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Résumé

Le risque de contracter une infection a 1’hopital a toujours existé. Il reconnues comme étant
un probléme major de santé publique. Ce risque c’est accru avec 1’évolution des pratiques de
soin. Cependant, le personnel hospitalier, joue un réle primordial dans la dissemination et la
transmission des agents pathogenes. La transmission étant de plus souvent manu porte.

Le but voulu & travers la réalisation de cette étude consiste a identifier les bactéries
pathogeénes isolées a partir des mains des personnels hospitaliers de service médecine homme
et femme a I’hopital «Les Freres CHNAFA» de Mecheria et 1’évaluation de leurs
antibiorésistances.

Durant une période qui s’étalée de deux mois au niveau de laboratoire de microbiologie de
centre universitaire « Salhi Ahmed » de Naama nous avons isolées 62 souches bactériennes a
partir de 22 prélevements réalisés sur les mains des personnel hospitaliers.

Les souches isolées sont purifiées, identifiées selon leurs caractéristiques morphologiques,
puis selon leurs caractéristiques biochimiques par usage de la Galerie classique et la Galerie
Api 10S et Api 20NE, suivi d’un antibiogramme selon la recommandation de la société
francaise de microbiologie 2020.

Les résultats nous montrent une microflore diversifiée, qui comportent les deux types de
bactéries : les Cocci a Gram positifs (BGP) avec un taux de (65%) et les bacilles a Gram
négatifs (BGN) avec un taux de (35%).

Concernant les BGP, les germes isolés les plus fréquents sont les Staphylococcus aureus et
Enterocoque. Pour les BGN, les germes isolés les plus fréquents sont Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae.

L’étude de la résistance de ces souches aux différents antibiotiques testés (béta- lactamine,
Aminosides, Sulfamides, et autres Colistine et Tétracycline) a montré que les souches isolées
expriment une résistance plus élevés pour la majorité des béta- lactamine par rapport les
autres antibiotiques.

Donc, L’hygiene des mains dans les structures sanitaires est un acte simple, peu cotliteux, mais

reste la mesure la plus importante pour réduire les infections manu portées.

Mots-clés:

Hygiene, Infection, Main, Personnels hospitaliers, Transmission manu porte.



Abstract

The risk of getting an infection in the hospital has always existed. It recognized as a major
public health problem. This risk has increased with the evolution of care practices. Hospital
staffs play a major role in the dissemination and transmission of pathogens. The transmission
is more often than not carried manually.

The aim of this study is to identify the pathogenic bacteria isolated from the hands of hospital
staff from the mal and femal medical service of the hospital « Freres CHNAFA» of Mecheria
and to assess their antimicrobial resistance.

During a period of two months in the microbiology laboratory level of the "Salhi Ahmed" of
Naama University, we isolated 62 bacterial strains from 22 samples taken from the hands of
hospital staff.

The isolated strains are purified, identified according to their morphological characteristics,
then according to their biochemical characteristics by using the Classic Gallery and the
Gallery Api 10S and Api 20NE, followed by an antibiogram according to the
recommendation of the French microbiology society 2020.

The results show us a diversified microflora, which include the two types of bacteria:

Gram positive cocci (BGP) with a rate of (65%) and Gram negative bacilli (BGN) with a rate
of (35%).

Concerning BGP the most frequent isolated germs are Staphylococcus aureus and
Enterococcus, for BGN the most frequent isolated germs are Escherichia coli, klebsiella
pneumoniae.

The study of the resistance of these strains to the various antibiotics tested (béta- lactamine,
Aminoglycosides, Sulfonamides, and other Colistin and Tetracycline) has shown that the
isolated strains express higher resistance for the majority of béta- lactamine compared to the
other antibiotics.

So, Hand hygiene in health facilities is a simple, inexpensive act, but remains the most

important measure to reduce manual infections.

Keywords:
Hand, Hygiene, Hospital staff, Infection, Manual transmission.



M Introduction



Introduction

L'hopital est un lieu ou I'on soigne mais c'est également un lieu ou le risque d'infection est tres
important et ou les germes deviennent de plus en plus résistants. De ce fait, les infections
contractées au niveau de I'hdpital sont reconnu comme des probléemes majeurs de santé
publique de par leurs fréequences, leurs colts et leurs gravités qui touchent aussi bien les

patients et leurs entourages que I'ensemble des professionnels de santé (Metadjer, 2014).

A I’hépital, les surfaces susceptibles d’entrer en contact avec le patient soit directement, soit
indirectement par 1’intermédiaire des dispositifs médicaux ou les mains des personnes peuvent
constituer des réservoirs microbiens. Ces surfaces sont réguliérement colonisées par des
microorganismes qui sont d’origines diverses et peuvent &tre issus des patients, des
personnels hospitaliers ou des visiteurs. Elles constituent donc une niche écologique des
bactéries multi résistantes pouvant étre un réservoir a partir duquel différentes infections

peuvent se développer (Méité et al ., 2010).

L’infection hospitalier est définie par une infection qui survenu ou de la 48h aprés 1’admission
a I’hopital. Si le patient est infecte avant 48h il faut de procédures invasive qui mise en place
apres sont admissions (Tasseau et Baron, 1989).

Le risque de contracter une infection a I’hépital a toujours existé et il s’est accru avec
1’évolution des pratiques de soin et de recrutement des patients (Astragneau, 1998).
Des milliers des personnes meurent chaque jour des suites d’infections acquises au cours des

procédures des soins.

L'hygiéne hospitaliere est une politique visant a prévenir, lutter et contrdler ces infections
hospitalieres, Elle met en rapport les acteurs (malades, personnels médical et paramédical,
personnels administratif et techniques, visiteurs et accompagnants) et leur environnement
(Maiga, 2003).

Les mains du personnel soignant sont des réservoirs qui permettent la survie et le

développement des germes pathogenes.

L’hygiéne des mains est la principale mesure permettant I’élimination de la flore transitoire et
des pathogénes nosocomiaux. Le risque de contamination est diminué si une procédure
d’hygiéne des mains est réalisée correctement, en permettant une réduction satisfaisante du

nombre d’agents pathogénes de la flore transitoire (Baudin, 2012).
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Introduction

En milieu médical I’hygiéne des mains se veut irréprochable, sa pratique est une technique
gage de sécurité sanitaire. Elle est I'une des principales mesures de lutte contre les infections

manu portées (Srigley.2016).
Notre travail a pour but de faire les points sur :

» La recherche et identification des germes pathogeénes isolés a partir des mains des
personnels hospitaliers dans le service de médecine homme et femme de 1’hopital de
Mecheria, « Les Freres CHENAFA », Willaya de Naama.

» L’incidence des germes isolés par rapport a chaque service hospitalier.

> Etat de résistance des germes isolés vis-a-vis les différents antibiotiques testés.

» Niveau d’hygiéne des mains des personnels hospitaliers selon une enquéte réalisée.

Notre étude comporte alors trois parties, la premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique qui présente les connaissances actuelles sur I’hygiéne et plus particulierement
celui des mains, les caractéristiques des germes les plus isolés et leurs modes de
transmissions, ’action des antibiotiques et leurs mécanismes de résistance. Suivie de la
deuxieme partie, matériels et méthodes, qui présentera les procédures expérimentales mises en
ceuvres qui nous ont permis d’isoler et d’identifier les germes présents, qui peuvent étre
responsables d’infections. Enfin, la troisieme partie sera consacrée aux résultats obtenus et

leurs interprétations.
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Synthése bibliographique

Chapitre | : Généralités sur I'hygiéne des mains
I- Apercu Général sur I'hygiene :

Etymologiquement le terme hygiene vient du mot grec « hygienon » qui signifie santé
(Larson, 1995). L’hygiéne est devenue une composante essenticlle de notre vie visant a
réduire la transmission et les conséquences d’une maladie (Jean, 1998.).

Du point de vue médical, I’hygié¢ne se définit comme I’ensemble des moyens et pratiques
visant a assurer le bien-étre physique et mental de I’individu et a faciliter son adaptation
harmonieuse au milieu ambiant (Kaba, 2009).

Pour parles 1’hygiéne des mains, on passe impérativement sur I’autre branche d’hygiéne tel
que :

L’hygiéne corporelle et le plus particulierement 1’hygiéne hospitaliére et I’hygiéne de

I'environnement hospitalier.

1- Hygiéne corporelle :

L'hygiéne corporelle est une pratique essentielle, qui contribue grandement a réduire les
infections par des micro-organismes pathogénes, notamment en limitant les contaminations
inter- individus (Devoit et Fernandez, 2012).

Une bonne hygiéne corporelle permet d’éviter la propagation de ces germes vers des
individus surtout de groupe sensible (bébé, femme enceinte, Personnes agées) ou des
personnes deja affectées par une malade (Maiga, 2003).

2- Hygiéne hospitaliere :

Du point de vue médical. C’est I’ensemble des moyens mis en ceuvre pour prévenir la
propagation des infections ou protéger le personnel médical, paramédical, les malades, les
visiteurs et les accompagnants contre les infections causées par des micro-organismes
pathogenes (bactéries, virus, mycetes).

Donc, I’hygieéne hospitaliére va s’attacher a harmoniser les rapports entre I’homme malade et
I’hopital. C’est une politique visant a prévenir et controler les infections hospitaliéres gréce a
des mesures et techniques évitant ’apparition et la transmission de ces germes pathogenes

(Drame, 2008).
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3- Hygiéne de I'environnement hospitalier :

L'hygiene de I'environnement c'est d'abord I'hygiéne de I'environ de personne malade. Qui est
constitue de I'ensemble des éléments liquides, solides et gazeux qui sont susceptibles d'entrer
en contact avec le patient, les visiteurs et le personnel d'une structure d'hospitalisation
(Bouaziz et Ramdane, 2006).

I1- Hygiéne des mains :

La main étant 'organe de préhension de I’homme elle est en contact permanent avec
I’environnement, qui renferme des bactéries, des virus mais aussi des €léments toxiques.
(Minata, 2009). L’hygiéne des mains est la principale mesure permettant 1’élimination de la
flore transitoire et des pathogenes nosocomiaux. En effet, quel que soit la contamination des
mains du personnel soignant avant le contact avec un patient, le risque de contamination est
diminué si une procédure d’hygiéne des mains pré contact est réalisée et posséde des
caractéristiques permettant une réduction satisfaisante du nombre d’agents pathogenes de la
flore transitoire (Baudin , 2012).

Le lavage et I’antisepsie des mains sont des mesures essentielles de bases de la prévention de
la transmission des micro-organismes potentiellement pathogenes ou opportunistes (Larson,
1998).

1- Ecosysteme de la peau des mains :
1-1- Schéma de la peau des mains :

La peau est un organe composé de plusieurs couches de tissus. C’est la principale barriére qui
sépare notre organisme du milieu extérieur et le protege de multiples agressions. Elle est
composée de trois couches de tissus : I’épiderme, le derme et I’hypoderme (Figure N°1).

On y trouve aussi des annexes représentées par les cheveux, poils, ongles, glandes sudoripares

et glandes sébacées (Georgel, 2008).
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Surface
cutance

Epiderme

Deme

Figure 1 : Coupe transversale de la peau (Gaboriau, 2003)

1-2- Caracteres physico-chimiques :

Les caractéres physico-chimiques observés au niveau de la surface de la peau vont influencer
I’équilibre écologique cutané. Il s’agit de la desquamation de la peau (10000 squames/minute)
en activité normale soit une baisse du nombre de germes sur la peau mais une augmentation
des bactéries dans I’environnement), de la température de la peau qui varie entre 30 a 37°C,
du pH de la peau normalement acide (entre 5 et 6) et de son humidité provenant de la

sécretion de sueur (Anne, 2004).

1-3- Barrieéres :

Le revétement cutané préserve 1’organisme des agressions externes. C’est une Barriére
naturelle tant mécanique que chimique qui s’oppose a la pénétration de substances exogenes
comme le passage de microorganismes ou celui des molécules. L’épiderme porte des
follicules pileux et les glandes sébacées, siege d’une prolifération importante de
microorganismes. Il est la seule partie du corps qui puisse vivre exposée a I’air sans s’infecter

spontanément a condition qu’il soit intact (Chigblo et Soumaila, 2014).

1-4- Flore cutanée :

La flore cutanée est composée de 102 a 10° bactéries par cmz2. Cette flore se trouve sur les
couches les plus superficielles de la peau appelée épiderme ou couche cornée ou se trouvent
les follicules pileux et les glandes sébacées, ces couches sont le siege contre toute

prolifération de microorganisme qu’on appelle la flore microbienne cutanée (Emeline, 2016).
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On peut distinguer deux types des flores bactériennes : la flore résidente et la flore transitoire.

1-4-1- Flore résidente (permanente) :

La flore résidente est composée majoritairement des bactéries aérobies ou aéro-anaérobies
facultatives et de cocci a Gram positif (Staphylocoques epidermidis, Corynebacterium tel
Propionibacterium acnes, Micrococcus species).

Ce sont des germes commensaux qui vivent au dépend de leur héte sans leur causer de
dommage. La composition de la flore résidente est fixe et permanente (Scharschmidt, 2013).

Cette flore bactérienne varie quotidiennement et quantitativement d’un site a un autre chez un
méme individu ainsi que d’un individu a un autre et est renouvelée régulierement. Elle a une

faible virulence et peut étre infectieuse (Groleau et Kondé, 2006).

1-4-2- Flore transitoire (superficielle):

Est composée le plus souvent des bactéries saprophytes issues de l’environnement (eau,
plantes, animaux). Elle peut étre aussi composée des bactéries pathogénes ou commensales
provenant de certains sites du corps favorables a la croissance microbienne (périnée, cuir
chevelure, creux axillaire, nez, bouche, pharynx) et surtout du tube digestif (colon) du
personnel lui-méme ou du patient soigné (Cclin, 2001).

Elle varie dans la journée, selon les activités et en fonction des variations de 1’environnement
extérieur et refléte 1’écosystéme microbien hospitalier comme notamment les bactéries multi
résistants (Arfaoui et al., 2008 ).

Il s’agit entre autre des entérobactéries : Klebsiella, E. coli, Pseudomonas. Des bactéries a
Gram positives (comme différents Cocci en particulier Staphylococcus aureus, Streptococcus
et Candida albicans. Cette flore se trouve sur les couches les superficielles de la peau
(Fleurett, 1995).

A T’hopital, sa composition est liée a 1’écologie microbienne du service de soins et a la nature
des actes accomplis. Elle s’élimine facilement avec le lavage des mains.

Cette flore instable se transmet facilement d’individu a individu. Elle est responsable

d’infections croisées a transmission manu portée a 1’hdpital (Masso, 2009).
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I11- Mode de transmission :

La transmission des micro-organismes a I'hopital peut se faire selon différentes voies.

1- Voie endogéne (auto-infection) :

Le malade s’infecte avec ses propres germes a la faveur d’un acte invasif (Portes d’entrée)
et/ou en raison d’une fragilité particuliére a la faveur d’une rupture des barriéres de défense

(Agnes, 2014). Ces infections sont dues généralement aux germes saprophytes ou
colonisatrice du malade peut étre responsable d'une auto-infection ; la transmission est

endogéne (Tasseau, 1989).

2- Voie exogenes (infections croisées) :

Les trois autres sources de l'infection hospitaliere (le personnel, le patient infecté et
I’environnement) transmettent les germes par voie exogene, c'est l'infection croisée (Traore,
2008). 11 peut s’agit :

- D’infections provoquées par les germes du personnel porteur.

- D’infections liées a la contamination de 1’environnement hospitalier (eau, air, matériel,
alimentation). C’est exo-infections

- D’infections croisées transmises d’un malade a un autre par les mains (par manu portage) ou
les instruments de travail du personnel médical ou paramédical. Qui s’appelle hétéro-
infections (Agnes, 2018).

IV- Transmission manu-portée :

Les mains représentent I’outil le plus souvent utilisé par les étres humains.

Les mains du personnel soignant transitoirement contaminées constituent la principale voie de
transmission des agents pathogénes aux patients surtout aux malades susceptibles (Kramer et
al., 2006), néanmoins, les patients eux-mémes peuvent également étre a 1’origine de cette
contamination (Allegranzi et al., 2009) (Figure N°02).

Selon les études, 70 a 90% des infections nosocomiales sont dues & une transmission manu-
portée des bactéries. Elles sont transmises d’un malade a un autre par contact direct entre les
patients, entre patients et soignants ou indirect notamment par 1’intermédiaire de dispositifs
médicaux ou de matériel de soin (Boyce et Pittet, 2001).

La circulation du personnel de santé dans I'ndpital et leur contact consécutif avec differents

patients, des objets et des surfaces impliquent des possibilités de diffusion de l'agent
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pathogéne. Le grand danger réside dans la facilité avec laquelle elles vont les véhiculer et
contaminer tout ce qu’elles vont toucher par la suite. Si les précautions nécessaires ne sont pas

respectées, notamment le lavage des mains (Oliveira et Damasceno, 2010).

Porte et poignées
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Figure 2 : La main est un outil de travail (Allegranzi et al., 2009).

V- Source de Contamination des mains des professionnels de santé (PS) :

Au cours de I’exercice, les mains du personnel de santé peuvent étre contaminées par des
bactéries, mais aussi par des champignons, des parasites ou des spores (Clooten et al., 2008).

Nous parlerons principalement des bactéries dans la suite de cette étude.

1- Contamination au cours des soins aux patients :

Les études de culture cutanée de la peau des patients indiquent qu’il existe des variations entre
102 et 10°germes par centimétre carré de peau. Ce nombre varie en fonction de la zone du
corps du patient et de son statut physiologique, 1’affection responsable de son hospitalisation,
I’age et le sexe du patient (Larson et al., 2000).

Les mains du personnel soignant peuvent donc facilement étre contaminées par cette flore qui

y constitue dés lors une partie de la flore transitoire (Marples et Towers, 1979).
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2- Contamination par ’environnement :

Certains germes peuvent persister de facon importante dans 1’environnement et sur le matériel
médical en milieu hospitalier (Moolenaar et al., 2000). Certains cas de contamination de
distributeurs ou de produits d’hygiéne des mains ont été rapportés (Bures et al., 2000).

En cas de contamination de I’environnement, les mains du personnel de santé peuvent se
contaminer suite a un contact avec une surface ou du matériel souillé et qui peuvent ainsi étre
transférées facilement au cours d’un contact avec un patient. Afin de réduire les
contaminations croisées par le matériel. De surcroit, I’hygiéne des mains doit étre pratiquée

apreés chaque contact avec du matériel contaminé (Baudin, 2012).

3- Contamination des ongles :

les différentes parties de la main ne sont pas homogénement contaminées et les recherches
montrent que 1’espace sous unguéal est une région abritant plus des germes que les autres
parties de la main (Mcginley et al., 1988).

La contamination de I’ongle et de I’espace sous unguéal varie en fonction de la longueur de

I’ongle, de I’utilisation d’ongles artificiels et de polisseurs (Mcneil et al., 2001).

4- Contamination des bijoux :

Le port de bagues au niveau des mains des personnels hospitalieres entraine une augmentation
de taux de contamination.

De plus, la proportion des pathogénes tels que les bacilles a Gram négatifs et les levures sont
plus fréquemment retrouvés sur les mains du personnel portant ses bijoux pendant son
service. Le port de bijoux doit donc étre strictement interdit dans le service en milieu
hospitalier (Trick et al., 2003).

V- Pratiques d’hygiéne des mains :

Les mains sont le vecteur principal de I'infection nosocomiale, leur lavage a pour but de
réduire la flore cutanée transitoire et réduire la flore cutanée résident et d'interrompre la
transmission manu portée des germes d'un malade a un autre.

Donc, le lavage des mains est un passage important de 1’hygiéne hospitaliére. 1l permet de
diminuer la fréquence des infections nosocomiales manu portées, en réduisant la flore

microbienne des mains (Maiga, 2003).
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Ainsi I’hygiéne des mains est un traitement par lavage des mains par un produit (savon
liquide ou gel ou solution) ayant un spectre d’activit¢ antimicrobien ciblé sur les micro-
organismes de la flore cutanée afin de prévenir leur transmission (OMS, 2005).

La répétition de lavage des mains diminue de 60 % la contamination manu portée (Farret,
2001).

De plus, la meilleure pratique d’hygi¢ne des mains est principalement assurée par le lavage ou
la friction hydro-alcoolique. Dans les modéles expérimentaux de (Marpies et Towers, 1979),
un lavage des mains avec un savon réduit le nombre de micro-organismes de 95%, et avec de
I'alcool & 70 °c la réduction est de 99,99 %.

Il existe trois types de lavage des mains (voir Annexe N°01) :

- Un lavage simple.

- Un lavage hygiénique ou antiseptique.

- Un lavage chirurgical.

Notent le port des gants permet aussi de protéger personnel soignant et le patient contre toute
contamination croisée. Mais leur utilisation sans précautions rationnelles peut entrainer un
risque €levé de contamination dans les deux sens. Par ce que les gants créent un milieu
humide et chaud qui favorise la croissance microbienne et la détérioration de la peau. Alors il
doit respecter les conditions du port des gants (lavage avant de porter le gant, Enfiler juste

avant le soin et jeter juste aprés 1’usage, un gant pour un soin) (Rénée, 2006).

Page 10



Synthése bibliographique

Chapitre 11 : Germes les plus isolés

Les bactéries les plus fréeqguemment impliquées dans les infections par le maun portage sont :
Les bacilles a Gram négatifs sont en cause dans 60 a 70% des cas, les cocci a Gram positifs
dans 25% et les anaérobies dans 3 a 4% seulement. Les bactéries sont les responsables les
plus fréquents des infections de maun- portage (Jacque, 2000).

Elles peuvent étre des bactéries pathogénes comme Staphylococcus aureus mais on trouve
plus souvent les bactéries opportunistes : des Entérobactéries, Staphylococcus epidermidis,

Pseudomonas aeruginosa, Acinétobacter, Entérocoques ...etc. (Charles, 2000).
1- Bactéries a Gram négatives :
1-1- Entérobactéries :

Les Entérobactéries constituent un grand groupe des bactéries fréquemment impliquée dans
les infections humaines. Elle se compose d’environ 30 genres des bactéries et de plus de 100
especes, Localisé dans le tube digestif et principalement le colon de I’homme et des animaux,
bien qu’ils soient également présents dans 1’environnement (Avril et al., 2000).

Ce sont des bacilles a Gram négatifs, non sporulés, aérobies anaérobies facultatives et elles
cultivent sur des milieux ordinaires (Baba Ahmed et al., 2014).

Constituent plus de 80% des germes isolés en laboratoires : Escherichia, Salmonella,
Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, citrobacter, Proteus, Morganella et Yersinia sont

les batonnets les plus souvent retrouvés (Catherine, 2011).
1-1-1- Escherichia coli :

+ Caracteres généraux :

E. coli isolée par Escherich en 1885, font partie de la famille des Enterobacteriaceae. C’est
I’espéce bactérienne la plus étudiée (Berche et al., 1988). C’est un bacille a 1-1.5 x 2—6 pm,
appelée communément « colibacille » mobile grace a une ciliature péritriche, aéro-anaérobie
facultatif (Farmer et al., 2007).

Les principaux caractéres biochimiques sont : la production d’indole, la fermentation du
lactose et de glucose, oxydase négatif, catalase positif, nitrate(+), Mannitol(+), ONPG (+),
RM(+), H2S(-), VP (-) (Clave, 2012).
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Figure 3 : Escherichia coli vue au microscope électronique (Goita, 2014).

+ Pouvoir pathogéne :

En médecine humaine, les souches d’E. coli est lié¢ principalement a des infections du tractus
digestif, la plus connue étant la diarrhée du voyageur, en raison de la contamination de I’eau
ou des aliments par la flore fécale des malades ou des porteurs (Benmoussa, 2016). Elle est
également le genre préférentiel de 80 %des infections urinaire (Danielle, 2015).

1-1-2- Shigella spp :

= Caracteres généraux :

Les Shigella sont des entérobactéries extrément proches d’Escherichia coli mais qui ne
fermentent pas le lactose (Schroeder et Hilbi, 2008). Anaérobie facultative immobiles et non
encapsulée, Elles n’ont pas d’uréase. Fermentent le glucose sans production de gaz. Sensible

I’ampicilline et fluoroquinolones (Ziri, 2013).

Figure 4: Shigella spp observé au microscope électronique (Mahfouf, 2018).
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“ Pouvoir pathogeéne :

Les Shigella sont toutes pathogénes et spécifiques du tube digestif (Joly et Reynaud, 2002).
La shigellose est la plus transmissible des maladies bactériennes intestinales, caractérisée par
une diarrhée avec la fievre. Elles provoquent chez I’adulte de colites infectieuses et chez

I’enfant de gastro-entérites séveres (Levine et al., 2007).
1-1-3- Klebsiella pneumoniae :
+ Caractéres généraux :

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui appartient au genre Klebsiella. 11 s’agit d’un
bacille a Gram négatif, de 0.3 & 1.0um de diamétre sur 0.6 a 6 pum de longueur avec des
extrémités arrondies, immobile, non sporulées, encapsulée et aéro-anaérobie facultative
(Abbott, 2007). C’est une espéce trés répandu dans la nature (sol et eau), est une flore
commensale du tube digestif, et de la peau des humains.

Les principaux caracteres biochimiques : oxydase négative, catalase positive, lactose
positives, fermentant le glucose avec production de gaz, possede une nitrate-réductase,
ONPG (+), VP (+), Urée (+), H2S(-), Indole (-), RM(-) (Nouri et Ziadi, 2015).

Figure 5 : Klebsiella pneumoniae observée au microscope électronique a balayage
(Prescott, 2010).

#+ Pouvoir pathogeéne :

Elle est responsable d’infections opportunistes chez les malades hospitalisés comme les
infections broncho-pulmonaires en réanimation, infections urinaires, septicémies ou

bactériémies (Ben moussa, 2016).
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1-2- Pseudomonas aeruginosa :
+ Caracteres généraux :

Pseudomonas aeruginosa appartenant a la famille des Pseudomonadaceae en forme de
batonnet de 1 a 3 um de long et 0,5 a 0,8 um de large. Aérobie stricte. Dépourvue de spores
et de capsules, mobile grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire (Hafiane et
Ravaoarinoro, 2008). Retrouve dans des habitats naturels a 1’état saprophyte (1’eau, sols
humides, végétaux). Parfois commensale sur la peau ou a I’intérieur du systéme digestif de
divers animaux (Sabin, 2006). En milieu hospitalier, présent dans les solutions aseptiques et
sur les instruments tels que les cathéters, les sondes, ou encore dans les canalisations...etc.
(Essoh, 2013). P. aeruginosa secréte deux types de pigments : la pycoyanine et la pyoverdine.
Elle présente les caractéres biochimiques suivants : Oxydase positive, Catalase positive,
Nitrate réductase (+); lactose(-), ONPG (-), Urée (-), H2S(-), Indole (-) (Nyaledome, 2016).

Figure 6 : P. aeruginosa observe au microscope électronique (Memdouh et Redda, 2018).

+ Pouvoir pathogéne :

P. aeruginosa est un agent pathogéne opportuniste responsable des infections nosocomiales
graves (Ben Haj Khalifa et al,. 2011) comme les infections respiratoires chroniques (la
broncho-pneumopathie chronique obstructive, L’inflammation du tractus respiratoire), des
voies urinaires , gastro-intestinales, bactériémie et septicémie et les infections du systeme
nerveux central (cause une méningite et un abcés du cerveau). Peut provoquer une infection

de la peau (Elrouini Assia, 2018).

Page 14



Synthése bibliographique

1-3-Acinetobacter baumannii :
« Caracteres généraux :

A. baumannii se présente comme des bacilles & Gram négatif souvent associés en
diplobacilles a extrémité arrondie avec des formes cocoides ou en courtes chaines (Guillou et
al., 2015 ). Leur diametre varie de 0.9 a 1.6 nm et leur longueur est de 1.5 a 2.5 um
(Bendadi, 2012). Immobiles, a sporulés, non fermentatif, aérobie strict, parfois capsulés
(Héléne, 2016).Les souches capsulées d’A. baumannii forment sur la boite des colonies
muqueuses de couleur blanche-grise (elles sont dites « Smooth » ou lisses), alors que les
souches non capsulées présenteront des colonies non muqueuses, d’aspect rugueux, de
couleur blanche-grise et de taille plus petite (elles sont dites « Rough » ou rugueuses) (Allal
et Hadbi, 2018). Sont souvent considérés comme une bactérie ubiquiste, ils se rencontrent
dans le sol, I’eau douce et dans les produits alimentaires (lait, viande, volailles).Chez
I’homme, ces organismes sont fréquemment isolés de la peau, de la salive, des urines
(Camile, 2014).Elle présente les caracteres biochimiques suivants : Catalase positives,
Glucose positives et oxydase négatives, H2S (-), nitrates réductase (-), ONPG (-), lactose(-),
Urée (-), IND(-) (Wafi, 2017).

Figure 7 : Groupe Acinetobacter baumannii observé au microscope électronique
(Chatane, 2017).

< Pouvoir pathogeéne :

Peu virulent chez un organisme sain mais il est pathogéne chez les patients en réanimation. Il
représente 2 & 4% des microbes responsables d’infections nosocomiales.

Il est naturellement résistant & de nombreux antibiotiques et peut acquérir une résistance a
tous les antibiotiques (Ghazouani, 2010).
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2- Bactéries a Gram positives :
2-1- Staphylococcus aureus :
+ Caractéres généraux :

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Staphylococcaceae. Sont des cocci a
Gram positif de forme sphérique de 0,5 a 1um de diametre, isolés ou groupés en amas,
immobiles, non sporulés, parfois en capsulés aérobies anaérobies facultatifs (Terbeche,
2017). La Staphylocoagulase c’est un marqueur de I’identification de S. aureus (Marquet,
2004). L’homme est le principal réservoir naturel de Staphylocoques, présente un portage
sain, principalement au niveau des cavités nasales (Wylie et al., 2005). Elle présente les
caracteres biochimiques suivants : oxydase négative, catalase positive, coagulase positive
(Staphylocoque doré). Des autres espéces de staphylocoques a coagulase négative
(staphylocoques blancs tel que : S. epidermidis....etc.), acétone (+), uréase (+), réduisant le

tellurite de potassium et les nitrates en nitrite (Cécile, 2012).

Figure 8 : Staphylococcus aureus vue au microscope électronique et colorée Artificiellement
(Camille, 2007).

+ Pouvoir pathogene :

S. aureus est responsable d’infections suppuratives localisées de la peau et des muqueuses
(des angines, des sinusites,) sont fréquentes, les infections cutanées, de septicémies
correspondent a la multiplication et la dissémination de S. aureus dans la circulation sanguine.
Bactériémies, endocardites, infections urinaires et de maladies liées a la production de
toxines regroupent le choc toxique Staphylococcique, les toxi-infections alimentaires .... etc.
(Belkacemi et Arab, 2018).
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2-2- Streptocoques :
+ Caractéres généraux :

Le genre Streptococcus appartient a la famille des Streptococcaceae. Sont des cocci a Gram
positif, de taille et de forme irrégulieres groupés en chainettes, plus ou moins longues et
flexueuses, immobiles, non encapsulés et non sporule, oxydase négatif et catalase négative, a
métabolisme anaérobie. Ils produisent de I’acide lactique par fermentation du glucose (Fritz,
2008). En 1933, LANCEFIELD a démontré qu’il était possible de classer les streptocoques
en groupes en fonction de leur équipement antigénique : le Groupes A comportant la grande
majorité des streptocoques pathogeénes pour 1’homme de méme que les groupes C et G
(Facklam, 2002) et Le groupe B comportant des hétes habituels des voies digestives ainsi
les streptocoques du groupe D qui considérés maintenant comme faisant partie d'un genre

entérocoques (Diallo, 2015).

Figure 9 : Streptococcus vue au microscope électronique (Perria, 2014).

+ Pouvoir pathogene :

Les Streptococcus sont des pathogénes opportunistes provoquant de nombreuses maladies
contagieuses (Nobbs et al, 2009). On retrouve particulierement les Streptocoque D ou
Enterocoque qui fait partie de la flore intestinale, provoquant de nombreuses maladies telles
les angines, infection génitale, urinaires, des endocardites et des septicémies (Oubihi, 2015).

Le plus pathogene d'entre eux est le streptocoque béta-hémolytique du groupe A, appelé
Streptococcus pyogenes, qui est responsable de la majorité des affections tel que L'angine
rouge ou eérythémato-pultacée, d'autres infections aigués : cutanées, mugueuses ou

septicémiques (Pierre et Marie, 2003).
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Chapitre 111 : Généralité sur les antibiotiques

1- Définition des antibiotiques :

Un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, c’est-a-dire produit
par des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries) ou de synthese
chimique et qui est capable d'inhiber la multiplication ou de détruire les micro-organismes
(Yala et al., 2001). C'est en 1941 que fut utilisé pour la premiere fois un antibiotique, la
pénicilline, découverte en 1928 par le bactériologiste anglais Alexander Fleming pour traiter

un patient atteint de septicémie a staphylocoques (Besassier et al., 2005).

2- Classification des antibiotiques :

La classification des antibiotiques peut se faire selon :

- Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou semi
synthétique).

- Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthese des protéines, synthese des
acides nucléiques.

- Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre
étroit ou large)

- Nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle
B lactame) sur laquelle il y a hémi-synthése (Agregé et al., 2015).

La classification selon la nature chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles

(P lactamines, aminosides, tétracyclines.....etc.) (Tableau N° 1).
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Tableau 1 : Principales familles d’antibiotiques et leur spectre d’activité (Agregé et al.,

2015).
Cible Famille ATB sous famille Origine Spectre
d’activité
Pénicilline G Naturel Cocci
gram+
Oxacilline et Bacilles
cloxacilline Gram+
(Groupe M) Semi (pénicilline M
La paroi Betalactamines synthétique et G)
Ampicilline et bacilles
Amoxicilline Gram-
(Groupe A)
Céphalosporine | Naturel ou semi | Bacilles
synthétique Gram-
Glygopeptides Naturel Spectre étroit :
Les bactéries
Gram(+)
Staphylocoques
et entérocoques.
Polymyxines Colistine Naturel Actifs sur les
La bacilles & Gram-
Membrane Gramicidines Bacitracine Naturel Spectre étroit :
et tyrocidines Tyrothricine bactéries a
Gram+
Streptomycine Naturel ou semi | spectre large :
Néomycines synthétique -cocci et bacilles
Aminosides Tobramycine Gram+ et Gram-
Le Amikacine - mycobactéries
Ribosome Gentamicine - toutes les
bactéries
anaérobies
Sont résistantes
Doxycline Naturel ou semi | -spectre large
Minocycline synthétique mais résistances

Tétracyclines

fréquentes,
actives sur les
germes a
développement
intracellulaire
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Groupe des
« MLS »
Les macrolides

Macrolides
Lincomycine
Streptogramines

Naturel ou semi
synthétique

Spectre assez
Comparable a
celui de la
pénicilline G :
cocci gram+ et
Bacille gram+

Ciprofloxacine | Synthétique Spectre limité
Quinotones Levofloxacine aux bactéries
Moxifloxacine Gram- a et
Oflaxacine I’exception des
L’ADN Ciprofloxacine Pseudomonas,
Norfloxacine aeruginosa
Fluméquine Synthétique spectre large au
Fluoroquinolones | Péfloxacine Pseudomonas et
Norfloxacine aux bactéries a
Ofloxacine Gram+ et Gram-
Ciprofloxacine Notamment les
Enoxacine
Moxifloxacine Staphylocoques.
Levofloxacine
Rifamycines Rifamicine SV | Naturel ou semi | Spectre large :
Rifampicine synthétique -mycobactéries
-cocci gram+ et
bactéries a
Polymérase gram+
divers bacilles a
gram-
-sont actives sur
les germes a

développement
intracellulaire.
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3- Mode d’actions des principales familles d’antibiotiques :

On considere les antibiotiques comme le groupe le plus important de médicaments pour la
médecine. A coté de leurs propriétés de lutter contre les infections humaines dues aux
bactéries pathogénes, ils sont également utilisés en médecine vétérinaire (Emmanuel, 2003).

Cependant, chaque famille posséde son site d’action propre (Figure N°10) :

- Action sur la paroi bactérienne.

- Action sur la structure de la membrane cytoplasmique.
- Action sur la synthése protéique.

- Action sur la synthese de I’ADN.

attaque de la paroi e st rifampicine

acides nucléiques
glycopeptides

s
9%

w09,

polymyxines

attaque de la
membrane
cytoplasmique

W oW AW,
) °A°Q')méa°d;°l»°‘

S

aminosides

attaque de la
synthése

::3 taqt‘:el"'jsu e de = macrolides proAAiue
étabolism : : - i

< b acide para-amino-benzoique

Facide folique chloramphénicol

Figure 10 : Mode d’action des antibiotiques (Lavigne, 2007).
3-1- Antibiotiques agissants sur la synthese du peptidoglycane ou paroi bactérienne :

B-lactamines : Ce sont des antibiotiques qui agissent en inhibant la synthese de la paroi
Bactérienne.

Les B-lactamines inhibent la derniere étape de la synthese du peptidoglycane en bloquant la
formation des ponts inter peptidiques via une interaction avec les protéines liant les
pénicillines ou PLP (Neu et Gootz, 2016).
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Les antibiotiques ayant ce mode d’action présentent une analogie de structure (ce sont des
molécules cycliques) avec les précurseurs du peptidoglycane (dipeptide terminal D-Ala-D-
Ala). Elles se fixent sur le site actif des PLP sur le mode d’un substrat suicide conduisant a
I’arrét de syntheése du peptidoglycane. Par la suite la bactérie va produire des autolysines
conduisant a ’effet bactéricide de ces molécules. La bactérie n’est plus capable de maintenir
une paroi rigide et va alors mourir (Paul, 2017).

Parmi les p —lactamines on distingue :

Les pénicillines, les céphalosporines, la fosfomycine, les associations avec les inhibiteurs des

[ —lactamases, les carbapénemes, et les monobactames (Dabernat, 1995).

3-2- Antibiotiques agissant sur les membranes :

Les polymyxines se fixent sur les membranes bactériennes (en particulier la membrane
externe des bactéries a Gram négatif) elles pénétrent dans la cellule bactérienne et s’inserent
parmi les phospholipides de la paroi, perturbant la perméabilité membranaire qui
désorganisant sa structure et son fonctionnement (Al Abdani, 2016). Ce qui produit de graves

troubles d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur (Benabbou, 2012).

3-3- Antibiotiques inhibant la synthese des protéines :

Entrainent I’arrét de la biosynthése des protéines ou la synthese de protéines anormales.

Selon les différentes familles d’antibiotiques existant, certain vont se fixer sur la sous unité
30S qui empéchent la traduction de I’ARN messager et bloquent la formation de la liaison et
I’élongation de la chaine peptidique (Benabbou, 2012)., d’autres vont cibler la sous unité 50S
des ribosomes (Claire et Fabien, 2013).

On trouve 5 grandes familles dont I’action se déroule sur la synthése protéique.

Les aminosides (streptomycine, gentamycine, amikacine), Les cyclines (tétracycline,
doxycycline) Les macrolides et les ketolides (érythromycine, azithromycine), les tétracyclines
et ’acide fusidique (Paul, 2017).

3-4- Antibiotiques agissant sur les acides nucléiques :

Les antibiotiques inhibiteurs de la synthese des acides nucléiques agissent en inhibant I’ADN
polymérase, et I’ADN hélicase ou I’ARN polymérase, en bloquant de ce fait respectivement la
réplication ou la transcription (Prescott et al., 2010).

Ansamycines : Inhibe I’ARN polymérase.

Quinolones et fluoroquinolones : Inhibent I’ADN Gyrase et de la topoisomérases IV.

Page 22



Synthése bibliographique

Chapitre 1V : Résistance bactérienne aux antibiotiques
1- Définition de la résistance :

Une bactérie est considérée comme résistante a un antibiotique quand la concentration de cet
antibiotique au site de I’infection n’est pas suffisamment élevée pour inhiber la multiplication

de cette bactérie ou de la tuer (Poole, 2004).
2- Types de résistance aux antibiotiques :
2-1- Résistance naturelle (intrinseque) :

La résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espece. Elle peut étre due a la présence d’un géne chromosomique commun a toutes les

bactéries de ’espéce. Elle est stable, transmise a la descendance (Lozniewski et al., 2010).

Comme exemple, les souches de Klebsiella spp, qui sont produit naturellement des

pénicillinases qui détruit les pénicillines A (Mayer et al., 2000).
2-2- Résistance acquise :

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénoméne qui apparait au niveau
des souches d’une espece donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est I’acquisition
d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la molécule qui lui
était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des

geénes transférés d’un autre micro-organisme (Aboya, 2013).
Exemple de résistances acquises :

» Streptococcus pneumoniae résistants a la céphalosporine, pénicillines, amoxicilline.

» Staphylocoques multi-résistants sont insensibles penicillines.
2-2-1- Résistance par mutation chromosomique :

Les résistances bactériennes par mutation chromosomique sont induites par des modifications
structurales pouvant se traduire soit par un probléme de perméabilité a un ou plusieurs

antibiotiques, soit en rendant les cibles spécifiques des antibiotiques indifférentes.
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La résistance chromosomique est un phénoméne qui présente plusieurs caractéres
exceptionnels. Il s’agit premiérement de sa rareté puisqu’il intervient en moyenne tous les 10°

a 1010 divisions de la bactérie (Pallasch, 2003).

Ensuite elle posséde un caractére aléatoire car 1’antibiotique n’est par une molécule mutagéne
donc n’induit pas de mutation chez la bactérie. Cependant I’antibiotique participe a la
sélection des bactéries mutantes. On note aussi son caractere spécifique (affecte un
antibiotique ou une famille d’antibiotiques qui ont le méme mécanisme d’action), son

indépendance et son absence de transmissibilité (Baudry, 2006).
2-2-2- Résistance par acquisition de genes :

La résistance bactérienne par acquisition d’information génétique exogene représente la
majorité des cas isolé en clinque s’observe aussi bien chez les bactéries Gram positif qu’a
Gram négatif. L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire soit par échange
direct de matériel chromosomique, soit par échange d’élément mobile. Dans ce dernier cas,
les génes de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien situe a I’extérieur et sur
certains élements mobiles du chromosome, tels les plasmides ou des transposons (Faure,
2009).

Les bactéries utilisent trois mécanismes principaux de transfert horizontal d’¢léments
génétiques entre bactéries d’une méme espece ou d’especes et de genres différents, a savoir la
conjugaison (transfert direct entre deux bactéries ayant établi temporairement un contact
physique), la transformation (transfert d'/ADN nu) et la transduction (transport d'ADN
bactérien par des bactériophages) (Doublet et al., 2012).

3- Mécanismes de la résistance:

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique quand elle est capable de se
développer en présence d’une concentration élevée de cet antibiotique (Lavigne, 2007). Alors
ces micro-organismes ont développé quatre types de mécanismes de résistance.

La diminution de la concentration intracellulaire en antibiotique par diminution de la
perméabilité membranaire et /ou sur activation de Dl’efflux bactérien, inactivation des
antibiotiques par dégradation ou modification enzymatique et 1’altération de leurs cibles

cellulaires (Elodie, 2010) (Figure N°:11).
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Figure 11 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques (Presscot, 2018).

3-1- Diminution de la perméabilité membranaire :

La diminution de la perméabilité a 1’antibiotique est due a des mutations affectant la structure
des porines par diminution guantitative ou modification des porcines (caveaux de pénétration
des antibiotiques a travers la membrane externe des bactéries provoquant la résistance par
défaut de pénétration passive de I’antibiotique (Rahal, 2013). par lesquelles 1’antibiotique

peut pénétrer dans la bactérie.

3-2- Efflux actif :

Il repose sur des protéines qui agissent comme des pompes, insérées dans la membrane
cytoplasmique, elles expulsent les antibiotiques dans le milieu extérieur en utilisant 1’énergie
produite par la membrane cytoplasmique (Rahal, 2013). cet efflux conduit a une diminution
de la concentration intracellulaire de I'antibiotique (exemple: la fosfomycine et le systéme de
transport des glycéro-phosphates) (Lozniewsk, 2010).

Antibiotigue Antibiotique

Canal FPompe a efflux

Figure 12 : Systéme d’efflux active (Archambaud, 2009).
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3-3- Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique :

Les cibles des antibiotiques sont majoritairement des protéines. Leur mutation et modification
structurelle entrainant une perte d’affinité dans le couple cible-antibiotique. L’ antibiotique ne
pouvant pas se fixer correctement a sa cible, son action sera limitée (Battraud, 2017). C’est le
cas des PLP qui sont les enzymes assurant I’assemblage des peptidoglycanes de la paroi
bactérienne (transglycosidase et transpeptidase) et qui sont ciblées par les béta-lactames,
classe d’antibiotique dont fait partie la pénicilline. La mutation des PLP provoque une
diminution de I’affinité pour ces antibiotiques. Dans le cas des fluoroquinolones, la résistance
est liée a la mutation des topoisomérases. Et enfin, la modification du ribosome conféere la

résistance aux tétracyclines et aux macrolides (Mekadim, 2012)

Modification de PLP

Figure 13 : Modification des PLP (Archambaud, 2009).

3-4- Inactivation enzymatique de I’antibiotique :

Certaines bactéries vont produire des enzymes capables de modifier ou de détruire un
antibiotique, conduisant a son inactivité. Les principales familles d’antibiotiques concernées
sont les B-lactamines, les aminosides, la famille des macrolides lincosamides-streptogramines
(MLYS) et les phénicolés (Daoudi, 2014).
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~_ Beéta-lactamases
g - w N ~ .~ N ~ - .

o

Figure 14 : Inactivation 1’enzymatique (Archambaud, 2009).
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Matériel et méthodes

|- Lieu et période d’étude :

Cette étude a été effectuée au sein de I’hopital de Mecheria «Les Freres CHENAFA » qui a
été ouvert depuis 2016, qui est constituée de différentes services médicaux et chirurgicaux :
Médecine homme, Médecine femme, Réanimation, Chirurgie homme et Chirurgie femme,
Dialyse, Service infectieuse et Oncologie. 0

Les analyses bactériologiques ont été réalisées durant une période de de deux mois « 15
janvier jusqu’a 15 Mars ». Au niveau de laboratoire de microbiologie — Centre Universitaire
Salhi Ahmed -Naama.

I1- Questionnaire

L’outil retenu pour le recueil des données, est un questionnaire composé des questions
relatives aux connaissances et pratiques d’hygiéne des mains, qui sont posés sur les

personnels hospitaliers de service médecine homme et femme (Annexe N°02).
111- Méthodes :
1- Prélévements :

Les prélévements ont été menée dans le service médecine homme et femme. Ils proviennent
de I’écouvillonnage des mains de chaque personnel hospitalier choisi: chef service,
Médecines, Infermieres, Aides-soignants.

On a appliqué la méthode de COLBROUK 1930, qui consiste a faire poser un écouvillon
stérile humidifié avec I'eau distillée stérile sur toute la surface de la main droite et gauche (plis
palmaires, espaces interdigitaux, zone unguéale et péri unguéale) de personnel hospitalier.
Tous les échantillons obtenus ont été acheminé rapidement au laboratoire de microbiologie
pour étre analysé.

L'écouvillon est mis ensuite dans un tube a essai contenant 5 ml de BCC, afin d’y décharger

son contenu, puis incuber pendant 18 a 24h a 37°C.
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2- Ensemencement :

Apreés la realisation des prélevements, et leur incubation. Un résultat positif est caractérisé par
I’apparition d’un trouble. La culture est par la suite est ensemencé par la méthode de cadrant
sur différentes boites pétrie gélosées pour I’isolement et la recherche des germes. En suite
tous ces boite ensemencées sont incubées & 37°C pendant 18 a 24h.

Les milieux sélectifs utilisés ont été preparés suivant les consignes des fabricants (La

composition des milieux utilisés est illustrée dans (Annexe N°03). On note :
» Gélose de Mac-Conkey :

C’est un milieu de culture utilisé en bactériologie médicale pour la sélection des bactéries a
Gram négatives, les entérobactéries ainsi que les bactéries non fermentaires « Pseudomonas,
Acénitobacter ».Grace a l'action de deux inhibiteurs, cristal violet et les sels biliaires pour

I'inhibition de la flore a Gram positives.

Photo 1 : Colonies des E. coli ensemencées sur gélose Mac Conkey.

» Gélose de Chapman :

Milieu sélectif, utilisé pour but de sélectionner les staphylocoques grace a la présence d’une
forte quantité en Na CI qui inhibant les bactéries a Gram (-), et favorisant les bactéries a Gram

(+).
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Photo 2 : Colonies des Staphylococcus épidermedis ensemencées sur gélose Chapman.
» Gélose de Cétrimide :

C’est un milieu sélectif, qui permet l'isolement des Pseudomonas et notamment de P.
aeruginosa. Ce milieu est proche au milieu King A, qui favorise aussi la production des

pigments.

Photo 3 : Colonies de Pseudomonas aeruginosa ensemencées sur gélose Cétrimide.
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» Gélose a base de sang:

C’est un milieu sélectif pour I’isolement des streptocoques et les entérocoques, enrichi par
I’ajout d’une quantité de sang qui permet la mise en évidence des propriétés hémolytiques de

ces bactéries.

Photo 4 : Colonies des streptocoques ensemencées sur gélose a base de sang.

3- Isolement et purification :

Isolement et la purification se fait par un repiquage successive des souches bactériennes sur

le méme type des milieux sélectifs jusqu'a I’obtention d’un isolat pure.

4- |dentification :

L’identification des souches est réalisée par une identification préliminaire « Galerie

Classique » et par les Galerie Api 10S et 20NE.

4-1- Tests préliminaires :

4-1-1- Examen macroscopique :

A I'eeil nu, on peut distinguer les caractéristiques d'une colonie : la forme, la taille, I’élévation,

I’odeur dégagé, 1’opacité ...... etc.
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4-1-2- Examen microscopique (Coloration de Gram) :
» Principe :

La coloration de Gram (mise au point par Christian Gram) est une coloration de base en
bactériologie. Elle aussi appelle coloration V.L.A.F (Violet .Lugol. Alcool. Fischine). C'est
une *"coloration double™, qui permet de différencier les bacteéries:

- D'apreés leur forme.

- D'aprés leur affinité des parois pour les colorants.

Cette coloration aide a déterminer deux grands groupes appelés Gram positif et Gram négatif,

et de donner une information rapide et médicalement importante. (Degrement, 2005).
» Technique :

La coloration de Gram ou coloration différentielle s’effectue de la maniére suivante :

- Préparation d’un frottis bactérien, on préléve la colonie bactérienne a identifier, et on 1’étale
sur une goutte d’eau physiologique déposée sur une lame propre puis on la fixe par simple
passage sur la flamme du bec Bunsen.

- Verser le Violet de Gentiane sur la lame, laissée en contact 1 minute, ensuite laver
rapidement par 1’eau courante.

- traité durant une minute par la solution de Lugol et laver a I’eau.

- Décoloration, en traitant avec I’alcool, on fait couler de 1’alcool sur le frottis, rincer
immédiatement a I’eau. A ce stade, les cellules a Gram négatives seront incolores, les cellules
a Gram positives restent violettes.

- En suite recouvrir le frottis par la fuchsine, laisser agir environ 1 min. pour recolorer les
cellules Gram négatives présentes puis laver et secher avec un papier buvard propre (Annexe
N°04).

- Examiner le frottis, L’observation se fait a I’objectif x10, x40 et x100 sous immersion.
» Lecture :

-Bactéries colorées en violet foncé sont des « Gram positives » Staphylocoques,
streptocoques, entérocoques.
- Bactéries colorées en rose sont des « Gram négatives » Entérobactéries, Pseudomonas,

Acénitobacter.
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Photo 5 : Observation microscopique des streptocoques colorés par violet.
4-2- Tests biochimiques :
4-2-1- Test de Catalase :
» Principe :

La catalase est un enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d'hydrogene (H,0,)
avec dégagement d'oxygeéne selon la réaction suivante:

Catalase

2H,0, =) 2 H,0+0,
» Technique :

Sur une lame propre et seche et a 1’aide d’une pipette pasteur on dépose une colonie
bactérien, sur laquelle on ajoute une goutte d’H,0, a 10 volumes. La lecture du résultat est
immédiate (Delarras, 2007).

> Lecture:

- Catalase(+): Dégagement des bulles de gaz.

- Catalase (-): pas dégagement des bulles de gaz.

Photo 6 : Test de Catalase positive pour les entérobactéries.
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4-2-2-Test d’oxydase :
» Principe :

Le test de I’oxydase est fondé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire. En présence d’oxygeéne atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme
oxyde le reactif le N diméthyle paraphénylene diamine pour former un composé coloré en

violet « I’indophénol » (Brahmia, 2016).

» Technique :

- Déposer sur une lame un disque d’oxydase et I’imbiber avec une goutte d’eau physiologique
stérile.

- Prélever une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur et I’étaler sur le disque.

> Lecture :

- Oxydase positive : La colonie prend une teinte violette.

- Oxydase négative : La colonie reste incolore.

Photo 7 : Test d’Oxydase positive pour Pseudomonas aeruginosa.

4-3- Identification des streptocoques :
4-3-1- Identification morphologique :

Les streptocoques peuvent étre classés en fonction de leur capacité a induire une hémolyse sur
un milieu de gélose au sang frais. Certaines sont non hémolytique, d’autres peuvent se

produire deux types d’hémolyse : alpha (a) et béta hémolyse f.
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1- Alpha hémolyse : « hémolyse partielle ou incomplete » correspond a I’espéce
Streptococcus pneumonia, préesente un changement de couleur dans la gélose a une couleur
vert tres foncé. Ceci résulte de I'oxydation de I'hémoglobine en méthémoglobine par le

peroxyde d'hydrogéne secrétée par les bactéries.

Photo 8 : Colonies des streptocoques alpha hémolytique ensemencées sur GBS.

2- Beta hémolyse : se réfere a la lyse compléete des cellules sanguines. Elle se présente

comme une couleur jaune transparente sur le milieu de gélose au sang frais. Subdivisé en

deux groupes A et B.
- Streptocoque du groupe A :

Streptocoques béta-hémolytiques du groupe A (SBHA) qui correspond a 1’espéce
Streptococcus pyogenes. Sur gélose au sang frais, les SGA produisent une hémolyse complete

sous forme d’un halo clair autour des colonies.
- Streptocoque du groupe B :

Streptocoques béta-hémolytiques du groupe B qui correspond a I’espéce Streptococcus
agalactiae. Les streptocoques du groupe B donne habituellement, sur gélose au sang, des

colonies entourées d’une zone étroite d’hémolyse a bords flous
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Photo 9 : Colonies des streptocoques beta hémolytique ensemencées sur GBS.

3- Hémolyse y (absence d’hémolyse): dans ce troisieme cas il n’y a pas d’hémolyse ; ou la

gélose au sang reste totalement rouge. Les plus souvent sont les Streptocoque du groupe D
- Les streptocoques du groupe D (Non hémolytiques) :

Cultivent sur des milieux ordinaires et méme en présence de substances inhibitrices comme la

Bile-esculine. Sur gélose au sang frais, ils cultivent facilement en donnant de petites colonies
grisatres.

—_—.

DN

Photo 10 : Colonie des streptocoques non hémolytiques ensemencés sur GBS.
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4-3-2- Test de la Bile-esculine :
» Principe :

La Bile Esculine est un milieu servant a [lidentification présomptive des especes
d’entérocoques et les streptocoques D qui hydrolysent le glycoside et I'esculine en esculétine
et en dextrose. L'esculétine réagit a un sel de fer en formant un complexe de couleur marron
foncé ou noire. Du citrate ferrique est incorporé au milieu afin de servir d'indicateur de
I'nydrolyse de I'esculine et de la formation d'esculétine qu'elle produit.

Les sels biliaires inhibent la croissance des bactéries Gram positives autres que les
entérocoques (Richard, 2016).

» Technique :

- A I’aide d’une pipette pasteur on préléve une colonie a étudier et on ensemencer en stries les
surfaces de gélose inclinées
- Incuber pendant 24 et 48 heures a 37°C.

> Lecture :

- Réaction positive : noircissement du milieu, pour la tolérance a la bile et I’hydrolyse de
I’esculine.

- Réaction négative : aucun noircissement ne se produit, il n'y a pas eu de réaction.

(@) (b)

Photo 11 : Test Esculine : (a) Esculine négative, (b) Esculine positive.
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4-4- Identifications des staphylocoques :

S. aureus est identifi¢ sur ’aspect pigmenté des colonies, genéralement sont pigmentées en
jaunes et entourées d’une auréole jaune, Les autres espéces de Staphylocoques donnent des

colonies plus petites, rosées et n’entraine pas de virage du milieu.
4-4-1- Test de la coagulasse :
» Principe :

La propriété de Staphylococcus aureus a provoquer la coagulation d’un plasma "lapin ou
humaine" est due a la sécrétion d’une enzyme qui est la staphylocoagulase ou coagulase,
coagule le fibrinogéne par l'intermédiaire de la prothrombine qu'elle active en thrombine. La
recherche de cette enzyme est essentielle pour distinguer les souches potentiellement

pathogenes (Loir et Gautier, 2010).
» Technique :

La détection de cette coagulase s’effectue en ajoutant dans un tube a hémolyse 0.5 ml (500ul)
de plasma humain ou de lapin et 0.5 ml d’une culture de 18 h en BCC de la souche a étudier.
Le mélange est placé a I’étuve a 37°C et est incubé pendant 2-4 h.

Des lectures doivent étre effectuées toutes les heures au moins pendant les quatre premiéres

heures.
> Lecture:

-Coagulase positif : Coagulation du plasma, la souche est Staphylococcus aureus.
-Coagulase négatif : Pas de coagulation du plasma, la souche n’est pas une Staphylococcus

aureus.

Photo 12 : Test Coagulasse : coagulasse négative (a), coagulasse positive (b).
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4-5- Identification par la Galerie APl (BioMérieux) :
4-5-1- Identification par la Galerie Api 10 S :
» Principe :

La Galerie API 10 S est un systéme standardisé pour 1’identification des Enterobacteriaceae
et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux .C'est une technique de routine tres utilisée en
milieu professionnel pour le diagnostic in vitro et le contréle microbiologique.

Une Galerie se compose de 10 micro-tubes contenant un substrat déshydraté pour réaliser 11
tests biochimiques miniaturisés. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension
bactérienne a identifier, Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’additionne des réactifs. Un numéro de profil

est déterminé d’apres la série de tests (+ et -), qui permet d’identifier ’espéce (Derafa, 2012).

Photo 13 : Galerie API 10 S.

» Technique :

- Préparation de la Galerie :
Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée stérile
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide. La référence de la souche est inscrite sur

la languette latérale de la boite. La galerie est déposée ensuite dans la boite d’incubation.

- Préparation de I’inoculum :
A partir d’une culture jeune (18-24 heures), Faire une suspension bactérienne, dans un tube
contenant Sml d’eau physiologique stérile, d’opacité 0.5 sur I’échelle de Mac Farland avec

quelques colonies bien isolées prélevée sur un milieu gélosé.
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- Inoculation de la Galerie :

- Remplir & l'aide d'une pipette Pasteur les tubes et les cupules des tests : CIT, VP et GEL
avec la suspension bactérienne.

- Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- Creer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant leur
cupule d’huile de paraffine.

- Refermer la boite d’incubation, et incuber a 37 C° pendant 18-24 heures.
> Lecture:

Aprés incubation, la galerie sera lue et les résultats comparés au tableau de lecture Sur la fiche
de résultats sont notées toutes les réactions spontanées ou révélées par 1’addition des réactifs.
Les réactifs appropriés sont ajoutés aux compartiments.

- 1 a 2 gouttes de réactif de Kovac a I'IND (faire la lecture dans les minutes qui suivent).

-1 a 2 gouttes de réactif TDA.
4-5-2- Identification par la Galerie Api 20 NE :
» Principe :

API 20 NE est un systéme standardisé pour ’identification des bacilles a Gram négatif nom
entérobactéries et non fastidieux (ex : Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc), combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d’assimilation.
On inocule chaque tube avec la suspension bactérienne a identifier, Certains des puits auront
des changements de couleur résultants des différences de pH qui se traduisent par des virages
colorés ; d’autres produisent des sous-produits qui doivent étre identifiés avec des réactifs. Un
numéro de profil est déterminé d’aprés la série de tests (+ et -), qui permet d’identifier

I’espéce.

Photo 14 : Galerie APl 20 NE.
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» Technique :

- Préparation de I’inoculum :
Faire une suspension bactérienne, une seule colonie prélevée sur un milieu gélosé met dans
une ampoule d’API NaCl 0.85% Medium ou dans un tube d’eau distillée stérile, en

homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu.

- L’inoculation de la Galerie APl 20 NE :

- Remplir uniquement les tubes des tests NO3 avec la suspension bactérienne.

- Créer une anaérobiose dans les tests : GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule avec
I’huile de paraffine.

- Remplir les tubes et les cupules des tests : GLU a PAC avec la suspension bactérienne.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 48 heures.
» Lecture:

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés,
sauf certaines sont révélées par I’addition de Réactifs :

- Test NO3: NIT I + NIT Il

- Test TRP : Réactif de Kovacs.

Noter les résultats et comparer les réactions avec le tableau de différentiation (Annexe N°05).

5- Antibiogramme :

» Principe :

L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilité et la résistance d’une souche bactérienne
a divers antibiotiques, selon le communiqué du comité de l'antibiogramme de la société
frangaise de microbiologie (CA-SFM, 2020). Qui réalisé par la méthode de diffusion en
gélose (méthode des disques), sont plus utilisées par les laboratoires cliniques. Elles
consistent a disposer des disques de papier buvard imprégnés de concentration déterminee
d’antibiotiques a la surface d’un milieu gélosé. Dés 1’application des disques, 1’antibiotique
diffuse a partir du disque de maniére uniforme dans la gélose. Apres incubation, les disques
s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence de culture (Soude,
2005).
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» Technique :

A partir d'une culture pure de 18-24 h sur milieu gélose, une suspension en 5ml de solution
saline stérile (0,9 % NaCl) a été préparée en équivalente au standard Mc Farland 0,5
(108UFC/ml) (CA-SFM, 2020).L’ensemencement se fait par écouvillonnage (Méthode de
Kirby). A I’aide d’un écouvillon on ensemence par des stries serrés et en tournant la boite de

pétri a chaque fois de 60° et ceci trois fois afin d’assurer une bonne distribution des bactéries.
+ Application des disques d'ATB :

Les disques d’antibiotiques sont déposés sur la gélose Muller Hinton avec une pince

métallique stérile, puis incubées pendant 18h - 24 h a 37°C.
» Lecture:

- La lecture a eté faite par la mesure avec préecision les différents diamétres des zones
d'inhibition, en comparaison ces résultats aux valeurs critiques figurant dans les tableaux 2 et
3, 4.

- Les bactéries ont été classées dans I'une des catégories : Sensible (S) ou Résistance (R).

Tableau 2 : Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition pour les entérobactéries
(CA-SFM, 2020).

Antibiotiques Signes Charge du disque Diametres critiques
(mm)
S > R<
Amoxicilline AML 20 ug 19 19
Céfotaxime CTX 5 ug 20 17
Céfixime CFM 5 ug 17 17
Gentamicine GEN 10 ug 17 17
Céftriaxone CRO 30 ug 25 22
Tétracycline TE 30 g 18 15
Triméthoprime+ SXT 1,25- 23,75 ug 14 11
Sulfaméthoxazole
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Tableau 3 : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Pseudomonas

aeruginosa et Acinetobacter baumannii (CA-SFM, 2020).

Antibiotiques Signes Charge du disque | Diamétres critiques
(mm)
S > R<
Ticarcilline TC 75 Hg 50 18
Ticarcilline-acide TTC 75/10 ug 50 18
clavulanique
Piperacilline PRL 30ug 50 18
Tobramycine TOB 10 g 18 18
Colistine sulfate CS 30 ug 15 15
Aztréonam ATM 30 ug 50 18
Doxycycline DXT 30 ug 13 10

Tableau 4 : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour Staphylococcus spp.
(CA-SFM, 2020).

Antibiotiques Signes Charge du disque | Diametres critiques
(mm)

S > R<
Pénicilline G PEN 1 uniteé 26 26
Erythromycine E 15 pg 21 18
Tétracycline TE 30pg 22 19
Vanomycine VAN 30ug 17 17
Gentamycine GEN 10 ug 18 18
Acide fusidique ACF 10 ug 24 24
Pristinamycine PTN 15 ug 22 19
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Résultats

I- Résultats des analyses bactériologiques:
1- Prélévements :

Durant la période de notre travail qui s’est étalée de deux mois (15 Janvier — 15 Mars) au
niveau de laboratoire de microbiologie de centre universitaire « Salhi Ahmed de Naama» ,
25 prélévements ont éeté realisés sur les mains des personnels hospitalier dans le service
médecine homme et femme au niveau de I’hopital de Mecheria « Les Fréeres CHENAFA ».
Au totale 22 prélevements sont révélés positifs, soit un taux de 88 %o, alors que 12 % se

sont négatives (Figure 15).

12%

m Culture positive

= Culture negative

Figure 15 : Répartition des prélevements positifs et négatifs.

2- Fréquences des souches isolées :
2-1- Fréquence globale :

L’analyse bactériologique nous a permis d'isoler et identifier sur un total de 62 souches, dont
40 souches sont des Cocci a Gram Positifs soit un taux de 64.51% et 22 souches sont des

Bacilles a Gram Négatifs soit un taux de 35.48 % (Figure 16).
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m Bacille & Gram negatifs

m Cocci a Gram positifs

Figure 16 : Répartition globale des souches isolees.

2-2- Souches a Gram négatives :

> Entérobactéries:

L’analyse des especes identifiées par rapport a ’ensemble des souches d’entérobactéries
isolées, a montré une prédominance d’Escherichia coli avec 6 souches soit (27.27%), suivie
des Klebsiella pneumoniae avec 5 souches soit (22.72%), Shigella avec 3 souches (13.63%0)
et Escherichia Vulneris avec 2 souches (9.09%).

> Bacilles non fermentaires :

Identifiées des Pseudomonas aeruginosa avec 4 souches (18.18%) et Acinetobacnter
baumannii avec 2 souches (9.09%0) (Figure 17).
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9%

271%

14%
9%
23%
m Escherichia coli m Escherichia vulneris Klebsiella pneumoniae
m Shigella Pseudomonas aeruginosa ® Acinetobacnter baumannii

Figure 17 : Répartition de ’ensemble des espéces des bacilles a Gram négatifs isolées a
partir des mains des personnels hospitaliers au niveau de service médecine homme et
femme.

2-3-Biotypes des souches Gram (-):

L'étude biochimique par la Galerie Api 10S et Api 20NE nous a permis d’identifier 22
souches des bacilles a Gram négatives avec différents biotype qui sont mentionnées dans le
Tableau N°05.

Page 45



Résultats

Tableau 5 : Résultats de I’identification biochimiques de différentes espéces isolées.

Souche Oxydase Catalase Biotype
Escherichia coli Négatif Positif 7205
7201
7025
Escherichia vulneris Négatif Positif 7004
Klebsiella pneumoniae Négatif Positif 7404
7124
7506
Shigella Négatif Positif 2004
Acinetobacter baumannii Négatif Positif 6404
0000073
0041053
Pseudomonas 1177642
aeruginosa Positif Négatif 1577555

Photo 16 : Profil biochimique Api 10S de la souche d’E vulneris avec un biotype 7004.
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Photo 18: Profil biochimique Api 10S de la souche Klebsiella pneumoniae avec un biotype
7404,

Photo 19 : Profil biochimique Api 10S de la souche Acinetobacter baumannii avec un
biotype 6404
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Photo 20 : Profil biochimique Api 20 NE de la souche Pseudomonas aeruginosa avec un
biotype 1177642.
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Photo 21 : Profil biochimique Api 20 NE de la souche Pseudomonas aeruginosa avec un
biotype 1577555.
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2-4-Souches a Gram Positives :

L’analyse des espéces identifiées par rapport a 1’ensemble des souches cocci isolées, a
montré une dissémination de Staphylococcus aureus avec 14 souches soit (35%b), suivie de
Staphylococcus epidermidis avec 8 souches soit (20%), Streptocoques avec 4 souches (10
%). et les Enterocoques avec 14 souches (35%0) (Figure 18).

20%

S,aureus m S, epidérmidis m Streptocoques Enterocoques

Figure 18 : Répartition de I’ensemble des especes de cocci a Gram positifs isolées a partir

des mains des personnels hospitaliers au niveau de service médecine homme et femme.
3- Répartition des souches isolées selon le type de services :

Le service de médecine homme enregistre le taux le plus important de souches isolées avec

un taux de 64.51% (Figure 19), par rapport au service de médecine femme ou un taux
35.48% (Figure 20).
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Tableau 6 : Répartition des souches isolées dans le service médecine homme et femme.

Hopital Service de Médecine Service de Médecine
Homme Femme
Souches
Escherichia coli 4 (10 %) 2 (9,09 %)
Escherichia vulneris 2 (5%) \
Klebsiella pneumoniae 5 (12.5 %)

Pseudomonas aeruginosa

4 (18.18%)

I
™~

Acinetobacter baumannii 2 (9,09%)
Shigella 3(7.5%) \
Staphylococcus 8(20 %) 6 (27.27%)
aureus
Staphylococcus 4(10 %) 4 (18.18%)
Epidérmidis
Streptocoques 4(10 %) \
Enterocoques 10 (25 %) 4 (18.18%)
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10%

5%

20%
m Escherichia coli m Escherichia vulneris Klebsiella pneumoniae
m Shigilla Staphylococcus Aureus m Staphylococcus epidérmidis
= Streptocoques = Enterocoques

Figure 19 : Répartition de 1’ensemble des especes isolées a partir des mains des personnels
hospitaliers au niveau de service de médecine homme.

m Escherichia coli m Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii

Staphylococcus Aureus m Staphylococcus epidérmidis m Enterocoques

Figure 20 : Répartition de 1’ensemble des especes isolées a partir des mains des personnels
hospitaliers au niveau de service de médecine femme.
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4-3- Répartition des souches isolées Selon la fonction de personnels hospitaliers :

Les aids soignants et les infermiéres de services médecine homme et femme apparaissent
comme étant les personnels les plus contaminés par les germes nosocomiaux avec 72.58%,
suivi les médecins avec un taux 14.90%. Le chef service vient en derniére position avec un
taux de 12.51% (Figure 21, 22).
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Chef service Médecins Aides-soignants +
infermieres
mE coli ® E vulneris m Shigella m klebsiella pneumonie
m S aureus m S epidérmidis = Enterocoques = Streptocoques

Figure 21 : Répartition des especes isolées selon la fonction des personnels hospitaliers de
service médecine homme.
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Figure 22 : Répartition des espéces isolées selon la fonction des personnels hospitaliers de
service médecine femme.
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I1- Résultats de I’antibiogramme :
1- Les Entérobactéries :

Les Entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries fréquemment impliquée dans
les infections humaines. Cette famille étaient résistantes aux béta-lactamines testés dont le
taux varie selon I’espéce bactériennes et la molécule d’antibiotique. Les entérobactéries que

nous avons identifiées dans notre étude sont comme le suivant :

1-1- E. coli :

L’ensemble des souches d’E. coli étudiées ont révélé une résistance totale (100%) Vis a vis
1’ Amoxicilline (AML), pour les Céphalosporine ont révélé un taux moyenne de 50% Vis-a-
vis le Céfixime (CFM) et 25% Vis-a-vis les autres antibiotiques : Céfotaxime (CTX), et
Céftriaxone (CRO). Suivi par un taux de résistance tres important (75%) pour les
sulfamides (sulfatméthoxazole+triméthoprime) « STX », cependant un taux faible de
résistance de 25% pour la Tétracycline (TE). Mais au contraire, on a noté une sensibilité

totale aux Gentamycine (GEN) (Figure 23, photos 22).
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Figure 23 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches d’E.coli.
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Photo 22 : Antibiogramme des souches d’E.coli.
1-2-Shigella spp:

Les souches Shigella ont une grande sensibilité a tous les antibiotiques testés (CTX, CFM,

GEN, CRO, TE, SXT), sauf I’Amoxicilline présente une forte résistance avec un taux de
100% (Figure 24, photo 23).
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Figure 24 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches Shigella spp.
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Photo 23 : Antibiogramme de la souche Shigella spp.

1-2- Klebsiella pneumoniae :

Les souches de Klebsiella pneumoniae identifiées présentent une résistance totale vis-a-
vis I’ Amoxicilline (100%) et pour les céphalosporines ont révélé un taux plus élevé de
75% vis-a-vis Cefexime (CFM) et 50% vis-a-vis les autre antibiotiques : Cefteriaxone
(CRO) et Cefotaxime (CXT). 50% aussi pour la Gentamycine (GEN). Elles présentent une
résistance de 40% vis-a-vis la Tétracycline. Elles Présentent aussi résistance assez faible de
25% a I’association Sulfamethaxazole + Triméthoprim (Figure 25 et Photo 24).
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Figure 25 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches Klebsiella pneumoniae.
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Photo 24 : Antibiogramme des souches de Klebsiella pneumoniae.

2- Entérobactéries non fermentaires :

2-1- Acénitobacter baumannii :

Chez les souches d’Acenitobacter baumannii on a noté une résistance totale (100%o) vis-a-

Vis tous les antibiotiques de la famille des B-lactamines : I’Amoxicilline (AML), Céfotaxime
(CTX), Céfixime (CFM), et Ceftriaxone (CRO). Par contre une bonne sensibilité (100%)

aux Tétracycline (TE), Gentamicine et pour 1’association Sulfamethaxazole +Triméthoprim
(STX) (Figure 26, Photo 25).
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Figure 26 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches d’Acenitobacter baumannii.
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Photo 25 : Antibiogramme de souche d’Acenitobacter baumannii.

2-2- Pseudomonas aeruginosa :

Les souches de Pseudomonas aeruginosa identifiées sont totalement résistantes (100%6) aux
Ticarcilline (TC), Tiacrcilline-acide clavulanique (TTC), Piperacilline (PRL) suivi d’un
taux de 85% pour Aztréonam (ATM), 65% pour les Aminosides : la Tobramycine (TOB),
suivi d’un taux de résistance (50%0) pour les polypeptides particulierement pour la Colistine
sulfate (CS). Concernant le Doxycycline (DXT) on a retrouvé une sensibilité totale (100%6)
(Figure 27 et Photo 26).
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Figure 27 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa.
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Photo 26 : Antibiogramme des souches de Pseudomonas aeruginosa.

3- Staphylococcus aureus :

L’ensemble des souches des Staphylococcus aureus étudiées avait une forte résistance
100% pour la Pénicilline (PEN), Vancomycine (VAN), Suivi de 50% pour Tétracycline
(TE) et Acide fusidique (ACF) et de 25% pour Erythromycine (E) et Gentamycine (GEN).
Antibiotique Pristinamycine (PTN) remarquées tres active sur tous les souches testées
(Figure 28, Photos 27).
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Figure 29 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches de Staphylococcus aureus.
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Photo 27 : Antibiogramme des souches de Staphylococcus aureus.

I11- Résultats de I’enquéte :

Nous avons effectué une enquéte portant sur les connaissances, attitudes et pratiques liées au
lavage des mains. Elle a concerné tous les personnels hospitaliers de service de médecine
homme et femme. Mais, malheureusement a cause des conditions de dissémination du
Corona virus, nous avons rencontrées des difficultés. Un grand nombre de personnels ne
sont pas répondus, malgré que nous avons laissé les fiches d’enquétes pendant 10 jours,
mais a cause de la non disponibilité de certains enquétés qui prétendaient étre pressés et
stressés et ils n’ont pas le temps pour répondre, seulement certains personnels hospitaliers

ayant accepté de participer vis-a-vis cette enquéte, soit 7 personnels exacte.

Les résultats de I’enquéte sont résumés dans le Tableau N°07 et la Figure 29 :
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Tableau 7: Détermination du niveau de connaissance et de la pratique du
Lavage des mains chez les enquétes.

Les questions Effectifs Pourcentage
100%
Les réponses . -
P Oui Non Oui Non
QST | Connaissance des enquétés sur I’importance de I’hygiéne des 7 0 100 0
1| mains
QST | Connaissance des enquétés sur les différents types du lavage des 5 2 71.42 28.57
2 .
mains
QST | Connaissance des enquétés sur la différence entre le lavage 3 4 42.85 57.14
3 | simple et le lavage hygiénique des mains
QST | Connaissance des enquétés sur le type de lavage des mains 5 2 71.42 28.57
4 | pratiqué dans le service LS LH
QST | Connaissance des enquétés sur le type de savon disponible et 5 2 71.42 28.57
5 | utilisé dans le service SO SA
QST | Attitude des enquétés de laver les mains a I’arrivée et au départ 6 1 85.71 14.28
6 | de service
QST | Attitude des enquétés de laver les mains avant et apres tout 3 4 42.85 57.14
7| contact avec un patient
QST | Attitude des enquétés de laver les mains avant et apres tout soin 5 2 71.42 28.57
8 | propre ou tout acte invasif
QST | Attitude des enquétés de laver les mains avant d’enfiler et aprés 6 1 85.71 14.28
9 | le retrait des gants de soins
QST | Attitude des enquétés de laver les mains apreés tout contact avec 4 3 57.14 42.85
10| des liquides biologiques (sang, selles, urines ...)
QST | Attitude des enquétés de changer les gants plusieurs fois 5 2 71.42 28.57
11| pendant la journée
QST | Connaissance des enquétés sur I’action des produits hydro - 5 2 71.42 28.57
121 alcooliques sur les bactéries multi résistantes aux antibiotiques.
QST | Connaissance des enquétés sur I’efficacité de la désinfection 5 2 71.42 28.57
13| des mains avec un Produit hydro- alcoolique(PHA) par rapport
un lavage au savon doux.
TOTALE 100%

LS : Lavage simple LH : Lavage hygiénique

SO : Savon ordinaire  SA : Savon antiseptique
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Figure 30 : Répartition des réponses obtenues de questionnaire sur les niveaux de

connaissance et de la pratique du lavage des mains chez les différentes enquétés.

Notre enquéte nous a permis de noter quelques observations :

v' la plus parts des personnels hospitaliers (100%) connaissait 1’importance de
I’hygiéne des mains. Et (71.42%) savaient qu’il existe trois types de lavage des
mains.

v La différence entre le lavage simple et le lavage hygiénique des mains est non
reconnu par la moitié des enquétés (57.14%0) ce qui est encore grave étant donné que
le temps de lavage et le type de savon ont tous leur importance dans la bonne
pratique des régles d’hygiene.

v' Dans 71.42% des cas, les enquétés utilisent un savon ordinaire pour un lavage
simple dans le service. . Ce qui s’explique par le fait que le savon ordinaire est plus
accessible plus disponible et le moins cher. Les autres (28.57%) disaient que c’est le
savon antiseptique liquide.

v' Les enquétés dans 85,71% se lavaient les mains a ’arrivée et au départ du service.

v' Les enquétés dans 57.14% des cas ne se lavaient pas les mains avec le savon avant et
apres tout contact avec un patient Et (71.42%) des cas se lavaient les mains avec le

savon avant et apres tout soin propre ou tout acte invasif.
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v La majorité du personnel soit 85.71%se lavaient les mains avant de porter et apres
de retrait les gants.

v Plus que la moities des personnels hospitalier changez les gants plus une fois pendant
la journée.

v' La majorité du personnel soit 71.42% avait une idée sur D’efficacit¢é de la
désinfection des mains avec un Produit hydro- alcoolique (PHA) par rapport un
lavage au savon doux. Et (28.57%) qui connaissait 1’action des produits hydro

alcooliques sur les bactéries multi résistantes aux antibiotiques.
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Discussion

Notre travail a été axé sur la caractérisation des bactéries pathogenes isolées par les mains
des personnels hospitaliers et d’évaluer I’incidence des bactéries résistantes aux antibiotiques

dans le service médecine homme et femme.

D’apres nos résultats, nous avons montré que la majorité des prélévements sont souvent poly-
microbiens, un panel de 62 souches bactériennes isolées, dont 40 souches sont des cocci a
Gram positifs occupé la premiére place avec une fréquence trés importante 65%, la
dominance a été attribuée aux Staphylococcus aureus et Entérocoque suivi des
Staphylococcus epidérmedis et Streptocoques. Et 22 souches sont des bacilles a Gram négatifs

avec une fréquence de 35%. Parmi les souches d’entérobactéries cliniques isolées trouvant :

Escherichia coli2 représente souvent la bactérie la plus identifies parmi les bacilles a Gram
négatifs (BGN) isolés des prélevements cliniques (27.27%). Elle est souvent rapportée comme
responsable des infections nosocomiales, suivi les Klebsiella pneumoniae avec une fréquence
tres pres (22.72%). Quand celle-ci est considérée comme étant la cause majeure des infections
urinaires, puisqu’elle réside principalement au niveau du tube digestif, et est capable de ce
disséminé facilement par transmission manu-porté. Comme cela été observé dans 1’étude de
(Rahal et al., 2018) en Algérie Et au Maroc par (Mrich, 2018).

En plus des espéces couramment isolées a I’hdpital, nous avons pu isoler d’autres especes, qui
sont rarement rencontrées en milieu hospitalier, il s’agit d 'Escherichia vulneris et Shigella

spp avec des taux faibles 9 a 13% respectivement.

Nous avons isolé aussi  d’autres BGN non fermentaires, la plupart des études
épidémiologiques ont montré la nette prédominance de Pseudomonas aeruginosa, Suivi

d’Acénitobacter baumannii.

La présence de nombreux germes dans tous les prélevements que nous avons effectués. Peut
étre expliquée par les contaminations des mains des personnel directement ou indirectement
par le matériel non stérile de 1’hopital et aussi aux déplacements du personnels entre les

différents services sans aucun respect des modalités de prévention.

Une légeére différence a été remarquée entre le service de médecine homme et femme. Ou on a
réveélé 40 souches de 64.51% pour le service médecine homme. Alors que le service médecine

femme a présenté 22 souches avec un pourcentage de 35.48%.
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Tous les personnels hospitaliers ne sont pas égaux devant la colonisation de leurs mains avec
certains agents pathogenes. Et ca revient au lange duré d’activités durant les soins et leurs
contacts avec différentes objets et plusieurs patients, aussi leurs circulations dans les
différents services. Les aids soignants et les infermiéres occupent la premiere place avec un
taux de 72.58%, suivi les médecins avec un taux 14.90 %. Le chef service vient en derniére
position avec un taux de 12.51%. Cette différence elle peut étre liée a un déficit de 1’hygicne

hospitaliere et a une défaillance du lavage des mains qui constitue un probléme universel.

L’antibiogramme des entérobactéries isolées dans le service médecine homme et femme a
révélé une résistance tres élevée aux béta-lactamines particulierement a I’amoxicilline 100%,

pour les autres antibiotiques le taux de résistances est varié selon I’espéce bactérienne.

Les résultats de I’antibiogramme indiquent que les souches d’E.coli isolées sont résistantes
totalement vis-a-vis les béta-lactamines particuliérement pour 1’amoxicilline, aussi pour les
sulfamides, sulfamethoxazole+trimethropine (SXT). Ce qui similaires aux résultats des études
a I’échelle national en Algérie par (Archi et Lalounatni, 2018) et a I’échelle international en
Cote d’Ivoire par (Gadou, 2019). Ont révélé une résistance faible concernant les tétracyclines
et les cephalosporines de 3eme génération, soit comparant nos résultats avec ceux des autres
études obtenu en Guelma par (Bouguenoun, 2017) ou les taux de résistance ont été tres
élevés (100%). Au contraire on a noté une sensibilité totale pour I’aminoside particuliérement
la gentamycine. Ces résultats sont différentes ou les taux de résistance sont élevés (85%) de
ceux decris par (Bennini et Mehdi, 2017) et par (Madi et Djema, 2019) en Bouira.

La plupart des souches de Klebsiella pneumoniae sont résistantes vis-a-vis les béta-lactamines
notamment pour I’Amoxicilline, Ces résultats concordent bien avec ceux obtenus en Guelma
par (Cherafa et Ziadi, 2017). Par contre les familles d’antibiotiques de Céphalosporines :
céfotaxime(CTX), ceftriaxone(CRO). Ces taux de résistance étaient plus importants. Nos
résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par (Gadou, 2019). Qui représentent des
taux de résistance (96,8 %). On a révelé une résistance moyenne vis-a-vis la Gentamycine,
aussi pour la Sulfamethaxazole+Trimethoprin. ce qui semblable a plusieurs études réalisées
aux Bamako au Mali (Dafee, 2018) , en Constantine (Haouachi , 2017), qui sont trouvées un

taux de résistance respectivement soit (37,70% %) et (60.68%).
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Un taux de résistance élevé a été observé chez les souches d’Acénitobacter baummanii,
particulierement aux 1’amoxicilline et Céfotaxime, aussi a Céftriaxone. Ces taux sont
similaires a celui rapporté dans les deux études obtenu en Maroc par (Mortaji, 2019 et
Wafi, 2017) et en Algérie par (Bouguenoun, 2017). Aucune résistance n’a été observée a la
Gentamycine, Tétracycline et I’association de Sulfamethaxazole+trimethoprin. Nos résultats
différent de ceux rapportés dans plusieurs études en Tizi Ouzou par (Allal et Hadbi, 2018),
en Maroc par (Uwingabiye, 2018) et en Egypt (Abdulzahra et al., 2018) ou les taux de
résistance ont été tres élevés pour tous les familles des antibiotiques notamment les
Aminosides (92.16 %) et les sulfamides (80%).

Les souches de Pseudomonas aeruginosa étudiées présentent un taux de résistance assez
élevé aux Ticarcilline, Ticarcilline —acide clavulanique ce qui semblable a 1’étude réalisées a
Ain Témouchent par (Benkhedouda et Bensaber, 2018) et une forte résistance aussi pour
Aztréonam et Piperacilline. Ces résultats sont comparables a ceux indiqué en CHU de
Constantine par (Memdouh et Reddaf, 2018). Nous avons également constaté que les
souches de P. aeruginosa ont montré des taux de résistance élevés aux Tobramycine et
Colistine sulfate. En comparaison a des taux de sensibilités a la Tobramycine et colistine
(75%, 80%) qui rapportés dans les études de (Hassaine et Hmmoumi, 2018) en CHU de
Tlemcen et de (Aissat et Kasmi, 2017) en Bejaia. Sont apparient différents par rapport a nos

souches A part la Doxycycline, pour laquelle tous les isolats sont restés sensibles (60%).

D’aprés nos résultats de I’antibiogramme pour les staphylococcus aureus, une forte résistance
a été observe vis-a-vis les béta-lactamines (la pénicilline) Comme cela été observé dans une
étude en Bouira par (Ghali et Mostefai, 2019) et par (Mezhoud et Khalfallah, 2018).Mais
les résultats de ces derniéres études sont légerement différents de ceux trouvés dans notre
travail pour les Glycopeptides (Vancomycine) qui est totalement sensible (95%). Nous avons
remarqué une résistance moyenne pour la Tétracycline. Une résistance faible pour les
Aminosides (Gentamycine) et aussi pour Les Macrolides (Erythromycine). Par contre une
sensibilité a haut niveau pour la Pristinamycine. Ces résultats sont similaires aux résultats
trouvés dans une étude réalisée en Constantine par (Bouhafs et al., 2018). Concernant 1’acide
fusidique (Barika et Boussaidi, 2019) a rapporté des taux de résistance faible (25%) qui est
inferieur que ceux trouvés dans notre travail qui représenté une résistance plus ou moins

important.
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L’étude de la bio résistance des especes bactériennes isolées, nous a confirmé que certaines

exhibent une résistance aux différents antibiotiques utilisés.

Concernent notre enquéte elle nous a permis d’avoir un aper¢u sur la connaissance et la

pratique du lavage des mains de fagcon général au sein de service médecine homme et femme.

La plupart des personnels avaient des connaissances sur I’importance d’hygiéne des mains
dans un milieu hospitalier. Et savaient les différents types de lavages. Ce qui est important en
matiére d’hygiéne des mains. Comme cela été observé dans I’é¢tude de (Amene et al., 2018)
en Algérie. Le savon ordinaire était 1’antiseptique le plus utilisé par le personnel, par ailleurs
certains affirmaient que c’est le savon antiseptique liquide, qui permet une meilleure pratique
de I’hygiéne des mains parce qu’il est moins manipulable et son étalement sur la main est plus
aisé. Par rapport a la pratique du lavage des mains avant et aprés tout soin propre ou tout acte
invasif et avant de porter et apres de retrait les gants. La majorité affirmait le faire, par contre

certains ont reconnu ne pas le pratiquer réguliérement.

En ce qui concerne le lavage des mains avant et apres tout contact avec un patient. Plus que la
moitié des cas ne se lavaient pas leurs mains avec le savon ou par friction hydro alcoolique.
Ce qui déférent totalement a ce retrouvé dans I’étude de Blanchard réalisée en 2019, en
France (Blanchard, 2019) ; Ou tous les personnels hospitaliers de tous les services (100%o)

affirment la désinfection de leurs mains avant et apres toute contact avec les patients.

Ils étaient trés peu a savoir I’action des produits hydro alcooliques sur les bactéries multi
résistantes aux antibiotiques. Ce taux est inférieur a celui de (Blanchard, 2019) qui a trouvé
70%.

L’hygiéne des mains, ce geste simple et souvent considéré comme banale mais, reste la
mesure essentielle pour réduire les infections manu portées au sein de nos établissements de

soins.
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Conclusion

Actuellement, dans les structures hospitaliéres on assiste a 1’émergence des germes multi
résistantes aux antibiotiques. La transmission de ces germes dépend les " réservoirs ", les
patients, les personnels hospitaliers, le matéricl médicale, 1’environnement hospitalier. Les
mains des personnels hospitaliers représentent la principale source de la transmission de ces
agents pathogénes nosocomiaux « la transmission est manu porté ». Donc, Le réle particulier
de I’hygiéne des mains a été longtemps considéré comme mesure important et obligatoire
essentiellement pour les personnels hospitalier a grande activité professionnel tels que :
Médecines, Infirmiers, Aides-Soignants, qui ils obligent les tres souvent de laver les mains
avant et aprés avoir été en contact avec les patients et les différentes surfaces, pour le but de

réduire la propagation des bactéries multi résistantes dans les hopitaux.

De ce fait, notre étude a porté sur I’isolement, 1’identification biochimique, et I’étude de la
résistance aux antibiotiques de déférentes souches isolées a partir des mains des personnels

hospitaliers dans le service médecine homme et femme.

Notant que, cette étude constitue la premiere documentant réalisée dans I’hopital de Mecheria.
Nous avons essay¢ d’attirer 1’attention sur le risque d’émergence et de dissémination des
germes pathogenes, dans 1’environnement hospitalier et le risque de leur transmission aux
malades. Ainsi, que d’évaluer la qualité de I’hygiéne des mains et de déterminer 1’évolution

du niveau de la résistance aux antibiotiques de ces germes.

Dans cette étude, nous avons déterminés un taux tres élevés des souches isolées, sont 62
souches avec plusieurs espéces bactériennes : Escherichia coli, Escherichia vulneris, Shigella,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii , Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterocoques et les Streptocoques, qui sont bien

désignées comme des agents cliniques et épidémiologiques.

Sous un autre angle, 1’étude de la résistance aux antibiotiques a montré que la majorité des
bactéries isolées expriment une résistance a différentes familles d’antibiotiques, mais a des
degrés variables. Les taux de résistance les plus élevés ont ét¢ marqués a I’égard des Béta

lactamines, suivie les Aminosides, les Sulfamides, Macrolides et les Tétracyclines.

Les Doxycyclines et Pristinamycine restent actifs sur certaines souches de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, ce qui maintient I’efficacité de ces antibiotiques dans le

traitement des infections dues a ces bactéries.
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Conclusion

Les germes trouvés dans notre eétude sont en effets cités depuis longtemps par la littérature

scientifigue comme des germes responsables des infections nosocomiales. En effet, face aux

prévalences de nos germes retrouveés et leurs taux de résistance importante aux antibiotiques,

plusieurs mesures devront étre prises en charge, devront étre basées principalement sur une

meilleure politique de prévention, incluant I’hygiéne, et plus précisément 1’hygiéne des mains.

Qui constitue la procédure principale pour limiter le risque d’infection nosocomiale, aussi la

dissémination de résistances aux antibiotiques.

Pour cela, Il est fortement recommandé d’effectuer un lavage des mains par savon ou par

friction hydro-alcoolique :

AInsi ;

>

immédiatement avant tout contact avec un patient.

immédiatement avant tout soin propre ou tout acte invasif.

entre un soin contaminant et un soin propre ou un acte invasif chez un méme patient.
aprés le dernier contact direct ou soin aupres d’un patient.

avant d’enfiler des gants pour un soin.

immédiatement apres le retrait des gants de soins.

apres tout contact avec des liquides biologiques (sang, selles, urines ...).
dans cette étude on ouvre de nombreuses perspectives :

Réalisation des prélévements quotidiennement a partir des mains des personnels
hospitaliers pour évaluer la contamination ainsi que qualité de lavage des mains.
L’hygiene des mains doit €tre prise au sérieux. Dont le lavage doit étre appliqué avec
des antiseptiques spécifiques, avant et aprés chaque soin sur un méme patient. Ce qui
pourrait limiter I’émergence des germes pathogénes et limiter les infections
nosocomiales.

Un programme de lutte contre la propagation et la transmission des agents pathogenes
dans un milieu hospitalier doit étre mené par la sensibilisation de I'ensemble des
professionnels de santé les médecins, aides-soignants, les infirmiers.

Nous incitent a proposer des recommandations au sein des structures sanitaires.
particulierement du renforcer de I’application des mesures générales d’hygiéne, et plus

précisément 1’hygiéne des mains.
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Annexe N°01:

Pratique d’hygiéne :

Les recommandations pour I'hygiene des mains dans I'exercice des soins sont attendues depuis

longtemps par I'ensemble des personnels soignants. La fiche ci-dessus présente trois sortes de

lavage et les différentes méthodes de désinfection, avec leurs objectifs, leurs indications, les

produits utilisés et la technique en elle-méme.

Tableau 01 : Les différents types de lavage des mains (Minata, 2009).

Lavage simple

Lavage antiseptique

Lavage chirurgical

-Prévenir la transmission
manu porté.
- Eliminer les salissures et

réduire la flore transitoire

- Action sur les salissures.

- Eliminer la flore transitoire
des mains par I’effet de
I’antiseptique.

- Réduire la transmission

- Eliminer la flore
transitoire et Réduire la
flore résidente.

- Réduire la transmission

manu-portée des germes

Objectif . .
manu-portée des germes pour | lors de geste nécessitant
des gestes invasifs ou une haute asepsie.
contaminants.

Agent Eau et savon doux. - Eau et savon désinfectant. - Eau et savon antiseptique.

Durée 30 secondes. 1 minute. 5 minutes.

-savonner toutes les surfaces - Méme technique que pour | Mouiller les mains et avant-

de la main jusqu'aux avant- le lavage simple mais bras.

bras prendre une dose de savon -Savonner les mains et

- ringage abondant a I'eau liquide avant-bras | minutes

courante. Désinfectant. pour chaque coté.
Techniques | - sécher minutieusement avec | - Savonner 30 a 60 secondes | -brosser les ongles 1 minute

serviette a usage unique.
- fermer le robinet & l'aide de

la serviette.

selon les indications du

fabricant.

(30 secondes/mains).
-Rincer les mains et les
avant-bras.

-Sécher.




1.
2.
3.

Annexe N°02:

Questionnaire

N° de la fiche d'enquéte :
Date du jour:/_/ [ [
Age/ [/

1=15-20ans ; 2=21-29ans ; 3=30-39ans ; 4=40-49ans ; 5=50ans et plus.

4.
5.
6.

10-

11-
12-

13-

Sexe/ [  1=masculin ; 2=féminin.
Profession /__/1=Médecin ; 2=Infirmier ; 3= aides-soignants.

Services /__/1=Médecine homme; 2= Médecine femme.

Savez-vous pourquoi on fait I’hygi¢ne des mains ?/__ /1=0ui ; 2=Non.

Il existe combien de types de lavage des mains ?/___/ 1=Un ; 2=Deux ; 3=Trois.

Le lavage hygiénique des mains est-il différent du lavage simple ?/___ /1=0ui; 2=Non.
Savez-vous le type de lavage des mains pratiqué dans le service ?/___ /1=0Qui; 2=Non.

Savez-vous le type de savon utilisé dans le service ?/__ /1=0ui; 2=Non.

Par rapport a la prise de service est ce que vous laver les mains a I’arrivée et au
départ ? 1=0ui ; 2=Non

Laver vous les mains avant et aprés tout contact avec un patient 2/ / 1=0ui ; 2=Non
Laver vous les mains avant et aprés tout soin propre ou tout acte invasif 2/ / 1=Oui
: 2=Non

Laver vous les mains avant d’enfiler et aprés le retrait des gants de soins ?/  / 1=0uli
; 2=Non

Laver vous les mains aprés tout contact avec des liquides biologiques (sang, selles,
urines ...)?/ [ 1=0ui ; 2=Non.

vous changez les gants plusieurs fois pendant la journée 1=0ui ; 2=Non

Les principes actifs (alcools) de ces produits hydro -alcooliques ont une action
bactéricide y compris sur les bactéries multi résistantes aux antibiotiques ?/ ---/1=0ui;
2=Non.

La désinfection des mains avec un Produit hydro- alcoolique (PHA) plus efficace

associee a un lavage au savon doux ?/  /1=0ui ; 2=Non



Annexe N°03:

Composition des Milieux de culture (En g/l)

Gélose Chapman :

Extrait de viande de DOBUL ........c.oooiiiiiiiiiiieceee e 19
T 0] (0] T PR TPPTUPPP 10g
1 T 0T o OSSPSR 10g
(0801 0] 10T £ 0 =310 T [ 1o o PRSP 759
ROUGE € PRENOI ... bbb 0,025g
F N0 L | SO PPR 159
0] PSSRSO 7,5

Peptone de VIANAE ... et e e e eraa e 39
PEPLONE U8 CASEINE ....eveevieieeee ettt ettt st e et e et e et e sb e et e ereesbeesbeentesaeesteennenres 17¢
Mélange de SEIS DIHAITES. .........ciiiieiiee e e 1,59
LACTOSE ...ttt 10g
CrISTAL VIOIEL.......eiiic ettt e st e e aesae e nreenre e 0.001g
ROUGE NEULTE ..ottt ettt e et e et e e bt e e e nbb e e e nbn e e e se e e e sneeennes 0.03g
ChIOTUIE 08 SOUTUM.......eiiiiiiiietii bbbttt sttt 5¢

INfusion de VIande de DOBUL .........ccueeviiieieieieeee e 3009
HydrolySat 08 CASEINE .......cceeiiieieieie ettt ene e o 17,59
AN 0] T [ o T 1,5¢
N0 | O PPR 179
0] SRS 7,4

Mélange SPECIal A PEPLONES. ......ccuiiiriiiiiie ettt ettt re e 23¢
N 01 [0 lg
2 T PRSPPI 59
N2 RSP PPR 10g
SaNG de MOULON. .. ...ttt et e 50 ml



Gélose a I'esculine :

EXIFaIt A8 VIANGE......eouiiieiece et e et e be e sneesbeeneenneas 39
PEPLONE G VIANGAE. ...ttt bbbttt n et nbe e 5¢
BilE e DOEUL......cviviieiieie ettt ettt ettt eb et eae e 409
ESCUIINE. .ttt et e et et e e et R e et e e re e re e e nreenn 1g.
FEE (TT1) CIEFALE. ..ottt ettt et e e st et e et e sneesbeeteen e eneenrees 0.59
AAGAE . 1459
DH o 6.8

[T 0] (0] T O RTPRUPR 159
EXIrait de VIANGE ....oeceeeee ettt ettt a e ne e te e ee e 10g
EXIFAIT 08 TEVUIE ...ttt n b bbb nre s 29
N (O BT O T PRSP PP PPPPRPRPS o5g
N - TP ORI 20g
01 [ 7.6

PrOtBOSE-PEPLONE. .. ..ottt ettt 109
Infusion de cervelle de VeaU. .........o.ouiiitii e 12.5g
Infusion de coeur de baeuf........oouiii i, Sg
6 1R 00T 2g
Chlorure de SOAIUML. ... vt 5g
Hydrogénophosphate de soditm........... ..o, 2.5g

/0] = 7.4



Annexe N°04:

Colorants utilisé

Violet de gentiane :

5 13310 ) PPN 2g
VI0let de GENtIANE. ...\ vv ittt ettt e e e e e lg
Ethanol @ 000, ... .o 10ml

Eau distille. ... o.vne e e 100ml

Lugol

Todure de POtaSSTUML. .. .....eni it 2g
Tode MELhAlOIAE. .. .....uiiiet i e e et e lg
Eau distillEe. ... .uieei e 300ml

Fuchsine :
FUchSIne basiqUe. ......o..uiti e dg
Alcool éthylique @ 90°. ... .. oot LOM
PNl .. e ——— e e 5g
BaU diStill€e. ... e 100ml



Annexe N°05 :

Tableaux de lecture des résultats de la Galerie API 10S et API 20NE

Tableau 02 : Lecture de résultat de la Galerie API 10S.

Résultats
Tests Réactions/Enzymes S— __
Négatif Positif
ONPG B-galactosidase Incolore Jaune
GLU fermentation / oxydation (GLUcose) bleu / bleu-vert jaune / jaune-gris
ARA
fermentation / oxydation bleu / bleu-vert Jaune
(ARADbinose)
LDC
Lysine Décarboxylase jaune rouge / orange
oDC
Ornithine Décarboxylase Jaune rouge / orangé
CIT
Utilisation du Citrate vert pale / jaune bleu-vert / bleu
0,756
H2S incolore / grisatre dépot noir /
production d'H2S fin lisere
URE Urease Jaune rouge / orange
TDA TDA / immédiat 0,38
Tryptophane Désaminase =
Jaune marron-rougeatre
IND JAMES / immédiat
production d'Indole
incolore Rose
vert pale / jaune
OX
cytochrome-Oxydase (voir notice du test oxydase)
NO2 NIT 1+ NIT 2/2-5min
production de NO2 Jaune Rouge




Tableau 03 : Lecture de résultat de la Galerie APl 20NE.

Résultats
Tests Réactions/Enzymes
Négatif Positif
Réduction des Nitrates en nitrites NIT 1+NIT 2 /5 min
Incolore rose-rouge
NO3 g
Réduction des Nitrates en azote Zn /5 min
Rose Incolore
TRP Tryptophane JAMES / immédiat
formation d'indole
Incolore Rose
vert pale / jaune
GLU Fermentation (Glucose) bleu a vert Jaune
ADH Arginine Di Hydrolase Jaune orange / rose /rouge
URE Urease Jaune rouge / orange
ESC esculine citrate de fer Jaune gris / marron / noir
Hydrolyse(E-glucosidase)
GEL Gélatine (origine bovine) pas de diffusion diffusion du pigment
Hydrolyse (protéase) du pigment noir
PNPG R-galactosidase Incolore Jaune
GLU Glucose Transparence Trouble
ARA Arabinose transparence trouble
MNE Mannose transparence trouble
MAN Mannitol transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine transparence trouble
MAL Maltose transparence trouble
GNT Potassium Gluconate transparence trouble
CAP Acide Caprique transparence trouble
ADI Acide Adipique transparence trouble
MLT Acide Malique transparence trouble




Annexe N°06 :

Tableau 8: Résultats de la résistance des souches d’entérobactérie vis-a-vis les différentes

antibiotiques testés.

Klebsiel | Acénitob

ATB E. Coli 2 E. Vulneris Shigella la acter
Spp pneumo | baumma

niae nii
S1(S2|S3|S|S|S6|S1|S2|S3|S3[S1|S2|S3|S4|8S1|8S2| S1 |¢s1
415
S

AML I RIR|IR|R|IRIRIR|RIR|RIR|R|R|R|R|R R R
C’IX | S|S|S|R|R[{S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S R R
CPM | S|S|S|RIR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S R R
GEN | S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S S S
CRO|S|IS|SIRIR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S R R
T™m |[R|S|S|S|IS|IR|{S|R|S|S|S|S|S|S|S]|S S S
SXT ' R|S|R|RIRIR|S|R|S|S|S|S|S|S|S]|S S S

Tableau 05: Résultats de la résistance des souches d’entérobactérie non fermentaires Vis-a-vis
les différentes antibiotiques testés.

Souche |TC TTC PRL TOB CS ATM DXT
ATB

S1 R R R R R R S

S2 R R R R S R S

S3 R R R R R R S

S4 R R R R S R S

Tableau 06: Résultats de résistances des souches Staphylococcus aureus vis-a-vis les
différentes antibiotiques testés.

Souche | PEN E TE VAN GEN ACF PTN
ATB
S1 R S R R S R S
S2 R R R R R R S
S3 R S S R S S S
S4 R S S R S S S
S5 R S R R S R S
S6 R R R R R R S
S7 R S S R S S S
S8 R S S R S S S




