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Résume

Le nettoyage et la désinfection des dispositifs ioatk incompatibles avec la
stérilisation ont pour objectif d’atteindre le nate de sécurité microbiologique requis
permettant la réutilisation de ces matériaux cheatres patients. L'objectif de ce travail est
d’évaluer lefficacité des procédures de nettoydgsinfection des couveuses et des
endoscopes exploités dans deux services hospstaligéonatologie et de Réanimation

néonatale et les Explorations Fonctionnelles.

Nous avons effectué des analyses microbiologiquesdsux types de dispositifs
meédicaux: les couveuses et les endoscopes, quitcens une source de contamination et un

risque potentiel d’infections nosocomiales pour pi$ents fragilisés.

Les résultats obtenus révélent la présence de rlemcténultirésistantes BMR
(Escherichia coliBLSE, Klebsiella pneumoniaBLSE et Staphylococcus aure@ARM) sur
les couveuses et de bactéries hydrigueseidomonasaeruginosa)sur les endoscopes

prélevés

Cette contamination été du essentiellement a ufbdgonnement dans la maitrise de
l'entretien de ces matériaux. En effet, la maitrde bonne pratique de la procédure
d’entretien des couveuses et de la désinfectioreddgscopes, repose essentiellement sur des
mesures de nettoyage-désinfection rigoureuses teffes, aprés chaque utilisation ou
stockage.

Le contrdle microbiologique est un composant esslerdans une politique
d’assurance qualité appliquée aux dispositifs nsgdic Il contribue a la validation de
I'efficacité de la procédure de traitement de cesnigrs et a la diminution des risques

infectieux liés a leurs utilisations.

Mots clés: dispositif médical, couveuse, endoscope, contamimatcontréle
microbiologique.



=

Tableau

N

Tableau

w

Tableau

Tableau
Tableau
Tableau

Tableau

© N o g &

Tableau

Tableau 9:

Tableau 10:
Tableau 11:

Tableau 12:
Tableau 13:
Tableau 14:
Tableau 15:

Tableau 16:

Liste des tableaux

Classement des DM et niveaux de tramemequis ..............cccceeeeeeeene. D
La méthode de nettoyage-désinfectisreddoscopes .............cccoeeennne. 11

Aide a I'interprétation des résultaiarda surveillance microbiologique des

endoscopes (les valeurs sont données a titre tifjlica....................... 12
Composition de la solution de décroehag.................cceeveveevennnn.. 15
Résultats des prélévements au niveasulttaces des couveuses ............ 25
fréequence des bactéries isolées aawmnnes surfaces des couveuses. ........ 26
Résultats du prélevement de I'eau skervéir des couveuses. ................. 26

Pourcentage des microorganismes iaal@s/eau I'eau du réservoir des
COUVBUSES. ot inttit ittt e ete et e ete e e ate e e aae e aenneeeneaenneeenenennennns 20

Résultats du prélevement de I'ealbdss de stocke......................... 27

Fréquence des souch&scherichia colBLSE isolées sur les surfaces...... 27

Fréquence des souchekKldbsiella pneumoniaBLSE isolées sur les

S = 0 = P2 &
Résultats de I'antibiogramB8taphylococcus aureus......................... 28...
Résultats des prélevements des endessd@estifs ...........ccccveveveennnnns 30
Résultats des prélevements des endesbognchiques......................... 30

Pourcentage des microorganismes iaolés/eau des canaux interne des
PronNChoSsCoPes. ... v 00 3

Résultats du prélevement de 'eaurdage de I'automate....................31



Liste des figures

Figurel: méthode a suivre pour matériel a USagRUBNI. ..........cooeveiiei i, 6

Figure 2: Cycle de nettoyage des matériels (DM3age multiple.............................6

Figure 3: PROtO 0'UNE COUVBUSEn. . ce et e e ettt e e e e et e e en s 7
Figure4: Photo d’un endoSCOPEe SOUPIE.......ouuiriii i it eeens 9..
Figure 5: Points de prélevements SUr UNE COUVEUSE v vvnevnvenienienianenananeanns 13
Figure 6: Prélévement sur un eNdOSCOPE......vuuie it i it ee e e ee e 16
Figure 7: résultat positif du test OXYdase..........ovviiiiiiiieiiae e e 18
Figure8:resultats du test catalase.............cooeiiiiiiiiiii 18.
Figure 9: Méthodologie suivie pour la lecture desuftats d’'une Galerie Api 20E.......... 21

Figure 10: teSt de SYNEIQIE......cu i et e e e meee 23



IN
IAS
CHU
DM
MO
BMR
SARM
BLSE
CSP
CLIN
PCA
UFC
BHI

CTINILS :

Liste des abréviations

Infection Nosocomial.

Infections Associées Aux Soins.

Centre Hospitalier Universitaire.

Dispositif Médical.

Micro-organisme.

Bactérie Multi-Résistante.

StaphylococcufureusReésistant a la Méticilline.

B-lactamase a Spectre Etendu.

Code de la Santé Publique.

Comités de Lutte contre les Infections Nazoales.

PCA standardP(ate Count Agar)La gélose pour dénombrement.
Unité Formant Colonie.

Bouillon cceur cervelle.

Comité Technique des Infections Nosocdesat des Infections Liées aux

Soins.



SOMMAIRE:

INtrOdUCEION GENEIAIE ... et e e e e e e e e e e e A
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I-INFECTIONS ASSOCIEES AUX SOINS (IAS):

1. Définition d’'une infection associée aux soinNS (IAS).......ccccovviiiiiiiviiiiine s 2
2. Les causes des infections nosocomiales (IN) .........c.ocommcvie i e iie i, 2
a. Présence de germes en milieu hospitalier ..............ooceeeeviiiiein i, 2

b. Modes de contamination ............c.oiiiiiiiiiiiiii e e 3
C. Etatdumalade: ... ... 3
3. Fréquence des infections nosocomiales au Marogretipales bactéries impliquées:.4

4. La prévention des [AS: ... i e e e e 4

lI- DISPOSITIFS MEDICAUX (DM):

IO D 1= 111011 ) o 5

2. Classification des dispositifS MEAICAUX .......ccveiri it it e e e eeenans 5

3. Gestion de I'entretien du matériel et opérationgrdigement des DM .................. 5
a. Dispositif médical @ usage UniqUE ..........coiviiriieiiiiiie e e e 6
b. Dispositif médical a usage multiple ...........cccoiii i .6

lll- LES COUVEUSES

L. DB INIION e e e e 6
2. Les fonctions de [a COUVEUSE. ...
a. Protection contre [es iNfeCtIONS. .......oveirii i e e 7

b. Les paramétres qui sont prises en compte par lfepsant ..................... 7
3. Lestypes d'INCUDALEUIS ..o e e e 8.
a. les incubateurs radiant pour la réanimation intensi............................. 8
b. Les incubateurs fermés en soins intensifs, en m&tezt en pédiatrie .......... 8
4. Entretien des iNCUDAteUrS ..o 2O
a. L’entretien quotidien de I'incubateur ..o 9
b. Entretien hebdomadaire ou entre deux enfants ........ccccceei s 9



IV- LES ENDOSCOPES:

1. DEFINItION S ENUOSCOPES ... ..vvitiieiie ittt ee et et e e e e ete e e e 9
2. Les infections nosocomiales liées aux endoSCOPES. weweeevevvevenienennannnn... 10

a. Contamination d’endoscope suite a une mauvaisafééson .................. 10

b.

Les typedecontamination .............cooeiiiiiiiiiii i e e 10

3. Protocole de désinfectiates endOSCOPES .......c.vvviieiieiieiie e, 11

4. Le contrdle microbiologiquen endoSCOpPIe .......ovvvviiviieiieiie i iiiiiiieiieenne. 11

a. Moment de Prélevement .......cooi i 12

b.

Critére d’'interprétation ...........ccoeviiiiin i e e 12

MATERIEL ET METHODES:

1. Présentation de Fetude .........oiiiiiiiii i e 13

2. Service de Néonatologie et de Réanimation néonatale............................. 13
a. moment de PréleVEMENTS ...t e 13
b. localisation des prélevements ............cocvevvie i iiiiiiieiieiieiene .3 1
C. Technique de PréleVemeENnt .......c..iiiiie i e e e e e 14
d. Technique d’Analyse de la surface des couveuses .....cceeeeveeeveenn.n.... 14
e. Technigue d’Analyse de I'eau du réServoir ...........c.ccoeeiieimmmeeeennennn. 14

3. Service des Explorations fonctionnelles .............ccccoiiiiiii e e 14
a. moment des PréeleVEeMENTS ... ....oiei i e e e e 15
b. localisation des prélevements ..............ccooviiiiieiiiieiii i i 1
C. Solution des prélevements ............ccceevviiiiiiiiiie i i eneeen. 1D
d. Technique des PrélevemEeNntsS ..........c.vvriieiii e ee e 15
e. Technique d’Analyse des prélevements des endoscopes.................. 16
f. Technique d’analyse de I'eau de ringage ................coveovevnt comsinnneenn 16

4. Identification biochimique des bactéries .............cooviie it iimmmer e e e 17
a. Coloration de gram .......o.oieiie e e et 17
D. TeStA'OXYAASE ....iviieitie et e e e e e e e 17
C. TSt CAtAlASE: ...ttt 18
d. Fermentation du glUCOSE.......cciuiiiiiii e e 18
e. Recherche d’'uréase ..o e 19
f. Production d’ indOle .......cooiiii 19
g. Test RM (au rouge de méthyle). ..o e 19



h. Milieu citrate de SIMMONS: ..ot e e e e e 20
I. ldentification par Galerie Api 20E: ... e 20
5. ANtIDIOgrammMe: ... e e e e e 22

RESULTATS ET DISCUSSION:
1. Résultats des prélevements deS COUVEUSES: ..........ceevrnirvmmmmmmmseeeneenennnn 24

a. Niveau de contamination des surfaces des couveuses:

. Fréguence des bactéries isolées a partir des sarflss couveuses: ............. 25
Niveau de contamination de I'eau du réservoir @es/euses: ................... 26

b
Cc
d. Fréquence des bactéries isolées a partir de I'ea@s#rvoir des couveuses: ...26
e
f.

. Niveau de contamination de I'eau distillée dandiésns de stocke: ........... 27
Résultat de I'antibiogramme: ... ... 27
B2 I 1= o 1 1] o o 29
3. Résultats des prélevements d’enNdOSCOPES: .....vvvivniiriie it vieieaeame e eeennaes 29
a. Les endoscopes digestifS: ....ovieiiiiii i
29
b. Les endoscopes DbronChiqUES: .......c..oeiiiiiiii i et e e s
30
I L= ot U 11 o o PP 31

CONCIUSION: et e e e e e e e e e e e 032



Introduction générale

La surveillance microbiologique des dispositifs méadx dans les établissements de
santé est un sujet qui s’'integre dans l'actual@édadprévention des infections nosocomiales.
La maitrise du matériel médical devrait étre basé&ales actions bien ciblées ayant démontré
leur pertinence et leur impact sur la diminutiors diefections nosocomiales. Les contrbles
microbiologiques de I'environnement sont un desl®uae mesure qui permettent d’évaluer
une situation de départ et I'efficacité des mesuoerectives.

A I'hopital, les surfaces susceptibles d’entrer emntact avec le patient soit
directement, soit indirectement par l'intermédiaile dispositifs médicaux ou les mains des
personnes peuvent constituer des réservoirs mamebles dispositifs médicaux constituent
une aide précieuse, pour la prise en charge desntgtlLeur utilisation est beaucoup plus
répandue que I'on ne peut I'imaginer. Pourtantsdst fragiles et complexes et leur caractere,
en particulier invasif, peut conduiredas infections nosocomiales.

Dans ce travail, nous avons choisi de travaillerdaux types de dispositifs médicaux
qui different par leur utilisation mais aussi pamiveau du risque infectieux associé a cette
utilisation. D’'une part, les endoscopes qui sorst dispositifs médicaux dont le nettoyage et
la désinfection peuvent poser des problémes earrae leurs conduits longs et étroits, leur
structure interne complexe, etc. Et d’autre pas, douveuses qui sont utilisées en pratique
courante dans leservices de Réanimation Néonatale chargées deoiedes prématurés et les
nouveaux nés. lls sont considérés comme des instrsna risques, abritant des patients fragiles
et recevant des soins intensifs et invasifs.

La maitrise des procédures de nettoyage-désinfeetiou de bionettoyage contribue
certainement a la prévention de l'infection nosoicdenliée a I'environnement et a la
diffusion des bactéries multirésistantes (BMR) gpansmission croisée de patients a patients.

L’objectif de ce travail est d'évaluer l'efficacitéles procédures de nettoyage-
désinfection des endoscopes et des couveuses.avons réalisé plusieurs prélevements sur
les surfaces des couveuses dans le service detalbgim et de réanimation néonatale, sur

des endoscopes bronchiques et sur des endoscgessifd] dans le service des explorations



fonctionnelles du Centre Hospitalier Universitaditassan 1l de Fés. Ceci devrait contribuer a

la validation des procédures et au repérage d'ilmati®n potentiellement a risque infectieux.

I-INFECTIONS ASSOCIEES AUX SOINS (IAS):

Le terme des infections nosocomiales (EN¥té actualisé en novembre 2086elle est
désormais intégrée dans les infections associéesaius (IAS) cette modification a pour objectif
de départager les fonctions dues aux soins.

Le probleme de linfection nosocomiale demeure uoblgme de santé publique
important. D’aprés certaines études, la fréquered’idfection au niveau hospitalier est
alarmante, elle varie de 4,9% a 8,5% dans les payapéens et de 10% au Maroc selon une
étude de prévalence réalisée dans huit hopitauxersiiaires de Rabdt]. C’est ce qui

justifie la priorité nationale de la lutte contli@fiection.

2. Définition d’'une infection associée aux soins (IAS)

Une infection est dite associée aux soins, si®llwient au cours ou en dehors d’'une
prise en charge (diagnostigue, thérapeutique giath, préventive ou éducative) d’'un patient.
Si I'infection n’est ni présente, ni en incubatian début de la prise en charge; lorsque I'état
infectieux n’est pas connu précisément, ou sun@entébut de la prise en charge, dans un
délai d’au moins 48 heures, ou un délai supérielar @eriode d’incubation est couramment
accepté pour définir une IAS.

Concernant les infections du site opératoire, omsiciere habituellement comme
associées aux soins les infections survenant eéar0l jours suivant I'intervention ou mise en
place d’'une prothese ou d'un matériel prothétiqamsdl'année qui suit I'intervention.
Toutefois, et quel que soit le délai de survenuest recommandé d’apprécier dans chaque
cas la plausibilité de I'association entre l'intemtion et l'infection, notamment en tenant

compte du type de germe en caj§e

3. Les causes des infections nosocomiales (IN)
L'apparition d'une infection nosocomiale dépenda@breux facteurg]:
a. Présence de germes en milieu hospitalier:
« Les patients et le personnel constituent une imaptetsource de germes. C'est bien
normal, car tout étre humain est porteur d'un gramchbre de germes, dont certains sont
bénéfiques pour la santé comme les bactéries peSsetans lintestin qui aident a la

digestion.
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« L'air, I'eau, l'alimentation contiennent des germasne sont pas dangereux dans les
conditions normales, mais peuvent provoquer desiioins chez les patients fragiles adultes
ou prématurés, ou bien lorsque ces germes sooduits directement a l'intérieur du corps
suite a une opération chirurgicale. L'environnenmreprésente une source de germes, mais
ceux-ci sont moins freguemment mis en cause.

% Le matériel de soins et les surfaces sont recavesturellement de nombreux
microbes et peuvent étre aussi contaminés parel@ses présents sur les mains et la bouche

des personng8].

d. Modes de contamination:
Il existe plusieurs types d’infections nosocomiatekevant de modes de transmission
différents[4]:

> Les infections d'origine endogene: le malade s’infecte avec ses propres
micro-organismes, a la faveur d’un acte invasidwe#n raison d’une fragilité particuliére.

» Les infections dorigine exogene: Il peut s'agir d'infections croisées,
transmises d'un malade a l'autre par les mainsesunktruments de travail du personnel
meédical ou paramédical, d'infections provoquéeslggmgermes du personnel ou d'infections
liées a la contamination de I'environnement hoBeitéeau, air, matériel, alimentation...). |l
faut noter que le personnel peut lui aussi étréefiment contaminé par ces microorganismes

du fait de son travail, ce qui impose de sa pastptécautions a prendre.

e. Etat du malade:

Quel que soit son mode de transmission, l'apparitiane infection nosocomiale est
favorisée par la situation médicale du pat[8iht

* Son age et sa pathologides personnes agees, les immunodéprimeés, lessaox\nés,
en particulier les prématurés, les polytraumatetékes grands brQlés sont particulierement
réceptifs.

* Certains traitements comme les antibiotiques qui déséquilibrent laefldes patients et
sélectionnent les bactéries résistantes, lesraités immunosuppresseurs.

* La realisation d'actes invasifstels que la pose d'une perfusion, d'une sondaitgires
opérations chirurgicales nécessaires au traitetchepttient.

Ceci expligue que les infections sont plus frégeerdans les services de réanimation

(néonatale et adulte) ou les patients déja fragiligar leur maladie, sont ventilés, sondés,



perfuseés, plutdét qu'en médecine interne ou lessanimasifs sont moins fréquents et ou les

patients accueillis sont généralement moins fragile

4. Fréquence des infections nosocomiales au Maroc einxipales bactéries
impliquées:

Le taux d’IN parmi les patients d’'un établissemaatsanté est un indicateur de la qualité
et de la sécurité des soins. La fréquence des th ealon les pays. Elle est de 5,4% en
Norvege, 4,5% en France, 4,9% en ltalie, 13,4%wequie et de 10,9% au Séenéfgl

Les résultats de la premiere étude sur la prévaldas infections nosocomiales au niveau
du Centre Hospitalier Universitaire Ibn Sina de &alont démontré gu’environ 10% des
patients hospitalisés ont contracté une infectiosonomiale[1]. Les microorganismes les
plus en cause sont: le staphylocoquEsdherichia coliet le klebsiella pneumoniaelLes
secteurs hospitaliers ou on contracte le plusetiidns nosocomiales sont les services de
réanimation et de chirurgie. L'appareil urinairer&tpiratoire ainsi que le siege de la plaie
opératoire, sont les parties de I'organisme quifemnt le plus de ces infectiofis].

Une autre enquéte de prévalence réalisée au CHEaHdkde Fés a rapporté un taux de
prévalence de 6,7 %. Les infections du site op#eatétaient les plus fréquentes et
représentaient 46 % des infections nosocomialégiesypar les infections urinaires (37 %),
puis les infections respiratoires basses (11 %gkts du systeme nerveux (5 %). Les micro-
organismes les plus souvent isolés destherichia coliqui représente le tiers des germes
isolés d’infections nosocomiales documentéemndida albican22,2 % et les infections a
Klebsiella pneumonia®22,2 %[6].

5. La prévention des IAS:

La prévention des infections nosocomiales nécessifgrogramme intégré, controlé, dont
les éléments les plus importants sont les suij&ni, 8}
e Le lavage adéequat des maingvoir annexe l)et le port de gants, en observant des
pratigues et stratégies d'asepsie, d'isolement, destérilisation, de désinfection
appropriée: ceci permet de limiter la transmission d’agenisrabiens de patient a patient

pendant les activités de soins directs;



e maitriser les risques infectieux liés a I'environnment. l'identification de certaines

niches écologiques potentiellement a l'origine d’lEnd indispensable la maitrise de
I'environnement hospitalier afin de protéger leigrds, en particulier les plus fragiles, et on
ne doit pas négliger le personnel soignant, castilaussi une cible facile des infections, qui
peut étre accidentellement contaminé directementlg@aontacte quotidien du matériels

utilisées ou infecté par les patients ayant unedi@ltransmissible...etc.

e limiter le risque d’infection endogéne par la réiilon des gestes invasifs et par la
promotion d’'un usage optimal des anti-infectieux;

e surveiller les infections, identifier et maitrides flambées épidémiques;

e assurer la prévention des infections chez les mesmdu personnel,

e renforcer les pratiques de soins et assurer fadton continue du personnel.

lI- DISPOSITIFS MEDICAUX (DM):
4. Définition
Un dispositif médical est destiné a étre utilisézthomme a des fi9]
» De diagnostic, de prévention, de contrble, deenagént, d'atténuation d'une maladie, de
compensation d'une blessure ou d'un handicap.
» D'étude ou de remplacement ou modification de tamee ou d'un processus
physiologique.

» De maitrise de la conception.

5. Classification des dispositifs médicaux
Les dispositifs médicaux sont classés en 3 niveaufonction de leurs destination lors de
'acte de soins y correspondant a 3 catégoriesistig infectieux et donc a 3 niveau de

traitement requis en fonction du spectre d’actigitgteindrd10].

Tableau 1: Classement des DM et niveaux de traitemerequis.

Destination du matériel Classement du Niveau de risque Niveau de traitement
matériel infectieux requis

Introduction dans le systeme  Critique Haut risque Stérilisation ou usage

vasculaire ou cavité ou tissu unique stérile ou a

stérile quelque soit la voie défaut désinfection de

aborder haut niveau

En contact avec muqueuse ou Semi-critique Risque médian  Désinfection de niveau

peau lésée superficiellement intermeédiaire




En contact avec la peau intacte Non-critique Risque bas Désinfection de bas
du patient ou sans contact avec niveau
patient

6. Gestion de I'entretien du matériel et opérations déraitement des DM
Il existe deux types de dispositifs médicaux, léd B usage unique et les DM a usage
multiple. Ces derniers nécessitent des étapesrdtanmt rigoureuses puisqu’ils sont a risque

infectieux.

a. Dispositif médical a usage unique
e L’élimination immédiate du matériel ou du dispdsitiédical a usage unique apres
utilisation[11]:
-déchet ménager

DM sale a usage _ Elimination immédiate
unique. "~ apres utilisation.

-déchet médical
Figurel: méthode a suivre pour matériel a usage ugue

b. Dispositif médical a usage multiple
Quel gue soit le traitement appliqué a un disgasiédical a usage multiple, il débute par
des étapes comme, la prédésinfection suivie doyage. Puis en fonction de la désinfection

du matériel (critique ou semi-critique), il serérdisé ou désinfectfl1].

/ DM sale a usage muItipI\

Utilisation d? DM propre Prédésinfection
Stockage ou utilisation
immeédiate Rincage
Stérilisation ou désinfection l
de haut niveau Nettoyage

Conditionne@ ?ngage

Séchag Désinfection chimique
— Ringage‘/

/thermique

Figure 2: Cycle de nettoyage des matériels (DM) asage multiple



Ill- LES COUVEUSES

Les couveuses sont des dispositifs médicaux ndiopses, a risque infectieux de bas
niveau; néanmoins elles peuvent étre la sourcdedtion chez les bébés. Par objectif de
diminuer les risques d’infection des prématurés, ilecubateurs néonatals subissent un
traitement quotidien ou hebdomadaire de I'habitatldu réservoir d’eau.

1. Définition:

L’incubateur néonatal appelé aussi couveuse, estigpositif médical sous forme d’un
caisson en plastique transparent fermé dans leguellépose un matelas. Il permet de
maintenir des nouveaux nés, malades ou prématdasss des conditions climatiques
favorables & une évolution positive de leur étgbermet également de les protéger le plus

possible du courant d'air, bruit, microorganisijiey.

Figure 3: Photo d’'une couveuse

2. Les fonctions de la couveuse

La couveuse joue un role primordial dans la pratecdu nouveau-né contre les
infections de I'environnement et elle assure aussir développement foetal par la
maintenance d’'un environnement adéquat grace gpaesnéetres du climat régnant dans
I'habitacle[13].

c. Protection contre les infections
La couveuse protege les nourrissons tres sengiblase les infections bactériennes et
contres les autres agents de contamination quliassept en milieu chaud et humide. Malgré
les précautions, on peut avoir des complicationspgoviennent des bactéries introduites



accidentellement dans la couveuse, donc il fauelgusoit ouverte le moins possible pour

préserver sa stérilité.

b. Les paramétres qui sont pris en compte par I'apparié

» Réqulation de la température de I'da:couveuse permet de réguler la température de

I'air qui entoure le nouveau-né.

» Régulation de I'oxygeneda couveuse apporte au nourrisson le supplémenriygene

dont il a besoin.

» Réqgulation de I'humidité de lairLa couveuse permet aussi de réguler le taux

d’humidité de lair, qui est apporté par un bacad'estérile soumis a la chaleur d'une

résistance

3. Les types d'incubateurs:

Ces équipements visent a réchauffer, a maintemnentgérature corporelle du nouveau-né
a des valeurs normales en fonction de son agetipestal et de son poids. Deux types
d’incubateurs sont utilisés a I’h6pifd4]:

b. les incubateurs radiants pour la réanimation intens/e
lls sont utilisés en salle de naissance comme tible&animation pour les soins courants
du nouveau-né, également en réanimation rapportgghase aigue ou aprés une chirurgie

lourde.

c. Les incubateurs fermés en soins intensifs, en mateté et en pédiatrie

On y contréle plus facilement la température, ihpet a la fois :

= Le réchauffement par ventilation brassant de fiiné, réchauffé sur des résistances.

= Le maintien thermique des prématurés.

= L’humidification de l'air de I'habitacle.

Ces incubateurs sont composeés de trois parties:

& Accueil du bébé (habitacle): permet de déposereetegrendre celui-ci grace a un
abattant, de bien I'observer a travers les parmssparentes en plexiglas. Les soins
techniques lui sont prodigués par des hublots pppassage des mains et l'introduction de
tubulures.

& Un systeme de prise externe équipé d’'un filtre nddystéme de réchauffement et

d’humidification constitué d’'un bac a eau.



& La partie mécanique permet le réglage de la hawgede la position de I'habitacle

ainsi que la mobilité de l'incubateur.

5. Entretien des incubateurs

La réalisation d’'un entretien systématique d’indabadiminue le risque transmissible de
microorganismes d’'un enfant a l'autre. Le choix mhoduit détergent-désinfectant est un
compromis entre efficacité, toxicité et compattBilavec les plexiglas de l'incubateur. Ces
procédures doivent étre validées par le CLIN delikssemenfl5, 16]

a. L’entretien quotidien de I'incubateur

Il est réalisé avec une chiffonnette propre hurdédifavec I'eau stérile et un détergent-
désinfectant, pour le nettoyage interne de I'hakétaPour le bac a eau, Il faut le vidanger, le
tremper dans une solution détergente-désinfectamtiéquate, le rincer a l'eau
bactériologiquement maitrisée ou a I'eau stériles e sécher et le remplir d’eau stérile (voir

annexe 2).

d. Entretien hebdomadaire ou entre deux enfants

L’entretien hebdomadaire peut étre réalisé a l'aid@e solution détergente-désinfectante
ou a la vapeur (> 16@).

* Nettoyage avec une solution détergente-désinfextdes éléments amovibles sont
retirés et immergés dans la solution détergentavdésante (sauf le matelas et la sonde
thermique). Ensuite il faudrait les nettoyer et flieger, puis laver le plateau et le socle du
matelas sans rincage. Sécher le tout avec un lmgpre et repositionner les éléments
démontés (voir annexe 2).

* Nettoyage par la vapeur: retirer les €léments ablesipuis nettoyer I'habitacle et ses
accessoires a la vapeur, les égoutter, les esauismde d’'un linge propre et sec, et enfin les

repositionner.

IV- LES ENDOSCOPES:

Les endoscopes sont des dispositifs médicaux gpengent faire I'objet de mesure de
stérilisation a cause de la complexité de certdenteurs constituants. La complexité de leur
structure rend possible une accumulation de soedlminérales ou organiques qui peuvent
elles-mémes renfermer des éléments infectieux cuivgnt étre la source d’infection

nosocomiale chez les patients



3. Définition des endoscopes:

Les endoscopes sont des tubes munis d’'un systéukidage, ils peuvent étre équipés de
petites caméras qui transmettent I'image sur uarédes accessoires sont parfois adjoints a
I'endoscope pour réaliser des actes chirurgicaudesuprélévements.

Figure 4: Photo d’'un endoscope souple.

On distingue deux types d’endoscofpEs):
- Les endoscopes rigides: ils sont démontables etpatibles avec les procédés de
stérilisation a la vapeur d’eau.
- Les endoscopes souples ou fibroscopes sont aghddié fibres optiques conduisant la
lumiére. lls sont plus complexes a nettoyer etumpsrtent pas les procédés de stérilisation a
haute température mais ils sont compatibles avecpdecédés classiques de désinfection

chimique utilisés en pratique hospitaliere.

4. Les infections nosocomiales liées aux endoscopes

a. Contamination d’endoscope suite & une mauvaise dagction:

Les infections identifiées et publiées, restentegkionnelles, compte tenu du nombre
important d’examens réalisés. Néanmoins, des dagection ont été rapportés liés a des
endoscopes bronchiques et des endoscopes digd&tji®] Par ailleurs, 10 a 30 % des
endoscopes semi-critiques prélevés aprés entrgdstent contaminés par des micro-
organismes a risque nosocomial majeur. Le risqieetieux post-endoscopique est bien réel.
Ceci souligne I'importance du respect des procé&dual® nettoyage-désinfection réalisées

apres chaque acte endoscopique ou apres stof@@ge

b. Les types de contamination:



Les contaminations bactériennes observées peutrei2@:

+ Des contaminations endogenegjui concernent davantage les gestes endoscopiques
interventionnels que les gestes a portée diagnstloes principaux germes en cause sont les
streptocoques Staphylococcus aureudEscherichia coliet Klebsiella pneumoniaeUne
antibioprophylaxie est recommandée en cas de riéigué.

« Des contaminations exogenesdes infections consécutives a une endoscopie
digestive ont fait I'objet de 317 cas rapportés 1866 a 2002. Les principales causes
rapportées ont été l'utilisation d’'une machine eomnée, I'utilisation d’'un désinfectant
inadapté, le mauvais séchage des canaux interrad atockage ou une erreur dans la
procédure de traitementPseudomonas aeruginosast le microorganisme le plus

fréquemment isolé (227 cas sur 317).

i Protocole de désinfection des endoscopes:

Les endoscopes sont considérés comme des dispasiédicaux semi critique a risque
infectieux médian et nécessitent une désinfectitarinédiaire avec rincage a I'eau de réseau
pour les endoscopes digestifs et rincage a I'eatebalogique maitrisée pour désinfection
des bronchoscope@l]. Le traitement automatisé des endoscopes (voiexan@) et le
traitement manuel (voir annexe 3) des endoscopdsr&alisés en 7 étapes présentées dans le

tableau n 2.

Tableau 2: La méthode de nettoyage-désinfection deadoscopes [17].

Etapes But Moyen Remarque
Eliminer les souillures Essuyage externe + Réaliser un test
Prétraitement visibles aspiration- d’étanchéité avant
insufflation de tous immersion lors du
les canaux nettoyage
1 Abaisser le niveau de Démontage et Temps de trempage
nettoyage contamination et éliminer lesimmersion est généralement > a
A souillures complete 10 min
% 1% Eliminer les salissures et les Immersion Abondant
£ rincage résidus de détergent complete
Sl Abaisser le niveau de Immersion Dans un nouveau
nettoyage contamination et éliminer lescomplete bain, pas inferieur a 5

souillures min




2°me Eliminer les résidus des Immersion Abondant
Rincage  matiéres organiques et des compléte + ringage

détergents externe
Désinfection  Eliminer ou tuer les MO et Immersion Abondant
ou les virus complete
Rincage Réduire le risque toxique Immersion Abondant
terminal compléete
Séchage Elimination d’eau de rincage Air médical Lors d’'umdisation
ultérieure
Stockage Protection vis avis de la Endroit propre et  Le stockage dans la
contamination sec mallette et a proscrire

Tout endoscope non utilisé dans les 12 heuregdssinfecté avant une nouvelle utilisation
(immersion dans une solution désinfectante puisage abondant)

4. Le contrdle microbiologique en endoscopie

La contamination résiduelle d’'un endoscope par Hastéries peut témoigner de
procédures de déecontamination inadéquates ou ldéfes, de contamination des fluides
utilisés lors de I'entretien, ou encore de probl@meonception de I'endoscopes contrbles
microbiologiques sont destinés a identifier un uesgpotentiel de contamination des patients
Des recommandations émanant de différentes sogéaifmtes ont cadré les modalités du

contrble microbiologiqu§20].

a. Moment de prélevement
Le moment des prélevements est en général recondgmepr@s une durée de stockage
d’au moins 12 heures si on veut évaluer 'état glrdes canaux de I'endoscope (formation
de biofilm), ou alors juste aprés la procédure eoyage désinfection dont I'objectif est de

vérifier I'efficacité de la procédure utilisée.

b. Critere d’interprétation
Les critéres d’interprétation a 3 niveaux sontréf{20]
- niveau cible niveau de conformite,
- niveau d’alerte: nécessite des contréles, voire des mesures tisegd’emblée,
- niveau d’action: impose la prise de mesures correctives immediates

En cas de prélevements non conformes, une coraltéi@r détaillée est explicitée.

Tableau 3: Aide a l'interprétation des résultats par la surveillance microbiologique
des endoscopes (les valeurs sont données a titrdigatif).

Niveau de désinfection Niveau cible Niveau d’alerte Niveau d’action




Désinfection de niveau

Flore totale <5 UFC Flore totale 5- 25

intermédiaire et rincage a et absence de micro- UFC et absence de

I'eau bactériologiguement organisme
maitrisée ** Bronchoscope indicateur*

micro-organisme
indicateur*

Flore totale > 25
UFC ou présence de
micro-organisme
indicateur*

Désinfection de niveau Flore totale < 25
intermédiaire et rincage a UFC et absence de
I'eau pour soins standard **micro-organisme
Endoscope digestif indicateur*

Flore totale 25- 100
UFC et absence de
micro-organisme
indicateur*

Flore totale > 100
UFC ou présence de
micro-organisme
indicateur*

* Principaux micro-organismes indicateurStaphylococcus aureus, enterobacteries, pseudonamraginosa
et autrepseudomonas, Stenotrophomonas maltophilia, Acictebap,Candida sp.
** | est recommandé pour l'interprétation des Héis d’avoir a disposition un résultat récent datdle
microbiologiguement maitrisé/BRNM : Bactéries adqrie Nosocomiale Majeur.

MATERIELS ET METHODES

MATERIEL ET METHODES:



Afin de sensibiliser le personnel hospitalier antérét du bio-nettoyage et de la
désinfection adéquate des dispositifs médicaux, sn@vons procédé au contrble
microbiologique de deux types de dispositifs méaakca savoir les endoscopes (semi-
critique) et les couveuses (non-critique).

4. Présentation de I'étude:

Notre stage de fin d’étude a été réalisé au labweatle Microbiologie de la Faculté de
Médecine et de Pharmacie de Fes sur une périodemes (avril-mai). Ainsi, 64 échantillons
ont été prélevés sur des couveuses et des endesceggectivement au service Néonatologie
et de Réanimation néonatale et au service des ratplos fonctionnelles du Centre
Hospitalier Universitaire Hassan Il de Feés.

5. Service de Néonatologie et de Réanimation néonatale

Les prélévements sont répartis comme suit:

* 42 Prélévements a partir de 3 points différents pbagae couveuse, qui sont: 1 matelas du

lit, 2 hublot pivotant et ses joints, 3 I'abattawant et ses joints.

* 11 prélévements d’eau distillée & partir desmésies des couveuses ¥ points).

* 3 préléevements a partir d’eau distillée du bidenremplissage du réservoir des couveuses.
a. Moment de prélevements:

Les prélevements de surfaces et d’eaux des résemes couveuses sont effectués de
facon aléatoire sans préavis du personnel resplendalbentretien.

b. Localisation des prélevements:

Les prélévements sur les couveuses sont réaliséiseau de quatre points:

1- matelas du lit

/,—/2- hublot pivotant et joints

~ = -' 3 l'abattant avant et joints

B

4- I'’eau du réservoir

- Figure 5: Points de prélevements sur couveuse




c. Technigue de prélévement:

Le prélevement de surface est réalisé par écoomitige de la surface choisie. Les
écouvillons utilisés sont stériles (Eurotubo®) edgtablement remplis avec 3 ml de Bouillon
cceur-cervelle BHI (Oxoid®).

Les surfaces ont été frottées latéralement et cadetnent avec le coton-tige de
I'écouvillon. Les échantillons d’eau du réservoimt &été prélevés a l'aide d’'une seringue
stérile et injectée directement dans un flaconlstér
Traitement appliqué aprés le prélevement:les surfaces des couveuses prélevées sont
nettoyées a l'aide de lingettes contenant un désiaft hydro-alcoolique. L'infirmiére
compléte le niveau de I'eau du réservoir apres wbagélevement.

Les prélevements sont acheminés immédiatement zaral@mire de microbiologie de la

faculté de médecine dans une enceinte réfrigérgtamant I'échantillon a +4° C.

d. Technique d’analyse de la surface des couveuses:

Les écouvillons sont ensemencés en surface sératits milieux sélectifs: gélose EMB
(milieu Eosine Bleu de Méthyléne), Gélose au Sgetpse Chapman et géldBseudomonas
Les boites de Pétri sont incubées AGpendant 24h et 48 heures.

Les colonies qui ont poussé sur ces milieux deurilsont purifiées et ensemencés sur

gélose nutritive pour une identification ultérieure

e. Technigue d’Analyse de I'eau du réservoir:

Pour optimiser I'analyse, nous avons traité le ilgude recueil par la méthode de
filtration sur membrane. La membrane utilisée eshigrate de cellulose de porosité 048
(Sartorius®). Les membranes filtrantes sont endugtesféerées sur un milieu de culture non
sélectif adapté type PCA (Oxoid®) et incubées a@7Ca lecture est réalisé aprés 24 heures,
48h, 72 heures et jusqu’a 5 jours en cas de cuitérde.

Les colonies qui ont poussé sont purifiées et easeées sur gélose nutritive pour une

identification ultérieure.

6. Service des Explorations fonctionnelles:

Les prélevements sur les endoscopes sont répantisie sulit:
* 4 prélevements sur des endoscopes bronchiques.
* 3 prélevements sur des endoscopes gastriques.

* 1 prélevement d’eau de rincage terminal des etmuess bronchiques.



a. Moments des prélevements:

Les prélévements sur les endoscopes sont réalistss gprés la procédure de nettoyage
désinfection. Celle des endoscopes digestifs estuetle alors que les endoscopes
bronchiques subissent un traitement automatique.

b. Localisation des prélévements:

Le prélevement des endoscopes se fait au niveaucalesux internes du fait qu'ils
constituent les surfaces les moins accessiblegtoyage et a la désinfection.

Le prélevement de I'eau de rincage des endoscomextiques est pris au niveau de
'automate de désinfection des endoscopes.

c. Solution des prélevements:

Nous avons utilisé une solution de décrochageletéont la formulation est conforme a

la norme Européenne NF EN ISO 11737-1 de juill&&2@ableau 4)20].

Tableau 4: Composition de la solution de décrochage

Constituant Quantité
Tween80 1ml
Phosphate (KKHPQ,) 9,11 g
Chlorure de sodium (NacCl) 4,30 g
Peptone 1g
Eau distillée 1000 ml

d. Technique des prélevements:

Apres désinfection des extrémités proximales ealdis de 'endoscope avec de I'alcool a
70°, nous avons procédé par I'injection de 200 enladsolution de décrochage a l'aide d’'une
seringue stérile bien adaptée a l'orifice proxindal canal opérateur de I'endoscope. La
solution de prélevement est récupérée immédiatermprés l'injection de la solution de
décrochage dans un flacon unique stérile, en évifae le tuyau de I'endoscope ne touche
l'intérieur du flacon20].

Traitement appliqué aprés le prélevement:L’endoscope est rincé a I'eau de réseau afin
d’éliminer les résidus de la solution de prélevermrant qu’'il ne subisse une procédure
complete de traitement.

Les prélévements sont transférés immédiatemerdtardtoire de microbiologie de la faculté

de médecine dans une enceinte réfrigérée maintééeimantillon a +4° C.
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Figure 6: Prélevement sur un endoscope.
e. Technigue d’Analysedes prélevements des endoscopes:

Le liquide de recueil a été traité par la méthoddiltration sur membrane en nitrate de
cellulose de porosité 0,4om. Le volume total du liquide recueilli est filtet les résultats
obtenus sont rendu par endoscope.

La membrane est rincée 3 fois avec 50 ml d’eadulestgour éliminer I'effet moussant du
détergent tween 80, qui est un tensioactif facitita récupération des microorganismes.

Les membranes sont ensuite transférées sur mii@dud® incubées a 37° C en aérobiose.
La lecture est réalisée aprés 24 heures, 48h, U et jusqu’'a 5 jours en cas de culture
stérile.

Les résultats sont exprimés en unités formant eedodFC par endoscope. Les colonies
dénombrées sont purifiees et ensemencées sur geldsdve pour une identification

ultérieure[20].

f. Techni 1r;;._‘
L'eau utilisée | i = la méthode de
filtration sur memb| 4~ 7 i horosité 0;4B.
Les membrane| u | opse 1';‘.;:'.‘;” * C en aérobiose
| » S - -

pendant 24 et 48 h| = ——

aspiration

axtrémilé proximale




Les résultats sont exprimés en nombre d’unités dotneolonies UFC par 100ml d’eau
filtrée, les colonies obtenues sont purifiées eteamencées sur la gélose nutritive pour une
identification ultérieure.

5. ldentification biochimique des bactéries:

Toutes les colonies qui ont pousseés sur les diftérmilieux de culture utilisés dans ce
travail ont été identifiées. Le®ltest discriminatoire est la coloration Gram, sudv test
d’'oxydase et de catalase, fermentation du gluahséactose et de la production de gaz. Les

différents tests biochimiques utilisés sont détailti-dessous.

a. Coloration de gram:

= Principe:

C’est une coloration qui permet de mettre en éwddas propriétés de la paroi
bactérienne pour distinguer et classer les basté&igram Positif, qui gardent la couleur
violette des bactéries a gram négatif, qui prenoeatcoloration finale rose de fuchsjae].

= Mode opératoire

- Préparation d’'un frottis bactérien: un étalemenne souche bactérienne aussi mince
gue possible est effectué a I'aide d’'une anselstéains une goutte d’eau distillée déposée sur
une lamecette derniere est séchée a I'aide d’'un bec benzene

- Coloration de Gram: cette lame est recouverterideatviolet pendant 1minute, ensuite
de lugol pendant 1 minute, puis d’alcool pendants&@ondes et par le rose de fuschine
pendant 1minute. Un rincage de la lame a I'eauardarapres chaque étape est obligatoire.

- Observation microscopique: le frottis coloré dstervé au microscope optique.

b. Test d’oxydase:
* Principe:

Ce test permet d’orienter l'identification des Hasiet coques Gram par la mise en
evidence de la présence d'une enzyme: la phénylismine oxydase qui est capable
d’oxyder un réactif: le N diméthyl paraphénylenardine(PDA). Ce réactif incolore libere un
composant rose violacé a I'air et en présenceetigyme phényléne diamine oxyd§28].

cyiachkrome axvdase PDA

P A e
(chromogene forme {chromogéne forme
réduire incalora) axVdadde rosg vialaode )

= Mode opératoire:



Un inoculum bactérien est écrasé sur un disqueydase a I'aide d’'une pipette Pasteur:
'oxydase positive se traduit par une coloratiorseroviolacée sur le disque (exemple
Pseudomongs alors que le disque reste incolore dans le casedoxydase négative

(exemple: Entérobactéries et Acinetobacter).

b.

Figure 7: résultat positif du test oxydase.
c. Test catalase:
= Principe:
Ce test permet d'orienter l'identification des cesjet bacilles Gram + positives, par la
mise en évidence d’'une enzyme: la catalase quiagstble de catalyser les peroxydes en eau

avec libération d’oxygene, selon la réaction suig§23]:

catalase
) y

Hih —— 0 +% Oy

= Mode opératoire:
Sur une lame propre et seche une goutte d’eau orggest déposée, puis additionné d’'un
inoculum bactérien. L'apparition de bulles indiquedégagement gazeux de dioxygene, donc
la bactérie posséde une catalase (elle est datasatpositive).

Figure 8: résultats du test catalase.

d. Fermentation du glucose:
= Principe:

Le milieu Kligler -Hajna est un milieu gélosé compd coulé en tube; il est tres utilisé
pour lidentification desEnterobacteriacae La technique d’ensemencement du milieu
Kligler-Hajna permet de distinguer les phénomeémdsrsleur lieu, pente ou culot:

- Les bactéries glucose négatifalcalinisent le milieu en utilisant les peptonés e

donnent une coloration rouge sur la pente et letcul



- Les bactérieglucose positifet lactose négatifacidifient le milieu dans un premier
temps par lutilisation du glucose qui sera rapidatn épuisé, car il est en faible
concentration, cela se traduit par une colorataam¢ du culot et rouge de la pente dans un
premier temps. Les bactéries utilisent par la slé® peptones, ce qui conduit a une
alcalinisation du milieu, qui se tradyi&rune recoloration du culot par le rouge. Dans letcul
I'utilisation de la source de carbone se fait s@maérobiose. Les principaux acides
organiques produits sont non volatils: ils resefermés dans la gélose.

- Les bactérieglucose positifet lactose positifacidifient le milieu, qui se traduit par
une coloration jaune aussi bien de la pente quauthi. Sur la pente l'utilisation de la source
de carbone est aérobie. Si la capsule est correntetévissée, le principal acide produit, est
le dioxyde de carbone.

La présence de thiosulfate de sodium et de feddHs ce milieu permet de révéler la
capacité des bactéries a produire de,$Ha partir de thiosulfate, qui se traduit par la
formation d’un précipité noir de sulfure de fer.

La production bactérienne du gaz est un autre amqui peut étre apprécié a l'aide de
ce milieu se traduit par une dislocation de la gglo

e. Recherche d'uréase
» Principe

On utilise le milieu d'Urée-indole prét a I'emplen ampoule versable. Ce milieu
d’identification permettra de rechercher un certammbre d’enzymes présentes ou non chez
les bactéries a identifier. Sous I'action d’unease il y a donc alcalinisation du milieu qui se

traduit par une coloration rouge du milieu.

f. Production d'indole
* Principe
Les bactéries dégradent le tryptophane en indéleeg une tryptophanase.
» Latechnique:
On ensemence le milieu d'Urée-indole avec la cailtlur germe a étudier et on I'incube a
37° C pendant 24h a 48heures.
Apres addition du réactif de Kovacs, le diméthylhaord-benzaldéhyde contenu dans ce
dernier réagit avec l'indole, produit de I'activitie la tryptophanase, et forme un composé
coloré en rouge.

Tryptophanase

Tryptophane + bD ——  Acide pyruvique+indole+Ng




g. Test RM (au rouge de méthyle):

Les acides produits par la voie des fermentaticigea mixtes sont mis en évidence par le
test RM (au rouge de méthyle). Cette voie conduat @roduction des acides organiques plus
ou moins forts et du C{acide faible et volatil, donc il va y avoir unet®acidification qui se
révéle par une coloration rouge aprés 'ajout d’goatte de rouge de méthyle (test positif).
Cette souche est donc RM

h. Milieu citrate de Simmons:
Dans le milieu citrate de Simmons, le citrate eéshifue source de carbone. Son
utilisation se traduit par une alcalinisation dulieoi qui est révélée par le virage de
l'indicateur de PH (bleu de bromothymol) au blewehc la souche est citrate de Simmons

positive[23].

i. Identification par Galerie Api 20E:
La suite des identifications a été réalisée suAf@<20 E.
* Principe:

L’Api 20E est un systeme standardisé pour l'idecation des Entérobacteraceae et autres
bacilles Gram-négatifs non fastidieux, elle comp@i tests biochimiques miniaturisés, ainsi
gu’une base de données.

Son principe est basé sur une fermentation et mpeation de 10 sources de carbone et
l'utilisation de 10 tests enzymatiques par Entéctdraceae gram négatifs; L'Api 20E
comporte 20 microtubes contenant des substratsydiegfs. Les microtubes sont inoculés
avec une suspension bactérienne qui reconstituedes

Les réactions produites pendant la période d’intobase traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par I'addition detiféata lecture des réactions se fait a I'aide
du tableau de lecture et l'identification est obiera I'aide du catalogue analytique ou d’'un
logiciel d’identification.

= Mode opératoire:
Pour ensemencer une Api 20E, on passe par less&tapantes:

a- Préparation de la Galerie:

D’abord inscrire la référence de la souche darlsriguette latérale de la boite fermée.
Ensuite créer une atmosphére humide en répartiSsaint’eau distillée dans les alvéoles du

fond de la Galerie et la placer dans la boite dibation.



b- Préparation de I'inoculum:

Réaliser une suspension bactérienne bien homoggmensemencement d’'une colonie
provenant d’'une culture jeune (18 a 24h) dans ue tstérile contenant 5ml d’eau
physiologique stérile.

c- Inoculation de la Galerie:

Introduire la suspension dans la galerie: on cegmérobiose en remplissant leurs cupules
avec I'huile de paraffine; pour les tests CIT, \GEL, on remplie les tubes et les cupules et
enfin pour les autres tests non soulignés on remyliquement les tubes. Ensuite, on met la
boite d’incubation dans I'étuve a 36° C-#° C, pendant 18 a 24h.

d- Lecture de la Galerie

Elle doit se faire en se référent au tableau diudecLes tests: TDA, IND et VP sont
révélés apres addition des réactifs: on ajoutegonte du réactif JAMES pour le TDA et on
ajoute une goutte des réactifs VP1 et VP2 poutelsts IND et VP.

e- Interprétation
La détermination du profil numérique se réalise wue fiche de résultat, dont les tests

sont séparés par groupes de trois et une valéioa,4 est indiquée pour chacun. La galerie
Api 20E comporte 20 tests; on réalise aussi lati@acle 'oxydase qui constituera le®¥%
test, celle-ci est affectée de la valeur 4 lorsipr’est positive. On additionne a l'intérieur de
chaque groupe, (chaque groupe correspond a 3 testpyi fait un total de 7 groupes si on
leur ajoute le test de I'oxydase), la somme deuraleorrespondantes aux réactions positives
et on obtient 7 chiffres. La figure suivante démenin exemple de détermination d’un profil

numérique d’'une galerie Api 20E.



Résultats de la galerie:

el ye:" rusy

ONPG ADH LDC ODC |CIT H2s URE TDA “IND |" [GEL] GLU MA

e %

ONPG ADH  LDC Lomy HS | URE oA IND LVP] IGEL] GLU | MAN INO SOR RHA SAC MEL | AMY ARA ox

opi 20E

A

Resultats reportes sur la flche d’ |dent|f|cat|on

| { Ident.

| Code rP: 5 215 773 (55)

\

Se référer au catalogue pour identifier la souck®ide du code

Figure 9: Méthodologie suivie pour la lecture desésultats d’une Galerie Api

f- Identification

Elle est réalisée a partir de la base de donnékmide du catalogue analytique, on
recherche le profil numérique dans la liste desilpro

6. Antibiogramme:

L’antibiogramme degnterobacteriaceaet desStaphylococcusureusont été réalisés

apres l'identification des souches bactérierj@2d$
a. Principe:

L’antibiogramme est une technique qui permet deetel sensibilité d'une souche
bactérienne aux antibiotiques déposés dans une eiPétri et & observer les conséquences
sur leur développement. Trois catégories cliniquetsété retenues pour l'interprétation des
tests de sensibilité vitro : Sensible (S), Résistant (R) et sensibilité Intsiaire (1).

b. Mode opératoire:
a- Préparation de I'inoculum:

A partir d’'une culture de 18-24 h sur milieu gélosin sélectif, préparer une suspension
en solution saline (0,9 % NaCl) équivalente auddath McFarland 0,5 (~ fQFC/mI).

b- Ensemencement sur gélose de Mueller-Hinton (MH):




Enterobacteiraceae: 'ensemencement se fait par la méthode de ddfysia suspension
inoculum a été diluée au 1/100 (~°10FC/ml) et ensemencée par écouvillonnage sur faute
surface du milieu Muller Hinton (MH).

Staphylococcus aureus: ensemencé par la méthode de diffusion, et diutie la
suspension inoculum au 1/10 (~'10FC/ml) et incubation & 37° C sur milieu MH.

c- Dépobt des disques:

Utiliser les disques de la liste d’antibiotiquearstard, selon le comité de I'antibiogramme
de la société francaise de microbiologie (CA-SFM).

Pour les entérobactéries, les 12 antibiotiquesédestont: Amoxicilline (AML),
Céfotaxime (CTX), Ceftazidime (CAZ), Imipénéme (IPMCéfalotine (KF), Acide
Clavulanique (AMC), Acide nalidixique (NA), Norflacine (NOR), sulfaméthoxazole
(STX), Gentamicine (CN), Ofloxacine (OFX), AmikaeigAK).

Une B-lactamase a spectre élargie (B.L.S.E.) est détquaéde test de synergie qui
consiste a placer c6te a cote deux disques, uneefd@e d'acide clavulanique. On obtient

une image caractéristique de synergie d'actiorbeachon de champagne" (fig. 10).

£ 0\

\ 4

Céphalosporinase a spectre étendu ; AMC = Amox + ac clav., CAZ = Ceftazidime

Figure 10. test de synergie.



Pour lesStaphylococcusureus Les 16 antibiotiques testés sont: Peénicilline R&)|
Kanamycine (K), Tobramycine (Tm), Gentamicine (Gmgtracycline (Te), Erythromycine
(E), Lincomycine (L), Pristinamycine (PT), Chlorahgmicol (C), Péfloxacine (Pef),
Fosfomycine (Fos), Céfoxitine (Fox), Acide fusideg(FA), Rifampicine (RF), Vancomycine
(VA) et Triméthoprime-sulfaméthoxazole (CotrimoxBqSXT).

La recherche de la résistance a la méthicillineaeffiectuée par la méthode de diffusion
du disque de céfoxitine. Un diametre d’'inhibitioat@ur du disque de moins de 27 mm
témoigne de la suspicion de la présence d’'un SABMphylococcusureusrésistent a la

meéticilline). Les boites de pétries sont incubéésdtave a 37° C, pendant 18 a 24h.

d- Lecture des résultats:

Pour chaque antibiotique, mesurer le diametre deolze d’inhibition en millimétre,
déterminer la catégorie clinique de la bactérieaviss de chaque antibiotique testé (S, I, R).
L'interprétation de [l'antibiogramme se fait seloms|recommandations du Comité de
I'antibiogramme de la Société Francaise de Micrigi@ (CA-SFM).



RESULTATS ET DISCUSSION:

Sur une période de deux mois, Soixante-quatre y@glents ont été realisés sur des
couveuses et des endoscopes dans deux servicéf hH&Ssan |l de Feés.

Ces préléevements ont concerné 42 échantillons &r phr 3 points de surface des
couveuses, 11 prélevements d'eau distillée a pdds réservoirs des couveuses et 3
prélevements d’eau distillée a partir du bidon eeplissage des réservoirs des couveuses
dans le service de Néonatologie et de Réanima#tonatale, ainsi que 3 prélevements sur des
endoscopes gastriques, 4 prélevements sur desocepassbronchiques et 1 prélevement
d’eau de rincage terminal des endoscopes bronchigaes le Service des Explorations

fonctionnelles.

5. Résultats des prélévements des couveuses
Les couveuses sont classées parmi les dispositiéslicaux non-critiques, qui

correspondent a un risque infectieux bas, nécessita niveau de désinfection bfH)].

a. Niveau de contamination des surfaces des couveuses
Pour déterminer I'écologie des bactéries adhéreates surfaces des couveuses, 42
prélevements de surfaces sur 14 couveuses one&igér au niveau de 3 point différents
(hublot pivotant, matelas et abattant avant). Liepl8/locoques a coagulase négative (SCN)
et Escherichia coliont été isolés sur toutes les couveuses prélendépendamment du site
de prélevement. Les autres bactéries isolées ssntsuivantesKlebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureuStreptococcus sp, Enterococcus sf?seudomonas aeruginodaes

résultats et les dates de prélevements sont adfidhigs le tableau 5.



Tableau 5: Résultats des prélevements au niveau dasrfaces des couveuses.

Prélevements Date Matelas Hublot pivotant Abattant avant
Escherichia coli
1(C15) 18/04/11 SCN - SCN
2 (C16) 18/04/11 Eéé?\:' Streptococcus Streptococcus
. K. pneumoniae
3 (C13) 25/04/11 K. pneumoniae S aureus SCN
Escherichiacoli, SCN
4 (C10) 25/04/11 SCN Pseudomonas aeruginosa p .
. aeruginosa
Staphylococcus aureus
K. pneumoniae E. coll
5(C12) 02/05/11 SCN P SCN
SCN
S. aureus
K. oneumoniae E. coli Enterococcus
6 (C16) 02/05/11 P S. aureu SCN, S. aureus
SCN ;
s Enterococcus P. aeruginosa
E. coli . E. coli
7 (C18) 02/05/11 SCN K. pneumoniaeSCN SCN
E. coli SCN
8(C4) 05/05/11 SCN Staphylococcus aureus SCN
. K. pneumoniae .
9 (C5) 05/05/11 E. coli SCN K. pneumoniaeSCN
SCN Enterococcus
Enterococcus
10 (C7) 05/05/11 SCN SCN SCN
K. pneumoniae Escherichia coli
11 (C8) 05/05/11 SCN S. aureus
SCN
Enterococcus sp.
K. pneumoniae E. coli
12(C3) 11/05/11 E. coli SCN Enterococcus
SCN SCN
E. coli . .
E. coli E. coli
13(C6) 11/05/11 SCN SCN SCN
Enterococcus
E. coli E. coli E. coll
14(C12) 11/05/11 SCN SCN SCN
Enterococcus

Staphylococcua coagulase négative: SCN

g. Fréquence des bactéries isolées a partir des suréscdes couveuses:

Nous avons identifiés 81 souches de bactérieseisaér les surface des couveuses, qui

sont composeés de 7 genres de bactéries a des p@ges variable entre 2%, représentés par

des Streptocoques non groupables et 42% reprégmrtes SCNEscherichia colia été isolé

a 22% suivis d&K. pneumonia€11%). Staphylococcus aureusent en 5eme position avec

9% suivis dePseudomonas aeruginasa



Le tableau 6 présente la fréquence des bactérieveau des surfaces des couveuses.

Tableau 6: fréquence des bactéries isolées au niveau des soda des couveuses.

Bactéries isolées Nombre de bactérie isolée Pourcentage %
SCN 34 42 %
Escherichia coli 18 22 %
Klebsiella pneumoniae 9 11 %
Enterococcusp. 8 10 %
Staphylococcus aureus 7 9 %
Pseudomonas aeruginosa 3 4 %
Streptococcus sp. 2 2%

h. Niveau de contamination de I'eau du réservoir desotiveuses:
Apres analyse de l'eau provenant de 11 réservogauddes couveuses, nous avons
identifiés 2 genres de bactéries distinctes quit:sdPseudomonas aeruginos&t
Staphylococcusa coagulase négative. Les résultats et les dateprélevements sont

représentés dans le Tableau 7.

Tableau 7: Résultats du prélévement de I'eau du réservoir decouveuses.

Prélevements Date Eau de réservoir

1 (C10) 19/05/11 SCN

2 (C11) 19/05/11 Pseudomonas aeruginosa
SCN

3 (C13) 19/05/11 Pseudomonas aeruginosa

4 (C16) 19/05/11 Pseudomonas aeruginosa

5 (C17) 19/05/11 SCN

6 (C18) 19/05/11 Pseudomonas aeruginosa

7 (C4) 23/05/11 Pseudomonas aeruginosa
SCN

8 (C6) 23/05/11 SCN

9 (C8) 23/05/11 Pseudomonas aeruginosa

10 (C9) 23/05/11 Pseudomonas aeruginosa

11 (CbH) 23/05/11 Pseudomonas aeruginosa

SCN




I. Fréquence des bactéries isolées a partir de I'eaw déservoir des couveuses:
Nous avons identifiés 14 souches de bactérieslaansdu réservoir des couveuses, qui

sont composés de 2 genres de bactéries a pouresmggaprochés. Résultats sur le tableau 8.

Tableau 8:Pourcentage des microorganismes isolés au niveauld=au du réservoir
des couveuses.

bactéries isolées Nombre de bactérie isolée Pourcentage %
Pseudomonas aeruginosa 8 57%
SCN 6 43%

j. Niveau de contamination de I'eau distillée dans ldsidons de stock:
Pour confirmer la source de contamination des végsrd’eau des couveuses, nous avons
effectué 3 prélevements a partir du stock d’eatilléis qui est prévue pour le remplissage de

ces réservoirs (tableau 9).

Tableau 9: Résultats du prélévement de I'eau desduns de stocke.

Prélevements Eau des bidons de stock
1 SCN
Pseudomonas aeruginosa
2 SCN
Pseudomonas aeruginosa
3 SCN

P. aeruginosaa été isolé méme dans les stocks des réserveiasi,dce qui confirme
I'origine de la contamination de I'eau des réservydies couveuses.
k. Résultat de I'antibiogramme:
» Résultats de I'antibiogrammetScherichia coli:

L’antibiogramme réalisé sur les souchesstherichia coli gpermis de révéler que sur
les 18 souches identifiées, 11 sont de phénotypeaga et 7 souches sont porteuses-de
lactamase a spectre élargie B.L.S.E (39%). 27, /8stedtes a I'imipenéme, Les résultats

sont représentés dans le tableaulO.

TableaulO: Fréquence des soucheskEgcherichia coli BLSE isolées sur les surfaces.



Souche Phénotype Nombre de pourcentage

identifiée bactéries
Escherichia coli Sensible 11 61%
Escherichia coli BLSE 7 39%

> Reésultats de I'antibiogramme #debsiella pneumoniae:

D’aprés les résultats de I'antibiogramme Kebsiella pneumoniaenous avons 3
souches de phénotype sauvage et 6 souches BB3ictémase a spectre étendu). Les
résultats sont représentés dans le Tableaullob{9ésistantes aux fluorquilonones.

Tableau 11: Fréquence des souches Héebsiella pneumoniae BLSE isolées sur les

surfaces.
Souche identifiée Phénotype Nombre de bactéries  pourcentage
K. pneumoniae Sensible 3 33%
K. pneumoniae BLSE 6 67%

» Résultats de I'antibiogramme &aphylococcus aureus:

Nous avons identifié 6 souches 8taphylococcus aureugsistant a la méthicilline
SARM. Les résultats sont représentés dans le Tall2ales autres sont résistantes a 85,7%

a la pénicilline, 100% résistantes a I'érytromycieel100% sont sensible aux glycopeptides.

Tableau 12: résultats de I'antibiogrammeStaphyl ococcus aureus.

Souche identifiée Phénotype Nombre de pourcentage
bactéries
Staphylococcus Sauvage 1 14%
aureus
Staphylococcus SARM 6 86%
aureus

D’apreés les résultats de I'antibiogramme des ebtstéries et destaphylococcuaureus
nous avons obtenus: 39%Edcherichia coliet 67% deKlebsiella pneumoniagui sont
productrices des-lactamase a spectre étendu (BLSE) et 86%Stéphylococcus aureus
résistant a la mithicilline (SARM). Ce sont des tBaes multirésistants aux antibiotiques
(BMR), elles ne sont plus sensibles qu’a un petihbre d’antibiotique habituellement actif
en thérapeutique. Certaines d’entres elles soatfaid commensales et donc susceptibles de

disséminer dans la population générale et a fadrpiel pathogéne.



6. Discussion:

La surveillance microbiologique de I'environnemembspitalier est un élément
important dans une politique de prévention de ¢atiion associée aux soins. Elle permet de
mettre en ceuvre des mesures correctives lorsquawuvars résultat est rendu.

Dans ce travail, nous avons isolé a partir desasasf des couveuses des taux
importants de BMR: 39% #. coli BLSE, 67% deK. pneumoniaeBLSE et 86% de
Staphylococcus aureus résistants a la méticillie 3.

Ces bactéries multi résistantes (BMR) sont decatdurs de qualité qui représentent
un risque de transmission et d’acquisition auxguai. Et bien que I'acquisition ou le portage
n‘est pas synonyme d’infection nosocomiale, ceci digpense pas des mesures strict
d’hygiéne observés par le personnel hospitalier.

Les bactériémies a SARM survenant a I'hépital gmeent I'un des meilleurs
marqueurs de l'impact clinique de la transmissimisée. Les conséquences de leur diffusion
sont cliniques, écologiques et financieres. L'emitement hospitalier, les mains des
soignants, des visiteurs et les patients constitweméservoir microbien, susceptible de créer
une contamination réelle des couveuses par cestagspeces bactériennes telles que
Staphylococcus aureusa prévention de la transmission des microorgaess a partir du
matériel ou de I'environnement se base principalgnseir les méthodes de bionettoyage

adaptées, de désinfection et de stérilisation atéqu

7. Résultats des prélevements d’endoscopes
Les endoscopes sont classés parmi les dispositiéslicaux semi-critiques, qui
correspondent a un risque infectieux médian, néeessun niveau de désinfection

intermédiaire[10].

c. Les endoscopes digestifs
» Niveau de contamination des endoscopes:

Selon les criteres d’interprétation proposés paCTeNILS [20], le niveau cible sur un
endoscope digestif est atteint lorsque la floraléeok25 UFC/endoscopes avec absence de
microorganismes indicateurs dites aussi bactéresjae nosocomial majeustaphylococcus
aureus EntérobactériePseudomonas aeruginostautre Pseudomonas.

Les 3 prélevements effectués sur des endoscopestitgaprés nettoyage et désinfection,

ont démontré une absence de microorganismes iedisat{Staphylococcus aureus,



entérobactéries Pseudomonasaeruginosa, et autres Pseudomonas, Stenotrophomonas
maltophilia, Acinetobactesp et Candida sp. Les Staphylococcus coagulase négative ont
été les seuls bactéries isolées. Ceci est probehledil a une contamination au cours du
prélevement malgré les précautions d’asepsie que awons utilisées. Un niveau cible est
définie pour le dénombrement de la flore totale egti< 25 UFC/ endoscope. Les résultats
des contrdles microbiologiques des endoscopestidfgssnt représentés dans le Tableau 13.

Tableau 13: Résultats des prélevements des endosespligestifs

Prélevement FMAT Bactérie isolées Niveau de
UFC/endoscope contamination
1 5 SCN Cible
2 4 SCN Cible
3 7 SCN Cible

d. Les endoscopes bronchiques:
» Niveau de contamination des endoscopes:

Selon les critéeres d’interprétation proposés paC T&NILS, [20], le niveau d’alerte
est atteint lorsque la flore totale varie entre t528 UFC/endoscopes et absence de
microorganisme indicateur Sfaphylococcus aureus,Entérobactéries Pseudomonas
aeruginosaet autrepseudomongs

Les 4 prélevements effectués sur des endoscopeshinoes aprés nettoyage et
désinfection, ont démontrés des charges microbgemdevées avec présence de bactéries
indicatrices de typeéPseudomonaseruginosa.Ainsi, le niveau d’action est atteint a la
majorité des prélévements. Les bactéries qui onmsétées sonPseudomonaaeruginosaet
Staphylococcusa coagulase négative, avec des valeurs supéraurgiveau cible. Les
résultats sont représentés dans le Tableaul4.

Tableaul4: Résultats des prélevements des endosce®peonchiques.

Prélévement FMAT Bactérie isolées Niveau de
UFC/endoscope contamination
1 140 P. aeruginosa Action
2 8 SCN Alerte
3 200 P aeruginosa Action
4 200 P aeruginosa Action




» Fréquence des bactéries isolées a partir des broradtopes:
Pseudomonas aeruginosde 98% est l'espece la plus abondante sur les
bronchoscopes prélevées. Résultats sur le Tabteau 1

Tableau 15 Pourcentage des microorganismes isolés au niveagsdcanaux interne des
bronchoscopes.

Bactéries isolées pourcentage

Pseudomonas aeruginosa 98%
SCN 2%

» Niveau de contamination de Il'eau de rincage termida des
bronchoscopes:
Pour juger de la qualité de rincage terminal, s réalisé un prélévement d’eau de
rincage terminal du laveur-désinfecteur, apres tedatson d’'une présence importante de la
flore hydrique (fréquence élevée) dans les canasxethdoscopes bronchiques. Les résultats

sont indiqués dans le tableau suivant (Tableau 16).

Tableau 16: Résultats du prélevement de I'eau de rincage dlautomate.

Prélevement FMAT Bactérie isolées  Niveau de
UFC/endoscope contamination
Eau de rincage 128 SCN Action

P. aeruginosa

8. Discussion:

D’apres les résultats, nous avons retrouvé un nivelle en ce qui concerne les
endoscopes digestifs. C’est un résultat satisfapainiémoigne de l'efficacité des procédures
de désinfections.

Par contre, nous avons constaté un niveau d’aetiote qui concerne les bronchoscopes,
qui estime qu’il existe un risque infectieux potehtpour les patients. Ce niveau doit
impérativement déclencher une réaction immédiateap@t de I'utilisation de I'endoscope,
analyse des causes du dysfonctionnement et missugre d’actions correctives.

D’apres les résultats obtenue a partir d’'un prétexd réaliser sur I'eau de ringage
terminal du laveur-désinfecteur, nous avons isoés Iméme genres bactériennes
(Pseudomonas aeruginosd Staphylococcua coagulase négative) obtenu lors de I'analyse

des bronchoscopes, ce qui implique qu’il peut yiramoe contamination entre les endoscopes



lors du traitement parce que ces derniers subisgemettoyage dans la méme solution de
désinfection.

Conclusion

Au terme de ce travall, les résultats des analggesobiologiques ont révélé la présence
de bactéries multirésistantes (BMR) notammeBscherichia coli BLSE, Klebsiella
pneumoniaeBLSE et Staphylococcus aureSARM, et Pseudomonaseruginosa Cette
contamination est due essentiellement a un dystome@ment dans la procédure d’entretien
des couveuses et de la désinfection des endoscOetie étude a permis de mettre en
évidence I'importance du contrble microbiologiquens une démarche qualité, ainsi que
'impact des procédures d’entretien et de désiidaatles dispositifs médicaux correctement
appligués dans la prévention de [linfection nosoeden et dans le contrdle de la
dissémination des BMR. Des protocoles et des proedddoivent étre rédigés, validés et
régulierement évalués par le Comité de Lutte cohlilnéection Nosocomiale (CLIN) de
chaque établissement de soin.
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