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Introduction

L’environnement dans les établissements hospitaliers, est un milieu susceptible d’étre
contaminé directement ou indirectement par des agents nuisibles a la santé humaine. Cette
situation affecte la qualité des soins et par consequent, retarde la guérison des patients et
complique la conduite thérapeutique des équipes médicales en exercice.

Les facteurs de cet environnement air, eau, surfaces apparentes et cachées, matériels medical
(respirateur, seringue électrique, ciseaux, pinces...), ainsi que des locaux (mures, toiture,
poigné de porte , montants de lits ..), et en fin le personnel peuvent inéluctablement se
présentes comme des niches ou des incubateurs d’agents pathogénes (bactéries, virus,
champignons et parasites), responsables de pathologies nosocomiales. Ces dernieres ont
augmenté en crescendo ces dix derniéres années et leur prévalence ne cesse d’augmenter
significativement pour puiser la trésorerie suite a 1’utilisation massive des médicaments et

matériel médical(Le Heurt et al., 1995).

Le risque de contracter une infection a 1’hopital a toujours existé et ce risque s’est accru avec
I’évolution des pratiques de soin et d'hospitalisation de patients. La pratique de soins plus
efficaces mais souvent plus invasives s’est accompagnée d’une possibilité de contamination
par des micro-organismes d’origine endogéne ou exogene. De plus, I'hospitalisation de
patients s’est modifiée en particulier avec la prise en charge de personnes de plus en plus
vulnérables a D’infection (patients immunodéprimés, interventions chirurgicales lourdes,
patients présentant plusieurs pathologies graves, patients polytraumatisés en réanimation)
(Samou, 2005).

De nombreux travaux ont rapporté le role important que joue I'environnement hospitalier

dans le développement des infections nosocomiales. L'environnement hospitalier est le
réservoir le plus important de microorganismes résistants. La présence de plus de 5 UFC/cm2
sur une surface qui pourrait rentrer en contact avec les mains, indique qu'il pourrait y avoir un

risque accru d'infection pour le patient(Dancer, 2004).

Parce qu'il doit utiliser largement les antibiotiques et les antifongiques, I'hOpital est un lieu
privilégié pour le développement des résistances bactériennes et fongiques. Il héberge ainsi de
nombreuses bactéries, et champignons multi résistants qui survivent dans cet environnement
des semaines et parfois des mois. ils ont une grande capacité de résistance aux agressions
chimiques et résistent a de nombreux détergents. On les retrouve partout, sur les surfaces

planes, la literie, le mobilier, les poignées de porte, les téléphones, les commandes de

g
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télévision, les claviers d'ordinateurs, les stéthoscopes, les brassards de tensiometres. ils sont

dans l'air ambiant, les canalisations d'eau ou ils forment des bios films résistants a la plupart
des détergents(Harley et Klein, 2010).

Notre travail s’articule sur :

e La détermination du degré de contamination de I’environnement au niveau des

déférents services réanimation et chirurgie de I'Etablissement Hospitalier Spécialisé
De Pédiatrie Mansourah Constantine.

La purification et 1’ identification des souche bactériennes et fongiques.

L’¢étude de la résistance et la sensibilité aux antibiotiques et antifongiques.

)
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Chapitre | : Contamination de I’environnement hospitalier

Chapitre I : Contamination de I’environnement hospitalier

1.Environnement hospitalier

L’environnement hospitalier regroupe habituellement I’ensemble des éléments liquides,
solides ou gazeux qui environnent ou entrent en contact avec les patients, les visiteurs ou le
personnel dans une structure hospitaliére. Entrant dans cette définition I’air (médical ou
atmospherique), les surfaces inertes (mobilier, linge, instrumentation,...), les surfaces vivantes
(les mains du personnel), les eaux (de réseau, de piscine et de dialyse), les solutés
(préparations injectables, solutions d’antiseptiques, pommades,...) et I’alimentation. (Le
Heurt et al., 1995).

L'environnement hospitalier représente le réservoir potentiel d’organismes impliqués dans les
infections nosocomiales, donc il est largement contaminé par des micro-organismes d'origine
humaine ou spécifiquement environnementaux. Cette contamination varie qualitativement et
quantitativement dans le temps, d'un établissement a un autre et, au sein d'un méme
établissement, en fonction des services, des patients, des soins et techniques pratiqués(Barbut
et Neyme, 2006). Les microorganismes présents dans I'environnement hospitalier sont
extrémement variés (bacteries, levures, champignons filamenteux, virus et parasites) et
peuvent appartenir aussi bien aux especes opportunistes qui ne manifestent leur virulence que
sur un organisme dont les défenses immunitaires sont affaiblies, qu'aux especes
habituellement pathogenes pour 'homme. La capacité de créer une infection découle d’une
combinaison de facteurs associant le niveau d’expression des facteurs de virulence du
microorganisme, sa quantité ou sa concentration, le mode de contamination (aérienne,

hydrique...) et la réceptivité de 1’hote.
2.Contamination de I'environnement par les microorganismes

L’environnement hospitalier abrite de nombreuses sources de germes qui constituent parfois
de véritables niches écologiques. Les surfaces sont régulierement colonisées par des
microorganismes : Ces microorganismes sont d’origines diverses et peuvent étre issus de
patients, du personnel soignant ou des visiteurs (Bertou, 2000). La principale source de
contamination est la flore d’origine humaine (flore digestive, respiratoire, cutanée, ...), Plus
rarement, le matériel et I’environnement aérien ou hydrique peuvent étre des sources de

contamination nosocomiale. Les infections d’origine environnementales peuvent étre liées a
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une contamination a partir d’un réservoir situé¢ dans I’environnement a proximité du malade
(dispositifs médicaux, surfaces) ou a partir d’un réservoir situé¢ dans 1’environnement général
de I’hopital (eau, air). Cette contamination est diffuse et sa maitrise, qui entraine des
procédures contraignantes, complexes et colteuses, n'est le plus souvent que partielle et

transitoire(Lucet et Astragneau., 1998).

2.1.Eau

L’eau joue deux rdles principaux :
e Un réservoir émetteur et les exemples les plus frappants sont constitués par la présence
de Legionella dans les réservoirs d'eau chaude ainsi que la colonisation quasi
permanente des siphons d'installation sanitaire par Pseudomonas aeruginosa.

e Un transmetteur par la libération de microorganismes.

A Tlintérieur de I'établissement hospitalier, les microorganismes en quantité faible peuvent
proliférer au niveau des bras morts, des extrémités des canalisations, des brise-jets des
robinets, des pommes de douche et dans les circuits d'eau chaude .Une contamination par voie
rétrograde peut survenir au niveau des différents points d’usage et des dispositifs branchés sur

le réseau (machines a laver les instruments, trompes a vide, ...) (Bertrou et al., 2000).

2.2Air

L’hopital est un lieu privilégié, car c’est le lieu de rencontre des malades et des soignants avec
les microorganismes qu’ils hébergent. Il y a donc un danger potentiel de contamination de
I’air par des microorganismes pathogenes; 1’air intervient dans les conditions habituelles
comme plus un transporteur qu'une source Vvéritable de germes(Audurier et al., 1998).

Les microorganismes de 1’air sont véhiculés sur des supports de tailles variables: les
poussieres, les squames cutanées (dans les services de grands brulés), les gouttelettes ou les
microgouttelettes de salive émises lors de la toux, des éternuements et de la parole et les
noyaux de condensation issus de ces gouttelettes Les plus grosses particules sédimentent en
quelques minutes alors que les plus petites peuvent rester en suspension plusieurs heures,
diffuser a distance et pénétrer par inhalation jusque dans les alvéoles pulmonaires des patients
(Barbut et Neyme, 2006).

)
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2.3. Surface
Les surfaces peuvent étre divisées en deux groupes :

e Celles ou le contact avec les mains est minime : les planchers et les plafonds.

e Celles dont les mains sont souvent en contact : poignées de porte, les ridelles,
interrupteurs, les zones des murs autour des toilettes dans la chambre des patients, les
bordures des rideaux,...

Les surfaces sont contaminées soit par contact ou par sédimentation des microorganismes
présents dans 1’air. En effet, la bio contamination des surfaces se fait par contact (chaussures,
roues de chariot,...), par ringage ou par sédimentation des particules en suspension dans
I’air(Mereghetti, 1998).

La contamination des surfaces a trois origines :

e L’air qui véhicule sous forme d’aérosols des amas bactériens qui sont capables de
sédimenter et de coloniser le milieu (Bosi, 2000).

e Le contact des patients infectes par des bactéries multi résistantes avec des surfaces
inertes les rendent généralement contaminées. Cette contamination peut persister des
heures, voire des semaines sur des surfaces séches. Le personnel médical, les
travailleurs et d’autres patients peuvent étre contaminés par contact direct avec ces
surfaces qui par la suite deviendront un réservoir de microorganismes dans
I’hopital(Rutala et Weber, 2001).

e [’eau qui contamine les surfaces et les dispositifs médicaux par ringage (inoculation
de mycobactéries & partir d’un matériel chirurgicale contaminé par 1’eau du robinet

apres désinfection) (Lucet et Astagneau, 1998).

3.Hygiéne de I’environnement hospitalier

L’hygiene hospitaliére est I’ensemble des mesures systématiques et individualisées permettant
de prevenir les infections nosocomiales. Les mesures systématiques sont des précautions
d’hygiene a prendre automatiquement dont notamment la maitrise de I’environnement du
patient, la conception architecturale de I’établissement qui s’appréte a l’application des
principes d’hygi¢ne, le choix des équipements techniques et biomédicaux les plus appropriés
vis-a-vis de I’hygiéne, les comportements individuels et collectifs, 1’hygiéne des locaux,
I’hygiéne du matériel dont la désinfection et la stérilisation des instruments de travail

(Chouitar, 2004 ; Fikri Ben Brahim, 2006).
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L'hygiéne de I'environnement c'est d'abord I'hygiene de I'environ de personne malade. Cet
environnement concerne tout ce qui, de prét ou de loin, concourt a la prise en charge d'une
malade durant son hospitalisation, du hall-d’accueil au bureau des sorties.

Cela concerne l'unité d'hospitalisation mais I'unité médicaux-technique également
(Consultation, exploration fonctionnelle, bloc opératoire), les installations assurant
I'alimentation, le traitement de la ligne ou celui des déchets, etc. C'est également I'hygiéne de
toutes les surfaces (sols, murs, table, chariots de transport, chaises, etc.) et bien évidemment.
L’hygiéne des soins infirmiers ; cette hygiéne de I'environnement concerne également l'eau
qui circule a tous les niveaux de I'hospitalisation (eau des salles de bains, eau des lavabos de

blocs opératoires, circuit d'eau chaude, eau de piscines de réeducation(Alain, 2004).
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Chapitre Il : Les principaux microorganismes rencontrés dans les

milieux hospitaliers

1.Introduction

Des agents pathogenes trés divers peuvent étre a l'origine d’infections nosocomiales. Les
agents infectieux varient selon les populations de patients et les types d’établissements de

sante, d’un établissement a ’autre et d’un pays a 1’autre.

Les microbes présents dans I’environnement hospitalier (eau, air, surface) infectent le malade

par voie respiratoire, digestive ou contact(Ducel, 2002).

e Les saprophytes qui vivent naturellement dans le milieu extérieur comme Pseudomonas,
Acinetobacter, Legionella, Bacillus....

e Les commensaux de I'étre humain, qui sont des " Parasites " facultatifs et appartiennent a
la flore cutanée, digestive ou respiratoire, par exemple : E.coli, Enterococcus,
Staphylococcus, ils peuvent dailleurs servir d'indicateurs de contamination dans
I'environnement.

e Les pathogenes spontanés pour I'étre humain, tels : Salmonella, Yersinia, Listeria....
(Lionel, 2003).

2.Les germes responsables en milieu hospitalier

2.1.Les Bactéries

Les bactéries représentent la majorité des pathogénes responsables d’infections nosocomiales.
Parmi les bactéries a Gram négatif, la Famille des Enterobacteriaceae est la plus représentée,
et les genres Pseudomonas et Acinetobacter ont également un impact conséquent. Pour les
bactéries a Gram positif, la ‘‘palme’’ revient aux genres Staphylococcus et Enterococcus.

(Monnet, 2011).

Les bactéries commensales présentes dans la flore normale des sujets en bonne sante.
Elles jouent un role protecteur significatif en empéchant la colonisation par des micro-
organismes pathogenes. Certaines bactéries commensales peuvent provoquer une infection si

les défenses immunitaires de 1’h6te sont affaiblies. Par exemple, les Staphylocoques cutanés




coagulase-négatifs provoquent des infections sur cathéter vasculaire et les Escherichia coli
présentes dans 1’intestin sont la cause la plus courante d’infections urinaires.
Les bactéries pathogénes ont une virulence plus élevée et provoquent des infections

épidémiques quel que soit I’état immunitaire de 1’héte(Ducel G, 2002).

2.1.1.Bactéries a Gram négatif

Les Entérobactéries sont des bacilles fermentaires, retrouvées partout dans le sol, dans 1‘eau,
et surtout dans I’intestin de 1°'homme et des animaux. Elles comprennent un nombre trés élevé
de genres et d‘espéces. Leur abondance dans l‘intestin, leur mobilité, la rapidité de leur
multiplication, 1’acquisition fréquente de mécanismes de résistance aux antibiotiques
expliquent qu’elles soient les bactéries les plus souvent impliquées en pathologie infectieuse

humaine surtout en milieu hospitalier.

La famille comprend 130 espéces actuellement répertoriées. Les especes les plus
Communément isolées en bactériologie clinique appartiennent aux genres Citrobacter,
Enterobacter, Proteus, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Providencia, Salmonella,

Serratia, Shigella, Yersinia (Khayar, 2011).

2.1.1.1.Escherichia

Le genre Escherichia compte 5 especes : E.coli, E.fergusonii, E.hermanii, E.vulneris et
E.blattae. L’espece E. coli est considérée comme un héte normal, c'est-a-dire commensal, de
la microflore digestive de ’homme et de la plupart des animaux a sang chaud(Alpha, 2013).
Escherichia coli ou colibacille est une bactérie mesurant 2 a 4 micros métre de long sur 0,4 a
0,6 micros métre de large. C’est une bactérie fine et allongée a extrémité arrondie, mobile
grace a une ciliature péritriche. Ce germe, non exigeant sur gélose ordinaire, il donne des
colonies lisses, brillantes et homogénes. Sa temperature de croissance optimale est de 37 °C.
E. coli posséde une catalase mais est dépourvu d’oxydase. L’étude d’activités enzymatiques
et de la fermentation des sucres est réalisée a 1’aide de micro-méthodes validées disponibles
dans le commerce sous forme de galeries. Ces galeries permettent 1’identification de cette
bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres bactéries de la méme
famille.(Abraham, 2018).

Chapitre 11 : Les principaux microorganismes rencontrés dans les milieux hospitaliers

g



» Résistance aux antibiotiques

La proportion dE.coli résistants aux antibiotiques a considérablement augmenté au cours de
la derniére décennie, et 1’émergence de souches combinant des résistances a plusieurs classes
d’antibiotiques est de plus en plus fréquente.

La résistance aux aminopénicillines est la plus répandue, elle est soit I’unique résistance de la
souche (33,3% des souches), soit associée avec une ou plusieurs autres résistances. Elle est
fréguemment combinée a la résistance aux fluoroquinolones (84,8% des souches multi
résistantes), qui est la deuxiéme résistance la plus fréquente. La résistance aux
céphalosporines de 3éme génération(C3G), si elle est la moins fréquente. Avec I’émergence
de souches produisant des carbapénémases, la prise en charge des patients atteints
d’infection nosocomiale va devenir de plus en plus compliquée dans les prochaines années, au

vu de la prévalence d’E.coli dans ces infections(Monnet, 2011).

2.1.1.2 Klebsiella

Les Klebsiella sont des bactéries immobiles et capsulées. On distingue 5 especes dans le genre
qu'on peut différencier par des caractéres biochimiques. Elles expriment des antigenes K,
capsulaires utilisables comme marqueurs épidémiologiques. L'espéce type est Klebsiella
pneumonia. Elles sont responsables d'infections urinaires au 2éme rang aprés E.coli
d'infections respiratoires (Klebsiella pneumoniae est appelée "pneumobacille de
Friedlander"), de bactériémies et d'infections neuro-méningées post traumatiques ou post
chirurgicales. Les isolements sont beaucoup plus fréquents a I'hdpital et singulierement dans
les services de réanimation -qu'en ville(Khayar,2011). Sur les milieux classiques d’isolement
pour entérobactéries (Drigalski, EMB, Hektoen, Mac Conkey), les colonies de Klebsiella
pneumoniae et Klebsiella oxytoca sont lactose positives, bombées, muqueuses, parfois filantes
a I’anse de platine, d’un diamétre de 3 a 4 mm en 18 -24 h 4 37 C°(Kone komba, 2010).

Résistance aux antibiotiques

K.pneumoniae est naturellement résistante aux aminopénicillines (amoxicilline, ticarcilline)

par production d'une lactamase.

Chapitre 11 : Les principaux microorganismes rencontrés dans les milieux hospitaliers
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De nombreuses souches de K. pneumoniae résistent aux inhibiteurs des béta-lactamases (des
béta-lactamases de classe A de type IRT insensibles a I’acide clavulanique) (Heaggman,
1997).

2.1.1.3.Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un bacille oxydatif, Il a été isolé pour la premiére fois en 1882 par Gessard.
Au cours des dernieres décennies, Pseudomonas aeruginosas est imposé comme un
pathogéne hospitalier trés important du fait du nombre et de la gravité des infections causées.
L’enquéte nationale de prévalence de 2006 attribue a P.aeruginosa la responsabilité de 10 %
de I’ensemble des infections nosocomiales en France, le placant ainsi au 3éme rang des
espéces isolées juste apres Escherichia coli et Staphylococcus aureus(Choley, 2010).

Les bactéries du genre Pseudomonas sont principalement retrouvées dans 1’environnement
mais aussi en milieu hospitalier(Sheretrz et Basseti, 2001).

Ils sont donc difficiles a éradiquer dans les endroits contaminés, c’est a dire les chambre
d’hopital, les dispensaires, les salles d’opération, et certains équipement médicaux comme les
appareils d’assistance respiratoire, ils peuvent méme survivre dans certain solution
antiseptiques utilisés dans la désinfection des instruments et des endoscopes(Moselio et al.,
1993).Cette bactérie est catalase positive et oxydase positive.

Elle possede une versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une variété de sucres
simples et complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule source de
carbone(Elmeskini, 2011).Comme la plupart des espéces appartenant au genre Pseudomonas,
P. aeruginosa n’exige aucun facteur de croissance.

C’est une bactérie hautement versatile dotée d’une grande adaptabilité nutritionnelle et
métabolique. Par conséquent, elle peut étre isolée en culture sur des milieux ordinaires ou sur
des milieux rendus sélectifs par addition d’inhibiteur, tel que le cétrimide. Elle est strictement
aérobie et sa température optimale de croissance est comprise entre 30 et 37°C. Les cultures
de P.aeruginosa dégagent une odeur caractéristique, et produisent le plus souvent des

pigments de pyocyanine et de pyoverdine(Chanfir, 2016).
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» Resistante aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa posséde une résistance naturelle a un grand nombre d’antibiotiques
en raison de la production d’une béta-lactamasequi n’est pas inhibé par le clavulanate, et une
mauvaise perméabilité membranaire.

Pseudomonas aeruginosa est donc naturellement résistant aux pénicillines, a la plupart des
céphalosporines de troisieme génération.

Pseudomonas aeruginosa est aussi résistant a lakanamycine(Poole, 2004).

A-cOté de la résistance naturelle existe aussi la résistance acquise. Cette résistance ne
concerne que quelques ou de nombreuses souches d’une espece donnée. Ces souches dérivent
de bactéries initialement sensibles (phénotype résistance).

Elle résulte de changements dans le génome bactérien par une mutation soit I’acquisition des

informations génétiques étrangeres (Mulvey et Simor, 2009).

2.1.2.Bactéries a Gram positif

2.1.2.1.Les Staphylocoques

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Micrococcaceae, et comprend plus de 30
especes différentes qui peuvent étre pathogénes pour I’Homme.

Les Staphylocoques sont des bactéries a Gram positif inconstamment encapsulées, aéro-
anaérobies facultatives, ubiquitaires.

Ils se présentent le plus souvent sous 1’aspect de coques rassemblées en amas irréguliers, ils
sont parfois isoles, par paires ou en trés courtes chaines. Ainsi on distingue 1’espéce
Staphylococcus aureus a coagulase positive appelée également staphylocoque
doré(élaboration d’un pigment caroténoide donnant une couleur dorée a la colonie) qui est le
germe le plus fréquemment rencontré dans toutes les infections des sites opératoires(Birgand,
2014).Des autres especes de staphylocoques a coagulase négative (SCN) que ’on regroupe
aussi sous le nom de staphylocoques blancs (par opposition au doré): S.epidermidis,
S.saprophyticus, S.hominis, S.capitis(Cécile, 2012).

La dénomination officielle est S. aureus. Staphylococcus vient du grec : Staphulé (grain de
raisin) et kokkos (graine), il se cultive facilement sur milieux ordinaires en aérobiose comme

en anaerobiose sur tous les milieux usuels, & des conditions de pH et de température variables.
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S.aureus donne des colonies sur milieu usuel, lisses, rondes, bombées et brillantes. Certaines
souches sont pigmentées en jaune doré.

Il pousse et fermente le mannitol sur milieu de Chapman, faisant virer le rouge de phénol au
jaune. Ce milieu contient une concentration de 7.5 % de NaCl qui inhibe la plupart des autres
germes(Ghernout, 2013).

De nombreuses études ont permis de dresser des profils métaboliques pour la plupart des
espéces de Staphylocoque.

Les principaux caracteres biochimiques pris en compte sont la production de catalase, la
capacité a métaboliser les sucres et la production d’arginine dihydrolase (ADH) (Yves,2009).
La plupart des infections a staphylocoques sont des infections graves, soit du fait de leur

localisation, soit du terrain sur lequel elles surviennent :

e Les infections cutanées a Staphylocoques sont les plus fréquentes, elles concernent
essentiellement S.aureus.

e Les bactériemies elles sont communautaires a partir d'un foyer profond dans 70 %
des cas pour S.aureus et nosocomiales pour 30 % des cas Les endocardites
bactériennes a Staphylocoques.

e Les pneumopathies a Staphylocoques sont exceptionnellement communautaires, mais
le plus souvent nosocomiales.

e Les médiastintes complication rare, mais majeure de la chirurgie cardiaque, cette
infection nosocomiale reste grevée d'une morbidité et d'une mortalité importante
Infections neuro-méningées infections sur cathéter Infections ostéo-articulaires et

Autres infections(Boyce et al., 1997).

» Reésistance aux antibiotiques

Comme toutes les bactéries Gram positif, Staphylococcus aureus présente une résistance
naturelle & ’aztréonam,colistine et a I’acidenalidixique. Sa particularité est d’avoir une
résistance naturelle a laceftazidime uniquement parmi les céphalosporines. La résistance a
laméticillineest un probléme majeur de sante publique. Ces staphylocoques ont acquis le gene
mec qui permet la synthése d’une enzyme (PBP2a ou PBP2’) n’ayant qu’une affinité tres

faible pour leslactamines, qui ne peuvent plus exercer leur action inhibitrice.

Chapitre 11 : Les principaux microorganismes rencontrés dans les milieux hospitaliers
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La plupart de ces Staphylocoques sont également résistants aux quinolones et aux macrolides.
Les staphylocoques communautaires sont habituellement sensibles a la méticilline.

Les Staphylococcus aureus résistants a laméticilline (SARM) sont principalement observés
en milieu hospitalier. Les souches hospitalieres sont caractérisées par leur résistance aux

antibiotiques notamment aux Béta -lactamines(Ahamogbe, 2014).

2.1.2.2.Les Streptocoques

Les especes de genre Streptocuccus sont des Cocci a Gram positif les plus impliqués en
pathologie humain, on distingue : Les Stréptococcus pyogenes qui sont associées en pair et /ou
en chainettes. Dénommé aussi «« Streptocoque de groupe Ay, Elle responsable d’infections
invasives et d’autres non invasives. Elle rencontrée chez ’homme dans le pharynx ou sur la
peau. La transmission est essentiellement interhumaine par contact direct a partir d’une
personne infectés ou porteuse asymptomatique(Francois et al., 2007).

Le risque de contamination est plus élevé en milieux hospitalier , et tout particulierement lors
de la prise en charge de maladie atteints de pneumonopathie nécrosante et de malade
nécessitant une ventilation invasive, et Streptococcus pneumoniae présentent un aspect de
diplocoque ou en courte chainette(Albert et al., 1991).

C’est une bactérie commensale de voies aérienne supérieure de 1’homme cette espéce est
transmise par voie aérienne tant que les sécrétions buccales et nasales contiennent un nombre
important de pneumonocoques virulent.

La transmission directe de fait par contact avec les sujets hébergeant les germes (propagation
de gouttelettes de salive par contact oral direct, par des Object fraichement souillés de
sécrétion respiratoire(Sheretrz et Basseti, 2001).

Résistance aux antibiotiques

Les Streptocoques sont responsables de tres nombreuses infections dont font partie les
maladies suivantes : angine bactérienne, scarlatine, infections cutanées notamment impétigo
ou érysipele, infections des voies respiratoires comme les pneumopathies, certaines
méningites, des infections généralisées. Les streptocoques sont généralement sensibles aux

antibiotiques, dont les plus utilises a son encontre sont les pénicillines.

Les Streptocoques sont sensibles aux pénicillines et aux macrolides. Ils sont résistants aux

polymyxines et souvent aux quinolones. Il existe une résistance naturelle aux aminosides
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(résistance de bas niveau) qui sont inactifs seuls, mais qui deviennent actifs grace a un effet
synergique avec les pénicillines.
Il existe des souches des S.pneumoniae présentent une sensibilité réduite a la pénicilline G,

cela est lié a une modification des protéines liant des pénicillines (PLP)(Jacque, 2014).

2.2.Champignons
2.2.1.Moisissures

Les champignons, dont font partie les moisissures, sont des organismes Eucaryotes aérobies,
ni plantes ni animaux, ils constituent un regne a part (Eumycota) dans le monde vivant.

Ils émergent comme agents pathogeénes majeurs dont la fréquence ne cesse d’augmenter ces
dernieres années. Deux genres sont fréquemment rencontrés, a savoir les Aspergillus dont
I’origine est exogéne, puisque des millions de spores ou conidies sont véhiculées en
permanence par I’air, et les Candidas dont les sources peuvent étre digestives ou provenant de
solutions contaminées (collyres, liquide d’alimentation...ctc. (Meryem, 2016).

De nombreux champignons sont des agents opportunistes et provoquent des infections. En cas
de traitement antibiotique prolongé et d’immunodépression sévere (Candida albicans,
Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans, Cryptosporidium).

Is sont une cause majeure d’infection généralisée chez les patients immunodéprimés.

La contamination de I’environnement par des germes aéroportés comme Aspergillus.sp
présent dans les poussieres et le sol est également préoccupante, en particulier lors de la
construction d’hdpitaux(Ducel, 2002).

La présence de moisissures sur les surfaces de travail et dans 1’air au niveau du laboratoire de
mycologie de I’hdpital de Dijon en France. Le laboratoire a une superficie de 70 m2
comprenant deux pieces communicantes. Le prélevement a été realise a hauteur de travail. Les
prélevements ont été réalisés deux fois par semaines a 7 heures et 11 heures du matin. 1l a été
constaté que le taux de moisissures dans 1’air est plus élevé (deux fois plus) en fin de matinée

que le matin (2,27 CFU/m3), par contre le taux sur les surfaces n’est pas différent.

Le taux de moisissures dans 1’air est moins important dans la période froide (octobre a mars)
compar¢ a 1’été (avril a septembre),les Aspergillus représentent 53 % des isolats provenant

des prélévements réalisés au sein du laboratoire.
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La présence de moisissures dans 1’air de différents endroits, équipés de systeémes d’air
conditionné. Les moisissures isolées ont été testés sur 75 individus souffrant d’allergies

(rhinites, toux, nez bouché, urticaire et asthme) pour leur capacité a provoquer des allergies.

Parmi les 12 especes de moisissures trouvées, sept types d’Aspergillus ont été identifiés :

A.niger, A.oryzae, A.fumigatus, A.terreus, A.nidulans, A.versicolor et A.parasiticus.
A.niger représente 80 % des moisissures.

D’autres champignons sont présents comme le Penicillium citrininum, Fusarium oxysporum,

Trichoderma viride, Neurospora crassa et le Alternaria alternata.

Trois moisissures trouvees sont allergenes: A.fumigatus, A.niger et P.citrinum. A.fumigatus
est le plus frequent dans les salles informatiques, les laboratoires hospitaliers, les salles

d’opération, I’infirmerie et le scanner.

D’autres moisissures non allergenes mais productrices de mycotoxines ont été répertoriées,
les Fusaria sont productrices de fumonisine et de zéaralénone, les Alternaria d’alternariol,

d’altertoxine et d’acide ténuazonique responsables d’asthme et de rhinites allergiques.

Les Trichoderma générent des trichothécénes et de la glioxine provoquant des dommages
pulmonaires et des péritonites surtout chez les dialysés. Quant a Penicillium citrinum, il est
associé a des infections urinaires vraisemblablement dues a la syntheése de citrinine. L’arrét
des systemes de climatisation durant 6 a 12 heures pendant la nuit contribue a augmenter les
risques de contamination en moisissures car cela entraine une augmentation de 1’humidité
relative qui est favorable au développement des moisissures. D’autre part, il a aussi été
montré que les filtres sont peu changés et constituent de ce fait un réservoir(Khan et al.,
2009).

Pouvoir pathogene :

Parmi les principaux éléments qui participent au pouvoir pathogene de ces champignons, on

retrouve :

e La petite taille des spores (2 a 3 um de diamétre pour A.fumigatus) leur donnant la
possibilité d’atteindre les alvéoles pulmonaires.

e Lathermo tolérance (jusqu’a 55°C pour A.fumigatus) permettant leur développement
chez leur hote & 37°C.

Chapitre 11 : Les principaux microorganismes rencontrés dans les milieux hospitaliers
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e La capacité d’adhérence a la membrane basale (via le fibrinogene, la laminine, la
fibronectine, etc.) et la capacit¢é d’induire des microlésions et des ulcérations
vasculaires par le biais de toxines nécrosantes.

e Le tropisme vasculaire (en particulier pour les Aspergillus; les Fusarium et les
mucorales).

e La production de mycotoxines impliquées dans des processus de sensibilisation

responsables de manifestations allergiques(Anoffel, 2014).

2.2.2.Levures

Les levures sont des champignons microscopiques qui se multiplient par bourgeonnement ou
scissiparité. Le genre Candida, le plus représenté en pathologie humaine, compte plus de 150
especes. Ce genre regroupe des levures productrices (exemple: C.albicans) ou non
productrices (exemple : C.glabrata) des filaments, et donnant des colonies blanches
crémeuses en culture sur gélose(Develoux, 2005).

Les infections a levures, de plus en plus fréquentes et responsables d’une augmentation non
négligeable de la morbi-mortalité, sont un enjeu majeur de prise en charge des patients de
réanimation. Le tableau clinique peut varier considérablement allant d’une atteinte
cutanéomuqueuse localisée jusqu’a une candidose invasive et disséminée dont le pronostic est
particulierement sombre. Cette entité nosologique ne recouvre pas I'ensemble des infections
fongiques qui comprennent, en plus des infections a levures (Candida spp. Cryptococcus,
Trichosporon, Geotrichum, ...)(Ascioglu et al., 2002).

Parmi les infections a levures, seules seront abordées les infections a Candida spp. de loin les
plus fréquentes en réanimation. Ces 10 derniéres années ont été marquées par l'apparition de

nouveaux antifongiques et par une évolution significative des modalités diagnostiques.

La candidose invasive correspond a la présence d’une levure dans un site normalement stérile.
Parmi celles-ci, la candidémie est définie comme une infection prouvée par la présence d’une

ou plusieurs hémocultures positives a Candida.

La candidose disséminée, quant a elle, correspond a la présence d’un Candida dans au moins

2 organes ou sites non contigus(Eggimann et al., 2003).

Chapitre 11 : Les principaux microorganismes rencontrés dans les milieux hospitaliers
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2.3.Virus

On admet qu’au moins 5% de toutes les infections hospitalieres sont causées par des virus.
Il parait que leur importance est encore sous estimée. Sont avant tout les services de pédiatrie
qui sont les plus affectés ou le virus respiratoire syncytial, du fait de sa contagiosité extréme
et prolongée, est responsable des épidémies nosocomiales D’autres virus, notamment celui de
I’hépatite B, le cytomégalovirus et le virus de I’immunodéficience humaine , du fait de leur
transmission a partir du sang et des autres liquides biologiques, peuvent étre responsables

d’infections nosocomiales(Malek, 1996).

Il existe une possibilité de transmission nosocomiale pour de nombreux virus, notamment
ceux des :
e Hépatites B et C (transfusions, dialyse, injections, endoscopie).
e Le virus respiratoire syncytial, les rotavirus et les entérovirus (transmis par contact main
bouche et par voie feco-orale).
e D’autres virus comme le cytomégalovirus, le VIH, le virus Ebola, les virus grippaux, les

virus de I’herpe et le virus varicellezona, sont également transmissibles(Ducel, 2002).

2.4.Parasites

Les parasites les plus rencontrés au cours des infections nosocomiales sont le Plasmodium
lors des transfusions, le Sarcoptes scabies agent de la gale et le Pneumocystis jiroveci qui est
un agent opportuniste responsable de pneumopathies nosocomiales chez les immunodéprimés.
(Malek, 1996).

Certains parasites (par exemple Giardia lamblia) se transmettent facilement chez 1’adulte et
I’enfant.

Sarcoptes scabies (agent de la gale) est un ectoparasite qui provoque réguliérement des

flambées épidémiques dans les établissements de santé(Ducel, 2002).

|
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1.Lieu d’étude

Le travail a été effectué, dans les services réanimation et chirurgie de I'Etablissement
Hospitalier Spécialisé De Pédiatrie Mansourah Constantine durant trois mois (17 février au
28 mai 2020) Notre travail vise a rechercher les micro-organismes (bactéries et champignons)

qui se trouvent dans le milieu hospitalier afin de :

e Vérifier le niveau d’hygiene atteint dans ces services.
e Evaluer le degré de bio contamination, d'identifier la flore bactérienne et fongique, sa
localisation et sa voie de transmission.

e Montrer la relation entre I’environnement et le patient.

2.Techniques de prélevement

2.1.Prélevement a partir des surfaces

La surface suspectée d’étre contaminée par des microorganismes est prélevée a 1’aide d’un
écouvillon stérile préalablement humidifié de sérum physiologique(French et al.,2004). Le
changement des écouvillons entre chaque échantillonnage est important afin d’éviter les
contaminations d’un autre lieu avec celui tout juste échantillonné. nous avons effectué les
prélevements de surface des différents points sensibles ayant une incidence directe ou
indirect sur les patients du service, sur une surface de 25cm?(Tableau 01)(Boulestreau et al.,
2016).
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Tableau N° 01: Les sites des préléevements d’environnement hospitalier

Numéro de

prélevement

Site de prélevement

Lieu de prélevement

01 Respirateur mobile Réanimation
02 Chariot Salle de soin
03 Déchoquage Bloc opératoire
04 Robinet Refectoire
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05 Appareil d'anesthésie Bloc opératoire
06 Radiateur Salle de malades

07 Lit Salle de soin

08 Mure Salle de soin

09 Filtre d'air Réanimation

E
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10 Couveuse Réanimation
11 Bloc opératoire
12 Table d'instrumentation Bloc opératoire

E



2.2.Prelevement a partir de I'atmosphere hospitaliere

Nous avons procédé au prélévement d’air en déterminant plusieurs points du service de
réanimation et de la chirurgie qui peuvent avoir un impact significatif sur le patient.
En absence de biocollecteur, 1’acte de prélévement a été effectué par la technique de
sédimentation cette technique qui est ancienne, a été rependue et a constituée une approche

simple de I'aéro contamination (Boulestreau et al.,2016).
3.1solement

3.1.1solement des germe prélevés a partir des surfaces
3.1.1.1solement des bactéries

L'isolement est effectué par ensemencement par stries sur les trois milieux Chapman ,
Hektoen , Gélose au sang cuit (gélose chocolat ) en utilisant I'écouvillon (Vandepitte et al.,
1991).Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures.

4 h
/\‘,“/’H(f
AN

[

Figure0l : Les milieux de cultures utilisés en bactériologie

3.1.2.1solement des champignons

La mise en culture est realisée par des stries avec les écouvillons utilisés pour les
prélevements sur milieu Sabouraud afin d'isoler le maximum de champignons qui peuvent
étre présents (Pigasse, 2000).Les écouvillons sont coupés, en éliminant la tige et le morceau
de coton qui reste est déposé dans la boite, les échantillons sont centrifugés a 3100 rpm
pendant 2 minutes. Le surnageant est délicatement éliminé alors que le culot qui contient les
spores des champignons est ensemencé immédiatement sur la boite deja coulée par
Sabouraud, cette technique est utilisee plutdt comme complément pour récupérer les spores
(Gerald et al.,2018). Les boites sont incubées a 37°C pendant 48 heures puis a 28°C pendant

une semaine.
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3.2.1solement des germes prélevés a partir de I'atmosphére hospitaliere

La méthode de sédimentation nous a permis de réaliser les prélévements d’air et cela selon

les étapes suivantes :

Nous avons travaillé avec la gélose nutritive pour I'étude bactériologique et la gélose
Sabouraud+ Chloramphénicol pour I'étude fongique.

Les lames destinées aux prélévements doivent étre neuves, parfaitement propres,
flambées au bec Bunsen et completement refroidies avant I'emploi.

Avec une pince stérile, on trempe la lame dans la gélose maintenue a 60°C. La lame
est ensuite déposée sur un support en verre au fond de la boite.

Quand le nombre de boites nécessaires est préparé, on introduit a la pipette 5 ou 6
centimetres cubes d'eau physiologique stérile.

Nous avons déposé les boites de sédimentation ouvertes dans chaque service, deux
essais au moins seront effectués, deux avec la gélose nutritive et deux autres avec le

milieu Sabouraud+Chloramphénicol.

Les fenétres et les portes de la piece étudiée devront étre fermées afin d'éliminer l'interférence

de l'air extérieur. Apres 72 heures, nous avons récupéré les boites, pour les incubées a 37°C

pendant 24 a 48 heures pour la gélose nutritive et 28°C pendant une semaine pour

Sabouraud + Chloramphénicol.

Figure 02: Préparation des boites de sédimentation

23
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4.Purification des microorganismes
4.1.Purification des bactéries

Nous avons effectué une série d'ensemencement par la méthode des stries sur boites des
culture déja coule de milieux sélectifs ( Chapman, Hektoen, Gélose chocolat), pour but d'avoir
des cultures pures. L'opération est renouvelée en prenant chaque fois au hasard une colonie
isolée. Jusqu'a l'obtention de colonies de méme taille, méme forme et méme couleur

renseignant sur le pureté des souches (lIdoui et al., 2009).

4.2.Purification des champignons

On procede a la purification des souches isolées a lI'aide d'une série de repiquage qui consiste
a transférer aseptiquement un microorganisme pour le maintenir en culture pure(Botton et al.,
1990).Cette opération a pour but de faciliter I'identification des champignons. Une fois que les
colonies sont bien différenciées (Bourgeois et Leveau, 1980).

Le repiquage des champignons se fait comme suit:

e Nous avons prélevé a l'aide d'une anse de platine stérile, au bord de la colonie, un
fragment mycélien et le déposer au centre de la nouvelle boite de pétrie contenant le

méme milieu de culture (gélose Sabouraud).
e L'incubation des cultures est effectuée en maintenant les mémes conditions que

précédemment( 28°C pendant une semaine ).

5.1dentification des microorganismes

5.1.1dentification des bactéries

5.1.1.1dentification macroscopique

Aprés incubation pendant 24 heures, nous avons procédé a un examen macroscopique pour
I'étude de l'aspect des colonies qui dépend du milieu utilisé, de la durée et la température

d'incubation(Delarras,2008), en désignant les colonies bien isolées en tenant compte de:
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e La taille de la colonie.

e La forme: Allure de contours: lisse, dentelés, irréguliers, Centre: parfois suréleve,
parfois en creux , Relief: surface bombée, plate, I'aspect de la surface: lisse,
rugueux.., lI'opacité: opaque, translucide, transparente, la consistance: crémeuse,

seche ou muqueuse et la couleur ou pigment.
5.1.2.1dentification microscopique

L'observation microscopique permet de faire une étude des cellules d'une espéce microbienne.
Elle comprend I'examen a I'état frais (examen entre lame et lamelle des bactéries vivantes) et
I'examen apres coloration ( le plus souvent sur frottis séchés et fixés) (Francias, 2002).Le but

et les méthodes d'examen microscopiques peuvent étre résumeés dans le tableau 02.

Tableau 02: Le but et les méthodes d'examen microscopique

Examen direct a I'état frais Examen direct aprés coloration de

Examen ) Gram
(Francias, 2002)
(Bent Mohamedet al., 2008).

Le but -Permet d'apprécier a la fois la -Permet de déterminer l'aspect
d'examen forme, le mode de regroupement et | microscopique de bactérie et la nature
la mobilité des bactéries isolées. de sa paroi ( Gram positif colorées en

violet foncé , et les bactéries a Gram
négatif colorées en rose).

-Permet d'observer la disposition des
bactéries et leur morphologie (cocci,

bacille, cocobacille).
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La méthode

- Déposer une goutte d'eau
physiologique stérile sur une lame.
-Prélever a l'aide d'une anse de
platine stérile une fraction de la
colonie isolée sur milieu gélosé.

- Effectuer une suspension
homogeéne dans la goutte d'eau
physiologique.

- Recouvrir d'une lamelle en évitant
la formation de bulles d'air.

- Observer au microscope a faible

luminosité a I'objectif X40.

-Réaliser un frottis et le fixer a la
flamme.

-Verser le Violet de Gentiane sur la
lame ; laisser en contact 1 minute.
-Rincer a I'eau courante.

-Ajouter le Lugol et laisser agir pendant
1 minute.

-Rincer a I'eau courante et faire couler
de l'alcool sur la préparation ; rincer
immédiatement a I'eau.

- Recolorer la préparation avec la
fuchsine , laisser agir pendant 30
secondes ; laver abondamment.
-Sécher au dessus de la flamme de bec
Bunsen.

-Observer au microscope a I'immersion
(X100).

5.1.3.Etude des caractéres biochimiques

5.1.3.1.La galerie biochimique classique

Aprés incubation des boites, nous avons fait une coloration de Gram des germes isolés, aprés

laquelle nous avons effectué une galerie biochimique classique a partir d'une suspension mére

préparee en émulsionnant 2 a 3 colonies dans 9 ml d'eau physiologique stérile( tableau03 et

figure03).

Figure03: La galerie biochimique classique
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Tableau 03: Les caractéristiques de la galerie biochimique classique.

Milieux Ensemencement Caracteres Résultats attendus
recherchés

TSI Ensemencer abondamment | -Utilisation du -Virage de la couleur vers le
la surface par des stries glucose . jaune: glucose, lactose et
serrées, puis le culot par | -Utilisation du saccharose positif (+).
simple piqure. saccharose. -Formation de tache noire:
-Mettre a I'étuve a 37°C -Utilisation du H2S(+).
pendant 244 48 heures. lactose. -Bulles de gaz dans le culot,
(Harley et al.,2010). -Production H2S. parfois méme une surélévation

‘ -Production du gaz. |de la gélose: Gaz (+).
Citrate de |-L'ensemencementde la |-Ultilisation du citrate | -Virage de I'indicateur de pH au
Simmons | pente ce fait par une strie | comme unique bleu.

longitudinal au fil droit, a
partir d'une suspension
bactérienne.

-Ne pas visser le bouchon
a fond afin de permettre
les échanges gazeux.
-Incuber a 37°C pendant
24 & 48 heures.(Harley et
al.,2010).

source de carbone est
une utilisation

aérobie et se traduira
par une alcalinisation

du milieu.




Matériels et Méthodes

Mannitol- |-Ensemencer par piqure -Mannitol. -Caractére mannitol: virage de
mobilité centrale a I'aide d'un fil -Mobilite. la couleur du milieu du rouge au
droit. jaune (mannitol +)

-Incuber a 37°C pendant -La mobilité: les bactéries trés
24 a4 48 heures.(Singleton, mobiles peuvent se déplacer
1999). dans la gélose molle (formation
d'un voile autour de la piqure).
3
n
Z )
|
Test -Réaliser une suspension | -Une -galactoside | -Milieu jaune: ONPG positif(+).
ONPG bactérienne dans I'eau permeéase

physiologique stérile.
-Ajouter avec une pince
flambée mais refroidie un
disque imprégné d'ONPG.
-Incuber a 37°C pendant

Membranaire qui
permet au lactose de
pénétrer dans la
bactérie.

-Une 3-galactosidase

-Milieu sans couleur: ONPG
négatif (-).
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24 heures.(Francois et qui catalyse
al.,2016). I'nydrolyse du
lactose en glucose et
galactose.
-
Test -Avec une pipette -La catalase: ce test |-Dégagement gazeuse de
catalase boutonnée, prélever une  |est a la base de dioxygéne: catalase positive (+).
colonie bactérienne et la | I'identification des -Pas de bulles: Catalase
déposer dans un tube a bactéries Gram+. négative (-).

hémolyse stérile contenant |-Un critere de

des goutte d'eau oxygénée. | différentiation entre
-Observer immédiatement. | les staphylocoque
(Joffin et Leryol, 2001). | (catalase+) et les
streptocoque
(catalase-).

5.1.3.2.Test Coagulase (identification des Staphylocoques)
¢ Principe

La coagulase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma sanguin. La mise en
évidence d'une activité coagulase libre chez une souche de Staphylococcus sp est un des
criteres d'identification de Staphylococcus aureus en medecine humaine(Andre et al.,
2008).

% Technique
> Préparer une suspension de la souche a étudiée en émulsionnant 2 & 3 colonies

dans l'eau physiologique stérile.
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» Dans un tube a hémolyse stérile, 50ul du plasma et 50ul de la suspension
bactérienne sont introduit.

> Le tube est homogénéisé puis incubé a 37°C pendant 2 heures.
5.2.1dentification des champignons
5.2.1.1dentification des moisissures

L'identification reste I'opération la plus difficile dans le domaine de la mycologie, elle a pour
but de classer les souches fongiques par genres et espéces selon les criteres d'identification.

Elle est basée sur les deux aspects: macroscopiques et microscopiques (Botton et al., 1990).
5.2.1.1.1dentification macroscopique

L'examen des boites s'effectue a 1'eceil nu. On observe attentivement, dans un endroit bien
éclairé, lI'aspect du champignon, en vérifiant que toutes les colonies soient identiques, il faut

noter:

e La consistance de la colonie: duveteuse, laineuse, cotonneuse, floconneuse,
poudreuse,...etc.

e La couleur: du recto et du verso de la boite de pétrie.

e Lataille: en mesurant le diamétre de la colonie.

e La pigmentation: présence ou absence d'un pigment diffusible dans le milieu.

e La forme du conteur: régulier, irrégulier; lobé, dentelé, filamenteux,...etc.

e Lasurface: plane, plissée, cérébriforme.

e La vitesse de croissance: rapide, modéré, lente.
5.2.1.2.1dentification microscopique

L'examen microscopique est basé sur les caracteres morphologiques : les organes de
fructifications, type de spores, aspect du thalle, aspect, taille, couleur et disposition des spores

(Bourgeois et Leveau, 1980).

Dans les conditions d'hygiéne et d'asepsie, la préparation du matériel fongique pour

I'observation microscopique a I'état frais est réalisée par la méthode suivante:

v" Prélever un fragment du thalle de la colonie a l'aide d'une anse de platine stérile, puis

le déposer dans une goutte de lactophénol sur une lame stérile.




v" Dilacérer le fragment mycélien avec l'anse de platine pour le rendre moins dense et
mieux observable, sans pour autant I'abimer complétement.
v" Recouvrir la préparation a l'aide d'une lamelle.

v" L'observation microscopique est réalisée au grossissement (X40).
5.2.2.1dentification des levures
5.2.2.1.0bservation macroscopique

Aprés incubation des cultures pendant 02-03 jours a 37°C sur milieu gélosé (Milieu
Sabouraud), une observation macroscopique permet de décrire I'aspect des colonies (taille,

pigmentation, contour, viscosité..)( tableau 04).

Tableau 04: Ensemble des caractéres macroscopique (Callon, 1997)

La forme Ronde

Le relief Bombeé ou plat

Le contour Regulier ou irrégulier

La taille Moyenne, petite, grosse
La surface Lisse ou rugueuse

La couleur Blanche ou opaque
Autres caractéres La consistance ou l'odeur

5.2.2.2.0bservation microscopique

L'observation microscopique permet de confirmer l'aspect macroscopique des levures, de

définir la forme, I'arrangement et le mode de division des cellules.

L'examen a I'état frais: Cette technique se fait en déposant une goutte d'eau physiologique
stérile sur une lame propre, puis on préléve une ose de la colonie de levure et la dissociée dans
la goutte, ensuite le tout est recouvert par une lamelle en évitant la formation des bulles d'air.
Enfin, on observe sous microscope optique au grossissement (X40), ce qui nous permet

d'observer les levures a I'état viable et de préciser leur morphologie(Singleton, 2005).
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5.2.2.3.Tests d'identification des levures

Pour l'identification des levures, nous avons utilisé trois tests : Test de Blastése, test de

chlamydosporulation et la galerie api 20 C AUX.

a. Le test de Blastese: Appelé aussi le test de filamentaion en sérum, il est réalisé en
déposant une colonie de levure dans 1ml de sérum humains frais. Cette suspension
préparée doit étre incubée a 37°C pendant 3 heures. La détection de tube germinatif

affirme la présence de Candida albicans ( Menan, 2008).

Figure04: Le test de Blastese

b. Le test de chlamydospores: Le but est la différenciation de Candida albicans
d'autres Candida sp , sur la base de la formation des chlamydospores. Pour cela, une
goutte de suspension de levure est ensemencée sur milieu Rice-Cream ( gélose a

I'extrait de riz) puis incubation a 28°C pendant 24 a 48 heures(Anonyme, 2003).

c. Galerie api 20 C AUX : C'est un systeme d'identification précise des levures les plus

couramment rencontrées( tableau 05).
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Tableau 05: Systeme d'identification des levures ( Bergan et al., 1982)

Principe

Mode opératoire

Lecture et interprétation

-La galerie APl 20 C AUX
est constituée de 20 cupules
contenant des substrats
déshydratés qui permettent
d'effectuer 19 tests
d'assimilation.

-Les cupules sont inoculées
avec un milieu minimum
semi-gélosé et les levures
poussent seulement si elles
sont capables d'utiliser le
substrat correspondant.

-La lectures de ces
réactions se fait par
comparaison aux témoins
de croissance et
I'identification est obtenue a
I'aide du Catalogue
Analytique ou d'un
I'logiciel d'identification.

*Préparation de la galerie:
-Reéunir fond et couvercle
d'une boite d'incubation et
répartir environ 5ml d'eau
distillée ou déminéralisée
dans les alvéoles du fond
pour crées une atmosphére
humide.

-Inscrire la référence de la
souche sur la languette
latérale de la boite.

-Retirer la galerie de son
emballage individuel et la
déposer dans la boite
d'incubation.

*Préparation de
I'inoculum:

-Ouvrir une ampoule d'API
Suspension Medium (2ml)
ou une ampoule d'API NaCl
0,85% Medium (2ml), ou un
tube contenant 2ml de la
méme solution sans additif.
-A l'aide d'une pipette,
prélever une fraction de
colonie par aspiration ou par
touches successives. Utiliser
préférentiellement des
cultures jeunes (18-24
heures).

*Lecture de la galerie:

-Apres 48 heures d'incubation, ou
72 heures ( si les tests, en
particulier le glucose, ne sont pas
trés nets apres 48 heures), observer
la croissance des levures
comparativement a la cupule 0,
"témoin négatif".

- Une cupule plus trouble que le
témoin indique une réaction
positive (+) a noter sur la fiche de
résultats.

-afin d'éviter toute contamination
lors d'une ré incubation, Oter le
couvercle uniquement pendant la
période de lecture.
*Interprétation:

L'identification est obtenue a partir
du profil numérique.
-Détermination du profil
numéerique:

Sur la fiche de résultats, les tests
sont séparés par groupes de trois et
une valeur 1,2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant a
I'intérieur de chaque groupe de
valeur correspondant a des
réactions positives, on obtient 7
chiffres qui constituent le profil

numérique.
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-Réaliser une suspension de
levures de turbidité égale a 2
de McFarland. Cette
suspension doit étre utilisée
extemporanément.

-Ouvrir une ampoule d'/API C
et y transférer environ 100pl
de la suspension précédente.
Homogénéiser avec la pipette
en évitant la formation des
bulles.

*Inoculation de la galerie:

- Remplir les cupules avec la
suspension obtenue dans un
API Medium. Eviter la
formation de bulles en posant
la pointe de la pipette sur le
c6té de la cupule.

-Refermer la boite
d'incubation et incuber 48-72
heures 4 29°C+ 2°C .

- Identification:

Elle est réalisée a partie de la base
de données(VV4.0)

*a l'aide du Catalogue Analytique:
Rechercher le profil numérique
dans la liste des profils.

*3 'aide de l'automate ATB™ | du
mini API, ou du logiciel

d'identification apiweb™:
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6.Etude de la sensibilité des souches

6.1.Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques
6.1.1.L"antibiogramme

L'antibiogramme permet d'étudier la sensibilité et la résistance des germes aux antibiotiques.
Dans notre étude, lI'antibiogramme a été réalisé par la méthode de diffusion sur gelose, elle est
appelée aussi la méthode des disques. La technique est appliquée sur trois souches
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa) par 13
disques d'antibiotiques (tableau 06).

Tableau 06: Les antibiotiques testés contre les bactéries isolées

Antibiotique Abréviation La charge (ug) La famille
Amoxiciline AM 10 3-lactamine
Ticarciline TIM 85 3-lactamine
Aclavulanique

Céftazidime CAZ 30 Céphalosporine
Céfotaxime CTX 30 3-lactamine
Céfazoline CZN 30 3-lactamine
Céfoxitine FOX 30 B-lactamine
Ciprofloxacine CIP 05 Fluoroquinolones
Gentamicine GMN 10 -lactamine
Sulfamethoxazole SXT 25 Sulfamides et
+Trimethoprime diaminopyrimidines

)
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Colistine COL 10 Polymyxine
Imipeneme IPM 10 R-lactamine
Amikacine AN 30 Aminoside
Chloramphenicol CHL 30 Phénicolés

6.1.2.Principe géneéral

Pour réaliser I'antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne jeune est
effectuée a la surface d'une gélose spécialement étudiée, la gélose de Muller-Hinton.
Des disques préts a I'emploi sont déposés a la surface de la gélose. L'antibiotique diffuse a
partir du disque en créant un gradient de la concentration minimale inhibitrice. Les caractéres

de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne en seront déduits (Bingenet al.,2011).
6.1.3.Milieu pour antibiogramme

La gélose de Miiller Hinton a ét¢ formulée a I’origine comme un milieu gélosé transparent
simple servant a la culture des Nessiseria pathogenes et a la réalisation de 1’antibiogramme
(Guezlan et al., 2008).Le milieu doit étre coulé en boite de pétri sur une épaisseur de 4mm.

La gélose doivent étre séchée avant I'emploi(Bingen et al.,2011).
6.1.4.Préparation de I'inoculum

e A partir d'une culture pure de 18a 24 heures sur milieu d'isolement approprié, racler a
l'aide d'une anse de platine stérile quelques colonies bien isolée et parfaitement
identique.

e Décharger bien I'anse dans 5 a 10ml d'eau physiologique stérile.

e Homogénéiser bien la suspension bactérienne (EUCAST, 2018).
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6.1.5.Inoculation des géloses

e L'inoculum bactérien doit idéalement étre employé dans les 15min, qui suivent sa
préparation.

e Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et eliminer
I'exces de liquide en tournant I'écouvillon sur les parois du tube.

o Il est important de rejeter I'exces de liquide pour éviter une sur-inoculation des boites,
en particulier pour les bactéries a Gram négatif.

e Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions.

e Déposer les disques d'antibiotiques ( il est préférable de ne pas mettre plus de 7
disques sur une boite de 90mm) a la surface de la gélose inoculée et séchée, le contact
avec la surface doit étre étroit.

e Les disques une fois déposés ne peuvent étre déplacés car la diffusion des
antibiotiques est rapide (figure 05) (EUCAST, 2018).

Figure 05: Le test d’antibiogramme

6.1.6.Conditions d'incubation

Les boites sont idéalement incubées dans les 15 min, qui suivent le dépdt des disques, sans
dépasser 30min, I'atmosphere et la durée d'incubation recommandée pour chaque bactérie
(tableau 07).

E
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Tableau 07: Les conditions d'incubation des bactéries isolées

Microorganisme Conditions d'incubation
Pseudomonas aeruginosa 35+2°C en aérobiose 16 a 24heures.
Staphylococcus aureus 35+2°C en aérobiose 16 a 24 heures.
Staphylococcus epidermidis

6.1.7.Lecture

Nous avons mesuré avec précision les diamétres et les zones d'inhibition en millimetre en
procédant par transparence a travers le fond de la boite de pétri. Puis nous avons comparé
les résultats obtenus et classé la bactérie dans lI'une des catégorie S (sensible), R(résistante)

ou I(intermédiaire).
6.2.Etude de la sensibilité des champignons aux antifongiques

La recherche dantifongiqgue passe généralement par [I'établissement in vitro
d'antifongigramme vis-a-vis de souches fongiques cibles. Cette étude doit étre conduite en
rapport avec une détermination de la sensibilité des champignons pathogénes aux
antifongiques utilisés en thérapeutique selon des techniques rapides, précises et

normalisées(Steimen et al., 1988).
6.2.1.L"antifongigramme

L'antifongigramme est un test qui a pour but de déterminer la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) d'une souche fongique vis-a-vis de divers antifongiques. Par définition, la
Concentration Minimale Inhibitrice est la plus faible concentration d'antifongique capable de
provoquer une inhibition compléte de la croissance d'une souche donnée aprés une certaine
période d'incubation. La fiabilité d'un antifongigramme est influencée par de nombreux

parameétres qui doivent étre rigoureusement controlés.




6.2.2.Principe géneral

Dans notre étude I'antifongigramme est réalisé par la méthode des disques. Cette méthode, par
diffusion, utilise des disques dont la charge en principe actif et variable selon I'antifongique
testé sont déposés sur un milieu de culture gélosé, ensemencé par écouvillonnage.
L'antifongique diffuse dans la gélose créant une zone d'inhibition de croissance de germe
autour du disque, en fonction du diamétre de cette zone les souches peuvent étre classées en
sensibles (aucune pousse), intermédiaires( pousse dans la cupule faiblement dosée en
antifongique) ou résistantes( pousse dans les deux cupules) (Linas et al., 2001). La technique
est appliquée sur les souches fongiques avec 06 disques d'antifongiques ( tableau 08).

Matériels et Méthodes

Tableau 08: Les antifongiques testés contre les souches fongiques

Antifongique Abréviation La charge (ug) | La famille
5-Fluorocytosine 5FC1 01 Pyrimidines
Amphotéricine B | AB 100 100 Polyénes
Voriconazole VOR 50 50 Azolés
Itraconazole ITR50 50 Azolés
Posaconazole POS 50 50 Azoles
Ketoconazole KET 50 50 Azoles

6.2.3.Préparation de I'inoculucm

6.2.3.1.Les levures

A partir d'une culture pure, nous avons utilis€ un écouvillon stérile. 3 a 4 colonies bien

isolées, sont prélevées et émulsionnees dans 10ml d'eau physiologique stérile pour

une suspension homogeéne ( pas de cellules agglomérées).
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6.2.3.2.Les champignons filamenteux

A partir d'une culture pure d’Aspergillus Il'utilisation et avec une pipette Pasteur stérile, nous
avons gratté délicatement la surface de la colonie avec I'eau physiologique stérile et une

goutte de Tween 20 comme agent émulsionnant pour aider les conidies a se disperser.

Pour les filamenteux, qui ne sporulent pas abondamment, nous avons ajouté une goutte de
I'agent émulsifiant Tween 20 & l'eau physiologique stérile puis agité les champignons au
vortex pour avoir une solution appropriée et apres nous avons laissé la suspension au repos
pendant quelques minutes afin que les grand segments hyphes aient le temps de s'installer,

puis utiliser la couche homogene absolue pour obtenir la densité désirée de I'inoculum.
6.2.4.Inoculation des géloses
Selon les étapes suivantes :

e Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension et éliminer I'excés de liquide
en tournant I'écouvillon sur les parois du tube.

e Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose Sabouraud dans trois directions.

e Déposer les disques d'antifongiques ( il est préférable de ne pas mettre plus de 7
disques sur une boite de 90mm) a la surface de la gélose inoculée et séchée, le contact
avec la surface doit étre étroit.

e Les disques une fois déposés ne peuvent étre déplacés car la diffusion des

antifongiques est rapide.
6.2.5.Conditions d'incubation

Le tableau 09 présente I’atmosphére et la durée d'incubation recommandée pour chaque

souche fongiques.

Tableau 09: Les conditions d'incubation des champignons isolés

Microorganisme Conditions d'incubation
Les levures 35+2°C en aérobiose 2 a 3 jours
Les moisissures 25+2°C en aérobiose 5 a 7 jours




Matériels et Méthodes

6.2.6.Lecture

e Les résultats sont interprétés par la mesure des diametres des zones d'inhibition en
millimétre.
e Comparer les résultats obtenus, classer la souche fongique dans I'une des catégorie

S(sensible),R(résistante)ou I(intermédiaire).
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1.1dentification des microorganismes isolés a partir des surfaces

1.1.1dentification des bactéries
1.1.1.Etude des caracteres macroscopiques des bactéries

Aprés un 24 heures d’incubation a 37°C, I'examen macroscopique sur les milieux utilisés

Chapman, Hektoen et Geélose Chocolat a montré les différents caractéres culturaux des

colonies obtenus. Les résultats sont résumés dans le tableau(10) suivant:

Tableau 10 : Résultats d'isolement des différents prélévements effectués

Milieu
N° Chapman Hecktoen Gélose chocolat
préléevemeqt
01 X X X
02 X X X
03 X X Petites colonies
blanchatres
Lisses, bombées
04 X X X
05 X X X
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06 Petites colonies X Petites colonies
pigmentées jaunes blanches- jaunatres
dorées ,lisses. Lisses

07 X X Petites colonies

blanchatres, lisses.

Colonies de taille Petite colonies

08 X moyenne vertes, blanches, lisses.
lisses.
Virage du milieu au
jaune-vert.

09 X X X
Petites colonies Petites colonies
vertes, lisses, blanches, lisses.

10 X bombées a contour

régulier.
Virage du milieu au
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jaune-vert.

11 X X Petites colonies
blanchatres, lisses.

12 X X X

(x): absence de culture

1.1.2.Etude des caracteres microscopiques des bactéries
Pour toutes les cultures positives, nous avons réalisé des examens directs a I'état frais et la

coloration de Gram. Les résultats sont résumés dans le tableau (11) suivant:
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Tableau 11:Résultats de I'examen microscopique a I'état frais et la coloration de Gram

N° de prélevement Etat frais Coloration de Gram
03 Immobiles Cocci a Gram positif (+)
06 Immobiles Cocci a Gram positif (+)
07 Immobiles Cocci a Gram positif (+)
08 Mobiles Bacille & Gram négatif(-)
10 Mobiles Bacille & Gram négatif(-)
11 Immobiles Cocci a Gram positif (+)

1.1.3.Etude des caracteres biochimiques des bactéries isolées

Nous avons distingué trois types de cellules bactériennes pour confirmer ces résultats, nous

avons realisé une galerie biochimique classique pour chaque type ( tableau 12).

Tableau N°12: caracteres biochimique des germes isolés a partir des surfaces

Citrate
de
Prélévement | H2S | Gaz | Glu | Lac | Sac | Simons Mannitol | Mobilité | ONPG | Catalase | Coagulase | Souche

Pseudomonas
08 et 10 G 16 6 () (6 6 () () () (+) () aeruginosa

Staphylococcus
NO6 () () (&) () [(+) [(H) (+) () () (+) (+) aureus

Staphylococcus
03,07et1l |(+) [(+) |(+) [(#) |(+) [(-) (-) (-) (-) (+) (-) epidermidis
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1.2.1dentification des champignons

1.2.1.1dentification des moisissures

1.2.1.1.Etude des caractéres macroscopiques

L'é¢tude macroscopique a été réalisée par l'observation a I'eeil nu

pour

distinguer les

caractéres culturaux (aspect de la colonie, couleur, revers et la vitesse de croissance).Les

résultats obtenus ont été rassemblés dans le tableau ci-dessous (tableau 13).

Tableau 13:Caracteres macroscopiques des souches fongiques

Prélevement

Aspect macroscopique des isolats

Revers

Surface

Aspect
macroscopique

Référence
(Chabasse et al.,
2002).

01

Recto: colonie
blanche au
départ, devienne
grise en
vieillissant, a
croissance rapide
et extensive a
une texture

cotonneuse.

4 \Verso: incolore

03

Recto: colonie
grise au brun
foncé, a
croissance tres
rapide et
extensive, a une
texture laineuse.
Verso: vert foncé
a gris.
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Recto: colonie
bleu-vert,
veloutée, a
croissance tres
rapide.

Verso: brun-
rouge.

05

Recto: colonie
granuleuse noire,
a croissance
rapide.

Verso: jaune
pale.

06

Recto: colonies
duveteuses a
poudreuses
marron-gris, a
croissance
rapide.

Verso: jaune pale

07

Recto: colonie
extensive
duveteuse a
poudreuse
d'abord blanche
'M puis de couleur
“% variée, jaunatre,
puis vert
jaunatre, a
croissance lente
4 \/erso: jaune.

11
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1.2.1.2.Etude des caracteres microscopiques des moisissures

Toutes les moisissures isolées sont soumises a une identification microscopique réalisee par

une observation au grossissement (X40). Cette identification étant fondée essentiellement sur

I'étude morphologique de mycélium (absence ou présence des cloisons, couleur,

différentiation) et des spores (forme, couleur, texture de parois).Les résultats obtenus ont été

rassemblés dans le tableau (14).

Tableau N°14: Caracteres microscopiques des souches fongiques isolées a partir des

surfaces

N° De

Préléevement

Aspect microscopique X40

Photo microscopique
de référence
(Chabasse et al.,2002).

Identification
de la souche

-Filaments de 06pum
de large non septés.
-Stolons, rhizoides
et sporocystophores
sont bien
différenciés.

-Les
sporocyctophores
bruns sont disposes
en bouquets.

-Les sporocystes
sont globuleux avec
une columelle
globuleuse, la
columelle s'affaisse
sur le
sporocustophore (
aspect en parapluie).
-Les spores sont
ovoides, isolés et
disposes en chaines.

Rhizopus sp
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05

-Filaments large peu
ou pas septes.

-Pas de stolons ni
rhizoides.

-Téte vésiculaire
glabre, la disposition
des spores sur les
trois quart.

-Les spores rondes,
lisses.

Mucor sp

Nlisse et incolore avec
'un évasement
‘progressif au sommet. ||
~ -Vesicule
~hémisphérique.
~ -Phialides

- par la vesicule,

-Conidiophore court,

directement portées

dressées, densément
groupées.

-Conidies petites,
globuleuses, vertes,
échinulées.

-Téte aspergillaire
unisériée, en colonne
compacte, assez
grande

| Aspergillus

fumigatus

06

. . -Vesicule
‘', %oy globuleuse.

. tsur la vésicule par
* . métules disposées
u"' .. - surtout le pourtour

' de la vésicule.

- globuleuses, brunes,

-Conidiophore
brunatre, lisse.
-Phialides insérées

I'intermédiaire de

-Conidies

échinulées.
-Téte aspergillaire
bisériée radiée, noire.

Aspergillus
niger
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-Vésicule sphérique,
disposition radiaire.
-Conidie a une
structure bicouche,

. fortement rugueuse,
de 3a5um.
-Spores lisses de
02um de diamétre.

Aspergillus
tubingensis

07

'|Conidiophore 03um
~|de large, lisse,

~ |jaunatre,
généralement long.

Téte aspergillaire
globuleuse,
disposition radiaire
des métules.

Aspergillus
oryzae

11

Spores de 04pm
globuleuse en
chainette.

1.2.2.1dentification des levures
1.2.2.1.Etude des caractéres macroscopique des levures isolées
Les résultats obtenus montrent que :

e LePrelévement N°04:
Les colonies de levures apparaissent sur milieu Sabouraud avec les caractéres
suivants:
» Culture positif au bout de 48 heures.
Colonies blanches, cremeuse et brillantes.
Tailles moyenne et lisses
Forme rondes et bombées.

Y V V VY

Odeur de levure.
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Les mémes caracteres morphologique des colonie de Candida ont été observés par

(Kammalac, 2014) sur la gélose Sabouraud (figure06).

Figure 06: Aspect macroscopique des levures sur milieu Sabouraud.

1.2.2.2.Etude des caractéres microscopiques des levures

a. Examen a I'état frais: A I'état frais, les levures examinées apparaissent volumineuse,
de forme ovulaire, ayant une mobilité moyenne et certaine sont bourgeonnantes
(figure 07) .

Levures bourgeonnantes

Figure 07: Examen a I'état frais des levures vu au microscope optique (X40).
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1.2.2.3.1dentification des levures par le test Blastése et Chlamydosporulation

Les résultats des tests de Blastése et de chlamydosporulation des Candida sp isolées sont

enregistrés dans le tableau ci-dessous (tableau 15).

Tableau 15: Résultats des tests de Blastese et de chlamydosporulation

Prélévement Test de Blastése Test de chlamydospores Résultats

04 - - Candida sp

(-): Résultats négatifs.

D'aprés le tableau ci-dessus, on remarque que la souche isolée n'a pas formé des tubes
germinatifs ni des chlapydospores. Selon les deux tests négatifs, on peut prédire que la souche

est une Candida non albicans (figure 08 ).

Figure 08: Identification des levures par le test Blastése et Chlamydosporulation , a :Test de

Blastese, b : Test de chlamydospores

Ces deux tests ne permettent pas la différentiation entre les especes de Candida, c’est pour

cela , nous avons complété l'identification par la galerie api 20C AUX.

5
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1.2.2.4.1dentification par la galerie api 20C AUX

Sur la base des tests biochimique effectués par la plaque api 20C AUX, la lecture

d'identification de la levure confirme au catalogue analytique api 20C, a révélé la présence du

I'espéce Candida famata responsable de plusieurs pathologie (figure 09 ).

2 g
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® Origine / Source / Herkunft / < s 3
gnpi 20 C AUX Origen / Origem / NMpoéAguon / :T
Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie : g bbb sl Cploiy
3
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OD|BHD D@ Lotk
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OOO|IOOOICOOIOOLI i
O GLU GLY | 2K6 ARA XYL | ADO XLT GAL | INO SOR MDG | NAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLz RAF Fevie g |
Hyphae
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Otras pruebas / Altri test / Outros testes / ~ ) e
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Figure09: Résultats de la galerie biochimique api 20C AUX

2.1dentification des microorganismes isolés a partir de I'atmosphére

hospitaliére

2.1.1dentification des bactéries

Aprés incubation des boites de sédimentation a 37°C pendant 48 heures, les résultats sont

révélés a 100% negatif (absence des colonies dans toutes les boites) ( figurel0).

Figure 10: Résultats des prélevements d'air
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2.2.1dentification des champignons

Aprés prolifération des moisissures sur milieu Sabouraud+Chloramphénicol pendant quelques
jours, nous avons procedé a la sélection des différentes moisissures existantes, et pour cela

nous nous sommes basé sur l'aspect macroscopique de la souche, et de Ia, nous avons

déterminé 04 aspects qui ont été par la suites isolés et purifiés dans d'autres boites puis passés
a l'identification macroscopique et microscopique ( figure 11).

Figures 11: Moisissures sélectionnées

=)
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2.2.1.Etude des caractéres macroscopiques des moisissures isolées a partir d'air:

Les moisissures isolées et purifiées sont identifiées par un examen macroscopique qui est

effectué aprés une incubation de 07 jours a 28°C. Les résultats obtenus ont été rassemblés

dans le tableau ci-dessous ( tableau 16).

Tableau 16: Caracteres macroscopiques des souches fongiques isolées a partir de

I'atmosphere hospitaliére

Lieu Aspect macroscopique des isolats

Surface Revers

Salle de soin
(boite 01)

Réanimation '
(boite 02)

Aspect Référence
macroscopique (Chabasse et
al.,2002).

Recto: colonie
de couleur
jaune a chamois
clair, a
croissance
rapide, présente
une sorte de
poussiére
dorées sur le
milieu.

Verso: jaune a
brun.

Recto: colonie
bleu-vert,
veloutée, a
croissance tres
rapide.

Verso: brun-
rouge.
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Bloc
opératoire
(boite 03)

Recto: colonies
duveteuses a
poudreuses
marron-gris, a
croissance
rapide.

Verso: jaune
pale.

Recto: colonie
granuleuse
noire, a
croissance
rapide.

Verso: jaune
pale.
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2.2.2.Etude des caractéres microscopiques des moisissures isolées a partir d'air:

Aprés lI'examen macroscopique, on passe a l'identification microscopique réalisée par une

observation au grossissement (X40), les détailles sont présentés dans le tableau (17).

Tableau N°17: Caracteres microscopiques des souches fongiques isolées a partir

de I'atmosphére hospitalieres

N° De

Boite

01

(salle de
soin)

Aspect microscopique X40

Photo microscopique
de référence
(Chabasse et al.,2002).

Identification
de la souche

-Téte sporifére jaune
ochracé globuleuse
puis dissociée en
méches a maturité.
-Conidiophore rond
rugueux, jusqu'a
1mm de long,
pigmenté en jaune
ou brun claire.
-Visicule
globuleuse, hyaline,
le développement
des phialides se fait
sur I'ensemble de la
téte conidienne.
-Stérigmates
bisériés.

-Phialides formées
sur des métules.
-Conidies hyalines et
globuleuses ,
finement
rigeuses,2,5-3um

Aspergillus
ochraceus

s
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02
(REA)

03

(Bloc
opératoire)

directement portées
par la vésicule,
dressées, densement
groupées.

-Conidies petites,
globuleuses, vertes,
échinulées. Téte
aspergillaire
unisériée, en colonne
compacte, assez
grande

-Conidiophore court, ":’,'-'." N

lisse etincolore avec =

un évasement };‘,1‘ A

progressif au '“\.x s - :
sommet. e -
-Vésicule Aj N d
hémisphérique. t‘, i
- |-Phialides 1 /,:3

-Vésicule sphérique,
disposition radiaire.
-Conidie a une
structure bicouche,

% | fortement rugueuse,

de 3a5um.
-Spores lisses de
02um de diamétre.

Aspergillus
fumigatus

Aspergillus
tubingensis

-Conidiophore
brunatre, lisse.

- . |-Vésicule
..+ |globuleuse.

-Phialides insérées
sur la vesicule par
I'intermédiaire de

- | métules disposées
. | sur tout le pourtour

de la vésicule.
-Conidies

globuleuses, brunes, '

échinulées.-Téte
aspergillaire bisériée
radiée, noire.

) ’."’
o A
/ /,

Aspergillus
niger
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3.Etude de la sensibilité des souches isolées

3.1.Etude de la sensibilité des bactéries prélevées a partir des surfaces

3.1.1.Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques:

Le tableau 18 montre que les bactéries isolées (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis) ont un effet considérable vis —a-vis aux antibiotiques

utilisés:

e Pseudomonas aeruginosa presente une résistance naturelle de la plupart des B-
lactamine, elle montre également une résistance aux SXT et CHL, et une sensibilité
naturelle aux IMP, GMN, AN, CIP, COL ( figure 12).

e Staphylococcus aureus présente une résistance naturelle aux R-lactamine (AM, CTX,
GMN).

e Staphylococcus epidermidis sensible a la majorité des antibiotiques.

Tableau N°18: L'antibiogramme des bactéries isolées de I'environnement hospitalier

Germe

AM | TIM | CAZ | CTX | CZN | FOX | IPM | GMN | AN | CIP | SXT | COL | CH

L

Pseudomonas R R R R R R S S S S R S R

aeruginosa

Staphylococcus

aureus R / / R / / / R / / / / S
Staphylococcus | R / / S / / / S / |/ / S
epidermidis

(R):Résistante (S): Sensible
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Figure 12: L'antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.

3.2.Etude de la sensibilité des champignons vis-a-vis les antifongiques:

Pour ce test nous avons privilégié 06 antifongiques dans le but de mettre a jour leur pouvoir

inhibitrice contre trois souches fongiques.

Les résultats finals sont démontrés dans le tableau(19).

Tableau N°19: L'antifongigramme des souches fongiques isolées a partir de

I'environnement hospitalier

Germe AB 5FC VOR ITR POS KET
Aspergillus fumigatus | R S S I R |
Aspergillus niger R I S R I |
Candida famata S S S S I S
(R): Résistante (1):Intermédiaire (S): Sensible
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Discussion

Notre travail s’articule sur 1’isolément et I'identification des bactéries et des champignons
(moisissures et levures) et nous avons basé sur les caractéres morphologiques, culturaux et

biochimiques.
1.1solement a partir des surfaces

1.1.Bactéries

6 souches ont été isolées et identifiées au cours de la période d’étude représentant deux
formes, les cocci a Gram positif prédominent avec un taux de 66,67% (4/6et les bacilles a
Gram négatif avec un pourcentage de 33,33% (2/6) des cas. Nos résultats sont différents au
pourcentage rapporté par (Boncana, 2007), qui a trouvé un pourcentage de 33% pour les
cocci a Gram positif et un pourcentage égal a 53% pour les Bacilles a Gram négatif

Les bactéries a Gram positif représentent 66,66% de I’ensemble des bactéries isolées avec une
prédominance des staphylococcus epidermidis avec un taux de75% (3/4), suivi des
staphylococcus aureus avec un taux de 25% (1/4)

Toutes les bactéries a Gram négatif sont représentées par 1’espéce Pseudomonas aeruginosa
avec un taux de 100% (2/2).

1.2.Champignons
1.2.1.Moisissures

Les résultats obtenus montrent que 6/11 prélevements des surfaces ont été purifié et
identifier. Le genre Aspergillus représente un nombre relativement élevé avec un taux de
66,66% (Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus tubingensis, Aspergillus
oryzae). Ce résultat est relativement élevé par rapport au celle rapporté par (Savy, 2005),
Rhizopus sp et Mucor sp, avec un taux de 16,67%pour chaque moisissure.

1.2.2.Levures

Nous avons basé sur les caractéres biochimiques effectués par la plaque api 20C AUX, Une
seule espece de levure a été isolé et mis en évidence, ¢’est Candida famata.

Les candidoses restent les infections fongiques les plus fréqguemment diagnostiquées. Elles
représentent 7% des infections nosocomiales ce qui les places au sixiéme rang apreés les
infections par les Entérobactéries, Staphylocoque a coagulase négative, Staphylococcus

aureus, a Entérocoques et par Pseudomonas.
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Les levures de genre Candida sont des saprophytes du tube digestif qui peuvent provoquer
des infections superficielles touchant les muqueuses et la peau et des infections viscérales.
Les candidas sont souvent responsables d’infections nosocomiales systémiques qui peuvent
étre la conséquence de contamination nosocomiales exogenes, souvent chez les patients ayant
des cathéters intra vasculaires, ou bien ils peuvent étre responsables d’infections consécutives

au passage vers le sang et les organes profonds endogénes(Cordonnier et Herbrecht, 2000).

2.Prélevements de I’air

2.1.Bactéries

La méthode de sédimentation ne mesure pas de concentration en micro-organismes dans 1’air
mais bien le nombre d’UFC sédimentées par unité de temps (Pasquarella et al., 2008).

Aprés incubation des boites de sédimentation pendant 48 h, nos résultats étaient a 100%
négatif contrairement a celle trouvés par Abbas et Lekehal en 2017 qui montre que la plupart
des souches isolées a partir de I’air proviennent du service de pédiatre avec un taux de

33.33%.

2.2.Champignons

2.2.1.Moisissures

En se basant sur 1’aspect macroscopique et microscopique des souches isolées a partir de
I’atmosphére de la salle de réanimation, du bloc opératoire et de la salle de soin, les résultats
ont montré une présence d’une flore fongique pathogéne du genre Aspergillus représentant 4
especes : Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger et Aspergillus
tubingensis. Un taux particulierement élevé d’A.fumigatus (22 UFC/m3) a été relevé le 9 mai
2007.

Ceci était en fait dd a un probléme sur le systéeme de filtration de la hotte et le remplacement

du filtre a conduit au retour a des valeurs normales.

Selon I’explication montrée par (Beguin, 1995), les spores fongiques en général, et celles
d'Aspergillus en particulier, sont véhiculées par I'air et sédimentent ensuite sur les surfaces ou
dans les poussiéres ou elles restent viables fort longtemps. C'est ainsi que le genre Aspergillus

est I'un des 3 genres de moisissures les plus communs dans les domiciles

&
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Aussi d’autres résultats ont montrés que certaines spores rugueuses et stables dans I’air
comme celles d’Aspergillus fumigatus peuvent se maintenir plusieurs heures dans I’air alors
qu ‘Aspergillus niger (spores lisses) retombent rapidement (Ljungqvist et Reinmdller,
2000), c’est pour ¢a qu’en milicu hospitalier, A.fumigatus est I'espéce thermotolérante la plus

frégquente dans l'air et sur les surfaces (Lau et al., 2000).

3.Résistance des souches isolées

3.1.Bactéries

Selon les résultats des antibiogrammes, nous avons noté une résistance allant jusqu’a 61,53%
qui caractérise 1’espéce Pseudomonas aeruginosa, ce taux reste proche par rapport aux taux
de résistance rapporté par (Madi et Djema,2019) qui ont trouvé un taux de 66,66%.
Cependant, ce taux reste plus élevé par rapport aux taux rapportés en Algérie, 16,6% a
Annaba (Touati, 2013), 38% au CHU d’Oran (cliniques et environnementales) (Sefraoui,

2015). Cette résistance est liee aux :

e Mécanisme enzymatique par hyperproduction des céphalosporine chromosomique de
classe A (la superproduction de céphalosporines constitue le mécanisme de résistance a la
céftazidine le plus fréguemment retrouvé chez les souches de Pseudomonas aeruginosa
isolées dans divers pays de la Méditerranée (Garcia-Rodringuez et jones,2002 ;kalai et
al.,2004 ;Dubois et al.,2008 ;EI-Mahdy,2013).
e modifications enzymatiques, les N-amino-acétyltarnsférases (AAC 3°)-1
(Résistance a la gentamycine) et AAC (6”)-Ib (résistance a la tobramycine et I’amikacine)
sont les plus répandus chez les isolats de Pseudomonas aeruginosa (Strateva et
Yordanov, 2009).

e Changements dans les enzymes ADN gyrase et topoismérase IV qui représentent les
cibles majeur pour les quinolones et I’efflux actif (Leeet al., 2005; Nakajima et
al.,2002).

D’apres les résultats montrés dans le tableau 18, nous avons noté que 1’espéce Staphylococcus
aureus se caractérise par un taux de résistance élevé allant jusqu’a 75% pour les
Amoxicillines, céfotaxime et gentamicine. Ces résultats sont comparables a ceux rapporté en

clinique par(Ghernaout,2013).
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Cependant, nous avons noté que I’espece Staphylococcus epidermidis présente un taux de

résistance de 25% seulement pour les amoxicillines.

3.2.Champignons

Selon nos résultats, la sensibilité des souches fongiques aux: 5-fluorocytosine, voriconazole,
itraconazole, posaconazole, ketoconazole, indiqué sur le tableau 21, explique 1’utilisation de

ces antifongiques pour le traitement medical:

v 5-fluorocytosine : la molécule pénétre dans la cellule fongique grace a la cytosine
perméase et devient active grace a la cytosine désaminase.

v Voriconazole (Vfend): il s’agit de la seule molécule ayant clairement démontré a ce jour
une superiorité dans le traitement de I’aspergillose invasive comparé a 1’ Amphotéricine
B conventionnelle (Stroman et al., 2001).

v"ltraconazole (Sporanox) : il est actif sur les Candida sp et les Aspergillus sp.

v’ Posaconazole : c’est un azolé de derniére génération, a large spectre, utilisé pour le
traitement de 2éme intention de 1’aspergillose invasive.

v' Ketoconazole (Kétoderm) : sa bonne pénétration des tissus en particuliers au niveau de la

peau en fait le traitement de choix de la condidose cutanéomuqueuse.

=
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Notre travail a été réalisé au niveau de I'EHS De Pédiatre, Mansourah Constantine, pour

rechercher la contamination fongique et bactérienne en milieu hospitalier.

Nous avons obtenus 22 prélevements de différentes souches microbienne (bactéries, levures,
moisissures), et ont été recueillis avec un total de 6 souches bactériennes et 16 souches

fongiques (15 moisissures et 1 levure).

La premiére investigation a révélé la prédominance des Gram positifs (66,66%) par rapport
au Gram négatifs (33,33%).

L’identification des souches fongiques a montré une prédominance du genre Aspergillus avec

un taux de 80% (8/10) suivi par le genre Mucor avec un taux de 20% (2/10).

L’étude de la résistance des bactéries aux antibiotiques, nous avons permis d’enregistrer un
taux de résistance de 61,53% pour Pseudomonas aeruginosa, qui a été testée en présence de
13 antibiotiques; a noter que cette derniére a été trouvée résistante vis-a-vis 8 ATB et sensible
vis-a-vis 5 ATB.

Les résultats de 1’antibiogramme des souches de Staphylococcus aureus et Staphylococcus

epidermidis ont montré un taux de résistance de 75% et 25%respectivement.

Cependant aucune résistance n’a été détectée vis-a-vis de CHL ce qui maintient I’efficacité de

cet antibiotique dans le traitement des infections dues a ces bacteéries.

Les résultats de I’antifongique des 3 souches fongiques, nous avons permis d’enregistrer un
taux de sensibilité importants vis-a-vis I’antifongique VOR ce qui maintient 1’efficacité de cet

antifongique dans la lutte biologique pour ces 3 souches.

Pour éviter toutes défaillance du coté hygiéne et diminuer les risques infectieux dans le milieu

hospitalier nous proposons les solutions suivantes:

¢ Impliquer 1’administration hospitaliere dans la lutte contre I’infection et le
facteur favorisant

¢ Organiser des compagnes réguliéres pour sensibiliser les personnels
concernant la lutte contre les infections nosocomiales et ces facteurs de risque.

+«+ Organiser des stages de formation pour les agents de ménage.

|
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¢ Obliger la direction de I’hopital d’effectuer des prélévements réguliers pour
évaluer la qualité de I’air ambiant et des surfaces.

s Augmenter le chiffre financier destiné a 1’hygiéne, la désinfection, le
réaménagement des services et la réparation des systémes de traitement de 1’air
ambiant.

s Effectuer des visites réguliéres d’inspection.

&
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Résumés

Résumé

Le travail présenté consiste & évaluer le niveau de contamination atteint dans les services
réanimation et chirurgie de I'Etablissement Hospitalier Spécialisé De Pédiatrie Mansourah
Constantine par l'isolement des bactéries et champignons a partir de plusieurs sites de
I'environnement hospitalier pendant trois mois . A partir des prélevement de surfaces, 06
souches bactériennes ont été isolées et identifiées représentant 3 espéces : Staphylococcus
epidermidis est I'espéce la plus dominante avec un taux de 50% , suivie par Pseudomonas
aeruginosa avec un taux de 33,33% et enfin Staphylococcus aureus avec un taux de 16,16%;
06 souches des moisissures ont été isolées et identifiées représentant 3 genres : Aspergillus
avec un taux de 66,66%, suivie par Rhizopus sp et Mucor sp avec un taux de 16,67%, pour
les levures, une souche de Candida famata a été isolée et identifiée. Par ailleurs , les résultats
de prélevement d'air ont montrés la présence d'une flore fongique des Aspergillus. Les tests
de sensibilité aux antibiotiques et aux antifongiques ont €té réalisés pour les souches isolées.
La présence des microorganismes en grand nombre va permettre leur transmission directe ou

indirecte au malade ce qui engendre I'apparition des infections nosocomiales.

Mot clés: Contamination, isolement, bactéries, champignons, sensibilité, les services

réanimation et chirurgie.



Résumés

Abstract

The work presented consists of assessing the level of contamination reached in the surgical
and resuscitation departments of “l'Etablissement Hospitalier Spécialis¢ De Pédiatrie,
Mansourah, Constantine” by isolating bacteria and fungi from several sites of the hospital
environment for three months. From surface sampling, 06 bacterial strains were isolated and
identified representing 3species: Staphylococcus epidermidis is the most dominant species
with a rate of 50%, followed by Pseudomonas aeruginosa with a rate of 33.33% and finally
Staphylococcus aureus with a rate of 16.16%; 06 strains of mold were isolated and identified
representing 3 genres:Aspergillus with a rate of 66.66%, followed by Rhizopus spand Mucor
sp with a rate of 16.67%, for yeast, a strain of Candida famata was isolated and identified. In
addition, air sampling results showed the presence of a fungal flora of Aspergillus. Antibiotic
and antifungal sensitivity tests were performed for the isolated strains. The presence of
microorganisms in large numbers will allow their direct or indirect transmission to patients,

which leads to the appearance of nosocomial or hospital-acquired infections.

Keywords: Contamination, isolation, bacteria, fungi, sensitivity, surgical and resuscitation

departments.
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ANNEXE N°01

Annexes

Milieux et matériels utilisés dans notre travail

Matériels utilisés

- Ecouvillons stériles.

- Boites de Pétri.

- Anse de platine.

- Microscope.

- Pipettes Pasteur.

- Lames et lamelles.

- Tubes & essai.

- Portoirs.

-2 Etuves réglée a 37°.eta 27°
- Des disques d’antibiotiques.
-Micropipette et des embouts.
-Tubes a hémolyse.
-Centrifugeuse.

Milieux utilisés

-Gélose nutritive

-Sabouraud
-Sabouraud+chloramphénicol
-Chapman

-Hektoen

-Gélose chocolat
-Mueller-Hinton

-Rice cream

Milieux d’identification

-Galerie biochimique classique.
-Galerie API 20C AUX
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ANNEXE N°02

La composition des solution:

Solution Composition Quantité
*Eau g.s. ad 100g
Lugol g.s. ad 100 g signifie "quantité suffisante pour
obtenir 100
g de solution™
*Violet de Gentiane -10g
Violet de * Phénol -20g
Gentiane « Ethanol (90 °GL) -100ml
* Eau distillée -1L
* Fuchsine basique -10g
Fuchsine * Phénol -50g
« Ethanol -100ml
* Eau distillée -1L
ANNEXE N° 03
La composition des milieux de culture:
Milieu Composition Quantité
* Peptones de caséine -15¢/1
* Peptones de viande -5g/1
* Extraits de viande -39/l
* Peptones de levure -39/
* NaCl -5g/1
TSI * Lactose -10g/1
* Saccharose -10g/1
* Glucose -1g/1
» Citrate ammoniacal de Fer | -0,5g/I
(D)
* Thiosulfate de sodium -0,5¢q/I
* Rouge de phénol 0,024 -0,024q/1
» Agar -12g/1
* Citrate de sodium -1g
* Bleu de bromothymole -0,08g
Citrate de Simmons * Chlorure de sodium -5g
* Sulfate de magnésium -0,29
* Hydrogénophosphate de -1g
potassium
* Dihydroginophosphate -1g
d’ammonium
*Agar -15¢
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*PH 7,1.
*Peptone trypsique de viande | -20g/l
» Agar -4g/1
Mannitol-mobilité * Mannitol -29/1
* KNO3 -1g/1
* Rouge de phénol a 1 -4mi
*PH 7,6-7,8
*Peptone -10g/1
*Extrait de sodium -19/1
Chapman *Mannitol -10g/1
* Rouge de phénol -0,025¢/1
» Agar -15¢/1
*PH 7, 4.
*Peptone-protéose -129/1
*Extrait de levure -39/l
*Lactose -12g/1
*Saccharose -12¢/1
*Salicine -2g/1
Hektoen * Citrate de fer 3 et -1,5¢/1
d’ammonium
* Sels biliaires -99/1
* Fuchsine acide -0,065¢/1
*Bleu de bromothymole -5g/1
*PH 7.5.
« Infusion de viande de boeuf | -300g/I
* Amidon de mais -1,5¢g/I
Muller-Hinton *Agar -17g/
* Peptone de caséine -17,5¢/1
«PH7,4.
* Extrait de viande -19/l
* Extra de levure -2g/1
Gélose nutritive * Peptone -5g/1
¢ Chlrure de sodium -5g/1
» Agar -15¢/1
*PH=7
Gélose Sabouraud *Peptone -10g/1
*Glucose -40g/1
*Agar -12g/1
*PH=5,7
*Peptone de caséine -5g/l
*Peptone de viande -5g/l
Gélose *Glucose monohydraté -40g/1
Sabouraud+chloramphénicol | *Chloramphénicol -0,5¢/1
*Agar -15¢/1
*PH =5,6
Gélose Rice-Cream *Riz blanc, extrait -5g/1
*Polysorbate 80 -10ml
*Gélose -20g/1

*PH=6,6
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ANNEXE N°04

La composition de la galerie api 20C AUX:

Tests Substrats Quantité( mg/cup.)
0 Aucun -
GLU D-Glucose 1,2
GLY Glycérol 1,2
2KG Calcium 2-céto-Glucane 1,2
ARA L-Arabinose 1,2
XYL D-Xylose 1,2
ADO Adonitol 1,2
XLT Xylitol 1,2
GAL D-Galactose 1,9
INO Inositol 2,36
SOR D-Sorbitol 1,2
MDG Méthyl-aD-Glucopyranoside 1,2
NAG N-Acétyl-Glucosamine 1,2
CEL D-Cellobiose 1,2
LAC D-Lactose (origine bovine) 1,2
MAL D-Maltose 1,2
SAC D-Saccharose 1,2
TRE D-Trehalose 1,2
MLZ D-Mélézitose 1,2
RAF D-Raffinose 1,2
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