AML) (Tableau 23). La présence de ce groupe d’espéces bactériennes au sein
des deux services étudiés peut étre expliquée en partie, par le contact direct avec le malade,
mais aussi par des contaminations croisées dues au mouvement du personnel soignants et des
instruments de soins entre les différents services.
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Il est signalé que les staphylocoques a coagulase négative, sont actuellement considérés
comme des pathogénes opportunistes.

La comparaison des résultats obtenus a partir des 2 services (Médecine interne et
pédiatrie) nous permet de déduire que le service médecine interne s’avére étre de mauvaise
état hygiénique puisque 4 échantillons sur 5 ont montré un nombre important de bactéries
appartenant au genre Leclercia, Enterobacter, Aeromonas, Serratia et Staphylococcus. Ceci
peut étre expliqué par la présence de bactéries pathogenes.

En revanche le service pédiatrie semble étre le mois touché par les contaminations
bactériennes responsables d’infections nosocomiales car les germes recherchés sont
pratiqguement absents dans les différents prélevements effectués.

Parmi les facteurs attribués a cette contamination: une négligence des régles de
I’hygiéne depuis 01/03/2020 jusqu’au 19/03/2020. La présence de ce groupe de bactérie est
attribuée aussi a une contamination d’origine humaine provenant du tube digestif, de la peau
ou des muqueuses humaines. Cette contamination varie qualitativement et quantitativement
dans le temps, en fonction des services, des patients, des soins et techniques pratiqués.
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Ce mémoire présente le travail que nous avons effectué lors de notre stage au sein du
laboratoire de bactériologie de 1’hopital de Hammam Bouhadjar — Ain-Témouchent. C’est une
premiere expérience a la fois trés intéressante et trés enrichissante dans notre spécialité qui est
la microbiologie appliquée.

Vu la fréquence élevée des infections nosocomiales dans notre pays et la
multiplication des germes ainsi que I’augmentation de leur résistance aux antibiotiques, il est
nécessaire de suivre un plan médical permettant d’éviter I’expansion de ces infections au sein
de la population.

Les infections nosocomiales constituent un probléme sanitaire majeur pour tous les
¢tablissements de soins. Elles occasionnent la morbidité et la mortalité d’un grand nombre de
patients hospitalisées dans le monde. Les analyses effectuées durant notre stage ont révélées
dans certains cas la présence des germes pathogenes, que ce soit a partir d’un malade ou a
partir des prélevements effectués dans 1’environnement hospitalier. Les bactéries que nous
avons isolées sont généralement des especes appartenant au genre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, les entérobactéries et les autres bacilles Gram négatives. Elles
étaient localisées au niveau des instruments, des patients, les surfaces séches et I’air. A travers
ces realités, on doit prendre toutes les précautions, afin d’éviter de telles infections, par
I’application des régles d’hygiéne adéquates comme le nettoyage et la désinfection des lieux
de soins. La formation et I’éducation du personnel socio sanitaire dans le respect strict des
régles d’hygiene et de fonctionnement des services, la propreté des mains (lavage), le port des
gants et des tenues professionnelles propres, jeter le matériel souillé dans des poubelles
appropriées, salles propres et bien rangées pour 1’accueil des patients.

Nous souhaitons par ailleurs que [1’établissement hospitalier veille et poursuit
régulierement les controles, afin d’améliorer une hygi¢ne sanitaire qui met en jeu la santé

publique.

L’antibiorésistance a révélé I’inefficacité de certains antibiotiques comme
I’ Amoxiclav, I’Amoxicilline et la Cefixime et I’efficacité de d’autres antibiotiqgues comme la
Gentamicine, la Pristinamycine et la Cefazoline. L’origine de la multi résistance observée
chez certaines souches de staphylocoques d’origine humaine serait sans doute le résultat
d’une utilisation anarchique des médicaments en général et des antibiotiques en particulier par
les patients.

Environ 20 a 30% des souches de Staphylocoques sont actuellement résistantes aux
antibiotiques de derniére génération tel que la méthicilline (Niculita-Hirzel, 2013).

En Algérie, les infections nosocomiales pourraient s’envelopper ou se plier si une
réglementation stricte en matiére sanitaire est imposée par les établissements hospitaliers.
Parmi ces regles :

e Respect des régles d’hygiene dans les différents services,

e Suivi d’une stratégie de surveillance et de lutte contre les infections nosocomiales,

e Controle permanent et rigoureux des personnels soignants, des lieux de soins et des
instruments médicaux par les différents laboratoires d’analyse.
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Le respect de ces regles de base par les différents services concernés permettrait
I’épanouissement des établissements hospitaliers.

Les perspectives de lutte contre les infections nosocomiales pour la décennie a venir
sont principalement :

e Renforcer et évaluer nos structures hospitalieres.

e Améliorer les pratiques en hygiene : plus spécialement :

- Production de nouvelles recommandations nationales de bonnes pratiques avec la mise a

jour du guide sur la désinfection des dispositifs médicaux et 1’évaluation de guides sur la

gestion du risque infectieux d’origine environnementale (prélévements microbiologiques

d’environnement et de ’eau a I’hopital),

- Améliorer la désinfection des mains par une utilisation étendue des solutés hydro-

alcooliques,

- Définir une politique nationale d’audits permettant 1’évaluation de I’application des

recommandations de bonnes pratiques,

- Consolider la formation des personnels spécialisés en hygiene,

e Poursuivre le développement de I’information en direction du public et des usagers.

e Soutenir le programme de maitrise de la résistance aux antibiotiques, en particulier du bon
usage des antibiotiques.

e Progresser dans la connaissance epidémiologique.

e Développer la prise en compte des infections nosocomiales et du risque infectieux en
général dans les soins extrahospitaliers en développant le dispositif reglementaire et les
actions d’information aupres des professionnels libéraux.

Au terme de ce travail, il est souhaitable de continuer sur ce sujet, relatif aux germes
responsables d’infections nosocomiales afin de mieux cadré ce probleme. Des recherches
doivent étre poursuivies dans ce domaine médical, en utilisant un échantillonnage
représentative et des méthodes de caractérisation rigoureuses. Ces recherches devraient servir
a une identification précise et a une proposition d’une thérapie efficace.
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Annexe 01
Les milieux de cultures
1-Gélose Nutritive

Composition :

Extrait de viande.......occovviiniiiiii 1,09
EXtrait de levure........oooviiriinii e 2,09
PePtONe. ...t 5,09
Chlorure de sodium.........c.ovviiiiiiiiieeeee e, 5,0g
A AT 15,0g
pH=7,4

2-Gélose Hektoen

Composition :

ProtéoSe-Peptone. ... ....vuiverieeinieariiieieie e 12,0 g
Extrait de levure. ..........ooooiiiiiii 30g
Désoxycholate de sodium.............c.oooiiiiiiiiiiii 90¢g
T (0 ] TR 12,09
SACCRATOSE. ..ottt e s 12,09

SAlICINE . ettt 2049

Bleu de bromothymol ... 65 mg
Fuchsine acide...............coooiiiiiiiii e 100 mg
Thiosulfate de SOAIUML. ... .. v eneeee e 509
Citrate ferrique ammoniacal................c.coviiiiiiiinininnn. 1,5¢g
Chlorure de sodium. ........oooeeiiei i, 509
AGAT. . 1509

pH=175

Eau distillée.........ocviuieiiii 1L

3-Gélose BCP

Composition :

PePtOne. ...t 5049
Extrait de viande...........c.oooiiiiiii 30¢g
T (0 ] R 10,09
Bromocrésol pourpre..........cocvveviiiiiiiniiiiii e 0,025¢
N 11,049



Eau distillée. ... ..uveiiiei e 1L
4-Gélose Mac Conkey

Composition :

PEPLONE ..ot 20,0 g
Sels biliaires N°3......ouiiii i 1,0g
Cristal VIOIet........ooviiiiiii e 0,001 g
Lactose. . vt 10,0 g
Rougeneutre........oovviiiiiiii 0,05¢g
Chlorure de sodium..............oviiiiiiiiiiiie e, 500
A AT 15,09
pH=7,1

Eau distillée. ........coooiiiiiiii 1L

5-Gélose Chapman

Composition :

Peptone. ... ....couiiiiii i 10,0 g
Extrait de viande de boeuf............oooviiiiii 1,0g
Chlorure de sodium...........coviiiiiiiiiiiiieeee e, 75,0 g
Mannitol........o.oiiii 10,0 g
Rouge de phénol............coooiiiiiiiii 0,025¢
AGAT. . 15,09
pH=175

Bau distillée. ... ..o 1L

6-Gélose Mueller-Hinton

Composition :

Hydrolysat acide de caséine (peptone)...........ccevvvvvvenennn wons 17,5¢
Extrait de viande...........c.oooiiiiiiiii 20¢g
AMIAON. ...t 1,5g
CalCium. ... 20425 mg
MagnéSIUML. ... ..vuieitii e e e 10a12,5mg
A AT . e 15,0 g

pPH=7,4+/-0.2
AU QISHIEE. .. ..o 1L



Bouillon Nutritif

Composition :

Extrait de viande. .........ooeviieiii 3,00/L
PEPIONE. ... ettt 5,09/L
pH=6,8

Annexes 02

Les tests biochimiques classiques

Milieu TSI

AN - | SO SR 12¢g/L
SEXtrait de I'0BUT ..o e 3g/L
SEXTrait de TOVUIE ..o s 3g/L
SPEPLONE L.t et 20g/L

e I T (01 RSSO 10g/L
= SACCNAIOSE ©..vvivreveeeirieeee sttt ste et e s e te st se e e e seere s s e e en e sr e e eneenees 10g/L
SNBCT e et 5¢/L
] 1110 - R lg/L
~CHrate fErTiQUE .oveeee et e s 3g/L
-Thiosulfate de SOTIUM ........ccccviieiiree e s 3g/L
-Rouge de Ph&NOL ..o e 0,025¢/L
SEQU AISTIHIBE ..o 1000ml

-Ajuster lepHa 7,4

Milieu citrate de Simmons

-Chlorure de SOIUM .....c.vciiieeeircre e et 59
-Sulfate de MAagNESIUM .....ccuevee et enanrens 0,29
-Phosphate d'ammnim POH ... e 19
-Phosphate di potassique POHK ..........cccccoiiiiieniiieie e 29
~CItrate triSOUIQUE ..ovvive et s et ere s 29
-Solution de bleu bromothymol % ... 8ml
SAAGAL ettt 159
SEAU AISIHTBE .o e 1000ml

Ajuster lepHa 7_7,2

Milieu mannitol- mobilité

-Peptone pancreatique de VIANAE .........cccevevecveiniecie e e e 20g/L
N T | Cr- o - | SRR 4g/L
SMANNTEOL .o e e e 29/L
-Nitrate de POtASSIUM ......ccciieiiiiiiie ettt sr e lg/L
-Rouge de phénol sOlUtIoN @ 196 ......cccvcvcieiiie e e 4ml
SEAU AISIHTBE e e 1000ml

Ajuster lepHa 7,2

Milieu urée indole
SLAtrYPLOPNENE ..o e e 39
-phosphate monopotassique
-phosphate di potassique

-Solution rouge de phénol a 1%
-Alcool a95°

B U o 1Y 11 L= TR 1000ml



Annexes 03

Les réactifs de la coloration de gram

Lugol

o L SRRSO 1g
-10dUIe de POTASSTUM ..veeie ettt st sttt e e enennens 2g
SEAU dISEIIEE ..ot 3g

Violet de gentiane

VIOIEE 0B GENTIANE ..ottt s e e er e 19
SEhAN0l 89090 ...t e 10ml
-aCide PRENIGUE NEIGEUX ..eivveeereiecte it etee ettt ettt ettt e b s b es s res sttt sr st ae e 29
SEQU AISTIIBE ..o e e e 100ml
fushine

SfUSHINE DASIQUE ... veee e 10g
~alco0l EthylIQUE .. . 10ml

—eaU AISHILLE. ... 100ml



Annexes 04

Résumé des tests biochimiques réalisés

Milieu Caracteres recherchés Mode d’ensemencement Résultat attendu
TSI (tri- -Utilisation des sucres : -L’ensemencement sur la surface de la -Virage de couleur vers le jaune.
sugar_iron) N N pente par des stries serrées puis par piqure . .
Glucose Saccharose centrale du culot. -Formation des taches noires.
*Lactose

-Production H2S

-Production du gaz

-Incubation a 37°c pendant 24h.

-Observation d’espace vide dans
le milieu.

Mannitol Mobilité

-Mannitol

-Mobilité

-L’ensemencement par piqure centrale.

- Incubation a37°c pendant 24h.

-Mobilité : Les bactéries mobiles
peuvent déplacer dans la gélose
molle.

-Mannitol : milieu de couleur
jaune.

Citrate de -utilisation du citrate comme | - la pente est ensemencée par une strie -virage de I’indicateur de pH au
Simmons seule source de carbone longitudinale. couleur bleu.
-Incubation a 37°c pendant 24h.
Urée indole -L’activité uréase. -Ensemencer le milieu avec des gouttes -Test urée :
] ) de suspension bactérienne. o
-Formation d’indole Apparition d’une couleur rose.

-Incubation & 37°c pendant 24h. ) .

-Test indole : Apparition d’un

-Test indole : ajouter quelque goutte de | anneau rouge a la surface.

réactif de Kovacs.

Test ONPG -une B-galactoside-perméase | -Réaliser une suspension épaisse des - Milieu jaune :
membranaire. bactéries testées en eau distillée.
ONPG +.
- une B-galactosidase. -Ajouter avec une pince flambée mais

refroidie un disque imprégné d’ONPG.

-Incubation & 37°c pendant 24h. - Milieu sans couleur : ONPG -.
la lysine La présence des -Ensemencer le milieu avec des gouttes -Milieu jaune (virage de
décarboxylase décarboxylases et de suspension bactérienne. couleur) acide :

(LDC), I’ornithine | dihydrolase bactériennes par ) ) )
décarboxylase la mise en évidence de -Agiter le tube et le recouvrir avec 1’huile | LDC-, ODC-, ADH-.

(ODC) et I’arginine
dihydrolase (ADH).

I’acidification du milieu et
son ré alcalinisation.

de vaseline.- Fermer le tube entierement
afin de créer une anaérobiose relative.

-Incubation & 37°c pendant 24h.

-Milieu sans virage de couleur
(alcalin) :

LDC+, ODC+, ADH+.




Résumé

Les infections nosocomiales sont ’une des causes principales de la morbidité et la mortalité chez les
patients hospitalisés. Ces infections constituent un probleme de santé publique réel qui génere un cout
économique et humain considérable. Notre étude s’est intéressée aux bactéries responsables de ces
infections. Nous avons ainsi isolé et purifié dix (10) isolats. Ces derniers ont été pré-identifiés par les
méthodes phénotypiques classiques et des tests biochimiques. Les résultats de cette étude effectués dans
deux services médicaux (médecine interne et pédiatrie) ont montré qu’ils appartiennent essentiellement aux
Staphylococcus (44 %), Aeromonas (17 %), Burkholderia (5%) et les Entérobactéries (34%).
L’antibiogramme a montré que les germes bactériens réagissent différemment aux antibiotiques testés,
principalement aux antibiotiques : Gentamicine, Amoxiclav, Pristinamycine, cefazolin, Cefexime,
amoxicilline. Globalement, les caractéres phénotypiques (culturaux et biochimiques) et les tests
d’antibiogramme ont permis de rattacher nos isolats & 8 principaux genres par ordre de dominance :
Staphylococcus, Aeromonas, Enterobacter, Leclercia, Serratia, Providencia, Escherichia et Burkholderia.

Mots-clés : Infection nosocomiale, environnement hospitalier, germes bactériens, médecine interne, service
de pédiatrie, Staphylococcus.

Abstract

Nosocomial infections are one of the main causes of morbidity and mortality in hospital patients.
These infections constitute a real public health problem, which generates a considerable economic and
human cost. Our study looked at the bacteria responsible for these infections. We thus isolated and purified
ten (10) isolates. These were pre-identified by conventional phenotypic methods and biochemical tests. The
results of this study carried out in two medical departments (internal medicine and pediatrics) have shown
that they mainly belong to Staphylococcus (44%), Aeromonas (17%), Burkholderia (5%) and
Enterobacteriaceae (34%). The antibiogram showed that the bacterial germs react differently to the
antibiotics tested, mainly antibiotics: Gentamicin, Amoxiclav, Pristinamycin, cefazolin, Cefexime,
amoxicillin. Overall, the phenotypic characters (cultural and biochemical) and the antibiogram tests made it
possible to link our isolates to 8 main genera in order of dominance: Staphylococcus, Aeromonas,
Enterobacter, Leclercia, Serratia, Providencia, Escherichia et Burkholderia.

Keywords: Nosocomial infection, hospital environment, bacterial germs, internal medicine, pediatric
service, Staphylococcus.
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