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Introduction

L’hopital, malgré le grand rdle qu’il joue pour assurer une prise en charge effective du plus grand

nombre, est souvent confronté a des difficultés qui lui portent un discrédit pouvant remettre en cause
’efficacité de la pratique hospitaliére et ont un impact sur son image. On peut citer par exemple, en
France, I’affaire du sang contaminé par le sida, la maladie de Creutzfeldt-Jacob par injection d’hormo
de croissance, I’hépatite C transmise par le sang ou les examens endoscopiques, les infections de tout
type, bactériennes surtout, contractées lors d’une hospitalisation, et appelées de ce fait infections

nosocomiales (Gadiaga, 2022).

Il'y a vingt ans, ce mot était méconnu dans le milieu médical et hospitalier, a 1’exception de
quelques speécialistes, pionniers de la lutte contre les infections hospitaliéres. Elles ont néanmoins
toujours été un probléme central de santé publique, en termes de colts pour la structure mais aussi de

pertes en vies d’usagers des services hospitaliers (Gadiaga, 2022).

L’OMS estime que plus de 1,4 million de personnes dans le monde souffrent d’infections
nosocomiales, en permanence. Dans les pays développés, qui disposent d’hdpitaux modernes, entre 5

a 10 % des patients admis contractent une ou plusieurs infections (Motaouakkil et al., 2011).

Les infections nosocomiales peuvent étre bactériennes, virales, fongiques ou méme parasitaires
(Alangaden, 2011). Parmi les agents pathogenes nosocomiaux les plus courants figurent les
staphylocoques (en particulier Staphylococcus aureus), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Clostridium difficile, les espéces de Streptococcus, les espéces d'Enterobacter, les espéeces
d'Acinetobacter, les especes de Klebsiella, le virus de la grippe et les norovirus (Jones, 2010). Les taux
de prévalence des agents pathogénes a l'origine des infections nosocomiales et présentant un niveau
élevé de résistance aux traitements antibiotiques, tels que P. aeruginosa, les entérobactéries
productrices de B-lactamases a spectre étendu, les Acinetobacter baumannii multirésistants, les SARM
et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV), sont en constante augmentation dans le monde
entier (Mulvey et Simor, 2009), ce qui constitue une menace sérieuse pour la propagation et le
traitement des maladies infectieuses, car les agents pathogenes résistants sont beaucoup plus difficiles
a traiter (Borkow et Monk, 2012).

Les infections nosocomiales peuvent se produire de plusieurs maniéres. La communauté de la
lutte contre les infections reconnait que les modes de transmission les plus importants et les plus
fréquents des agents pathogenes nosocomiaux sont le contact direct entre une personne infectée ou

colonisée (par exemple, un agent de santé, un visiteur ou un patient) et un héte sensible (Kampf

ne
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et Kramer, 2004), et indirectement par lI'intermédiaire de dispositifs médicaux intrusifs contaminés
(von Eiff et al., 2005), de la flore propre du patient d'une partie du corps de I'hGte a une autre, et de

particules en suspension dans l'air (Borkow et Monk, 2012).

Outre les modes de transmission des pathogénes nosocomiaux décrits ci-dessus, d'autres
hypotheses telles que les textiles contaminés constituent un excellent substrat pour la croissance
bactérienne et fongique dans des conditions d’humidité et de température appropriées, et il a éteé
démontré que les bactéries et les champignons peuvent survivre pendant des périodes prolongées dans
les tissus hospitaliers. Lorsqu'une bactérie, est excrétée dans un tissu entre le patient et le lit, que ce
soit sur son pyjama, sa taie d'oreiller, son drap ou son matelas, prolifere facilement car I'numidité et la
température du microenvironnement textile favorisent sa prolifération. 1l a été démontré que les
bactéries libérées contaminent les surfaces adjacentes, telles que les draps de lit, les tables de nuit et
les vétements des patients, et méme les pieces adjacentes par l'intermédiaire des systemes de

climatisation (Noble et Davies, 1965).

La contribution des surfaces dures contaminées, telles que les sols, les barriéres de lit, les tables
de chevet et les poignées de porte, a également été rapporté. De méme, les textiles contaminés, tels
que les draps et les pyjamas contaminés, en plus d'étre une source de transmission de micro-organismes
par aérosol, peuvent également contaminer directement le personnel hospitalier. Le personnel
hospitalier, méme s'il utilise des équipements de protection tels que des gants, peut les contaminer en
touchant les textiles ou les surfaces contaminés, puis transférer les micro-organismes a d'autres patients
directement ou indirectement en contaminant d'autres surfaces, telles que les poignées de porte (Cozad
et Jones, 2003). 1l a été constaté que 65 % des infirmieres ayant effectué des activités sur des patients
présentant des SARM dans les plaies ou l'urine avaient contaminé leurs uniformes ou blouses
d'infirmiéres avec des SARM. Ces tenues peuvent a leur tour contaminer facilement les vétements et
les mains du personnel soignant (Boyce et al., 1997). Une forte contamination similaire des gants et
des blouses par Acinetobacter baumannii MDR par le personnel soignant interagissant avec des
patients colonisés a également été rapportée. En outre, il a été constaté que 42 % du personnel n‘ayant
pas de contact direct avec les patients contaminait ses gants en touchant des surfaces contaminées
(Borkow et Monk, 2012).

L’utilisation des biocides est trés variée, que ce soit dans les établissements de soins de santé, dans les
biens de consommation, dans les industries alimentaires ou encore dans les stations d’épurations des

eaux (Fawley et Wilcox, 2001).




Introduction

Leur utilisation dans les milieux hospitaliers a une place prépondérante, pour la prévention et la

lutte contre les infections nosocomiales (Maillard et Denyer, 2009).

Contrairement aux antibiotiques, 1’usage des biocides n’est pas contr6lé en santé humaine et

animale (Otter et al., 2011).

D’une fagon identique aux antibiotiques, 1’utilisation massive des biocides dans des conditions non
optimales peut contribuer a la sélection de bactéries tolérantes & ces biocides. Les mécanismes de
tolérance aux biocides comprennent des mécanismes similaires a ceux décrits pour les antibiotiques.
Les deux principaux étant la modification de la composition de la paroi membranaire et I’efflux par

des protéines membranaires.

L'utilisation croissante des biocides antibactériens dans la quasi-totalité des activités humaines doit
également étre replacée dans le contexte plus général du développement exponentiel de la résistance
des bactéries pathogénes aux antibiotiques dans le monde conduisant a I'échec du traitement des
maladies infectieuses chez 1'homme et l'animal, et I’émergence de bactéries résistantes dans

I’environnement (Ekwanzala et al., 2018). L apparition de cette résistance serait due a :

a- L'utilisation fréquente de biocides peut entrainer une sélection de souches résistantes,

compromettant ainsi I'efficacité des mesures de désinfection.
b- Différents types d'entérobactéries peuvent présenter des sensibilités variables aux biocides.

c- Les biocides utilisés dans les hdpitaux sont efficaces pour éliminer les micro-organismes pathogenes

et réduire la propagation des infections nosocomiales.

L’objectif de cette étude est I’isolement des entérobactéries a partir des patients et des surfaces
susceptibles d’étre contaminées ou d’€tre responsable de la contamination des patients et d'évaluer la
sensibilité de ces bactéries aux produits biocides utilisés dans les hopitaux. L'objectif global est de

réduire les infections nosocomiales et d'assurer des soins de santé sirs et de qualité pour les patients.
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I. Revue de la littérature

I.1. Infections nosocomiales

Les infections nosocomiales constituent un probleme mondial majeur qui menace la santé
publique, en particulier dans le service de réanimation, ou ils existent des patients qui souffrent de cas

critiques en raison de leurs états immunodéprimés (Bensaha et al., 2021).

Les infections nosocomiales regroupent 1’ensemble des infections pouvant étre contractées a la
suite ou lors d’un séjour dans un établissement de soin (hopital, clinique, etc.) qui n’était ni présentes,

ni en incubation a I’admission du patient.

Elles peuvent apparaitre soit pendant le séjour du patient hospitalisé au bout de 48 heures, ou au
retour du patient a son domicile avec un délai de 30 jours aprés une opération et d’un an s’il y a eu
pose de prothése ou d’implant (prothése de hanche, vasculaire, esthétique, ...) Concernant les

infections de plaie opératoire, le délai est repoussé a 30 jours (Charline, 2018).

Les micro-organismes a l'origine de l'infection peuvent provenir du patient lui-méme. lls
contaminent une autre partie du corps, lors d'un acte invasif (perfusion, sonde urinaire...). lls peuvent
également provenir de I'environnement hospitalier (air, eau, alimentation, ...), de [l'utilisation
d'instruments médicaux mal stérilises ou d'un contact avec un autre malade ou encore le personnel
(Kern, 1993).

Les infections urinaires sont les plus nombreuses (30%). Elles sont souvent liées a la pose de
sondes urinaires, mais sont rarement graves. Elles viennent ensuite les pneumonies (16,7%) souvent
concomitantes a I’intubation et la ventilation assistée, les infections du site opératoire (13,5%) apres
une intervention chirurgicale, et les bactériémies/septicémies (10,1%) liées a I’introduction de
cathéters dans les voies sanguines. Des infections de la peau et les tissus mous ou encore des voies
respiratoires supérieures sont également observées. Certaines de ces infections, en particulier parmi
les infections pulmonaires et les septicémies, sont graves et peuvent entrainer la mort (Lucet, 2009).
La flore saprophyte ou colonisatrice du malade peut étre responsable d'une autoinfection ; la
transmission est endogéne. Les trois autres sources de l'infection hospitaliére (le personnel, le patient
infecté et I'environnement) transmettent les germes par voie exogéne. C'est l'infection croisée, la
transmission se fait essentiellement par contact, le contact est réalisé par les mains du personnel
soignant Les autres voies de transmission exogene sont plus rarement en cause. La voie aérienne par

I'intermédiaire de particules en suspension dans l'air peut étre responsable de l'infection des plaies
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opératoires. La voie orale est incriminée dans les épidémies de gastro-entérites, particulierement
lorsque la nourriture est administrée par sonde centrale. La voie parentérale est exceptionnellement en

cause.
1.2. Entérobactéries et infections nosocomiales

Tout effluent hospitalier contient des substances polluantes, y compris des éléments toxiques
avec une large quantité des bactéries pathogeénes qui peuvent représenter un danger pour ’homme et

peuvent méme nuire a 1’écosystéme (Ayadi et al., 2017).

Les entérobactéries sont souvent responsables d'infections urinaires, pulmonaires, de septicémies

et également d'infections intra-abdominales (Ababsa et al., 2020).

La flore endogéne de I’intestin. Elles sont a I’origine d’un grand Nombre d’infections

communautaires et d’infections nosocomiales (Pilly, 2013).

Elles induisent un risque de complications séveres pour d’autres maladies. Leurs ports d’entrée
les plus fréquentes sont les voies urinaires et digestives. Chez I'homme, Escherichia coli, Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Proteus sp., Providencia sp. et Serratia marcescens, sont responsables d'environ
50 % des infections nosocomiales (Habi, 2009).

1.3. Biocides

Le terme de biocide signifie « qui détruit le vivant ».Sont des molécules organiques, inorganiques
ou synthétiques utilisées pour désinfecter, stériliser des objets et des surfaces, et pour préserver des
matériaux ou des procédés de la dégradation microbiologique (Chapman, 2003). Parmi ceux-ci nous
distinguons les produits biocides (désinfectants, conservateurs, antiseptiques) qui agissent sur les
bactéries, en inhibant leur croissance (activité bactériostatique) ou en les tuant (activité bactéricide)
(Pedrouzo et al., 2009). Contrairement aux antibiotiques, les biocides ont un large spectre d’activité

en étant bactéricide, fongicide, sporicide ou encore virucide (O'Neill, 2016).

Les biocides jouent un rdle primordial dans la prévention et la gestion des infections. Ils
permettent de limiter l'utilisation des antibiotiques et donc de limiter I'émergence de souches

bactériennes résistantes (Chabbi et al., 2016).
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1.3.1. Utilisation

Les biocides sont utilisés depuis des siécles principalement comme agents de conservation de
I'eau (par exemple l'utilisation de récipients en cuivre et en argent) et de denrées alimentaires ainsi que
I'utilisation de vinaigre et miel pour nettoyer les plaies. Le XIXe siécle a vu le début de la chirurgie
antiseptique et I'introduction des désinfectants dans l'utilisation clinique. L'iode était utilisé comme

désinfectant pour les plaies (Hugo, 1999).

Leur utilisation dans les milieux hospitaliers a une place prépondérante, pour la prévention et la
lutte contre les infections nosocomiales (Maillard et Denyer, 2009). Contrairement aux antibiotiques,
I’'usage des biocides n’est pas contrdlé en santé¢ humaine et animale. Aussi le tonnage des principaux
biocides produits reste inconnu dans 1’Union Européenne (Otteret et al., 2011). Cependant, en 2006,
la vente des biocides a été estimée entre 10 et 11 milliards d’euros avec une prévision de croissance

d’environ 4-5% par an, dans les prochaines années en Europe ( Pedrouzo et al., 2009).
1.3.2. Mécanismes d'action

L'action biocide peut résulter d'une interaction physicochimique avec des structures cibles
microbiennes, de réactions spécifiques avec des molécules biologiques ou d'une perturbation de
processus métaboliques ou énergétiques sélectionnés (Denyer, 1990). Ainsi, une fois la membrane
cytoplasmique endommageée, les biocides peuvent réagir avec des protéines ou des acides nucléiques,
et entrainer la coagulation des constituants cytoplasmiques ou encore une inactivation enzymatique
(Cookson, 2005 ; Teunis et al., 2008). Les études sur le mécanisme d'action, si elles sont appliquées
intelligemment, peuvent orienter le développement de nouveaux biocides et systemes biocides
(Denyer, 1990).

D’une fagon identique aux antibiotiques, 1’utilisation massive des biocides dans des conditions
non optimales peut contribuer & la sélection de bactéries tolérantes a ces biocides. Les mécanismes de
tolérance aux biocides comprennent des mécanismes similaires a ceux décrits pour les antibiotiques.
Les deux principaux étant la modification de la composition de la paroi membranaire et 1’efflux par

des protéines membranaires (Maillard, 2018).
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1.3.3. Tolérance aux biocides

D’une facon identique aux antibiotiques, 1’utilisation massive des biocides dans des conditions
non optimales peut contribuer & la sélection de bactéries tolérantes a ces biocides. Les mécanismes de
tolérance aux biocides comprennent des mécanismes similaires a ceux décrits pour les antibiotiques.
Les deux principaux étant la modification de la composition de la paroi membranaire et 1’efflux par

des protéines membranaires (Maillard, 2018).

La tolérance, encore appelée diminution de la sensibilité dans le cadre de notre étude, des
bactéries aux biocides est apparue suite a la mauvaise utilisation et 1’usage répété de produits contenant
ces molécules. Cette diminution de sensibilité est moins bien connue, comparé a celle rencontrée avec
les antibiotiques. Toutefois, elle a été documentée pour quelques produits, parmi lesquels nous
trouvons les composés d’ammoniums quaternaires, et plus particuliérement le chlorure de
benzalkonium (BC). (Wesgate et al., 2016). La diminution de sensibilité aux QAC se traduit de fagons
différentes telle qu’une hyperproduction de pompes a efflux, ou une perméabilit¢ diminuée de la
membrane (modification des lipopolysaccharides, des phospholipides ou des protéines de la membrane
(Vonberg et al., 2008). Différentes études ont ainsi décrit une variété de génes de résistance portés
par des plasmides ou situés sur le chromosome (ex : gene gac), existant chez des bactéries Gram+,
ainsi que chez des Gram- (Coukson, 2005). De plus, le géne gac (quaternary ammonium compound),
codant pour la résistance aux ammoniums quaternaires, serait aussi associé a une résistance a la
chlorhexidine (Maillard et Denyer, 2009). Chez E. coli, la présence de pompes a efflux (de type
AcrAB) impliquée dans la résistance a des désinfectants contenant du chlorure de benzalkonium, a été
décrit lors d’études précédentes. De plus (Langsrud et al., 2004). ont souligné la relation existante
entre une réduction du nombre de porine OmpF et I’acquisition spontanée de résistance au chlorure de
benzalkonium, chez E. coli (Karamer et al., 2016) Concernant les deux autres biocides utilisés lors
de notre étude (Hexamidine (Hex) et Chlorhexidine (Chx)), les connaissances actuelles sur les
diminutions de sensibilité bactérienne sont peu documentées. Ainsi, le géne cepA, codant pour un
mécanisme d’efflux, a été décrit comme pouvant étre impliqué dans la résistance a la chlorhexidine.
Ce gene a été majoritairement identifié chez des bactéries pathogenes Gram- (Maillard et al., 2013)
antibiotiques (Pedrouzo et al., 2009) Cependant, I'existence d'un lien entre la tolérance aux biocides
et la résistance aux antibiotiques reste controversée au sein de la communauté scientifique. Certaines
situations présentent néanmoins un risque clair de relation entre la diminution de sensibilité aux
biocides et la résistance aux antibiotiques, notamment lorsque les genes de résistance aux antibiotiques

et aux biocides sont portés par le méme élément génétique, lorsqu'une mutation affecte a la fois la
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sensibilité a un biocide et a un antibiotique, ou lorsque le mécanisme de résistance concerne des
substances avec une structure différente (Teunis et al., 2018). Des mécanismes de résistance
similaires, tels que la modification de la perméabilité ou I'altération du site cible, peuvent étre observés
pour les biocides et les antibiotiques, mais le mécanisme commun le plus souvent impliqué est celui

des pompes a efflux, qui sont spécifiques a une ou plusieurs molécules.

L'exposition des bactéries aux désinfectants ou aux antibiotiques peut entrainer, dans certaines
conditions, une surexpression des systemes d'efflux, conduisant a la résistance des microorganismes

aux biocides et aux antibiotiques (Vonberg et al., 2008).
1.3.4. Mécanisme de résistance

La résistance bactérienne aux biocides peut étre divisée en deux catégories : intrinseque et
acquise. La résistance intrinséque est définie comme un trait qui existe déja et est inhérent a une espece

donnée, entrainant une réduction ou une résistante au biocide.

Les seuls phénomenes associés aux résistances acquises, pouvant survenir lors de I'utilisation

d'antibiotiques, ont été analyseés.

Outre les mécanismes d'expression, de transduction et de transformation, la résistance s'acquiert
par transfert de géenes de résistance lors du contact entre deux bactéries, ou par mutations sur des

chromosomes bactériens qui régulent des génes, selon un mécanisme majeur appelé conjugaison.

Concernant les mécanismes de résistance acquise, de nombreuses études ont montré qu'ils
reposent sur plusieurs mécanismes majeurs : modulation de I'activité de la pompe a efflux, inactivation
des fongicides, modification des cibles, transfert horizontal des génes, voire modification des
propriétés membranaires. Ces mécanismes de résistance visent a contrarier le mode d'action du biocide

en empéchant le biocide de se lier a son site d'action (de Sousa et al., 2019).
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Figure 01: Mécanismes de résistance aux différents biocides
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Partie Pratique

I. Matériel et méthodes

|.1. Durée et lieu de I’étude

Il s'agit d'une étude prospective de 2 mois, menée & I’EPH D'Amizour dénommé «<HOPITAL
BENMERAD EL MEKKI». L'hopital se compose de deux parties : un plateau technique et des services
d'hospitalisation. La population ciblée dans cette étude est représentée par les nouveaux malades admis

aux services de chirurgie, maternité et médecine et qui ont sé¢journé plus de 48H.
I.2. Echantillonnages des surfaces hospitaliéeres

Pour mener notre étude sur les infections nosocomiales, nous avons choisi de nous concentrer
sur des surfaces clés dans plusieurs services de I'n6pital, notamment le service de chirurgie, le service
de médecine et le service de maternité. Nous avons procédé a des échantillonnages apres plus de 48
heures d'hospitalisation des patients, afin d'obtenir des résultats représentatifs de la contamination des
surfaces sur une période de temps suffisante. Pour prélever les échantillons, nous avons utilisé des
écouvillons stériles préalablement humidifiés avec un sérum physiologique, afin de préserver la
viabilité des éventuels micro-organismes présents sur les surfaces. Nous avons ciblé différentes
surfaces comme les poignées, les tables, les mains du patient, le lit ou encore les sources d'oxygene ou
de sérum (tableau 01) tout en prenant soin d'éviter toute contamination croisée. Ces précautions ont
été prises pour garantir I'exactitude et la fiabilité de nos résultats, ainsi que pour préserver la santé et

la sécurité de tous les patients et des membres du personnel médical impliqués dans notre étude.
1.3. Isolement des entérobactéries

L’isolement des entérobactéries a partir des échantillons prélevés a été réalisé en utilisant des
techniques microbiologiques standard. En effet, les écouvillons obtenus aprés prélevement sont
plongés dans des tubes contenant du bouillon nutritif puis incubés pendant 24 heures a 37°C. Les tubes
présentant un trouble sont ensuite retenus pour ensemencer des boites de Pétri contenant du milieu
Hektoen puis incubées pendant 24 heures a 37°C. Aprés cette période, nous avons examiné les boites

pour la présence ou non des entérobactéries et procéder a la purification
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Service

Chambre

Genre

Durée
d'hospitalisation

Site de prélevement

Service
Chirurgie

CHO1

Femme

7 jours

- Source d'oxygene
- Poignée

- Table

- Lit

CH 02

Femme

-22 jours

- Source d'oxygene
- Poignée
- Table-Lit

CH 04

Homme

32 jours

- Source d'oxygene
- Poignée

- Table

- Lit

CH 08

Homme

3 jours

- Portoir de sérum
- Poignée
- Main

CH 12

Homme

5 jours

- Main

- Poignée
- Table

- Lit

CH13

Femme

4 jours

- Poignée
- Table

- Main

- Lit

CH 14

Femme

6 jours

- Poignée

- Portoir de sérum
- Table

- Main

CH 15

Femme

4 jours

- Main
- Poignée
- Lit

CH 16

Homme

8 jours

- Poignée
- Table
- Main

Service

médicine

CH 03

Femme

6 jours

- Négatifs

CH 05

Femme

5 jours

- Négatifs

CH 09

Femme

5 jours

- Négatifs

CH 10

Homme

6 jours

- Source d'oxygene
- Poignée

- Main

- Table
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- Source d'oxygene
CH11 | Homme 15 jours - Poignet

- Main

- Lit

- Portoir de sérum

: CHO06 | Femme 3 jours - Poignee
Service - Table

- Main
- Table
- Poignée
- Main

Maternité
CH 07 Femme 4 jours

Tableau 01 :_Répartition des sites prélévement
1.4. Identification des isolats

Les souches isolées a partir des différents sites et présentant les caractéristiques des
entérobactéries ont fait I’objet d’identification par galerie API® 20 E (Figure 02) qui permet la mise
en évidence de quelques tests biochimiques tels que la [B-galactosidase (ONPG), I’Ornithine
décarboxylase (ODC), de la lysine décarboxylase (LDC) et de I’arginine dihydrolase (ADH),
production d’H2S, utilisation du citrate, production d’indole et réaction de Voges-Proskauer (VP),
liquéfaction de la geélatine (GEL) et la dégradation des sucres. La galerie API® 20 E comporte 20
microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes de la galerie API® 20 E sont inoculés
avec une suspension bactérienne préparée dans de I’eau physiologique, puis incubées a une
température de 37°C pendant 24 heures apres humidification des boitiers. Les réactions positives des

tests effectués sont traduites par les virages de couleur spontanés ou par 1’addition des réactifs.

Figure 02 : Galerie API 20E avant utilisation
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Une lecture de la galerie est effectuée a I’aide du tableau (Biomérieux, 2006). Les resultats
obtenus sont rapportés sur la fiche d’identification (Figure 03), puis la probabilité de chaque test est
calculée. A la fin de la saisie (Annexe 01), le nom de la souche bactérienne la plus probable est déduit
en se référant au guide (Annexe 02).

H11
I
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'
'
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RA SAC MEL | ANY  ARA X

Figure 03 : Fiche de notation des résultats de la galerie API 20

1.5. Evaluations de la sensibilité aux biocides

Les méthodes d’étude de la sensibilité ou de la résistance au biocide se basent principalement
sur la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), laquelle correspond a la plus faible concentration de
biocide qui ralentit ou inhibe la croissance bactérienne. Elle est déterminée en étudiant la croissance
d’une souche bactérienne aprés 24h dans un milieu liquide ou solide avec différentes concentrations

de biocide définies.

La sensibilité des souches bactériennes isolées dans cette étude a été testée par la méthode de
dilution sur milieu solide, qui consiste & incorporer le biocide a une concentration finale donnée dans
du milieu de culture gélosé Muller Hinton, maintenu en surfusion a 45°C. Une série de boites de Pétri
est préparée avec des concentrations de biocide variant selon une progression géométrique de raison
1/2. Les inocula des différentes souches a tester sont réalisés sur les différentes boites de Pétri
contenant les différentes concentrations du biocide a tester. L'inoculum d’une densité de 0.1 est préparé
par mise en suspension dans I’eau physiologique de 2 a 3 colonies. L’ inoculum ainsi préparé est déposé
en spot a raison de 10 pl. Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24H. La lecture est
alors effectuée : il s'agit de repérer I'emplacement de chaque souche et de noter une croissance visible
ou une absence de croissance visible. La CMI correspond a la concentration minimale en biocide

inhibant la croissance macroscopique visible d'une souche donnée.

Les biocides retenus dans cette étude sont dans le tableau ci-dessous
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Produit | Le nom Concentration | Effet

P1 Gel 70% Gel désinfectant : élimine tous les virus et
désinfectant les bactéries.
:Hydro
clean

P2 Détergent 100% détergent, désinfectant neutre prét a I’emploi
désinfectant pour le traitement des surfaces et du
: DDN mobilier. pour le nettoyant des surfaces.
Spray

P3 Désinfectan | 5% Désinfectant par voie aérienne des surfaces
t par voie et des matériels médicaux préalablement
aérienne nettoyées.
Bactinyl

P4 Détergent 05% (5ml/L) & | détergent, désinfectant a diluer avant
désinfectant utilisation pour la décontamination des sols
neutre DDN et des surfaces
Surf

P5 Savon 100% élimine les antibactériens
liquide :
IKlilab

P6 Détergent 15%(m/m) Détergent désinfectant concentré sols,
désinfectant surfaces et matériel
concentré
Sanicid 5
parfume

Tableau 02 : Les différents biocides utilisés
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1. Résultats

11.1. Isolement des entérobactéries

Au cours de cette étude, 61 prélevements ont été réalisés toutefois, seuls 25 sont

positifs (tableau 03).

Cham

Durée

Service bre Genre d"hospitalisation Site de prélévement Isolement
- Source d'oxygéne 1 souche (S1)
- Poignée 1 souche (S21)
CHO1 | Femme 7 jours
- Table Négative
- Lit 1 souche (S19)
-Source d'oxygene -Négative
- Poignée 1 souche (S2)-
CHO02 | Femme 22 jours 1souche (S4)
- Table
) 1 souche (S3)
- Lit
- Source d'oxygene 1 souche (S5)
CH 04 | Homme 32 jours - Poignée, Lit Négative
Service - table 1 souche (S6)
Chirurgie i i _ —
CHO08 | Homme 3 jours - Portoir de sérum, Negative
Poignée, Main
- Main 1 souche (S7)
- Poignée Négative
CH 12 | Homme 5 jours
- Table 1 souche (S8)
- Lit 1 souche (522)
- Poignée, table Négative
CH 13 | Femme 4 jours - Main 1 souche (S10)
- Lit 1 souche (S9)
- Poignée 1 souche (S11)
CH 14 | Femme 6 jours

- Portoir de sérum,
Table

Négative
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,Main Négative
Négative
-Main 1 souche (S12)
CH 15 | Femme 4 jours
- Poignée, Lit Négative
- Poignée Négative
CH 16 | Homme 8 jours -Table 1 souche (S13)
-Main 1 souche (S14)
-poignée
CHO3 | Femme 6 jours -table Négative
-lit
-poignée
-source d'oxygene
Service . A
Médicine CHO05 | Femme 5 jours -table Négative
-main
-poignée
CHO09 | Femme 5 jours -table Négative
-lit
- Source d'oxygeéne, Négative
) Main, table
CH10 | Homme 6 jours
- Poignée
1 souche (S16)
- Source d'oxygéne 1 souche (S17)
- Poignée 1 souche (518)
CH 11 | Homme 15 jours
- Main 1 souche (S24)
- Lit 1souche (S25)
- Portoir de sérum, Négative
Serwc_e, CHO06 | Femme 3 jours -Poignée -Négative
Maternité
- Table
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- Main -1 souche (S15)
1 souche (S23)
- Table 1 souche (S20)
CHO07 | Femme 4 jours
- Poignet, Main Négative

Tableau 03 : Origine des souches isolées

Le tableau ci-dessus montre qu’un total de 20 souches d'entérobactéries a été isolé a

partir des 16 chambres ciblées dans différents services de I'hopital, ceci représente 41% des

prélevements. Il y a lieu de signaler que le nombre le plus important d’isolats a été obtenu au

niveau du service chirurgie suivi du service médecine.

Services Especes Nombre de souches Total

Chirurgie -Acinetobacter Spp 03
-Xntha-Maltophilia 01
-Citrobacter freundii 02
- Klebsiella pneumoniae 03

-E. coli 04 18
- Enterobacter cloacae 02
- Chryseomonas Luteola 01
-Shigilla Spp 01
Médecine - Klebsiella pneumoniae 01

- Enterobacter cloacae 02 5
-Enterobacter aerogenes 02

Maternité - Eerratia marcescens 01 2
-Citrobacter freundii 01

Tableau 04 : Répartition des différentes espéces selon les services
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D'apreés le tableau ci-dessus on a observé que le service chirurgie renferme plus d'espéces et

souches (18 souches et 8 espéces) comparé au service médecine avec 5 souches et 3 espéces

puis le service maternité avec 2 espéces et 2 souches.

Site de ;
prélévement Espéces Nombre de souches Total
2
-Enterobacter cloacae
1
- Chryseomonas Luteola
-Shigilla Spp 1
Main i
- Serratia marcescens 1 6
- Enterobacter aerogenes 1
-Acinetobacter Spp 2
Poignée -Klebsiella pneumoniae 2
-Enterobacter cloacae 1 5
-Xntha-Maltophilia 1
_ - klebsiella P 1
Lit ]
-E. coli 2 .
- Enterobacter cloacae 1
-Acinetobacter Spp 1
Source d'oxygéne -Citrobacter freundii 1
-Enterobacter aerogenes 1 3
-Citrobacter freundii 2
- Klebsiella pneumoniae 1
-E. coli 1
Table
1
- Enterobacter cloacae .
- Serratia marcescens 1
Portoir de sérum Aucune espece 0 0

Tableau 05 : Répartition des espaces selon les sites de prélévement
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D'apreés le tableau ci-dessus on a observé que _certaines especes se trouvent dans
déférentes surface prélevées ce qui explique la transmission de ces bactéries.

11.2. Identification des entérobactéries

L’utilisation de la galerie API 20 E nous a permis d’identifier les différentes souches
et de les répartir dans 10 différentes especes (tableau 03).

S8, | S1, | S19 | S4, S5, S3, S6, S7,510, |S17 |S12 | S14 (S15
Souches S9 | S2 S20 S11,S16 | S13,S18
Caracteres
OMPG + + - + + + + - - +
ADH - |- - - - + -+ -] -
LDC + - + - - - + - - +
oDC - |- - - - - + | - [ - -
CIT - + - + - + + + - +
H2S - |- - - - - - -] - -
URE - |- - - - - A I
TDA - - - - - - B S
IND - - - - - - N
VP - |- - + - + -1 -1 -7 -
GEL - - - - - - A I R
GLU + + - + + + + + + +
MAN + - - + + + + - - +
INO - - - - - - A I S
SOR + - - + - + + - - +
RHA + - - + + + + - - +
SAC + - - + + + + - - +
MEL + + - + - + + - + +
AMY - - - + + + - - - +
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Tableau 06 : Résultats d’identification par galerie AP1 20 E

L'identification par galerie API 20 E nous a permis d’identifier les différentes souches
isolées comme appartenant a la famille des entérobactéries. Parmi les espéces identifiées, les
plus fréquentes sont Enterobacter cloacae et Klebsiella pneumoniae (n=4) suivies par
Escherichia coli; Acinetobacter Spp et Citrobacter freundii avec 03 souches pour chacune et
n=2 pour Enterobacter aerogenes et Serratia marcescens. Les autres espéces identifiées a

savoir Shigilla Spp Xantha maltophilia et Chryseomonas luteola ne sont représentées que par

une seule souche (Figure 04).
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Figure 04 : Distribution des especes identifie selon les résultats
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11.3. Evaluations de la sensibilité aux biocides

L’évaluation de la sensibilité des souches d'entérobactéries isolées aux différents

biocides couramment utilisés en milieu hospitalier a été réalisée, les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau ci-dessous. Les biocides: Gel désinfectant et Savon liquide ne

montrent aucun effet sur la croissance des différentes especes testées tandis que, DDN Spray,

DDN Surf et Sanicid 5 parfum présentent un effet plus au moins variable. En effet, dans le cas

de DDN Spray, nous constatons que 20% des souches sont inhibées a la dilution 1/320 et 30%

des souches tolerent les concentrations les plus élevées a savoir 1/40. Dans le cas de DDN Surf

et Sanicid 5 parfum, nous constatons que seules 10% et 15% des souches se développent aux

dilutions 1/40 et 1/80 respectivement.

Le tableau 05 montre que les souches bactériennes et les biocides sont des facteurs
importants dans la variation de la CMI.

Gel DDN Bactinyl DDN | IKklilab | Sanicid 5
désinfectant| Spray Surf parfum
CMI CMI CMI CMI CMI CMI
S1: Acinetobacter spp 0,3 >0,12 0,062 0,011
S2 : Acinetobacter spp 0,3 0,12 0,015 0,023
S3: Klebsiella pneumoniae 0,3 0,062 0,023
S4: Citrobacter freundii >2,5 0,031 0,093
S5: Citrobacter freundii >25 0,062 0,093
S6 : Klebsiella pneumoniae 1,2 0,015 0,023
S7 : Enterobacter cloacae 2,5 0,062 0,023
S8 : Escherichia. coli 2,5 0,062 0,093
S9 : Escherichia. coli 2,5 0,062 0,375
S10 : Enterobacter cloacae 2,5 0,031 0,093
>1,7 >0,12 >2,5
S11 : klebsiella pneumoniae 2,5 0,031 0,093
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S12 : Chryseomonas 0,3 0,031 0,046
Luteola

S13 : Enterobacter cloacae 2,5 0,031 0,093

S14 : Shigella Spp 2,5 0,125 0,093

S15 : Serratia fonticola >2,5 0,007 0,093

S16 : klebsiella pneumoniae 2,5 0,007 0,093

S17:Enterobacter >2,5 0,125 0,187
aerogenes

S18 : Enterobacter cloacae >2,5 >0,125 0,375

S19 : Xantha maltophilia >2,5 >0,125 0,023

S20 : Citrobacter freundii 1,2 0,007 0,093

Tableau 07 : Concentrations minimales inhibitrices obtenues avec les différents

biocides
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Le tableau ci-dessus montre que les CMI obtenues varient en fonction des souches bactériennes et
des produits biocides testés. Les résultats varient d'une souche a l'autre, car certaines souches sont plus
sensibles ou plus résistantes a certains biocides en raison de différences génétiques ou de lI'acquisition
de mécanismes de résistance. La souche S2 (Acinetobacter Spp) est la plus sensible au DDN Spray,
Bactinyl et Sanicid 5 parfum. La souche S19 (Xantha maltophilia) résiste a tous les produits sauf a
Sanicid 5 parfum tandis que, la souche S18 (Enterobacter Cloacae) est la plus résistante puisqu'elle
se développe en présence de tous les biocides testés.
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I11. Discussion

L'objectif de la désinfection est de réduire le risque d'infections nosocomiales endéemiques et
épidemiques chez les patients. Un grand nombre de désinfectants sont utilises dans le milieu de la

santé, y compris composés de glutaraldéhyde, de formaldéhyde et d'agents libérant des chlorures.

Durant notre étude, 61 prélévements sont recueillis du milieu hospitalier, c’est a dire des patients
admis ayant séjourné plus de 48h. Donc 'hopital est une source important des germes responsables

des infections nosocomiales.

Actuellement, diverses méthodes de désinfection sont utilisées dans les hopitaux,seuls les
désinfectants chimiques proposés dans les directives des Centers for Disease Control (CDC) pour la
désinfection et la stérilisation des établissements de santé. Dix substances sont décrites comme base,
alors que pour la stérilisation, trois autressubstances sont décrites (Rutala et al. 2008)

De nombreuses espéces de bactéries Gram négatives telles que Acinetobacter spp., Escherichia
coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens ou Shigella spp ont été rapportées
pour étre isolées de différents sites de I’environnement hospitalier par Neely et Maley (2000). Ces
résultats concordent avec ceux que nous avons obtenus et confirment la dominance de ces especes
et leur probable implication dans les infections nosocomiales. En plus de ces espéces rapportees,
nous avons également observé la présence de Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,

Chryseomonas luteola, Xantha maltophilia.

Les résultats des tests de sensibilité des souches bactériennes montre que la bactérie
Acinetobacter Spp est révélé tres sensible aux biocides « DDN Spray w»avec une
CMI=0,3 ; « Bactinyl »de CMI=0,12 ; et « Sanicide 5 parfum » de CMI= 0,023 et Klebsiella
pneumoniae est révélé sensible aux désinfectant « DDN Spray »avec une CMI=0,3 ; « Bactinyl » de
CMI= 0,062 et « Sanicid 5 parfum » de CMI= 0,023 (Tableau 06)

Les désinfectants les plus appropriés pour la désinfection hospitaliere étaient les détergents
désinfectants: DDN Spray, DDN Surf et le détergent désinfectant concentré "Sanicid 5 parfume". En
ce qui concerne les phénols et les CAQ, parfois utilisés dans la désinfection de routine des surfaces
(chambres d'hopital contaminées) dans les hopitaux brésiliens, ils doivent étre utilisés a des
concentrations plus élevées afin d'atteindre les conditions requises mentionnées par (Rutala et al.
1997). Cependant, les produits désinfectants devraient étre sélectionnés de maniére plus appropriée,

dans le cadre des pratiques de contr6le des infections, en fonction de circonstances particuliéres. Par
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exemple, certains agents actifs, comme les CAQ, sont plus efficaces contre les bactéries Gram-

positives que les bactéries Gram-négatives (McDonnell et Russell, 1999).

Perez et al. (2015) ont testé I’effet antibactérienne de ésinfectant a 5% d'ammoniac quaternaire
et ils ont évalué et quantifier le risque microbiologique associé a I'utilisation d'agent antimicrobien
dans le traitement de surfaces hospitaliéres et ils ont rapporté qu'aucun effet inhibiteur n'a été observé
mais sur Enterobacter cloacae et Xantha maltophilia par contre, la présence d’effet antibactérien
contre Acinetobacter Spp et Klebsiella pneumoniae a été observé. Selon les Rutala et Weber (2008),
Les directives de désinfection et de stérilisation les plus acceptées insistent sur I’utilisation du

nettoyage initial comme moyen pour garantir I'efficacité de la désinfection et de la stérilisation.

Les bactéries Gram-négatives sont généralement moins sensibles aux biocides que les especes Gram-
positives. Une telle résistance est probablement intrinseque plutét qu'a médiation plasmidique, en
raison de la membrane externe qui agit comme une barriére protectrice (Russell. 1997).
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IVV. Conclusion

La prise en charge des patients dans 1’hopital d’ Amizour est d’une grande difficulté. De par leurs
pathologies séveres et leur grande fragilité, les malades sont exposés a un risque d’infection important

qui représente un probleme primordial.

La résistance des bactéries aux antibiotiques est devenue une préoccupation mondiale importante

et constitue un probléme majeur de santé publique.

Au terme de notre travail, 61 prélevements ont été réalisés toutefois, seul un taux de 41% des cas

positifs est retrouvé dans les différents services.

Nos résultats suggerent que la durée de séjour a I'hdpital peut contribuer au développement de
mécanismes de résistance chez ces bactéries, et peut étre transmis d’un service a un autre a partir des

infirmiers ou des visiteurs et/ou par voix arienne.

o) Nos résultats soulignent I'importance de I'évaluation réguliere de la sensibilité aux
biocides. Certaines souches ont une CMI élevée, souvent considérée comme la concentration la plus
efficace.

o Sur la base de nos résultats et de I'étude dans la littérature, nous pouvons faire quelques

suggestions :

« Organiser une surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne pour lutter

efficacement contre ce phénomene.

« Assurer I'information et la formation du public, notamment du personnel soignant, sur les

risques hospitaliers, leurs vecteurs et leurs conséquences.

« Encourager la formation du personnel medical sur I'utilisation correcte des biocides en milieu

hospitalier.

Enfin, cette étude souligne également la nécessité de continuer a développer de nouveaux produits
biocides efficaces pour lutter contre les infections nosocomiales et favoriser le bon usage de ces
produits. Associer une surveillance continue a une utilisation prudente des biocides permet de réduire
la fréquence des infections nosocomiales et d'améliorer la qualité de la prise en charge des patients

hospitalisés.
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Annexe 05: Sensibilité des souches aux différents biocides
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Résumé

L’infection nosocomiale bactérienne étant 1’'une des principales causes de morbidité et de
mortalité. Le but de notre travail est I’isolement, 1’identification et 1’étude la sensibilité des
entérobactéries responsables de ce type d’infections isolées a partir de prélévements effectués sur les
surfaces et les patients admis aux différents services a savoir, chirurgie, maternité et médicine interne.

Nous avons réalisé une étude rétrospective portant sur 61 prélevements au sein de différents
services de 1’Hopital d’Amizour, sur une période de 2 mois (12mars 2023 jusqu’a 16 mai 2023).

Au cours de cette période, nous avons collecté 20 isolats, les plus fréquemment isolées étaient
Enterobacter cloacae (n=4), Klebsiella pneumonia(n=4) suivies par Escherichia coli et Acinetobacter
Spp. et Citrobacter freundii avec ( n=3). Les autres espéces identifiées a savoir Shigilla Spp Xantha
maltophilia et Chryseomonas luteola ne sont représentées que par un isolat (n=1).

La majorité des souches isolées présentent une résistance accrue vis-a-vis des biocides testés.
La lutte contre les bactéries multirésistantes s’intégre dans une politique globale de prévention des
infections et repose en particulier sur la prévention de la transmission croisée nosocomiale et la
réduction de la pression de sélection par un usage rationnel des biocides.

Summary

Bacterial nosocomial infection is one of the main causes of morbidity and mortality. The aim
of our work is the isolation, identification and study of the sensitivity of enterobacteriaceae responsible
for this type of infection isolated from samples taken from surfaces and patients admitted to the various
departments, namely surgery, maternity and internal medicine.

We carried out a retrospective study of 61 samples from different departments of Amizour
Hospital, over a period of 2 months (March 12, 2023 to May 16, 2023).

During this period, we collected 20 isolates, the most frequently isolated were Enterobacter
cloacae (n=4), Klebsiella pneumonia (n=4) followed by Escherichia coli and Acinetobacter Spp. and
Citrobacter freundii with (n=3). The other species identified, namely Shigilla Spp Xantha maltophilia
and Chryseomonas luteola are only represented by one isolate (n=1).

The majority of the strains isolated show increased resistance to the biocides tested. The fight
against multi-resistant bacteria is part of an overall infection prevention policy and is based in
particular on the prevention of nosocomial cross-transmission and the reduction of selection pressure
through the rational use of biocides.



