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                                                                                                        Intro
duction

INTRODUCTION

         L’environnement hospitalier constitue une niche écologique de microorganismes qui

peuvent  avoir  une  signification  clinique,  cette  contamination  varie  qualitativement  et

quantitativement d’un établissement à un autre, au sein du même établissement en fonction

des services, des patients, des soins pratiqués et de la capacité de survie des microorganismes

dans l’environnement (Cavallo et al ., 2002).

           L'hôpital est un lieu où l'on traite mais c'est également un lieu où le risque d'infection

est  très  important  et  où les  germes  deviennent  de plus  en plus  résistants.  De ce fait,  les

infections contractées au niveau de l'hôpital sont reconnues comme des problèmes majeurs de

santé publique de par leur fréquence, leur coût socioéconomique et leur gravité qui touche

aussi bien les patients et leurs entourages que l'ensemble des professionnels de santé (Méité et

al ., 2010 ; Zerrouk, 2013).

           Les infections nosocomiales représentent aujourd’hui un problème majeur de santé

publique  à  l’échelle  mondiale,  étant  responsables  d’une  lourde  morbidité  mais  également

d’une létalité non négligeable (Hamza, 2010). 

           

             Les infections acquises à l’hôpital sont une réalité préoccupante surtout dans des

services à haut risque qui recrutent des patients extrêmement vulnérables à la colonisation et

par conséquent à l’infection (Rebiahi, 2012).

  

            La physiopathologie de ces infections est étroitement liée à la constitution d’un

biofilm sur des corps étrangers (Espinasse et  al ., 2010) à la qualité de l’air (Roger et  al.,

2004) et à la transmission manuportée (Marsaudon, 1998). 

       

            La surveillance microbiologique de l’environnement hospitalier représente un des axes

majeurs des stratégies de lutte contre les infections nosocomiales (Otter et  al  ., 2013).  Elle

permet  d’identifier  les  pathogènes  responsables  des  infections,  et  de  déterminer  leur

sensibilité aux antibiotiques. Ainsi, on peut choisir le traitement adapté à chaque patient. La

difficulté des traitements liée à la multi-résistance bactérienne vue l’utilisation extensive et

fréquemment abusive des antibiotiques couplée à un déséquilibre dans l’hygiène hospitalière,

1
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permet à ces infections une évolution fulgurante traduisant ainsi plusieurs épidémies (Dubos,

2012). 

              Les preuves scientifiques de la responsabilité de la contamination de l’environnement

dans les infections nosocomiales restent souvent difficiles à démontrer car on ne sait pas si

cette contamination est la cause ou la conséquence de l’infection. Toute fois certains travaux

ont rapporté l’incrimination des réservoirs environnementaux dans la genèse de ces infections

(D’agata et al ., 1999 ; Rampling et al., 2001 ;Zeana et al., 2003 ;Kac et al., 2004 ; Carling et

al., 2008). Ce constat a été également observé en Algérie par Touati et al ., (2007).

              La réalisation de contrôles d’environnement (eau, air, surfaces, linge etc…) fait

partie de la politique de lutte contre les infections nosocomiales et  est  indispensable pour

évaluer la qualité de l’environnement en milieu hospitalier. Cependant, ces contrôles ne se

justifient qu’en zone à environnement maîtrisé. Ces contrôles sont des indicateurs de gestion

du risque infectieux et nécessitent une méthodologie rigoureuse et standardisée, des modalités

de prélèvement et techniques d’analyse à l’interprétation des résultats (Cavallo et al ., 2002).

              Notre travail vise à rechercher les microorganismes et plus précisément les bactéries

pathogènes qui se trouvent dans le milieu hospitalier afin : 

- de mettre en évidence la qualité microbiologique de l’environnement hospitalier ;

- d’évaluer le degré de bio contamination ;

-d’identifier les bactéries qui sont  souvent la cause des infections nosocomiales ;

-de vérifier  l’efficacité des procédés de bio nettoyage.

2



Synthèse bibliographique                                                                L’environnement hospitalier

I.1-Définition

              L'environnement hospitalier est constitué de l'ensemble des éléments liquides, solides

et gazeux qui sont susceptibles d'entrer en contact avec le patient, les visiteurs et le personnel

d'une structure hospitalière. Entrant dans cette définition l’air (médical ou atmosphérique), 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 antiseptiques, pommades,…) et l’alimentation (Bosi, 2000).

1.2- Microorganismes de l'environnement hospitalier

              Les microorganismes présents dans l’environnement hospitalier sont extrêmement

variés (bactéries, levures, moisissures, virus et parasites) et peuvent appartenir aussi bien aux

espèces opportunistes qu’aux espèces habituellement pathogènes pour l’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 concentration, le mode de contamination et la

réceptivité de l’hôte (Cavallo et al ., 2002).

           La  flore  bactérienne  saprophyte  est  composée  de  Bacillus,  Micrococcus,

Staphylococcus non  aureus,  Pseudomonas  et  divers  bacilles  à  Gram  négatif.  La  flore

commensale contaminante est composée de germes d’origine humaine comme par exemple

Enterococcus, les entérobactéries ou encore Staphylococcus aureus (Bertou et al ., 2000).

I.3-Contamination de l’environnement hospitalier par les microorganismes

           La contamination est diffuse et sa maîtrise, qui entraine des procédures contraignantes,

complexes et coûteuses, n’est le plus souvent que partielle et transitoire. Les microorganismes

responsables d’infections nosocomiales ont un réservoir humain (flore digestive, respiratoire,

cutanée,…)  ou environnemental  (surface,  air,  eau,  matériel).  Les  infections  nosocomiales

d’origine  environnementale  (exogène)  sont  plus  rares.  Elles  peuvent  être  liées  à  une

contamination   à  partir  d’un réservoir  situé  dans  l’environnement  à  proximité  du  malade

(dispositifs médicaux, surfaces) ou à partir d’un réservoir situé dans l’environnement général

de l’hôpital (eau, air) (Lucet et Astagneau, 1998).

I.3.1- Air

        Dans  les  conditions  habituelles  de  fonctionnement  de  l'hôpital,  l'air  est  plus  un

transporteur qu'une source véritable de germes (Audurier et  al  ., 1998). On distingue deux

groupes de germes :

           •  Les microorganismes de l'air  extérieur  (flore saprophyte  extérieur),  rarement

pathogènes  qui  varient  en  quantité  et  en  qualité  en  fonction  du  lieu  et  des  conditions

atmosphériques. On trouve en majorité des Bacillus, des microcoques et des staphylocoques à
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coagulase  négative  mais  d'autres  espèces  peuvent  être  isolées,  comme  les  bacilles  Gram

négatif et les microorganismes anaérobies de la flore tellurique (tels Clostriduim perfringens

ou Clostriduim tetani sous forme de spores).Cette flore de base peut contenir aussi des levures

et des champignons.

         • Les microorganismes de l'air intérieur hospitalier sont souvent le reflet de la flore

commensale humaine des patients et des soignants. Les bactéries les plus fréquemment isolées

ont une origine cutanée (germes aérobies, comme les Staphylocoques à coagulase négative,

les  Corynebactéries  et  Bacillus,  germes  anaérobies  comme  Propionibacterium  acnes  (des

cocci anaérobies). La flore d'origine humaine comporte également des bacilles à Gram négatif

de la flore intestinale, des streptocoques et des  Corynebacteries  de la flore de l'oropharynx

(Hugard, 2003).

 I.3.2-Surfaces

           Les  surfaces peuvent être divisées en deux groupes :

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

 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 l’air. En effet, la bio contamination des surfaces se fait par contact (chaussures,

roues de chariot,…), par rinçage ou par sédimentation des particules en suspension dans l’air

(Mereghetti, 1998). 

                 La répartition de la contamination des surfaces se fait le plus souvent de manière

hétérogène. L’adhérence des bactéries est possible selon l’état de la surface. Cette adhérence

peut  s’accompagnée  de  la  création  d’un  biofilm.  Du  fait  des  conditions  de  croissances

défavorables,  certaines  bactéries  peuvent  se  miniaturiser  et  d’autres  peuvent  prendre  une

forme sporulée et  sont difficiles alors à mettre en évidence dans les prélèvements (Bertou et

al ., 2000 ; Lucet et Astagneau, 1998).

  La contamination des surfaces a trois origines :

 L’air  qui véhicule sous forme d’aérosols des amas bactériens qui sont capables de

sédimenter et de coloniser le milieu (Bosi, 2000).

 Le contact des patients infectés par des bactéries multirésistantes avec des surfaces

inertes les rendent généralement contaminées. Cette contamination peut persister des

heures,  voire  des  semaines  sur  des  surfaces  sèches.  Le  personnel  médical,  les
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travailleurs et d’autres patients peuvent être contaminés par contact direct avec ces

surfaces qui par la suite deviendront un réservoir de microorganismes dans l’hôpital

(Rutala et Weber, 2001). 

 L’eau qui contamine les surfaces et les dispositifs médicaux par rinçage (inoculation

de mycobactéries à partir d’un matériel chirurgicale recontaminé par l’eau du robinet

après désinfection) (Lucet et Astagneau, 1998).

I.3.3-Linge

         Le linge hospitalier est souillé par :

     -les flores commensales qui ne sont pas dangereuses pour des sujets normaux, mais elles

peuvent  être  opportunistes,  c'est  à  dire  provoquer  des  infections  chez  des  sujets

immunodéprimés. (Figarella et al ., 2001).

     - Les flores pathogènes qui peuvent se trouver dans les différentes salissures que peut

porter le linge hospitalier. Les principales souillures et les microorganismes ou virus qu'elles

peuvent  contenir  sont  le  sang  (virus  de  SIDA,  virus  de  l'hépatite  B,  germes  responsable

d'infections diverses), le pus (Staphylocoque dorée, Pseudomonas aeruginosa, Streptocoques

hémolytiques  A,  etc),  l'urine  (germes  responsables  d'infection  urinaire  (Entérobactéries,

Staphylocoques,  Entérocoques,  Pseudomonas  …),  les  matières  fécales  (Salmonelles,

Shigelles,  autres  entérobactérie  Vibrion  cholérique),  parasites  (amibes,  oxyures,  larves  de

ténia) et salive (Bacille de Koch, Pneumocoques …) (Figarella et al., 2001).

            Le  linge  constitue  donc  un important  réservoir  d’organismes  pathogènes  ou

potentiellement  pathogènes (opportunistes).  La manipulation du linge sale doit  se faire  en

prenant de grandes précautions car elle constitue une opération dangereuse pour le personnel

qui peut être contaminé par les germes qu’il contient (Figarella et al ., 2001).

I.4-Persistance des bactéries 

         La survie  des microorganismes dans l’environnement  est  de durée très  variable,

dépendant  de  différents  facteurs  comme  la  nature  du  germe,  la  température,  le  taux

d’humidité,  le  type  de  surface  et  leurs  degrés  de  salissure,  en  particulier  leur  teneurs  en

matières organiques (Bertou et al., 2000). 

            Les microorganismes responsables des infections nosocomiales peuvent persister sur

des surfaces sèches inanimées pendant plusieurs mois (tableau I) (Neely et Maley, 2000).Le

séchage des surfaces exerce une action bactéricide significative (Bloomfield et Scott, 1997).
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  Tableau I : Persistance des bactéries d’origine clinique sur les surfaces sèches inanimées 

                                              (Kramer et al ., 2006)

                      Bactéries            Durée de persistance
Acinetobacter spp. 3jours à 5 mois
Clostridium difficile (spores) 5 mois
Chlamydia psitattaci 15 jours
Corynebacterium diphteriae 7 jours à 6 mois
Escherichia coli 90 minutes à 16 mois
Enterococcus spp. 5 jours à 4 mois
Haemophilud influenzae 12 jours
Klebsiella spp. 2 heures à >30mois
Listeria spp. 1 jour à plusieurs mois
Mycobacterium bovis > à  2 mois
Mycobacterium tuberculosis 1 jour à 4 mois
Neisseria gonorrhoeae 1 à 3 jours
Proteus vulgaris 1 à 2 jours
Pseudomonas aeruginosa 6 heures à 16 mois
Salmonella spp. 1 jour
Serratia marcescens 3 jours à 2 mois
Shegella spp. 2 jours à 5 mois
Staphylococcus aureus incluant SARM 7 jours à 7 mois
Streptococcus pneumoniae 1 à 20 jours
Streptococcus pyogenes 3 jours à 6.5 mois
 

I.5 -Impact de l’environnement hospitalier sur la santé publique

              L’impact majeur de l’environnement hospitalier sur la santé publique est la survenue

des infections nosocomiales (IN). Son origine principale est le manque de pratique d’hygiène.

En effet, Il a été montré récemment que la cause majeure de transmission des bactéries était

d’une part, le manque d’hygiène (absence de lavage des mains…) et d’autre part les progrès

de la médecine et de la chirurgie avec par exemple des soins et des thérapeutiques de plus en

plus agressifs qui peuvent être des sources possibles d’infection. (Alfandari ,1997).

I.6 - Définition de l’infection nosocomiale 

           Le terme nosocomiale, vient du grec « nosos » signifiant maladie et secondairement de 

« nosokomeone » qui signifie hôpital; il  qualifie ce qui se rapporte à ce milieu, ce qui se

contracte lors d’un séjour hospitalier (Margot et Chantal, 2009).

          L'infection nosocomiale (IN), ou récemment appelée infection associée aux soins, est

une maladie infectieuse (bactérienne, fongique, parasitaire, virale) qui survient au cours de la

prise en charge d’un patient dans un hôpital ou autres établissements de soin, et elle n’était ni
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présente, ni en incubation au début de l’admission. Une IN peux affecter soit le patient soit le

personnel soignant (Veyssier et al ., 1996). 

            Les infections nosocomiales peuvent avoir des conséquences importantes pour les

patients,  le personnel hospitalier  et la population en général notamment,  la mortalité  et  la

morbidité, la prolongation du séjour hospitalier  de 3 à 7 jours, le surcoût, la sélection des

germes multi résistants (Alfandari ,1997).

I.6.1- Les principaux types d'infection nosocomiale 

         Les  sites  anatomiques  d’infections  nosocomiales  par  ordre de  fréquence  la  plus

importante sont : l’appareil  urinaire, le site opératoire (intervention chirurgicale), les voies

respiratoires et le système sanguin (Belhaj, 2010). Les enquêtes menées en Algérie ont estimé

que la prévalence des IN est de 30,8% pour les infections urinaires, suivies par 26,9% dans les

sites  opératoires  et  23,1% pour  les  pneumonies  (Atif  et  al.,  2006;  Atif  et  al.,  2010). La

fréquence  n’est  pas  synonyme  de  gravité.  Ainsi,  les  infections  urinaires  sont  les  plus

fréquentes mais ne sont en général pas graves (Belhaj, 2010).  

       Le développement  d’une IN dépend de trois  éléments  principaux,  la  présence  des

microorganismes pathogènes dans le milieu hospitalier, l’hôte susceptible (patient

Immunodéprimé) et le mode de transmission.  Bien qu’il soit difficile de distinguer entre les

sources d’infections endogènes et exogènes, plusieurs autres facteurs peuvent jouer un rôle

majeur  dans  la  survenue  des  IN  tels  que  l’âge  du  malade,  les  pratiques  thérapeutiques,

l'infrastructure hospitalière, les vecteurs de transmission (l’air et les insectes), les visiteurs et

les aliments contaminés, etc...(Gassier, 2006).

  I.6.2- Les bactéries les plus fréquemment impliquées dans l’IN 

            Parmi les bactéries à Gram négatif, la famille des Enterobacteriaceae est la plus

représentée, et les genres Pseudomonas et Acinetobacter ont également un impact conséquent.

Pour les bactéries  à Gram positif,  on retrouve les genres  Staphylococcus et  Enterococcus

(Wolk et Dunne, 2011).

              

            Figure 1: Principales bactéries impliquées dans les infections nosocomiales 
                                                        (Botterel et al ., 2004).
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I.6.2.1- Les staphylocoques 

            Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de

l’homme et de l’animal.  L’homme est  le  principal  réservoir  naturel  de Staphylococcus,  il

présente un portage sain, principalement au niveau des cavités nasales (Wylie et al ., 2005).

          Les  staphylocoques  sont  des  cocci  à  Gram positif,  isolés  ou groupés  en amas,

immobiles,  non  sporulés,  parfois  encapsulés,  à  catalase  positive  et  oxydase  négative.  La

production  d’une  Coagulase,  d’un  pigment  caroténoïde  jaune  doré  et  la  présence  d’une

protéine A de paroi caractérisent S.aureus. Les autres espèces sont regroupées sous le terme

de  staphylocoques  à  Coagulase  négative  (SCN),  dont  le  représentant  principal  est  S.

epidermidis (Mee- Marquet et al., 2004).

           Le S. aureus est l’un des principaux pathogènes associés aux infections nosocomiales.

Il est l’agent le plus fréquemment impliqué dans les bactériémies, responsable de nombreuse

infections  de  site  chirurgical  et  d’un  nombre  considérable  de  pneumonies  nosocomiales

(Michel, 2012).

        Les constituants de la paroi des staphylocoques, les substances enzymatiques et toxiques

produites,  hydrolysant  différents  constituants  cellulaires  contribuent  à  la  pathogénie  des

staphylocoques (Arvidson, 2000).

I.6.2.2-Les Bacilles à Gram négatif

                Les bacilles à Gram négatif, occupent une place importante en pathologie humaine.

Généralement,  on les divise en deux grands groupes :  les entérobactéries  et  les bacilles à

Gram négatif non fermentaires (Liassine, 2000).

              Les entérobactéries sont définies par un ensemble de caractères généraux communs.

Ce sont des bacilles à Gram négatif, dont les dimensions varient de 6 μm de long et 0,3 à 1μm

de large,  ces dimensions  varient  suivant  l'âge de la  culture,  l'espèce,  la  souche.  Certaines

espèces peuvent être très polymorphes, notamment le genre Proteus. Elles sont non sporulés,

le  plus souvent  mobiles,  mais  immobiles  dans le  cas  des bactéries  des  genres  Klebsiella,

Shigella et Yersinia. Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et elles peuvent être cultivées

sur les milieux ordinaires.  Elles  fermentent  le glucose avec ou sans production de gaz et

réduisent les nitrates en nitrites (sauf certaines souches d'Erwinia et Yersinia). Elles n'ont pas

d'oxydase et  possèdent  une catalase (sauf  Shigella  dysenteriae  sérotype  1). Ces caractères

permettent de différencier les entérobactéries des autres bacilles à Gram négatif pouvant être

cultivés sur des milieux ordinaires (Avril et al ., 2000 ; Joly et Reynaud, 2002).
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           Les entérobactéries sont responsables de nombreuses infections communautaires et

infections nosocomiales notamment les infections urinaires, les gastro-entérites sévères, les

infections respiratoires…etc (Gueye, 2007). 

I.6.2.3- Pseudomonas aeruginosa

           P.aeruginosa  se présente comme un fin bacille fin à Gram négatif de (0.5x3μm),

asporulé et acapsulé, mobile grâce à une ciliature polaire, il possède souvent des granulations

plus fortement colorées (Hafiane , 2008).

          P.aeruginosa est une bactérie chimio-organotrophe, réduisant les nitrates en nitrites,

elle possède deux pigments caractéristiques: la pyoverdine et la pyocyanine et est caractérisée

par sa résistance aux antiseptiques et aux antibiotiques (Avril et al ., 1992).

         P. aeruginosa est ubiquitaire dans l’environnement et peut être commensale du tube

digestif. Dans l’environnement, elle est trouvée dans le sol, dans l’eau, à la surface des plantes

et des animaux. En milieu hospitalier,  P. aeruginosa est parfois retrouvée dans les solutions

aseptiques  et  sur  les  instruments  tels  que  les  cathéters,  les  sondes,  ou  encore  dans  les

canalisations, les lavabos (Wolfgang et al ., 2003).

         P. aeruginosa est doté d’un véritable arsenal de facteurs de virulence qui sont, soit

directement associés à sa cellule (flagelle,  pilli,  lipopolysaccharide,  alginate),  soit  excrétés

dans  le  milieu  extracellulaire  (exotoxines,  exoprotéases,  hémolysines  et  chromophores)

(Richard, 2005).

       P.aeruginosa est reconnue comme un pathogène nosocomial majeur chez les patients

immuno-compromis ou affaiblis (Mandell, 2005; Mesaros et al ., 2007). Elle est à l’origine de

16 % des cas de pneumonies hospitalières et de 12 % des infections urinaires nosocomiale

(Berthelot et al., 2005 ; Adjidé et al.,2006).

I.6.2.4-Acinetobacter baumannii

           A.baumannii est un coccobacille à Gram négatif, non fermentant, aérobie stricte,

asporulé,  parfois capsulé,  immobile,  possède une catalase positive et  dépourvu d’oxydase.

C’est une bactérie  ubiquitaire,  pouvant isolée à partir  du sol, de l’eau, des animaux et de

l’homme  et capable  d’utiliser  une  grande  variété  de  substrats  comme  source  d’énergie

(Giamarellou et al ., 2008).

         A.baumannii s’est imposé comme un pathogène hospitalier, responsable de nombreuses

Infections nosocomiales (septicémies, méningites, suppurations diverses, infections urinaires,

Pneumopathie),  causant  de  réel  les  difficultés  thérapeutique  du  fait  de  sa  capacité  à

développer plusieurs mécanismes de résistance à de nombreux antibiotiques (Baron et  al  .,

1995).
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I.6.2.5- Les Streptocoques 

        La famille des Streptococaceae regroupe les genres :  Streptococcus, Enterococcus,

Lactococcus.  Rassemblant  des  cocci  Gram  positif  souvent  disposés  en  chaînettes.  Les

caractères  biochimiques  sont  particulièrement  intéressants:  l’absence  de  catalase,  cette

particularité permet de différencier Staphylococus de Streptococcus (Fauchère, 2002).

       La première classification des streptocoques est basée sur l’aspect de l’hémolyse : les

Streptocoques bêta – hémolytique : lyse complète des hématies, les Streptocoques  alpha –

hémolytique : lyse incomplète, les Streptocoques non hémolytiques et autre qui est basée sur

des critères  immunologiques.  Ils  sont  responsables  de plusieurs infections  humaines  entre

autres : des affections cutanéo-muqueuses variées, la méningite néonatale, l'abcès du cerveau,

l'endocardite ou la gangrène, des septicémies (Fauchère, 2002).

I.7-La résistance des bactéries isolées dans l’environnement hospitalier

                La résistance bactérienne aux antibiotiques (ATB) est en perpétuelle évolution.

Cette résistance bactérienne est liée essentiellement à un usage excessif des antibiotiques. Les

bactéries pour faire face à la pression de sélection exercée par les antibiotiques utilisent des

parades  leur  permettant  de  s’adapter  aux  conditions  hostiles  de  leur  environnement  (Ben

redjeb et al ., 2000).       

               Les entérobactéries ont la capacité de produire des bêta-lactamases, notamment les

Bêta-lactamases à spectre élargi (BLSE) (Mayer et Opal, 2000). Le terme BLSE a été proposé

pour la  première  fois  en 1988 pour  distinguer  les  β-  lactamases  plasmidiques  donnant  la

résistance aux céphalosporines  à large spectre  à savoir  les  céphalosporines  de 3ème et  4ème

génération ( C3G et C4G) (Goldstein et al ., 1993).

             Les  souches d’Acinetobacter  baumannii  et  P.aeruginosa  sont    responsables

d'infections difficiles à traiter, et elles sont souvent naturellement résistantes à de nombreuses

familles antibiotiques, notamment les β-lactamines tels que les pénicillines du groupe A, les

céphalosporines  de 1ère de 2ème et  parfois  3ème génération,  les  tétracyclines  et  quinolones

(acide nalidixique).  La résistance acquise de ces souches confère un haut niveau de résistance

vis-à-vis  aux β-lactamines à large spectre (imipenème) et aux aminoglycosides (gentamycine

et amikacine) (Fauchère, 2002).

            Le Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM) est l'une des principales

causes d'infection résistante en milieu hospitalier. Pour considérer S. aureus comme étant un

SARM, il doit résister à la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'oxacilline  supérieure

ou égale à 4 mg/L (Keeling et al., 2006).
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          La  première  résistance  des  entérocoques  a  été décrite  pour  la première fois en

1986, elle  a  été  représentée  chez  E. faecium  et  E. faecalis résistant aux glycopeptides

notamment  la vancomycine (Courvalin, 2006).

 I.8-Prévention des infections nosocomiales :

           L’hygiène hospitalière est une discipline médicale qui a comme objectif la lutte contre

les  infections  nosocomiales,  Elle  repose  sur  des  recommandations  établies  en  ce  qui

concerne :les professionnels, les actes de soins, les dispositifs médicaux, les aspects hôteliers

et

logistiques (circuits, entretien, travaux, linge, déchets…) (Reed, 2009).

         Le risque de contamination nosocomiale, aux centres de santé reste notablement élevé.

Donc  le  protocole  d’hygiène  et  d’asepsie  doit  être  une  démarche  systématique  que  toute

personne doit appliquer quotidiennement (Reed, 2009).
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II.1-Hygiène hospitalière

               L’hygiène hospitalière est l’ensemble des mesures systématiques et individualisées 

permettant  de  prévenir  les  infections  nosocomiales.  Les  mesures  systématiques  sont  des

précautions  d’hygiène  à  prendre  automatiquement  dont  notamment  la  maîtrise  de

l’environnement  du patient,  la conception architecturale  de l’établissement  qui s’apprête  à

l’application des principes d’hygiène, le choix des équipements techniques et biomédicaux les

plus appropriés vis-à-vis de l’hygiène, les comportements individuels et collectifs, l’hygiène

des locaux, l’hygiène du matériel dont la désinfection et la stérilisation des instruments de

travail (Chouitar, 2004 ; Fikri Ben Brahim, 2006).

                  Les mesures individualisées sont à prendre au cas par cas selon le patient concerné

ou la situation de l’hôpital (malade contagieux, malade immunodéprimé, épidémie  dans un

service) (Chouitar, 2004 ; Fikri Ben Brahim, 2006). 

                  L'hygiène de l'environnement c'est d'abord l'hygiène de l'environ de personne

malade. Cet environnement concerne tout ce qui, de prêt ou de loin, concourt à la prise en

charge d'un malade durant son hospitalisation,  du hall d'accueil  au bureau de sorties. Cela

concerne  l'unité  d'hospitalisation  mais  l'unité  médico-technique  également  (consultation,

exploration  fonctionnelle,  bloc  opératoire),  les  installations  assurant  l'alimentation,  le

traitement de la ligne ou celui des déchets, etc. (Raoult, 2004).

                  C'est également l'hygiène de toutes les surfaces (sols, murs, table, chariots de

transport, chaises, etc.) et bien évidemment …. l’hygiène des soins infirmiers ; cette hygiène

de l'environnement concerne également l'eau qui circule à tous les niveaux de l'hospitalisation

(eau des salles de bains, eau des lavabos de blocs opératoires, circuit d'eau chaude, eau de

piscines de rééducation (Raoult, 2004).

II.1.1-Hygiène des personnels

       Il existe des précautions d’hygiène de base appelées « précautions standards » qui doivent

être  appliquées  pour  tout  patient,  quel  que  soit  son  statut  infectieux,  afin  d’assurer  une

protection systématique de tous les patients et du personnel vis à vis du risque infectieux. 

     Ces précautions standards regroupent les indications de lavage ou de désinfection des

mains, le port des gants, de sur blouses ou de masques. Elles précisent aussi les conduites à

avoir devant du matériel ou des surfaces souillées, le transport des prélèvements biologiques,

de linge souillé et les premières mesures à prendre en cas de contact avec du sang ou des

liquides biologiques (Recommandation 52 des 100 recommandations, 1999) (CTNIN, 1999). 
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II.1.2-Hygiène des locaux 

           L’objectif de l’entretien des locaux en milieu hospitalier est double. Il s’agit d’une part

d’assurer la propreté des locaux et donc de participer à l’image de l’hôpital et à la qualité  de

l’accueil.  D’autre part, l’entretien des locaux participe à la prévention du risque infectieux

environnemental et permet de limiter la transmission des germes. Il doit tenir compte de la

diversité des locaux hospitaliers (Rouch, 2009).

           Le guide du bio nettoyage réalisé par la commission Centrale des Marchés en 1991

classe  ainsi  les  locaux  en  quatre  zones  selon  le  risque  infectieux  encouru  par  le  patient.

Chaque établissement, en lien avec son Comité de lutte contre les infections nosocomiales

(CLIN) peut adapter cette classification (Rouch, 2009).

            L'hygiène des locaux est réalisée par action antimicrobienne avec un désinfectant et

qui touche l'air ambiant, les surfaces et l'eau, la literie. Elle est constituée de la désinfection du

sol et de plafond, la désinfection des murs surtout de chambre du malade et salle d'opération,

la désinfection des cuvettes des toilettes et des baignoires. Les produits utilisés peuvent être

désinfectants liquides qui sont très souvent associés à des détergents ; des sprays utilisés par

pulvérisations dirigés vers les surfaces verticales ainsi que les rayons UV (Chettas et Merabet

.,2000).

  II .1.3- Hygiène du matériel :

               On entend par dispositif médical « tout instrument, appareil, équipement, matière, 

produit,  à  l’exception  des  produits  d’origine  humaine,  ou  autre  article  utilisé  seul  ou  en

association, y compris les accessoires et logiciels intervenant dans son fonctionnement. Les

dispositifs médicaux réutilisables sont : 

 soit  des  dispositifs  médicaux  ne  nécessitant  pas  d’être  stériles  et  ils  peuvent  être

réutilisés après une procédure incluant obligatoirement au minimum un nettoyage. 

 soit des dispositifs médicaux qui doivent impérativement être stériles au moment de

leur utilisation et  dans ce cas ils  doivent subir  un traitement  de stérilisation ou de

désinfection  de  haut  niveau  selon  les  matériaux  qui  les  constituent  (Darbord  et

al.,2003).

II .1.4- Hygiène du linge et de la literie :

           Le  circuit  du linge  sale  et  du linge  propre  doit  être  bien  défini  et  suivre  les

recommandations  émises  à  tous  les  stades,  allant  de  la  manipulation  et  du  tri  au

conditionnement et stockage et transport, lavage et séchage (CCLIN Ouest, 2002). Il existe un
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circuit de linge sale et un circuit de linge propre. Dans les établissements de soins, le circuit

de linge comprend 5 étapes :

•  La  collecte  du  linge  souillé  dans  tous  les  secteurs  de  soins,  au  niveau  des  plateaux

techniques ou dans les unités logistiques ;

• le transport de tout le linge vers les services de blanchisserie de l’établissement.

• le traitement du linge ramassé ;

• le retour du linge vers les unités de soins ou les services ;

• le stockage du linge propre (Raoult, 2004).

II .1.5-Hygiène de l'air

             Le traitement de l’air dans les établissements de santé doit répondre à deux exigences

principales : l’hygiène des locaux et le confort et la sécurité des patients et du personnel. La

maîtrise de la contamination d’une salle propre exige de prendre en compte certains éléments

fondamentaux lors de la conception, tels que le niveau de contamination de l’air ambiant, le

système de pression, le taux de renouvellement d’air, la maîtrise de la contamination apportée

par le personnel, le matériel ou les produits et la maintenance de l’installation. La protection

vis  à  vis  des  contaminants  provenant  de  l’extérieur  passe  par  la  maîtrise  des  pressions

relatives et la filtration de l’air. L’élimination des contaminants émis à l’intérieur de la salle

propre par le personnel, le matériel ou les produits est assurée par le renouvellement d’air, le

nettoyage et la désinfection des installations (Huart, 2011).

            Le traitement de l'air peut se faire soit par ventilation  par la mise en mouvement des

masses  d’air,  soit  par  climatisation  visant  à  créer,  dans  un  espace  traité,  des  conditions

d’ambiance assurant le confort des occupants de cet espace ou qui permet d'obtenir un air

confortable et hygiénique ; ou traitement par conditionnement (Figarella et al., 2001).

      Le conditionnement permet d'obtenir un air stérile filtré à travers des filtres absolus, ou

filtres  à  "très  haut  efficacité"  ou  un  air  "stérile"  distribué  en  flux  laminaire  distribué  en

courant  parallèles  de  manière  à  éviter  les  turbulences  génératrices  de  biocontaminations

(Figarella et al., 2001).

II .1.6-Hygiène des surfaces 

         Le nettoyage est le processus d’élimination des corps étrangers d’une surface ou d’un

objet, il implique à la fois des procédés mécaniques et l’utilisation de détergents avec l’eau.

Le nettoyage seul peut diminuer la charge microbienne sur une surface et s’il est utilisé en

association avec un désinfectant, conduit à la réduction significative de la charge microbienne

en un temps plus court (Hota, 2004).
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           Le  nettoyage  des  surfaces  a  deux  fonctions  principales :  d’une  part,  non

microbiologique, améliore ou rétablis l’aspect, maintien la fonction et évite toute détérioration

de la surface et d’autres part, microbiologique, afin de réduire le nombre de microorganismes

présents  ainsi  que  toutes   les  substances  qui  favorisent  leur  croissance  ou  qui  peuvent

diminuer l’efficacité du procédé de désinfection/stérilisation (Dancer, 2004).

          Les surfaces doivent être nettoyées et désinfectées quotidiennement ou plusieurs fois

par jour dans certains locaux. Deux techniques sont généralement proposées :

 Soit un « bionettoyage en trois temps » qui impose une étape de nettoyage utilisant un

détergent, une étape de rinçage à l’eau claire suivie de l’application d’un désinfectant ;

 Soit le « bionettoyage en un temps »  avec un produit dit détergent-désinfectant qui

s’utilise en une seule application (Rouillon et al, 2006).

  II.2-Les méthodes de stérilisation 

            La prévention des infections contractées à l’hôpital (nosocomiales) constitue l’un des

objets majeurs de tous les établissements de santé (Bouaziz S.et Ramdane A., 2005).

            Le résultat de la stérilisation dépend de la qualité de chacune des étapes qui précèdent

la stérilisation proprement dite (les étapes préparatoires). Le but de ces étapes préalables est

de réduire le nombre de germes présents sur l’objet à stériliser et de faciliter l’étape suivante.

Les différentes étapes à mettre en œuvre sont : la décontamination, le nettoyage, le rinçage, le

séchage, le conditionnement et l’étiquetage. On ne stérilise que ce qui est propre et sec. La

qualité  de  stérilisation  dépend  donc  directement  de  celle  de  la  décontamination  et  du

nettoyage. Ces deux étapes sont fondamentales (Dominique  et al., 2013).

- La décontamination (pré-désinfection) :

              La décontamination est le premier traitement à effectuer sur les objets et matériels

souillés dans le but de diminuer la population de micro-organismes et de faciliter le nettoyage

ultérieur.  Pratiquée  d’emblée,  elle  vise  tout  d’abord  à  éliminer  les  souillures  visibles  et

comporte l’essuyage externe avec des compresses ou du papier à usage unique et plus au

moins le rinçage abondant à l’eau du réseau (Dominique  et al., 2013).

              La pré-désinfection a également pour but de protéger le personnel lors de la

manipulation des instruments et d’éviter la contamination de l’environnement. C’est l’étape

indispensable avant toute désinfection ou stérilisation (Gerard, 2005).
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-Le nettoyage 

               Le nettoyage élimine « tout ce qui se voit », c’est-à-dire les salissures, véritables

gîtes pour bactéries, et permet d’atteindre un niveau minimal de contamination indispensable

à une stérilisation correcte. Il associe une action mécanique (décollement des salissures), une

action chimique (solubilisation des souillures) et une action thermique (accélération optimale

de la vitesse de nettoyage de 45 à 60°C). Le nettoyage peut être manuel pour le matériel ne

pouvant être lavé en machine ou réalisé en machine (Gerard, 2005).

    -Le rinçage et le séchage 

               Le rinçage a pour but d’éliminer toutes les traces résiduelles de détergent ou de

désinfectant.  L’eau  utilisée  pour  le  rinçage  ne  doit  être  contaminante  ni  sur  le  plan

physicochimique, ni sur le plan bactériologique. Il est conseillé d’effectuer un rinçage final

avec une eau spécialement traitée (déminéralisée) (Dominique et al., 2013).

              Le séchage empêche la constitution d’un milieu humide favorable à la prolifération

bactérienne. Il influence sur la qualité de la stérilisation à l’autoclave. Il est effectué au moyen

d’un chiffon propre et non pelucheux. Les instruments creux et tuyaux sont séchés à l’air

comprimé médical (Dominique  et al., 2013).

  -L’emballage ou le conditionnement 

         Le conditionnement est la mise sous emballage des dispositifs médicaux. Il a pour but

d’interdire l’entrée des micro-organismes tout en autorisant le passage de l’agent stérilisant.

Il maintient l’état stérile jusqu’à l’emploi en protégeant son contenu de toute contamination

extérieure. Les conditionnements doivent être adaptés au mode de stérilisation (Ruty ,1998).

II.2.1- Stérilisation 

         La stérilisation est l’opération appliquée à un produit ou à un objet pour le rendre stérile,

c’est à dire débarrasser de tous les microorganismes vivants qu'elle que soit leur nature. Le

résultat  obtenu,  ou  état  de  stérilité,  est  durable  si  le  matériel  est  conservé  stérile.  La

production d'un objet stérile est le résultat d’une démarche globale qui concerne les étapes

avant, pendant et après la stérilisation. Elle doit s’inscrire dans un système qualité lié à une

obligation de résultat.  La stérilisation prend place dans la  lutte  pour la prévention des IN

(Hugard, 2003).

           Le choix du procédé de stérilisation est  en fonction du matériel à stériliser. On ne

stérilise que ce qui est propre (Maiga, 2003). Il existe plusieurs modes de stérilisation

 Stérilisation thermique :

      -Stérilisation par la chaleur sèche (Poupinel):
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                 Dans le stérilisateur à air chaud, le Poupinel, l’oxygène de l’air est porté à une

température élevée qui provoque la dénaturation des protéines bactériennes par oxydation, et

il faut habituellement de 2 à 3 heures à 160°C afin que la température soit atteinte au cœur de

la charge, le temps étant décompté à partir du moment où la température a atteint le plateau

thermique. Le Poupinel est peu fiable. L’usage du Poupinel tend à disparaître, du moins dans

les grandes structures au profit de la stérilisation à la vapeur d’eau (Ruty ,1998).

       -Stérilisation par la chaleur humide (Autoclave) :

                 Le premier stérilisateur à vapeur à usage hospitalier a vu le jour en 1881, il

s'agissait alors d'un stérilisateur portable de 6 litres, chauffé à l'alcool. La stérilisation par la

vapeur d'eau est le procédé de référence pour la stérilisation en milieu hospitalier. L'autoclave

est un appareil  à pression de vapeur d'eau. L'action conjuguée de la vapeur d'eau et de la

température  (température  supérieure  à  120°C)  provoque  la  dénaturation  puis  la  mort  des

micro-organismes (bactéries, virus,…) présents sur ou dans le matériel (y compris les Agents

Toxiques Non Contaminant, ou ATNC, comme le prion, si un cycle spécifique est réalisé)

(Gerard, 2005).

 Stérilisation chimique :

      -La stérilisation par l’oxyde d’éthylène : 

                L’oxyde d’éthylène compte parmi les gaz stérilisants le plus efficace. L’oxyde

d’éthylène est un gaz au pouvoir bactéricide, virucide et sporicide puissant par dénaturation

des acides nucléiques et des protéines des micro-organismes. C’est un procédé chimique de

stérilisation  à  basse  température  (55°C)  applicable  à  des  objets  thermosensibles  qui  ne

supportent  ni  la  chaleur  sèche,  ni  la  chaleur  humide  (matériel  électronique,  caméras,

microscopes, appareils photos,…). Utilisée pour le matériel thermosensible (caoutchouc), la

stérilisation  par  l’oxyde  d’éthylène  est  un  mode  de  stérilisation  contraignant,  pratiqué

uniquement  en service spécialisé  (unité centrale  de stérilisation et  surtout en industrie).  Il

nécessite  une  installation  particulière  et  d’importantes  précautions.  Il  est  toxique  pour  le

personnel par inhalation et par contact. Il est toxique pour les malades par voie entérale et par

réactions avec différents corps chimiques. La stérilisation à l’oxyde d’éthylène ne peut être

utilisée que si aucun autre moyen approprié n’existe (Yakar, 1998).

        -La stérilisation par le formaldéhyde gazeux (formol) :

     c’est un agent de stérilisation en surface, ne pénétrant pas en profondeur à l’inverse de

l’oxyde d’éthylène. Il est de plus corrosif et sa désorption se poursuit après stérilisation.



Synthèse bibliographique                                                    Hygiène et méthodes de
stérilisation

II-2-2-La désinfection

        « La désinfection est une élimination dirigée contre les germes ; destinée à empêcher la

transmission  de  certains  micro-organismes  indésirables  en  altérant  leur  structure  ou  leur

métabolisme, indépendamment de leur état physiologique ».  La désinfection a pour objectif

de réduire les microorganismes (bactéries, virus, champignons) présents sur des objets, et des

surfaces verticales ou horizontales ex : eau de javel (Aggoune  et al ., 1996).
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I-Réponses au questionnaire
 Les procédés de nettoyage au niveau des différents services de l’hôpital :

      Le nettoyage au niveau des différents services de l’hôpital se fait selon la procédure

suivante :

        Pour le sol un mélange d’eau et d’eau de javel est versé par terre. On laisse agir 10

minutes minimum, on lave le sol à l’eau et au savon liquide (Isis gel) puis on  rince. Enfin, on

verse du sanibon et on passe un coup de chiffon.

       Pour les surfaces et les murs, les différents services utilisent le nettoyant désinfectant

multi  surface Anios  qui  est  une mousse  détergente  désinfectante  formulée  sans  alcool  ni

parfum.  Il  est destiné  au nettoyage et  à  la désinfection  des  surfaces :  paillasses,  plans  de

travail,  mobilier,  tables  à  langer,  murs...à  large  efficacité  désinfectante  y compris  sur  les

micro-organismes  résistants.  Le  séchage   est  rapide  et  sans  traces.

      Ce produit est conforme aux produits de nettoyage pouvant entrer en contact avec les

denrées alimentaires (Arrêté du 08 septembre 1999).

 La  fréquence de nettoyage 

           Le nettoyage se fait 2 fois par jour ; matin et soir. Exception faite pour le bloc

opératoire car le nettoyage dans ce dernier dépend du type de bloc :

Si bloc d’urgence ; le nettoyage dépendra du nombre de malades opérés.

Si bloc programme ; le nettoyage se fait 1 fois après l’intervention.

 Les heures de nettoyage 

        Chaque jour à 7 h le matin et à 15 h après la visite.

 Les produits utilisés pour le nettoyage : Eau de Javel, savon liquide Isis et sanibon.

 La procédure de stérilisation du linge des différents services

                La procédure est faite suivant un circuit bien précis :

 L’entrée du linge sale (circuit sale) par une porte.

 Prélavage à l’eau seulement.

 Lavage à l’eau de Javel et savon spécial machine.

 Séchage.

 Repassage, pliage et dépôt du linge sur des étagères.

 Sortie du linge (circuit propre) par une autre porte. 

       Cette procédure se fait 2 fois par jour matin et soir.
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               Pour le linge avec des taches de sang anciennes qui ne disparaissent pas avec la

procédure habituelle, ce dernier subit d’abord une étape avant le prélavage comme suite : Le

linge est déposé sur le sol, on lui ajoute de l’eau de Javel pure. On frotte et on le met en

machine pour suivre la suite les étapes citées ci-dessus.

       Une autre procédure s’ajoute au linge du bloc opératoire, ce dernier qui se constitue

surtout de casaques et de champs dont différents modèles ; sont transportés dans des sacs à la

lingerie pour être lavés. Une fois le lavage fait, les champs seront mis dans des  tambours et

stérilisés dans les autoclaves à une température de 134°C/5m. Après stérilisation les tambours

sont  stockés  sur  des  étagères  dans  un  local  de  stockage  situé  juste  après  la  chambre  de

stérilisation. Cette procédure se fait 6 à 7 fois par jour. 

 La procédure de stérilisation 

 de l’air  du bloc  opératoire :  la  stérilisation  de  l’air  se  fait par  une maintenance

automatique  selon  les  normes  internationales :  air  filtré  +  UV après  nettoyage  et

désinfection.

 des  couveuses  (service  de  néo-natologie) : la  stérilisation  des  couveuses  après  la

sortie du bébé se fait par le lavage avec des produits spéciaux Surfa'Safe Premium qui

est un détergeant désinfectant formulé sans alcool.

II. Prélèvements        
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             Durant la période de stage allant du 06 avril au 11 mai 2017, 111 prélèvements sont

recueillis  dont  40.54%  (45/111)  prélèvements  sont  issus  de  l’air,  37.84%  (42/11)  des

prélèvements issus des surfaces et 21.62% (24/111) prélèvements issus du linge à partir de

différents  services  (pédiatrie  (néonatologie),  oncologie,  réanimation  et  bloc opératoire)  de

l’hôpital Mohamed Boudiaf de Bouira. 

             Tableau VI : Le tableau VI regroupe le nombre de prélèvements effectués  ainsi que

les pourcentages au niveau de chaque service.

                        Tableau VI : Nombre total de prélèvements par service.

Service Nombre de prélèvements
Air, surfaces, linge

Taux de prélèvements

    Bloc opératoire 37 33.33%
    Oncologie 32 28.84%
    Pédiatrie (néonatologie) 27 24.32%
    Réanimation 15 13.51%
    Total 111 100%

III. Isolement et identification des souches bactériennes

          Les prélèvements ont été ensemencés sur différents milieux d’isolement. Les colonies

qui possèdent les caractéristiques culturales et morphologiques, permettant de suspecter leur

appartenance à un groupe bactérien, sont retenues et subissent d’autres tests d’identification, à

savoir  un  examen  microscopique  après  coloration  de  Gram  et  des  tests  d’identifications

biochimiques (catalase, oxydase, galerie biochimique classique).

         L’analyse des prélèvements, sur la base de caractères culturaux, morphologiques et

biochimiques a permis d’identifier 84 isolats positifs sur les 111 prélèvements soit 75.67%

appartenant  à  différents groupes  bactériens :  Staphylocoques  avec  60.71%(51/84),

entérobactéries avec 26.19% (22/84),  streptocoques avec 09.52% (8/84) et bactéries Gram

négatif non fermentaire (Pseudomonas et Acinetobacter) avec 3.57% (3/84) (figure 2).
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                Figure 2 : Nombre total de souches bactériennes isolées dans tous les services

III.1. Isolement et identification des Staphylocoques

 Aspect des colonies

           Sur  le  milieu  Chapman,  les  colonies  présentant  l’aspect  macroscopique

caractéristiques du genre Staphylococcus ont été prélevées. Sur ce milieu, les colonies de

Staphylococcus  apparaissent  souvent  jaunes  dorées  dans  le  cas  où  le  mannitol  est

fermenté, si non les colonies sont de couleur blanche. Les colonies sont arrondies à bords

régulier de 1 à 2 mm de diamètre après 48h d’incubation à 37° (Figure 03 et 04).

      

         

Figure 03 : Photo colonies de Staphylococcus       Figure 04 : Photo colonies de 
Staphylococcus      
      aureus sur milieu Chapman epidermidis sur milieu Chapman 
Coloration de Gram
   
     La coloration de Gram des colonies isolées sur milieu Chapman, nous a permis de donner

l'aspect des bactéries, qui est sous la forme de cocci en grappe de raisin (Figure 05).
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                  Figure 05 : Photo de la coloration de Gram positif des staphylocoques

Test de catalase

          Les tests de catalase étaient positifs pour l'ensemble des bactéries à Gram positif.

Identification biochimique par le test staphaurex

          Le test staphaurex nous a permis de mettre en évidence les  staphylococcus aureus

possédant le facteur d’agglutination et la protéine A des stapohylococcus epidermidis qui ne

les possèdent pas.

                  
              
                       Figure 06 : Identification des staphylocoques par le test staphaurex

III.2-Isolement et identification des bacilles à Gram négatif

     Aspect des colonies
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        Sur le milieu Mac Conkey, les colonies d’entérobactéries sont habituellement lisses,

brillantes,  de structure homogène  (type  « smooth  » ou S).  Cet  aspect  peut  évoluer  après

cultures successives pour donner des colonies à surface sèche rugueuse (type« rough ou R ».

Les Klebsiella forment des colonies souvent très muqueuses, larges et luisantes. Les Proteus

ont tendance à envahir la gélose et à y former un tapis uniforme (Drame ,2001). De plus, Mac

Conkey contient  un  critère  de  différenciation,  le  lactose  dont  l’utilisation  est  révélée  par

l’indicateur coloré du milieu, le rouge neutre. Il vire au rose en milieu acide. (Figures 07.08)

            

Figure 07: Photo colonies lactose +                           Figure 08 : Photo colonies lactose –
                    sur  milieu Mac Conkey sur  milieu Mac Conkey

Coloration de Gram

       La coloration de Gram des colonies isolées sur milieu Mac Conkey nous a permis de

donner l'aspect des bactéries, qui est sous la forme de bacilles à Gram négatif (Figure 9).

                     

                    Figure 09: Image de coloration de Gram (entérobactéries)

Identification par les tests biochimiques classiques 
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         Les tests TSI, citrate,  mannitol  mobilité,  uréase, indole,  ONPG  nous ont permis

d’identifier particulièrement les bactéries de la famille des Enterobateriaceae.(voir l’annexe

3).

III.3-Isolement et identification des Pseudomonas aeruginosa

Aspect des colonies

          Après ensemencement sur la gélose Mac Conkey et incubation à l’étuve à 37°C en 24

heures Pseudomonas donnent des colonies lactose négative, « œuf sur le plat»,  les colonies

apparaissent verdâtres (due à la production du pigment piocyanine) de 1 à 2 mm de diamètre

et possèdent une odeur caractéristique (acacia ou seringa).

                        

Figure 10: Photo de Pseudomonas aeruginosa sur milieu Mac Conkey

-Coloration Gram

         La coloration de Gram des colonies isolées du milieu Mac Conkey  nous a permis de

voir  des bacilles Gram négatif colorés en rose et fins droits (Figure 11).

                                  

                                

Figure 11 : Image de coloration de Gram de Pseudomonas aeruginosa

-Test oxydase

    P. aeruginosa possède une oxydase et une catalase positive (figure 12 et 13).
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Figure 12: Test catalase P.aeruginosa (+)               Figure 13: Test oxydase P.aeruginosa
(+)

             L’identification bactérienne réalisée à l’aide des galeries biochimique classique nous

a  permis  de  mettre  en  évidence  les  principaux  caractères  biochimiques  des  souches  P.

aeruginosa .

III .4-Isolement et identification des Acinetobacter baumannii

-Aspect des colonies

        L’isolement des souches en milieu solide est obtenu sur les milieux dédiés aux bacilles à

Gram négatif comme la gélose Mac Conkey. Les colonies apparaissent convexes, luisantes,

blanchâtres, muqueuses, lactose négatif (Lambert, 2007).Le diamètre des colonies est de 0,5 à

2,0 mm après 24 heures d'incubation et de 2 à 4 mm de diamètre après 48 heures d'incubation

à 37°C (Euzéby, 2010).

                Figure 14 : Photo d’Acinetobacter baumannii sur milieu Mac Conkey
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-Coloration Gram

        La coloration de Gram des colonies isolées sur milieu Mac Conkey nous a permis de

donner l'aspect des bactéries, qui est sous forme de diplobacilles à extrémité arrondie avec des

formes coccoïdes et longues. (Figure 15)                          

                  Figure 15: Image de coloration de Gram d’Acinetobacter baumannii

-Confirmation du test indole

Le test indole d’Acinetobacter révèle une réaction négative (absence d’anneau rouge) à

l’ajout du Kovacs.

III.5-Isolement et identification des Streptocoques

-Aspect des colonies

         Sur le milieu gélose au sang frais, les colonies de streptocoques incubées pendant 18-24

heures sont  reconnues  soit  par  l'hémolyse  de type  ß (complète  et  à  bords  nets,  détruisant

totalement les globules rouges incorporés dans la gélose) qui entoure des colonies de petite

taille soit par l’hémolyse de type alpha α se traduisant par une couleur vert très foncé  de la

gélose rouge au départ (Vangelder et al., 2002).

                             

 Figure16 : Photo de  Streptococcus  ß hémolytique   Figure17 :Photo de  Streptococcus  α

hémolytique
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-Coloration de Gram

      Le streptocoque  est un cocci à Gram positif disposés par paires, isolés mais le plus

souvent en chaînettes.

           
   Figure 18 : Gram d’un streptococcus sp : cocci à Gram positif disposé en chainettes

-Test catalase

    C’est un test discriminatif qui permet de différencier les bactéries à Gram positif entre elles.

Les streptocoques sont catalase négative.

VI. Résultats d'identification bactérienne

Les différentes espèces bactériennes  isolées  des quatre services sont représentées 

dans la figure 19.

Figure 19 : Répartition de toutes les souches isolées par service

VI.1-Résultats de l’analyse microbiologique de l’air des services à risques

         Sur les 45 prélèvements de l’air, 09 prélèvements représentent la flore mésophile, 09 la

flore fongique et 27 la flore bactérienne.

 L'étude quantitative est réalisée par numération des colonies sur la gélose nutritive et

exprimée en UFC/4h.  

 L'étude qualitative est réalisée par identification bactériologique de toute colonie ayant

poussée  sur  les  milieux  sélectifs  (Mac  Conkey,  Chapman,  Gélose  au  sang  frais)

susceptible d'être incriminée dans un processus infectieux. Le tableau VII présente les

différentes flores de l’air.

                                Tableau N°VII. Tableau des différentes flores de l’air
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Service FMAT
(UFC)/

4h

S.aure
us

S.epidermidi
s

Streptocoqu
es

Bacilles à
Gram

Levures et
Moisissures

UFC
BOP

(salle1)
49 présenc

e
Absence Absence Absence 07

BOP
(salle2)

87 Absenc
e

Présence Absence Absence 11

BOP (Salle
stérile)

34 Absenc
e

Présence Présence Absence 05

Réanimatio
n

134 Absenc
e

Présence Présence présence 20

Pédiatrie
(couveuse)

03 Absenc
e

Absence Absence Absence 07

Pédiatrie
(Salle   des
couveuses)

        Présen
ce

68 Absenc
e

présence présence présence 10

Pédiatrie
(salle des
malades

231 Présenc
e

Absence Présence présence 15

Oncologie
(salle1)

235 Présenc
e

Absence Présence présence 21

Oncologie
(salle2)

136 Absenc
e

Présence Absence Présence 28

VI.1.1- Etude quantitative de l’analyse de l’air

       La méthode de sédimentation ne mesure pas de concentration en micro-organismes dans

l’air mais bien le nombre d’UFC sédimentées par unité de temps (Pasquarella et al., 2008). 

   

         Malgré le manque de précision de la technique utilisée, les résultats ont montré une flore

totale et fongique importante en premier lieu au niveau du service d’oncologie (371 FMAT/49

champignons),  puis celui de pédiatrie (302 FMAT/32 champignons) et enfin au niveau de

réanimation (134 FMAT/20 champignons). Une charge importante aussi a été observée au

niveau des différentes salles du bloc opératoire (170 FMAT/23 champignons) alors qu’elles

doivent êtres stériles. 

VI.1.2-Etude qualitative de l’analyse de l’air

        D’après les isolements sur les milieux sélectifs (Mac Conkey, Chapman, Gélose au Sang

Frais), les  résultats  ont  montré  une  présence de  bactéries  pathogènes  à  savoir  les

staphylocoques dans tous les services ; d’entérobactéries en réanimation, dans les salles de
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pédiatrie  et  dans  la  salle  1  d’oncologie  et  une  présence  remarquable  d’autres  germes

notamment  les  streptocoques  dans  tous  les  services  sauf  dans  les  deux  salles  du  bloc

opératoire et la couveuse.

VI.1.3-Répartition des souches isolées dans l’air par espèce

       18/84 souches de  bactéries pathogènes ont été isolées et identifiées sur 45 prélèvements

de l’air dont la répartition est de 33.33% (6/18) pour Streptococcus sp  hémolytique, un même

taux de 22.22% (4/18) pour  S. aureus et  S.epidermidis,  16.66% (3/18) pour E.  coli et  en

dernier  K.  pneumoniae  avec  un  taux  de 5.55%  (1/18). La  figure  ci-dessous  montre  la

répartition des différentes espèces bactériennes.

                                  Figure 20 : Répartition des souches de l’air par espèce                             

 

VI.1.4-Répartition des souches par service

        Parmi les souches isolées en milieu hospitalier, le service de pédiatrie occupe la première

place avec 33.33% (06/18) des souches isolées, suivi avec 27.78% (05/18) en oncologie, la

figure suivante montre les différents taux de souches par service.

Figure 21. Répartition des souches de l’air par service.
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Discussion des résultats de l’air

               Au sein des établissements de soins, l’aérobiocontamination varie qualitativement et

quantitativement en fonction de leur conception mais également d’un service à l’autre dans un

même établissement en fonction du type de soins pratiqués et du statut des patients pris en

charge (colonisés, infectés ou sains) ( CTIN, 2002).

             Dans cette étude, la présence en nombres variés d’une flore mésophile et fongique

ainsi que la présence des staphylocoques, d’entérobactéries et de streptocoques au niveau des

différents services à risque de l’hôpital de Bouira est peut être due à :

           La durée de vie du staphylocoque dans l’air qui très est importante  ainsi que le

comportement  du  personnel  (mouvement  inutile,  ouverture  des  portes)  qui  provoque

l’agitation de l’air ce qui remet les germes en suspension (Mereghetti, 1998).

         La desquamation de la peau du personnel est une source principale de contamination

particulaire de l’air. Cette desquamation est variable d’un individu à l’autre, en fonction du

site anatomique et de l’activité. Ces squames (particules de peau liées au renouvellement de

l’épiderme,  des  poils  ou des  ongles)  sont  souvent  colonisées  par  la  flore commensale  de

l’homme.  La  dispersion  des  squames  augmente  avec  le  nombre  et  les  mouvements  des

individus présents dans la salle (Vichard, 2007).

                Les particules et microorganismes apportés par l’air extérieur ou émis à l’intérieur

des  locaux  sédimentent  sur  les  supports  inertes  (surfaces,  matériel,  textiles).  Lors  d’une

perturbation de ces supports, il y a remise en suspension dans l’air de particules contenant en

général des bactéries ou des spores de champignons (ASPEC, 2008). 

                Les systèmes de ventilation naturelle et artificielle qui influencent la qualité de l’air

ainsi que le nombre de micro-organismes pouvant être présents. Cela concerne les bactéries

potentiellement pathogènes comme les streptocoques pyogènes et les staphylocoques dorés

mais également pour les spores de moisissures (CSS, 2010).

              Les voies respiratoires de l’homme renferment de nombreux microorganismes, et

l’homme émet donc en permanence des particules  qui contaminent  son environnement.  A

l’intérieur des locaux, l’homme est considéré comme la principale source de microorganismes

(Glélé et al., 2009). 
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             Non-conformité  du nettoyage  effectué :  Sachant  que  le  bloc  est  un  endroit

inaccessible  aux  personnels  non  concernés,  on  y  utilise  des  filtres  pour  l’air  et  des

désinfectants  puissants  tel  qu’Anios par  vaporisation  qui  permet  une  diminution  de  la

contamination de celui-ci mais la présence d’une flore fongique et  bactérienne importante

peut être expliquée par : une mauvaise filtration de l’air,  contamination de l'air par l'équipe

opératoire, surplus d’oxygénation périopératoire,  utilisation de désinfectants ;  fongicides et

bactéricides  non  puissants,  ainsi  que  l’ouverture  inutile  des  fenêtres  et  portes  du  bloc

opératoire (Glélé et al., 2009).

            Sur les 84 souches identifiées dans l’air, 18 souches sont isolées au  niveau des

différents services de l’hôpital.  La plupart des souches proviennent du service de pédiatrie

néonatologie (soit 33.33%).

             La diversité microbienne de l'air de l'hôpital a été analysée en utilisant la technique de

sédimentation  sur l'ensemble des prélèvements.  Cette approche nous a permis notamment

d’identifier  les   populations  microbiennes  des  différents  services  de  manière  globale.  Les

profils montrent une diversité des  espèces (5 au total). On peut cependant noter des variations

des pics soulignant des variations au sein des proportions des différentes espèces dans l'air.

          En effet, à l'instar des données issues de la culture des micro-organismes, la microflore

de l'air  intérieur observé dans les services est  dominée essentiellement  par des espèces à

Gram positif   ce  qui  concorde  parfaitement  avec  l’étude  faite  par  Moletta-Denat (2011).

Effectivement, nous avons isolé 44.44% de staphylocoques (8/18) et 33.33% de streptocoques

(6/18) de l’air. Le S. aureus et le staphylocoque coagulase négative, premier et second micro-

organismes les plus fréquemment rencontrés dans l’air, sont des résidents de la peau et des

muqueuses (Wilson, 2007). La flore exogène de l’air est principalement des anaérobies, des

bactéries Gram-positif dont les  Streptococcus  (Makary, 2013).

           Cependant, 22.22% des isolements de l’air étaient représentés par des entérobactéries.

On remarquera que les bacilles Gram négatif périssent rapidement, mais que le staphylocoque

est beaucoup plus durable.  On isole principalement  des Cocci  Gram positif,  peu de BGN

(Mirzaii, 2012).
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VI.2-  Résultats de l’analyse microbiologique des surfaces

         Sur les 42/111 prélèvements de surfaces, 35.71% (15/42) concernent le bloc opératoire,

28.57% (12/42)  le  service  d’oncologie,  19.05% (08/42)  la  pédiatrie  et  16.67% (07/42)  le

servie de réanimation.

        L'étude quantitative est réalisée par numération des colonies sur la gélose nutritive et

exprimée en UFC/25 cm2.   

       L'étude qualitative est réalisée par identification bactériologique de toute colonie ayant

poussée sur les milieux sélectifs (Mac Conkey, Chapman, Gélose au sang frais) susceptible

d'être incriminée dans un processus infectieux.

       Dans cette partie, l’étude qualitative et quantitative est faite pour chaque service.

    VI.2.1-Bloc opératoire 

        Sur les 15/42 (soit  35.71%) prélèvements  de surface effectués  au niveau du bloc

opératoire,  66.67%  (10/15)  représentent  des  sites  de  la  salle  stérile  et  33.33%  (5/15)

représentent  des  sites  de  la  salle  septique. Le  tableau   présente  les  différents  sites  de

prélèvements des surfaces du bloc opératoire. 

Tableau N°VIII :  Tableau des Résultats de l’analyse microbiologique des surfaces du bloc
opératoire

Salles du
BOP

Lieu de
prélèvement

FMAT
(UFC/
25cm²)

S.aureus S.epi-
dermidis

Stepto-
coques

Bacille à 
Gram 
négatif

Champi-
gnons et 
levures

I.
Salle
du

matéri
el

stérile

II.           
sol

20 Absence Absence Absence Absence 4

mur+poignée
de la porte

57 Absence Absence Absence Absence 1

table
d’instruments

Absenc
e

Absence Absence Absence Absence Absence

étagère
d’instruments

stérilisés
4

Absence Absence Absence Absence 2

- pince 
hémostatique,   
- pince ORL,    
- spéculums de 
Hartmann 
(diamètre 4, 5, 
6 mm)

2

Absence Absence Absence Absence Absence
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Salle
des

maté
riels
stéril

es

pince à
disséquer à

griffes,
Farabeuf,
écarteur

7
Absence Absence Absence Absence       1

kit ciseau
chirurgie

1 Absence Absence Absence Absence Absence

boite
instruments

O.R.L

21 Absence Absence Absence Absence Absence

boite bipolaires 3 Absence Absence Absence Absence 1
les bipolaires 
électriques 
(bistouris 
électriques)

1

Absence Absence Absence Absence
Absence

III.

IV.

V.

VI.

VII.

VIII.
Salle 

IX. Elect
rocar
diosc
ope

115 présence Absence Absence présence 3

-Éclairage 
Berchtold 
chromophare b 
300 plafonnier 
urgence
- masque à 
oxygène

5
présence Absence Absence Absence Absence

-table 
opératoire
-table 
d’instruments

Absenc
e

Absence Absence Absence Absence Absence

- mur 
-interrupteur
-prises
-porte

3 Absence présence Absence Absence 1

-Sol 4 Absence présence présence Absence 1
       

  VI.2.1.1-Etude quantitative des souches isolées du bloc opératoire

         Pour les établissements de santé, les niveaux de propreté microbiologique des surfaces

des zones 3 et zones 4 sont définis par l’ASPEC-1999 (tableau IX). 

     Tableau IX : "Valeurs guides" hors activités, après nettoyage (adapté de l’ASPEC-1999)

Zone à hauts risques 
infectieux 
(Zone 3)

Zone à très hauts risques 
Infectieux (Zone 4)

Bactéries Moisissures Bactéries Moisissures
Unité: UFC/25 cm²

Niveau d’action 25 1 10 1
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Niveau d’alerte 10 1 5 1
cible 5 < 1 < 1 < 1

          D'après les résultats des prélèvements des surfaces obtenus après l'isolement des germes

au bloc opératoire dont le but est de suivre le niveau d'hygiène atteint à ce service, et en les

comparant aux normes présentées dans le tableau IX ; on peut dire que :

          Le niveau de propreté microbiologique du bloc opératoire ne répond pas vraiment aux

exigences requises pour certains sites de prélèvement où on remarque un dépassement des

normes (<10) de la FMAT notamment sur le mur, le sol et la boite d’instruments de la salle

stérile et l’électro-cardioscope de la salle septique. La présence d’une flore fongique dans les

2 salles n’est pas tolérée vue qu’elle dépasse des fois les normes (<1). 

VI.2.1.2-Etude qualitative des souches isolées du bloc opératoire

          La qualité de la prestation "entretien des locaux" concerne l'ensemble des surfaces et les

équipements  mobiliers  dans  les  établissements  de  soins.  Un  niveau  de  propreté  visuelle

satisfaisant et un faible niveau de contamination des surfaces contribuent à la prévention de la

lutte contre les infections nosocomiales. La démarche qualité est une stratégie globale.

         On notera dans cette étude qu’une absence de germes pathogènes est confirmée dans la

salle stérile dans tous les prélèvements cela serai dû au respect rigoureux des règles d’hygiène

et de l’utilisation d’un système d’efflux laminaire ainsi que les UV ce qui n’est pas le cas pour

la salle septique.

VI .2.1.2.1-Répartition des souches isolées par espèce sur les surfaces de la salle septique 

         06 souches de bactéries pathogènes ont été isolées et identifiées dans la salle septique.

D’après la figure ci-dessous, staphylococcus aureus et sataphylococcus épidermidis partagent

le  même  taux  de  33.33% (2/6)  suivi  de   streptococcus  sp  hémolytique ß,  et  Klebsiella

pneumoniae avec la même répartition (16.67%).

               

             Figure 21.Répartition des souches isolées par espèce dans la salle septique 

VI.2.2- Service réanimation

               07 sites sur 42 (soit 16.67%) des prélèvements de surfaces ont été effectués au niveau du 

service de réanimation. Le tableau X présente les  différents sites de prélèvements des surfaces du 

service réanimation.

 Tableau N°X : Résultats de l’analyse microbiologique des surfaces du service réanimation
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Lieu de
prélèvemen

t

FMAT
UFC/
25cm²

S.aureu
s

S.epidermid
is

Entéro-
coques

Bacille à
Gram 
négatif

Bacille 
à 
Gram 
négatif 
oxydati
f

Champignon
s    et 
Levures
UFC

       Sol        1 Absenc
e

     Présence  Absence           Présence          2

      Mur
      poignée

Absence Présenc
e

Absence Absence           Présence Absence

- table 
d’appareils
- dinamap 
bleu
- appareil 
pousse 
seringue  

     29 Présenc
e

Absence Absence           Présence Absence

- masque à 
oxygène
-bandeau de 
lit

      2 Absenc
e

Absence Absence         Présence 1

-appareil de 
respiration

       2
      

 
Absenc
e

 Présence  Absence        Présence     Absence

-lit
- table 
d’instrument
s 

      41 présenc
e

Absence Absence        Absence            2

Appareil
de
ventilatio
n

      2   Absence     Absenc
e

    Absenc
e

       
Présence

           1

VI.2.2.1-Etude quantitative des souches isolées du service de réanimation

        Pour le contrôle des niveaux de propreté microbiologique des surfaces de réanimation,

on se réfère toujours aux normes définies par l’ASPEC-1999 (tableau IX).

       Sur les 07 prélèvements de surface qui ont été effectués au niveau de la réanimation  et

qui ont pour cible principale, les instruments et appareillages utilisés au sein de ce dernier afin

d’évaluer l’état hygiénique de ces surfaces, les résultats ont révélé :

       Une présence de flore mésophile dépassant les normes requises (< 25) sur quelques sites

à savoir la table d’appareils, le lit et table d’instruments, et  une présence fongique dans ce

service est à signaler alors qu’elle doit être absente.

    VI.2.2.2-Etude qualitative des souches isolées du service de réanimation
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       Dans ce service,  on remarque une présence importante  d’entérobactéries  suivie  de

staphylocoques et enfin de bacille à Gram négatif oxydatif cependant on notera une absence

totale de streptocoques dans ce service.

VI.2.2.2.1- Répartition  des  souches  isolées  par  espèce  sur  les  surfaces  du service  de

réanimation

        13/84 souches de bactéries pathogènes ont été isolées et identifiées dans ce service dont

la répartition est la même pour s.aureus et K. pneumoniae avec un taux égal de 23.08% (3/13)

suivi de S. épidermidis , P.mirabilis et P.aeruginosa avec un même taux de 15.38% (2/13). E.

coli représente un taux de 7.69% (1/13). La figure ci-dessous résume les résultats.

              

           Figure 23 : Répartition des souches par espèces dans le service de réanimation

    VI.2.3-Service pédiatrie

        08/42 (soit 19.05%) prélèvements de surface ont été effectués au niveau du service de

pédiatrie  néonatologie.  La  répartition  des  prélèvements  est  comme  suit :  50%  (4/8)

représentent des sites de la salle des malades, 37.5% (3/8) représentent des sites de la salle des

couveuses et 12.5% (1/8) concerne la couveuse. Le tableau XI  présente les  différents sites de

prélèvements des surfaces du service pédiatrie.

        Tableau N°XI : Résultats de l’analyse microbiologique des surfaces du service pédiatrie
néonatologie
Salles 
de 
pédiat
rie

Lieu de
prélève
ment

FMAT
UFC/2
5 cm²

S.aureus S.epider
midis

strepto
-coques

Bacille à
Gram
négatif

Bacille
à

Gram
négatif
oxydati

f

Moisiss
ures et 
champi
gnons

Salle 
des 
malad
es

-sol           221 Présence Présence Présenc
e

           Présence 1

-Mur     
-Poigné
e           
-porte

30 Présence Absence Absenc
e

          Présence Absenc
e

-table    
de lit     
-table 
de         
chevet   

24 Présence Absence Absenc
e

          Présence 1
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-
berceau 
-lit  
-pied à 
perfusio
n         

8
Absence Présence Absenc

e
         Présence Absenc

e

Salle 
des 
couve
uses

-Sol 86 Absence Présence Absenc
e

          Présence 4

- lavabo
-poigné
e           
-porte

8 Présence Présence Absenc
e

          Absence Absenc
e

-masque
à  O2     
-apparei
l            
couveus
e           

49 Absence Présence Absenc
e

          Absence Absenc
e

couve
use

surface  
intérieur
e        

Absenc
e

Absence Absence Absenc
e

          Absence 1

 VI.2.3.1-L’étude quantitative des souches isolées du service de pédiatrie néonatologie

       Les résultats des prélèvements des surfaces du service de pédiatrie  néonatologie

montrent que la majorité des sites dans les deux salles (des malades et des couveuses) sont

d’une hygiène non satisfaisante. La FMAT dépasse largement les normes (<10) (tableau

IX) voire  indénombrable. La présence de champignon dans ce service à risque n’est pas

tolérable.        

 VI.2.3.2-Etude qualitative des souches isolées du service de pédiatrie néonatologie

        Dans  ce  service,  on  notera  la  présence  de  tous  les  germes  staphylocoques,

entérobactérie,  entérocoques et bacille à Gram négatif oxydatif.

   VI.2.3.2.1- Répartition  des  souches  isolées  par  espèce  sur  les  surfaces  du  service

pédiatrie néonatologie 

      D’après la figure ci-dessous, S. epidermidis est l’espèce la plus fréquemment isolée avec

un taux de 31.25% (5/16), suivi de  S.aureus avec  25% (4/16) suivi de K.pneumoniae 12.5%

(2/16). Les autres espèces notamment  E. coli, Providencia sp, Shigella sp, Steptococcus sp

hémolytique alpha et  A. baumannii partagent le même taux de 6.25% (1/16).

        

         

Figure 24 : Répartition des souches isolées par espèce des surfaces du service de pédiatrie

néonatologie
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  VI.2.4- Service oncologie :

        12/42 prélèvements de surface (soit 28.57%) ont été effectués au niveau du service

d’oncologie.  50%  (6/12)  sont  des  sites  de  prélèvement  de  la  salle  2,  41.67%  (5/12)

représentent  les  sites  de  la  salle  1  et  8.33% (1/12)  sont  des  prélèvements  d’instruments

déposés sur une table du couloir. Le tableau XII présente les  différents sites de prélèvements

des surfaces du service d’oncologie.

         

Tableau N° XII : Résultats de l’analyse microbiologique des surfaces du service d’oncologie

Salles
d’oncolo

gie

Lieu de
prélèvement

FMAT
(UFC/
25 cm²)

S.aureu
s

S.epider
-midis

Strepto
coques

Entérob
actéries

Champi
gnons et
levures

X.

Salle 1

XI. - sol      2  Absence Présenc
e

Absence Absence Absence

-Mur
-poignée de 
porte
-fenêtre 

    34  Présence Absence Absence Absence       1

-lit
-bandeau tête 
de lit

indénom
brable

Présence Absence Absence Absence       1 

-pied à 
perfusion
-disjoncteur
-télécommande 
clim

     1    Présence Absence Absence Présenc
e           

     8       

-porte de la 
salle 1
-interrupteur

Absence Absence
     

Absence
      

Absence
   
 

Absence
 

Absence

XII.

XIII.

XIV.

XV.

XVIII. -
sol

    280 Présence Absence Absence Présenc
e

1

-Mur
-poignée de 
porte
-fenêtre 

Absence
 
Absence
       

Absence Absence
 

Absence
 Absence
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XVI.

XVII
.
Salle 2

-lit
-bandeau tête 
de lit

11 Absence Présenc
e

Absence Absence 1

-pied à 
perfusion
-disjoncteur
-télécommande 
clim

     70  Absence Présenc
e

Absence Absence 4

-porte de la 
salle 2
-interrupteur

Absence  
Absence

Présenc
e

Absence Présenc
e

Absence

-débitmètre de 
l’oxygène avec 
le bec
-table de 
malade

7 Absence Présenc
e

Absence Absence 4

Couloir -table
d’instruments
+les
instruments

 8 Absence Présenc
e

Absence Absence       2

 VI.2.4.1-Etude quantitative des souches isolées du service d’oncologie

           Les résultats de l’analyse microbiologique effectuée au sein de ce service montrent que

certains sites dans la salle 1 et 2 sont d’une hygiène non satisfaisante et dont la norme de la

FMAT (<25) (voire normes tableau IX)  est largement dépassée notamment  sur le mur et la

poignée de porte de la salle 1 et le sol (flore totale indénombrable), et pied à perfusion de la

salle 2.  Par contre d’autres surfaces ciblées  du service ne sont pas chargés en FMAT. La

présence de champignons sur certains sites est à signaler. 

 VI.2.4.2 -Etude qualitative des souches isolées du service d’oncologie

         Dans ce service, on notera la présence de deux souches uniquement : les Staphylocoques

et les Entérobactéries.

VI.2.4.2.1-Répartition des souches par espèce sur les surfaces du service oncologie

       13/84 souches sont isolées et identifiées dans ce service. Les résultats montrent que  S.

epidermidis est l’espèce la plus fréquemment isolée avec un taux de 46.15% (6/13), suivi par

S.aureus  avec un taux de 30.77% (4/13) et  un taux égal  de 7.69% (1/13) pour les autres

espèces. Les résultats sont résumés dans la figure24. 

           Figure 24. Répartition des souches isolées par espèce du service d’oncologie 
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Discussion des résultats des surfaces

        L’analyse microbiologique des différentes surfaces au niveau des différents services de

l’hôpital de Bouira montre que :

        Les microorganismes rencontrés sur les surfaces peuvent être issus de la flore endogène

du personnel  et  des  patients  (flore  cutanée  résidente  et  de  transit,  flore  buccale  et  naso-

pharyngée, flore intestinale, flore génito-urinaire). De nombreuses études ont montré que des

bactéries  responsables  d’infections  nosocomiales  parmi  lesquelles  Staphylococcus  aureus

(Boyce, 2007), Acinetobacter baumannii (Enoch, 2008), et Clostridium difficile (Riggs, 2007)

se retrouvent  dans l'environnement  de patients  porteurs  de ces  bactéries.  Dans ce cas,  on

retrouve principalement ces micro-organismes sur les surfaces et les objets que les travailleurs

de la santé touchent fréquemment avec les mains.

           Durant notre étude, 48 souches sont isolées et identifiées au  niveau des différentes

surfaces  dont  33.33%  souches  issues  de  la  pédiatrie  néonatologie,  27.08%  issues  de  la

réanimation. Un même taux a été observé en oncologie et 12.5% issues du bloc opératoire. La

plupart des souches proviennent du service de pédiatrie dont 31.25% sont des  entérobactéries,

27.08  %  des  staphylococcus  aureus et  6.25% Acinitobacter  baumannii et Pseudomonas

aeruginosa.  Selon  Settouti,  2013,   les  bactéries  résistantes  sont  courantes  dans  le  milieu

hospitalier en pédiatrie et en réanimation. Les plus fréquemment rencontrées sont les souches

de Staphylococcus aureus et les entérobactéries plus particulièrement Klebsiella pneumoniae

ce  qui  coïncide  avec  nos  résultats  dont  2  souches  ont  été  isolées  en  pédiatrie  et  3  en

réanimation (Settouti, 2013).

          D'après les résultats d'isolement, on a trouvé qu’au niveau des surfaces :

S.épidermidis présente la majeure partie des germes isolés avec un pourcentage de 31.25%

suivi en deuxième position de S.aureus (doré) avec un pourcentage de 28.08%.

K.pneumoniae occupe  la  troisième  classe  avec  40%,  E.coli et  p.mirabilis en  quatrième

position avec 20%,  P.aeruginosa en 5ème position avec 13.33%. Dernières positionnées sont

Shigella sp, k.oxytoca et  providencia sp avec un pourcentage égal de 6.66%. Tandis qu’une
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étude sur le  « Contrôle de l’état général d’hygiène Au niveau de service des urgences de

L’hôpital de Med Boudiaf de OUARGLA » en 2004, ont trouvé qu’au niveau des surfaces de

l’environnement hospitalier S.aureus  (doré) présente la majeure partie des germes isolés avec

un pourcentage de 83,33%, S.épidermidis, Proteus, E.coli avec un pourcentage de 66,66% et

Pseudomonas  occupe  la  troisième  classe  avec  50  %  (Bouaziz  et  Ramdane,2004).  Par

comparaison  avec  cette  étude  on  note  une  large  différence  concernant  la  position  et  le

pourcentage  des  germes  au  niveau  de  l'environnement  et  cela  revient   probablement  aux

conditions et les sites de travail.

     Pour bien situer notre travail, une deuxième étude sur la « surveillance des germes en

cause des IN au service de chirurgie de l'hôpital de TOUGGOURT » d’après laquelle nous

avons  jugé  utile  d'aborder  le  problème ;  a  trouvé  qu’au  niveau  de  l'environnement  :  Les

Staphylococcus  epidermidis sont  classés  en  première  position  avec  un  pourcentage  de

44,44%. En deuxième classe vient  : E.coli, Pseudomonas,  S.aureus  avec 11,11 %. présenté

par (Madani et Chahed). Par comparaison avec cette étude, on note une similitude concernant

la position des souches de  staphylocuccus épidermidis et staphylococcus aureus ce qui n’est

pas  le  cas  pour  E.coli et  Pseudomonas.  On  remarque  également  une   différence  du

pourcentage  et  cela  revient   aussi  aux  conditions,  au  service  ciblé  et  à  la  différence  de

l’endroit de travail.

            La dominance des Staphylocoques dans nos résultats concorde avec une étude,

réalisée  par  Lemmen  et  al.  (2004),  sur  la  répartition  des  bactéries  Gram  négatif  multi-

résistantes par rapport à des bactéries Gram positif dans l’environnement inanimé de l’hôpital.

Ils  ont  montré  que le  degré de  contamination  de l’environnement  par  les  bactéries  Gram

positifs était beaucoup plus étendu que pour les bactéries Gram négatifs. La mise en évidence

d’un  pourcentage  élevé  des  bactéries  issues  de  la  flore  cutanée  humaine  telles  que  les

staphylocoques à coagulase négatif et les Staphylococcus aureus reflète une activité humaine

intense  dans  les  locaux  des  services  étudiés.  D’où  l’intérêt  d’améliorer  les  conditions

hygiéniques du travail. Cette prédominance  pourrait s’expliquer aussi par la capacité de ce

germe à  adhérer  aux surfaces  .Agent  commensal  des  mains,  très  résistant  dans  le  milieu

extérieur, sa survie à l’extérieur de l’hôte est de 7 jours (surfaces sèches) à plusieurs mois

(milieu humide) et est sensible à de nombreux désinfectants (Otto, 2008). 

         Pour les entérobactéries, on note que K. pneumoniae est l’espèce la plus fréquemment

isolée  sur les surfaces avec 40 %, suivi par E. coli et P.mirabilis avec 20% chacune suivi de
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K.oxytoca, Shigella sp, et Providencia sp avec un taux de 6.66%. Les bacilles à Gram négatif

oxydatif  sont  présents  avec  20% également  (13.33%  Pseudomonas  aeruginosa et  6.66%

Acinetobacter baumannii). Cela s’explique par ce qui a été rapporté par  Kramer et al, 2006

que  de  nombreuses  espèces  de  bactéries  Gram  négatif   telles  que  Acinetobacter spp.,

Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa ou Shegella spp. Peuvent survivre

sur des surfaces inanimées pendant plusieurs mois (5 semaines à 30 mois). La présence d'A.

baumannii  dans l’environnement de l’hôpital semble la résultante,  dans la plupart des cas,

d’une contamination secondaire à partir d’un patient infecté. La bactérie est ainsi retrouvée

dans l’environnement  immédiat  du patient  (barre  de lit,  oreillers,  draps,  rideaux,  fauteuil,

tables de nuit) (Beggs et al ., 2006).

         La présence des bacilles à Gram négatif est très élevée dans le service de réanimation

8/18  souches  (soit  44.44%)   suivi  de  6/18  souches  (soit  33.33%)  en  pédiatrie. Plusieurs

éléments  expliquent  la  fréquence  d'infections  nosocomiales  dans  ce  secteur:  la  fréquence

d’utilisation  des  dispositifs  invasifs  (cathéters  intra  vasculaires,  ventilation  artificielle,

sondages  urinaires) (Tanguy,  2014). La présence de ces germes pathogènes  se traduit  par

l’acquisition  de  bactéries  de  l'environnement  (Pseudomonas,  Acinetobacter...),  qui  sont

naturellement résistantes à de nombreux antibiotiques et ont une grande capacité d'acquisition

de nouveaux mécanismes de résistance. Elles survivent en milieu hospitalier, favorisées par la

pression  de  sélection  qu'exercent  les  nombreux  antibiotiques  prescrits,  surtout  dans  les

services de réanimation. À partir de l'environnement, elles colonisent les patients, apportées le

plus souvent par les mains du personnel (Korinek, 1999).

      Dans notre étude, on a noté également la présence de deux souches de streptococcus sp

sur le sol du bloc opératoire et celui de la pédiatrie. Les germes anaérobies peuvent  provenir

de l’environnement  (sol,  eau),  mais  appartiennent  le  plus  souvent  à  la  flore commensale,

endogène normale, de l’homme (Dubreuil, 2003). Cette souche représente 4.16% (2/48) des

souches  isolées  des  surfaces.  Ce faible  taux peut  s’expliquer  par  fragilité,  la  sensibilité  à

l’acidité et la nécessité de nombreux facteurs de croissance du genre Streptococcus (Fauchère,

2002). 

       La présence des germes sur les surfaces de l’environnement hospitalier peut être due

aussi  à  la Contamination  par  les  microorganismes  de  l’environnement  qui  existent

naturellement  sur  les  sols,  les  objets,  dans  l’eau,  les  circuits  de  climatisation  et  certains
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germes pathogènes ou commensaux d’origine humaine qui survivent bien et résistent dans le

milieu extérieur (Squinazi, 1998).

         La qualité de l’eau a une implication évidente pour le lavage des mains, le rinçage du

matériel et le ménage (Maiga, 2002).

        A l’absence d’élimination des matières organiques et les germes éventuellement présents

sur ou dans ce Matériel (pas de décontamination), absence de lavage avec un détergent neutre,

pas de mise du matériel dans un lieu propre à la fin, les techniques et méthodes d’entretien ne

sont pas  maîtrisées par le personnel chargé de ceci, les indications des moyens de stérilisation

ne sont pas clairement connues par tout le personnel, car ils ne parvenaient pas à définir les

températures  et  les  temps  normaux  pour  le  poupinel  et  l’autoclave  (Barie,  2005;

Karageorgopoulos , 2008).

          Certaines bactéries survivent dans un milieu qui leur est hostile par mutation : synthèse

d’une  nouvelle  enzyme  ou  acquisition  d’un  mécanisme  de  résistance  à  un  désinfectant

(Widmer et Frei, 2007).  

VI.3-Résultats des analyses microbiologiques du linge 
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        Si le contrôle visuel est suffisant pour l’aspect esthétique du linge après le lavage, il est

bon d’en vérifier l’efficacité microbiologique au laboratoire.

          24/111 prélèvements de linge ont été effectués au niveau de l’hôpital de Bouira répartis 

comme suit : 41.66% (10/24) représentent le service d’oncologie 29.16% (7/24) le bloc 

opératoire, 16.66% (4/24) la pédiatrie et 12.5% (3/24) le service de réanimation. Le tableau 

XIII  présente les résultats de l’analyse microbiologique du linge utilisé au niveau des 4 

services.

           Tableau N°XIII : Les résultats de l’analyse microbiologique du linge

Salles Lieu de
prélèvement

FMAT
(UFC/
25 cm²)

S.aureus S.epider
midis

Strepto-
coques

Bacille
Gram

Négatif

Champig) 
nons et 
levures

Bloc 
opératoire
Salle 
Stérile

- tenue bloc Absence Absence présence Absence Absence Absence
-blouse 17 présence Absence Absence Absence 1

-casaques Absence Absence Absence Absence Absence Absence

- champs 
bloc

Absence Absence Absence Absence Absence Absence

-jersey 
tubulaire en 
coton

Absence Absence Absence Absence Absence Absence

Compresse 1 Absence Absence Absence Absence Absence Absence
Compresse 2 Absence Absence Absence Absence Absence Absence

XIX.
Réani

 -drap 2 Absence présence Absence Absence 1
- blouse 
infirmièr
e

3 Absence présence Absence Absence 2

Compres
se

Absence Absence Absence Absence Absence Absence

Pédiatri

e

- drap 14 présence Absence Absence présence 2

-rideau 2 présence Absence Absence Absence 1

-taie 
d’oreiller

     24   
présence

 Absence Absence   
présence

4

-blouse       1   
présence

Absence Absence   
présence

1

Oncologi
e
Salle 1

- drap 
lavé et 
placé le 
jr mm

8 présence Absence Absence Absence 1

-rideau 1 Absence présence Absence Absence 1

27



-blouse 
infirmièr
e 1

5 présence Absence Absence Absence 1

-taie 
d’oreiller
Propre 

Absence présence Absence Absence Absence Absence

Oncologi
e
Salle 2

-drap 
lavé et 
placé le 
jr mm

Absence présence Absence Absence Absence Absence

-rideau 6 présence Absence Absence Absence 2

-blouse
infirmièr
e 2

Absence présence Absence Absence Absence Absence

-taie 
d’oreiller
Propre 

Absence Absence Absence Absence Absence Absence

Compres
se 1

Absence Absence Absence Absence Absence Absence

Compres
se 2

Absence Absence Absence Absence Absence Absence

     

VI.3.1-Etude quantitative des souches isolées du linge des 4 services

           Les critères microbiologiques du linge sont  en fonction de son usage d’après le projet

de norme européenne  NF EN 14065 Décembre 2016  qui définit deux catégories : le linge

propre et le linge de qualité microbiologique maîtrisée.

- le linge propre est défini comme présentant une contamination inférieure à 12 UFC / 

25 cm2 en fin de traitement à la blanchisserie

- le linge de qualité microbiologique maîtrisée est un linge pour lequel on ne tolère 

aucun germe hospitalier à l’origine des infections nosocomiales dans cette marge de 

12 UFC / 25 cm2.

        En comparant nos résultats  avec la valeur de la norme européenne NF EN 14065 (12

UFC), nous remarquerons qu’ils sont  conformes et qu’ils ne dépassent pas  les normes (<12

UFC/ cm2) de propreté microbiologique requises à part 3 sites de prélèvement (blouse du bloc

opératoire, et drap et taie d’oreiller du service de pédiatrie). La présence de flore fongique

dans les différents services a été remarquée ce qui n’est pas recommandé. 

VI .3.2-Etude qualitative des souches isolées du linge des 4 services
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        D’après les isolements sur les milieux sélectifs (Mac Conkey, Chapman, Gélose au Sang

Frais), les  résultats  ont  montré  une  présence de  bactéries  pathogènes  à  savoir  les

staphylocoques  dans  tous  les  services ;  d’entérobactéries  en  pédiatrie  seulement  et  une

absence d’autres germes notamment les streptocoques et les bacilles à Gram négatif oxydatif

dans tous les services.

        Les casaques, les champs du  bloc, le jersey tubulaire en coton ainsi que les compresses

utilisées lors des interventions chirurgicales ou lors des soins sont stériles et ne présentent

aucune contamination. 

VI.3.2.1-Répartition des souches isolées  du linge par espèce dans les différents services
          18/84 souches ont été isolées et identifiées dans les 4 services. Nos résultats montrent 

que S.aureus est l’espèce la plus fréquemment isolée avec un taux de 61.11% (11/18), suivi 

par S. epidermidis avec 22.22% (4/18) puis un même taux de 5.55% pour 

K.pneumoniae ,Providencia sp et Shigella sp. Les résultats sont résumés dans la figure 26.      

Figure 26. Répartition des souches isolées du linge par espèce

VI.3.2.2-Répartition des souches isolées du linge par service

        Parmi les souches isolées du linge en milieu hospitalier, les services de pédiatrie et 

d’oncologie occupent la première place avec un taux égal de  38.89% (7/18) suivi aussi avec 

un taux égal de 11.11% (2/18) en réanimation et dans la salle stérile du bloc opératoire. La 

figure suivante montre les différents taux de souches isolées par service.

          

                     

                            Figure 27 : Répartition des souches isolées du linge par service.
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Discussion des analyses microbiologiques du linge 

            Les résultats de l’analyse du linge montrent que les conditions de stérilisation n’ont

pas été respectées dans les 4 services et dans les différents points du linge. Les prélèvements

nous  ont  permis  d’isoler  18  souches  pathogènes  38.89% (7/18)  un  taux  égal  issu  de  la

pédiatrie et de l’oncologie et un même taux de 11.11% (2/18) issu de la  réanimation et le bloc

opératoire.  Cette  dominance  des  souches  dans  les  2  premiers  services  est  le  reflet  de  la

présence d’un nombre élevé de  l’espèce  Staphylococcus aureus  (doré) qui se rencontre en

surface et sur les particules en suspension, et peut donc se retrouver sur du linge même propre

(Charlemagne 2005).  

           4 souches de Staphylococcus aureus ont été prélevées sur des blouses (4 blouses sur 5)

du  personnel  hospitalier.  Une  étude  réalisée  sur  la  contamination  des  blouses  blanches

médicales a montré que les poignets et les poches  sont les parties les plus contaminées. 25%

des blouses des soignants sont porteuses de Staphylococcus aureus, surtout manches et poches

Wong et  al ., 1991).  65% des soignants et 42% du personnel de ménage contaminent leurs

blouses en s’occupant d’un patient porteur de SARM (Staphylococcus aureus résistant à la

méthicilline) (Boyce et al ., 1997). 

         Une autre étude  publiée dans l’American Journal of Infection Control révèle que, plus

de  60  % des  uniformes  analysés  étaient  contaminés.  Plus  inquiétant  encore,  sur  les  238

blouses,  27  étaient  porteuses  de  souches  bactériennes  multi-résistantes,  dont  le  fameux

staphylocoque doré, retrouvé sur huit uniformes. 80 % des bactéries qui se retrouvent sur le

linge viennent des manipulations post-lavage. Selon les établissements, le linge est touché au

moins dix fois entre le repassage et la distribution. Ces infections manu portées sont les plus

http://www.ajicjournal.org/
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courantes,  sans  compter  celles  véhiculées  par  l’environnement  dans  lequel  le  linge  est

transporté ou rangé (sols, plafonds, ventilation, chariots, etc.) (Wiener-Well, 2011).

           Durant notre étude, on a pu identifier d’autres souches sur le linge notamment les

staphylococcus  epidermidis (4/18),  Klebsiella  pneumoniae (1/18),  Shigella sp (1/18),  et

providencia  sp (1).  La contamination  de la  literie  se  fait  par  la  flore  de l’environnement

(sédimentation ou mouvements de particules aéroportées) et par la flore bactérienne du patient

(peau, liquides biologiques), la présence sur le linge de déchets (urines, selles, nourriture...),

dans  une  atmosphère  chaude  et  humide,  favorise  le  développement  des  microorganismes

(Aboki, 2006)  rapporte aussi que le linge est contaminé par les bactéries d’origine cutanée :

staphylocoques et les bactéries d’origine digestive : Klebsiella sp. (Figarella, 2001 ; Carenco,

2010).

         Cependant  d’autre  source sont à l’origine de la  contamination  du linge dans les

établissements de santé. En effet, le linge traité à la blanchisserie, est déjà contaminé avant sa

réception à la stérilisation (humidité, multiples manipulations, croisement des circuits sale et

propre, matériels et conditions de transport inadaptés etc.).La blanchisserie a un rôle essentiel

à jouer dans la prévention des infections nosocomiales liées au linge. Mais elle peut aussi

contribuer  à  leur  diffusion.  Les  locaux  sont  en  effet  humides,  chauds,  avec  un  taux

d'empoussièrement  élevé.  Le  linge  est  lui-même souvent  humide  à  son arrivée.  Tous ces

éléments favorisent la multiplication bactérienne, surtout pendant la période de stockage. Les

bactéries hospitalières les plus dangereuses et notamment celles qui sont multi-résistantes, se

rencontrent en fonction de leur habitat préférentiel, facilement dans  le cycle du linge: dans

l'eau, la vapeur d'eau, les aérosols (Charlemagne, 2005).

       La dureté de l’eau utilisée provoque la diminution de la température de stérilisation

(Partis et al ., 1998).

       L’association de l’utilisation des tambours perforés et des locaux de stockage inadéquats

qui peuvent êtres une source de contamination après stérilisation (Settouti, 2013).

      Le linge est véhiculé à l’intérieur des établissements et, en ce sens, il peut constituer un

facteur de risque dans un environnement  à risque. Il se charge en microorganismes et les

transporte (Aboki, 2006)
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              Le linge est facilement et très rapidement contaminé lorsqu'il est en contact avec le

malade. Il peut être contaminant dans son circuit d'évacuation voire dans son circuit propre

lorsqu'il  se  trouve  être  accidentellement  contaminé  si  des  normes  et  procédures  écrites

n'existent pas ou ne sont pas respectées. Cette contamination peut être également liée soit à

une insuffisance de lavage car on ne stérilise bien que ce qui est propre et sec, soit à une

rupture de la chaîne au cours du circuit propre du linge (Charlemagne, 2005).   
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Annexe 1

Tableau N°I : Milieux et matériel utilisés dans notre travail

*Matériel utilisé : - Ecouvillons stériles.
- Boites Pétri.
- Anse de platine
- Pipette Pasteur.
- Lame et lamelle.
- Tube à essai.
- Portoirs.
- Tube sec, tube à vis.
- Etuve réglée à 37°.
- Autoclave.
- Microscope
-pince
-bec Bensen
-cartes de réaction pastorex jetables
-Agitateur vortex
- Bâtonnets d’échantillonnage et 
d’homogénéisation 

* Milieux et solutions utilisés : - Eau physiologique stérile.
-bleu de méthylène
-alcool
-fuscine 
-violet de Jensen 
-Luggol
-réactif staphorex (Latex contrôle) Latex de test 
-réactif oxydase
-Réactif covacs
-Disques OMPG
-eau oxygénée 
-huile d’immersion 
-Gélose nutritive
-milieu Chapman
-Gélose au sang frais
-milieu Mc Conkey

* Milieu d’enrichissement : -Bouillon nutritif

* Milieux d’identification : -milieu EMB
-Gélose ss
-milieu TSI
-Milieu citrate de Simmons 
-Milieu mannitol mobilité
-Milieu urée indole
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Annexe 2

Composition des milieux de culture (pour 1l d’eau distillée) (Le Minor et Richard, 1993)

Gélose nutritive

-Extrait de viande……………..1 g

-Extrait de levure……………...1 g                               

-Peptone………………………..5 g

-Agar – Agar…………………....15 g

-Eau distillée…………………...1000 ml

Bouillon nutritif

-Extrait de viande……………….1 g

-Extrait de levure………………..1 g           

-Peptone…………………..……...5 g

-Eau distillée……………………..1000 ml

-pH ………………………………..7,2 

Gélose Chapman

-Extrait de viande ……………...…1 g

-Peptone de caséine et de…………10 g

viande 

-Chlorure de sodium………………75 g

-Mannitol…………………………..10 g

-Agar –Agar……………………..….15 g

-Rouge de phénol………………...…0,025g

-PH………………………..................7,6

Hektoen : 

- Peptone-protéose…………………12.0 g.

- Extrait de levure …………………3.0 g.

- Lactose…………………………...12.0 g

- Saccharose……………………….12.0 g.

- Salicine…………………………...2.0 g.

- Citrate de fer 3 et d’ammonium….1.5 g.

- Sels biliaires………………………9.0 g.

- Fuchsine acide……………………0.04 g.
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- Bleu de bromothymole……………0.065g.

-Agar………………………………...14 g

- PH ………………………………....7.5.

Mueller –Hinton (gélose) :

-Infusion de viande de bœuf……………300g

- Amidon de mais……………………......1.5 g.

- Agar…………………………………….17.0 g.

- Peptone de caséine ……………………17.5 g.

- PH……………………………………....7,4.

Gélose Mac conkey 

-Peptone de caséine……………………. 17 g

-Crisal violet…………………………… 0.001 g

-Crisal violet…………………………… 0.001 g

-Rouge neutre………………………….. 0.03 g

-Chlorure de sodium …………………….5 g

-Mélange de sels biliaires……………… 1.5 g

-Lactose……………………………….....10 g

-Peptone de viande…………………….. 3 g

-PH……………………………………....7.4

Gélose TSI

-Extrait de viande de bœuf……………. 3 g

-Extrait de levure……………………… 3 g

-Peptone trypsique…………………….. 20 g

-Chlorure de sodium…………………... 5 g

-Citrate ferrique……………………….. 0.3 g

-Thiosulfate de sodium…………………0.3 g

-Lactose……………………………….. 10 g

-Glucose………………………………...1 g

-Saccharose…………………………… 10 g

-Rouge de phénol……………………… 0.05 g

-Agar…………………………………….12 g

-PH………………………………………7 ,4
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Citrate de Simmons :

- Citrate de sodium……………………….1.0 g.

- Bleu de bromothymole………………….0.08 g.

- Chlorure de sodium …………………….5.0 g.

- Sulfate de magnésium……………………0.2 g.

- Hydrogénophosphate de potassium …….1.0 g.

- Dihydroginophosphate d’ammonium……1.0 g.

- Agar ……………………………………….15.0 g.

- PH………………………………………….7,1.

Urée- Indole :

- L- tryptophane………………………………………....3 g. 

-Phosphate monopotassique…………………………... 1 g

-Phosphate bipotassique………………………………. 1 g

-Chlorure de sodium ……………………………………5 g

-Urée…………………………………………………... 20 g

-Alcool à 90°………………………………………….. 10 ml

-Rouge de phénol……………………………………… 0.025 g

-PH………………………………………………………7

Réactifs de la coloration de Gram

Violet de gentiane:

-Phénol………………………………………………….…… 2.0 g

-Violet de gentiane……………………………………...…… 1.0 g

-Éthanol à 90°………………………………………….…… 10 ml

-Eau distillée……………………………………………..... 100 ml

Lugol:

-Iodure de potassium………………………………………… 2.0 g

-Iode métalloïde................................................................…... 1.0 g

-Eau distillée …………………………………………….… 300 ml

Alcool (éthanol)

Fuschine de ziehl:

-Fuchine basique………………………………………….….. 1.0g
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-Phénol……………………………………………………….. 5.0 g

-Éthanol à 90°………………………………...………………10 ml

-Eau distillée ………………………………………………....100 ml
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Annexe 3:

Tableau N°2 : Les principaux caractères utilisés dans l’identification des germes 

Gram            
TSI

Citrate
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ons
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tol
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Bacill
e
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(-)
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+
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+
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-
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+

+
E.Coli

+ + -
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+ + - + + - + +/- +
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+ - +/- + /- + + + +/- -
Proteu

s

Bacill
e

Gram
(-)

+ - - + / + - +
+

+
+

-
Provid
encia

Bacill
e

Gram
(-)

+ - - + / + +/- - /
Pseud
omona

s

Bacille

Gram

(-)

+ - -
+

- - +       -      -

Acinetoba
cter



Résumé

         La mise en place d'une surveillance microbiologique de l'environnement hospitalier est une
activité dont le volume d'actes est très variable selon les équipes.
          L’objectif principal de cette étude était d’isoler et de caractériser des bactéries pathogènes à
partir de l’air, des surfaces et du linge dans quelques services à risque à l’hôpital de  Bouira afin de
mesurer le niveau d’hygiène au sein de cet établissement. 
         Durant l’étude, nous avons recueilli 111 prélèvements où on a identifié, par des méthodes
microbiologiques et biochimiques,  84 isolats appartenant àneuf genres bactériens :  Staphylococcus
(60.71%),  Klebsiella  (11.90%),  streptocoques  (9.52%),  Escherichia(5.95%),  proteus (3.58%),
Providencia (2.38%),  Pseudomonas  (2.38%),  Shigella (2.38%),  et  Acinetobacter (1.19%).  La
répartition  des  bactéries  par  service  a  montré  une  prédominance  dans  le  service  de  pédiatrie
néonatologie, suivie par les services d’oncologie, de réanimation, et enfin du bloc opératoire.

Mots-clés :  Environnement,  hôpital,  Contrôle microbiologique,  prélèvements d air,  surfaces, linge ,
méthodes microbiologiques et biochimiques.

Summary

        The setting up of a microbiological surveillance of the hospital environment is an activity whose
volume of acts varies greatly according to the teams.
        The main objective of this study was to isolate and characterize pathogenic bacteria from air,
surfaces and linen in some services at risk in the Bouira hospital in order to measure the level of
hygiene in the breast Of this establishment.  
        During the study, we collected 111 samples using microbiological and biochemical methods to
identify 84 isolates belonging to the bacterial genus: Staphylococcus (60.71%), Klebsiella (11.90%),
streptococci  (9.52%),  Escherichia  (5.95  %),  Proteus  (3.58%),  Providencia  (2.38%),  Pseudomonas
(2.38%), Shigella (2.38%),  and Acinetobacter  (1.19%).  The distribution of bacteria by department
showed  a  predominance  in  the  pediatric  department  (neonatology),  followed  by  the  services  of
oncology, resuscitation, and finally the operating room.

Keywords: Environment, hospital, microbiological control, air sampling, surfaces, linen, 

Microbiological and biochemical methods.

صصصصصص

و إن المراقبة الميكروبيولوجية لبيئة المستشفى  تكون مختلفة على حسسسب النشسساط داخسسل المؤسسسسة
 انطلقسسا مسسن الجسسو و ،ه الدراسة هسسو عسسزل  وتوصسسيف البكتيريسسا الممرضسسةهذأن الهدف الرئيسي من   

السطح والملبس في بعض الجنحة الخطيرة في مستشفى البويرة لقياس مستوى النظافسسة فسسي تلسسك
المؤسسة .

. عينة التي تم تحديدها بأساليب ميكروبيولوجيسسة وأخسسرى كيميوحيويسسة 111 جمعنا ،وخلل هذه الدراسة
11.90العنقودية ،الكلبسيلية  % 60.71 كما سمحت لنا هذه الدراسة من عزل ، نتيجة ايجابية84لدينا 

 %،2.38 %، بروفدنسيا 3.58 %، بروتيوس5.95 %، اشر يشيا كولي 9.52%، المكورات العنقودية 
% . 1.19% ،  الراكدة2.38 %، الشجيل  2.38الزائفة 

اظهر التوزيع التصاعدي لنسبة البكتيريسسا  بتصسسدر  جنسساح  الطففسسال ، ثسسم يليسسه الورام، العنايسسة المركسسزة،
وأخيرا غرفة  العمليات .

البيئة ، المستشفى ، المراقبة  الميكروبيولوجية، عينات من الجو  والسطح والملبس:  صصصصصصص صصصصصصصصص

، الطرق الميكروبيولوجية والبيوكيميائية.




