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Introduction

Définition

D’apres I'Organisation Mondiale de la Santé (OMBB} infections nosocomialegIN)
peuvent étre décrites comme « des infections santechez un patiersu sein d'un
hépital ou d’'un autre établissement de santét chez qui cette infection n’était ni
présente ni en incubation au moment de 'admisstmite définition inclut les infections
contractées a I'hopital mais qui se déclarent afesortie, et également les infections

professionnelles parmi le personnel de I'établiss®n(66) ».

Les agents pathogenes responsables d’'IN peuveintd®wx origines (33):

* Une origine endogéne c'est-a-dire qu’ils font partie de la flore commale du
patient. Les pathogénes sont présents chez lenpa@ant I'hospitalisation, par
exemple au niveau des voies respiratoires, deda, e la sphére gastro-intestinale
ou génitale.

* Une origine exogéne c'est-a-dire que le patient a été en contact aex
organismes au cours de I'hospitalisation. Ces p&iheg peuvent provenir de la
flore transitoire ou résidente du personnel soigmande visiteurs, de dispositifs

médicaux (DM) et méme de I'environnement et deauladospitaliers.

Ne sont pas considérées comme nosocomiales (3@desvations d’'une infection latente
(comme la réactivation du virus de I'herpés ou doaj, les infections trans-placentaires
chez le nouveau-né qui se déclarent moins de 4&$&eapres la naissance (comme une
infection par le cytomégalovirus) ou encore I'aggition d’'une infection déja existante a
I'admission du patient, a moins qu’elle ne soit dugn nouveau pathogéne ou bien qu’une

nouvelle porte d’entrée de I'infection soit ider&é.

12



Les différentes infections nosocomiales
La fréquence et I'étiologie des IN est tres vaealsielon la région étudiée aussi bien que
selon le type de service hospitalier et de patieziacernés. Quelques catégories

d’infections se distinguent néanmoins des autrék:(6

* Les infections urinaires: celles contractées lors d’'un sondage urinaideraeure
sont les plus fréquentes.

» Les infections du site opératoire on distingue pour cette catégorie les infections
de la plaie opératoire (plutét superficielle a igpme) et les infections profondes
touchant les organes. Les chirurgies visant a Eeren place d’'une prothese ou
bien pour une transplantation peuvent causer ded’dlNparitions tres tardives,
jusgu’a un an apres l'opération.

* Les pneumopathies celles-ci sont en majorité associees a la misplace d’'une
ventilation mécanique, ce qui constitue un réedulé@u sein des unités de soins
intensifs (USI).

» Les septicémies ici encore, I'utilisation de DM est associéa®lupart des cas de
septicémies nosocomiales, que ce soient les difpastra-vasculaires (comme les

chambres de perfusion veineuse) ou les cathétetsao® ou périphériques.

Parmi les autres IN moins fréquentes et/ou de meigdavité, on retrouve les infections
de la peau et des tissus mous, les gastro-entégitesouchent surtout les enfants), les
infections de la sphére oto-rhino-laryngée (ORL) swes sinusites ou les conjonctivites,

ou encore les infections post-partum de la sphénéaje (66).

13



Diagnostic des infections nosocomiales

Le diagnostic des infections nosocomiales repose des criteres cliniques,
radiologiques, biologiques et microbiologiquesLes trois premiers criteres manquent
bien souvent de spécificité et/ou de sensibilitéexamen microbiologique permet
d’identifier les pathogénesresponsables des infections, et de déterminersiensibilité
aux antibiotiques. Cela permet de choisir le traitement adapté a whamptient. Avec
I'apparition de plus en plus de souches multi-tésigs, lasurveillance et le diagnostic

rapide de ces pathogenes sont des éléments primordiaux.

Objectifs

Le premier objectif de cette thése était de fairgoaint sur lEpidémiologie des infections
nosocomiales Pour cela, une étude de la prévalence des iofectiosocomiales et des
variations de celle-ci a travers le monde a étdéisgm L’identification des principaux
pathogenes et la fréquence de résistances auxiofiqties ont ensuite été recenses.
Finalement, les conséquences cliniques et éconasides infections nosocomiales ont

été rapportées.

La deuxiéme partie de la these est dédiéaldiagnostic au sein du laboratoire de
microbiologie clinique. Des techniques permettant une identification dapides
pathogeénes et de leurs marqueurs de résistanceansibiotiques sont ensuite décrites.
Pour chacune de ces techniques, les facteurs $ambrou limitant leur utilisation en

routine sont exposes.

14



1. Epidémiologie

1.1 Criteres épidémiologiques
La prévalence: c'est le nombre de patients infectés, ou d'épisonfectieux, pour 100

patients présents dans un établissement ou uréedegoins, a un instant donné (1, 67).

L'incidence cumulative : c'est le nombre de nouveaux patients infectégjeonouveaux

cas d'épisodes infectieux, pour 100 patients s@inisune période définie. Cette période
varie selon la population de patients concerndke :est de 30 jours en général pour les
infections du site opératoire, alors que pour leses types d’IN elle réféere a la durée

d'hospitalisation (1, 67).

La densité de l'incidence: c'est le nombre d'épisodes infectieux pour 1 @#tents-jours

ou dispositifs médicaux-jours (DM-jours). La difééce avec l'incidence cumulative est
qgue les variations de la durée de prise en chaggedtients est prise en compte ici. Par
exemple, un patient hospitalisé ou portant une eamthaire pendant un mois aura plus
d'impact dans le calcul de cette incidence qu'ureparecevant ces mémes soins sur une

durée plus courte (1, 67).
1.2. Prévalences et incidences

1.2.1. Ensemble des infections nosocomiales
Selon un rapport de 'OMS datant de 2011 (67), 4% patients nouvellement admis
dans un hopital, dans les pays industrialisés (P$Bfjont touchés par une IN (incidence
cumulative). C’est en tout,1% des patients hospitaliségiui souffrent d’au moins une
IN, avec une prévalence de 7,6 épisodes infecieux 100 patients. L’European Center
for Disease Prevention and Control (ECDC) estime gims 4 131 000 patients en Europe

ont développé une IN en 2008, pour un total de 418D épisodes infectieux (63). Aux
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Etats Unis d’Amérique (USA), c’était 1,7 million gmtients touchés en 2002 (38). Dans
les pays en voie de développement (PED), la préwaleles IN est plus élevée, puisque

c’est10 & 15% des patients hospitaliségui sont concernés (67).

Les patients ayant le plus de risque de contracterIN sont ceux qui séjournent €,

les patients brQlés ou encore les patients ayant subi @r@nsplantation (1). On peut
également considérer dans cette catégorie touspdéients sensibles aux infections
opportunistes en général : les patients agés ondegeau-nés, ceux atteints de maladies
chroniques comme le diabéte ou linsuffisance ®mrdlbien sdr 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 I&& La prévalence y est d’environ 30%
de patients infectés, dans les PID (67). Au niviesl PED, I'estimation est moins précise,
a cause du manque de surveillance réguliere aauninational, et des grandes différences
observées entre les études. L'incidence moyenreajt sle 35,2% des patients, mais elle

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

La densité d'incidence est de 17,0pfatients-jour (13,0%0 a 20,3%0) pour les PID, et
42,7%o0 patients-jour (4,1%o. a 91,7%.) pour les PED. Celanifigy que chaque jour, sur

1 000 patients hospitalisés en USI et qui ne senffpas d’'IN, 17 patients en moyenne en
contracteront une dans les PID, contre presquead@mnps en moyenne dans les PED, soit

environ2,5 fois plus.

Quelques éléments peuvent expliquer cette prolitérales IN dans les USI. Tout d’abord,
la population de patients qui y est hospitalisée est souvent poly-traumatigt les
pathologies y sont séveres. Cela participe a reledsgsteme immunitaire de ces patients

moins efficace, et donc plus vulnérables face atections. Il y a alors uneoncentration
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des pathogenes plus forte au sein des U8k qui met en danger les patients en meilleure
condition générale, qui seraient plus aptes a Endée contre les infections s'il n'y avait

pas cette proximité.

Un autre facteur important dans le développemest Itke dans les USI est leaux
d’utilisation des DM, qui est bien plus élevé que dans les autrescestvAinsi, il a été
recensé aux USA en 2009 (16) un taux d'utilisatdmn cathéter central (veineux et
artériels) s’élevant a 50% dans les USI contre %4dans les autres services (rapport
Nombre de cathéters centraux-jour / Nombre de pgtijour). On retrouve une différence
similaire avec ['utilisation de cathéters urinai(€3,1% dans les USI contre 19,5%) et de
ventilateurs mécaniques (36,3% dans les USI coh6®8%) (tableau 1). Ces DM,
nécessaires pour les soins des patients, constégalement Igorte d’entrée principale

des IN au sein des USI. Aux USA, il est estimé que 97% idéections nosocomiales
urinaires au sein des USI ont une origine assa@eigaort de cathéter urinaire, que 87% des
septicémies primaires sont associées a l'utilisatie cathéters centraux et que 83% des
pneumopathies nosocomiales sont des pneumoniessesgepus ventilation mécanique
(PAVM) (67). Ces trois types d’infections DM-assaséconstituenf2% des IN dans les

USI des pays industrialiségfigure 1) (67).

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

. . . Fréquence d'utilisation
DM-jours  Patients-jours q

des DM

Cathéters intravasculaires  Unités de soins intensifs 4589378 9186 473 50.0%

centraux Autres services 1599 715 10 718 359 14.9%

3 L Unités de soins intensifs 2268219 3379512 67.1%

Cathéters urinaires

Autres services 1 850 086 9504 265 19.5%

. L. Unités de soins intensifs 1662732 4578 117 36.3%
Ventilateurs mécaniques

Autres services 107 247 637 190 16.8%

D'aprés 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 ilefections 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% E@snBED (figure 1) (67). Parmi les IN
moins fréquentes, il y a les infections de la spl@RL, de la sphere gastro-intestinale, de

la sphére génitale ou encore de la peau et des tissus.

Figure 1 : Fréquences des différents types d’infections nosocomiales

USA Europe

H Infections urinaires H Infections du site opératoire
H SepticEmies H Pneumopathies
@ Autres

Infections nosocomiales au sein

Pays endévelo ment
¥ Ppe des USI*

Sh -8

T Comprend toutes les infections des voies respiratoires inférieures.
¥ Donnees pour les unités de soins intensifs dans les pays industrialisés.

@ DM-Infections
urinaires

E DM-Septicémies|

HPAaVIM

[ Autres

D'apres unrapport de I'Crganisation Mondiale de la Santé, datant de 2011 (67}
Proportion des IN les plus fréquentes par rapport au nombre total d'IN, selon |a région ou le
service de soins.
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Aux USA, les IN les plus fréquentes sont les inféohs urinaires, et largement,
puisqu’elles représentent plus d’'une IN sur trd&% des IN). On trouve ensuite les
infections du site opératoire (20% des IN), puisalément les pneumopathies et les
septicémies (chacune 11% des IB) Europe, les IN les plus fréquentes, les infections
urinaires et les infections des voies respiratoirebasses constituent chacune environ
une IN sur quatre (respectivement 27% et 24% désU®k infections du site opératoire

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

Dans les PED, l'infection la plus fréquente est l'ifection du site opératoire avec
29,1% des IN totales. C’est un probleme majeur dasgays, ou elle edeux a huit fois
plus fréquente que dans les PID 11,8% des patients opérés contractent ce type

d’infection (incidence cumulative moyenne), corit® a 5,2% dans les PID (figure 1).

Figure 2 : Origine des septicémies survenant au sein des USI

Infections secondaires : sites de

Septicémies dans les USI I'infection primaire

B DM associées B Pulmonaire E Gastro-intestinale
B Infections secondaires H Voies urinaires B Site opératoire
[ Origine inconnue B Peau ettissus mous @ Autre/inconnue

B.2%

5.6%

5.8%

D'aprés un rapport du National Healthcare Safety Metwork. Données de 2005, pour les USA [16).
Fréquences des septicémies primaires DM-associées et des septicémies secondaires, avec les
pourcentages des différents sites primaires de |'infection causant ces dernigres.

Comme vu précédemment, les IN au seinld@ssont majoritairement des infections DM-

associées (~72% des IN), dans les RIE& PAVM a elles seules y représentent 32% des
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IN totales, suivies par les infections urinaires DM-associéekes septicémies primaires

DM-associées, avec 20% des IN chacune (figured)r s septicémies contractées dans
les USI, l'association a un DM est retrouvée dam8o2des cas. En revanche, les
septicémies étant secondaires a une autre infed@ms 44% des cas, infection dont
I'origine est pulmonaire ou urinaire principalemd60,1% des septicémies secondaires),

I'origine DM-associée des septicémies, tout DM cdmpPAVM ou infection urinaire-

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

Les différences entre les PED et les PID, vis-adusnombre d’IN contractées, sont
également retrouvées au niveau des U&s.infections DM-associées y sont deux a trois
fois plus fréquentes dans les PE67), avec notamment une incidence de PAVM

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

Figure 3 : Densité de I'incidence des infections DM-associées au sein des USI

%eDM-jours

23.9
25 WUSA  EPED

20 -
15 -
12.2
B.B
10 - 7.9
. “ 3-5
,ﬂ, o LT — R

Infections Septicémie DM- PAVIM
urinaires DIVI- associées
associées

D'aprésunrapport de I'Crganisation Mondiale de la Santé datant de 2011 (67).
Différences de la fréquence des infections nosocomiales DM-associées entre les
PED ef les PID (USA), au sein des unités de soins intensifs.
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1.3. Les pathogenes impliqués dans les infections

nosocomiales

Pour les données concernant les PED, peu d’études hmentriques ou a I'échelle
nationale existent.Les rapports utilisés ici, regroupant les réssildes études les plus
complétes et les plus fiables, ne sont basés quenstaible nombre d’isolats cliniques a
chaque fois pour établir les prévalences des dift&rpathogénes selon les types d’IN. Ces
résultats doivent donc étre considérés avec pradendsqu’ils ne dégagent tout au plus
gu’'une tendance de ce qu’est la flore microbiensgsant ces infections. Ils permettent
toutefois d’estimer les différences qu'il peut yoawentre les PID et les PED. Les données

en provenance des PID sont plus completes.

Un tableau récapitulatif des pathogénes le pluguiEéhment isolés selon le type d’'IN

figure a la fin de cette partie (tableau IlI).

1.3.1. Ensemble des infections nosocomiales

Les bactéries représentent la majorité des pathogénessponsables d’IN(1,31,67).
Parmi les bactéries a Gram négatif, flanille des Enterobacteriaceae est la plus
représentée, et legenres Pseudomonas et Acinetobacter ont également un impact
conséquent. Pour les bactéries a Gram positif, ‘palme” revient aux genres
Staphylococcus et Enterococcus, ce dernier étant tout de méme moins fréquentlgue
premier. Des pathogénes fongiques sont égalemiativés, appartenant majoritairement
augenre Candida. En situation endémique, il y a peu d’IN causéasdes parasites ou des
virus, bien que l'agent principal des gastro-etdérinfantiles soit un rotavirus (66). En
revanche, les épisodes épidémiques d’'IN (envirdkb tés IN) (63) sont causés par des
virus dans 17% des cas, les virus des hépatitesmotli0% des cas a eux seuls (tableau II).

Seules les IN endémiques seront étudiées dansivesie.
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L’étiologie des IN est variable : si les mémes pgtnes sont retrouvés généralement, leur

prévalence est dépendante de la région ou des pati® étudiés et peut méme étre trés

différente entre deux USI d’'un méme hdpital.

Tableau Il : Episodes épidémiques d’infections nosocomiales

Agents pathogeénes Prévalence
S. aureus 14.0%
P. aeruginosa 8.0%
K. pneumoniae 7.0%
Bactéries 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%
Virus Norovirus 2.0%
Influenza / Parainfluenza virus 2.0%
Rotavirus 2.0%
Adenovirus 1.0%
Autres 32.0%

* HBV : virus de I'hépatite B

** HCV : virus de I'hépatite C

*** HAV : virus de I'hépatite A

D'aprés un rapport de I'ECDC, datant de 2008 (63)

Prévalences des pathogénes impliqués dans les épisodes épidémiques d'IN.
Moins fréquentes que les IN endémiques, cela concerne tout de méme

environ 10% des IN.

En Europe, les Entérobactéries sont les pathogpnesipaux (30,7%), avec I'espéece

Escherichia coli a elle seule isolée dans environ un prélevement csug (67).

Staphylococcuswureuset Pseudomonaspp sont quant a eux isolés respectivement dans

17,8% et 11,5% des cas. La prévalence du pathdgegejue le plus frequen€andida

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

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

d’E. coli est deux fois plus faible qu'en Europe. Les baetéd Gram positif sont plus
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fréquentes, avec des prévalences f@uaureus et lesStaphylococci coagulase négatif
(SCN) chacune proche de 15%, Emterococcus spp retrouvé dans 12,1% des cas.
Candidaspp y est également plus présent, avec 10,7% ategfigure 4). Toutefois, ces
données américaines ne prennent en compte quadetions nosocomiales DM-associées
ou du site opératoire qui, si elles sont les ptagudentes, ne couvrent pas I'ensemble des
IN (31). Le systéme américain de surveillance dehqgenes et de leurs résistances aux
antibiotiques, le National Healthcare Safety NektwHSN), est en effet concentré sur le

contr6le de ces types d’IN.

Figure 4 : Prévalence des pathogénes responsables d’infections nosocomiales

Europe — Corée (67) USA (31)
(n=42 247) (n=33 848)

B E. colf

B Enterobocteriaceae {sauf E. coli)
| 5. aureus

ESCN*

B Pseudomonas spp

m Acinetobacter spp

@ Enterococcus spp

I Candida spp

[ Autres

*SCN: Staphylococa coagulase negatif; T P aeruginosa seulement; 1 A, baumannii seulement.
# Données regroupant les fréguences de K. pneumonice (5,8%), K oxytoca (1,1%) et Enterobacter
spp (4,8%) seulement, le reste des Enterobacterioceae étant classées dans "Autres”.
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Pour les PED (1), outre les Entérobactéries eStaphylocoques, dont les prévalences
sont comparables a celles retrouvées aux USA dtuewpe (respectivement 27% et 32%),
deux genres sont plus frequemment isolés que @snBID:Pseudomonaspp (17%) et
Acinetobacterspp (9%) (figure 4). Cela n'est pas négligeableisque les espéces
appartenant a ces genres ont souvent des profitsutterésistances aux antibiotiques

surtoutPseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

1.3.2. Les infections nosocomiales au sein des USI
En Europe, les IN contractées dans les USI sorgéemudans un peu plus de deux cas sur
trois par lesEnterobacteriaceae, S. aureus ou Pseudomonas spp (figure 5). SIE. coli est
retrouvé moins fréequemment que dans I'ensembléNl€3,1% dans les USI contre 20,1%
pour I'ensemble de I'hopital), les genritebsiella et Enterobactery sont plus présents

(67).

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

des USI

US| — Europe (67) Patients arisques™ - PED (1)
(n=13 954) (n=1382)
B E coli

B Enterobacterioceae

{sauf E. coli)
[ 5. aureus

0.8%

1
: |

AN
51%@% "&{ﬂl | SCoN

.
S,
SHELCI,
e 4
=

g

H Pseudomonas spp
B Acinetobacter spp

[ Enterococcus spp

[ Candida spp

*SCN: Staphylococc coagulase négatif.
tPatients arisgues : regroupe les patient en USI, les patients brilés ef les patients transplantés.



Dans les PED (1), pour les populations a risquesigipts des USI, ainsi que patients
brllés ou transplantés), les bactéries a Gramifpssinblent étre moins fréquentes qu’en
Europe (~27% dans les PED, contre ~39% pour les d8iopéennes). Les
Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp et Pseudomonas spp sont les pathogénes

majoritaires, causant presque deux IN sur troig cles patients a risques (figure 5).

Il ne semble pas y avoir de variations conséqueséi® la flore microbienne présente
dans les USI par rapport a celle de 'ensembl€etdmital, en Europe. Dans les PED, la
fréequence deS. aureusdiminue dans les USI, alors que celle du geXemetobactery

augmente, par rapport a 'ensemble de I'hépital.

1.3.3. Les pathogénes causant les différents types d’infections
nosocomiales

La prévalence des pathogenes responsables desiNeau des hdpitaux ou des USI, si
elle a son intérét pour le suivi par les institdtsygiene et de veille sanitaire, n'a pas un
impact suffisant pour les cliniciens. En effet, pahaque type d’infection, si les micro-
organismes retrouvés sont les mémes, les prévalelecehacun peuvent beaucoup varier.
Il est donc important deonnaitre les pathogenes impliqués préférentielleme dans
chacun des types d’IN pour qu’il y ait une réelle influence de ce supidémiologique

au niveau de larise en charge des patients

Infections urinaires nosocomiales

Pour les infections urinaires nosocomiales, le patigéne principal est sans conteste.
coli, avec une prévalence aux alentours de 40% pollzset jusqu’a 60% en Amérique
latine (58).Enterococcuspp semble quant a lui étre un pathogéne desRiBgu’on le
retrouve dans environ 15% des cas en Europe et)8#éx et seulement 4% en Amérique

Latine. Parmi les germes isolés relativement frégquent figurenlebsiellaspp, qui est



retrouvé dans environ 10% de ces IN, ainsiBueeusspp etPseudomonaspp dans plus

ou moins 7% des cas (figure 6).

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

Europe (58) Amérique du Nord (58)
(n=1710) (n=1466)
T.0%

E E. colf | Kiehsiello spp B Fnterobacter spp H Proteus spp
B Citrobacter spp ® Staphylococcus spp W Pseudomonas spp ® A. baumannii
Enterococcus spp B Condida spp Y Autres

DM-associees —USA (31)

Ameérique latine (58)
(n=9377)

(n=531)

6.0% 4'0_&,; _ 0%

1.2% _~

T Prévalences de 5. gureus (2,2%) et des Staphylecocci coagulase négatif (2,5%).

Lorsque lesnfections urinaires sont DM-associéeda fréquence dE. coli est deux fois
plus faible, avec une prévalence autour de 21% k¥, soit autant que celle d&andida
spp (figure 6). Les prévalenced’Enterococcusspp et dePseudomonasspp restent

constantes, respectivement 14,9% et 10%.



Infections du site opératoire

Dans le deuxiéme type d’IN les plus fréquentesinfestions du site opératoire, le genre
Staphylococcus est le plus prévalent avec en premiére ligns. aureug30%), puis les
SCN (13,7%), aux USA (1). LeSnterobacteriacead35,6%) sont relégués au deuxieme
rang,E. coli étant isolé dans 9,6% des cas, suivi par le génterococcug11,2%).Dans
les PED, la premiére étiologie reste leEnterobacteriaceae avec une prévalence de
44,2% (dont 17,8% poUE. coli). Viennent ensuite les genr8saphylococcu$20,3% des

cas dus &. aureusetPseudomonagl6,3%) (figure 7).

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

USA (31) PED (1)
(n=7 025) B E. coli (n=1078)
B Enterobaocteriocene
{sauf E. coli)
E 5. oureus
B SCNF

B P. geruginasa

@ A. baumannii
Enterococcus spp
@ Condido spp

D Autres

*5CMN : Staphylococol coagulase negatif.
t Donnees regroupant les fréquences de Klebsiello spp (3,7%] et Enterobacterspp (4,2%)
seulement, le reste des Enferobacterioceae étant classees dans ““Autres”

Pneumopathies nosocomiales

En Europe, les pneumopathies nosocomiales sont causéaajoritairement par les

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

microbien de ces pneumopathiesdifferent pour les PED, avec 29% des cas causés par
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le genrePseudomonas, 24% par le genréAcinetobacter, et 21% seulement par les

Enterobacteriaceae (figure 8).

Figure 8: Prévalences des pathogénes responsables d’infections pulmonaires

nosocomiales

Europe (65) PED(1)
(n=10538) (n=459)

6.9%

B Autres Enterobocteriocene WS, gureus
WSCN* E Pseudomonas spp M Acinetobacter spp
B Hoemophilus spp M Streptococcus spp [ Enterococcus spp
W Stenotrophomaonas spp E Condido spp M Autres
PAVM — USA (31) PAVM - Monde (10)
(n=5960) (n=2490)
4.6%

1.7%

®SCN: Staphylococcl coagulase négatif; ¥ P aeruginosa seulement ; B A, boumannii seulement.

T Données regroupant les fréguences de Klebsiello spp (8,1%), Enterobacter spp (7,1%), Serratia
spp (2,8%), Proteus spp (2,7%) et Citrobocter spp (1,8%), le reste des Enterobactericceae &tant
classees dans "Autres".

¥ Donnees regroupant les frequences de Klebsiello spp (5,7%) et Enferobocter spp (B,4%)
seulement, le reste des Enterobacterincene étant classées dans "Autres".



Pour les PAVM, P. aeruginosa et S. aureus sont les étiologies principalesavec chacune
environ 20% des infections a leur compte (10,3&k Enterobacteriaceasont retrouvés
assez fréequemment (14% a 22% environ). Les patkesgdes genresBlaemophiluset

Streptococcunt également un certain poids dans les PAVM @etbement 9,8% et

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

Septicémies nosocomiales

La septicémie le dernier des types d’'IN les plus fréquertt,causée dans environ 40 %
des cas par des pathogenes appartenant au ger8taphylococcus (figure 9), surtout par
les SCN, qui représentent % des staphylocoques isolésimpE (65) et aux USA (31), et
la moitié dans les PED (1). Les prévalences vagestite selon les régions. En Europe,
les Enterobacteriaceaeconstituent le second groupe de pathogeénes les fpdguents
(23,4% dont 7,5% pouE. col), suivi du genreEnterococcusspp. Aux USA, le genre
Enterococcusest la deuxieme étiologie des septicémies nosa@em(16%), suivi par les
Enterobacteriaceaest Candida spp, (environ 12% tous deux). Dans les PED, leggen
Acinetobacter et les Enterobacteriaceaecomptabilisent chacun environ 18% des

septicémies nosocomiales, suivis par le g@seudomonagl2%).

Clostridium difficile :

Il y a un pathogene qui n’est pas ou trés peu mené dans les rapports de suivi des IN,
que ce soient ceux de 'OMS, de I'ECDC ou encore d@Caors qu’il joue un rble non
négligeable dans ces infectionSlostridium difficile. Cela est surprenant, puisqu’il s'agit
de la principale cause ddiarrhées nosocomiales chez l'adulte dans les pays
industrialisés (4), et beaucoup de cas d’épidénmesocomiales ont été recensés
récemment en Amérique du nord et en Europe (4,139341,44,57). Ce pathogéne étant la
principale cause de diarrhées associées aux digies, ces épidémies sont en général

associées a une augmentation de leur prescriptigeia des hépitaux touchés (41,44).
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Figure 9 : Prévalences des pathogénes responsables de septicémies nosocomiales

Europe — USI (65) USA - USI (31)
(n=4 315) (n=11428)
6.3% 5.1% 7.5% 105% 2.7%
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W E. coli -
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B Pseudomonas spp

@ Acinetobacter spp

B Streptococcus spp

W Enterococcis spp

@ Stenotrophomonas spp
B Bacteroides spp

B Candida spp

E Autres

* 5CN : Staphylococcl coagulase négatif; ¥ P aeruginasa seulement; 1 A, baumannii seulement.

t Données regroupant les fréguences de Klebsiells spp (5,8%), Enterobocter spp (5,5%), Serratia
spp (2,0%), Proteus spp [1,2%) et Citrobocter spp (0,7%), le reste des Enterobacterioceae €tant
classées dans "Autres",

t Données regroupant les fréguences de Klebsiello spp (5.7%) et Enterobocter spp (3,5%)
seulement, le reste des Enterobocterioceae tant classées dans "Autres”.

1.4. Les résistances aux antibiotiques
Ce qui distingue les IN des infections communauaicgest lefort taux de résistances
aux antibiotiques parmi les pathogénes impliqués. haession de sélectionqui est a la

base de I'émergence de ces résistances, est émpkeféeforte au sein des hbépitaux. La

prévalence des résistances differe selon les patiesg



Tableau Il : Résumé des pathogénes les plus fréquemment isolés dans les infections nosocomiales, selon le type d’infection et la région

Pays industrialisés Pays en voie de développement Infections DM-associées
Europe USA (USA)
N (isolats) Pathogénes % N (isolats) Pathogénes % N (isolats) Pathogénes % N (isolats) Pathogénes %
Ensemble des infections Enterobacteriaceae 30.7% Staphylococcus sppt 29.8% Staphylococcus sppt 32.0%
nosocomiales 42 247  Staphylococcus sppt 23.1% 33848 Enterobacteriaceae 21.3% 1269  Enterobacteriaceae 27.0% Non renseigné
Pseudomonas spp 11.5% Enterococcus spp 12.1% Pseudomonas spp 17.0%
Enterobacteriaceae 29.3% Enterobacteriaceae 27.0%
. . ¥ 9 + 0,
Infectlons.nosocomlales au 13 954 Staphylococcus spp 28.8% Non renseigné 1382 Stqphy/ococcus spp 22.0% Non renseigné
sein des USI Pseudomonas. 17.9% Acinetobacter spp 19.0%
PP e Pseudomonas spp 17.0%
Enterobacteriaceae 63.3% Enterobacteriaceae 68.0% Enterobacteriaceae 85.0% Enterobacteriaceae 34.1%
Infections urinaires 1710 Enterococcus spp 13.3% 1466*  Enterococcus spp 16.0% 531**  pseudomonas spp 6.0% 9377 Candida spp 21.0%
Pseudomonas spp 9.0% Pseudomonas spp 7.0% Enterococcus spp 4.0% Enterococcus spp 14.9%
Staphylococcus sppt 43.7% Enterobacteriaceae 44.2%
Infections du site opératoire Non renseigné 7025 Enterobacteriaceae 35.6% 1078  Staphylococcus sppt 26.5% Non renseigné
Enterococcus spp 11.2% Pseudomonas spp 16.7%
Enterobacteriaceae 31.8% Pseudomonas spp 29.0% Staphylococcus sppt 25.7%
Infections pulmoniares 10538 Staphylococcus sppt 18.7% Non renseigné 459  Acinetobacter spp 24.0% 5960 Enterobacteriaceae 21.7%
Pseudomonas spp¥ 18.2% Enterobacteriaceae 21.0% Pseudomonas spp¥ 16.3%
Staphylococcus sppt 39.4% Staphylococcus sppt 44.0% Staphylococcus sppt 36.0%
i 0 0, H 0,
Septicémies 2315° Enterobacteriaceae 23.4% 11 428° Enterococcus‘ spp 16.0% 825 Acinetobacter spp 18.0% Non renseigné
Enterobacteriaceae 12.4% .
Pseudomonas spp 7.9% Candida spp 11.8% Enterobacteriaceae 18.0%
. (]

(D'apres les références 1,31,58,65 et 67)
* S. aureus + Staphylococci coagulase négatif ; ¥ P. aeruginosa seulement ; * Amérique du Nord ; ** Amérique latine ; ® Infections au sein des USL.

La famille des Enterobacteriaceae regroupe plusieurs genres contenant des espéces 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 pathogénes régulierement isolés dans les IN.
Le terme Staphylococcus spp ne prend ici en compte que l'espéce S. aureus et les Staphylococci coagulase négatif, qui sont les principaux pathogeénes de ce genre.



Chez les bactéries a Gram positif, on retrouveSlesureus résistants a la méticilline
(SARM), les Enterococci résistants a la vancomycine(ERV) ou encore les
Streptococcus pneumoniae non-sensibles a la pénicillindSPNP) (63). A noter également

les forts taux de résistance ct@aifficile (4).

Du c6té des bactéries a Gram négatif, en plus dudox de résistances par la production
de béta-lactamase a spectre étend(BLSE), le nombre de souchegdcoli résistantes
aux fluoroquinolones est important et en augmentation, ce qui compligu@rise en
charge des infections urinaires, causées majantant par ce pathogene. En effet, si le
traitement de premiére intention des infectionsaires est une association Sulfamides et
triméthoprime, les fluoroquinolones sont souveiitsées pour les cas les plus séveres ou
lors de la suspicion de résistances. Les souch&selisella pneumoniae résistantes aux
carbapénemessont de plus en plus fréquentes, et environ 1/ sleuches deP.
aeruginosa sont résistantes a au moins 3 classes d’antibiegi63). La bactérid.
baumannii, si elle a une prévalence relativement faible dagsN, est '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 it@jale rapports européens et
américains de surveillance des résistances aukiatigues. Pour I'Europe, I'European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARStN dépendant de 'ECDC et
successeur de I'European Antimicrobial Resistancevedlance System (EARSS),
recueille chaque année les données en provenan@8 deays européens (64). Sept
pathogenes sont ainsi suivis par ce rés&upneumoniges. aureusE. coli, Enterococcus
faecalis Enterococcus faeciunKk. pneumoniaetP. aeruginosaPour les USA, le NHSN,

dépendant du CDC, recueille les données de 463 b&pi#d). En revanche, ces données
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ne concernent que les IN DM-associées ou les infectdu site opératoire. Le suivi des

résistances cible les mémes pathogenes que 'EARS-Ne

Les données ont été complétées avec des publisgbioar A. baumannii(27,46) etC.

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

1.4.2. Staphylococcus aureus
La résistance a la méticillineest retrouvée en moyenne pour 19,7% des isolatS. de
aureus en Europe. La prévalence y est supérieure a 2496 @0 pays, atteignant méme
58,1% a Malte. Aux USA, elle est de 56,2% dansrieections DM-associée, et de 49,2%
dans les infections du site opératoire. Il est irrgu de noter toutefois urgabilisation
ou méme une diminution significative de la proporion de SARM par rapport aus.
aureus sensibles dans plusieurs pays européens, enti®@ €200009. La prévalence de

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

Une résistance a la rifampicineest également retrouvée ch@zaureus principalement
chez lessouches déja résistantes a la méticilline 3,4% des SARM sont également

résistants a cet antibiotique, contre 0,3% parmst@iches sensibles a la méticilline.

1.4.3. Enterococcus spp

Les entérocoques, gpbssedent déja plusieurs résistances naturell¢séphalosporines,
sulfamides et a plus faible niveau aminosides)yeeuen plus acquérir degsistances a
'ampicilline et a la vancomycine (ERV). Une résistance de haut niveau contre
I'ampicilline est souvent retrouvée chézfaecalis La prévalence en Europe varie de 15%
des isolats (Islande) jusqu'a 66% (Chypre), et eiesupérieure a 25% dans 22 des 28
pays ayant rapportés au réseau EARS-Net. La résstanla vancomycine est plutot
retrouvée chek. faecium 80% des souches portent cette résistance aux 8% les IN

DM-associées, contre 6.9% pdar faecalis En Europe, seulement huit pays sur vingt-six



rapportent une prévalenceEd’ faeciunrésistants a la vancomycine supérieure a 10%. Sept

pays, dont la France, ont méme une prévalencaeaféra 1%.

1.4.4. Streptococcus pneumoniae

Pour cette bactérie, des résistances ont été elRa@tntre les pénicillines et contre les
macrolides. LesSPNP (sensibilités a la pénicilline : intermédiaires gisistants)
représentaient en moyenne 7,5% des souches iseléeBurope en 2009, mais la
prévalence est supérieure a 25% dans 5 pays, ddatahce et la Bulgarie. Les SPNP
étaient résistants a la pénicilline dans 41,5% de ces cas en moyenne. Quant a la
résistance aux macrolideselle concerne 13,4% d&s pneumoniaéSPNM) en moyenne,
avec une prévalence au-dessus de 25% dans 5 maysladFinlande, la Bulgarie et la
France. Il y a, en Europe, environ 5% de souchem@enne deé. pneumoniagui sont
non-sensibles aux deux classes d’antibiotiques.sDdgux pays, la prévalence y est

supérieure a 25% : en Bulgarie et a Chypre.

1.4.5. Clostridium difficile
En Europe, les proportions de souchesCdelifficile résistantes aux macrolides, aux
lincosanides, aux tétracyclines et aux fluoroquinoinessont respectivement de 44,4%,
46,1%, 9,2% et 37,5%. De plus, 36,4% des souches rEsistantes a la fois aux

macrolides et aux fluoroquinolones (4).

Une souche particulierement virulente a fait sopaaition au Canada en 2003 (19,44), et
s’est maintenant répandue aux USA, au Japon etumpg (34,39,41,57). Cette souche, le
ribotype 027 ou pulsotype NAP1 (pour National Aroan Pulsotype 1), est fortement

résistante aux fluoroquinolones et a I'érythromgc{i00% des isolats), mais sensible a la

clindamincine (lincosanide) ainsi qu’'a la vanconmgciet au metronidazole (anti-
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anaérobies). Le taux de mortalité dans les infastidues a cette souche est élevé, entre

15% et 20% (39).

1.4.6. Escherichia coli
La proportion d’ E. coli résistants aux antibiotiques a considérablement angenté au
cours de la derniére décennie, et 'émergence dehes combinant des résistances a
plusieurs classes d’antibiotiques est de plus as fifEquente. En Europe, alors que 51%
environ des souchesHl’ coli étaient sensibles aux quatre classes d’antibictigme2002,
il 'y en avait plus que 43,4% en 2009. La promortile souches résistantes a deux classes
d’antibiotiques stagne aux environ de 12% depu@s2@lors qu’elle était de 8% en 2002.
La prévalence de souches résistantes a trois classkantibiotiques a doublé en sept
ans, et a été multipliée par cing environ pour cedls résistantes aux quatre classes

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

La résistance aux aminopénicillinegst la plus répandue (54,3% des isolats en Euevpe,
2009). Elle est soit 'unique résistance de la Beu83,3% des souches), soit associée avec
une ou plusieurs autres résistances. Elle estdrément combinée a l&sistance aux
fluoroquinolones (84,8% des souches multi-résistantes), qui edelxieme résistance la
plus fréquente avec une prévalence supérieure adz0% 16 pays européens sur 28. Aux
USA, la résistance aux fluoroquinolones varie eB#g% et 30,8% des souches dans les

IN DM-associées et du site opératoire.

La résistance aux céphalosporines de®™ génération (C3G), si elle est la moins
fréquente, avec 7,4% en moyenne en Europe cortfé 8es souches pour Hésistance
aux aminosides a vu sa prévalence augmenter significativemens d6 des 28 pays
européens, entre 2006 et 2009. Aux USA, elle cobilga entre 5% et 11% des souches

impliqguées dans les IN DM-associées et du siteatpice.
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Avec I'émergence dsouches produisant des carbapénémas@$bo a 4% des souches des
IN DM-associées et du site opératoire aux USA)priae en charge des patients atteints
d’'IN va devenir de plus en plus compliquée danspeschaines années, au vu de la

prévalence @. colidans ces infections.

1.4.7. Klebsiella pneumoniae

Comme poulE. coli, K. pneumoniageut acquérir de multiples résistances. Cette bacté
posséde une résistance naturelle aux aminopémés|liet elleacquiert frequemment de
nouvelles carbapénémasesomme par exemple les enzymes de type KPC, VINlosI
récemment NDM-1. Celles-ci sostirtout retrouvées aux USA ou la prévalence y est de
3,6% a 10,8% des souches impliquées dans les INaBddeiées et du site opératoire. En
Europe, la Grece est la plus touchée, avec plugsdé des souches résistantes aux
carbapénemes, alors que dans les autres paysnelldépassaient que rarement 1%, en

2009.

Environ une souche sur cing aux USA et plus d’'arstides souches isolées en Europe sont
résistantes aux C3GLes pays européens rapportant les prévalencegdug®levés, outre

le Portugal, sont situés en Europe centrale, datteettonie au nord et la Gréce au sud.
Cette région est également celle comptant le pldstdox deK. pneumoniagésistantes
aux fluoroquinolones et aux aminosidegrespectivement 28,2% et 23,4% en moyenne,

pour I'Europe).

Parmi les souches dé pneumoniagésistantes & au moins une classe d’antibiotiquess,
sont celles combinant legsistances aux trois classes qui sont les plusdrgentes(55%
des souches résistantes). Suivent ensuite les edpuékistantes a deux classes (environ
25%, elles sont résistantes aux fluoroquinoloneaugt 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 montremugmentation trés nettede la
fréquence de chaque résistance, ainsi que dedadlsouches multi-résistantes (aux trois

classes d’antibiotiques).

1.4.8. Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosaest résistant naturellement a un grand nombre tidiatiques. Les
fluoroquinolones, quelques béta-lactamines dontckdbapénémes, et la colistine sont
efficaces contre cette bactérie. Les résistancgsisas contre ces quelques antibiotiques
sont fréquentes, rendant la prise en charge destiofis aP. aeruginosade plus en plus

compliquée.

La résistance aux fluoroquinolonesest la plus fréquente, suivie par celle aux
carbapénémes(respectivement 22,8% et 19,0% en Europe, 30,7268% pour les IN
DM-associées et 15,9% et 11,8% pour les infectdunssite opératoire, aux USA). Les
résistances aux aminosidesa laPipéracilline associée au Tazobactanou encore au
Ceftazidime (C3G) concernent chacune environ 15% des souches, @p&uliux USA,
la résistance aux C3G est présente dans 17,5% ddersades IN DM-associées, 5,7%

pour les infections du site opératoire.

Environ un tiers des souches sont résistantesraoims une classe d’antibiotiques, et une
sur six (la moitié des souches résistantes) I'esbia classes ou plus. Le profil le plus
souvent retrouve, environ 5% des souches, est detmésistances simultanées aux cing

classes d’antibiotiques précédemment évoquées.

En Europe, 'Europe centrale est la plus touchéecpa résistances (entre la Lettonie au

nord et la Grece au sud), ainsi que I'ltalie, 'Rgpe et le Portugal.
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1.4.9. Acinetobacter baumannii
Cette bactérie est connue pour smiaptation et son acquisition rapide de résistances
Alors qu’elle est naturellement sensible a la m#§odes antibiotiques, des souches
possedent maintenant degsistances a tous les antibiotiquesLa comparaison
génomique de deux souchesAdbaumannii l'une entierement sensible et l'autre multi-
résistante, a mis en évidence un élément clé danquisition de résistances par ce
pathogene (27). Un flot génomique flanqué de trasmps, ne contenant aucun marqueur
de résistance dans le cas de la souche sensibiptaio45 genes de résistances dans le cas
de la souche multi-résistante. Ceux-ci étaient woaiges de pathogénes comme
Pseudomonaspp,Salmonellaspp ouEscherichiaspp. La bactérie, soumise a une pression
de sélection par des antibiotiques, est donc capdibksimiler de nhombreuses résistances
depuis son entourage via cet élément génomiqueguceend les IN causées paAr.

baumanniitrés difficiles a prendre en charge.

En Europe, environ 27% des souches sésistantes aux carbapénemedesrésistances
a la ceftazidime (C3G) et a la ciprofloxacine (flumquinolones) sont retrouvées
chacune chez environ 66% des souches, et plus @ed®8 isolats songsistants a la
gentamicine (aminoside) En Amérique du nord, les proportions de souckéssstantes
aux C3G, aux aminosides et aux fluoroquinolones plugt faibles, 35 a 40%, 10% a 30%
et 35% a 40%, respectivement (46). Entre 25% et 8%souches responsables d’IN DM-
associée ou du site opératoire sont résistantesaabapénemes (31). En Amérique latine,
le taux de résistance a ces derniers antibiotiqtteint presque 30%. En Asie et Moyen
orient, 25% des souches sont résistantes aux caréaes, 40% aux C3G, 40% a
I'ampicilline associée au sulbactam (aminopéniudli+ inhibiteur de béta-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 a évaluer, les patients étant
hospitalisés pour une autre pathologie, et il npest toujours aisé de distinguer les causes
des déces, souvent d’origines multifactoriellesr&ranche, il est plus facile d’estimer les
morbidités associées au développement d'une INCelles-ci se traduisent par
'augmentation de la durée d’hospitalisation, deséds d’intubation et/ou de port de
cathéter s'il y a lieu, par une période de conwaree allongée et parfois par des
handicaps, temporaires ou permanemt@npact économique de ces infections est
également non négligeable, que ce soient les dirgtsts associés a une durée de prise en
charge plus longue, facilement évaluables, commect#lts indirects, plus difficiles a
estimer. Ces derniers prennent en compte le nongbjeuds non travaillés par les patients,
pendant I'hospitalisation et la convalescence, esidoins ultérieurs qui pourraient étre

nécessaires.

En Europe, les IN seraient la cause de 37 000 dagekes 4 131 000 patients qui sont
touchés chaque année (mortalité de 0,9%), et obomtrdient a 110000 décés
supplémentaires (mortalité de 3,6% au total) (B8 USA, la mortalité serait plutot de

5,8%, ces décés étant principalement causés pagpniesmopathies nosocomiales, les
septicémies, les infections urinaires et les indest du site opératoire, comptant
respectivement pour 36,3%, 31,0%, 13,2% et 8,3%ddess (38)La mortalité associée

aux IN dans les PID est estimé plus importante pdifOMS : entre 12% et 80%, selon la

population de patients touchée (67).

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

Europe, suite au développement d’une IN (67). Cela faitatal d’environ 16 millions de
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jours supplémentaires d’hospitalisation par lags codts directs de cette prolongation
sont de 7 milliards d’euros par an(63), le codt moyen d’'une journée d’hospitalisatio
étant estimé a 435 @ux USA, ces colts se sont élevés a US$ 6,5 mitlisrpour

I'année 2004(67).

Pour les pays en voie de développement, il n'y & ghavaluation de la mortalité de
'ensemble des IN, mais seulement des types lesfpdguents. Ainsi, une étude recensant
les données de 173 USI d’Amérique latine, d’Asidfrique et d’Europe rapporte des
mortalités pour les PAVM, les septicémies DM-asSesiet les infections urinaires DM-
associées de respectivement 29,3%, 23,6% et 1&EBR%Unde et en Argentine, des études
ont évalué la mortalité pour ces mémes IN a 19,0%5¢0% pour les PAVM, 4,0% et
5,0% pour les septicémies DM-associées et a 11{626,8% pour les infections urinaires
DM-associées, respectivement (6lZa. durée d’hospitalisation est augmentée, dans les
PED, de 5 a 29,5 joursce qui représente dearcodts importants pour ces pays qui ont

déja desnoyens limités(67).

Les IN pourraient pourtant étre évitées dans 20% a @6 des cas(30), aussi bien dans
les pays industrialisés que dans les PED. Plua deoitié desepticémies nosocomiales
DM-associéegpourraient étre prévenues, par la sensibilisaionmesures d’hygiene, des
formations du personnel soignant a la pose degteaith et au remplacement plus fréquent
de ceux-ci (28). Pareillement, une grande partie FAVM pourraient étre évitées,
notamment par la mise en place de procédures assodes bains de bouche a la
chlorhexidine, un antiseptique, et I'aspiration ul&re des sécrétions endo-trachéales.
Méme mises en place individuellement, ces procé&doeemettraient la prévention de 31%
a 57% des PAVM (29). Dans les PEDJdgage des main®st de plus en plus négligé, et
environ 39% des injections sont faites aveardiériel réutilisé, faute de moyens, ce qui

contribue grandement a 'émergence et a la prowagdliN (1).
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2. Diagnostic du laboratoire de microbiologie clini que

2.1. Intéréts d’'un diagnostic rapide

Lorsque les signes cliniques d’'un patient sont ai@mas du développement d’'une IN, les
cliniciens prescrivent un examen microbiologiqueurpd’identification du ou des
pathogene(s) en cause, et de leur profil de résissaaux antibiotiques. Leséthodes
conventionnelles reposant sur laulture, l'identification biochimique et phénotypique

et 'antibiogramme, sontlongues et laborieusesUn examen direct du préléevement
apres coloration de Gram peut étre réalisé précecesur I'échantillon frais, ce qui donne
déja quelques indications aux cliniciens. En retiante seuil de détection de cet examen
direct est d’environ 10a 16 Unité Formant une Colonie par millilitre (UFC/mL)3)7
selon le type d’échantillons, et il est trés démedie la qualité du préléevement et du
temps d’acheminement de celui-ci jusqu’au laboratdianalyse. Cet examen est souvent
réalisé apres une étape de culture. Ainsi, pourréedtats completsil faut en général

attendreplus de 2 a 5 jours selon le pathogéne et le type de prélévement (60)

Si I'état général des patients le permet, il egfgrable d’attendre ces résultats avant de
commencer unantibiothérapie ciblée Malheureusement ces cas sont rares. Le clinicien
doit la plupart du temps mettre en place angbiothérapie probabiliste ou empirique
le plus tét possible. Celle-ci repose sur aeeres cliniques épidémiologiques et
démographiquesdans un premier temps. &itement est ensuite réadaptesi besoin,
lorsque l'identification et le profil de résistanda pathogéne sont connus, ou dés que les

résultats de I'examen direct sont obtenus, sin&smations qu’il donne le permettent.

Des résultats disponibles le jour méme seraient tres Inéfiques pour le patient. En
effet, uneantibiothérapie inadaptée ou mise en place tardiveent provoque des effets

indésirables, une prolongation de I'hospitalisatiddmergence de pathogenes résistants et
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des surcolts non négligeables, pour n'app@teun bénéfice clinique(s,15,26,60,62).
Elle est égalemerdissociée a un excés de mortalifgar rapport & une antibiothérapie

adaptée entamée plus précocement (5,14,15,26,80)54,

2.2. Techniques de diagnostic bactériologique rapid es

Il y a donc unintérét majeur a identifier le pathogene le plus tépossible Les méthodes
conventionnelles ne permettent pas cette rapiditéelbes manquent de sensibilité et sont
basées sur I'amplification naturelle des pathogewesqui prend du temps. Quelques
techniques permettent une identification des bimstéet dans certains cas de leur profil de
résistances aux antibiotiques, dans des délaisréasits (figure 10). Parmi celles-ci
figurent destechniques de biologie moléculairecomme laréaction en chaine par
polymérase(PCR)en temps réelou I'hybridation in situ en fluorescencdFISH). Il y a
également les techniques dgpectrométrie de masseavec les technologies aeatrix-
assisted laser desorption inization — time of fligh(MALDI-TOF) et dePCR couplée a

la technique d’electrospray ionization (PCR-ESI). Seules ces quatre techniques seront
décrites par la suite car elles sted plus rapidesou ontle potentiel pour le devenir
Elles permettraient ainsi uramalyse en routine des échantillons dans les 24hant le
prélevement Quelques tests d'immuno-diagnostic rapides (TIPR)irraient également
étre utilisés pour I'identification de bactériesdet marqueurs de résistances, mais le menu
disponible pour le diagnostic des IN bactérienrgedgres limité, et leur utilisation est plutot
retrouvée en dehors du laboratoire d’analyse (tiPof Care”). lls ne seront donc pas

abordés plus avant dans cette these.
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Figure 10 : Traitement des prélevements au laboratoire de microbiologie clinique

: techniques diagnostiques et délais avant résultats
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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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Préléevements sanguins :

Etape pré-culture : le nombre de bactéries vivantes dans ces prélévements est compris entre 1 et 10 UFC/mL chez I'adulte, soit en-dessous
du seuil de détection de I'examen direct. Une période de culture est donc nécessaire avant I'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 étre utilisées directement sur les prélevements

sanguins, sans étapes de cultures préalables.

Hémoculture : seulement 10% a 15% des hémocultures montrent une croissance bactérienne, en 1 a 3 jours, et la moitié de ces cas environ
sont dus a des contaminations du prélévement. Les techniques basées sur la PCR peuvent étre réalisées directement sur les hémocultures
positives, alors qu’un examen direct avec coloration de Gram doit étre réalisé avant de procéder aux tests de FISH et de spectrométrie de
masse MALDI-TOF. Dans le premier cas, cet examen sert a définir le kit de FISH a utiliser alors que pour la spectrométrie de masse, il permet
de s’assurer que le prélévement est monomicrobien. Si c’est bien le cas, ’hémoculture positive est ensuite utilisée pour effectuer les tests
d’identification phénotypique conventionnels et ensemencer des géloses, dont une servira pour I'antibiogramme. En revanche, si I'examen
direct montre un échantillon polybactérien, un isolement de chacun des pathogénes doit étre réalisé. Pour cela, une gélose est ensemencée
puis mise a incuber 1 a 3 jours. Dés 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 méme aspect morphologique. Les tests d’identification phénotypique conventionnels ou par MALDI-

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

* Etape pré-culture : tous les prélevements autres que le sang contiennent potentiellement suffisamment de bactéries pour qu’un examen
direct les détecte. Cette charge bactérienne dépend de la précocité de I'infection au moment du prélévement, de la qualité de celui-ci et du
temps et des conditions d’acheminement jusqu’au laboratoire de microbiologie clinique. L'examen direct, apres coloration de Gram,
permet |'utilisation des techniques de FISH et d’analyse MALDI-TOF si le prélevement est monomicrobien. Les analyses par des techniques
de PCR sont également réalisables directement sur les échantillons cliniques, et le résultat dépendra grandement de I'étape d’extraction
des acides nucléiques, dont la performance differe selon le type d’échantillon et la(es) bactérie(s). Des techniques de TIDR peuvent étre

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

e Culture des échantillons cliniques : des géloses sont ensemencées a partir des prélevements. Un examen microscopique aprés coloration
de Gram est réalisé sur les cultures positives (1 a 3 jours d’incubation), et les tests de diagnostic rapides et/ou conventionnels ainsi qu’un
antibiogramme sont faits a partir de colonies isolées. Dans le cas ol I’échantillon est polymicrobien, la procédure est la méme que pour les

hémocultures.

L’intérét clinique de I'examen microbiologique est maximal lorsque l'identification est disponible pour le clinicien dans les 24 premiéres
heures suivant le prélevement. Une antibiothérapie adaptée mise en place précocement permet de réduire grandement la morbi-mortalité et

les surcodts hospitaliers des infections nosocomiales (voir “lll.1. Intéréts 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 @art sur Bmplification des
acides désoxyribonucléiqgue§ADN) par une ADN polymérase, a partir d’'amorcessset
anti-sens, et d’autre part surdétection réguliere d’'un signal fluorescent émis gaune
sonde tout au long de la réaction (figure 11). Les armer et la sonde, des
oligonucléotides mesurant en général entre 15 &3@s, sorgpécifiques des séquences
d’ADN qui doivent étre amplifiées. La technique peute&mant étre utilisée pour détecter
des acides ribonucléiques(ARN). Lorsque ceux-ci sont ciblés, une retro-traimgase,
c'est-a-dire une enzyme créant un brin d’ADN commggtaire a partir d’un brin d’ARN,

est utilisée avant les étapes d’amplification peopent dite.

Un cycle de PCR ou cycle d'amplification, est contr6lé par Ehangement de
température de la réaction(figure 11A). Il est composé d’'une étape de déasitn de
I’ADN, suivie de I'hybridation des amorces sur lag@quence spécifique et de I'extension
de ces amorces par I'ADN polymérase. Dernierened,enzymes ont été optimisées de
facon a ce que les étapes d’hybridation et d’exdensient lieu a une température

commune, réduisant ainsi le nombre d’étapes pae aje PCR et augmentant donc la

rapidité de la détection des ADN cibles.

Le niveau de fluorescenceau cours de chaque cycle de PCR est corréléombre de
sondes se fixant sur leur ADN cibleLe nombre de brins d’ADN cible étant doublé a
chaque cycle (quand les conditions sont optimalesjignal fluorescent détecté augmente
exponentiellement au cours de la réaction (figurB &t C). C’est cette augmentation du
signal qui permet dstimer la quantit¢ de cibles initialement présentedans

I’échantillon, plus particulierement le nombre geles de PCR qu’il faut pour observer un
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signal fluorescent se détachant nettement du teuibnd (figure 11B). Cette estimation se
fait par rapport au nombre de cycles de PCR qu'il feaur détecter un contrdle, c'est-a-
dire une cible de concentration initiale connue l#ép parallelement a la réaction sans

interférer avec celle-ci.

2.2.1.2. Performances de la PCR en temps réel
Cette technique présente de nombreux avantages vaaunide lasensibilit¢ de la
spécificité, de lareproductibilité et de lavitesse de la réactior(22,56). Le point fort de
la PCR en temps réel est qu’elle permet l'identifaatd’'un large panel de pathogénes
directement a partir des échantillons cliniques Les bactéries dont les conditions de
cultures difficiles retardent habituellement la enen évidence peuvent étre identifiées en
qguelques heures avec cette méthode. En revanchbeédance deombreux inhibiteurs
dans les échantillons cliniquepeut altérer les performances de la PCR. Les tegbsiq
d’extraction des acides nucléiquegui ont été développées permettent d’éliminer en
partie ces inhibiteurs, mais elles entrainent égaitd¢ une perte du matériel génétique
ciblé, ce qui a un impact sur la limite de détecties tests. Cet impact est tout de méme a
relativiser, puisque la PCR en temps réel peut d&taeiqu’a moins de 10 UFC/mL, alors
qgue le seuil de positivité clinique pour une inf@ct hors septicémies et méningites, est
souvent au moins 100 fois plus élevé (quantitée mmueé de bactéries qui doivent étre

détectées pour signifier que l'infection est biewre @ ce pathogene) (73).

L’avantage de cibler le génome bactérien résids tafait qu’il offreplusieurs degrés de
similitude entre les bactéries Selon les besoins cliniques, la technique de PCRRraps
réel peut étre utilisée pour distinguer une cibienaweau de Espéced’'uncomplexe d’'un
genre, d’une famille, etc... en s’appuyant sur des séquences d’ADN plusmoins
communes. Des genes trés conservés, comme le gefARNr 16S, permettent une

amplification simultanée d’'un trés large éventadl dactéries, alors que des génes a
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I'origine de voies métaboliques spécifiques perrmattune identification & un niveau plus

restreint.

En revanche, cibler ’ADN peut également avoir quelk désavantages. Tout d’abord, la
fréquence denutation des bactériegpeut provoquer unefluctuation des performances
d’'un test. Il est possible de voir des souches bactériepnésentant une ou plusieurs
mutation(s) au niveau de la séquence ciblée patesinde PCR. C’est pourquoi il est
important de s’appuyer sur une base de donnédaddqurnie possible lors de la création
du design d'un test de biologie moléculaire, et@hdiser des essais sur un grand nombre
de souches différentes lors de la mise au pointedéest. Un autre point important a
signaler est qu’'il n'y a pas toujours derrélation entre la présence d’ADN bactériens
dans un tissu ou un prélevement clinique et la présce de la bactérie vivantesurtout

si des antibiotiques ont été pris recemment ppatent (73). La stabilité de 'ADN est en
effet de quelques jours dans le milieu extracal@laDans certains cas, notamment si le
test est utilisé pour le suivi d'un traitement hbiiique, il faudra donc cibler
préférentiellement 'ARN bactérien, dont la staBilést de I'ordre de la minute apres la

mort cellulaire.

Le multiplexage, c'est-a-dire le nombre de cibles détectées auscdn test, est
également urfacteur limitant de la PCR en temps réel Il est possible de rechercher
plusieurs cibles simultanément, en mélangeant glusicouples d’amorces et de sondes
spécifiques afin de pouvoir détecter plusieurs sages d’ADN distinctement dans une
méme réaction. L'augmentation du nombre de réastdiamplifications ayant lieu dans
un volume restreint peut toutefois altérer lesqantinces du test. De plus, les instruments
de PCR sont limités a six canaux optiques différgotsr la lecture de fluorescence en
temps réel, donc a six cibles distinctes par réactie format des instruments (barrettes 8

puits, microplaques 96 puits ou 384 puits, etc..)nmd de réaliser plusieurs tests en
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paralleéle sur un méme prélevement, mais cela codifigléa technique, et 'augmentation
du temps de manipulation des réactifs et des étlbast se traduit souvent par des
contaminations Les colts et le temps de préparation du test sgatement plus

importants.

Cette contrainte au niveau du multiplexage a ponsé&guence lamitation des cibles du
test aux pathogenes les plus régulierement isolésrss les prélevements testéda
recherche de résistances aux antibiotiques par PCRRn temps réel est également
limitée. Chez les bactéries a Gram positif, quelques margude résistances sont
fréquents et fortement conservés, comme le gereé\, associé a la résistance a la
méthicilline chezS. aureus ou les génevanA et varB, associés a la résistance a la
vancomycine chez les Enterococci. Néanmoins,ntagjueurs ne sont pas spécifiques
de S. aureusou des Enterococci, et peuvent étre retrouvés ahautres bactéries
pathogenes ou commensales. L'identification de SARMIe VRE par la détection de ces
marqueurs est donc quelques peu biaisée (35).1Boimactéries a Gram négatif, il existe
unetres grande diversité génétique des marqueurs desistances Par exemple, pour la
famille des Enterobacteriaceaeil existe plus de 200 types de BLSE génétiquement
distinctes. De plus, la détection d’'un marqueuréigstance n’est pas toujours corrélée a
un phénotype de résistance a cause @ilession différentielle des genegn effet, un
gene peut étre présent dans 'ADN de la bactérie paur autant étre exprimé et traduit en
qguantité suffisante pour que la bactérie soit téste a I'antibiotique ciblé. La technique
de PCR en temps réel est doimitée pour la détection de profils de résistances

bactériennes a quelques marqueurs spécifiqugsbs).

C’est pourquoi cette technique ne remplace pas laurey nécessaire autant pour
I'identification des bactéries les plus rares qaargéaliser un antibiogramme sur un large

panel d’antibiotiques.
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Figure 11 : Principe de la PCR en temps réel (exemple des sondes TagMan®)
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A- (haut) La technigue décrite ici repose sur l'utilisatida sonde TagMan®, qui porte a son
extrémité 5 un fluorophore, et a son extrémité W8i quencher. Le quencher absorbe la
fluorescence du fluorophore, et aucun signal néstis. A- (Milieu et bas) Programmes
d’'amplification : 1 = dénaturation, 2 = hybridatjo® = élongation. Les étapes d’hybridation et
d’élongation peuvent étre réalisées a la méme teahpé (2 étapes), ce qui permet de réduire
considérablement le temps de la PCR en tempsBétlors de la dénaturation (1), les deux brins
d’ADN sont séparés, puis les amorces se fixenteur séquence cible au cours de I'hybridation
(2). Pendant I'élongation (3) la polymérase, qusgemle une activité 5-éxonucléase, va cliver la
sonde TagMan®. Le fluorophore va donc s’éloigner guencher, qui n’absorbera plus la
fluorescence émise par le premier, et un signatrpoétre détectéC- Schéma de I'amplification
par PCR, corrélée a un nombre de fluorophore cliigisic émettant un signal fluorescent)
augmentant exponentiellemem- Courbe de PCR en temps réel retragant I'intengitéignal
émis en fonction du nombre de cycle PCR. Au débugignal fluorescent émis ne se démarque pas
du bruit de fond. Une phase exponentielle d’angdiibn du signal apparait ensuite jusqu’a une
phase plateau, correspondant au signal maximattdéte lorsque toutes les sondes TagMan® ont
été clivées. Le cycle seuil correspond au nombreydte de PCR qui doivent avoir lieu avant le
début de la phase exponentielle. C'est la valeurceecycle seuil qui est utilisé pour la
quantification d’'une cible par rapport a un corgrde 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 dgeadtamplicons (ADN amplifié).
Hors, c’est une technique treés sensible. Afin d&rvies contaminationges locaux et les
flux doivent étre aménagés de fagon a éviter de ntiet les échantillons et les réactifs

en contact avec les produits amplifiésil faut ainsi créer quatre zones séparées
physiguement : une zone de préparation des édbasti{extraction d’acides nucléiques),
une zone de préparation des réactifs de PCR, uneaoh&DN a tester est ajouté aux
réactifs, et enfin une zone ou la PCR est réalisée (2 personnel doit également étre
formé a des conditions et dgsocédures de travail strictes et a l'utilisation d

méthodes aseptiquesToutes ces contraintes restreignent grandemeititisiation de

technique de PCR en temps réel dans de nombrewatalves de microbiologie clinique.

Une fois l'infrastructure mise en place, les flugahantillons doivent étre optimisés. La
plupart des instruments d@CR en temps réel ont un rendement maximal lorsqu$
sont utilisés pour plusieurs échantillons en mémemps Selon la taille et le débit des
laboratoires de microbiologie, les tests seronsiai@alisés une ou plusieurs fois par jour.
Les tests de PCR en temps réel perdent donc largéeerstvantage de rapidité lorsqu’un

prélevement n’est testé que plusieurs heures aprearrivé au sein du laboratoire.

En revanche, la technique étammtierement automatisable les délais peuvent étre
intéressants dans les laboratoires avec un fort diéb et les temps de manipulation des

échantillons peuvent étre grandement réduits.

2.2.1.4. Tests intégrés de PCR en temps réel.
Ce terme désigne les formats les plus récents dissliasés sur la PCR en temps réel. On
les dit intégrés caout le processus du test se déroule au sein d’uoaique cartouche,

depuis l'extraction jusqu’a la détection (45). Ces tests permettent la réalisation des
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techniques de PCR en temps réel, ainsi que d’atdsts de biologie moléculaire, en un
temps trés court (deux heures au maximum), émitant les manipulations au strict
minimum. L’échantillon clinique est déposé danscéamtouche, puis celle-ci est chargée
dans un automate. Le programme adéquat est lanisél'gxtraction, I'amplification et la
détection des acides nucléiques ont lieu. Les syestéstant entierement fermésrikmue

de contamination est faible Les cartouches étant utilisées pahiaque prélevement
individuellement, il n’est pas nécessaire d’attendre un nombreissuif d’échantillons

pour lancer I'analyse.

L’amplification se déroulant dans un systeme scdllén’est pas requis de disposer
d’infrastructures séparées physiquement pour iBation des tests intégrés. Les
instruments eux-mémes ne requiérent pas beaucopiade, et peuverfacilement étre

installés dans les plus petits laboratoires

Enfin, étant donné la nature et la simplicité demnipulations nécessaires a la mise en
route du test, celles-ci peuvent étre faites a maments, y compris en période de garde,

ou le personnel présent au laboratoire est en renaitreint.

Le développement de ces systemes intégrés perraatéamocratisation de I'utilisation

en routine de la PCR en temps réelers tous les laboratoires de microbiologie clireig
alors que cette technique était jusque la pluemée aux laboratoires ayant les plus forts
débits. Les limites au niveau des performancesddasts restent toutefois les mémes que

vu précédemment.

2.2.1.5. Colts
Les tests de PCR en temps réel ont des colts plpsrtamts que les méthodes
conventionnelles principalement & cause du cotriéées réactifs. En revanche, la rapidité

d’obtention des résultats peut compenser ces qoiitjue cela permet de mettre en place
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une antibiothérapie adaptée plus tét. Le nombrealj@es complémentaires a réaliser peut

également étre réduit, ce qui limite encore lesschéspitaliers globaux.

Les systemes intégrés, s'’ils pallient aux probledefiux d’échantillons et d’accessibilité

a la technique de PCR en temps réel, sont en revahchehers.

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 'ADN ouARBN. Elles contiennent des bases
similaires a celles de I'ADN, mais celles-ci somfiées entre elles par des liaisons
polyamides (squelette peptidique), contrairememnt ADN et ARN dont le squelette est
composé de liaisons ribose-phosphate. Les PNA eatierement synthétiques, elles

n'existent pas a I'état naturel, ou n'ont pas eacgé découvertes, selon le point de vu.

Le squelette ribose-phosphate de 'ADN ou de I'ARBt ehargé négativement. Ces
charges fragilisent I'hybridation de deux brins B ou d’ARN. Le squelette des PNA
n'est quant a lui pas chargé, ce qui permet d’obtere hybridation PNA-ADN ou PNA-

ARN plus stable

La technigue de PNA-FISH cible Ie8RN ribosomaux des bactéries. Ceux-ci sont
présents egrande quantité (plus de 80% des ARN totaux d’'une cellule) et @nmient
desrégions trés conservéespécifiques d’especesce qui en fait une cible intéressante
pour la technique de FISH. En revanche, ils ss#amblés eatructures tres compactes
ce qui limite l'utilisation de sonde ADN, manquatiaffinité pour se lier au sein de ces
structures. C’est pourquoi IENA sont utilisés comme sondes de haute affinjtéfin de

former un complexe plus stable avec ces ARNT.
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La société AdvanDx commercialise depuis 2003 dés #e diagnostic, basés sur la
technique de PNA-FISH, pour la détection de bae$éé partir d’hémocultures
positives Un test de Gram doit étre fait au préalable, dérdéfinir le kit de PNA-FISH a
utiliser. Actuellement, le menu de bactéries déexta partir d’hémoculture est assez

limité. Six kits certifiés IVD existent pour idefiér :

* E. colietP. aeruginosa

* E. coliet/ouK. pneumoniaépas de distinction) €. aeruginosa

* E. colietK. pneumoniaetP. aeruginosddistinction des 3 especes)
« S. aureus

» S. aureuset les Staphylococci coagulase négatif

+ E. faecaliset les autres Enterococci.

Les trois premiers kits sont a utiliser lorsquedimen direct met en évidence dexilles

a Gram négatif, les trois derniers pour l'identification decci a Gram positif Une
sonde pour la détection Atinetobacterspp a été décrite (47), mais n’est actuellement
utilisable gu’en recherche. Des études ont égalendémontré que les PNA-FISH
pouvaient étre utilisées directement suaulfes types de prélevemeniscomme les
expectorations pulmonaires (37), les lavages brmadVvéolaires (LBA) (71), les biopsies

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

La technique estres simple d'utilisation : les sondes PNA-FISH sélectionnées aprés
I'examen direct sont ajoutées a une goutte d’héithaeupositive, apres fixation de celle-
ci sur une lame de microscope. Aprés une périodeubation de 90 minutes dans un
bain-marie pour I'hybridation des sondes, la lans lavée puis analysée avec un
microscope disposant d’'une lampe a ultra-violet YUpdur la recherche des bactéries

marquées. Léemps total d’analyse par cette technique est de 38 environ, a partir du
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dépobt de I'échantillon de sang sur une lame deasémpe jusqu’a la lecture de celle-ci par

fluorescencel.e temps de manipulation est de 45 minutes enviropar série (25).

2.2.2.2. Technique utilisant des sondes “en épingl e a cheveux”
La société miacom diagnostics commercialise égalenhes tests basés sur la technique de
FISH, ciblant toujours le&RNr, pour l'identification de bactéries directemerpaitir de

prélevements cliniqgues ou d’hémocultures positives

Les sondes utilisées ici sont des sondes “en &pirsg cheveux”. Ce sont des
oligonucléotides (ADN) avec un fluorophore a un&@nxité et un quencher a l'autre. La
séquence centrale est spécifique de 'ARNr ciblersalque les séquences des deux
extrémités sont complémentaires I'une de l'autermettant ainsi un repliement de la
sonde en forme d’épingle a cheveux. La séquenceifise forme la boucle et le
fluorophore et le quencher se cotoient a I'extréreih forme de tige. Il n'y a donc pas de
signal fluorescent lorsque la sonde est dans aetitdiguration. Lorsque la sonde est
dénaturée, la séquence spécifique est accessilles@dixer sur la cible. Cette hybridation

éloigne le fluorophore du quencher et un signalrlscent peut donc étre détecté.

Le menu est plus étendu que pour les tests PNA-FISIdt les kits sont congus de fagon a
identifier un panel de bactéries en fonction d'pa¢hologie. Deux kits sont actuellement

certifiés CE-IVD :

* Le kit “Pneumonies”, pour les pneumopathies nosocomiales et les PA&S¥,
utilisable directement a partir de préléevementsmoulaires. Seul un panel de
bactéries Gram négatif est validé pour le diagnostdétection des
Enterobacteriaceaeau niveau de la famille ou de l'espéce pour cestai

pathogeénes, dB. aeruginosaAcinetobacterspp.,Stenotrophomonas maltophilia
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Moraxella catarrhaliset H. influenzd. Un panel de bactéries Gram positif est
disponible pour une utilisation en recherche unioget.

o Lekit “Septicémies” est utilisable a partir d’hémocultures positivesis panels
différents sont certifies CE-IVD :

- un panel de bactéries Gram négatif, proche du pdmeumonies”, avec
en plus la détection du gerBalmonellaet moins de bactéries de la famille
Enterobacteriacea@lentifiées au niveau de I'espece ;

- un panel de bactéries Gram positif pour lidengifion du genre
Staphylococcugt deS. aureusdu genreStreptococcu®t de trois especes
de ce genreS. pneumonigeS. pyogenest S. agalactiag de Clostridium
perfringens d’E. faecalis et &. faeciun

- un test pour la détection & aureusiniguement.

Cette technique eglus rapide que celle de PNA-FISHERN effet, les étapes d’incubation

des sondes avec les bactéries et de lavage santdugaplus courtes (respectivement 11
minutes et 1 minute contre 90 minutes et 45 minptes la techniqgue de PNA-FISH). Le

temps de manipulation total est de 10 minutesg &rhps total d’analyse est d’environ

30 minutes.

2.2.2.3. Performances des techniques de FISH

PNA-FISH

Les sondes PNA-FISH ont ureensibilité et une spécificité supérieure a 98% dan
'ensemble La sonde ciblanP. aeruginosamontre une sensibilité (52) et une spécificité
(47) légérement inférieures, selon les études értsement 94,1% et 95%). La limite de
détection de cette méthode est la méme que celltedemen direct, soitl0* a 1F

UFC/mL selon les prélévements.
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L’avantage majeur de cette technique esaladité de I'identification, avec un résultat
de l'analyse obtenu en 2h30 a partir d’hémocultyesitives. Cette technique ayant le
potentiel d’étreréalisée directement sur d’autres types d’échantillons clinjues une
identification pourrait étre obtenue le jour ménuepdélévement dans le cas d’échantillons

urinaires ou de LBA, par exemple.

Le cas de lalétection des SCNen particulier montre bien tout 'impact que penivavoir
ces tests. Lorsque des SCN sont détectés dans omoeliéure positive, il est estimé qu'il
s’'agit d’'une contamination pour 80% des échantilogst que la majorité des cas
d’infections a SCN sont dus a l'utilisation de disiifs intra-vasculaires (42). L’examen
direct des hémocultures positives ne permet padiffgencierS. aureusdes SCN, et la
culture de ces derniers dure deux a trois joure tlmtamination du prélevement peut
cacher le véritable pathogéne responsable dedtiofe et un traitement non nécessaire ou
inadapté est administré pendant plusieurs jourecAes sondes PNA-FISH, les SCN sont
détectés 2h30 apres que I'hémoculture deviennetiymsice qui permet d’avertir le

clinicien tres précocement, en général, afin quiaavel échantillon soit préleve.

La culture des bactéries est tout de méme nécegsair reéaliser un antibiogramme. En
effet, la cible des PNA-FISH étant les ARN ribosomacette technique esttilisable

pour lidentification de pathogénes principalement La détection de résistances est
possible dans un seul cas, lorsqu’une mutation\aan chromosomique des génes codant
pour les ARNr conféere une résistance aux macroliitespsanides et streptogramines. Si
la résistance a cette classe d’antibiotiques egludeen plus fréquente, ce mécanismes de
résistance en particulier n'a été décrit que récenimchez quelques especes comme
Mycobacterium aviunou Helicobacter pylorj qui ne sont pas des pathogénes responsables

d’IN.
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FISH avec des sondes ““‘en épingle a cheveux”

Cette technigue étant relativement récente (premigrésentation en 2008), les
publications qui la comparent aux méthodes congenglles d'identification de

pathogeénes sont rares. Les données disponibleiepnant du site internet du fabriquant,

miacom diagnostics (68), ou de posters présentesiocongrés en 2010 ou en 2011.

Pour le kit “Pneumonies”la sensibilité est de 97% et la spécificité est &%, selon le
fabriquant. La sensibilité semble tout de mémealdei selon les pathogénes ciblés. La
spécificité globale du test, par rapport aux teghes conventionnelles, a été évaluée a
84,5% seulement, variant de 20% pour la détectierKdpneumoniaea 100% pour
Serratia marcescensProteus sppet P. aeruginosa(69). Toutefois, le faible nombre
d’isolats testés dans cette étude limite la podeéeces résultats (303 isolats, dont 155
positifs). Pour le kit “Septicémie”, laensibilité et la spécificité sont respectivement de
95% et 98% (98% et 99% pour le test ciblaBt aureusuniquement) (68). Ces résultats

ont été ‘confirmés’ par une étude réalisée a pdetit52 hémocultures positives (70).

L’avantage principal de cette technique, comme pelle de PNA-FISH, est lapidité et
la simplicité de [Iidentification, pour desperformances similaires aux méthodes
conventionnelles Pour linstant, les kits sont validés pour unelisation a partir
d’hémocultures positives ou de préléevements pulimesdLBA et expectorations), mais
d’autres types de préléevements pourraient étreusnaans cette liste, comme les
prélevements urinaires et les frottis de plaies. @emour la technique de PNA-FISH, les
cibles étant les ARNr, l'utilisation de cette temjue est pour linstantréservée a
I'identification de pathogenes pour les IN. La limite de détection est la méme gelle

de I'examen direct ou des PNA-FISH, soif 801G 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 Fi8&joute que peu de contrainte a la
routine du laboratoire, la complexité de ces tests étant similaire a caédel’examen
direct. lls sont rapides, avec un court temps deipodation requis pour les réaliser, 10 a
45 minutes par série, et peuvdatilement étre intégrés au processus de I'examen
direct. Le matériel nécessaire pour ces tests est retaimt simple : un bain-marie ou une
plaque chauffante pour I'hybridation des sondesjainde pipettes de paillasse et un

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

2.2.2.5. Colits

Les colts de ces technigues de FISH sont plus €lepee ceux des méthodes
d’identification conventionnelles. Le colt d’'un ttesst du méme ordre de grandeur que
ceux de la PCR en temps réel pour les PNA-FISH, éégent inférieure pour la technique
basée sur l'utilisation de sonde “en épingle avels”. L'investissement pour les
équipements est nettement inférieur, en revanchen@@opour la PCR en temps réel, une
identification rapide permet de réduire les coltsspitaliers globaux. Une étude
interventionnelle sur l'utilisation des kits PNASH pour identifier les SCN &. aureus
estime la réduction des ces codts d’environ USB0dar patient testé (25). Cela concerne
les patients hospitalisés en dehors des USI. Rsupdtients présents dans les USI, la
réduction des codts d’hospitalisation n’était pgsificative dans cette étude (cela étant di

au faible nombre de ces patients inclus et a largéwe leur pathologie, d’apres 'auteur).
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2.2.3. Spectrométrie de masse MALDI-TOF

2.2.3.1. Introduction sur la spectrométrie de masse

La premiere utilisation de la spectrométrie de massur I'identification de bactéries date
de 1975 (2). Cette identification était tout de mémas limitée, puisqu’a I'époque la
technique permettait seulement la détection de e¢nt@é avec un poids moléculaire
inférieur a 1500 Da. La technologie MALDI-TOF a mpés, des 1996, I'identification de
protéines membranaires (32). En revanche, cesscibtmtraient une trop forte variation
intra-especes et des différences selon les conditle cultures. Il fallut attendre 2006 pour
voir le développement de nouvelles matrices permettant I'ewsition des protéines
intracellulaires a l'analyse par spectrométrie de masse (53). Cextéipes,
principalement ribosomales sont trés conservées au sein d’une méme espateno
permettant une bonne discrimination inter-espécesinter-genres. Aujourd’hui, ces
avanceées font de la spectrométrie de masse uneolegie tregropice a l'identification

en routine des bactériesau sein des laboratoires de microbiologie cligi¢R0).

Les spectrométres de masse sont composés delémisnds :

» unesource d’ions qui ionise et fractionne les cibles a analyser
* un séparateur d’'ions qui permet de discriminer ces analytes selorappaort de
leur masse sur leur charge électrique (rapport m/z)

e undétecteur

2.2.3.2. Description de la technique MALDI-TOF
Pour l'identification de bactéries par MALDI-TOFed cibles sont principalement des
protéines ribosomalespuisque celles-ci sont présentes en quantit§eneent supérieures
aux autres. Les analytes sont des peptides issuBadtionnement de ces protéines

ribosomales (figure 12). Le spectre de masse ob&mtucomparé avec urgase de
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données et une correspondance plus ou moins proche agegrofils existant est établie,
selon le nombre de pics, leur intensité et la vatkurapport m/zL'identification peut

étre faite au niveau de I'espéce ou du genre bactén. Un score de similaritépermet a
l'utilisateur de valider cette correspondance. 8cume correspondance stricte n’est
retrouvée, urarbre phylogénétique est tracé afin d’estimer la proximité de la souche

testée par rapport aux espéces présentes darselddadonnées.

Deux instruments de spectrométrie de masse MALDFT®ont commercialisés
actuellement pour Il'identification bactérienne eutme : le MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics) et leVitek MS (Shimadzu / bioMérieux). Bien que la technologie de
spectrométrie de masse utilisée soit la méme, @@s idstruments se distinguent au niveau
du traitement du spectre de masse génér@0). Pour le MALDI Biotyper, le logiciel
d’analysecompare un grand nombre de picsavec la base de données (au maximum une
centaine) pour chercher les spectres qui corregmind mieux. Un score est établi selon

trois critéres (11):

» la correspondance du spectre a identifier avepdetee de la base de données,
» la correspondance des pics du spectre de la badendées avec ceux du spectre a
identifier,

« finalement la corrélation des intensités des pivdares.
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Figure 12 : Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF
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Légende :la cible est déposée sur une plague métalligue eme matrice. Cette cible est une
colonie isolée dans la majorité des cas, mais lyarapeut étre réalisée sur des hémocultures
positives ou des prélevements urinaires, apresaaidn des bactéries présentes dans ces
échantillons. La matrice cristallise autour de ilale; puis est irradiée par un laser. Cette énergie
permet le fractionnement de la cible en analytescaus de la désorption des molécules, ainsi que
le transfert de protons depuis la matrice versacesytes, qui sont des lors ionisés. Les analytes
sont ensuite acheminés, via un champ électriguacpélére les ions, dans une colonne sous vide
ou ils sont séparés : les molécules avec les méssgdus faibles ‘volent’ a travers cette colonne
plus rapidement que les molécules plus lourdes.détecteur mesure en continu le temps de
parcours de chaque analyte. Un spectre de mass@nsstiracé. Celui-ci représente lintensité,
c'est-a-dire le nombre d'analytes détectés a urpgedonné, en fonction du temps de vol, qui
correspond au rapport masse sur charge m/z.

Pour le Vitek MS, le logiciel se concentre sur 8ise d’'unequinzaine de pics
seulement, ceux-ci étaptartagés par un faible nombre d’espécesCes spectres réduits

sont appelésuper-spectres(20). Le spectre a analyser est comparé a ladmsmnnées
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de super-spectres, et un score de correspondancaleslé au niveau de la famille, du

genre ou de I'espéce pour la cible a identifier.

2.2.3.3. Performances de la technique MALDI-TOF
Comme pour les techniques d'identification convemigles, les analyses par
spectrométrie de masse MALDI-TOF doivent étre s&als sur un échantillon
monobactérien. C’est pourquoi cette technique dstéd dans la presque totalité des cas a
partir de colonies isoléesDes protocoles d’extraction ont été décrits pone analyse
directement a partir derélevements urinaires(23) ou dhémocultures positiveq24,48).
Dans ces cas, les prélévements doivent contenir ¢éuL0°> UFC/mL pour une bonne

identification (20,23).

De nombreuses études ont été menées pour comfidestification de bactéries par
spectrométrie de masse MALDI-TOF, a partir de cebuisolées, avec les méthodes
d’identification conventionnelles (49,50,51), avéientification par séquencage de
I’ADNr 16S (7,11,43) et avec la PCR (55). Quelqué Bospectrometre de masse utilisé,
lestaux d’identification par rapport a ces techniquesétaient proches de 100%voire
supérieures a 100% Dans quelques cas, les scores d’identificatiorerals a partir de
'analyse sur colonies isolées étaient en-dessowsselil acceptable. Uneétape
d’extraction était nécessaire pour les identifier correctemdgmts un second temps

(jusqu’a 25% des prélévements nécessitaient umactixin pour étre identifiés (6)).

Le point fort principal de cette technique est fa'@ermet uneanalyse extrémement
rapide : un résultat est disponible éna 2 minutes par échantillonlorsque I'analyse est
réalisée directement a partir de colonies isoléede temps de manipulation est trés
bref. Une extraction de ces colonies peut étre nécessaie qui allonge ce temps a 6

minutes par échantillon. A partir d’'urines ou d’ragultures positives, une extraction plus
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longue est nécessaire, durant entre 30 et 60 nsimae échantillon. L'analyse est plus
efficace quand ces étapes d’extractions sont éipour une série de prélevements. Pour
les analyses urgentes, le temps de manipulatiotoestle méme relativement faible, ce
qui permet de procéder a I'extraction des coloomesles prélevements individuellement

afin de ne pas augmenter le délai d’obtention dultét.

Un autre avantage réside dans I'analyse des résaltaavers unkase de données qui est
complétée continuellementAinsi, la quantité d’espéces différentes pouvrd détectées
augmente sans cesse sans complexifier la technejuméme lesbactéries les plus
rarement isoléesdans les laboratoires de microbiologie cliniqueivyeat étre détectées
facilement et rapidement. Les résultats, étantugrmbus forme de score d’identification
et/ou d’arbre phylogénétique, permettent aux bisteg un contréle et une validation des

identifications.

La recherche de marqueurs protéiques de résistancesaantibiotiques est également
possible avec cette technique. Les protéines dbigee enquantité suffisante pour
qgu’une modification au niveau du spectre de masgedétectable. L'analyse d’'un grand
nombre de spectres de masse pourrait permetttendifier plusieurs profils associés a
des résistancesux antibiotiques. Par exemple, la détection dygpetde béta-lactamase
par la recherche d’'un pic spécifique a été dé¢eitell est toutefois a noter quettivité
des antibiotiques testésn vitro n’est pas toujours corrélée a I'activitéin vivo, ce biais
étant retrouvé également dans la technique deer&féy I'antibiogramme. Le pathogéne
devant étre testé devrait également @mibé en présence de I'antibiotiquependant
quelgues heures avant I'analyse, afin de déteeterrésistances dont I'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 trés cduy plus court méme que pour les
méthodes phénotypiques conventionnelles automatipéer les tests a partir de colonies
isolées. L'analyse elle-méme est également rapleui permet d’utiliser cette technique
a untres haut débit Un examen direct et une extraction des bactélegant étre réalisés
sur les autres types de préléevement, le temps déuoiation et donc I'analyse sont plus
longs. Il n'estpas nécessaire d’attendre un nombre minimum d’échdilons pour

atteindre la pleine efficacité de la méthode, @rgment a la PCR en temps réel.

2.2.3.5. Colits
En plus d’étre une des techniques les plus rapidegpectrométrie de masse est également
parmi les moins cheres. Si I'investissement inifiachat d’'un spectrometre de masse, est
considérable, le prix du test en lui-méme estfaidde. Dans une étude, le colt d’'un test a
été évalué en moyenne a 1,43€, soit 22% a 32% dudas tests conventionnels (51).
Dans une autre publication, le test colte US$ 6D, deux fois et demi plus cher que les
tests pour l'identification d&. coli, mais trois fois moins cher que ceux p&uraureuset
plus de 20 fois moins cher que les tests pourntifieation du reste des bactéries (11). Il
faut également prendre en compte les surcolts thbie@ globaux évités par

I'identification rapide des pathogénes.

2.2.4. PCR - ESI

2.2.4.1. Description de la technique de PCR - ESI
Cette technique repose suidéntification de séquences d’ADN par spectrométriele
masse ESl(figure 13). Une étape de PCR permet d’amplifiefauge éventail de cibles
principalement des génes codants pour 'ADNr 16S'ADNr 23S. Ces ADN sont

composés a la fois de séquences tres conservéasetfant I'utilisation d’amorces
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universelles pour I'amplification de I'ADN d'un tsélarge panel de bactéries, et de
séquences spécifiques a chaque espéece. Des gemgmndge conservés et des séquences
plus spécifiques de certains marqueurs de résesapeuvent également étre amplifiés.
Toutes ces séquences d’ADN ainsi générées sonitemmalysées par spectrométrie de
masse, et leempreintes génétigues obtenues sont comparées a wase de données
pour I'identification des cibles présentes dansHantillon.

Figure 13 : Principe de la technique de PCR-ESI
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Notes :Pol = Polymérase, C = parties conservées de la &IDN, V = partie variable de la cible
ADN, Q : Quadripdle.

Légende :La technique de spectrométrie de masse utiligéa éschnique ESI — Q-Trap. La cible,
de I'ADN dans ce cas, est dissoute dans un sobua@atnique. Cette solution est ensuite transférée
dans un capillaire, ou un haut voltage est applajtiéchantillon. Cette source ESI permet ainsi la
nébulisation de I'échantillon en fines gouttelettdwmrgées électriguement. Ces particules sont
ensuite injectées dans un compartiment ou la mmesdiminue rapidement, conduisant a la
formation d’'une phase gazeuse dans laquelle Idgtasaont fragmentés et dispersés sous forme
ionisée. lls sont majoritairement poly-chargésstededire que chaque analyte, un fragment
d’ADN, posséde plusieurs charges électriques. bagyges sont ensuite acheminés vers le module
de séparation d'ions Q-Trap. Ce systeme ce compiesequatre quadripdles traversés
successivement par les analytes, avant leur araugeveau du détecteur. Un spectre de masse est
généré, permettant la définition de la composigarbase de chaque fragment d’ADN détecté. La
comparaison de ces séquences avec une base deslpendet d’identifier la ou les pathogénes.



Ce systeme, plus complexe que la technigue MALDI-T@#&torise lasélection des
analytes que I'on souhaite détecter. Cela permet donc deingde bruit de fond et
d’augmenter lasensibilité pour la détection d’'analytes ciblés faiblementasonirés. La
résolution est également tres nettement améliorée, ce quigteendéfinir lacomposition
en basedes séquences d’ADN (18,20). Le résultat finalresdu sous forme decore

d’identification et d’'unarbre phylogénétique comme pour la technique MALDI-TOF.

Une société commercialise actuellement un instran@nomatisant entiérement la
technique de PCR-ES] depuis I'extraction des acides nucléiques jusdia@alyse des
spectres de masse et l'identification de pathogé@es instrument, Abbott PLEX-ID
(Abbott), permet d’obtenir une identification dna 6 heures directement a partir de

prélevementscliniques.

2.2.4.2. Performances de la technique PCR-ESI
L’avantage de cette technique est gu’elle permetidentification rapide directement a
partir de prélévements cliniques, mépwybactériens(18). Elle permet umultiplexage
a haut débit, en combinant les avantages deséasibilité et de lareproductibilité de la
PCR avec laapidité de détection et Ipanel trés large de ciblegpouvant étre identifiée
par la spectrométrie de masse. La limite de latsp®étrie de masse au niveau de la
détection de bactéries difficilement cultivables lasgement palliée par I'utilisation de la
PCR. La limitation du multiplexage pour la PCR en tempel, et par conséquent
'abandon de cette technique pour la détection lolestéries les moins fréquemment
isolées, est également levée grace a la détectsnpdoduits d’amplification par la
spectrométrie de masse. Isgnergie qu'il y a entre ces deux technologiesst trés
importante, et une utilisation de la PCR-ESI pourdéntification en routine des

bactéries semble trés prometteuse.
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L'étape dextraction des acides nucléiqueseste I'étape limitante pour cette technique, et
il est primordial que leinhibiteurs de PCR soient bien éliminés. Lesontaminations
constituent également un grand risque pour la PCRiitsque la techniquéétecte de
facon trés sensible un trés large panel de bactésieLes réactifs et consommables
doivent étre purs de tout ADN contaminants. Les Aflymérases, notamment, qui sont
principalement produites par des techniques degi®lrecombinante chdz coli, et sont
souvent contaminées par I'’ADN de cette bactéries des kits. Unelémarche qualitédoit
permettre d’évaluer les risques de contaminatiom rdactifs et des consommables. La
PCR étant réalisée au sein de l'automate, en systkrseles contaminations a ce niveau

l[a sont évitées.

Les performances de la PCR-ESI pour I'identificati@enbactéries montrent une tres bonne
corrélation avec les méthodes conventionnelles7%8&’identification pour la PCR-ESI a
partir d’hémocultures positives (36). La techniqest capable ddifférencier des
mélanges de bactérieanéme lorsque ces bactéries sont du méme genRCRaESI peut
étre renduesemi-quantitative par I'ajout d’un contrdle interne de concentratimnnue
(20). Ce controle doit avoir la méme séquence queid®e au niveau des zones de
reconnaissance des amorces, mais le produit d'acapibon doit étre suffisamment
différent pour étre distingué. La technique estigdgant utilisable pour laecherche de
marqueurs de résistancesDesamorces spécifiquepeuvent étre ajoutées lors de I'étape
de PCR, afin de détecter des marqueurs tels maé\, varA et varB (17,18,20).
L'utilisation de la PCR-ESI a déja été décrite, ades performances comparables au
séquencage ou a I'antibiogramme, sur des marquaeurésistances aux quinolonggrA,
parC, chezA. baumannii et sur le marquewlaxpc codant pour une carbapénémase, chez

K. pneumoniag21).
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2.2.4.3. Gestion des flux d’échantillons
La technique egiresque entierement automatisédJne manipulation de I'’échantillon est
nécessaire pour déposer les prélevements dansabpsep 96 puits, avant de charger ces
plagues dans l'instrument. L’étape de manipulatler’échantillon doit étre réalisée dans
des locaux séparés physiquement de l'instrumenis f@s contraintes sont moins
importantes que pour la PCR en temps réelqui nécessite quatre zones différentes et

une gestion des flux plus stricte.

La technique permet lesnalyses a tres haut débiket est donc plus adaptée pour les
importants laboratoires de microbiologie cliniquag, méme titre que la PCR en temps
réel. Jusqu’'a 30 plagues de 96 puits peuvent éakysees en 24h, soit 2880 prélevements
par jour, avec des résultats disponibles en 4 autels. Le rendement est plus important
lorsque la PCR-ESI est utilisée sur des séries di#dlons.La rapidité d’analyse peut
varier selon le temps nécessaire a I'attente d’'unambre suffisant de prélévements a

tester.

2.2.4.4. Colts
La technique des PCR-ESI colte plus cher que lgs teéslentification phénotypique
conventionnels et que I'analyse par la techniqueLRIATOF. Les colts sont comparables

a ceux de la PCR en temps réel.
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3. Discussion

Intéréts et objectifs du suivi épidémiologique des infections nosocomiales

Le suivi épidémiologique des infections nosoconsiadst trés important. Il constitue
notamment urcritere de qualité des soinset permet de mettre en évidence, au niveau
d'un hoépital comme au niveau d'un service en palitc, desfacteurs de risques
suspectés ou inattendus de développement d’'infectimsocomiales. L'identification de
ces facteurs de risques permet la mise en placeederes de prévention cibléegour
une prise en charge optimaledes patients concernés. L'exemple de la réduction
conséguente de l'incidence des PAVM, lorsque dasstile bouche a la chlorhexidine sont
réalisés pour les patients ventilés mécaniquenikrstre parfaitement I'efficacité de cette
prévention ciblée. Ce suivi permet égalemerévdluer I'efficacité des méthodes de
prévention mises en place. Plus généralement, il sert de base études
interventionnelles, que ce soit au niveau de lavgarion, du diagnostic ou encore du

traitement des infections nosocomiales.

Le suivi épidémiologique permet également une détecplus précoce d'épisodes
épidémiques d’infections nosocomiales. Bien que @tune soient pas abordés dans cette
these, il est important de noter que leur déteqbig@toce, ainsi que celle de leur origine,

permet de réduire la diffusion de la souche patheg cause.

La connaissance de I'épidémiologie des infectioosonomiales a un fort intérét pour la
définition de protocoles d’antibiothérapie empirique. Ceux-ci seront choisis en fonction
du service concerné, de la catégorie de patienthé&s ou bien du type de soins regus. Le
suivi des taux de résistanceaux antibiotiques est également primordial poumiae en

place de ces protocoles.
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Toutefois, cette antibiothérapie empirique, et danprise en charge initiale des patients
développant une infection nosocomiale, repose @nnt sur defacteurs prédictifs.
Pour gu’un traitement anti-infectieux ait un impacaximal, il faut qu’il soit établit &
partir dedonnées microbiologiques fiablesregroupant I'identification du pathogéne en
cause ainsi que sa sensibilité vis-a-vis des anidjpies disponibles. Les méthodes
conventionnelles, basées sur la culture et la t&iaation biochimique et phénotypique du
micro-organisme, sont longues et laborieuses. ®prise en charge d’'une infection doit
étre la plus précoce possible pour empécher leopgatie de se développer au point

d’engager le pronostic vital du patient.

Test diagnostic idéal

Les critéres pour la sélection d'un test diagnostiéal peuvent étre classés en 3
catégories : Iperformance du test, les @antraintes au niveau du flux et du traitement

des échantillonset lecolt du test (tableau V).

* Au niveau des performances, le test idéal serait :

rapide, avec un résultat obtenu en quelques minutes elgges heures

apres le prélevement. C’est le facteur le plus ingoaor,

- sensibleetspécifique

- capable dedétecter une faible quantité de micro-organismesafin de
diagnostiquer une infection le plus précocemensipés ;

- capable de détecter gnand nombre de cibles différentes

- utilisable directement a partir deus types de prélevementgpeu importe
le nombre de micro-organismes différents qu’ilstmment ;

- capable de détecter aussi bien extéries rarement isoléegjue celles

ayant desonditions de culture difficiles;
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- quantitative, afin de distinguer I'agent pathogéne de la flooenmensale
du patient. Ce critere n’est toutefois pas indispble lorsque I'analyse se
fait & partir de prélévements normalement stéribesnme le sang ou le
liquide céphalo-rachidien (LCR), ou bien a particdéonies isolées.

* Pour I'aspect du flux et du traitement des échiantl, le test devrait :

- étre peu contraignant en termesgpace nécessaire a sa réalisatipn

- étrefacile a réaliser, ne nécessitant pas de personnel hautement gualifi

- avoir untemps de manipulationle plus court possible ;

- fonctionner de maniere optimale aussi bien a bayemet haut débit, afin
d’étre accessible aux laboratoires de microbiolegreque de toutes tailles.

* Les codts de realisation du test devraient égaleétes le plus bas possible, bien
entendu, aussi bien au niveau :

- de l'investissement initialpour la mise en place de la technique ;

- du co(t dun test(codt des réactifs, colt de fonctionnement desrafipp;

- du temps et dpersonnelrequis.

Intéréts et limites des techniques de diagnostic rapide décrites

Malheureusement, leechnique idéale n’existe pas actuellemenParmi les techniques
permettant un diagnostic rapide, la technique REeR en temps réelmontre des
performances trés satisfaisante€En revanche, elle est trégntraignante au niveau de la
gestion des flux d’échantillons et de I'espace sgaie, et requiert udébit important
pour atteindre un rendement optimal. Le dévelopmerdestests intégrésde PCR en
temps réel peut pallier ce probleme, leur utilmatétant simplifiée et I'espace requit
grandement réduit. Méme si ces tests intégrés deNnaermettre, dans les années a venir,
une démocratisation de la PCR en temps réel vers leshlaratoires les plus petits

I'utilisation de ces tests est toutefois limitée, cause dumultiplexage restreint.
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Tableau IV : Comparaison des techniques de diagnostic rapide évoquées

Biologie moléculaire Spectrométrie de masse
Techniques PCR 5
en temps réel FISH
: P — MALDI-TOF PCR-ESI
Tests classiques Tests intégrés PNA-FISH sondes ADN ¥
Performances
Durée du test 5 3nt 45min a 2h 2h30 30min 1-2min; plus long si 4-6h
uree dutes 1h30a3h extraction requise
Sensibilité / Spécificité
(contre méthodes Similaires ou meilleures Similaires ou meilleures Similaires Similaires
conventionnelles)

Limite de détection

Nombre de cibles détectées

t
+/-10 UFC/mL

+
+/-10 UFC/mL

10 - 10° UFC/mL

10 - 10° UFC/mL

Similaires ou meilleures

10° UFC/mL

Similaires ou meilleures

+/- 10 UFC/ml

Limité (2 kits, panel plus large
Limité Limité Limité (6 kits, 7 cibles Panel trés important Panel trés important
( ) que PNA-FISH) P P
, . Hémocultures positives et Colonies isolées
Hémocultures positives s ) , .
Type de prélévements Tous types Tous types ® prélevements pulmonaires (Hémocultures poitives Tous types
Tous types .
( ypes) (Tous types)¢ et urlnes)¢
Détection des bactéries N - - - ) )
L, Limité Limité Limité Limité Oui Oui
rarement isolées
Détection de bactéries Limité Limite
imité
ayant des conditions de Oui Oui Limité (oui pour les préléevements ) . Oui
. K (oui pour urines)
cultures difficiles pulmonaires)
Technique quantitative Oui Oui Possible, mais intérét limité Probablement Possible, mais intérét limité Oui
Gestion du flux
d'échantillons

Place / locaux requis

Complexité du test

Contraignant (4 zones
séparées physiquement)

Personnel qualifié requis

Peu contraignant

Peu contraignant

Peu contraignant

Peu contraignant

Légérement contraignant (2
zones séparées

physiquement)
Trés simple Simple Simple Simple Simple
Temps de manipulation Long (automatisable) Trés bref Environ 45 minutes 10min Trés bref Bref
Débit Moyen ou haut débit Faible, moyen ou haut débit Faible Faible Faible, moyen ou haut Moyen ou haut débit




Tableau IV (suite)

Biologie moléculaire Spectrométrie de masse
Techniques PCR 5
en temps réel FISH
: P — MALDI-TOF PCR-ESI
Tests classiques Tests intégrés PNA-FISH sondes ADN ¥
Colts
Investissement pour la L,
. Moyen ou élevé selon le . . , ,
mise en place de la - . Moyen Faible Faible Elevé Elevé
) degré d'automatisation
technique
N , Plus élevé la PCR G, o Trés faibl | ,
Codt du test Elevé use eve,que a ) en élevé Moins élevé que PNA-FISH res ?I © (c!ue ques Elevé
temps réel classique centimes d'euros)
Personnel Elevé Faible Faible Faible Faible Faible
e 6,7,11, 20, 23, 24, 43,
Références 22,56,73 45 25,47,52,71,72 68 -70 4851 18, 20, 36
Notes : min = minutes, h = heures; T cette limite de détection peut varier selon le géne ciblé et/ou le type de préléevement;
¥ sondes ADN "en épingle a cheveux" } Comprend le temps d'extraction plus celui de la PCR;

& Types d'échantillons pour lesquels une utilisation de la technique serait possible

Comparaison des quatre techniques décrites ci-dessus selon trois critéres : la performance du test, la gestion des flux d'échantillon et les codts relatifs de chaque technique.
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La technique d’amplification des acides nucléiqpedsente néanmoins de nombreux
avantages par rapport a I'amplification naturelés dactéries. C’est pourquoi quelques
tests hybridesont vu le jour, comme la technique de PCR coupléme détection des
produits d’amplification supuce a ADN permettant I'identification d’'un large panel de
bactéries. Dernierement, ces puces a ADN ont détblexées par lapectrométrie de

masse afin d’augmenter les performances du test towdreréduisant les codts.

Ainsi, la PCR-ESI a le potentiel pour étre utilisée en routine, Place des méthodes
conventionnelles, pour l'identification des pathogg Elle a I'avantage de pouvoir étre
réalisée a partir detous les types de préléevements cliniguesmono- comme
polybactériens. La technique présente en plus uh ifaérét pour la recherche de
marqueurs génétiques de résistances aux antibéstiquutét pour des génes conservés
commemed, varA et varB que pour des genes codants pour des BLSE, par é&xemp
Pour ces derniers, de nombreux types d’enzymesreiff par un seul polymorphisme, ce
qui se traduit néanmoins par une variation deiVaétenzymatique d’'un facteur 100 ou
1 000. Or, une différence d’'une base n’est passsuiffe pour permettre une discrimination
par la PCR-ESI. En effet, cette méthode “mesur@’tbmposition en bases de séquences
d’ADN, et non l'ordre de chacune dans cette segeidrer détection d’'une mutation a
une position donnée est donc impossibla,moins d’utiliser des amorces spécifiques pour

chaque zone présentant un polymorphisme.

Parmi les autres techniques de biologie molécylagbes basées sur FASH permettent
une identification rapide et facile, avec un degré de complexité et un temps de
manipulation des échantillons plus ou moins comgasa un examen direct apres
coloration de Gram. Le panel de cibles est encortél, mais devrait rapidement
augmenter, avec notamment le développement depdiis les infections urinaires. Les

panels ciblent toutefois les pathogénes les pkgufEnts uniquement, laissant de coté les
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bactéries les plus rarement isolées. Si la teclenégti validée seulement pour I'utilisation a
partir d’hémocultures positives ou de prélévemegntnonaires, une utilisation a partir
d’autres types d’échantillons est possible. La riéple estactuellement limitée a
I'identification de bactéries. La société miacom diagnostics, qui commerciaiiég les
sondes “en épingle a cheveux” pour la technigeeFdSH, annonce le développement
prochain de tests permettant détection de résistances aux antibiotiquesCes tests
seraient basés sur l'utilisation de sondes recssaat spécifiguement dgwotéines
impliquées dans les mécanismes de résistancesmme la protéine PLP2a (SARM) ou
les pompes a efflux. Des fluorophores pourraientledgent étre fixés sur des

antibiotiques, ce qui servirait ainsi a suivre la dégradatiorcele derniers.

La derniere des techniques décrites icgpactrométrie de masse MALDI-TOF, permet
I'identification d’un large panel de bactéries, awkes performances égales ou supérieures
par rapport aux méthodes conventionnelles, powod moindre. Elle a donc le potentiel
pour remplacer ces techniques en routinepour l'identification de pathogénes. En
revanche, la rapidité de cette technique est weerhentimpactée par le temps de
culture des bactéries La limite de cette technique est la nécessittad@aliser a partir
d’échantillons mono-bactérien uniquement Elle ne peut donc pas étre utilisée
directement sur certains types de préléevementsmepias prélevements pulmonaires ou
du tractus digestif. Les prélevements qui sont madement stériles sont dans la majorité
des cas mono-bactérien, et w@ape d’extraction des bactériepeut suffire pour réaliser
le test, si la charge bactérienne est suffisardealidation de ces protocolesst tout de
méme nécessaire car I'environnement des bacténjeaciie sur I'expression des genes, et
le protéome bactérien peut varier pour une mémehsguselon qu’elle soit dans un

environnement liquide et mobile (hémoculture, w)neu solide et fixe (gélose). La
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technique semble tout de méme suffisamment robpsier étre appliquée a ces

prélevements.

Toutes ces méthodes de diagnostic rapide montremttérét majeur pour l'identification
des bactéries. En revanche, elles ne sont pas aptaplacer la technique de référence
pour la détection de résistances aux antibiotigieesibiogramme. Lewvariants les plus
fréquents peuvent étre détectés par l'identification de roartgs génétiques comme les
genesmed, vamA, varB, parC, gyrA et blakpc, mais ils ne couvrent pas toutes les
résistances. De plus, lorsque des marqueurs geastigont ciblés, il faut prendre en
compte lexpression différentielle des génequi peut biaiser grandement les résultats.
Lorsque les protéines sont ciblées, la techniquaggaroche plus de I'antibiogramme, mais
un biais entre I'expression de résistancen vitro et in vivo existe méme pour la
technique de référence. Divers mécanismes deagsest pourraient toutefois étre détectés

par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par FISH:

» Résistances par inactivation enzymatique de [l'antibtique : les bactéries
peuvent étre incubées en présence de I'antibigtiguis la recherche daroduits
de dégradationde cet antibiotique peut étre réalisée par spegénie de masse
MALDI-TOF. Cela permettrait une identification des 8, par exemple. L’ajout
d’'un contrdle interne pour rendre la méthode quante, ou semi-quantitative,
pourrait méme autoriser la distinction des BLSE &ayane forte activité
enzymatique, chez les bactéries résistantes awaxldgtamines, de celle dont le
phénotype se rapproche plus d'une sensibilité nméeiaire a ces mémes
antibiotiques.

» Résistances par modification de la ciblela recherche, sur le spectre de masse, de

pics spécifiques d’'une protéine mutéecomme la protéine PLP2a, responsable de
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la résistance d8&. aureusa la méthicilline, permettrait de détecter plussede ces
résistances.

» Les résistances par efflux actif et par imperméabilé : celles-ci seraienplus
complexesa détecter par spectrométrie de masse, étant dqumndes protéines
responsables de la résistance sont situées awnielamembrane externedes
bactéries. La technigue MALDI-TOF permettant d'gselr les protéines
intracellulaires, il faudraibloquer les protéines dans le cytoplasmées bactéries,
entre les étapes de traduction et de migration ede cibles vers la membrane
bactérienne. Il serait alors possible digecter une surexpressiordes pompes a
efflux (méthodes semi-quantitatives) ou umetation des porines. Ces résistances
seraient en revancheacilement identifiables par des techniques de FISHes
protéines ciblées étant suffisamment exposées gueirdes sondes fluorescentes

s’y fixent.

Utilisation en routine des tests décrits

Pour qu’un test diagnostic soit utilisable en nogtiil faut qu’il fasse partie de 'ensemble

des tests dont le remboursement est assuré pgstiEmge de financement des soins. En
France, par exemple, le systeme de la tarificafiohactivité, la T2A, repose sur le

regroupement des patients en groupes homogenealddas, les GHM, selon des criteres
démographiques (e.g. homme/femme, enfant/adulte3, ctitéres pathologiques (e.g.

insuffisants rénaux, transplantés), des facteursistpies associés (e.g. prise préalable
d’antibiotiques, hospitalisation en USI, pour le$ettions nosocomiales) et du type de
soins regus (e.g. ventilation mécanique, sondagmite a demeure). Pour chaque GHM
ainsi défini, un nombre et des types spécifiquessodias et d’actes diagnostics sont
remboursés par la sécurité sociale. Tous frais |éommtaires n’entrant pas dans ce

“forfait GHM” sont a la charge de I'hépital. Lesystemes britannique et américain de
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remboursement des soins présentent des variatamsapport au systeme francais, mais
une constante est néanmoins toujours présenteciul§ion d’un test diagnostic dans les
actes remboursés faisant partie du “forfait GHNIGu de I'équivalent selon les pays)
repose sur des études médico-économiques. Celldsigent démontrer une utilité

clinique et un impact codts/bénéfice conséquentr gpuun test soit retenu, et donc

utilisable en routine dans les laboratoires de @biclogie clinique.

Des études interventionnelles ont ainsi démondnéahtage majeur de I'utilisation des tests
de PNA-FISH par rapport aux méthodes conventioagagiiotamment pour I'identification
des SCN. Elles ont en effet apporté la preuve diédection statistiguement significative
de la morbi-mortalité et des colts de la prise lmrge des patients. Pour la technique de
PCR en temps réel, ces études ont rarement étépzalise test de détection des SARM,
par l'identification du genened, présente un intérét suffisant pour valider stilisation

en routine, principalement pour le dépistage deS&RM a grande échelle, afin de réduire
le temps d’isolement des patients au début de pitaigsation. En revanche, beaucoup de
tests commerciaux (e.g. tests SeptiFast, Roche) eodertests “maison” (tests créés et
validés par un service hospitalier) n'ont pas étédes par une étude meédico-économique,
ou n‘ont démontré qu’une utilité cliniue modéréeirvnulle, ainsi qu’'un rapport
colts/bénéfice non satisfaisant. C'est pourquoiliation en routine des tests de PCR en
temps réel, dans le cadre des infections nosocesyigdste limitée a quelques applications

spécifiqgues (e.g. recherche de SARM ou d’ERYV, idmatifon deC. difficile dans les

selles, diagnostic précoce de méningites bactégnn

Pour les techniques de spectrométrie de masseuedgueps études comparant leurs
performances par rapport aux méthodes conventi@sneht également abordé le sujet du
colt par test, cela ne suffit pas. Il faudra lalisédon d'études interventionnelles,

analysant I'évolution d’'une part de critéres de Ioronortalité (e.g . la durée de séjour, la
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durée de port de cathéter urinaire et/ou intravasey le traitement devant étre mis en
place, les effets indésirables et les complicatiengainées, le temps de rééducation
nécessaire, le temps de récupération des fonatiogsitives et/ou motrices nécessaires a
la reprise d’'une activité ou d’'un emploi, le taux chortalité global ou selon le type de
service hospitalier étudié, etc...) et d’autre past tolts globaux de prise en charge des
patients, sur une période conséquente. C'est sentapees I'examen des résultats de ces
études que ces techniques pourront remplacer l&@sodes conventionnelles au sein des
laboratoires de microbiologie clinique pour un gtatombre d’applications, comme pour
le diagnostic rapide des infections, nosocomiatgame communautaires, le typage et le
suivi de souches épidémiques ou encore le suivihntesures d’hygiene et de prévention
des infections. Le développement de ces technigaes I'identification rapide d’un trés
large panel de mécanismes de résistances auxadigfilgis permettrait également la mise
en place de mesures d’'isolement et de décolonisdis patients porteurs d’organismes
multirésistants. Ces mesures ont démontré leuréintians I'exemple des SARM dont la
prévalence a cessé d’augmenter dans plusieursepaygpéens. Il est donc trés important
de valider et d’améliorer ces techniques, puisgueohtrdle de la qualité des soins et des
résistances aux antibiotiques devrait figurer pdesienjeux majeurs de santé publique, au

cours du 29™siécle.
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THESE SOUTENUE PAR : Thibault MONNET

TITRE: Les infections nosocomiales I'importance du suivie épidémiologique et de
I'identification rapide des bactéries en cause.nijde de quelques techniques de diagnostic
permettant cette identification précoce.

Conclusion

Les infections nosocomiales ont un impact majeusat@é publique. La prévalence de ces
infections est de 7,1% dans les pays industrigletéde 10% a 15% dans les pays en voie de
développement. Les services les plus touchés esnirlités de soins intensifs, en partie en
raison de la sévérité des pathologies des pattmtisernés, en partie parce que le taux de
dispositifs médicaux utilisés est plus importang gans le reste de I’hdpital. L'utilisation de
ces dispositifs médicaux est frequemment associgée développement d’'infections
nosocomiales. Ces infections sont causées majeritaimt par des bactéries, qui présentent
souvent des profils de résistances aux antibiotiqoe qui complique la prise en charge de

ces infections.

La morbi-mortalité associée au développement ditindas nosocomiales est importante,
avec notamment I'augmentation de la durée d’hdsgatéion, ce qui entraine des surcodts
importants. La mortalité associée aux infectionsocomiales varie entre 12% et 80%, selon
la population de patients concernée et le typefetion. Ces pathologies seraient pourtant
évitables dans 20% a 30% des cas, surtout lordegs’'sbnt associées a l'utilisation de

dispositifs médicaux.

Le diagnostic de ces infections repose sur dedrestcliniques, radiologiques, biologiques
et microbiologiques. Les trois premiers criteresnqueent de sensibilité et de spécificite,
alors que I'examen microbiologique est long et f@o. Une identification du pathogene
responsable de 'infection demande souvent plug dé jours, et le profil de résistance aux
antibiotiques est plus long a définir. Les patiedissent étre traités le plus tot possible, et
devant le temps requis pour I'identification duhmgfenes en cause, c’est une antibiothérapie
empirique qui est mise en place. Elle s’appuie das criteres épidémiologiques et
démographiques, d’ou I'importance d’un suivi épid#iogique au sein des hbpitaux, selon
le type d’infections nosocomiales. Malheureusemdrantibiothérapie empirique est
inadaptée dans bien des cas, et la mise en plateetal’un traitement efficace, réadapté en

fonction des données microbiologiques, est assacigee augmentation conséquente de la
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morbi-mortalité et des surcolts hospitaliers. Déshodes de diagnostic rapides, identifiant
le pathogene et son profil de résistance dansdldse@res suivant le prélevement, sont donc

nécessaires.

Parmi ces méthodes, les plus prometteuses sem@lentles techniques basées sur la
spectrométrie de masse. Leurs performances, aiesieglarge panel de bactéries détectées,
permettent une utilisation en routine. On peut raeg imaginer le remplacement des
méthodes conventionnelles, dans un avenir assebh@yrpar les techniques de MALDI-TOF
et/ou de PCR-ESI, pour l'identification de pathogenees techniques de FISH et de PCR en
temps réel ne peuvent pas étre utilisées indépandainde méthodes conventionnelles ou
de spectrométrie de masse, le panel de pathogénertdétant trop limité. En revanche,
elles peuvent étre réalisees en complément de édwdes, pour identifier rapidement les
pathogénes les plus fréquents, pour les cas d'cegeomme lors de la suspicion de

meéningites, par exemple, ou pour la confirmatiamdiiagnostic.

Pour les mémes raisons, la culture des bactérigeeuepas étre abandonnée actuellement,
'antibiogramme restant la technique de référenoar da détection de résistances aux
antibiotiques. Les techniques plus rapides peraietit une identification de marqueurs
spécifigues, mais trop de résistance ne sont pawvede, et un antibiogramme est

souhaitable pour confirmer les résultats de cebniqoes. En effet, les biais entre les

marqueurs génétiques, les marqueurs protéiquespiesance du pathogene en présence de

I'antibiotique in vitro et le comportement de ce pathogémevivo, confronté a ce méme

antibiotique, sont trop importants. Néanmoins, timisation de ces technologies pourraient

peut étre, un jour, permettre I'identification dei$ les mécanismes de résistance connus en

guelques heures seulement.
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THESE SOUTENUE PAR : Thibault MONNET

TITRE : Les infections nosocomiales I'importance du suivie épidémiologique et de
I'identification rapide des bactéries en cause.nijde de quelques techniques de diagnostic
permettant cette identification précoce.

Résumé

Les infections nosocomiales, ou infections coné@getau cours de soins hospitaliers, ont un
impact majeur de santé publique. La prévalenceedanfections est de 7,1% dans les pays
industrialisés, et de 10% a 15% dans les pays iendeodéveloppement. Les unités de soins
intensifs sont les services les plus touchés. (festions sont causées principalement par
des bactéries. Le développement des infectionscoasales s’accompagne de morbi-

mortalités importantes, entrainant des surcoltpitadiers estimés a 7 milliards d’euros par

an en Europe, 6,5 milliards de dollars par an a®AUCes infections nosocomiales sont

pourtant évitables dans plus d'un cas sur cing.

L’augmentation de ces morbi-mortalités est en paassociée a la mise en place d'une
antibiothérapie empirique, bien souvent inadapté&ames bénéfice clinique, a cause du temps
nécessaire a l'examen microbiologique. En effets Iméthodes conventionnelles
d’identification de pathogénes et de résistancesaatibiotiques, basées sur la culture des
pathogénes, sont longues et laborieuses, avecsuhiatéobtenu plus de 2 a 5 jours apreés le
prélevement. Des techniques de diagnostic rapigdesk, permettant de réduire ce délai a
moins de 24h. Parmi ces techniques, sont décrites dette thése la PCR en temps réel, la
technique de FISH, la spectrométrie de masse MALOF et finalement la PCR couplée a
la spectrométrie de masse, PCR-ESI. Ces technigassnient de nombreux avantages pour
I'identification de pathogenes, mais ont besoirtrd’@méliorées pour la détection d’un plus
large panel de résistances aux antibiotiques.

Mots clés: Infections nosocomiales, épidémiologie, morbi-midgatests de diagnostic
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