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Introduction Générale

Les infections nosocomiales constituent un probléme majeur de la santé publique
avec des conséquences non négligeables, puisqu’elles sont fréquentes, potentiellement
graves et financiérement codteuses. Les colts humains et financiers de ces infections sont
considérables du fait de leur morbi-mortalite élevé et de la durée prolongée des
hospitalisations (Clark et al. 2004).

Elle se définit comme une infection acquise dans un établissement de santé dont les
manifestations cliniques apparaissent habituellement apreés les 48 heures d'hospitalisation.
(Zeroual ,2012).

Le risque de contracter une infection a I’hdpital a toujours existé et ce risque s’est
accru avec 1’évolution des pratiques de soin et de recrutement des patients. La pratique de
soins plus efficaces mais souvent plus invasifs s’est accompagnée d’une possibilité de
contamination par des micro-organismes d’origine endogene ou exogéne. De plus, le
recrutement des patients hospitalisés s’est modifié en particulier avec la prise en charge de
personnes de plus en plus vulnérables a I’infection (patients immunodéprimés, interventions
chirurgicales lourdes patients présentant plusieurs pathologies graves, patients

polytraumatisés en réanimation) (Samou, 2005).

Les infections nosocomiales les plus fréquentes sont: la pneumopathie, 1’infection

urinaire, la bactériémie et I’infection du site opératoire. (Aourache ,2016).

En Algérie, Sur le plan microbiologique, 61.6 % des infections nosocomiales étaient
documentées, avec une nette prédominance des bacilles Gram négatif (77.2%) (Latif et
Bezzaoucha, 2006).

Ces infections sont difficiles a controler et leur résistance ne fait que s'élargir au
développement des nouveaux antibiotiques (Le Heurt et al, 1995).

De nombreux travaux ont rapporté le rdle important que joue l'environnement
hospitalier dans le développement des infections nosocomiales. L'environnement hospitalier
est le réservoir le plus important de microorganismes résistants. La présence de plus de 5
UFC/cm2 sur une surface qui pourrait rentrer en contact avec les mains, indique gu'il pourrait

y avoir un risque accru d'infection pour le patient (Dancer, 2004).
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Au cours de la réalisation de ce sujet qui a été sur I’enquéte épidémiologique des
infections nosocomiales au niveau des services chirurgie, maternité, pédiatrie a ’EPH de
Thenia, nous avons commencé par le premier chapitre qui est sur la synthese
bibliographique des infections nosocomiales portant une définition, mode de transmission
et les germes multi résistantes qui sont responsable a I’apparition des IN ainsi que les
traitements et les préventions qu’ils faut les suivre , ensuite un deuxiéme chapitre qui a porté
des matériel et méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail afin d’isoler et identifier
les germes et étudier leur multi résistances. Un troisieme chapitre dont nous avons discuté
les résultats trouvés au cours de notre eétude et une discussion de ces résultats avec des autres
études, puis nous avons terminé ce travail avec une conclusion générale qui porte des points

essentiels a prendre pour la prévention.
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Chapitre I. Synthése bibliographique

l. les infections nosocomiales
1.1. Définition

Les infections nosocomiales sont des infections contractées lors d'un séjour dans un

établissement de santé (hopital, clinique, etc.) (Khoury, 2005).

Plus précisément, on parle d'infection nosocomiale si elle n'était pas présente chez
le patient au moment de I'admission, elle est acquise dans les 48 premieres heures suivant
I'admission (Ducel , 2005).

Pour la chirurgie, l'infection au niveau chirurgical est considérée comme
nosocomiale dans les 30 jours suivant la chirurgie et jusqu'a un an apres l'insertion d'un corps
étranger tel qu'une prothése, une valve cardiaque ou un stimulateur cardiaque (Qayyum,
2010).

Elles sont causées par la présence de germes ou de bactéries dans I'établissement et
se transmettent de diverses manieres : déficit immunitaire, propagation par contact cutané
ou transmission croisée entre patients ou personnel, contamination de Il'environnement

hospitalier (eau, air, matériel, aliments, etc.) (Cahan et Vezin, 2002).

Les infections nosocomiales ont augmenté ces derniéres années, Cela est dl aux
progres médicaux dans le conseil ou le diagnostic et aux progrés therapeutiques dans le
traitement de patients de plus en plus vulnérables, en particulier lorsqu'ils sont
immunodéprimés, Ces immunodéficiences sont généralement congénitales ou acquises
(Zemmour et Derbale, 2016).

1.2. Historique

Les infections dites "hospitaliéres” (du grec nosos : maladie et komein : soins...)
existent depuis qu'on a regroupé géographiquement les malades pour essayer de les aider
(Eric, 2002).
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Pendant des siecles, les notions d'infection communautaire et d'infection

nosocomiale n‘ont pas eu besoin d'étre semantiquement distinguées (Le Heurt et al, 2007).

Les premiers hdpitaux étaient hébergés dans des chambres partagées et il y avait
beaucoup d'encombrement dans les établissements de soins, ce qui augmentait la probabilité

que les patients contractent des infections nosocomiales (Schaffner, 2005).

Dans ces premiers hopitaux, les germes communautaires décimaient les patients

hospitalisés : variole, choléra, tuberculose, typhoide, peste, etc (Fridkin , 1997).

Cette situation va perdurer jusqu’au début du 19¢me siecle ou des progres médicaux
et architecturaux vont permettre de limiter le développement des infections hospitaliéres
(Carter, 1985).

Sur le plan médical, en 1846, 1’obstétricien Hongrois Semmelweis observe que les
fievres puerpérales sont 4 fois moins fréquentes si les accouchements sont effectués par des
sages-femmes, plutdt que par des €étudiants en médecine. Il émet alors I’hypothése que ces
derniers qui pratiquent également des autopsies pendant leur journée de travail contaminent
les parturientes par le biais de leurs mains. En imposant de fagcon systématique un lavage des
mains aux étudiants, il réussit a faire passer la mortalité par fievre puerpérale de 11,4% a
moins de 1% (Kassogue , 2021).

Quelques années plus tard, Joseph Lister dans un essai historique jette les bases de
1‘asepsie chirurgicale pendant que Louis Pasteur et Robert Koch ouvrent premierement de
la microbiologie moderne, tout cela permet non seulement de mieux comprendre la
sémiotique, les modes de transmission, l'incubation et la durée infectieuse des principales
bactéries pathogenes, mais aussi de prendre les précautions appropriées : comment procéder
a l'isolement, la stérilisation, la désinfection, la vaccination et I’antibioprophylaxie

(Schaffner , 2005).
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Avec la découverte des antibiotiques, le monde médical croira d'ici quelques années
a un monde sans infection, mais la découverte des staphylocoques résistants a la pénicilline

sonnera rapidement le glas de cette maladie invraisemblable (Gaudilliere , 2002).

Ainsi, en 1854, le premier hopital de banlieue Lariboisiére est construit a Paris.
Quelques années plus tard, en 1945, des sanatoriums ont été construits pour héberger les

patients tuberculeux (Schaffner , 2005).

Les hépitaux modernes ont suivi et se sont de plus en plus organisés, chacun doté de
structures ou de programmes de prévention et de lutte contre les infections nosocomiales
(Ellenberg, 2005).

Semmelweis est aujourd'hui consideré comme l'inventeur de la lutte contre les
infections nosocomiales. Son processus de collecte, d'analyse de données et d'organisation

de contrbles systématiques est toujours utilisé aujourd’hui (Schaffner , 2005).

1.3. Epidémiologie

L’infection nosocomiale affecte un grand nombre de patients dans le monde, ce qui
augmente considérablement le taux de mortalité et les pertes financieres. Selon les
estimations de I’OMS environ 15 de tous les patients hospitalisés souffrent de ces infection
(Emily et al. 2011).

Ces infections sont responsables de 4 a 56% de toutes les causes de déces surtout
chez les nouveaux nés, avec un taux d’incidence de 75% en Asie du Sud Est et Afrique
subsaharienne (Khan et al. 2017).

L incidences est moins élevée dans les pays a revenue éléve .elle est entre 3-5 %et
12%. Dans les pays a revenue moyen et faible, elle varie entre5, 7 % et 19,1 %( Nejad et
al. 2011).

L’incidence la plus élevée a ¢été signalée dans les hopitaux de la Méditerranée
orientale et de 1’ Asie du Sud-est (11,8 % et10, 0 %, respectivement), la prévalence atteignant

7,7 % en Europe et 9,0% dans le pacifique occidental (Ducel , 2002).
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1.4. Mode de transmission

L'infection peut étre causée par des bactéries présentes dans le corps du patient
(infection endogéne) ou par des micro-organismes provenant d'un environnement contaminé

(infection exogene) (Kossi , 2019).
1.4.1.Voie endogéne
 Auto-infection

Le patient est contaminé par ses propres germes (flore commensale du patient) ou
par son environnement (vétements, surface cutanée, lit). En considération d’une fragilité

immunitaire (systéme immunitaire immature) (Madi et Djema, 2019). (Fig.1).

Patient porteur d’une flore commensale

l

Modification de la flore (cutanée, respiratoire, gastro-intestinale, urinaire) par

contact avec environnement

Acquisition d’une florehospitaliére

l

Contamination endogéne

|
wballentec ase ses pcopses gesmes

Figure 01. Infections nosocomiales d’origine endogéne (Nasreddine et Bennamane ,
2022).
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1.4.2.Voies exogénes

Les transmissions d'infections exogénes sont des sources ou des réservoirs de
contamination (flore transitoire ou résidente), représentées par des éléments inanimés
contamines (objet, air, matériel médical, surface, nourriture, environnement, etc.) ou par

(opérateurs, visiteurs) et patients eux-mémes) (Kossi , 2019).

C’est a partir de I’environnement du malade que les germes incriminés dans cette

voie sont acquis, on distingue :
e Hétéro infection

Comprend la transmission d'agents infectieux d'un patient a un autre par les mains ou

par les outils de travail ou des travailleurs de la santé (Nasreddine et Bennamane , 2022).
* Xéno-infection

Il s'agit d'une infection qui survient dans la population communautaire sous une
forme endémique ou épidémique, les agents infectieux étant amenés a I'hopital par les
patients, soignants et/ou visiteurs atteints ou en cours d’incubation. Les germes en question
peuvent étre transmis par voie aérienne ou par contact direct/indirect (Nasreddine et

Bennamane , 2022).
* Exo-infection

La transmission de ces infections est causée par déférents techniques quant au
matériel utilisé (stérilisation inefficace, filtre a air non stérile, eau polluée.....etc.)

(Fig.2)(Nasreddine et Bennamane , 2022).
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Patient Personnel Environnement Visiteur
. ] . ) hospitalier . )
-infecté -infecté -infecté
. . -infecte .
-colonisé -colonise -colonisé
. . -colonisé .
-porteur sain Porteur sain -porteur sain

-porteur sain

L

Contamination exogéne

l

Patient contaminé par une flore
hospitaliére

-

Figure 02. Infections nosocomiales d’origine exogene (Nasreddine et Bennamane ,

2022).

1.5. Les différents types des infections nosocomiales

Soixante pour cent des infections nosocomiales liées aux soins de santé proviennent
d'un dispositif invasif (Prescott et al. 2013).

Il s'agit notamment des infections des voies urinaires liées aux cathéters, des
pneumonies sous ventilation assistée, des infections du site opératoire et des infections liées
aux cathéters vasculaires, ce sont les infections nosocomiales les plus courantes (Espinasse,
2010).

1.5.1. Infection urinaire

L’infection urinaire nosocomiale (IUN) est la plus fréquente des infections

nosocomiales en réanimation (Zeroual, 2012). L'IUN est défini par la présence d'un grand
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nombre de bactériuries (c’est la présence des bactéries dans les urines) (Ivanov et al 2008).

Cette bactériurie est soit asymptomatique ou symptomatique (Siboub, 2018).

La bactériurie asymptomatique chez un patient cathétérisme est une culture d'urine
quantitative positive sans signes cliniques, tandis que la bactériurie symptomatique nécessite
la présence de signes cliniques tels que fievre, dysurie, miction fréquente, pression sous-

pubienne et cultures d'urine positives (Kassogue, 2021).

La colonisation des voies urinaires se fait grace aux propriétés adhésives des
bactéries par le haut, principalement sur la sonde urinaire. Il existe trois portes d'entrée
possibles : la zone périnéale, la jonction cathéter urinaire-collecteur et le systeme de collecte
de reflux (Fig. 3) (Espinasse, 2010).

Plusieurs facteurs sont impliqués dans les infections urinaires nosocomiales, dont le
cathétérisme urinaire responsable de 80 % des cas d'IUN dont le risque augmente avec la
durée et la fréquence et est lié a de mauvaises pratiques d'asepsie et d'hygiene, d'autres
facteurs prédisposant qui surviennent, tels que le sexe féminin, les extrémes d’age, le diabéte

et le choix de I'antibiothérapie, etc.(Siboub, 2018).

O Zone a risque

Ay, Source bactérienne
potentielle

Figure03. Sondage vésical : principales voies d’acquisition des microorganismes
(Espinasse, 2010).
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1.5.2. Pneumonie nosocomiale

La pneumopathie nosocomiale est un probléme de santé publique qui concerne tous
les services hospitaliers et en particulier la réanimation, elle représente la deuxieme infection

nosocomiale la plus fréquente apres I'infection urinaire (Shimi et al. 2015).

Une pneumopathie nosocomiale est une infection pulmonaire qui est contractée a
I'hopital 48 heures aprés I’admission. Les 48 heures correspondent a la durée d'incubation

du germe responsable de la maladie (chanfir, 2016).

Ces infections sont divisées en deux entites :

- Pneumonie acquise sous ventilation (PAV), toute pneumonie survenant chez des patients
ventilés mécaniquement, ou de maniére invasive par sonde endotrachéale (fig.4) ou
trachéotomie, ou non invasive par masque ou autre procédure, dans les 48 heures suivant le
début d’intubation.

-Dans le cas de pneumonie qui survient en I'absence de ventilation mécanique, le diagnostic
microbiologique voire radiologique peut étre difficile et parfois impossible a identifier
(Ctinils, 2007).

Selon le moment d'apparition de la NP, on distingue :

1. La pneumonie nosocomiale précoce (PNP) est survenue avant l'admission et a
montré une colonisation des bactéries endogenes du patient dans les voies
respiratoires.

2. Maladie pulmonaire nosocomiale tardive (PNT) : Aprés le 5e jour est due a une
infection par des bactéries plus résistantes (Harrs, 2018).

11
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Figure04. Intubation endotrachéale : principales voies d’acquisition des microorganismes
(Espinasse, 2010).

1.5.3.Infection de site opératoire

Infection du site opératoire ou une infection de I’incision est une infection
nosocomiale qui survient apres une intervention chirurgicale (Fournel, 2017), y compris
toute infection du site opératoire, qui survient dans les 30 jours suivant I'opération ou dans

I'année s'il y un implant ou une prothese (Abdoulaye et al, 2018).

Les infections de plaie chirurgicale superficielles touchent la peau ou les tissus sous-
cutanes superficiels et se manifestent par une rougeur, un gonflement et une douleur au
niveau de la plaie (Chablou, 2011).

Les infections de plaie chirurgicale profondes touchent les tissus profonds comme les
muscles, les tendons, les nerfs et les 0s et peuvent entrainer une douleur intense, une fiévre

et une incapacité a bouger la région touchée (Popi, 2003).

12
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Les infections d'organe ou de cavité se produisent lorsque des bactéries ou des germes
pénétrent dans une cavité du corps, comme I'abdomen ou la poitrine, et peuvent entrainer

des douleurs, de la fievre et une altération de la fonction de I'organe touché (Popi, 2003).

Il est important de prévenir les infections du site chirurgical en suivant des pratiques
d'’hygiéne et de stérilisation rigoureuses et en prenant des précautions appropriées avant et
apres l'intervention (Birgand, 2015).

Les trois types d'ISO :( Fig. 5) (Traore, 2017) :

v' Infection superficielle de l'incision : Qui se limite a la peau et aux tissus sous -

cutanés.

v" Infection profonde de I'incision : Qui touche des tissus tels que les muscles de la

paroi abdominale.

v" Infection d’organe ou d’espace : Qui se manifeste au niveau des viscéres ou des

cavites.

Il est courant de trouver des micro-organismes tels que Staphylococcus aureus ainsi que
des staphylocoques coagulasse négative, qui sont des commensaux de la peau dans les
échantillons.

Ils peuvent également étre présents dans les muqueuses qui ne sont pas stériles comme
celles touchées par le systéme digestif, urogénital ou respiratoire durant la chirurgie digestive
(Birgand, 2015).

NIVEAU

Peaw <

Tissu -
Sous-cutané =

Fascia & muscle -~

Organe =

Figure 05. Représentation actuelle des différents niveaux des infections (Traore, 2017).
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1.5.4. Infections sur cathéter

La pose d'un cathéter vasculaire offre une solution rapide pour réaliser une expansion
volumique, administrer des médicaments, prodiguer une nutrition parentérale ou transfuser
des produits sanguins, Cette technique est couramment utilisée dans différents domaines
médicaux, notamment en réanimation, en cancérologie ou en hémodialyse (Fig.6)
(Espinasse, 2010).

Dans les24 heures suivant I’insertion du cathéter dans 1’organisme, débute la
constitution du biofilm a I’origine d’infections locales et/ou systémiques lors de la pose ou

lors des manipulations ultérieurs (Espinasse, 2010 ; Siboub, 2018).

La présence de germes pathogénes sur le cathéter résulte d'une interaction entre

I'ndte, le matériel et ces micro-organismes (Hamel, 2005).
On distingue deux types de colonisation du cathéter, comme illustré dans la figure 5 :

v" La colonisation de surface, ou des bactéries de la peau du patient se déplacent le long
I'extérieur du cathéter jusgqu'a son extrémité interne (Espinasse, 2010).

v La colonisation endoluminale, ol des bactéries sont introduites par les mains du
personnel lors de la manipulation du pavillon et/ou des raccords de tubulure
(Espinasse, 2010).

Le principale microorganisme responsable des infections liées aux cathéters est
Staphylococcus epidermidis suivi des bacilles a Gram négatif, du Staphylococcus aureus,
des entérocoques, et enfin Candida et autre infection fongiques (Charbonneau et Wolff,
2013).

14
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O Zone a risque

L% . Source bactérienne
potentielle

Figure 06. Cathéter vasculaire : principales voies d’acquisition des microorganismes

(Espinasse, 2010).

1.5.5. Bactériémies et septicémies

La bactériémie est caractérisée par la détection d'organismes bactériens actifs dans le
sang, établie par le biais d'une hémoculture ayant préalablement écarté tout éventuel
contaminant (Zidouh, 2019).

La bactériémie nosocomiale est le siege le plus grave des infections d'origine

médicale, avec un taux de mortalité de 21 % a 69 % (Hassoune et al. 2012).

Toutefois, il convient de distinguer deux formes : La bactériémie, qui passe
rapidement dans le sang sans provoquer de symptémes cliniques, et les septicémies, qui
résultent de nombreuses excrétions microbiennes provoquées par une source d'infection
unique et se caractérisent par une infection systémique, comprenant des symptomes tels que

fievre isolée, hyperleucocytose et dysfonctionnement d’organes (Albrecht, 2015).

15
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1.5.6. Autres infections

Les cing types d'infections nosocomiales les plus courants et significatifs ont été
évoqués précédemment, mais il y a également de nombreux autres endroits ou des infections

peuvent survenir.

Par exemple, les plaies ouvertes (comme les escarres, les brilures et les ulceres)
peuvent favoriser la colonisation bactérienne et entrainer une infection généralisée de la peau
et des tissus mous (OMS ,2002).

Chez les enfants, la gastro-entérite est I'infection nosocomiale la plus fréquente avec

un rotavirus comme principale cause pathogéne (Madi et Djema, 2019).

Chez les adultes dans les pays développés, Clostridium difficile est la principale cause
de gastro-entérite nosocomiale, Les infections de la sphere ORL, les sinusites, les infections
de I'ceil et de la conjonctive, 1'endométrite et autres infections de l'appareil génital apres

I'accouchement sont également des sites potentiels d'infection (OMS, 2002).
I1. Les germes responsables des infections nosocomiales

Les infections nosocomiales peuvent étre causée par une grande variété d'agents
pathogénes, la nature des agents infectieux varie en fonction des populations de patients et
des types d'établissements de santé, et peut également varier d'un établissement a l'autre,

voire d'un pays a I’autre (Ducel et al. 2002).
11.1. Bacteéries

Les bactéries sont les agents infectieux en cause dans plus de 90 % des cas (Pasteur
et al, 2002).

Les principaux micro-organismes responsables sont les bacilles gram négatif et les
cocci gram positif : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus sp. Ces quatre espéces représentent 56% des micro- organismes retrouves dans

les infections nosocomiales (Samou , 2005).
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11.1.1. Bacilles a Gram négatif

Les infections contractées a I'hdpital sont souvent causées par des bactéries qui ont
développé une résistance aux antibiotiques, en particulier les BGN comprenant les
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, qui sont de plus

en plus prédominantes. (Baba Ahmed et al, 2014).

a. Les Entérobactéries

Les entérobactéries est une vaste famille de bacilles & Gram negatif (Ajdakar, 2015).
Les entérobactéries d'intérét médical appartiennent a 12 genres: Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia,
Shigella, et Yersinia (Tidrarine, 2019), dans un milieu hospitalier ces bactéries sont au
premier plan des infections nosocomiales (Bouskraoui et al, 2017).

Tableau 1. Les différentes espéces des entérobacteéries.

Elle est capable de se développer en présence ou en absence d’oxygene, ne
produit pas d’oxydase, mais fermente le glucose et est positive au test du
nitrate (Farmer et al, 2007).

Escherichia |E. coli se distingue des autres entérobactéries en raison de ses
coli caractéristiques distinctives telles que la capacité a produire de 1’indole a
partir de tryptophane, la fermentation du lactose, la production de B-
galactosidase, son incapacité a utiliser le citrate de sodium comme source
de carbone et une réaction de Voges-Proskauer négative (Joly et Reynaud,
2007).

Les Klebsiella pneumonie sont immobiles et capsulées, et expriment
I’antigéne du portefeuille K qui peut étre utilis€é comme marqueur
Klebsiella | épidémiologique (Khayar, 2011).

pneumoniae
Les Klebsiellasont responsables de plus de 10% des infections nosocomiales
(Lagha, 2015).
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Les espéces de Citrobacter font partie du groupe de bacilles Gram négatif
anaérobiques facultatifs de la famille des Enterobacteriaceae (Liu et al,
2018).

ces bactéries sont souvent pathogénes opportunistes responsables
Citrobacter | d’infections nosocomiales a I’hopital (Camille, 2014).

Les Citrobacter sont a I’origine de diverses infections telles que
les pneumopathies, les surinfections de plaies chirurgicales et les
bactériémies liées a des infections sur cathéters (Brenner et al, 2005).

b. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est une bactérie a Gram négatif, dépourvue
de capsule (Essoh et al, 2014), Bien que ce pathogene, non fermentaire, aérobie stricte, il
y'a une capacité a croitre en milieu anaérobie par certains isolats. P. aeruginosa est une
bactérie mobile grace a la présence d'un flagelle monotriche polaire. Cette bactérie est

catalase positive et oxydase positive (Lau et al, 2004).

c. Acinetobacter baumannii

Les Acinetobacter sont des bacilles a Gram négatif qui se distinguent par leur
caractére non fermentaire, non-exigeant, immobile, catalase positive et oxydase négative.
Parmi eux, A. baumannii est I’espéce la plus courante responsable d’infections chez
I’homme (Couve-deacon, 2018), en particulier de pneumopathies chez les patients sous

ventilation mécanique. (Boscher, 2014).
11.1.2. Cocci a Gram positif
a. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques aérobie-anaérobie facultative a
Gram positif, résistantes dans le milieu extérieur et peu exigeantes en culture (Couderc,
2015), S. aureus produit de nombreuses toxines (ANSES, 2011).

C’est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses dont la niche principale

est la fosse nasale (Couderc, 2015).

18



Chapitre I. Synthese bibliographique

b. Streptocoque

Les streptocoques du genre Streptocuccus sont des bactéries a Gram positif qui jouent
un réle important dans les maladies humaines, parmi elles on trouve : les Streptococcus
pyogenes, également appelés "streptocoques du groupe A", qui se présentent en paires ou en
chaines et sont responsables d'infections invasives et non invasives (Francois et al, 2007).
(fig07) (Chablou, 2011).

m Eschirichia.Coli

m Staphylococcus aureus

= Pseudomonas aeruginosa
m Acinetobacter baumanni
m Candida albicans

m Entérocoque

Figure 07.Principaux germes isolés dans les infections nosocomiales (Chablou, 2011).

11.2. Virus

Les virus sont également responsables d'infections nosocomiales, représentant
environ 5 % de toutes les infections a I'hopital. Le virus respiratoire syncytial est I'un des
plus fréquents dans les services de pédiatrie en raison de sa contagiosité prolongée, tandis
que d'autres virus, tels que I'népatite B, le cytomégalovirus et le virus de I'immunodéficience

humaine, peuvent étre transmis par le sang ou d'autres liquides biologiques (Maryem, 2016).
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11.3. Champignons et parasites

De nombreux champignons et parasites opportunistes peuvent également causer des
infections chez les patients immunodéprimés, notamment Candida albicans, Aspergillus sp,

Cryptococcus neoformans et Cryptosporidium (Kernane et Khanouche, 2012).

Une préoccupation majeure est la contamination de I'environnement par des germes
aéroportés tels qu’Aspergillus sp, présents dans les poussiéres et le sol, en particulier lors de

la construction d’hopitaux (Ducel, 2002).

III. Contamination de DPenvironnement hospitalier par des

microorganismes

L’environnement hospitalier peut étre temporairement ou définitivement colonise
par des micro-organismes pathogénes ; ces micro-organismes peuvent se trouver sur la peau,
dans le sang, les fluides biologiques, les excrétions, les matieres fécales, etc.
L’environnement inanimé ou les équipements médicaux partagés entre utilisateurs peuvent

¢galement constituer un réservoir et une source d’infections nosocomiales (CINQ, 2018).

La mesure dans laquelle certaines surfaces peuvent servir de réservoir d’agents
pathogénes cliniqguement pertinents et servir de source potentielle de transmission
d’infections nosocomiales est encore inconnue, ce qui fait de la contamination de
I'environnement hospitalier un sujet aprement débattu en hygiéne hospitaliere (Klassert et
al, 2022).

Les hopitaux sont des lieux fréquemment contaminés, car 1’air ambiant peut contenir
des bactéries et autres micro-organismes susceptibles de causer des infections respiratoires
nosocomiales ou se propager directement dans des plaies ou des instruments chirurgicaux.
Les systemes de ventilation dans les établissements de santé jouent un réle crucial dans la
qualité¢ de I’air, et ont une influence sur ’apparition d’infections postopératoires et de
troubles respiratoires graves (Zenati,2019).

Outre I’air, I’eau peut également étre un vecteur de contamination important dans les

hopitaux. Les micro-organismes se multiplient rapidement dans les réseaux d’eau lorsque
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les conditions de stockage, de circulation et de filtration sont inadéquates. Des travaux mal
effectués ou une désinfection insuffisante peuvent également contribuer a la prolifération

des germes (Zenati, 2019).

Enfin, les surfaces sont également largement contaminées et peuvent propager des
bactéries directement ou par sedimentation de micro-organismes en suspension dans ces

surfaces (Lucet et Astragneau, 1998).

IV. Prévention des infections nosocomiale

La prévention des infections nosocomiales implique tous les acteurs des soins de
santé et nécessite une contribution active de chacun afin de réduire les risques d'infection

aussi bien pour les patients que pour le personnel (Gambotti et al, 2001).

Une approche compléte doit inclure la formation du personnel, la mise en place d'un
systeme de surveillance et de prévention efficace, ainsi que des mesures d'asepsie
rigoureuses (Harley et al, 2010).

IV.1.Prévention des infections urinaires nosocomiales

En ce qui concerne la prévention des infections urinaires nosocomiales, I'usage des
sondes doit étre limité autant que possible et nécessite des précautions d'asepsie rigoureuses
(Alfandari, 2003).

Le systeme de drainage doit étre stérile et ne jamais étre ouvert, tandis que la
vérification réguliére de la sonde et du sac collecteur est essentielle. En cas de défaillance
du systeme de drainage ou d'infection urinaire confirmée, il est impératif de changer
I'ensemble sonde-systéme de drainage. Faire boire abondamment le patient est également

recommandé (Samou , 2005).

IV.2. Prévention des pneumonies nosocomiales

Il existe deux types de prévention pour les pneumonies nosocomiales, pour les
patients en réanimation et pour les patients en chirurgie, les patients en réanimation doivent

étre protégés de la contamination par les équipements médicaux, ainsi il importe de bien
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nettoyer les couveuses, les nébuliseurs et les appareils de ventilation. De plus, 1’isolement
du patient ayant I’infection est recommandé pour éviter sa propagation, et pour les patients
en chirurgie, une Kkinésithérapie préopératoire est préconisée en cas de broncho-
pneumopathie chronique, tandis qu’une kinésithérapie postopératoire est recommandée pour
éviter les problémes respiratoires et favoriser 1’autonomie respiratoire du patient (Samou ,
2005).

IV.3. Prévention des infections des sites opératoires

En ce qui concerne la prévention des infections des sites opératoires, il est impératif
de limiter la durée du séjour hospitalier préopératoire et de dépister et traiter les infections

préexistantes (Simon, 2012).

La préparation cutanée doit suivre une procédure rigoureusement aseptique et les
manipulations des drains et des pansements doivent étre effectuées avec précaution ; le
nettoyage, la désinfection et la stérilisation du matériel médical sont également essentiels
pour réduire les risques d'infection nosocomiale (Samou , 2005).

IV.4. Prévention des infections sur cathéter

La prévention des infections sur cathéter passe par la mise en place de protocoles
stricts pour leur usage et une asepsie chirurgicale durant leur passage et leur entretien (Timsit
etal, 2011).

Il est recommandé de limiter leur utilisation autant que possible et de privilégier les
abords sous-claviers ainsi qu'une fixation solide avec un pansement occlusif changé

régulierement ; les cathéters doivent étre changés toutes les 48 a 72 heures (Samou , 2005).
V. Traitement des infections nosocomiales

V.1. Traitement des infections urinaires

Le traitement des infections urinaires reste délicat. S'il n'y a pas de symptomes
systémiques, il n'y a aucune indication de traiter la colonisation pendant que le cathéter est
en place. Les infections urinaires symptomatiques sont traitées par une antibiothérapie dont
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la durée varie de 5 a 15 jours, le bénéfice d'un traitement a long terme avec des antibiotiques

n'a pas été prouvé (Thais, 2020).

V.2. Traitement des infections pulmonaires

Le traitement de la pneumonie nosocomiale se fait avec des antibiotiques qui sont
choisis en fonction des organismes qui sont les plus susceptibles d’en étre la cause et d’apres
les facteurs de risque spécifiques de la personne concernée. Les personnes qui sont
gravement malades peuvent étre hospitalisées dans une unité de soins intensifs et parfois
placées sous respirateur. Les traitements incluent les antibiotiques par voie intraveineuse, de

I’oxygene et des perfusions de liquides par voie intraveineuse (Sethi, 2022).

Malgré les grandes avancées qui ont été réalisées dans le domaine de
I'antibiothérapie, les maladies pulmonaires nosocomiales restent la premiére cause de déces

associee aux infections nosocomiales (Thais , 2020).
V.3. Traitement des infections sur cathéter

Le principe de base est le retrait systématique du cathéter infecté. Toute interruption
et/ou retard de l'antibiothérapie est associé a une augmentation de la morbidité et de la
mortalité, I'élimination est nécessaire en présence de micro-organismes difficiles a éliminer
(Jean-Luc et al, 2007).

L'antibiothérapie empirique tient compte de la gravité de la maladie, du site de
ponction et des données épidemiologiques locales. Dans tous les cas, il doit étre ajusté en
fonction des résultats des tests microbiologiques (Jean-Luc et al, 2007).

V.4. Traitement des infections du site opératoire

Il existe peu détudes sur le traitement des plaies infectées. Selon les
recommandations de I'American Society of Infectious Diseases, le traitement de choix d'une
plaie chirurgicale infectée sans symptomes d'atteinte systémique (fievre < 38,5 °C, pas de
tachycardie) et localisée (érytheme < 5 cm) est local par ouverture et drainage, suivi d'un
traitement local avec un pansement humide lors de la cicatrisation de seconde intention (Di
Benedetto, 2013).
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V1. Résistance aux antibiotiques des germes responsables des infections

nosocomiales
V1.1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques qui possédent une activité
antibactérienne. lls peuvent étre fabriqués par des organismes vivants ou produits par
synthese chimique. Leur action est principalement manifestée par 1’inhibition ou la
modification de certains processus importants des micro-organismes (Samia, 2017).

Selon la molécule, sa concentration et le temps de contact avec les bactéries, les
antibiotiques peuvent avoir un effet de bactéricide, tuant ainsi les bactéries, ou un effet de
bactériostatique, ralentissant leur croissance. Les antibiotiques sont largement utilisés en
médecine humaine et vétérinaire pour prévenir et traiter les maladies causées par des micro-

organismes (Peralta, 2006).
IV.2.Classification des antibiotiques

Il existe différentes méthodes de classification des antibiotiques, qui ont des niveaux
d’utilité variables. La classification la plus courante est basée sur la structure chimique, le
mécanisme d’action et le spectre d’activité :

» La structure chimique de base, qui inclut les exemples tels que les B-lactamines, les

quinolones et les aminoglycosides ;

» La cible des bactéries, qui peut étre les ribosomes, la paroi cellulaire, etc.

» Le mécanisme d’action, qui peut comprendre 1’inhibition de la synthése protéique,

I’inhibition de la synthése de peptidoglycane, etc.
» Le spectre d’activité, qui indigque les groupes ou especes bactériennes sur lesquels les

antibiotiques sont efficaces (Hnich, 2017).
V1.3. Mode d’action

Chague antibiotique a un mode d'action spécifique qui lui permet d'agir sur une
cible particuliére de la cellule bactérienne. Selon I'antibiotique, il peut agir sur des
fonctions spécifiques de la cellule. Les différents modes d'action citée dans le tableau ci-
dessous (EIl Bouamri, 2017). (Fig.8) .
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Tableau 2. Les plus grandes familles d’antibiotiques et leurs mode d’action (Barika,

Boussaidi, 2019 ; Zlal, 2014).

Famille d’antibiotique

Mode d’action

Les p-lactamines

Bactéricide :

Action sur la synthese de paroi des bactéries en phase de
croissance par inhibition de transpeptidases en
empéchant les liaisons interpeptidiques.

Il en résulte une altération de la paroi qui possede un effet

L’étal sur la bactérie.

Les aminosides

Bactéricide :
Blocage de la synthese des protéines en se fixant sur la

sous unité 30s du ribosome.

Les fluoroquinolones

Bactéricide :

Inhibition de la synthese de I’ADN bactérien par
action sur la topoisomérase. Il ou de I’ADN gyrase
(enzyme qui sur enroule I’ADN bactérien et permet

ainsi son élongation).

Les macrolides

Bactériostatique :
Inhibition de la synthése des protéines bactériennes par

fixations sur la sous unité 50s du ribosome.

Les glycopeptides

Bactéricide :
Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne en

bloquant la formation du peptidoglycane.
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Perméabilité de la
membranne cytoplasmique
Polymyxines

Inhibition de la synthése de
la paroi bactérienne
Béta-lactamines,
Fosfomycines, Glycopeptides

Bactérie
Inhibition de la

synthése des folates
Sulfamides

Inhibition de la synthése de
I'ADN
Quinolones, Rifamycine

protéique
Aminosides, Tétracyclines,

Inhibition de la synthése ‘
Macrolides

Figure 08. Principaux mécanismes d’action des antibiotiques (Marion O, 2020).
V1.4. Résistance aux antibiotiques
V1.4.1. Définition

La résistance bactérienne est définie comme la capacité des bactéries a résister aux

effets des antibiotiques ou des biocides censés les contrbler ou les éliminées (Sophie, 2014).

La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un antibiotique perd sa capacité a inhiber
efficacement la croissance bactérienne. Autrement dit, les bactéries continuent de se

multiplier en présence de concentrations thérapeutiques d'antibiotiques (Larry et al, 2017).
Il'y a deux types de résistance aux antibiotiques :

» La résistance naturelle ou intrinseque, qui est un caractére présent chez toutes les
bactéries de laméme espéce ou du méme genre bactérien. Elle détermine le spectre
d'action de I'antibiotique (Azmoun, 2016).

» La résistance acquise concerne seulement quelques souches d’une méme espece,
mais qu’elle peut étre propagée. Il s’agit de 1’acquisition d’un facteur génétique qui

réduit la sensibilité¢ d’une molécule (EI Brahmi, 2013).
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Cette résistance peut se produire par mutation génétique ou par acquisition de génes

transférables d’un autre micro-organisme (Aboya, 2013).

V1.4.2. Mécanismes de la résistance

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques passent principalement par six étapes :

Protection de la cible des antibiotiques.

IR N NN SR

Inactivation enzymatique de I'antibiotique.
Modification ou remplacement de la cible de I'antibiotique.
Diminution de la perméabilité de la bactérie.

Pompe et efflux de I'antibiotique hors de la cellule.

Piégeage de la cible de I'antibiotique (Mangin, 2016). (Fig.9).

Sortie des antibiotiques

-

ﬁ;

Modification de la structure ou
remplacement de la cible

/

{ Bactérie

© ]

Imperméabilité de la membrane |
L. J

[\ _ antibiotique ‘ cible . enzyme

Inactivation enzymatique de
I'antibiotique
Modification de la structure ou destruction

vy

Figure 09. Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (Marion O, 2020).
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I. Lieu et période d'étude

Ce travail a été effectue au sein du I'ndpital de Thenia qui est composés de plusieurs
services parmi les : service de la chirurgie femme, chirurgie homme, maternité et la
pédiatrie. Notre stage a été déroulé au niveau de laboratoire microbiologique au cours d'une
période de trois mois, 1 mars au 31 mai 2023.

L’objectif de notre étude était de réaliser une enquéte épidémiologique pour isoler,
identifier et étudier la résistance des germes incriminés dans les infections nosocomiales
pour les traiter.

Les prélevements recus au laboratoire sont accompagnés d'une fiche de
Renseignements qui comporte :

v" Nom et prénom du malade.
Age et sexe.
Service d'hospitalisation.
Nature de prélevements.
Date et heure du prélevement.

Antibiothérapie éventuelle (nature et durée).

RN NN R

Renseignements cliniques.
Il. Techniques de Prélévement
I1.1. Prélevement des urines

Il est préférable de recueillir les urines du matin afin d'obtenir une urine ayant
séjourné suffisamment longtemps, au moins 3 a 4 heures dans la vessie, notamment en cas
de diurése importante. La méthode recommandée consiste a récupérer les urines, aprés un
lavage hygiénique des mains et une toilette des organes génitaux externes. Apres évacuation
du premier jet au moins 20 ml suivants sont recueillis dans un pot stérile, en prenant soin de

ne pas toucher le bord du récipient (Slaninova, 2016).

Chez le petit enfant nous devons utiliser un collecteur stérile spécifique. Ce dispositif
a usage unique adapté a I'anatomie se pose apres désinfection soigneuse et ne peut étre laisser

en place plus d'une demi-heure. Passé ce délai, si I'enfant n'a pas uriné, le dispositif est
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éliminé et remplacé par un collecteur neuf. Dés la miction terminée le collecteur est enlevé

et les urines sont transvasées soigneusement dans un flacon stérile (Cécile, 2012).

Chez les patients sondés a demeure Plutdt que de découpler sonde et collecteur si on
ne pratique pas le drainage vésical clos, il est préférable aprés clampage en aval, de
ponctionner avec une seringue ou un systeme d’aspiration sous vide directement la chambre
de prélévement prealablement désinfectée puis de transvaser dans un flacon stérile
(Djennane et al, 2009) (fig10).

Une fois prélevées, les urines doivent étre acheminées le plus rapidement possible au
laboratoire sinon elle devient étre conservées a +4° C. La conservation du recueil doit étre
la plus courte possible, le transport sera fait dans un emballage réfrigérant en moins de 2

heures vers le laboratoire (Roland, 2016).

Figure 10. Prélevement des urines.

11.2. Prélevement du pus

Avant tout prélevement, il est important de désinfecter le site opératoire (cutané) du
centre vers la périphérie. S’il s’agit d’une plaie superficielle le prélévement se fait avec un
écouvillon stérile. Par contre dans le cas d’une plaie fermée ou d’un abces, le préléevement

se fait par ponction du pus grace a une seringue stérile. Cela est suivi d’un étiquetage portant
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le nom et prénom du patient, le service d’origine du prélevement, la date et les

renseignements cliniques du patient.

Les prelévements sont acheminés au laboratoire rapidement dans les 2 heures qui
suivent, a température ambiante ou a 4°C pour éviter la pullulation microbienne. Lorsque le
prélevement est utilisé pour la recherche de bactéries anaérobiques, il est préférable de le
faire dans des milieux de transport. Il est aussi possible de conserver une partie des
prélevements au congélateur a -20°C pour rechercher, ultérieurement, des bactéries
spécifiques (des bactéries intracellulaires difficile a cultiver) (Denis et al, 2011). (Fig11).

Figure 11. Prélevements de pus.

11.3. Prélevement du sang

Le prélévement du sang pour hémoculture est réalisé lors de la suspicion d’une
bactériémie. 1l consiste a recueillir du sang aseptiquement au cours d’une méme ponction,
dans 2 flacons de type Castaneda, I’'un destiné aux bactéries aérobies et 1’autre aux

anaérobies.



Chapitre Il. Matériel et méthodes

La ponction veineuse est la seule méthode valable pour prélever le sang en vue
d’une culture bactériologique. Il faut prélever une quantité de sang suffisante, 10 ml chez

I’adulte et 2 a 5 ml chez I’enfant (Leulmi, 2015). (Fig12).

Figurel2. Hémoculture dans des flacons de type castaneda.
I1.4. Prélevement d’environnement hospitalier

Les prelevements ont été réalises par la méthode d’écouvillonnage, un écouvillon
stérile est mouillé par 1’eau physiologique stérile a I’aide de le quel on frotte les surfaces par

des stries, Les prélevements ont été acheminés au laboratoire. (Fig13).

Figure 13. Prélevements de surface a 1’aide des écouvillons.
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11.4.1. Sites de prélevement
Les échantillons sont prélevés a partir de différents sites :

Tableau 03.Les sites de prélévement.

Site 1 Chariote

Site 2 Plateau technique
Site 3 Mure +Soles de chambre
Site 4 Mains de la maman
Site 5 Mains des soignons
Site 6 Poignes des portes
Site 7 Table opératoire
Site 8 Scialytique

Site9 Lits

Site 10 Draps

Sitell Blouse

I11. Méthodologie de diagnostic
I11.1. Etude cytobactériologique des urines

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est une analyse d’urines prescrite
dans le cadre d’un diagnostic ou du suivi d’une infection du tractus urinaire, celui-ci étant
normalement stérile. L’ECBU permet de confirmer I’infection urinaire et d’identifier I’agent
responsable. La notion d’infection urinaire est liée a la présence de symptomes (Berthélémy,

2016).
» Examen macroscopique

L’examen macroscopique permet de noter les principaux caractéres des urines
émises, en I’occurrence : I’aspect qui peut étre limpide, louche, trouble. La couleur qui peut

étre jaune pale, ambrée, hématique ou éventuellement colorée par les médicaments.
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La présence de Sediments et leur abondance donnant un aspect floconneux, cristallin,

blanchatre (phosphate), rouge brique (acide urique) ou rose (Traig et Touati, 2017).
» Examen microscopique

L’examen microscopique est 1’un des tests de routine de 1’analyse d’urine. Il constitue
I’étape la plus importante du diagnostic de I’infection urinaire. Cette analyse s’effectue en

deux étapes : un examen cytologique et un examen bactériologique (Roland, 2006).
A. Examen cytologique

Un examen cytologique permet de dénombrer les éléments figurés contenus dans un

volume donné de I’urine a étudier. Leur concentration est exprimée par millilitre (Frédiric

et al, 2008).

L'examen cytologique des urines permet une analyse quantitative et qualitative :
Analyse qualitative : se fait en déposant a l'aide d'une micropipette une goutte d'urine
entre lame et lamelle, ensuite la lame sera examinée a I'état frais sous microscope optique a
I'objectif x 40 Elle permet d'observer les cellules présente dans l'urine: leucocytes, hématies,
polynucléaires neutrophiles, cellules épithéliales, cristaux, cylindres, et des éléments
infectieux (bactéries et levures) (Maskini, 2012).

Analyse quantitative : cette étape consiste a rechercher les leucocytes, les germes et leurs

éventuelles mobilités, les hématies, les cylindres et les cristaux, ainsi les cellules épithéliales.

Au préalable, les urines ont ét¢ homogénéisées. Puis a 1’aide d’une pipette Pasteur
stérile, quelques gouttes d’urine ont été déposées entre la cellule de Mallassez et la lamelle,
suivie d’une observation au microscope optique a I’objectif (x40). Cette cellule permet de
dénombrer les différents éléments (leucocytes, hématies, cellules épithéliales, cristaux,
levures, flore bactérienne etc.) contenus dans un volume donné d’urine a analyser. Les

résultats sont exprimés par mma3 (Djaffer ; Kliel , 2019).

En cas d’infection urinaire, un processus inflammatoire se traduit par la présence de

plus de 10° leucocytes/ mm3 (fig14).
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B. Examen bactériologique

Cet examen est trés important. Il a pour but de dénombrer et d’isoler les bactéries

celle en cause il repose sur :
» Lamise en culture

La mise en culture répond a un double objectif : isolement et numération des
bactéries. C’est la seule méthode qui permet une identification exacte des microorganismes

qui colonise I’urine (Zitti , 2014).

Une goutte a l'aide de pipette pasteur est ensemencée sur une boite de pétri contenant
le milieu GN (gélose nutritif), par ce que la majorité des bactéries responsables d’infection

urinaire ne sont pas exigeantes, incuber 24h a 37 ° puis on fera la lecture. (Fig14).

Une culture est dite positive lorsque les numérations sont supérieures ou égales a 10°
bactérie/ml et d'aspect mono microbien, on peut identifier deux types de bactéries dans le

cas d'une uropathie.

Figurel4. Ensemencement par des stries série.
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I11. 2 Etude cytobactériologique du pus
A. Examen macroscopique
L’aspect, la couleur et la consistance des prélévements regus dans une seringue ou

dans un récipient stérile, doivent étre soigneusement examines.

La couleur des prélevements sont généralement va du jaune-vert au rouge brun, une

couleur rouge est généralement due a un mélange avec du sang ou de I’hémoglobine.

Le pus peut étre : épais, visqueux, élastique, mélangé ou non de sang, fluide, séreux
ou séro- hématique. Il peut é&tre homogéne ou granuleux. Dans certains cas, de petits grains

jaunes, noirs, rouges ou blancs sont apparents.

L’odeur des prélévements peut orienter le biologiste. En effet, une odeur fétide,
excrémentielle, est I'une des caractéristiques des infections anaérobies ou mixte aérobie-

anaérobie (Bassoule ,2012).
B. Examen microscopique

Il est fondamental et suffit parfois pour établir un diagnostic immédiat. Un frottis pour
coloration de bleu de méthylene pendant 40 min et examen microscopique doit étre fait pour

chaque préléevement.

A l’aide d’une pipette pasteur, faire un frottis uniforme de la partie la plus purulente
du prélévement sur une lame propre. Dans le cas de 1’écouvillon, étaler doucement
I’écouvillon de coton sur la surface de la lame sans frotter ni appuyer. Laisser la lame sécher
a I’air ou dans une étuve, fixer a la chaleur, colorer, ajouter une goutte d’huile & immersion

et examiner le frottis a 1’objectif (X100).
Mise en culture

Apres I introduction de quelques gouttes de 1’eau physiologie dans I’écouvillon on
va ’homogénéiser, puis ensemencer le prélévement sur les milieux gélosés spécifiques (GN,
gélose au sang (sang cuit et sang frais), Mac conkey) pour 1’isolement .les boites doivent

étre incubées dans I’étuve a 37°C pendant 24 a48 heures.
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Ensuite, nous avons cassé 1’écouvillon dans le tube au niveau de la partie sécable,
puis nous avons déchargé 1’écouvillon dans le milieu d’enrichissement BGT, le milieu est
ensuite Incubé pendant 24h a 37°. (Figl5).

L’utilisation de BGT a un double objectif :
< Lorsque le premier ensemencement ne pousse pas, on 'utilise pour augmenter le
potentiel de multiplication des bactéries.

< En cas d’une contamination de la boite qui est déja ensemencée, on ['utilise.

Figure 15. Le déchargement de 1’écouvillon dans le BGT.

I11. 3 Etude cytobactériologique du sang

L’hémoculture a pour but de détecter une bactériémie. Des la réception au
laboratoire les flacons ont été incubées a 35-37°C et inspectées régulierement (Cédric,
2016).

A. Examen macroscopique

L’inspection macroscopique journaliere des flacons par mirage (aspect et
I’apparence), vise a déceler des signes d’une croissance microbienne. La croissance a été
testée par un dépdt floculeux au-dessus de la couche d’hématies, un trouble uniforme, une
hémolyse ou une coagulation du bouillon. La durée d’observation varie de 10 jours a un

mois. Toute positivité d’un flacon entraine un examen microscopique (Mariam, 2010).
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B. Examen microscopique

Devant une croissance visible, nous avons ouvrir le flacon aseptiquement et une
petite quantité de bouillon est prélevée a I’aide d’une seringue. Un frottis coloré par le bleu

de méthylene a permet de repérer la présence de germes.

C. Mise en culture

La plupart des flacons d’hémoculture commercialisés contiennent de nombreux
facteurs de croissance des germes et un anticoagulant. Apres désinfection de bouchon du
flacon d’hémoculture, a 1’aide d’une seringue stérile, nous prélevons quelques gouttes qui
ont été ensemencées sur une gelose au sang cuit, une gélose au sang frais et gélose Mac
conkey pour I’isolement, les boites ont été incuber dans une atmosphére enrichie de 5% a
10% de CO2 a 35°C pendant 24H a 48H. Des repiquages ont été réalisés pour J1, J3, J10
(lorsque le J1 pousser, les repiquages pour J3 et J10 on ne les réalise pas) et pour tous les
flacons qui présentent des signes de positivité macroscopique (trouble, hémolyse, dépbt,
voile en surface).

111.4. Examen cytobactériologique de prélevement de surface
La mise en culture

Aprés I’introduction de quelques gouttes de 1’eau physiologie dans le tube de
I’écouvillon on va ’homogénéiser, puis ensemencer le prélévement sur les milieux gélosés
specifiques (GN, gelose au sang (sang cuit et sang frais), Mac conkey) pour 1’isolement. Les

boites doivent étre incubées dans 1’étuve a 37°C pendant 24 a48 heures.

Ensuite, on casse I’écouvillon dans le tube au niveau de la partie sécable, décharger
I’écouvillon dans le milieu d’enrichissement BGT le milieu est ensuite incubé pendant 24h
a37°C.

1V. Identification des souches bactériennes

IV.1.1solement
Apreés l'observation macroscopique des différents types bactériens, nous avons

cherché d’isoler les bactéries du mélange pour permettre de les identifier.
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A partir d’une culture jeune (24h d’incubation), on préleve une suspension
bactérienne et on la dépose pres du bord de la boite de Pétri. A partir du dép6t, avec une
pipette Pasteur on réalise des stries tres serrées jusqu'a ce que I'ensemencement soit atteint
le diamétre horizontal de la boite. Apres avoir flambé la boucle et faire tourner la boite de
90°, on termine avec strie d'une forme Z pour obtenir des colonies isolées et faciles a

prélever.

Cet isolement nécessite des milieux gélosés, contenant de nombreux facteurs de
croissance et rendus sélectifs grace a I'addition d'antibiotiques.
Gélose nutritive : ce milieu est utilis¢é pour la culture d’une grande variété des
microorganismes, 1’utilisation de ce milieu doit conduire a I’obtention de colonies bien

isolées (Guezlan et al, 2008). (Fig16).

Figure 16. Milieu de culture gélose nutritive

Gélose Mac Conkey: La gélose de Mac Conkey est utilisée pour I’isolement des
entérobactéries, ainsi que la différenciation entre les bactéries qui fermentent le lactose
(Lac+) et celle qui ne le fermentent pas (Lac-). (Fig17). Ce milieu est caractérisé par:

@ La fermentation du lactose en acide est révélée en présence de rouge neutre par la
formation de colonies rose ou rouges.

@ Les microorganismes lactose- négative présentent des colonies incolores (Cheghib,
Acetal, 2019).
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Figure 17. Milieu de culture Mac conkey.

Gélose Muller Hinton : La gélose de Miiller Hinton a ét¢ formulée a I’origine comme un
milieu gélosé transparent simple sert a la culture des Neisseria pathogenes et a la

réalisation de I’antibiogramme (Guezlan et al, 2008). (Fig18).

Figure 18. Milieu de culture Miller Hinton.

Gélose au sang frais : La gélose au sang frais, comme son nom I’indique, est constituée
d’une base nutritive non sélective a laquelle a été ajoutée 5% de sang frais. Elle convient a
la culture de certaines bactéries exigeantes, et permet de mettre en évidence le pouvoir
hémolytique de certaines bactéries (Cheghib, A et al, 2019). (Fig19).
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Figure 19. Milieu de culture sang frais.

Gélose au sang cuit : La gélose au sang cuit est le premier milieu apparu pour la culture des
microorganismes exigeants. A la base riche (milieu Columbia par exemple) est ajouté du
sang frais (cheval-mouton) puis le milieu est chauffé avec agitation dans un bain d"eau vers
80 °C jusqu'a I'obtention d'une couleur chocolat. Il peut alors étre coulé en boite. Ce milieu

équivaut a la gélose Chocolat supplémentée (Guezlan et al, 2008). (Fig20).

Figure 20. Gélose au sang cuit.
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IV.2. Identification
L’identification des souches est réalisée par :
IVV.2.1 .Observation macroscopique

C'est 1'étude de l'aspect des colonies. Une colonie est I'amas, visible a 1’ceil nu,
constitué par des milliards de descendants d'une seule cellule bactérienne et dont la taille,
la forme, la couleur, la consistance, I'opacité et I'odeur sont caractéristiques de chaque

espece.

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apres incubation. L'aspect des colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et

de la température de I'incubation.
IVV.2.2. Observation microscopique
» Coloration au bleu de méthylene

Cette coloration et réaliser Pour observer la présence éventuelle des germes (forme
et groupement).
Pour la réalisation de cette coloration, on a suivi les étapes suivantes :
v' avant tout coloration il faut réaliser un frottis.
Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologie
prélever a 1’aide d'une pipette pasteur une colonie bactrienne.

Meélanger a fin d’obtenir une suspension homogene.

AR NERNEEN

Réaliser le frottis en partant du centre de la lame en décrivant avec la pipette
pasteur des mouvements circulaires de fagon a obtenir un étalement.

Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec bunsen

Apres la préparation d’un frottis, traiter le par bleu de méthyle pendant 40 min
laver abondamment a 1 minute par I’eau de robinet

sécher entre deux papiers buvard.

AU NEE NEE NEEN

ajouter une goutte d’huile a immersion.
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v’ observer au microscope a I’objectif (X100). (Fig21).

Figure 21. Les étapes de coloration par bleu de méthyléne. (A : étalement, B : fixation, C :

versé le bleu de méthylene, D : séchage, E : observation microscopique.).

V.2 .3. Tests complémentaires

L’identification des souches isolées a porté sur une série de tests biochimiques parmi

les:
a. Test de catalase

C’est une enzyme présente chez les bactéries aérobies et représente un caractere
utile dans [I’identification bactérienne et spécifiquement pour I’identification des

staphylocoques

Une goutte de solution d’eau oxygénée H202 est déposé sur une lame. Une colonie

est prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur est déposée dans la goutte d’H202.

Si le test est positif c'est-a-dire la bactérie posséde I’enzyme on observe un

dégagement de bulle d’aire immédiatement. (Fig22).
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Figure 22. Le test catalase A. Positive, B. Négative.
B. Test de coagulase

Est un test complémentaire pour différencier entre les Staphylococcus aureus et les

Staphylococcus a coagulase négatif.

Une goutte de solution de bouillon coagulase déposé sur une lame ou dans un tube. Une
colonie prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur déposée sur la lame ou tube dans le bouillon

coagulase.

Si on observe une coagulation ce signifié que le résultat est positif et la bactérie est

Staphylococcus aureus. (Fig23).
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Figure 23. Résultat de test coagulase A. Positive, B. Négative.
V1.2.4. Tests biochimiques (galerie classique)

Dans ce travail nous avons utilisé la galerie biochimique classique dont les

caractéristiques suivant :
% TSI
Principe

La gélose TSI est de couleur rouge et permet 1’identification des Entérobactéries par
la mise en évidence de cing caracteres : la fermentation du glucose, fermentation du lactose
et saccharose ainsi que la production du H2S due a la réduction du thiosulfate qui donne des
sulfures de fer noir et la production du gaz.

A T’aide d’une pipette pasteur ensemenceé en stries serrées sur la pente de la gélose, puis
par piqlre centrale en culot, les tubes a vis ne sont pas fermés a fond pendant I’incubation
afin de permettre les échanges gazeux.

e Incuber a 37°C pendant 24 heures.



Chapitre Il. Matériel et méthodes

Lecture

Culotrouge  —» Pas de fermentation du glucose.
Culot jaune —» Il y a fermentation du glucose.
Productiondugaz ___, D’écoulement de la gelose.
Production de d’H2S — Noircissement du milieu.

Pente jaune —»Fermentation de lactose et/ou saccharose.

Pente rouge —Pas de fermentation du lactose et/ou saccharose. (Fig24).

HDU‘!
,t

!

Figure 24. La galerie classique (A. pas de fermentation de glucose, B. fermentation de
lactose, C. Pas fermentation de lactose + fermentation de glucose, D. production de H2S,
E. production du gaz,).

% Citrate de Simmons
Principe

Dans ce milieu la source d’azote est le phosphate d’ammonium et 1'unique source de
carbone est le citrate. L’indicateur de coloration est le bleu de Bromothymol. Ce test permet
de mettre en évidence l'usage du citrate comme seule source de carbone et d'énergie,

I'utilisation de ce substrat se traduira par une alcalinisation du milieu.
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- A partir d’une culture sur milieu solide, seule la moitié inferieure est ensemence en surface
par stries a I’aide d’une pipette pasteur et I’autre moitié servira de témoin.

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

Lecture

-Réaction (+) se traduit par le virage de l'indicateur de pH au bleu, il y a eu alcalinisation du
milieu c.-a-d. que les bactéries utilisant le citrate comme source de carbone.

-Réaction (-) se traduit par ’absence de virage de l'indicateur de pH, il n'y a pas eu

alcalinisation donc le milieu reste vert car les bactéries ne 1’utilisant pas le citrate. (Fig25).

Figure 25. Le test de citrate de Simon (A .réaction négative, B. réaction positive).
% Test de Moeller falkaw
Principe

Le milieu Moeller falkaw contient du glucose, des acides aminés (lysine, ornithine,
arginine) et du pourpre de bromocrézol. Il permet la recherche des décarboxylases et
dihydrolase bactérienne par la mise en évidence de ’acidification et la réalcalinisation du
milieu.

Dans un premier temps les bactéries vont fermenter le glucose ce qui entraine une

baisse de pH, le milieu s’acidifiant devient jaune.
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Dans un deuxiéme temps si les bactéries utilisent les acides aminés, il y a formation
de substances fortement alcalines qui font virer au violet I’indicateur de pH.
Ensemencer la suspension bactérienne a étudier dans les trois tubes contenant les
milieux LDC, ODC et ADH puis rajouter quelques gouttes de 1’huile de vaseline car
il s’agit des enzymes anaérobies.

Incuber les trois tubes & 37°C pendant 24 heures.
Lecture

Reéaction (+) : coloration violette.

Réaction (-) : coloration jaune. (Fig.26).

—

S B

Co

Figure 26. Le test de Moeller falkaw (A. Réaction positive, B. Réaction négative).
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V. Etude de la résistance des souches aux antibiotiques

V.1.Antibiogramme
V.1.1.Définition

Les antibiogrammes permettent de déterminer la sensibilité d'un microorganisme
en mettant en présence une concentration standard du germe et des concentrations
spécifiques d'antibiotiques. Les antibiogrammes peuvent étre effectués dans le cas des
bactéries, des champignons et des virus. Dans le cas de certains microorganismes, les
résultats obtenus pour un médicament laissent présumer de la sensibilité aux produits de
méme catégorie. Ainsi, tous les médicaments potentiellement utilisables ne sont pas testes.

Les antibiogrammes sont réalisés in vitro et peuvent ne pas tenir compte de
nombreux facteurs qui influencent les résultats du traitement in vivo (p. ex.,
pharmacodynamique et pharmacocinétique, concentrations variables du médicament selon
les tissus, état immunitaire de I'ndte, immunité locale spécifique de I'h6te). Ainsi, les
résultats des antibiogrammes ne permettent pas toujours de prévoir I'efficacité réelle du
traitement (Maria et al, 2022).

V.1.2. Principe de I’antibiogramme

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
étalée sur une gélose spécialement congue. Ensuite, des disques imprégnés d’antibiotique en
doses connues sont placés sur la surface de la gélose. L’antibiotique se diffuse a partir du
disque en créant un gradient de concentration minimale inhibitrice. Les caractéristiques de
sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne peuvent ensuite étre déduites a partir de

ces résultats.

V.1.3.Préparation de I’'inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a24 h sur milieu d’isolement appropri€, racler a 1’aide
d’une pipette pasteur quelques colonies bien isolée et parfaitement identiques, ou utiliser

un écouvillon pour prélever plus facilement les colonies bactériennes.
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Bien décharger la pipette ou I’écouvillon dans 5 a10 ml d’eau physiologique stérile.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne.

<+ Ensemencement

Pour réaliser I’ensemencement, on utilise la méthode d’écouvillonnage.

On trempe 1’écouvillon dans la suspension bactérienne et on le frotte sur toute la surface
de la gélose, de haut en bas, en effectuant des stries serrées. Cette opération est répétée deux
fois en tournant la boite a 60° a chaque fois, en n’oubliant pas de faire pivoter 1’écouvillon
sur lui-méme. Une fois I’ensemencement terminé, on passe 1’écouvillon sur la périphérie de
la gélose (Fig27).

Muller Hignton est le milieu de culture le plus utilisé dans cette technique par ce qu’il

permet la diffusion des disques d’antibiotiques.

Figure 27. Ensemencement de 1’inoculum.

V.1.4.Application des disques

» 1l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de
90mm.

» Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et
ne pas déplacer les disques apreés application. (Fig28).
Ensuite, on incube a 37°C pendant 24h.
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Figure 28. Application des disques d’ATB.
V.2.Lecture de I'antibiogramme

Apres 24h d'incubation, on va lire I'antibiogramme obtenue, par :

Mesurer avec précision, les diametres des zones d'inhibition.

Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurants dans la table de lecture
correspondantes a la telle espece de bactéries. (Annexe 3, 4, 5,6).

Enfin, on classe la bactérie dans I'une des catégories « sensible ou résistante ».
(Fig.29).

Disque
d’antibiotique

La zone
d’inhibition

Figure 29. La lecture d’antibiogramme apres incubation.
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I. Prélevement des échantillons

Durant la période de stage allant 1 mars- 31 mai, 145 prélevements sont recueillis,
dont le taux le plus élevé est représenté par des prelévements des pus 34,48% (50/145), suivie
par des prélevements du sang (hémoculture) 26,21%(38/145), puis les préléevements
urinaires 24,13%(35/145) et a la fin les prélevements d’environnement hospitalier

15,17%(22/145). La (Fig.30) suivante représente les différents taux des prélévements.

m Pus

sang

Urine

m Environment

26,21% hospitalier

Figure 30. Répartition des différents taux de prélévement.

I1. Identification des souches isolées

En se basant sur les caractéres morphologiques (figure31), tests biochimiques et

complémentaires (Tableau 5), 39 souche ont été isolées et identifiées.

Au cours de la période de notre étude, les Entérobactéries sont les plus trouvées avec un
taux de 74,36%(29/39) avec la prédominance d’E.coli et Klebsiella pneumoniae. Suivi par
les Enterococcus et les Streptococcus avec le méme taux 10,26%(4/39) et enfin les

Staphylococcus avec un taux faible de 5,13%(8/39).
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Figure 31. Aspect des colonies des souches isolées.

A : E. coli. B : Klebsiella pneumoniae. C : Staphylococcus aureus. D : Streptococcus sp.

Ces résultats sont proche a I’enquéte qui a été menée dans I’union européenne entre
mai et juillet 2017 dont les entérobactéries étaient les bactéries les plus fréquentes suivi de
Staphylococcus aureus,et des entérococcus (Lepape et al, 2020).
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» Les résultats des tests complémentaires et biochimiques (galerie classique)
Tableau 4.Résultats des tests biochimique et complémentaires des souches isolés.

Test
TSI
Citrate de
simons Catalase | Coagulase | LDC | ADH
Germes identifiés
H2S | Gaz | Sucre
E. coli - + + - + + -
Enterobacter
KlebS|eIIa_ i + N N . i N )
pneumonie
Enterococcus | Streptococcus sp - -

Staphylococcus aureus / + +

A cause de manque des tests biochimiques et complémentaires au cours de notre

période de stage, on a identifiés que les E.coli, Klebsiella pneumonie de la famille
entérobacteriaciae ,les Streptococcus sp de la famille Enterococcus et les Staphylococcus

aureus.

Pour les Staphylococcus aureus et les Streptococcus sp on les a identifiés en se
basant sur les caractéres macroscopiques et les tests complémentaires (Catalase et

Coagulase) dont les caractéeres macroscopiques suivants :

-Staphylococcus aureus : des grandes colonies plates de couleur blanc jaunatre.
-Streptococcus sp : des fines colonies de couleur grisatres brillantes.

11.1 Répartition des infections nosocomiales selon les différents types de prélevement

D'aprés notre étude nous avons trouvé que les prélevements du pus occupent la
premiére place avec un taux 46,15% (18/39), suivie par les prélévements des urines et

d’hémoculture avec un taux identique 20,51% (8/39) et les prélévements d’environnement
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hospitalier présenté par un taux faible 12,82% (5/39).La figue Ci-dessus represente leur

répartition.

50,00% 46.15%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%

20,51% 20,51%

20,00%
15,00% 12,82%
10,00%

5,00%

0,00% T

pus Urine Sang Surface

Figure 32. Répartition des infections nosocomiales selon les différents types de

prélevement.

Ces résultats sont proches a 1’enquéte de prévalence et facteurs de risque des
infections nosocomiales réalisé au CHU Hassan Il de Fos (Maroc) en 2007 qui a montré que
les prélevements de pus ( infections du site opératoire) étaient les plus fréquentes avec un
taux de 46% des prélévements des infections nosocomiales, il est admis que pendant
I'nospitalisation préopératoire, la flore cutanée microbienne subit une modification des le
3eme et 4eme jour d'hospitalisation ce qui favoriserait la survenue de l'infection de site
opératoire. La durée d'hospitalisation préopératoire a influencé négativement sur le taux
d'infection de site opératoire préoperatoire et apparait comme un facteur de risque développe
ces infections, suivies par les préléevements des urine (infections urinaires) avec un
pourcentage de 37%( Toure, 2020), et dans autres étude réalisé au niveau de CHU Sahloul
de Sousse (Tunisie) montrent une prépondérance des prélevements de pus d'infection de site

opératoire représentait jusqu'a 32,15% (Dridi, 2006).

Dans I'étude de Zeroual en 2012, montre que les prélevements des urines (les

infections urinaires) occupent la premiere place des prélevements des infections
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nosocomiales acquises a I'hopital avec un taux de 40% a cause de sondages urinaire

(Zeroual, 2012), qui est absent dans I'népital ou nous avons effectué notre travail.

Une autre étude de Madi S et al en 2019 qui a ét¢ menée dans 1’hopital de
LAKHDARIA montre que les prélévements de 1’environnement hospitalier occupent le
dernier palace (Madi et al, 2019), qui est similaire a notre étude, ces resultats sont dus a un

manque d’hygié¢ne d’établissement hospitalier.

11.2 Répartition des infections nosocomiales selon le sexe
Les résultats montrent que le sexe masculin est le plus touché par les infections

nosocomiales avec un taux de 52,94%(18/34) suivis par 47,06%(16/34) chez le sexe féminin.

® Homme
® Femme

Figure 33. Répartition des infections nosocomiales selon le sexe.

D’apres I’étude transversale de Dridi et al en 2006 menée dans I’hdpital régional de
Kélibi (Tunisie), le sexe féminin est le plus touché par ces infections avec un taux de
prévalence de (64%), et (36%) chez le sexe masculin (Dridi et al, 2006). Cette étude
contraste avec notre étude parce que la plupart de nos patients sont des hommes fragiles et
immunodéprimes et la pluparts de nos résultats on les a trouvés dans le service chirurgie
homme.
11.3 Répartition des infections nosocomiales selon la catégorie d’age

La plupart des infections nosocomiales ont été trouvées chez la catégorie d’age >30-

50 ans avec un taux de 32, 35%(11/34) suivie par la catégorie d’age >50 ans avec une
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prévalence de 26, 47%. Les taux 23,53% et 17,65% ont été trouvés chez les catégories 1J-
18 ans, >18-30 ans respectivement.
La figure suivante représente la répartition des souches isolées selon la

catégorie d'age.

35,00% -

30,00% -

25,00% -

20,00% -
15,00% -
10,00% -

5,00% -

0,00% T T T T
1J-18ans >18-30ans >30-50 ans >50 ans

Figure 34. Répartition des souches selon la catégorie d’age.

D’apreés la méme étude précédente effectuée dans 1’hopital de Tunisie, elle a montré
que leurs résultats sont identiques a nos résultats dont la tranche d’age des patients tunisiens
de 30-50 ans (Dridi et al, 2006).

11.4 Répartition des infections nosocomiales selon les services

Le service de chirurgie occupe la premiére place avec un taux de 41,46%(16/39),
suivi par la maternité avec une prévalence de 38,46%(15/39) et finalement par la pédiatrie
avec un taux de 23,08%(9/39), la figure ci-dessous (Fig.35) représente la répartition des

souches selon les services.
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uCH
= MAT
= PED

Figure 35. Répartition des souches selon les services
MAT : Maternité CH : Chirurgie  PED : Pediatrie

Le service de chirurgie présente le nombre le plus élevé des patients 41.46%, ce
résultat est similaire avec I'étude réalisée au niveau de I'hdpital universitaire de la région
ouest d'Alger en 2016, dont la prévalence dans la chirurgie est de 52,3% (Guetrani et al,
2016), et ¢ca a cause de matériels chirurgicales mal propre et les déplacements inopportuns

des entrées et des sorties intempestives dans le bloc opératoire.
I1.5 Répartition des résultats d’examen cytobactériologique des urines

D’apres la figure 22,86%(8/35) des examens cytobactériologiques des urines sont

positif et 77,14%(27/35) sont négatif.
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m Positif
® Négatif

Figure 36. Répartition des résultats d’examen cytobactériologique des urines

> Répartition des espeéces isolées dans I’examen cytobactériologique des urines

La répartition des espéces isolées dans I’ECBU montre une prédominance d’E. coli
avec un taux de 62,5% (5/8) suivi par les Entérobactéries avec un taux de 37,5% (3/8), la

figure (37) représente la répartition.

70,00% -
60,00% -
50,00% -

40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% . .
E.coli Enterobacteriaceae

Figure 37. Répartition des espéces isolées dans 1’examen cytobactériologique des urines.
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Nous avons rapporté 22,86% d’examen cytobactériologique positif, ou E. coli est le
germe le plus fréquemment rencontré avec un taux de 62,5%, ce résultat est similaire par
rapport au résultat trouvé dans une étude réalisée par Ghachie et al 1996 (Ghachie, 1996).

E.coli est un germe endogene d’origine digestif qui se transmis par la vessie a I’intermédiaire
de I’urétre (Bagnan , 2004).
11.6 Répartition des résultats d’examen cytobactériologique du pus

La figure ci-dessous montre que 36%(18/50) des pus sont positifs contre
64%(32/50) sont négatifs, la figure (38) représente la répartition.

® Positif
= Négatif

Figure 38. Répartition des résultats de pus.

> La répartition des souches isolées dans les prélevements du pus

D’aprés les résultats positifs, Entérobacter occupe la premiére place avec un taux
30,77% (12/39) suivie par E. coli et Klepsiella pneumonieavec un taux 28,21%(11/39),
15,38%(6/39) respectivement puis les Streptococcus sp, Enterococcussp avec un taux
identique 10,26%(4/39), enfin on trouve les Staphylococcus aureus avec un taux de

5,13%(2/39) .La fig. (41) représente la répartition des souches isolées dans les prélevements
de pus.
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Figure 39. Répartition des souches isolées dans les prélevements des pus.

Dans I’étude d’Elanzien 2014 les résultats d’examen cytobactériologique du pus sont
positifs avec une prédominance des Staphylococcus aureus (30%) (Elanzi, 2014)
contrairement a notre résultat qui présent 36% positifs avec une prédominance des
Entérobactéries (30,77%), ceci peut étre liée a leurs transmissions dans les hépitaux et
I’établissement de soins (Larry, 2022).

11.7 Répartition des résultats d’examen cytobactériologique d’hémoculture

La figure ci-dessous montre que 21,05%(8/38) des hémocultures sont positifs
contre 78,94%(30/38) sont négatifs, la Fig. (40) représente la répartition.

63



Chapitre I11. Résultats et Discussion

m Positif
m Neégatif

Figure 40. Répartition des résultats de I’hémoculture.

> La répartition des souches isolées dans I’lhémoculture

Parmi les résultats positifs d’hémoculture, streptococcus sp prédomine avec un taux
de 37 ,5%(3/8) suivie par Klepsilapneumoniae avec 25%(2/8) et les Enterobacter,
Enterococcus sp, Staphylococcus aureus avec des taux similaires 12,50%(1/8), la Fig. (41)

montre le résultat obtenu.
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Figure 41. Répartition des souches isolées dans I’hémoculture.

L’examen cytobactériologique d’hémoculture présent 21,05% des résultats positifs
avec une prédominance des Streptpcoccus sp, ces résultats sont similaires a 1’étude
Trémolieres, F en 2006 au niveau de 1’hdpital Frangois-Quesnay qui trouve que les
Streptococcus sp est le germe le plus fréquent dans ce type des infections chez les malades
hospitaliers (Trémoliéres, 2006).

1.8 Répartition des résultats d’examen cytobactériologique des prélévements

d’environnement hospitalier

La figure suivante montre que 22,7 3%(5 /22) des prélévements d’environnement
hospitalier sont positifs contre que 77,28%(17/22) sont negatifs. La répartition représentée
dans la figure ci —dessous.
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Figure 42. Répartition des résultats de prélévement de surface.

> Répartition des préléevements positifs d’environnement hospitalier
Parmi les 22 préléevements réalisés, le taux le plus éleveé est observé dans les poignes
des ports 18,18% (4/22) suivi par les plateaux avec 13,63% (3/22). La répartition représentée

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 05. Répartition des prélevements d’environnement hospitalier.

2 0

1 0 00%
4 1 20%
1 0 00%
2 1 20%
3 1 20%
1 0 00%
2 1 20%
2 0 00%
1 0 00%
2 0 00%
1 1 20%
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Au plan bactériologique, 22,73%(5/22) des cultures ont été positives dont la premiere
place le prélevement des poignes des ports 18,18% suivie par les prélevements des plateaux
13,63% parce que ces surfaces sont freqguemment manipulées par le personnel soignant et
les visiteurs. Notre résultat a un point commun avec 1I’¢tude de Dr MEITE S au niveau de
laboratoire de Bactériologie-virologie, centre hospitalier Universitaire de Yopougon cote
d’Ivoire qui trouve 46 ,4% des résultats positifs dont 12,8% des prélévements des surfaces
des lits suivie par 10,2% des poignées de porte (M¢ité et al, 2010).

> Répartition des souches isolées dans le prélevement des surfaces
D’aprés la figure suivante Enterococcus et E. coli occupent la premiére place avec
un taux 40%(2/5) suivi des staphylococcus aureus qui représente20%(1/5).La répartition

observée dans la figure suivante.
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Figure 43. Répartition des souches isolées dans les différents prélévements de surface.

L’examen cytobactériologique de I’environnement hospitalier montre que 22,73%
des résultats sont positifs avec une prédominance des Entérococcus et E.coli avec un méme
taux de 40%. Notre résultat est proche a I’étude réalisée par Dr MEITE S ou il atrouvé que

la contamination des surfaces reste dominée par les Enterobacteriaceae et E.coli, la présence
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de ces germes c’est un témoin d’une contamination fécale confirme la mauvaise hygiéne

dans leur structure de soins (Méiteé et al, 2010).

I11. Résistances des souches aux antibiotiques
I111.1.Résistance des entérobactéries aux R —lactamines

Plusieurs antibiotiques des familles des R-lactamines ont été testés sur les souches
isolées. D’apres les résultats obtenus, nous avons noté une résistance élevée allant jusqu'a
100% pour Ampicilline et Céfoxitine suivie de céfotaxime, Céfazoline et
Amoxicilline+A.clavulanique avec un taux de 86 ,21%, 68,96% et 30,03% respectivement.
Une faible résistance a Imipénéme, PenicillineG et Furane a été mise en évidence pour les

souches isolées. La répartition présente par la fig. (44).
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Figure 44. Répartition de résistance des entérobactéries aux R-lactamine.

D’aprés I’étude de (Jean-Luc et al, 2017), la résistance aux antibiotiques des souches
d’entérobactéries montre une prédominance de résistance a la plupart des B-lactamines, dont
E. coli et Klebseilla pneumoniae présentent une résistance aux céphalosporines troisiéme
génération avec un taux allant jusqu’a 46% en 2014. Cette résistance reste toujours en

augmentation durant ces derniéres années.
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D’autre ¢étude de (Al-Hajje et al, 2012) sur la sensibilité aux antibiotiques des
entérobactéries montrent une résistance elevée aux cephalosporines deuxieme génération.

L’étude de la sensibilité des entérobactéries aux R-lactaminesa montre que 69,5 %
des souches résistantes aux céphalosporines troisieme génération et une faible résistance a

Imipeneme avec taux de 09% (Krir et al, 2019).
Nos résultats sont accordés a ces études.

L'augmentation de taux de la résistance des entérobacteries a I'ampicilline (100%)
peut étre expliquée par I'utilisation abusive de cet antibiotique en milieu hospitalier, car ce
dernier est le plus disponible et le moins chers A l'inverse, faible résistance a I'imipenéme a

été mise en évidence (Wolffa et al, 2009).

Il a été prouve que l'utilisation des antibiotiques, notamment les céphalosporines de
troisieme génération dans un but thérapeutique est le facteur de risque le plus important dans

le développement des résistances bactériennes (Rubin et Samore, 2002).

I11.2.Résistance des entérobactéries aux autres familles des antibiotiques

Plusieurs antibiotiques ont été testés sur les souches d’entérobactéries isolées.
D’apres les résultats obtenus on remarque une résistance importante aux Ciprofloxacine,
Cotrmoxazol et Gentamycine avec un taux 93 ,10%, 72,96% et 52,07% respectivement et

une faible résistance a chloramphenicol avec un taux de 27,58%.
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Figure 45. Taux de résistances des entérobactéries aux autres familles d’antibiotiques.

La résistance aux aminosides spécifiquement au Gentamicine 52,07% était peu
élevée, ceci est peut étre expliqué par la prescription de ces molécules dans le traitement des
infections, notre résultat est comparable avec les données rapportées par Bougenoun W en
2017(Bougenoun , 2017). Parmi les quinolones testées dans cette étude, la ciprofloxacine
qui présente un taux de résistance plus élevé, Ce résultat supérieur a celui rapporté par Madiji
et Mahtout en 2017 indiquant un taux de 8,57% de résistance aux ciprofloxacine (Madji et
Mahtout, 2017).

111.3. Résistance des Streptococcus sp aux antibiotiques

L’analyse globale du profil de résistance des Streptococcus sp aux antibiotiques
confirme le caractére multi résistant de ces bactéries aux différentes familles d’antibiotiques,
(Fig.46). Apres notre étude on a remarqué une forte résistance aux Cotrmoxazol et
Cefotaxime avec un degré de 100%suivie par Erythromycine, PénicillineG avec 75%et
Clidamycine 50%, enfin on trouve le Rifampicine avec 25%.
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Figure 46. Taux de résistance chez les Streptococcus sp.

La résistance aux Céfotaxime et Cotromoxazol présente une prévalence allant

jusqu’a 100% et ¢a due a leurs utilisation abondante dans les traitements au niveau de I’EPH

de Thenia.

La résistance a la PénicillineG dans notre étude présente 75%, ceci est comparable a
I’étude européenne de Thibault pendant 2009 & 2011 dont la résistance a la PénicillineG est
la plus fréquente avec 41,5% de prévalence (Thibault, 2011).

111.4 Résistance des Staphylococcusaureus et les Entérococcus aux antibiotiques

Aprés notre étude nous avons trouvés que deux souches de S.aureus et quatre souches
des Entérococcus, mais ¢a nous n’empéche pas d’étudier leur résistance aux antibiotiques.

Nous avons noté une forte résistance aux Gentamycines et Erythromycine avec des
taux allant jusqu'a 100% suite a une résistance a Vancomycine été observée chez les (50%)
S .aureus.

D’autre part on a remarqué une résistance importante aux Penicilline G et

Clindamycine aller jusqu’al00%suivie avec Cefotaxime, Erythromycine, Streptomycine et
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Ciprofloxacine avec un taux de 75% suite une faible résistance a Rifampicine chez les

Enterococcus. La répartition des résultats présente dans la figure ci-dessous.
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Figure 47. Taux de résistance chez les Staphylococcus et les Enterococcus.

Notre résultat est proche a I’étude de Aribi.Y et al en 2021 au niveau de service
néonatologies de 1’hdpital de Constantine qui trouve que Les Staphylococcus aureus ont une
forte résistance a Gentamicine et Erythromycine avec un taux allant jusqu'a 98% suivie par
Rifampicine avec un taux de 79% (Aribi, 2021).

Et par rapport aux Enterococcus, dans notre étude nous avons trouvé qu’ils sont
présentées une résistance tres importante allant jusqu’a 100% a la pénicilline et a la
clindamycine, ce qui n’était pas le cas dans I’étude de Djahmi Nassima en 2009 a 2011 qui
a ét¢ menée dans 1’hopital CHU d’Annaba et qui montre que toutes les souches
d’entérococcus isolées sont résistantes a 1’ampicilline avec un taux de 96.66% (Djahmi ,
2011). La différence entre ces résultats est due a un manque des antibiotiques dans le
laboratoire ou ce travail a été déroulé.

Grace aux résultats obtenus au cours de notre étude au niveau de I’EPH Thenia, nous
avons assisté a la réalisation d’une opération de désinfection et stérilisation de tous les

services touchés par les infections nosocomiales.
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Les infections nosocomiales sont des infections contractées au cours d’un séjour
dans un établissement de soins causé par des germes multi résistants , ces maladies sont tres
graves et elles sont répondues dans le monde et en Algérie et elles ont rencontrés des

problemes dans tous les hépitaux.

L’objectif de notre travail été de faire I’isolement et I’identification des germes multi

résistants responsables des infections nosocomiales.

Pendant les 3 mois de notre étude qui a eté effectuée au niveau de 1’hopital EPH de
Thenia nous avons trouvé 39 cas des personnes qui ont rattrapé une infections nosocomiales,
ca nous a permis d’identifier les germes les prédominants dans les services chirurgie,
pédiatrie et maternité. Ces germes ont été isolées a partir de : Malade, soignant et
I'environnement, Les résultats ont montrés un taux elevé des enterobacter avec la
prédominance d’E.coli par un taux 74,36 % et que le service de la chirurgie été le plus
touchant avec un taux estimé par 41,46% et les prélévements de pus sont les plus fréquents
avec 46,15%.

Les résultats obtenus devraient étre discutées a I'échelle de ces services pour
s'orienter vers des nouvelles mesures de prévention. Le constant respect dhygiéne
hospitaliere en plus du traitement immunomodulateur et I'antibioprophylaxie permettent une

réduction de I'incidence trop élevée de ces infections (Aujard et al, 2003).

Il faut étre conscient de I'importance de ce sujet, et il faudra essayer de minimiser au
maximum ces infections par la mise en place d'un programme opérationnel en hygiéne
hospitaliére et plus d’enquétes doivent étre faites pour éviter la propagation de cette

infection.

On pense qu'il est nécessaire d'améliorer la formation des travailleurs dans le secteur
de la santé et de sensibiliser (sensibilisation des travailleurs et des patients) a I'hygiene des
mains d'assurer une bonne désinfection une bonne stérilisation des dispositifs et du

matérielles utiliser dans les unités de soins intensifs. Utilisation des antibiotiques avec
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prudence. Nous espérons également de mener plus de surveillance pour suivre I'évolution et

la situation dans tous les hopitaux algériens
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Annexes

Les préléevements L’ensemencement L’incubation

L’observation macroscopique

L’identification microbiennes

La lecture d’antibiogramme

Annexe 01.Schéma récapitulatif représente les matérielles et les méthodes qu’on a utilisé
dans notre étude.
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Critéres significatifs

Leucocytaire | Bactériurie | Type de | Eventualité Suite
colonie Interprétation Conduite
Non Non 0 ECBU stérile Normal
Oui Non 0 Traitement A refaire et adapté la
antibiotique technique
Bactérie exigeante
(BK)
Leucocytes génitaux
Non Oui Une sorte | Infection débutante Identification
Infection aplasique antibiogramme ou a
Contamination contrbler
Oui Oui Une sorte | Infection typique Identification +
antibiogramme
Non Non >01 Souillés Aucun
Oui Non >02 Infection a la sonde A contrOler
Non Oui >02 Souillés Aucun
Oui Oui >02 Infection A refaire
polymicrobies

Annexe 02. Attitude pratique de ’ECBU.
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Annexe03.Valeurs critiques des diamétres des zones inhibition et CMI, pour streptococcus.Sp.



Annexe 04.Valeurs critiques des diametres des zones inhibition etdes CMI, pour les staphylococcus.Sp.




Annexe 05.Valeurs critiques des diametres des zones inhibition et des CMI, pour les Entérocoque.
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Annexe 06. Valeurs critiques des diamétres des zones inhibition et des CMI, pour les Entérobacter.



Bactérne

Leucocyte

Cristaux

Annexe 07. Observation microscopique de la cytologie des urines sur la Malassez.
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Résumé

Résumé

Les infections nosocomiales (IN) sont un probleme commun dans les hopitaux a travers le
monde. Elles contribuent significativement a la mortalité, morbidité. Le but de notre étude
était d’identifier les bactéries responsables des IN et déterminer leurs résistances, a partir de
prélevement de patients, des surfaces au niveau des différents services de I’EPH de Thénia,
sur une période du 01 mars au 31 mai 2023. 145 prélevements recueillis, 39 étaient positifs
pour des germes responsables d’IN. Les prélévements du pus étaient les plus courants
(46,15%), suivies d’hémoculture (20,51%) et des prélévements d’environnement hospitalier
(12,82%). Les Enterobacteries étaient responsables dans 74,36% des cas dont E. coli est la
plus fréquente ; les entérocoques et les streptocoques dans 10,26% des cas et dans 5,13%
des cas des staphylocoques, avec une résistance majeur des entérobactéries aux
antibiotiques  de la famille des R-lactamines, principalement les céphalosporines
C2G (Céfoxitine) 100%. Suite a ces reésultats une compagne d’hygiéne et de stérilisation a
été effectuée au niveau des différents services prospectés.

Mots clés : Entérobactéries, Environnement hospitalier, famille des B- lactamines, Infection
nosocomiale,

Abstract

Nosocomial infections (NIs) are a common problem in hospitals worldwide. They
significantly contribute to mortality and morbidity. The aim of our study was to identify the
bacteria responsible for NIs and determine their resistances through patient samples and
surface swabs from different departments of the EPH de Thénia hospital, over a period from
March 1st to May 31st, 2023. Out of 145 collected samples, 39 tested positive for Nls-
causing microorganisms. Pus samples were the most frequent (46.15%), followed by blood
cultures (20.51%) and environmental samples (12.82%). Enterobacteriaceae were
responsible for 74.36% of cases, with E. coli being the most common; enterococci and
streptococci were responsible for 10.26% of cases, and staphylococci for 5.13% of cases.
There was a significant resistance of enterobacteria to R-lactam antibiotics, particularly to
second-generation cephalosporins (Cefoxitin) at 100%. Based on these results, a hygiene
and sterilization campaign was conducted in the various surveyed departments.

Keywords: Enterobacteria, R-lactam family, hospital environment, Nosocomial infections.
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