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Introduction  

Définition 

D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les infections nosocomiales (IN) 

peuvent être décrites comme « des infections survenant chez un patient au sein d’un 

hôpital ou d’un autre établissement de santé et chez qui cette infection n’était ni 

présente ni en incubation au moment de l’admission. Cette définition inclut les infections 

contractées à l’hôpital mais qui se déclarent après la sortie, et également les infections 

professionnelles parmi le personnel de l’établissement (66) ».  

Les agents pathogènes responsables d’IN peuvent avoir deux origines (33): 

• Une origine endogène, c'est-à-dire qu’ils font partie de la flore commensale du 

patient. Les pathogènes sont présents chez le patient avant l’hospitalisation, par 

exemple au niveau des voies respiratoires, de la peau, de la sphère gastro-intestinale 

ou génitale. 

• Une origine exogène, c'est-à-dire que le patient a été en contact avec ces 

organismes au cours de l’hospitalisation. Ces pathogènes peuvent provenir de la 

flore transitoire ou résidente du personnel soignant ou de visiteurs, de dispositifs 

médicaux (DM) et même de l’environnement et des locaux hospitaliers. 

Ne sont pas considérées comme nosocomiales (33) les réactivations d’une infection latente 

(comme la réactivation du virus de l’herpès ou du zona), les infections trans-placentaires 

chez le nouveau-né qui se déclarent moins de 48 heures après la naissance (comme une 

infection par le cytomégalovirus) ou encore l’aggravation d’une infection déjà existante à 

l’admission du patient, à moins qu’elle ne soit due à un nouveau pathogène ou bien qu’une 

nouvelle porte d’entrée de l’infection soit identifiée. 
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Les différentes infections nosocomiales 

La fréquence et l’étiologie des IN est très variable, selon la région étudiée aussi bien que 

selon le type de service hospitalier et de patients concernés. Quelques catégories 

d’infections se distinguent néanmoins des autres (66) : 

• Les infections urinaires : celles contractées lors d’un sondage urinaire à demeure 

sont les plus fréquentes. 

• Les infections du site opératoire : on distingue pour cette catégorie les infections 

de la plaie opératoire (plutôt superficielle à l’origine) et les infections profondes 

touchant les organes. Les chirurgies visant à la mise en place d’une prothèse ou 

bien pour une transplantation peuvent causer des IN d’apparitions très tardives, 

jusqu’à un an après l’opération. 

• Les pneumopathies : celles-ci sont en majorité associées à la mise en place d’une 

ventilation mécanique, ce qui constitue un réel fléau au sein des unités de soins 

intensifs (USI). 

• Les septicémies : ici encore, l’utilisation de DM est associée à la plupart des cas de 

septicémies nosocomiales, que ce soient les dispositifs intra-vasculaires (comme les 

chambres de perfusion veineuse) ou les cathéters centraux ou périphériques. 

Parmi les autres IN moins fréquentes et/ou de moindre gravité, on retrouve les infections 

de la peau et des tissus mous, les gastro-entérites (qui touchent surtout les enfants), les 

infections de la sphère oto-rhino-laryngée (ORL) comme les sinusites ou les conjonctivites, 

ou encore les infections post-partum de la sphère génitale (66). 
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Diagnostic des infections nosocomiales 

Le diagnostic des infections nosocomiales repose sur des critères cliniques, 

radiologiques, biologiques et microbiologiques. Les trois premiers critères manquent 

bien souvent de spécificité et/ou de sensibilité. L’examen microbiologique permet 

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

aux antibiotiques. Cela permet de choisir le traitement adapté à chaque patient. Avec 

l’apparition de plus en plus de souches multi-résistantes, la surveillance et le diagnostic 

rapide de ces pathogènes sont des éléments primordiaux. 

 

Objectifs 

Le premier objectif de cette thèse était de faire un point sur l’épidémiologie des infections 

nosocomiales. Pour cela, une étude de la prévalence des infections nosocomiales et des 

variations de celle-ci à travers le monde a été réalisée. L’identification des principaux 

pathogènes et la fréquence de résistances aux antibiotiques ont ensuite été recensés. 

Finalement, les conséquences cliniques et économiques des infections nosocomiales ont 

été rapportées. 

La deuxième partie de la thèse est dédiée au diagnostic au sein du laboratoire de 

microbiologie clinique. Des techniques permettant une identification rapide des 

pathogènes et de leurs marqueurs de résistances aux antibiotiques sont ensuite décrites. 

Pour chacune de ces techniques, les facteurs favorisant ou limitant leur utilisation en 

routine sont exposés. 
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1. Epidémiologie  

1.1. Critères épidémiologiques 

La prévalence : c'est le nombre de patients infectés, ou d'épisodes infectieux, pour 100 

patients présents dans un établissement ou une unité de soins, à un instant donné (1, 67). 

L'incidence cumulative : c'est le nombre de nouveaux patients infectés, ou de nouveaux 

cas d'épisodes infectieux, pour 100 patients suivis sur une période définie. Cette période 

varie selon la population de patients concernés : elle est de 30 jours en général pour les 

infections du site opératoire, alors que pour les autres types d’IN elle réfère à la durée 

d'hospitalisation (1, 67). 

La densité de l'incidence : c'est le nombre d'épisodes infectieux pour 1 000 patients-jours 

ou dispositifs médicaux-jours (DM-jours). La différence avec l'incidence cumulative est 

que les variations de la durée de prise en charge des patients est prise en compte ici. Par 

exemple, un patient hospitalisé ou portant une sonde urinaire pendant un mois aura plus 

d'impact dans le calcul de cette incidence qu'un patient recevant ces mêmes soins sur une 

durée plus courte (1, 67). 

1.2. Prévalences et incidences  

1.2.1. Ensemble des infections nosocomiales 

Selon un rapport de l’OMS datant de 2011 (67), 4,5% des patients nouvellement admis 

dans un hôpital, dans les pays industrialisés (PID), seront touchés par une IN (incidence 

cumulative). C’est en tout 7,1% des patients hospitalisés qui souffrent d’au moins une 

IN, avec une prévalence de 7,6 épisodes infectieux pour 100 patients. L’European Center 

for Disease Prevention and Control (ECDC) estime ainsi que 4 131 000 patients en Europe 

ont développé une IN en 2008, pour un total de 4 544 100 épisodes infectieux (63). Aux 
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Etats Unis d’Amérique (USA), c’était 1,7 million de patients touchés en 2002 (38). Dans 

les pays en voie de développement (PED), la prévalence des IN est plus élevée, puisque 

c’est 10 à 15% des patients hospitalisés qui sont concernés (67). 

Les patients ayant le plus de risque de contracter une IN sont ceux qui séjournent en USI, 

les patients brûlés ou encore les patients ayant subi une transplantation (1). On peut 

également considérer dans cette catégorie tous les patients sensibles aux infections 

opportunistes en général : les patients âgés ou les nouveau-nés, ceux atteints de maladies 

chroniques comme le diabète ou l’insuffisance rénale et bien sûr les patients souffrant du 

syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) (66). 

1.2.2. Infections nosocomiales au sein des unités d e soins intensifs 

Les USI sont les services les plus touchés par les IN. La prévalence y est d’environ 30% 

de patients infectés, dans les PID (67). Au niveau des PED, l’estimation est moins précise, 

à cause du manque de surveillance régulière au niveau national, et des grandes différences 

observées entre les études. L’incidence moyenne y serait de 35,2% des patients, mais elle 

varie entre 4,4% et 88,9%. 

La densité d’incidence est de 17,0‰ patients-jour (13,0‰ à 20,3‰) pour les PID, et 

42,7‰ patients-jour (4,1‰ à 91,7‰) pour les PED. Cela signifie que chaque jour, sur 

1 000 patients hospitalisés en USI et qui ne souffrent pas d’IN, 17 patients en moyenne en 

contracteront une dans les PID, contre presque 43 patients en moyenne dans les PED, soit 

environ 2,5 fois plus. 

Quelques éléments peuvent expliquer cette prolifération des IN dans les USI. Tout d’abord, 

la population de patients qui y est hospitalisée est souvent poly-traumatique et les 

pathologies y sont sévères. Cela participe à rendre le système immunitaire de ces patients 

moins efficace, et donc plus vulnérables face aux infections. Il y a alors une concentration 
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des pathogènes plus forte au sein des USI, ce qui met en danger les patients en meilleure 

condition générale, qui seraient plus aptes à se défendre contre les infections s’il n’y avait 

pas cette proximité. 

Un autre facteur important dans le développement des IN dans les USI est le taux 

d’utilisation des DM, qui est bien plus élevé que dans les autres services. Ainsi, il a été 

recensé aux USA en 2009 (16) un taux d’utilisation de cathéter central (veineux et 

artériels) s’élevant à 50% dans les USI contre 14,9% dans les autres services (rapport 

Nombre de cathéters centraux-jour / Nombre de patients-jour). On retrouve une différence 

similaire avec l’utilisation de cathéters urinaires (67,1% dans les USI contre 19,5%) et de 

ventilateurs mécaniques (36,3% dans les USI contre 16,8%) (tableau I). Ces DM, 

nécessaires pour les soins des patients, constituent également la porte d’entrée principale 

des IN au sein des USI. Aux USA, il est estimé que 97% des infections nosocomiales 

urinaires au sein des USI ont une origine associée au port de cathéter urinaire, que 87% des 

septicémies primaires sont associées à l’utilisation de cathéters centraux et que 83% des 

pneumopathies nosocomiales sont des pneumonies acquises sous ventilation mécanique 

(PAVM) (67). Ces trois types d’infections DM-associées constituent 72% des IN dans les 

USI des pays industrialisés (figure 1) (67). 

Tableau I : Fréquence d’utilisation des dispositifs médicaux au sein des USI 

 

DM-jours Patients-jours
Fréquence d'utilisation

des DM

Unités de soins intensifs 4 589 378 9 186 473 50.0%

Autres services 1 599 715 10 718 359 14.9%

Unités de soins intensifs 2 268 219 3 379 512 67.1%

Autres services 1 850 086 9 504 265 19.5%

Unités de soins intensifs 1 662 732 4 578 117 36.3%

Autres services 107 247 637 190 16.8%

Cathéters intravasculaires 

centraux

Cathéters urinaires

Ventilateurs mécaniques

D'après un rapport du National Healthcare Safety Network. Données de 2009, pour les USA (16).

Fréquence d’utilisation des DM : nombre de DM-jours par rapport au nombre de patients-jours.
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1.2.3. Types d’infections nosocomiales 

Les quatre IN les plus fréquentes sont les infections urinaires, les septicémies, les 

pneumopathies et les infections du site opératoire. En Europe et aux USA, elles 

représentent environ 78% des IN totales, 86,9% dans les PED (figure 1) (67). Parmi les IN 

moins fréquentes, il y a les infections de la sphère ORL, de la sphère gastro-intestinale, de 

la sphère génitale ou encore de la peau et des tissus mous. 

Figure 1 : Fréquences des différents types d’infections nosocomiales 
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Aux USA, les IN les plus fréquentes sont les infections urinaires, et largement, 

puisqu’elles représentent plus d’une IN sur trois (36% des IN). On trouve ensuite les 

infections du site opératoire (20% des IN), puis finalement les pneumopathies et les 

septicémies (chacune 11% des IN). En Europe, les IN les plus fréquentes, les infections 

urinaires et les infections des voies respiratoires basses, constituent chacune environ 

une IN sur quatre (respectivement 27% et 24% des IN). Les infections du site opératoire 

(17% des IN) et les septicémies (10,5%) sont légèrement moins fréquentes (figure 1). 

Dans les PED, l’infection la plus fréquente est l’infection du site opératoire, avec 

29,1% des IN totales. C’est un problème majeur dans ces pays, où elle est deux à huit fois 

plus fréquente que dans les PID : 11,8% des patients opérés contractent ce type 

d’infection (incidence cumulative moyenne), contre 1,5 à 5,2% dans les PID (figure 1). 

Figure 2 : Origine des septicémies survenant au sein des USI 

 

Comme vu précédemment, les IN au sein des USI sont majoritairement des infections DM-

associées (~72% des IN), dans les PID. Les PAVM à elles seules y représentent 32% des 
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IN totales, suivies par les infections urinaires DM-associées et les septicémies primaires 

DM-associées, avec 20% des IN chacune (figure 1). Pour les septicémies contractées dans 

les USI, l’association à un DM est retrouvée dans 27% des cas. En revanche, les 

septicémies étant secondaires à une autre infection dans 44% des cas, infection dont 

l’origine est pulmonaire ou urinaire principalement (60,1% des septicémies secondaires), 

l’origine DM-associée des septicémies, tout DM compris (PAVM ou infection urinaire-

DM associée), est plus fréquente (figure 2). 

Les différences entre les PED et les PID, vis-à-vis du nombre d’IN contractées, sont 

également retrouvées au niveau des USI. Les infections DM-associées y sont deux à trois 

fois plus fréquentes dans les PED (67), avec notamment une incidence de PAVM 

atteignant 23,9‰ DM-jours dans les PED, contre 7,9‰ DM-jours aux USA (figure 3). 

Figure 3 : Densité de l’incidence des infections DM-associées au sein des USI 
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1.3. Les pathogènes impliqués dans les infections 

nosocomiales 

Pour les données concernant les PED, peu d’études multicentriques ou à l’échelle 

nationale existent. Les rapports utilisés ici, regroupant les résultats des études les plus 

complètes et les plus fiables, ne sont basés que sur un faible nombre d’isolats cliniques à 

chaque fois pour établir les prévalences des différents pathogènes selon les types d’IN. Ces 

résultats doivent donc être considérés avec prudence, puisqu’ils ne dégagent tout au plus 

qu’une tendance de ce qu’est la flore microbienne causant ces infections. Ils permettent 

toutefois d’estimer les différences qu’il peut y avoir entre les PID et les PED. Les données 

en provenance des PID sont plus complètes. 

Un tableau récapitulatif des pathogènes le plus fréquemment isolés selon le type d’IN 

figure à la fin de cette partie (tableau III). 

1.3.1. Ensemble des infections nosocomiales 

Les bactéries représentent la majorité des pathogènes responsables d’IN (1,31,67). 

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

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

conséquent. Pour les bactéries à Gram positif, la ‘‘palme’’ revient aux genres 

Staphylococcus et Enterococcus, ce dernier étant tout de même moins fréquent que le 

premier. Des pathogènes fongiques sont également retrouvés, appartenant majoritairement 

au genre Candida. En situation endémique, il y a peu d’IN causées par des parasites ou des 

virus, bien que l’agent principal des gastro-entérites infantiles soit un rotavirus (66). En 

revanche, les épisodes épidémiques d’IN (environ 10% des IN) (63) sont causés par des 

virus dans 17% des cas, les virus des hépatites causant 10% des cas à eux seuls (tableau II). 

Seules les IN endémiques seront étudiées dans cette thèse. 
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L’étiologie des IN est variable : si les mêmes pathogènes sont retrouvés généralement, leur 

prévalence est dépendante de la région ou des patients étudiés, et peut même être très 

différente entre deux USI d’un même hôpital. 

Tableau II : Episodes épidémiques d’infections nosocomiales 

 

En Europe, les Entérobactéries sont les pathogènes principaux (30,7%), avec l’espèce 

Escherichia coli à elle seule isolée dans environ un prélèvement sur cinq (67). 

Staphylococcus aureus et Pseudomonas spp sont quant à eux isolés respectivement dans 

17,8% et 11,5% des cas. La prévalence du pathogène fongique le plus fréquent, Candida 

spp, est de 6,7% (figure 4). 

Outre-Atlantique, les Entérobactéries sont plus rarement isolées (21,3%) et la prévalence 

d’E. coli est deux fois plus faible qu’en Europe. Les bactéries à Gram positif sont plus 

Agents pathogènes Prévalence

S. aureus 14.0%

P. aeruginosa 8.0%

K. pneumoniae 7.0%

Acinetobacter spp 7.0%

Serratia spp 6.0%

Salmonella spp 4.0%

Legionella pneumophila 3.0%

Fungi Aspergillus spp 2.0%

HBV * 4.8%

HCV ** 3.4%

HAV *** 1.8%

Norovirus 2.0%

Influenza / Parainfluenza virus 2.0%

Rotavirus 2.0%

Adenovirus 1.0%

Autres 32.0%

* HBV : virus de l'hépatite B

** HCV : virus de l'hépatite C

*** HAV : virus de l'hépatite A

D'après un rapport de l'ECDC, datant de 2008 (63)

Bactéries

Virus

Prévalences des pathogènes impliqués dans les épisodes épidémiques d'IN.

Moins fréquentes que les IN endémiques, cela concerne tout de même

environ 10% des IN.
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fréquentes, avec des prévalences pour S. aureus et les Staphylococci coagulase négatif 

(SCN) chacune proche de 15%, et Enterococcus spp retrouvé dans 12,1% des cas. 

Candida spp y est également plus présent, avec 10,7% des cas (figure 4). Toutefois, ces 

données américaines ne prennent en compte que les infections nosocomiales DM-associées 

ou du site opératoire qui, si elles sont les plus fréquentes, ne couvrent pas l’ensemble des 

IN (31). Le système américain de surveillance des pathogènes et de leurs résistances aux 

antibiotiques, le National Healthcare Safety Network (NHSN), est en effet concentré sur le 

contrôle de ces types d’IN.  

Figure 4 : Prévalence des pathogènes responsables d’infections nosocomiales 
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Pour les PED (1), outre les Entérobactéries et les Staphylocoques, dont les prévalences 

sont comparables à celles retrouvées aux USA ou en Europe (respectivement 27% et 32%), 

deux genres sont plus fréquemment isolés que dans les PID: Pseudomonas spp (17%) et 

Acinetobacter spp (9%) (figure 4). Cela n’est pas négligeable, puisque les espèces 

appartenant à ces genres ont souvent des profils de multi-résistances aux antibiotiques, 

surtout Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii. 

1.3.2. Les infections nosocomiales au sein des USI 

En Europe, les IN contractées dans les USI sont causées dans un peu plus de deux cas sur 

trois par les Enterobacteriaceae, S. aureus ou Pseudomonas spp (figure 5). Si E. coli est 

retrouvé moins fréquemment que dans l’ensemble des IN (9,1% dans les USI contre 20,1% 

pour l’ensemble de l’hôpital), les genres Klebsiella et Enterobacter y sont plus présents 

(67). 

Figure 5 : Prévalences des pathogènes responsables d’infections nosocomiales au sein 

des USI 
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Dans les PED (1), pour les populations à risques (patients des USI, ainsi que patients 

brûlés ou transplantés), les bactéries à Gram positif semblent être moins fréquentes qu’en 

Europe (~27% dans les PED, contre ~39% pour les USI européennes). Les 

Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp et Pseudomonas spp sont les pathogènes 

majoritaires, causant presque deux IN sur trois chez ces patients à risques (figure 5).  

Il ne semble pas y avoir de variations conséquentes entre la flore microbienne présente 

dans les USI par rapport à celle de l’ensemble de l’hôpital, en Europe. Dans les PED, la 

fréquence de S. aureus diminue dans les USI, alors que celle du genre Acinetobacter y 

augmente, par rapport à l’ensemble de l’hôpital. 

1.3.3. Les pathogènes causant les différents types d’infections 

nosocomiales 

La prévalence des pathogènes responsables des IN au niveau des hôpitaux ou des USI, si 

elle a son intérêt pour le suivi par les instituts d’hygiène et de veille sanitaire, n’a pas un 

impact suffisant pour les cliniciens. En effet, pour chaque type d’infection, si les micro-

organismes retrouvés sont les mêmes, les prévalences de chacun peuvent beaucoup varier. 

Il est donc important de connaître les pathogènes impliqués préférentiellement dans 

chacun des types d’IN, pour qu’il y ait une réelle influence de ce suivi épidémiologique 

au niveau de la prise en charge des patients. 

Infections urinaires nosocomiales 

Pour les infections urinaires nosocomiales, le pathogène principal est sans conteste E. 

coli, avec une prévalence aux alentours de 40% pour les PID, et jusqu’à 60% en Amérique 

latine (58). Enterococcus spp semble quant à lui être un pathogène des PID, puisqu’on le 

retrouve dans environ 15% des cas en Europe et aux USA, et seulement 4% en Amérique 

Latine. Parmi les germes isolés relativement fréquemment figurent Klebsiella spp, qui est 
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retrouvé dans environ 10% de ces IN, ainsi que Proteus spp et Pseudomonas spp dans plus 

ou moins 7% des cas (figure 6). 

Figure 6 : Prévalences des pathogènes responsables d’infections urinaires nosocomiales 

 

Lorsque les infections urinaires sont DM-associées, la fréquence d’E. coli est deux fois 

plus faible, avec une prévalence autour de 21% aux USA, soit autant que celle de Candida 

spp (figure 6). Les prévalences d’Enterococcus spp et de Pseudomonas spp restent 

constantes, respectivement 14,9% et 10%.  
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Infections du site opératoire 

Dans le deuxième type d’IN les plus fréquentes, les infections du site opératoire, le genre 

Staphylococcus est le plus prévalent, avec en première ligne S. aureus (30%), puis les 

SCN (13,7%), aux USA (1). Les Enterobacteriaceae (35,6%) sont relégués au deuxième 

rang, E. coli étant isolé dans 9,6% des cas, suivi par le genre Enterococcus (11,2%). Dans 

les PED, la première étiologie reste les Enterobacteriaceae avec une prévalence de 

44,2% (dont 17,8% pour E. coli). Viennent ensuite les genres Staphylococcus (20,3% des 

cas dus à S. aureus) et Pseudomonas (16,3%) (figure 7). 

Figure 7 : Prévalences des pathogènes responsables d’infections du site opératoire 

 

Pneumopathies nosocomiales 

En Europe, les pneumopathies nosocomiales sont causées majoritairement par les 

Enterobacteriaceae (31,8%), P. aeruginosa (18,1%) et S. aureus (16,3%) (65). Le profil 

microbien de ces pneumopathies est différent pour les PED, avec 29% des cas causés par 
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le genre Pseudomonas, 24% par le genre Acinetobacter, et 21% seulement par les 

Enterobacteriaceae (figure 8). 

Figure 8 : Prévalences des pathogènes responsables d’infections pulmonaires 

nosocomiales 
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Pour les PAVM, P. aeruginosa et S. aureus sont les étiologies principales, avec chacune 

environ 20% des infections à leur compte (10,31). Les Enterobacteriaceae sont retrouvés 

assez fréquemment (14% à 22% environ). Les pathogènes des genres Haemophilus et 

Streptococcus ont également un certain poids dans les PAVM (respectivement 9,8% et 

12,1% des infections) (figure 8). 

Septicémies nosocomiales 

La septicémie, le dernier des types d’IN les plus fréquents, est causée dans environ 40 % 

des cas par des pathogènes appartenant au genre Staphylococcus (figure 9), surtout par 

les SCN, qui représentent ¾ des staphylocoques isolés en Europe (65) et aux USA (31), et 

la moitié dans les PED (1). Les prévalences varient ensuite selon les régions. En Europe, 

les Enterobacteriaceae constituent le second groupe de pathogènes les plus fréquents 

(23,4% dont 7,5% pour E. coli), suivi du genre Enterococcus spp. Aux USA, le genre 

Enterococcus est la deuxième étiologie des septicémies nosocomiales (16%), suivi par les 

Enterobacteriaceae et Candida spp, (environ 12% tous deux). Dans les PED, le genre 

Acinetobacter et les Enterobacteriaceae comptabilisent chacun environ 18% des 

septicémies nosocomiales, suivis par le genre Pseudomonas (12%). 

Clostridium difficile : 

Il y a un pathogène qui n’est pas ou très peu mentionné dans les rapports de suivi des IN, 

que ce soient ceux de l’OMS, de l’ECDC ou encore du CDC, alors qu’il joue un rôle non 

négligeable dans ces infections : Clostridium difficile. Cela est surprenant, puisqu’il s’agit 

de la principale cause de diarrhées nosocomiales chez l’adulte, dans les pays 

industrialisés (4), et beaucoup de cas d’épidémies nosocomiales ont été recensés 

récemment en Amérique du nord et en Europe (4,19,34,39,41,44,57). Ce pathogène étant la 

principale cause de diarrhées associées aux antibiotiques, ces épidémies sont en général 

associées à une augmentation de leur prescription au sein des hôpitaux touchés (41,44). 



 
30 

Figure 9 : Prévalences des pathogènes responsables de septicémies nosocomiales 

 

1.4. Les résistances aux antibiotiques 

Ce qui distingue les IN des infections communautaires, c’est le fort taux de résistances 

aux antibiotiques parmi les pathogènes impliqués. La pression de sélection, qui est à la 

base de l’émergence de ces résistances, est en effet plus forte au sein des hôpitaux. La 

prévalence des résistances diffère selon les pathogènes. 
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Tableau III : Résumé des pathogènes les plus fréquemment isolés dans les infections nosocomiales, selon le type d’infection et la région 

 

 

N (isolats) Pathogènes % N (isolats) Pathogènes % N (isolats) Pathogènes % N (isolats) Pathogènes %

Enterobacteriaceae 30.7% Staphylococcus  spp† 29.8% Staphylococcus  spp† 32.0%

Staphylococcus  spp† 23.1% Enterobacteriaceae 21.3% Enterobacteriaceae 27.0%

Pseudomonas  spp 11.5% Enterococcus  spp 12.1% Pseudomonas  spp 17.0%

Enterobacteriaceae 29.3% Enterobacteriaceae 27.0%

Staphylococcus  spp† 28.8% Staphylococcus  spp† 22.0%

Pseudomonas  spp 17.2%
Acinetobacter  spp

Pseudomonas  spp

19.0%

17.0%

Enterobacteriaceae 63.3% Enterobacteriaceae 68.0% Enterobacteriaceae 85.0% Enterobacteriaceae 34.1%

Enterococcus  spp 13.3% Enterococcus  spp 16.0% Pseudomonas  spp 6.0% Candida  spp 21.0%

Pseudomonas  spp 9.0% Pseudomonas  spp 7.0% Enterococcus  spp 4.0% Enterococcus  spp 14.9%

Staphylococcus  spp† 43.7% Enterobacteriaceae 44.2%

Enterobacteriaceae 35.6% Staphylococcus  spp† 26.5%

Enterococcus  spp 11.2% Pseudomonas  spp 16.7%

Enterobacteriaceae 31.8% Pseudomonas  spp 29.0% Staphylococcus  spp† 25.7%

Staphylococcus  spp† 18.7% Acinetobacter  spp 24.0% Enterobacteriaceae 21.7%

Pseudomonas  spp¥ 18.2% Enterobacteriaceae 21.0% Pseudomonas  spp¥ 16.3%

Staphylococcus  spp† 39.4% Staphylococcus  spp† 44.0% Staphylococcus  spp† 36.0%

Enterobacteriaceae 23.4% Enterococcus  spp 16.0% Acinetobacter  spp 18.0%

Pseudomonas  spp 7.9%
Enterobacteriaceae

Candida spp

12.4%

11.8%
Enterobacteriaceae 18.0%

La famille des Enterobacteriaceae  regroupe plusieurs genres contenant des espèces pathologiques, fréquemment responsables d'IN. La bactérie E. coli est celle avec la plus forte prévalence, mais les genres Klebsiella , 

Enterobacter , Proteus , Serratia  et Citrobacter  rassemblent des pathogènes régulièrement isolés dans les IN.

Le terme Staphylococcus  spp ne prend ici en compte que l'espèce S. aureus  et les Staphylococci  coagulase négatif, qui sont les principaux pathogènes de ce genre.

Non renseigné Non renseigné

Non renseigné

Non renseigné

† S. aureus  + Staphylococci coagulase négatif ; ¥ P. aeruginosa  seulement ; * Amérique du Nord ; ** Amérique latine ; 
ф
 Infections au sein des USI.

11 428
ф

(D'après les références 1,31,58,65 et 67)

Pays en voie de développementPays industrialisés

USAEurope

Non renseigné

1 269

1 382

42 247

13 954

Non renseigné

Non renseigné

9 377

5 960

Infections DM-associées

(USA)

1 710

33 848

1466*

Septicémies

10 538

4 315
ф

Ensemble des infections 

nosocomiales

Infections nosocomiales au 

sein des USI

Infections urinaires

Infections du site opératoire

Infections pulmoniares

531**

1 078

459

825

7 025
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Chez les bactéries à Gram positif, on retrouve les S. aureus résistants à la méticilline 

(SARM), les Enterococci résistants à la vancomycine (ERV) ou encore les 

Streptococcus pneumoniae non-sensibles à la pénicilline (SPNP) (63). A noter également 

les forts taux de résistance chez C. difficile (4). 

Du côté des bactéries à Gram négatif, en plus du fort taux de résistances par la production 

de béta-lactamase à spectre étendu (BLSE), le nombre de souches d’E. coli résistantes 

aux fluoroquinolones est important et en augmentation, ce qui complique la prise en 

charge des infections urinaires, causées majoritairement par ce pathogène. En effet, si le 

traitement de première intention des infections urinaires est une association Sulfamides et 

triméthoprime, les fluoroquinolones sont souvent utilisées pour les cas les plus sévères ou 

lors de la suspicion de résistances. Les souches de Klebsiella pneumoniae résistantes aux 

carbapénèmes sont de plus en plus fréquentes, et environ 1/5 des souches de P. 

aeruginosa sont résistantes à au moins 3 classes d’antibiotiques (63). La bactérie A. 

baumannii, si elle a une prévalence relativement faible dans les IN, est l’une des bactéries 

les plus résistantes aux antibiotiques (46).  

1.4.1. Réseaux de surveillance des résistances aux antibiotiques 

Les données qui suivent proviennent en grande majorité de rapports européens et 

américains de surveillance des résistances aux antibiotiques. Pour l’Europe, l’European 

Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net), dépendant de l’ECDC et 

successeur de l’European Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS), 

recueille chaque année les données en provenance de 28 pays européens (64). Sept 

pathogènes sont ainsi suivis par ce réseau : S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium, K. pneumoniae et P. aeruginosa. Pour les USA, le NHSN, 

dépendant du CDC, recueille les données de 463 hôpitaux (31). En revanche, ces données 
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ne concernent que les IN DM-associées ou les infections du site opératoire. Le suivi des 

résistances cible les mêmes pathogènes que l’EARS-Net. 

Les données ont été complétées avec des publications pour A. baumannii (27,46) et C. 

difficile (4,19,39,41,44,57). 

1.4.2. Staphylococcus aureus 

La résistance à la méticilline est retrouvée en moyenne pour 19,7% des isolats de S. 

aureus, en Europe. La prévalence y est supérieure à 25% dans 10 pays, atteignant même 

58,1% à Malte. Aux USA, elle est de 56,2% dans les infections DM-associée, et de 49,2% 

dans les infections du site opératoire. Il est important de noter toutefois une stabilisation 

ou même une diminution significative de la proportion de SARM par rapport aux S. 

aureus sensibles dans plusieurs pays européens, entre 2006 et 2009. La prévalence de 

SARM était de 21,5% en moyenne en Europe en 2006. 

Une résistance à la rifampicine est également retrouvée chez S. aureus, principalement 

chez les souches déjà résistantes à la méticilline : 3,4% des SARM sont également 

résistants à cet antibiotique, contre 0,3% parmi les souches sensibles à la méticilline. 

1.4.3. Enterococcus  spp 

Les entérocoques, qui possèdent déjà plusieurs résistances naturelles (céphalosporines, 

sulfamides et à plus faible niveau aminosides), peuvent en plus acquérir des résistances à 

l’ampicilline et à la vancomycine (ERV). Une résistance de haut niveau contre 

l’ampicilline est souvent retrouvée chez E. faecalis. La prévalence en Europe varie de 15% 

des isolats (Islande) jusqu’à 66% (Chypre), et elle est supérieure à 25% dans 22 des 28 

pays ayant rapportés au réseau EARS-Net. La résistance à la vancomycine est plutôt 

retrouvée chez E. faecium : 80% des souches portent cette résistance aux USA, dans les IN 

DM-associées, contre 6.9% pour E. faecalis. En Europe, seulement huit pays sur vingt-six 
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rapportent une prévalence d’E. faecium résistants à la vancomycine supérieure à 10%. Sept 

pays, dont la France, ont même une prévalence inférieure à 1%. 

1.4.4. Streptococcus pneumoniae 

Pour cette bactérie, des résistances ont été décrites contre les pénicillines et contre les 

macrolides. Les SPNP (sensibilités à la pénicilline : intermédiaires et résistants) 

représentaient en moyenne 7,5% des souches isolées en Europe en 2009, mais la 

prévalence est supérieure à 25% dans 5 pays, dont la France et la Bulgarie. Les SPNP 

étaient résistants à la pénicilline dans 41,5% de ces cas en moyenne. Quant à la 

résistance aux macrolides, elle concerne 13,4% des S. pneumoniae (SPNM) en moyenne, 

avec une prévalence au-dessus de 25% dans 5 pays, dont la Finlande, la Bulgarie et la 

France. Il y a, en Europe, environ 5% de souches en moyenne de S. pneumoniae qui sont 

non-sensibles aux deux classes d’antibiotiques. Dans deux pays, la prévalence y est 

supérieure à 25% : en Bulgarie et à Chypre. 

1.4.5. Clostridium difficile 

En Europe, les proportions de souches de C. difficile résistantes aux macrolides, aux 

lincosanides, aux tétracyclines et aux fluoroquinolones sont respectivement de 44,4%, 

46,1%, 9,2% et 37,5%. De plus, 36,4% des souches sont résistantes à la fois aux 

macrolides et aux fluoroquinolones (4). 

Une souche particulièrement virulente à fait son apparition au Canada en 2003 (19,44), et 

s’est maintenant répandue aux USA, au Japon et en Europe (34,39,41,57). Cette souche, le 

ribotype 027 ou pulsotype NAP1 (pour National American Pulsotype 1), est fortement 

résistante aux fluoroquinolones et à l’érythromycine (100% des isolats), mais sensible à la 

clindamincine (lincosanide) ainsi qu’à la vancomycine et au metronidazole (anti-
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anaérobies). Le taux de mortalité dans les infections dues à cette souche est élevé, entre 

15% et 20% (39). 

1.4.6. Escherichia coli 

La proportion d’ E. coli résistants aux antibiotiques a considérablement augmenté au 

cours de la dernière décennie, et l’émergence de souches combinant des résistances à 

plusieurs classes d’antibiotiques est de plus en plus fréquente. En Europe, alors que 51% 

environ des souches d’E. coli étaient sensibles aux quatre classes d’antibiotiques en 2002, 

il n’y en avait plus que 43,4% en 2009. La proportion de souches résistantes à deux classes 

d’antibiotiques stagne aux environ de 12% depuis 2006, alors qu’elle était de 8% en 2002. 

La prévalence de souches résistantes à trois classes d’antibiotiques à doublé en sept 

ans, et a été multipliée par cinq environ pour celles résistantes aux quatre classes 

(respectivement 6,1% et 3,3% des isolats, en 2009). 

La résistance aux aminopénicillines est la plus répandue (54,3% des isolats en Europe, en 

2009). Elle est soit l’unique résistance de la souche (33,3% des souches), soit associée avec 

une ou plusieurs autres résistances. Elle est fréquemment combinée à la résistance aux 

fluoroquinolones (84,8% des souches multi-résistantes), qui est la deuxième résistance la 

plus fréquente avec une prévalence supérieure à 20% dans 16 pays européens sur 28. Aux 

USA, la résistance aux fluoroquinolones varie entre 22,7% et 30,8% des souches dans les 

IN DM-associées et du site opératoire. 

La résistance aux céphalosporines de 3ème génération (C3G), si elle est la moins 

fréquente, avec 7,4% en moyenne en Europe contre 8,4% des souches pour la résistance 

aux aminosides, a vu sa prévalence augmenter significativement dans 16 des 28 pays 

européens, entre 2006 et 2009. Aux USA, elle comptabilise entre 5% et 11% des souches 

impliquées dans les IN DM-associées et du site opératoire.  
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Avec l’émergence de souches produisant des carbapénémases (1% à 4% des souches des 

IN DM-associées et du site opératoire aux USA), la prise en charge des patients atteints 

d’IN va devenir de plus en plus compliquée dans les prochaines années, au vu de la 

prévalence d’E. coli dans ces infections. 

1.4.7. Klebsiella pneumoniae 

Comme pour E. coli, K. pneumoniae peut acquérir de multiples résistances. Cette bactérie 

possède une résistance naturelle aux aminopénicillines, et elle acquiert fréquemment de 

nouvelles carbapénémases, comme par exemple les enzymes de type KPC, VIM ou plus 

récemment NDM-1. Celles-ci sont surtout retrouvées aux USA, où la prévalence y est de 

3,6% à 10,8% des souches impliquées dans les IN DM-associées et du site opératoire. En 

Europe, la Grèce est la plus touchée, avec plus de 25% des souches résistantes aux 

carbapénèmes, alors que dans les autres pays elles ne dépassaient que rarement 1%, en 

2009. 

Environ une souche sur cinq aux USA et plus d’un tiers des souches isolées en Europe sont 

résistantes aux C3G. Les pays européens rapportant les prévalences les plus élevés, outre 

le Portugal, sont situés en Europe centrale, entre la Lettonie au nord et la Grèce au sud. 

Cette région est également celle comptant le plus fort taux de K. pneumoniae résistantes 

aux fluoroquinolones et aux aminosides (respectivement 28,2% et 23,4% en moyenne, 

pour l’Europe). 

Parmi les souches de K. pneumoniae résistantes à au moins une classe d’antibiotiques, ce 

sont celles combinant les résistances aux trois classes qui sont les plus fréquentes (55% 

des souches résistantes). Suivent ensuite les souches résistantes à deux classes (environ 

25%, elles sont résistantes aux fluoroquinolones et aux C3G dans la moitié de ces cas), 

puis, le plus rarement, les mono-résistantes (20%). 
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Les données recensées entre 2006 et 2009 montrent une augmentation très nette de la 

fréquence de chaque résistance, ainsi que de celle des souches multi-résistantes (aux trois 

classes d’antibiotiques). 

1.4.8. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa est résistant naturellement à un grand nombre d’antibiotiques. Les 

fluoroquinolones, quelques bêta-lactamines dont les carbapénèmes, et la colistine sont 

efficaces contre cette bactérie. Les résistances acquises contre ces quelques antibiotiques 

sont fréquentes, rendant la prise en charge des infections à P. aeruginosa de plus en plus 

compliquée. 

La résistance aux fluoroquinolones est la plus fréquente, suivie par celle aux 

carbapénèmes (respectivement 22,8% et 19,0% en Europe, 30,7% et 25,3% pour les IN 

DM-associées et 15,9% et 11,8% pour les infections du site opératoire, aux USA). Les 

résistances aux aminosides, à la Pipéracilline associée au Tazobactam ou encore au 

Ceftazidime (C3G) concernent chacune environ 15% des souches, en Europe. Aux USA, 

la résistance aux C3G est présente dans 17,5% des cas lors des IN DM-associées, 5,7% 

pour les infections du site opératoire. 

Environ un tiers des souches sont résistantes à au moins une classe d’antibiotiques, et une 

sur six (la moitié des souches résistantes) l’est à trois classes ou plus. Le profil le plus 

souvent retrouvé, environ 5% des souches, est celui des résistances simultanées aux cinq 

classes d’antibiotiques précédemment évoquées. 

En Europe, l’Europe centrale est la plus touchée par ces résistances (entre la Lettonie au 

nord et la Grèce au sud), ainsi que l’Italie, l’Espagne et le Portugal. 
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1.4.9. Acinetobacter baumannii 

Cette bactérie est connue pour son adaptation et son acquisition rapide de résistances. 

Alors qu’elle est naturellement sensible à la majorité des antibiotiques, des souches 

possèdent maintenant des résistances à tous les antibiotiques. La comparaison 

génomique de deux souches d’A. baumannii, l’une entièrement sensible et l’autre multi-

résistante, a mis en évidence un élément clé dans l’acquisition de résistances par ce 

pathogène (27). Un îlot génomique flanqué de transposons, ne contenant aucun marqueur 

de résistance dans le cas de la souche sensible, comptait 45 gènes de résistances dans le cas 

de la souche multi-résistante. Ceux-ci étaient originaires de pathogènes comme 

Pseudomonas spp, Salmonella spp ou Escherichia spp. La bactérie, soumise à une pression 

de sélection par des antibiotiques, est donc capable d’assimiler de nombreuses résistances 

depuis son entourage via cet élément génomique, ce qui rend les IN causées par A. 

baumannii très difficiles à prendre en charge. 

En Europe, environ 27% des souches sont résistantes aux carbapénèmes, les résistances 

à la ceftazidime (C3G) et à la ciprofloxacine (fluoroquinolones) sont retrouvées 

chacune chez environ 66% des souches, et plus de 50% des isolats sont résistants à la 

gentamicine (aminoside). En Amérique du nord, les proportions de souches résistantes 

aux C3G, aux aminosides et aux fluoroquinolones sont plus faibles, 35 à 40%, 10% à 30% 

et 35% à 40%, respectivement (46). Entre 25% et 37% des souches responsables d’IN DM-

associée ou du site opératoire sont résistantes aux carbapénèmes (31). En Amérique latine, 

le taux de résistance à ces derniers antibiotiques atteint presque 30%. En Asie et Moyen 

orient, 25% des souches sont résistantes aux carbapénèmes, 40% aux C3G, 40% à 

l’ampicilline associée au sulbactam (aminopénicilline + inhibiteur de bêta-lactamases), 

35% aux aminosides et 45% aux fluoroquinolones (46). 
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1.5. Impact humain et économique des infections 

nosocomiales 

La mortalité strictement imputable aux IN est difficile à évaluer, les patients étant 

hospitalisés pour une autre pathologie, et il n’est pas toujours aisé de distinguer les causes 

des décès, souvent d’origines multifactorielles. En revanche, il est plus facile d’estimer les 

morbidités associées au développement d’une IN. Celles-ci se traduisent par 

l’augmentation de la durée d’hospitalisation, des durées d’intubation et/ou de port de 

cathéter s’il y a lieu, par une période de convalescence allongée et parfois par des 

handicaps, temporaires ou permanents. L’impact économique de ces infections est 

également non négligeable, que ce soient les coûts directs associés à une durée de prise en 

charge plus longue, facilement évaluables, comme les coûts indirects, plus difficiles à 

estimer. Ces derniers prennent en compte le nombre de jours non travaillés par les patients, 

pendant l’hospitalisation et la convalescence, ou les soins ultérieurs qui pourraient être 

nécessaires. 

En Europe, les IN seraient la cause de 37 000 décès sur les 4 131 000 patients qui sont 

touchés chaque année (mortalité de 0,9%), et contribueraient à 110 000 décès 

supplémentaires (mortalité de 3,6% au total) (63). Aux USA, la mortalité serait plutôt de 

5,8%, ces décès étant principalement causés par les pneumopathies nosocomiales, les 

septicémies, les infections urinaires et les infections du site opératoire, comptant 

respectivement pour 36,3%, 31,0%, 13,2% et 8,3% des décès (38). La mortalité associée 

aux IN dans les PID est estimé plus importante par l’OMS  : entre 12% et 80%, selon la 

population de patients touchée (67). 

La durée d’hospitalisation est augmentée de 4 jours en moyenne par patient, en 

Europe, suite au développement d’une IN (67). Cela fait un total d’environ 16 millions de 
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jours supplémentaires d’hospitalisation par an. Les coûts directs de cette prolongation 

sont de 7 milliards d’euros par an (63), le coût moyen d’une journée d’hospitalisation 

étant estimé à 435 €. Aux USA, ces coûts se sont élevés à US$ 6,5 milliards pour 

l’année 2004 (67). 

Pour les pays en voie de développement, il n’y a pas d’évaluation de la mortalité de 

l’ensemble des IN, mais seulement des types les plus fréquents. Ainsi, une étude recensant 

les données de 173 USI d’Amérique latine, d’Asie, d’Afrique et d’Europe rapporte des 

mortalités pour les PAVM, les septicémies DM-associées et les infections urinaires DM-

associées de respectivement 29,3%, 23,6% et 18,5%. En Inde et en Argentine, des études 

ont évalué la mortalité pour ces mêmes IN à 19,0% et 35,0% pour les PAVM, 4,0% et 

5,0% pour les septicémies DM-associées et à 11,6% et 25,0% pour les infections urinaires 

DM-associées, respectivement (67). La durée d’hospitalisation est augmentée, dans les 

PED, de 5 à 29,5 jours, ce qui représente des surcoûts importants pour ces pays qui ont 

déjà des moyens limités (67). 

Les IN pourraient pourtant être évitées dans 20% à 30% des cas (30), aussi bien dans 

les pays industrialisés que dans les PED. Plus de la moitié des septicémies nosocomiales 

DM-associées pourraient être prévenues, par la sensibilisation aux mesures d’hygiène, des 

formations du personnel soignant à la pose des cathéters, et au remplacement plus fréquent 

de ceux-ci (28). Pareillement, une grande partie des PAVM  pourraient être évitées, 

notamment par la mise en place de procédures associant des bains de bouche à la 

chlorhexidine, un antiseptique, et l’aspiration régulière des sécrétions endo-trachéales. 

Même mises en place individuellement, ces procédures permettraient la prévention de 31% 

à 57% des PAVM (29). Dans les PED, le lavage des mains est de plus en plus négligé, et 

environ 39% des injections sont faites avec du matériel réutilisé, faute de moyens, ce qui 

contribue grandement à l’émergence et à la propagation d’IN (1). 
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2. Diagnostic du laboratoire de microbiologie clini que 

2.1. Intérêts d’un diagnostic rapide 

Lorsque les signes cliniques d’un patient sont évocateurs du développement d’une IN, les 

cliniciens prescrivent un examen microbiologique pour l’identification du ou des 

pathogène(s) en cause, et de leur profil de résistances aux antibiotiques. Les méthodes 

conventionnelles, reposant sur la culture, l’identification biochimique et phénotypique 

et l’antibiogramme , sont longues et laborieuses. Un examen direct du prélèvement 

après coloration de Gram peut être réalisé précocement sur l’échantillon frais, ce qui donne 

déjà quelques indications aux cliniciens. En revanche, le seuil de détection de cet examen 

direct est d’environ 104 à 105 Unité Formant une Colonie par millilitre (UFC/mL) (73), 

selon le type d’échantillons, et il est très dépendant de la qualité du prélèvement et du 

temps d’acheminement de celui-ci jusqu’au laboratoire d’analyse. Cet examen est souvent 

réalisé après une étape de culture. Ainsi, pour des résultats complets il faut en général 

attendre plus de 2 à 5 jours, selon le pathogène et le type de prélèvement (60). 

Si l’état général des patients le permet, il est préférable d’attendre ces résultats avant de 

commencer une antibiothérapie ciblée. Malheureusement ces cas sont rares. Le clinicien 

doit la plupart du temps mettre en place une antibiothérapie probabiliste ou empirique 

le plus tôt possible. Celle-ci repose sur des critères cliniques, épidémiologiques et 

démographiques dans un premier temps. Le traitement est ensuite réadapté, si besoin, 

lorsque l’identification et le profil de résistance du pathogène sont connus, ou dès que les 

résultats de l’examen direct sont obtenus, si les informations qu’il donne le permettent. 

Des résultats disponibles le jour même seraient très bénéfiques pour le patient. En 

effet, une antibiothérapie inadaptée ou mise en place tardivement provoque des effets 

indésirables, une prolongation de l’hospitalisation, l’émergence de pathogènes résistants et 
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des surcoûts non négligeables, pour n’apporter aucun bénéfice clinique (5,15,26,60,62). 

Elle est également associée à un excès de mortalité par rapport à une antibiothérapie 

adaptée entamée plus précocement (5,14,15,26,40,54,61). 

2.2. Techniques de diagnostic bactériologique rapid es 

Il y a donc un intérêt majeur à identifier le pathogène le plus tôt possible. Les méthodes 

conventionnelles ne permettent pas cette rapidité car elles manquent de sensibilité et sont 

basées sur l’amplification naturelle des pathogènes, ce qui prend du temps. Quelques 

techniques permettent une identification des bactéries, et dans certains cas de leur profil de 

résistances aux antibiotiques, dans des délais très réduits (figure 10). Parmi celles-ci 

figurent des techniques de biologie moléculaire, comme la réaction en chaine par 

polymérase (PCR) en temps réel ou l’hybridation in situ en fluorescence (FISH). Il y a 

également les techniques de spectrométrie de masse, avec les technologies de matrix-

assisted laser desorption inization – time of flight (MALDI-TOF) et de PCR couplée à 

la technique d’electrospray ionization (PCR-ESI). Seules ces quatre techniques seront 

décrites par la suite car elles sont les plus rapides ou ont le potentiel pour le devenir. 

Elles permettraient ainsi une analyse en routine des échantillons dans les 24h suivant le 

prélèvement. Quelques tests d’immuno-diagnostic rapides (TIDR) pourraient également 

être utilisés pour l’identification de bactéries et de marqueurs de résistances, mais le menu 

disponible pour le diagnostic des IN bactériennes est très limité, et leur utilisation est plutôt 

retrouvée en dehors du laboratoire d’analyse (‘‘Point of Care’’). Ils ne seront donc pas 

abordés plus avant dans cette thèse. 
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Figure 10 : Traitement des prélèvements au laboratoire de microbiologie clinique : techniques diagnostiques et délais avant résultats 

 
Note : explication de la figure pages suivantes (min = minutes ; h = heure(s) ; j = jour(s) ; ATBG : antibiogramme ; PCR (tr) : PCR en temps réel) 
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Prélèvements sanguins : 

 

• Etape pré-culture : le nombre de bactéries vivantes dans ces prélèvements est compris entre 1 et 10 UFC/mL chez l’adulte, soit en-dessous 

du seuil de détection de l’examen direct. Une période de culture est donc nécessaire avant l’examen microscopique d’une coloration de 

Gram. Les techniques basées sur la PCR, qui détectent les acides nucléiques provenant des bactéries vivantes mais également ceux présents 

dans les cellules mortes ou circulant dans le sang, sont suffisamment sensibles pour être utilisées directement sur les prélèvements 

sanguins, sans étapes de cultures préalables. 

 

• Hémoculture : seulement 10% à 15% des hémocultures montrent une croissance bactérienne, en 1 à 3 jours, et la moitié de ces cas environ 

sont dus à des contaminations du prélèvement. Les techniques basées sur la PCR peuvent être réalisées directement sur les hémocultures 

positives, alors qu’un examen direct avec coloration de Gram doit être réalisé avant de procéder aux tests de FISH et de spectrométrie de 

masse MALDI-TOF. Dans le premier cas, cet examen sert à définir le kit de FISH à utiliser alors que pour la spectrométrie de masse, il permet 

de s’assurer que le prélèvement est monomicrobien. Si c’est bien le cas, l’hémoculture positive est ensuite utilisée pour effectuer les tests 

d’identification phénotypique conventionnels et ensemencer des géloses, dont une servira pour l’antibiogramme. En revanche, si l’examen 

direct montre un échantillon polybactérien, un isolement de chacun des pathogènes doit être réalisé. Pour cela, une gélose est ensemencée 

puis mise à incuber 1 à 3 jours. Dès que la culture est positive, elle doit présenter des colonies d’aspects morphologiques différents. Chacun 

de ces types de colonie est utilisé pour les tests d’identification et de résistance, pour gagner du temps, mais il est important de 

réensemencer ces différentes colonies isolées pour vérifier qu’elles sont bien monobactérienne. Les géloses réensemencées doivent 

présenter des colonies ayant toutes le même aspect morphologique. Les tests d’identification phénotypique conventionnels ou par MALDI-

TOF ainsi que l’antibiogramme ont une valeur diagnostique seulement s’ils sont réalisés sur un clone bactérien unique. 
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Autres prélèvements : 

 

• Etape pré-culture : tous les prélèvements autres que le sang contiennent potentiellement suffisamment de bactéries pour qu’un examen 

direct les détecte. Cette charge bactérienne dépend de la précocité de l’infection au moment du prélèvement, de la qualité de celui-ci et du 

temps et des conditions d’acheminement jusqu’au laboratoire de microbiologie clinique. L’examen direct, après coloration de Gram, 

permet l’utilisation des techniques de FISH et d’analyse MALDI-TOF si le prélèvement est monomicrobien. Les analyses par des techniques 

de PCR sont également réalisables directement sur les échantillons cliniques, et le résultat dépendra grandement de l’étape d’extraction 

des acides nucléiques, dont la performance diffère selon le type d’échantillon et la(es) bactérie(s). Des techniques de TIDR peuvent être 

utilisées pour détecter des antigènes solubles dans les urines ou les selles. 

 

• Culture des échantillons cliniques : des géloses sont ensemencées à partir des prélèvements. Un examen microscopique après coloration 

de Gram est réalisé sur les cultures positives (1 à 3 jours d’incubation), et les tests de diagnostic rapides et/ou conventionnels ainsi qu’un 

antibiogramme sont faits à partir de colonies isolées. Dans le cas où l’échantillon est polymicrobien, la procédure est la même que pour les 

hémocultures. 

 

L’intérêt clinique de l’examen microbiologique est maximal lorsque l’identification est disponible pour le clinicien dans les 24 premières 

heures suivant le prélèvement. Une antibiothérapie adaptée mise en place précocement permet de réduire grandement la morbi-mortalité et 

les surcoûts hospitaliers des infections nosocomiales (voir ‘‘III.1. Intérêts d’un diagnostic rapide’’). 
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2.2.1. La PCR en temps réel 

2.2.1.1. Description de la technique  

La PCR en temps réel est une technique qui repose d’une part sur l’amplification  des 

acides désoxyribonucléiques (ADN) par une ADN polymérase, à partir d’amorces sens et 

anti-sens, et d’autre part sur la détection régulière d’un signal fluorescent émis par une 

sonde, tout au long de la réaction (figure 11). Les amorces et la sonde, des 

oligonucléotides mesurant en général entre 15 et 30 bases, sont spécifiques des séquences 

d’ADN  qui doivent être amplifiées. La technique peut également être utilisée pour détecter 

des acides ribonucléiques (ARN). Lorsque ceux-ci sont ciblés, une retro-transcriptase, 

c'est-à-dire une enzyme créant un brin d’ADN complémentaire à partir d’un brin d’ARN, 

est utilisée avant les étapes d’amplification proprement dite. 

Un cycle de PCR, ou cycle d’amplification, est contrôlé par le changement de 

température de la réaction (figure 11A). Il est composé d’une étape de dénaturation de 

l’ADN, suivie de l’hybridation des amorces sur leur séquence spécifique et de l’extension 

de ces amorces par l’ADN polymérase. Dernièrement, ces enzymes ont été optimisées de 

façon à ce que les étapes d’hybridation et d’extension aient lieu à une température 

commune, réduisant ainsi le nombre d’étapes par cycle de PCR et augmentant donc la 

rapidité de la détection des ADN cibles. 

Le niveau de fluorescence au cours de chaque cycle de PCR est corrélé au nombre de 

sondes se fixant sur leur ADN cible. Le nombre de brins d’ADN cible étant doublé à 

chaque cycle (quand les conditions sont optimales), le signal fluorescent détecté augmente 

exponentiellement au cours de la réaction (figure 11B et C). C’est cette augmentation du 

signal qui permet d’estimer la quantité de cibles initialement présente dans 

l’échantillon, plus particulièrement le nombre de cycles de PCR qu’il faut pour observer un 
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signal fluorescent se détachant nettement du bruit de fond (figure 11B). Cette estimation se 

fait par rapport au nombre de cycles de PCR qu’il faut pour détecter un contrôle, c'est-à-

dire une cible de concentration initiale connue amplifiée parallèlement à la réaction sans 

interférer avec celle-ci. 

2.2.1.2. Performances de la PCR en temps réel 

Cette technique présente de nombreux avantages au niveau de la sensibilité, de la 

spécificité, de la reproductibilité  et de la vitesse de la réaction (22,56). Le point fort de 

la PCR en temps réel est qu’elle permet l’identification d’un large panel de pathogènes 

directement à partir des échantillons cliniques. Les bactéries dont les conditions de 

cultures difficiles retardent habituellement la mise en évidence peuvent être identifiées en 

quelques heures avec cette méthode. En revanche, la présence de nombreux inhibiteurs 

dans les échantillons cliniques peut altérer les performances de la PCR. Les techniques 

d’extraction des acides nucléiques qui ont été développées permettent d’éliminer en 

partie ces inhibiteurs, mais elles entraînent également une perte du matériel génétique 

ciblé, ce qui a un impact sur la limite de détection des tests. Cet impact est tout de même à 

relativiser, puisque la PCR en temps réel peut détecter jusqu’à moins de 10 UFC/mL, alors 

que le seuil de positivité clinique pour une infection, hors septicémies et méningites, est 

souvent au moins 100 fois plus élevé (quantité minimale de bactéries qui doivent être 

détectées pour signifier que l’infection est bien due à ce pathogène) (73). 

L’avantage de cibler le génome bactérien réside dans le fait qu’il offre plusieurs degrés de 

similitude entre les bactéries. Selon les besoins cliniques, la technique de PCR en temps 

réel peut être utilisée pour distinguer une cible au niveau de l’espèce, d’un complexe, d’un 

genre, d’une famille, etc… en s’appuyant sur des séquences d’ADN plus ou moins 

communes. Des gènes très conservés, comme le gène de l’ADNr 16S, permettent une 

amplification simultanée d’un très large éventail de bactéries, alors que des gènes à 
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l’origine de voies métaboliques spécifiques permettront une identification à un niveau plus 

restreint. 

En revanche, cibler l’ADN peut également avoir quelques désavantages. Tout d’abord, la 

fréquence de mutation des bactéries peut provoquer une fluctuation des performances 

d’un test. Il est possible de voir des souches bactériennes présentant une ou plusieurs 

mutation(s) au niveau de la séquence ciblée par un test de PCR. C’est pourquoi il est 

important de s’appuyer sur une base de données la plus fournie possible lors de la création 

du design d’un test de biologie moléculaire, et de réaliser des essais sur un grand nombre 

de souches différentes lors de la mise au point de ce test. Un autre point important à 

signaler est qu’il n’y a pas toujours de corrélation entre la présence d’ADN bactériens 

dans un tissu ou un prélèvement clinique et la présence de la bactérie vivante, surtout 

si des antibiotiques ont été pris récemment par le patient (73). La stabilité de l’ADN est en 

effet de quelques jours dans le milieu extracellulaire. Dans certains cas, notamment si le 

test est utilisé pour le suivi d’un traitement antibiotique, il faudra donc cibler 

préférentiellement l’ARN bactérien, dont la stabilité est de l’ordre de la minute après la 

mort cellulaire. 

Le multiplexage, c'est-à-dire le nombre de cibles détectées au cours d’un test, est 

également un facteur limitant de la PCR en temps réel. Il est possible de rechercher 

plusieurs cibles simultanément, en mélangeant plusieurs couples d’amorces et de sondes 

spécifiques afin de pouvoir détecter plusieurs séquences d’ADN distinctement dans une 

même réaction. L’augmentation du nombre de réactions d’amplifications ayant lieu dans 

un volume restreint peut toutefois altérer les performances du test. De plus, les instruments 

de PCR sont limités à six canaux optiques différents pour la lecture de fluorescence en 

temps réel, donc à six cibles distinctes par réaction. Le format des instruments (barrettes 8 

puits, microplaques 96 puits ou 384 puits, etc…) permet de réaliser plusieurs tests en 
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parallèle sur un même prélèvement, mais cela complexifie la technique, et l’augmentation 

du temps de manipulation des réactifs et des échantillons se traduit souvent par des 

contaminations. Les coûts et le temps de préparation du test sont également plus 

importants. 

Cette contrainte au niveau du multiplexage a pour conséquence la limitation des cibles du 

test aux pathogènes les plus régulièrement isolés dans les prélèvements testés. La 

recherche de résistances aux antibiotiques par PCR en temps réel est également 

limitée. Chez les bactéries à Gram positif, quelques marqueurs de résistances sont 

fréquents et fortement conservés, comme le gène mecA, associé à la résistance à la 

méthicilline chez S. aureus, ou les gènes vanA et vanB, associés à la résistance à la 

vancomycine chez les Enterococci. Néanmoins, ces marqueurs ne sont pas spécifiques 

de S. aureus ou des Enterococci, et peuvent être retrouvés chez d’autres bactéries 

pathogènes ou commensales. L’identification de SARM ou de VRE par la détection de ces 

marqueurs est donc quelques peu biaisée (35). Pour les bactéries à Gram négatif, il existe 

une très grande diversité génétique des marqueurs de résistances. Par exemple, pour la 

famille des Enterobacteriaceae, il existe plus de 200 types de BLSE génétiquement 

distinctes. De plus, la détection d’un marqueur de résistance n’est pas toujours corrélée à 

un phénotype de résistance à cause de l’expression différentielle des gènes. En effet, un 

gène peut être présent dans l’ADN de la bactérie sans pour autant être exprimé et traduit en 

quantité suffisante pour que la bactérie soit résistante à l’antibiotique ciblé. La technique 

de PCR en temps réel est donc limitée pour la détection de profils de résistances 

bactériennes à quelques marqueurs spécifiques (35). 

C’est pourquoi cette technique ne remplace pas la culture, nécessaire autant pour 

l’identification des bactéries les plus rares que pour réaliser un antibiogramme sur un large 

panel d’antibiotiques. 
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Figure 11 : Principe de la PCR en temps réel (exemple des sondes TaqMan®) 

 
Notes : Pol = Polymérase, F = Fluorophore, Q = Quencher 

A- (haut) La technique décrite ici repose sur l’utilisation de sonde TaqMan®, qui porte à son 
extrémité 5’ un fluorophore, et à son extrémité 3’ un quencher. Le quencher absorbe la 
fluorescence du fluorophore, et aucun signal n’est émis. A- (Milieu et bas) Programmes 
d’amplification : 1 = dénaturation, 2 = hybridation, 3 = élongation. Les étapes d’hybridation et 
d’élongation peuvent être réalisées à la même température (2 étapes), ce qui permet de réduire 
considérablement le temps de la PCR en temps réel. B- Lors de la dénaturation (1), les deux brins 
d’ADN sont séparés, puis les amorces se fixent sur leur séquence cible au cours de l’hybridation 
(2). Pendant l’élongation (3) la polymérase, qui possède une activité 5’-éxonucléase, va cliver la 
sonde TaqMan®. Le fluorophore va donc s’éloigner du quencher, qui n’absorbera plus la 
fluorescence émise par le premier, et un signal pourra être détecté. C- Schéma de l’amplification 
par PCR, corrélée à un nombre de fluorophore clivés (donc émettant un signal fluorescent) 
augmentant exponentiellement. D- Courbe de PCR en temps réel retraçant l’intensité du signal 
émis en fonction du nombre de cycle PCR. Au début, le signal fluorescent émis ne se démarque pas 
du bruit de fond. Une phase exponentielle d’amplification du signal apparait ensuite jusqu’à une 
phase plateau, correspondant au signal maximal détectable lorsque toutes les sondes TaqMan® ont 
été clivées. Le cycle seuil correspond au nombre de cycle de PCR qui doivent avoir lieu avant le 
début de la phase exponentielle. C’est la valeur de ce cycle seuil qui est utilisé pour la 
quantification d’une cible par rapport à un contrôle de concentration initiale connue. 
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2.2.1.3. Gestion des flux d’échantillons 

La PCR est une réaction qui produit une grande quantité d’amplicons (ADN amplifié). 

Hors, c’est une technique très sensible. Afin d’éviter les contaminations, les locaux et les 

flux doivent être aménagés de façon à éviter de mettre les échantillons et les réactifs 

en contact avec les produits amplifiés. Il faut ainsi créer quatre zones séparées 

physiquement : une zone de préparation des échantillons (extraction d’acides nucléiques), 

une zone de préparation des réactifs de PCR, une zone où l’ADN à tester est ajouté aux 

réactifs, et enfin une zone où la PCR est réalisée (22). Le personnel doit également être 

formé à des conditions et des procédures de travail strictes et à l’utilisation de 

méthodes aseptiques. Toutes ces contraintes restreignent grandement l’utilisation de 

technique de PCR en temps réel dans de nombreux laboratoires de microbiologie clinique. 

Une fois l’infrastructure mise en place, les flux d’échantillons doivent être optimisés. La 

plupart des instruments de PCR en temps réel ont un rendement maximal lorsqu’ils 

sont utilisés pour plusieurs échantillons en même temps. Selon la taille et le débit des 

laboratoires de microbiologie, les tests seront ainsi réalisés une ou plusieurs fois par jour. 

Les tests de PCR en temps réel perdent donc largement leur avantage de rapidité lorsqu’un 

prélèvement n’est testé que plusieurs heures après son arrivé au sein du laboratoire. 

En revanche, la technique étant entièrement automatisable, les délais peuvent être 

intéressants dans les laboratoires avec un fort débit , et les temps de manipulation des 

échantillons peuvent être grandement réduits. 

2.2.1.4. Tests intégrés de PCR en temps réel. 

Ce terme désigne les formats les plus récents des tests basés sur la PCR en temps réel. On 

les dit intégrés car tout le processus du test se déroule au sein d’une unique cartouche, 

depuis l’extraction jusqu’à la détection (45). Ces tests permettent la réalisation des 
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techniques de PCR en temps réel, ainsi que d’autres tests de biologie moléculaire, en un 

temps très court (deux heures au maximum), en limitant les manipulations au strict 

minimum. L’échantillon clinique est déposé dans la cartouche, puis celle-ci est chargée 

dans un automate. Le programme adéquat est lancé, puis l’extraction, l’amplification et la 

détection des acides nucléiques ont lieu. Les systèmes étant entièrement fermés, le risque 

de contamination est faible. Les cartouches étant utilisées pour chaque prélèvement 

individuellement, il n’est pas nécessaire d’attendre un nombre suffisant d’échantillons 

pour lancer l’analyse. 

L’amplification se déroulant dans un système scellé, il n’est pas requis de disposer 

d’infrastructures séparées physiquement pour l’utilisation des tests intégrés. Les 

instruments eux-mêmes ne requièrent pas beaucoup de place, et peuvent facilement être 

installés dans les plus petits laboratoires. 

Enfin, étant donné la nature et la simplicité des manipulations nécessaires à la mise en 

route du test, celles-ci peuvent être faites à tous moments, y compris en période de garde, 

où le personnel présent au laboratoire est en nombre restreint. 

Le développement de ces systèmes intégrés permet une démocratisation de l’utilisation 

en routine de la PCR en temps réel vers tous les laboratoires de microbiologie clinique, 

alors que cette technique était jusque là plutôt réservée aux laboratoires ayant les plus forts 

débits. Les limites au niveau des performances de ces tests restent toutefois les mêmes que 

vu précédemment. 

2.2.1.5. Coûts 

Les tests de PCR en temps réel ont des coûts plus importants que les méthodes 

conventionnelles principalement à cause du coût élevé des réactifs. En revanche, la rapidité 

d’obtention des résultats peut compenser ces coûts, puisque cela permet de mettre en place 
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une antibiothérapie adaptée plus tôt. Le nombre d’analyses complémentaires à réaliser peut 

également être réduit, ce qui limite encore les coûts hospitaliers globaux. 

Les systèmes intégrés, s’ils pallient aux problèmes de flux d’échantillons et d’accessibilité 

à la technique de PCR en temps réel, sont en revanche plus chers.  

2.2.2. Tests basés sur la technique de FISH 

2.2.2.1. Technique utilisant des sondes PNA (PNA-FISH)  

Les PNA sont des molécules proches de l’ADN ou de l’ARN. Elles contiennent des bases 

similaires à celles de l’ADN, mais celles-ci sont reliées entre elles par des liaisons 

polyamides (squelette peptidique), contrairement aux ADN et ARN dont le squelette est 

composé de liaisons ribose-phosphate. Les PNA sont entièrement synthétiques, elles 

n’existent pas à l’état naturel, ou n’ont pas encore été découvertes, selon le point de vu. 

Le squelette ribose-phosphate de l’ADN ou de l’ARN est chargé négativement. Ces 

charges fragilisent l’hybridation de deux brins d’ADN ou d’ARN. Le squelette des PNA 

n’est quant à lui pas chargé, ce qui permet d’obtenir une hybridation PNA-ADN ou PNA-

ARN plus stable. 

La technique de PNA-FISH cible les ARN ribosomaux des bactéries. Ceux-ci sont 

présents en grande quantité (plus de 80% des ARN totaux d’une cellule) et contiennent 

des régions très conservées, spécifiques d’espèces, ce qui en fait une cible intéressante 

pour la technique de FISH. En revanche, ils sont rassemblés en structures très compactes, 

ce qui limite l’utilisation de sonde ADN, manquant d’affinité pour se lier au sein de ces 

structures. C’est pourquoi les PNA sont utilisés comme sondes de haute affinité, afin de 

former un complexe plus stable avec ces ARNr. 
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La société AdvanDx commercialise depuis 2003 des kits de diagnostic, basés sur la 

technique de PNA-FISH, pour la détection de bactéries à partir d’hémocultures 

positives. Un test de Gram doit être fait au préalable, afin de définir le kit de PNA-FISH à 

utiliser. Actuellement, le menu de bactéries détectées à partir d’hémoculture est assez 

limité. Six kits certifiés IVD existent pour identifier : 

• E. coli et P. aeruginosa 

• E. coli et/ou K. pneumoniae (pas de distinction) et P. aeruginosa 

• E. coli et K. pneumoniae et P. aeruginosa (distinction des 3 espèces) 

• S. aureus 

• S. aureus et les Staphylococci coagulase négatif 

• E. faecalis et les autres Enterococci. 

Les trois premiers kits sont à utiliser lorsque l’examen direct met en évidence des bacilles 

à Gram négatif, les trois derniers pour l’identification de cocci à Gram positif. Une 

sonde pour la détection d’Acinetobacter spp a été décrite (47), mais n’est actuellement 

utilisable qu’en recherche. Des études ont également démontré que les PNA-FISH 

pouvaient être utilisées directement sur d’autres types de prélèvements, comme les 

expectorations pulmonaires (37), les lavages broncho-alvéolaires (LBA) (71), les biopsies 

de plaies (8), les biopsies gastriques (12) ou encore les urines (72). 

La technique est très simple d’utilisation : les sondes PNA-FISH sélectionnées après 

l’examen direct sont ajoutées à une goutte d’hémoculture positive, après fixation de celle-

ci sur une lame de microscope. Après une période d’incubation de 90 minutes dans un 

bain-marie pour l’hybridation des sondes, la lame est lavée puis analysée avec un 

microscope disposant d’une lampe à ultra-violet (UV) pour la recherche des bactéries 

marquées. Le temps total d’analyse par cette technique est de 2h30 environ, à partir du 
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dépôt de l’échantillon de sang sur une lame de microscope jusqu’à la lecture de celle-ci par 

fluorescence. Le temps de manipulation est de 45 minutes environ par série (25). 

2.2.2.2. Technique utilisant des sondes ‘‘en épingl e à cheveux’’ 

La société miacom diagnostics commercialise également des tests basés sur la technique de 

FISH, ciblant toujours les ARNr , pour l’identification de bactéries directement à partir de 

prélèvements cliniques ou d’hémocultures positives. 

Les sondes utilisées ici sont des sondes ‘‘en épingle à cheveux’’. Ce sont des 

oligonucléotides (ADN) avec un fluorophore à une extrémité et un quencher à l’autre. La 

séquence centrale est spécifique de l’ARNr cible, alors que les séquences des deux 

extrémités sont complémentaires l’une de l’autre, permettant ainsi un repliement de la 

sonde en forme d’épingle à cheveux. La séquence spécifique forme la boucle et le 

fluorophore et le quencher se côtoient à l’extrémité en forme de tige. Il n’y a donc pas de 

signal fluorescent lorsque la sonde est dans cette configuration. Lorsque la sonde est 

dénaturée, la séquence spécifique est accessible pour se fixer sur la cible. Cette hybridation 

éloigne le fluorophore du quencher et un signal fluorescent peut donc être détecté. 

Le menu est plus étendu que pour les tests PNA-FISH, et les kits sont conçus de façon à 

identifier un panel de bactéries en fonction d’une pathologie. Deux kits sont actuellement 

certifiés CE-IVD :  

• Le kit ‘‘Pneumonies’’ , pour les pneumopathies nosocomiales et les PAVM, est 

utilisable directement à partir de prélèvements pulmonaires. Seul un panel de 

bactéries Gram négatif est validé pour le diagnostic (détection des 

Enterobacteriaceae au niveau de la famille ou de l’espèce pour certains 

pathogènes, de P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia, 
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Moraxella catarrhalis et H. influenza). Un panel de bactéries Gram positif est 

disponible pour une utilisation en recherche uniquement. 

• Le kit ‘‘Septicémies’’  est utilisable à partir d’hémocultures positives. Trois panels 

différents sont certifiés CE-IVD : 

- un panel de bactéries Gram négatif, proche du panel ‘‘Pneumonies’’, avec 

en plus la détection du genre Salmonella et moins de bactéries de la famille 

Enterobacteriaceae identifiées au niveau de l’espèce ; 

- un panel de bactéries Gram positif pour l’identification du genre 

Staphylococcus et de S. aureus, du genre Streptococcus et de trois espèces 

de ce genre (S. pneumoniae, S. pyogenes et S. agalactiae), de Clostridium 

perfringens, d’E. faecalis et d’E. faecium ; 

- un test pour la détection de S. aureus uniquement. 

Cette technique est plus rapide que celle de PNA-FISH. En effet, les étapes d’incubation 

des sondes avec les bactéries et de lavage sont beaucoup plus courtes (respectivement 11 

minutes et 1 minute contre 90 minutes et 45 minutes pour la technique de PNA-FISH). Le 

temps de manipulation total est de 10 minutes, et le temps total d’analyse est d’environ 

30 minutes. 

2.2.2.3. Performances des techniques de FISH 

PNA-FISH 

Les sondes PNA-FISH ont une sensibilité et une spécificité supérieure à 98% dans 

l’ensemble. La sonde ciblant P. aeruginosa montre une sensibilité (52) et une spécificité 

(47) légèrement inférieures, selon les études (respectivement 94,1% et 95%). La limite de 

détection de cette méthode est la même que celle de l’examen direct, soit 104 à 105 

UFC/mL  selon les prélèvements. 



 
57 

L’avantage majeur de cette technique est la rapidité de l’identification , avec un résultat 

de l’analyse obtenu en 2h30 à partir d’hémocultures positives. Cette technique ayant le 

potentiel d’être réalisée directement sur d’autres types d’échantillons cliniques, une 

identification pourrait être obtenue le jour même du prélèvement dans le cas d’échantillons 

urinaires ou de LBA, par exemple. 

Le cas de la détection des SCN en particulier montre bien tout l’impact que peuvent avoir 

ces tests. Lorsque des SCN sont détectés dans une hémoculture positive, il est estimé qu’il 

s’agit d’une contamination pour 80% des échantillons et que la majorité des cas 

d’infections à SCN sont dus à l’utilisation de dispositifs intra-vasculaires (42). L’examen 

direct des hémocultures positives ne permet pas de différencier S. aureus des SCN, et la 

culture de ces derniers dure deux à trois jours. Une contamination du prélèvement peut 

cacher le véritable pathogène responsable de l’infection, et un traitement non nécessaire ou 

inadapté est administré pendant plusieurs jours. Avec les sondes PNA-FISH, les SCN sont 

détectés 2h30 après que l’hémoculture devienne positive, ce qui permet d’avertir le 

clinicien très précocement, en général, afin qu’un nouvel échantillon soit prélevé. 

La culture des bactéries est tout de même nécessaire pour réaliser un antibiogramme. En 

effet, la cible des PNA-FISH étant les ARN ribosomaux, cette technique est utilisable 

pour l’identification de pathogènes principalement. La détection de résistances est 

possible dans un seul cas, lorsqu’une mutation au niveau chromosomique des gènes codant 

pour les ARNr confère une résistance aux macrolides, lincosanides et streptogramines. Si 

la résistance à cette classe d’antibiotiques est de plus en plus fréquente, ce mécanismes de 

résistance en particulier n’a été décrit que récemment, chez quelques espèces comme 

Mycobacterium avium ou Helicobacter pylori, qui ne sont pas des pathogènes responsables 

d’IN.  
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FISH avec des sondes ‘‘en épingle à cheveux’’ 

Cette technique étant relativement récente (première présentation en 2008), les 

publications qui la comparent aux méthodes conventionnelles d’identification de 

pathogènes sont rares. Les données disponibles proviennent du site internet du fabriquant, 

miacom diagnostics (68), ou de posters présentés lors de congrès en 2010 ou en 2011. 

Pour le kit ‘‘Pneumonies’’, la sensibilité est de 97% et la spécificité est de 93%, selon le 

fabriquant. La sensibilité semble tout de même variable selon les pathogènes ciblés. La 

spécificité globale du test, par rapport aux techniques conventionnelles, a été évaluée à 

84,5% seulement, variant de 20% pour la détection de K. pneumoniae à 100% pour 

Serratia marcescens, Proteus spp et P. aeruginosa (69). Toutefois, le faible nombre 

d’isolats testés dans cette étude limite la portée de ces résultats (303 isolats, dont 155 

positifs). Pour le kit ‘‘Septicémie’’, la sensibilité et la spécificité sont respectivement de 

95% et 98% (98% et 99% pour le test ciblant S. aureus uniquement) (68). Ces résultats 

ont été ‘confirmés’ par une étude réalisée à partir de 152 hémocultures positives (70). 

L’avantage principal de cette technique, comme pour celle de PNA-FISH, est la rapidité  et 

la simplicité de l’identification, pour des performances similaires aux méthodes 

conventionnelles. Pour l’instant, les kits sont validés pour une utilisation à partir 

d’hémocultures positives ou de prélèvements pulmonaires (LBA et expectorations), mais 

d’autres types de prélèvements pourraient être inclus dans cette liste, comme les 

prélèvements urinaires et les frottis de plaies. Comme pour la technique de PNA-FISH, les 

cibles étant les ARNr, l’utilisation de cette technique est pour l’instant réservée à 

l’identification de pathogènes, pour les IN. La limite de détection est la même que celle 

de l’examen direct ou des PNA-FISH, soit 104 à 105 UFC/mL 
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2.2.2.4. Gestion des flux d’échantillons et locaux requis 

L’utilisation de test basé sur la technique de FISH n’ajoute que peu de contrainte à la 

routine du laboratoire, la complexité de ces tests étant similaire à celle de l’examen 

direct. Ils sont rapides, avec un court temps de manipulation requis pour les réaliser, 10 à  

45 minutes par série, et peuvent facilement être intégrés au processus de l’examen 

direct. Le matériel nécessaire pour ces tests est relativement simple : un bain-marie ou une 

plaque chauffante pour l’hybridation des sondes, un jeu de pipettes de paillasse et un 

microscope UV pour la lecture des lames. L’espace requis pour leur réalisation est faible. 

2.2.2.5. Coûts 

Les coûts de ces techniques de FISH sont plus élevés que ceux des méthodes 

d’identification conventionnelles. Le coût d’un test est du même ordre de grandeur que 

ceux de la PCR en temps réel pour les PNA-FISH, légèrement inférieure pour la technique 

basée sur l’utilisation de sonde ‘‘en épingle à cheveux’’. L’investissement pour les 

équipements est nettement inférieur, en revanche. Comme pour la PCR en temps réel, une 

identification rapide permet de réduire les coûts hospitaliers globaux. Une étude 

interventionnelle sur l’utilisation des kits PNA-FISH pour identifier les SCN et S. aureus 

estime la réduction des ces coûts d’environ US$ 4 000 par patient testé (25). Cela concerne 

les patients hospitalisés en dehors des USI. Pour les patients présents dans les USI, la 

réduction des coûts d’hospitalisation n’était pas significative dans cette étude (cela étant dû 

au faible nombre de ces patients inclus et à la sévérité de leur pathologie, d’après l’auteur). 
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2.2.3. Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

2.2.3.1. Introduction sur la spectrométrie de masse  

La première utilisation de la spectrométrie de masse pour l’identification de bactéries date 

de 1975 (2). Cette identification était tout de même très limitée, puisqu’à l’époque la 

technique permettait seulement la détection de molécules avec un poids moléculaire 

inférieur à 1500 Da. La technologie MALDI-TOF a permis, dès 1996, l’identification de 

protéines membranaires (32). En revanche, ces cibles montraient une trop forte variation 

intra-espèces et des différences selon les conditions de cultures. Il fallut attendre 2006 pour 

voir le développement de nouvelles matrices permettant l’exposition des protéines 

intracellulaires à l’analyse par spectrométrie de masse (53). Ces protéines, 

principalement ribosomales, sont très conservées au sein d’une même espèce tout en 

permettant une bonne discrimination inter-espèces ou inter-genres. Aujourd’hui, ces 

avancées font de la spectrométrie de masse une technologie très propice à l’identification 

en routine des bactéries, au sein des laboratoires de microbiologie clinique (20). 

Les spectromètres de masse sont composés de trois éléments : 

• une source d’ions, qui ionise et fractionne les cibles à analyser 

• un séparateur d’ions, qui permet de discriminer ces analytes selon le rapport de 

leur masse sur leur charge électrique (rapport m/z) 

• un détecteur 

2.2.3.2. Description de la technique MALDI-TOF 

Pour l’identification de bactéries par MALDI-TOF, les cibles sont principalement des 

protéines ribosomales, puisque celles-ci sont présentes en quantités largement supérieures 

aux autres. Les analytes sont des peptides issus du fractionnement de ces protéines 

ribosomales (figure 12). Le spectre de masse obtenu est comparé avec une base de 
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données, et une correspondance plus ou moins proche avec les profils existant est établie, 

selon le nombre de pics, leur intensité et la valeur du rapport m/z. L’identification peut 

être faite au niveau de l’espèce ou du genre bactérien. Un score de similarité permet à 

l’utilisateur de valider cette correspondance. Si aucune correspondance stricte n’est 

retrouvée, un arbre phylogénétique est tracé afin d’estimer la proximité de la souche 

testée par rapport aux espèces présentes dans la base de données. 

Deux instruments de spectrométrie de masse MALDI-TOF sont commercialisés 

actuellement pour l’identification bactérienne en routine : le MALDI Biotyper  (Bruker 

Daltonics) et le Vitek MS  (Shimadzu / bioMérieux). Bien que la technologie de 

spectrométrie de masse utilisée soit la même, ces deux instruments se distinguent au niveau 

du traitement du spectre de masse généré (20). Pour le MALDI Biotyper, le logiciel 

d’analyse compare un grand nombre de pics avec la base de données (au maximum une 

centaine) pour chercher les spectres qui correspondent le mieux. Un score est établi selon 

trois critères (11): 

• la correspondance du spectre à identifier avec le spectre de la base de données, 

• la correspondance des pics du spectre de la base de données avec ceux du spectre à 

identifier, 

• finalement la corrélation des intensités des pics similaires. 
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Figure 12 : Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF 

 

Légende : la cible est déposée sur une plaque métallique avec une matrice. Cette cible est une 
colonie isolée dans la majorité des cas, mais l’analyse peut être réalisée sur des hémocultures 
positives ou des prélèvements urinaires, après extraction des bactéries présentes dans ces 
échantillons. La matrice cristallise autour de la cible, puis est irradiée par un laser. Cette énergie 
permet le fractionnement de la cible en analytes au cours de la désorption des molécules, ainsi que 
le transfert de protons depuis la matrice vers ces analytes, qui sont dès lors ionisés. Les analytes 
sont ensuite acheminés, via un champ électrique qui accélère les ions, dans une colonne sous vide 
où ils sont séparés : les molécules avec les masses les plus faibles ‘volent’ à travers cette colonne 
plus rapidement que les molécules plus lourdes. Un détecteur mesure en continu le temps de 
parcours de chaque analyte. Un spectre de masse est ainsi tracé. Celui-ci représente l’intensité, 
c'est-à-dire le nombre d’analytes détectés à un temps donné, en fonction du temps de vol, qui 
correspond au rapport masse sur charge m/z. 

 

Pour le Vitek MS, le logiciel se concentre sur l’analyse d’une quinzaine de pics 

seulement, ceux-ci étant partagés par un faible nombre d’espèces. Ces spectres réduits 

sont appelés super-spectres (20). Le spectre à analyser est comparé à la base de données 
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de super-spectres, et un score de correspondance est calculé au niveau de la famille, du 

genre ou de l’espèce pour la cible à identifier. 

2.2.3.3. Performances de la technique MALDI-TOF 

Comme pour les techniques d’identification conventionnelles, les analyses par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF doivent être réalisées sur un échantillon 

monobactérien. C’est pourquoi cette technique est utilisée dans la presque totalité des cas à 

partir de colonies isolées. Des protocoles d’extraction ont été décrits pour une analyse 

directement à partir de prélèvements urinaires (23) ou d’hémocultures positives (24,48). 

Dans ces cas, les prélèvements doivent contenir plus de 105 UFC/mL  pour une bonne 

identification (20,23).  

De nombreuses études ont été menées pour comparer l’identification de bactéries par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF, à partir de cultures isolées, avec les méthodes 

d’identification conventionnelles (49,50,51), avec l’identification par séquençage de 

l’ADNr 16S (7,11,43) et avec la PCR (55). Quelque soit le spectromètre de masse utilisé, 

les taux d’identification par rapport à ces techniques étaient proches de 100%, voire 

supérieures à 100%. Dans quelques cas, les scores d’identification obtenus à partir de 

l’analyse sur colonies isolées étaient en-dessous du seuil acceptable. Une étape 

d’extraction  était nécessaire pour les identifier correctement dans un second temps 

(jusqu’à 25% des prélèvements nécessitaient une extraction pour être identifiés (6)). 

Le point fort principal de cette technique est qu’elle permet une analyse extrêmement 

rapide : un résultat est disponible en 1 à 2 minutes par échantillon lorsque l’analyse est 

réalisée directement à partir de colonies isolées, et le temps de manipulation est très 

bref. Une extraction de ces colonies peut être nécessaire, ce qui allonge ce temps à 6 

minutes par échantillon. A partir d’urines ou d’hémocultures positives, une extraction plus 
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longue est nécessaire, durant entre 30 et 60 minutes par échantillon. L’analyse est plus 

efficace quand ces étapes d’extractions sont réalisées pour une série de prélèvements. Pour 

les analyses urgentes, le temps de manipulation est tout de même relativement faible, ce 

qui permet de procéder à l’extraction des colonies ou des prélèvements individuellement 

afin de ne pas augmenter le délai d’obtention du résultat. 

Un autre avantage réside dans l’analyse des résultats à travers une base de données qui est 

complétée continuellement. Ainsi, la quantité d’espèces différentes pouvant être détectées 

augmente sans cesse sans complexifier la technique, et même les bactéries les plus 

rarement isolées dans les laboratoires de microbiologie clinique peuvent être détectées 

facilement et rapidement. Les résultats, étant rendus sous forme de score d’identification 

et/ou d’arbre phylogénétique, permettent aux biologistes un contrôle et une validation des 

identifications. 

La recherche de marqueurs protéiques de résistances aux antibiotiques est également 

possible avec cette technique. Les protéines doivent être en quantité suffisante pour 

qu’une modification au niveau du spectre de masse soit détectable. L’analyse d’un grand 

nombre de spectres de masse pourrait permettre d’identifier plusieurs profils associés à 

des résistances aux antibiotiques. Par exemple, la détection d’un type de béta-lactamase 

par la recherche d’un pic spécifique a été décrite (9). Il est toutefois à noter que l’activité 

des antibiotiques testés in vitro n’est pas toujours corrélée à l’activité in vivo, ce biais 

étant retrouvé également dans la technique de référence, l’antibiogramme. Le pathogène 

devant être testé devrait également être incubé en présence de l’antibiotique pendant 

quelques heures avant l’analyse, afin de détecter les résistances dont l’expression est 

transitoire (antibiotique-dépendante). 
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2.2.3.4. Gestion des flux d’échantillons 

Le temps de manipulation des échantillons est très court , plus court même que pour les 

méthodes phénotypiques conventionnelles automatisées, pour les tests à partir de colonies 

isolées. L’analyse elle-même est également rapide, ce qui permet d’utiliser cette technique 

à un très haut débit. Un examen direct et une extraction des bactéries devant être réalisés 

sur les autres types de prélèvement, le temps de manipulation et donc l’analyse sont plus 

longs. Il n’est pas nécessaire d’attendre un nombre minimum d’échantillons pour 

atteindre la pleine efficacité de la méthode, contrairement à la PCR en temps réel. 

2.2.3.5. Coûts 

En plus d’être une des techniques les plus rapides, la spectrométrie de masse est également 

parmi les moins chères. Si l’investissement initial, l’achat d’un spectromètre de masse, est 

considérable, le prix du test en lui-même est très faible. Dans une étude, le coût d’un test a 

été évalué en moyenne à 1,43€, soit 22% à 32% du coût des tests conventionnels (51). 

Dans une autre publication, le test coûte US$ 0,50, soit deux fois et demi plus cher que les 

tests pour l’identification d’E. coli, mais trois fois moins cher que ceux pour S. aureus, et 

plus de 20 fois moins cher que les tests pour l’identification du reste des bactéries (11). Il 

faut également prendre en compte les surcoûts hospitaliers globaux évités par 

l’identification rapide des pathogènes. 

2.2.4. PCR – ESI 

2.2.4.1. Description de la technique de PCR - ESI 

Cette technique repose sur l’identification de séquences d’ADN par spectrométrie de 

masse ESI (figure 13). Une étape de PCR permet d’amplifier un large éventail de cibles, 

principalement des gènes codants pour l’ADNr 16S et l’ADNr 23S. Ces ADN sont 

composés à la fois de séquences très conservées, permettant l’utilisation d’amorces 
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universelles pour l’amplification de l’ADN d’un très large panel de bactéries, et de 

séquences spécifiques à chaque espèce. Des gènes de ménage conservés et des séquences 

plus spécifiques de certains marqueurs de résistances peuvent également être amplifiés. 

Toutes ces séquences d’ADN ainsi générées sont ensuite analysées par spectrométrie de 

masse, et les empreintes génétiques obtenues sont comparées à une base de données 

pour l’identification des cibles présentes dans l’échantillon. 

Figure 13 : Principe de la technique de PCR-ESI 

 
Notes : Pol = Polymérase, C = parties conservées de la cible ADN, V = partie variable de la cible 
ADN, Q : Quadripôle. 

Légende : La technique de spectrométrie de masse utilisée est la technique ESI – Q-Trap. La cible, 
de l’ADN dans ce cas, est dissoute dans un solvant organique. Cette solution est ensuite transférée 
dans un capillaire, où un haut voltage est appliqué à l’échantillon. Cette source ESI permet ainsi la 
nébulisation de l’échantillon en fines gouttelettes chargées électriquement. Ces particules sont 
ensuite injectées dans un compartiment où la pression diminue rapidement, conduisant à la 
formation d’une phase gazeuse dans laquelle les analytes sont fragmentés et dispersés sous forme 
ionisée. Ils sont majoritairement poly-chargés, c'est-à-dire que chaque analyte, un fragment 
d’ADN, possède plusieurs charges électriques. Les analytes sont ensuite acheminés vers le module 
de séparation d’ions Q-Trap. Ce système ce compose de quatre quadripôles traversés 
successivement par les analytes, avant leur arrivée au niveau du détecteur. Un spectre de masse est 
généré, permettant la définition de la composition en base de chaque fragment d’ADN détecté. La 
comparaison de ces séquences avec une base de données permet d’identifier la ou les pathogènes. 
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Ce système, plus complexe que la technique MALDI-TOF, autorise la sélection des 

analytes que l’on souhaite détecter. Cela permet donc de réduire le bruit de fond et 

d’augmenter la sensibilité pour la détection d’analytes ciblés faiblement concentrés. La 

résolution est également très nettement améliorée, ce qui permet de définir la composition 

en base des séquences d’ADN (18,20). Le résultat final est rendu sous forme de score 

d’identification  et d’un arbre phylogénétique, comme pour la technique MALDI-TOF. 

Une société commercialise actuellement un instrument automatisant entièrement la 

technique de PCR-ESI, depuis l’extraction des acides nucléiques jusqu’à l’analyse des 

spectres de masse et l’identification de pathogènes. Cet instrument, l’Abbott PLEX-ID 

(Abbott), permet d’obtenir une identification en 4 à 6 heures, directement à partir de 

prélèvements cliniques. 

2.2.4.2. Performances de la technique PCR-ESI 

L’avantage de cette technique est qu’elle permet une identification rapide directement à 

partir de prélèvements cliniques, même polybactériens (18). Elle permet un multiplexage 

à haut débit, en combinant les avantages de la sensibilité et de la reproductibilité de la 

PCR avec la rapidité de détection et le panel très large de cibles pouvant être identifiée 

par la spectrométrie de masse. La limite de la spectrométrie de masse au niveau de la 

détection de bactéries difficilement cultivables est largement palliée par l’utilisation de la 

PCR. La limitation du multiplexage pour la PCR en temps réel, et par conséquent 

l’abandon de cette technique pour la détection des bactéries les moins fréquemment 

isolées, est également levée grâce à la détection des produits d’amplification par la 

spectrométrie de masse. La synergie qu’il y a entre ces deux technologies est très 

importante, et une utilisation de la PCR-ESI pour l’identification en routine des 

bactéries semble très prometteuse. 
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L’étape d’extraction des acides nucléiques reste l’étape limitante pour cette technique, et 

il est primordial que les inhibiteurs de PCR soient bien éliminés. Les contaminations 

constituent également un grand risque pour la PCR-ESI, puisque la technique détecte de 

façon très sensible un très large panel de bactéries. Les réactifs et consommables 

doivent être purs de tout ADN contaminants. Les ADN polymérases, notamment, qui sont 

principalement produites par des techniques de biologie recombinante chez E. coli, et sont 

souvent contaminées par l’ADN de cette bactérie dans les kits. Une démarche qualité doit 

permettre d’évaluer les risques de contamination des réactifs et des consommables. La 

PCR étant réalisée au sein de l’automate, en système clos, les contaminations à ce niveau 

là sont évitées. 

Les performances de la PCR-ESI pour l’identification de bactéries montrent une très bonne 

corrélation avec les méthodes conventionnelles : 98,7% d’identification pour la PCR-ESI à 

partir d’hémocultures positives (36). La technique est capable de différencier des 

mélanges de bactéries, même lorsque ces bactéries sont du même genre. La PCR-ESI peut 

être rendue semi-quantitative par l’ajout d’un contrôle interne de concentration connue 

(20). Ce contrôle doit avoir la même séquence que la cible au niveau des zones de 

reconnaissance des amorces, mais le produit d’amplification doit être suffisamment 

différent pour être distingué. La technique est également utilisable pour la recherche de 

marqueurs de résistances. Des amorces spécifiques peuvent être ajoutées lors de l’étape 

de PCR, afin de détecter des marqueurs tels que mecA, vanA et vanB (17,18,20). 

L’utilisation de la PCR-ESI a déjà été décrite, avec des performances comparables au 

séquençage ou à l’antibiogramme, sur des marqueurs de résistances aux quinolones, gyrA, 

parC, chez A. baumannii, et sur le marqueur blaKPC codant pour une carbapénémase, chez 

K. pneumoniae (21). 
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2.2.4.3. Gestion des flux d’échantillons 

La technique est presque entièrement automatisée. Une manipulation de l’échantillon est 

nécessaire pour déposer les prélèvements dans les plaques 96 puits, avant de charger ces 

plaques dans l’instrument. L’étape de manipulation de l’échantillon doit être réalisée dans 

des locaux séparés physiquement de l’instrument, mais les contraintes sont moins 

importantes que pour la PCR en temps réel, qui nécessite quatre zones différentes et 

une gestion des flux plus stricte. 

La technique permet les analyses à très haut débit et est donc plus adaptée pour les 

importants laboratoires de microbiologie cliniques, au même titre que la PCR en temps 

réel. Jusqu’à 30 plaques de 96 puits peuvent être analysées en 24h, soit 2880 prélèvements 

par jour, avec des résultats disponibles en 4 à 6 heures. Le rendement est plus important 

lorsque la PCR-ESI est utilisée sur des séries d’échantillons. La rapidité d’analyse peut 

varier selon le temps nécessaire à l’attente d’un nombre suffisant de prélèvements à 

tester. 

2.2.4.4. Coûts 

La technique des PCR-ESI coûte plus cher que les tests d’identification phénotypique 

conventionnels et que l’analyse par la technique MALDI-TOF. Les coûts sont comparables 

à ceux de la PCR en temps réel. 
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3. Discussion 

Intérêts et objectifs du suivi épidémiologique des infections nosocomiales 

Le suivi épidémiologique des infections nosocomiales est très important. Il constitue 

notamment un critère de qualité des soins, et permet de mettre en évidence, au niveau 

d’un hôpital comme au niveau d’un service en particulier, des facteurs de risques 

suspectés ou inattendus de développement d’infections nosocomiales. L’identification de 

ces facteurs de risques permet la mise en place de mesures de prévention ciblées, pour 

une prise en charge optimale des patients concernés. L’exemple de la réduction 

conséquente de l’incidence des PAVM, lorsque des bains de bouche à la chlorhexidine sont 

réalisés pour les patients ventilés mécaniquement, illustre parfaitement l’efficacité de cette 

prévention ciblée. Ce suivi permet également d’évaluer l’efficacité des méthodes de 

prévention mises en place. Plus généralement, il sert de base aux études 

interventionnelles, que ce soit au niveau de la prévention, du diagnostic ou encore du 

traitement des infections nosocomiales. 

Le suivi épidémiologique permet également une détection plus précoce d’épisodes 

épidémiques d’infections nosocomiales. Bien que ceux ci ne soient pas abordés dans cette 

thèse, il est important de noter que leur détection précoce, ainsi que celle de leur origine, 

permet de réduire la diffusion de la souche pathogène en cause. 

La connaissance de l’épidémiologie des infections nosocomiales a un fort intérêt pour la 

définition de protocoles d’antibiothérapie empirique. Ceux-ci seront choisis en fonction 

du service concerné, de la catégorie de patients touchés ou bien du type de soins reçus. Le 

suivi des taux de résistances aux antibiotiques est également primordial pour la mise en 

place de ces protocoles. 
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Toutefois, cette antibiothérapie empirique, et donc la prise en charge initiale des patients 

développant une infection nosocomiale, repose uniquement sur des facteurs prédictifs. 

Pour qu’un traitement anti-infectieux ait un impact maximal, il faut qu’il soit établit à 

partir de données microbiologiques fiables, regroupant l’identification du pathogène en 

cause ainsi que sa sensibilité vis-à-vis des antibiotiques disponibles. Les méthodes 

conventionnelles, basées sur la culture et la caractérisation biochimique et phénotypique du 

micro-organisme, sont longues et laborieuses. Or, la prise en charge d’une infection doit 

être la plus précoce possible pour empêcher le pathogène de se développer au point 

d’engager le pronostic vital du patient. 

Test diagnostic idéal  

Les critères pour la sélection d’un test diagnostic idéal peuvent être classés en 3 

catégories : la performance du test, les contraintes au niveau du flux et du traitement 

des échantillons et le coût du test (tableau IV). 

• Au niveau des performances, le test idéal serait : 

- rapide, avec un résultat obtenu en quelques minutes ou quelques heures 

après le prélèvement. C’est le facteur le plus important ; 

- sensible et spécifique; 

- capable de détecter une faible quantité de micro-organismes, afin de 

diagnostiquer une infection le plus précocement possible ; 

- capable de détecter un grand nombre de cibles différentes ; 

- utilisable directement à partir de tous types de prélèvements, peu importe 

le nombre de micro-organismes différents qu’ils contiennent ; 

- capable de détecter aussi bien les bactéries rarement isolées que celles 

ayant des conditions de culture difficiles ; 
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- quantitative, afin de distinguer l’agent pathogène de la flore commensale 

du patient. Ce critère n’est toutefois pas indispensable lorsque l’analyse se 

fait à partir de prélèvements normalement stériles, comme le sang ou le 

liquide céphalo-rachidien (LCR), ou bien à partir de colonies isolées. 

• Pour l’aspect du flux et du traitement des échantillons, le test devrait : 

- être peu contraignant en termes d’espace nécessaire à sa réalisation ; 

- être facile à réaliser, ne nécessitant pas de personnel hautement qualifié ; 

- avoir un temps de manipulation le plus court possible ; 

- fonctionner de manière optimale aussi bien à bas, moyen et haut débit, afin 

d’être accessible aux laboratoires de microbiologie clinique de toutes tailles. 

• Les coûts de réalisation du test devraient également être le plus bas possible, bien 

entendu, aussi bien au niveau : 

- de l’investissement initial pour la mise en place de la technique ; 

- du coût d’un test (coût des réactifs, coût de fonctionnement des appareils) ; 

- du temps et du personnel requis. 

Intérêts et limites des techniques de diagnostic rapide décrites 

Malheureusement, la technique idéale n’existe pas actuellement. Parmi les techniques 

permettant un diagnostic rapide, la technique de PCR en temps réel montre des 

performances très satisfaisantes. En revanche, elle est très contraignante au niveau de la 

gestion des flux d’échantillons et de l’espace nécessaire, et requiert un débit important  

pour atteindre un rendement optimal. Le développement des tests intégrés de PCR en 

temps réel peut pallier ce problème, leur utilisation étant simplifiée et l’espace requit 

grandement réduit. Même si ces tests intégrés devraient permettre, dans les années à venir, 

une démocratisation de la PCR en temps réel vers les laboratoires les plus petits, 

l’utilisation de ces tests est toutefois limitée, à cause du multiplexage restreint.
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Tableau IV : Comparaison des techniques de diagnostic rapide évoquées 

 

Tests classiques Tests intégrés PNA-FISH sondes ADN ¥

Durée du test 1h30 à 3h
‡ 45min à 2h 2h30 30min

1 - 2min; plus long si 

extraction requise
4 - 6h

Sensibilité / Spécificité

(contre méthodes 

conventionnelles)

Similaires ou meilleures Similaires ou meilleures Similaires Similaires Similaires ou meilleures Similaires ou meilleures

Limite de détection  +/- 10 UFC/mL
†

 +/- 10 UFC/mL
†

10
4
 - 10

5
 UFC/mL 10

4
 - 10

5
 UFC/mL 10

5
 UFC/mL  +/- 10 UFC/ml

Nombre de cibles détectées Limité Limité Limité (6 kits, 7 cibles)
Limité (2 kits, panel plus large 

que PNA-FISH)
Panel très important Panel très important

Type de prélèvements Tous types Tous types
Hémocultures positives

(Tous types)
ф

Hémocultures positives et 

prélèvements pulmonaires

(Tous types)
ф

Colonies isolées

(Hémocultures poitives

et urines)
ф

Tous types

Détection des bactéries 

rarement isolées
Limité Limité Limité Limité Oui Oui

Détection de bactéries 

ayant des conditions de 

cultures difficiles

Oui Oui Limité

Limité

(oui pour les prélèvements 

pulmonaires)

Limité

(oui pour urines)
Oui

Technique quantitative Oui Oui Possible, mais intérêt limité Probablement Possible, mais intérêt limité Oui

Place / locaux requis
Contraignant (4 zones 

séparées physiquement)
Peu contraignant Peu contraignant Peu contraignant Peu contraignant

Légèrement contraignant (2 

zones séparées 

physiquement)

Complexité du test Personnel qualifié requis Très simple Simple Simple Simple Simple

Temps de manipulation Long (automatisable) Très bref Environ 45 minutes 10min Très bref Bref

Débit Moyen ou haut débit Faible, moyen ou haut débit Faible Faible Faible, moyen ou haut Moyen ou haut débit

Performances

Techniques

Gestion du flux 

d'échantillons

MALDI-TOF

Spectrométrie de masse

PCR en temps réel
PCR-ESI

FISH

Biologie moléculaire
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Tableau IV (suite) 

 

  

 

Tests classiques Tests intégrés PNA-FISH sondes ADN ¥

Investissement pour la 

mise en place de la 

technique

Moyen ou élevé selon le 

degré d'automatisation
Moyen Faible Faible Elevé Elevé

Coût du test Elevé
Plus élevé que la PCR en 

temps réel classique
élevé Moins élevé que PNA-FISH

Très faible (quelques 

centimes d'euros)
Elevé

Personnel Elevé Faible Faible Faible Faible Faible

22, 56, 73 45 25, 47, 52, 71, 72 68 - 70
6, 7, 11, 20, 23, 24, 43,

48 - 51
18, 20, 36Références

Comparaison des quatre techniques décrites ci-dessus selon trois critères : la performance du test, la gestion des flux d'échantillon et les coûts relatifs de chaque technique.

Techniques

Biologie moléculaire Spectrométrie de masse

PCR en temps réel FISH
MALDI-TOF PCR-ESI

Coûts

Notes : min = minutes, h = heures;

¥ sondes ADN ''en épingle à cheveux''

† cette limite de détection peut varier selon le gène ciblé et/ou le type de prélèvement;

‡ Comprend le temps d'extraction plus celui de la PCR;

ф Types d'échantillons pour lesquels une utilisation de la technique serait possible
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La technique d’amplification des acides nucléiques présente néanmoins de nombreux 

avantages par rapport à l’amplification naturelle des bactéries. C’est pourquoi quelques 

tests hybrides ont vu le jour, comme la technique de PCR couplée à une détection des 

produits d’amplification sur puce à ADN, permettant l’identification d’un large panel de 

bactéries. Dernièrement, ces puces à ADN ont été remplacées par la spectrométrie de 

masse, afin d’augmenter les performances du test tout en en réduisant les coûts. 

Ainsi, la PCR-ESI a le potentiel pour être utilisée en routine, à la place des méthodes 

conventionnelles, pour l’identification des pathogènes. Elle a l’avantage de pouvoir être 

réalisée à partir de tous les types de prélèvements cliniques, mono- comme 

polybactériens. La technique présente en plus un fort intérêt pour la recherche de 

marqueurs génétiques de résistances aux antibiotiques, plutôt pour des gènes conservés 

comme mecA, vanA et vanB que pour des gènes codants pour des BLSE, par exemple. 

Pour ces derniers, de nombreux types d’enzymes diffèrent par un seul polymorphisme, ce 

qui se traduit néanmoins par une variation de l’activité enzymatique d’un facteur 100 ou 

1 000. Or, une différence d’une base n’est pas suffisante pour permettre une discrimination 

par la PCR-ESI. En effet, cette méthode ‘‘mesure’’ la composition en bases de séquences 

d’ADN, et non l’ordre de chacune dans cette séquence. La détection d’une mutation à 

une position donnée est donc impossible, à moins d’utiliser des amorces spécifiques pour 

chaque zone présentant un polymorphisme. 

Parmi les autres techniques de biologie moléculaire, celles basées sur la FISH permettent 

une identification rapide et facile, avec un degré de complexité et un temps de 

manipulation des échantillons plus ou moins comparables à un examen direct après 

coloration de Gram. Le panel de cibles est encore limité, mais devrait rapidement 

augmenter, avec notamment le développement de kits pour les infections urinaires. Les 

panels ciblent toutefois les pathogènes les plus fréquents uniquement, laissant de côté les 
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bactéries les plus rarement isolées. Si la technique est validée seulement pour l’utilisation à 

partir d’hémocultures positives ou de prélèvements pulmonaires, une utilisation à partir 

d’autres types d’échantillons est possible. La technique est actuellement limitée à 

l’identification de bactéries. La société miacom diagnostics, qui commercialise déjà les 

sondes ‘‘en épingle à cheveux’’ pour la technique de FISH, annonce le développement 

prochain de tests permettant la détection de résistances aux antibiotiques. Ces tests 

seraient basés sur l’utilisation de sondes reconnaissant spécifiquement des protéines 

impliquées dans les mécanismes de résistances, comme la protéine PLP2a (SARM) ou 

les pompes à efflux. Des fluorophores pourraient également être fixés sur des 

antibiotiques, ce qui servirait ainsi à suivre la dégradation de ces derniers. 

La dernière des techniques décrites ici, la spectrométrie de masse MALDI-TOF, permet 

l’identification d’un large panel de bactéries, avec des performances égales ou supérieures 

par rapport aux méthodes conventionnelles, pour un coût moindre. Elle a donc le potentiel 

pour remplacer ces techniques en routine, pour l’identification de pathogènes. En 

revanche, la rapidité de cette technique est très fortement impactée par le temps de 

culture des bactéries. La limite de cette technique est la nécessité de la réaliser à partir 

d’échantillons mono-bactérien uniquement. Elle ne peut donc pas être utilisée 

directement sur certains types de prélèvements, comme les prélèvements pulmonaires ou 

du tractus digestif. Les prélèvements qui sont normalement stériles sont dans la majorité 

des cas mono-bactérien, et une étape d’extraction des bactéries peut suffire pour réaliser 

le test, si la charge bactérienne est suffisante. La validation de ces protocoles est tout de 

même nécessaire car l’environnement des bactéries impacte sur l’expression des gènes, et 

le protéome bactérien peut varier pour une même souche, selon qu’elle soit dans un 

environnement liquide et mobile (hémoculture, urines) ou solide et fixe (gélose). La 
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technique semble tout de même suffisamment robuste pour être appliquée à ces 

prélèvements. 

Toutes ces méthodes de diagnostic rapide montrent un intérêt majeur pour l’identification 

des bactéries. En revanche, elles ne sont pas aptes à remplacer la technique de référence 

pour la détection de résistances aux antibiotiques, l’antibiogramme. Les variants les plus 

fréquents peuvent être détectés par l’identification de marqueurs génétiques comme les 

gènes mecA, vanA, vanB, parC, gyrA et blaKPC, mais ils ne couvrent pas toutes les 

résistances. De plus, lorsque des marqueurs génétiques sont ciblés, il faut prendre en 

compte l’expression différentielle des gènes qui peut biaiser grandement les résultats. 

Lorsque les protéines sont ciblées, la technique se rapproche plus de l’antibiogramme, mais 

un biais entre l’expression de résistance in vitro et in vivo existe, même pour la 

technique de référence. Divers mécanismes de résistances pourraient toutefois être détectés 

par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par FISH: 

• Résistances par inactivation enzymatique de l’antibiotique : les bactéries 

peuvent être incubées en présence de l’antibiotique, puis la recherche de produits 

de dégradation de cet antibiotique peut être réalisée par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF. Cela permettrait une identification des BLSE, par exemple. L’ajout 

d’un contrôle interne pour rendre la méthode quantitative, ou semi-quantitative, 

pourrait même autoriser la distinction des BLSE ayant une forte activité 

enzymatique, chez les bactéries résistantes aux béta-lactamines, de celle dont le 

phénotype se rapproche plus d’une sensibilité intermédiaire à ces mêmes 

antibiotiques. 

• Résistances par modification de la cible : la recherche, sur le spectre de masse, de 

pics spécifiques d’une protéine mutée, comme la protéine PLP2a, responsable de 
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la résistance de S. aureus à la méthicilline, permettrait de détecter plusieurs de ces 

résistances. 

• Les résistances par efflux actif et par imperméabilité : celles-ci seraient plus 

complexes à détecter par spectrométrie de masse, étant donné que les protéines 

responsables de la résistance sont situées au niveau de la membrane externe des 

bactéries. La technique MALDI-TOF permettant d’analyser les protéines 

intracellulaires, il faudrait bloquer les protéines dans le cytoplasme des bactéries, 

entre les étapes de traduction et de migration de ces cibles vers la membrane 

bactérienne. Il serait alors possible de détecter une surexpression des pompes à 

efflux (méthodes semi-quantitatives) ou une mutation des porines. Ces résistances 

seraient en revanche facilement identifiables par des techniques de FISH, les 

protéines ciblées étant suffisamment exposées pour que des sondes fluorescentes 

s’y fixent. 

Utilisation en routine des tests décrits 

Pour qu’un test diagnostic soit utilisable en routine, il faut qu’il fasse partie de l’ensemble 

des tests dont le remboursement est assuré par le système de financement des soins. En 

France, par exemple, le système de la tarification à l’activité, la T2A, repose sur le 

regroupement des patients en groupes homogènes de malades, les GHM, selon des critères 

démographiques (e.g. homme/femme, enfant/adulte), des critères pathologiques (e.g. 

insuffisants rénaux, transplantés), des facteurs de risques associés (e.g. prise préalable 

d’antibiotiques, hospitalisation en USI, pour les infections nosocomiales) et du type de 

soins reçus (e.g. ventilation mécanique, sondage urinaire à demeure). Pour chaque GHM 

ainsi défini, un nombre et des types spécifiques de soins et d’actes diagnostics sont 

remboursés par la sécurité sociale. Tous frais supplémentaires n’entrant pas dans ce 

‘‘forfait GHM’’ sont à la charge de l’hôpital. Les systèmes britannique et américain de 
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remboursement des soins présentent des variations par rapport au système français, mais 

une constante est néanmoins toujours présente : l’inclusion d’un test diagnostic dans les 

actes remboursés faisant partie du ‘‘forfait GHM’’ (ou de l’équivalent selon les pays) 

repose sur des études médico-économiques. Celles-ci doivent démontrer une utilité 

clinique et un impact coûts/bénéfice conséquent pour qu’un test soit retenu, et donc 

utilisable en routine dans les laboratoires de microbiologie clinique. 

Des études interventionnelles ont ainsi démontré l’avantage majeur de l’utilisation des tests 

de PNA-FISH par rapport aux méthodes conventionnelles, notamment pour l’identification 

des SCN. Elles ont en effet apporté la preuve d’une réduction statistiquement significative 

de la morbi-mortalité et des coûts de la prise en charge des patients. Pour la technique de 

PCR en temps réel, ces études ont rarement été réalisées. Le test de détection des SARM, 

par l’identification du gène mecA, présente un intérêt suffisant pour valider son utilisation 

en routine, principalement pour le dépistage de ces SARM à grande échelle, afin de réduire 

le temps d’isolement des patients au début de l’hospitalisation. En revanche, beaucoup de 

tests commerciaux (e.g. tests SeptiFast, Roche) comme de tests ‘‘maison’’ (tests créés et 

validés par un service hospitalier) n’ont pas été validés par une étude médico-économique, 

ou n’ont démontré qu’une utilité clinique modérée voir nulle, ainsi qu’un rapport 

coûts/bénéfice non satisfaisant. C’est pourquoi l’utilisation en routine des tests de PCR en 

temps réel, dans le cadre des infections nosocomiales, reste limitée à quelques applications 

spécifiques (e.g. recherche de SARM ou d’ERV, identification de C. difficile dans les 

selles, diagnostic précoce de méningites bactériennes). 

Pour les techniques de spectrométrie de masse, si quelques études comparant leurs 

performances par rapport aux méthodes conventionnelles ont également abordé le sujet du 

coût par test, cela ne suffit pas. Il faudra la réalisation d’études interventionnelles, 

analysant l’évolution d’une part de critères de morbi-mortalité (e.g . la durée de séjour, la 
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durée de port de cathéter urinaire et/ou intravasculaire, le traitement devant être mis en 

place, les effets indésirables et les complications entraînées, le temps de rééducation 

nécessaire, le temps de récupération des fonctions cognitives et/ou motrices nécessaires à 

la reprise d’une activité ou d’un emploi, le taux de mortalité global ou selon le type de 

service hospitalier étudié, etc…) et d’autre part les coûts globaux de prise en charge des 

patients, sur une période conséquente. C’est seulement après l’examen des résultats de ces 

études que ces techniques pourront remplacer les méthodes conventionnelles au sein des 

laboratoires de microbiologie clinique pour un grand nombre d’applications, comme pour 

le diagnostic rapide des infections, nosocomiales comme communautaires, le typage et le 

suivi de souches épidémiques ou encore le suivi des mesures d’hygiène et de prévention 

des infections. Le développement de ces techniques pour l’identification rapide d’un très 

large panel de mécanismes de résistances aux antibiotiques permettrait également la mise 

en place de mesures d’isolement et de décolonisation des patients porteurs d’organismes 

multirésistants. Ces mesures ont démontré leur intérêt dans l’exemple des SARM dont la 

prévalence a cessé d’augmenter dans plusieurs pays européens. Il est donc très important 

de valider et d’améliorer ces techniques, puisque le contrôle de la qualité des soins et des 

résistances aux antibiotiques devrait figurer parmi les enjeux majeurs de santé publique, au 

cours du 21ème siècle.  

 

 

 

 



 

81 

THESE SOUTENUE PAR : Thibault MONNET 
TITRE : Les infections nosocomiales : l’importance du suivie épidémiologique et de 
l’identification rapide des bactéries en cause. Exemple de quelques techniques de diagnostic 
permettant cette identification précoce. 

Conclusion  
Les infections nosocomiales ont un impact majeur de santé publique. La prévalence de ces 

infections est de 7,1% dans les pays industrialisés, et de 10% à 15% dans les pays en voie de 

développement. Les services les plus touchés sont les unités de soins intensifs, en partie en 

raison de la sévérité des pathologies des patients concernés, en partie parce que le taux de 

dispositifs médicaux utilisés est plus important que dans le reste de l’hôpital. L’utilisation de 

ces dispositifs médicaux est fréquemment associée au développement d’infections 

nosocomiales. Ces infections sont causées majoritairement par des bactéries, qui présentent 

souvent des profils de résistances aux antibiotiques, ce qui complique la prise en charge de 

ces infections. 

La morbi-mortalité associée au développement d’infections nosocomiales est importante, 

avec notamment l’augmentation de la durée d’hospitalisation, ce qui entraîne des surcoûts 

importants. La mortalité associée aux infections nosocomiales varie entre 12% et 80%, selon 

la population de patients concernée et le type d’infection. Ces pathologies seraient pourtant 

évitables dans 20% à 30% des cas, surtout lorsqu’elles sont associées à l’utilisation de 

dispositifs médicaux. 

Le diagnostic de ces infections repose sur des critères cliniques, radiologiques, biologiques 

et microbiologiques. Les trois premiers critères manquent de sensibilité et de spécificité, 

alors que l’examen microbiologique est long et laborieux. Une identification du pathogène 

responsable de l’infection demande souvent plus de 2 à 5 jours, et le profil de résistance aux 

antibiotiques est plus long à définir. Les patients doivent être traités le plus tôt possible, et 

devant le temps requis pour l’identification du pathogènes en cause, c’est une antibiothérapie 

empirique qui est mise en place. Elle s’appuie sur des critères épidémiologiques et 

démographiques, d’où l’importance d’un suivi épidémiologique au sein des hôpitaux, selon 

le type d’infections nosocomiales. Malheureusement, l’antibiothérapie empirique est 

inadaptée dans bien des cas, et la mise en place tardive d’un traitement efficace, réadapté en 

fonction des données microbiologiques, est associée à une augmentation conséquente de la 
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morbi-mortalité et des surcoûts hospitaliers. Des méthodes de diagnostic rapides, identifiant 

le pathogène et son profil de résistance dans les 24 heures suivant le prélèvement, sont donc 

nécessaires. 

Parmi ces méthodes, les plus prometteuses semblent être les techniques basées sur la 

spectrométrie de masse. Leurs performances, ainsi que le large panel de bactéries détectées, 

permettent une utilisation en routine. On peut aisément imaginer le remplacement des 

méthodes conventionnelles, dans un avenir assez proche, par les techniques de MALDI-TOF 

et/ou de PCR-ESI, pour l’identification de pathogènes. Les techniques de FISH et de PCR en 

temps réel ne peuvent pas être utilisées indépendamment de méthodes conventionnelles ou 

de spectrométrie de masse, le panel de pathogène couvert étant trop limité. En revanche, 

elles peuvent être réalisées en complément de ces méthodes, pour identifier rapidement les 

pathogènes les plus fréquents, pour les cas d’urgence comme lors de la suspicion de 

méningites, par exemple, ou pour la confirmation d’un diagnostic. 

Pour les mêmes raisons, la culture des bactéries ne peut pas être abandonnée actuellement, 

l’antibiogramme restant la technique de référence pour la détection de résistances aux 

antibiotiques. Les techniques plus rapides permettraient une identification de marqueurs 

spécifiques, mais trop de résistance ne sont pas couverte, et un antibiogramme est 

souhaitable pour confirmer les résultats de ces techniques. En effet, les biais entre les 

marqueurs génétiques, les marqueurs protéiques, la croissance du pathogène en présence de 

l’antibiotique in vitro et le comportement de ce pathogène in vivo, confronté à ce même 

antibiotique, sont trop importants. Néanmoins, l’optimisation de ces technologies pourraient 

peut être, un jour, permettre l’identification de tous les mécanismes de résistance connus en 

quelques heures seulement. 
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THESE SOUTENUE PAR : Thibault MONNET 
TITRE : Les infections nosocomiales : l’importance du suivie épidémiologique et de 
l’identification rapide des bactéries en cause. Exemple de quelques techniques de diagnostic 
permettant cette identification précoce. 

Résumé 
Les infections nosocomiales, ou infections contractées au cours de soins hospitaliers, ont un 
impact majeur de santé publique. La prévalence de ces infections est de 7,1% dans les pays 
industrialisés, et de 10% à 15% dans les pays en voie de développement. Les unités de soins 
intensifs sont les services les plus touchés. Ces infections sont causées principalement par 
des bactéries. Le développement des infections nosocomiales s’accompagne de morbi-
mortalités importantes, entraînant des surcoûts hospitaliers estimés à 7 milliards d’euros par 
an en Europe, 6,5 milliards de dollars par an aux USA. Ces infections nosocomiales sont 
pourtant évitables dans plus d’un cas sur cinq. 

L’augmentation de ces morbi-mortalités est en partie associée à la mise en place d’une 
antibiothérapie empirique, bien souvent inadaptée et sans bénéfice clinique, à cause du temps 
nécessaire à l’examen microbiologique. En effet, les méthodes conventionnelles 
d’identification de pathogènes et de résistances aux antibiotiques, basées sur la culture des 
pathogènes, sont longues et laborieuses, avec un résultat obtenu plus de 2 à 5 jours après le 
prélèvement. Des techniques de diagnostic rapide existent, permettant de réduire ce délai à 
moins de 24h. Parmi ces techniques, sont décrites dans cette thèse la PCR en temps réel, la 
technique de FISH, la spectrométrie de masse MALDI-TOF et finalement la PCR couplée à 
la spectrométrie de masse, PCR-ESI. Ces techniques présentent de nombreux avantages pour 
l’identification de pathogènes, mais ont besoin d’être améliorées pour la détection d’un plus 
large panel de résistances aux antibiotiques. 

 
Mots clés : Infections nosocomiales, épidémiologie, morbi-mortalité, tests de diagnostic 
rapides, PCR en temps réel, FISH, MALDI-TOF, PCR-ESI. 
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