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L’L’ININ sévitsévit généralementgénéralement sursur unun
modemode endémiqueendémique ,, sanssans
variationsvariations brutalesbrutales dansdans lele
tempstemps dudu nombrenombre desdes cascas

OnOn enregistreenregistre alorsalors desdes tauxtaux
relativementrelativement stablesstables dansdans
lele tempstemps



Une Une augmentation augmentation 
statistiquement significative du statistiquement significative du 
nombre de casnombre de cas auau--delà de ce delà de ce 
qui est observé antérieurementqui est observé antérieurement

une situation épidémiqueune situation épidémique

On parle encore de :On parle encore de :

Poussées épidémiquesPoussées épidémiques
Flambées épidémiquesFlambées épidémiques

Bouffées épidémiquesBouffées épidémiques
……



■■ augmentationaugmentation globaleglobale pendantpendant uneune
périodepériode dede tempstemps déterminée,déterminée, dede lala
fréquencefréquence desdes ININ // établissement/établissement/ unun
service/service/ uneune unitéunité dede soinssoins

ouou

■■ augmentationaugmentation dede lala fréquencefréquence d’uned’une
infectioninfection spécifiquespécifique dansdans unun ouou plusieursplusieurs
servicesservices ouou unitésunités dede soinssoins
(exemples(exemples :: infectionsinfections urinairesurinaires chezchez lesles
patientspatients sondés,sondés, bactériémiesbactériémies sursur cathéter)cathéter)



épidémies d’IN :épidémies d’IN :

♦♦♦♦♦♦♦♦ surviennent en général desurviennent en général de
manière aigue et brutalemanière aigue et brutale

♦♦♦♦♦♦♦♦ ont uneont une durée brèvedurée brève

MaisMais
peuvent s’installer discrètementpeuvent s’installer discrètement

un un état endémiqueétat endémique ou ou 
hyperendémique.hyperendémique.



LesLes épidémiesépidémies d’infectionsd’infections
nosocomialesnosocomiales sontsont favoriséesfavoriséesnosocomialesnosocomiales sontsont favoriséesfavorisées
parpar l’associationl’association dede plusieursplusieurs
facteursfacteurs ::



patients devenus à patients devenus à 
haut risque haut risque 
d’infectiond’infection par par 

Facteurs de risque des IN

d’infectiond’infection par par 
l’exposition à desl’exposition à des
gestes invasifs ou gestes invasifs ou 
de traitements de traitements 
immunoimmuno--
suppresseurssuppresseurs



patientspatients ouou
personnelpersonnel

Facteurs de risque des IN

personnelpersonnel
infectésinfectés
susceptibles desusceptibles de
disséminer des disséminer des 
micromicro--
organismesorganismes



utilisation utilisation 
massive massive 
d’antibiotiquesd’antibiotiques
qui sélectionnent qui sélectionnent 

Facteurs de risque des IN

qui sélectionnent qui sélectionnent 
les les micromicro--
organismes les organismes les 
plus résistantsplus résistants



la plupart des services la plupart des services 
hospitaliershospitaliers peuvent être peuvent être hospitaliershospitaliers peuvent être peuvent être 
touchés par touchés par des épidémies d’INdes épidémies d’IN

mais…



unités de soins intensifsunités de soins intensifs, unités de , unités de 
néonatologienéonatologie, sont , sont particulièrement particulièrement 
vulnérablesvulnérables car cumulent les facteurs car cumulent les facteurs 

énumérés ciénumérés ci--dessusdessus



ce qui rend la ce qui rend la préventionprévention du du 
risque épidémique risque épidémique difficiledifficile, et , et risque épidémique risque épidémique difficiledifficile, et , et 
complique l’analyse et la maîtrise complique l’analyse et la maîtrise 
des épidémiesdes épidémies



En cas d’épidémie l’intervention En cas d’épidémie l’intervention 
doit être doit être rapiderapide , menée par un , menée par un 
personnel formépersonnel formé et une et une personnel formépersonnel formé et une et une 
équipe pluridisciplinaireéquipe pluridisciplinaire





Si on tarde à intervenir, Si on tarde à intervenir, 
l’enquête peut être plus l’enquête peut être plus 
difficiledifficiledifficiledifficile

(souches non conservées, Nb (souches non conservées, Nb 
de cas + élevé, identification de cas + élevé, identification 
de la source incertaine)de la source incertaine)



La précocité de la détection n’est La précocité de la détection n’est 
possible que s’il  existe unpossible que s’il  existe un
système d’alertesystème d’alerte

Ceci suppose de définir à l’avance Ceci suppose de définir à l’avance 
les «les « évènements anormauxévènements anormaux » dont » dont 
on veut surveiller l’apparitionon veut surveiller l’apparition



Souvent Souvent le labo est le premier le labo est le premier 
à donner l’alerteà donner l’alerte, au même , au même 
titre que le service cliniquetitre que le service clinique

Le labo de microbiologie intervient dans :Le labo de microbiologie intervient dans :

■ la détection

■ l’investigation

■ la surveillance et la prévention des

épidémies d’IN



DétectionDétection

Au niveau du laboratoire, le suivi de 
près des cultures positives est à la 
base d’une fonction d’alerte base d’une fonction d’alerte 
précoce

( détection de flambées épidémiques 
dès qu’une fréquence seuil est 
dépassée)



Détection facilitée si tous les Détection facilitée si tous les 
prélèvements issus du même prélèvements issus du même 
serviceservice sont sont regroupésregroupés

. DétectionDétection

serviceservice sont sont regroupésregroupés

On arrivera à remarquer plus 
aisément deux cas d’infection 
nosocomiales à un même germe



Si le microorganisme en Si le microorganisme en 
question est question est rarement isolérarement isolé ::

Alcaligenes xylosoxydansAlcaligenes xylosoxydans / Hôpital / Hôpital 

DétectionDétection

Alcaligenes xylosoxydansAlcaligenes xylosoxydans / Hôpital / Hôpital 
militaire de Tunis militaire de Tunis 
pic au 2ème trimestre 2002 en pic au 2ème trimestre 2002 en 
Néonat ++ et réa Néonat ++ et réa 
( Amdouni Wafa, 2005, Mémoire 5ème pharmacie( Amdouni Wafa, 2005, Mémoire 5ème pharmacie))



Si le Si le profil de résistanceprofil de résistance

Est inhabituel : Pseudomonas résistant à

DétectionDétection

■Est inhabituel : Pseudomonas résistant à

l’imipénème

■Multirésistance : Bactéries connues 
pouvant être à l’origine d’infection nosocomiale: 
Acinetobacter baumanii



■ Production de BLSEProduction de BLSE : : 
support support plasmidiqueplasmidique susceptible de se susceptible de se 
transmettre au sein d’une même espècetransmettre au sein d’une même espèce
bactérienne ou même bactérienne ou même entre deux espècesentre deux espècesbactérienne ou même bactérienne ou même entre deux espècesentre deux espèces

Cas du NN : isolement Kp/ hémoc, Cas du NN : isolement Kp/ hémoc, 
E.coli/pus et Salmonella/ copro toutes E.coli/pus et Salmonella/ copro toutes 
BLSEBLSE

((A.Masmoudi, Epidémiologie des Kp BLSE en NN mastère, A.Masmoudi, Epidémiologie des Kp BLSE en NN mastère, 
1998)1998)



Investigation microbiologiqueInvestigation microbiologique

but : identifier la source de l’épidémie, le 
réservoir du germe et éventuellement le 
vecteur

prélèvements : 

♦♦♦♦ les patients : sites infectieux

dépendront du type d’infection et du mode 
de transmission du germe

Ex : hémoculture si infection sur KT



♦♦♦♦ Personnel soignantPersonnel soignant : : mains , pvts mains , pvts 

orooro--pharyngés, dermatopharyngés, dermato

♦♦♦♦ Environnement hospitalier : Solutions 
d’antiseptiques ou de désinfectants, dispositifs 
médicaux, ….si une source environnementale 
est suspectée



Ces pvts dans l’environnement ne sont utiles Ces pvts dans l’environnement ne sont utiles 
s’ils sont intégrés dans une démarche s’ils sont intégrés dans une démarche 
pluridisciplinaire et qu’ils sont réalisés parpluridisciplinaire et qu’ils sont réalisés par des des 
techniques appropriéestechniques appropriées

L’interprétation des résultats doit être 
prudente notamment dans l’implication prudente notamment dans l’implication 
d’un réservoir comme source d’épidémie

Mais parfois l’isolement de la même espèce 
dans l’environnement n’apporte aucun 
élément supplémentaire si cette espèce 
réside habituellement dans cet 
environnement



L’investigation microbienneL’investigation microbienne
consiste à déterminer si les consiste à déterminer si les 
microorganismesmicroorganismes impliqués impliqués microorganismesmicroorganismes impliqués impliqués 
isolés chez les patients sont isolés chez les patients sont 
similaires similaires ou   ou   différentsdifférents



�� S’ils ne sont S’ils ne sont pas identiquespas identiques , il s’agit , il s’agit 
d’une d’une épidémie  à espèces épidémie  à espèces 
différentesdifférentes ou à souches différentes  ou à souches différentes  
d’une même espèced’une même espèced’une même espèced’une même espèce

�� Si elles sont Si elles sont similairessimilaires , le diagnostic , le diagnostic 
d’épidémie due à la même souched’épidémie due à la même souche
( ( diffusion clonalediffusion clonale ) est confirmé ) est confirmé 



Le typageLe typage peut aider à identifier peut aider à identifier 

la source de l’épidémiela source de l’épidémie

( personne, substance,  objet, à partir ( personne, substance,  objet, à partir ( personne, substance,  objet, à partir ( personne, substance,  objet, à partir 
duquel le microorganisme est duquel le microorganisme est 
transmis) transmis) 

éventuellement éventuellement le réservoirle réservoir du du 
microorganismemicroorganisme



•• Niveau de complexité variéNiveau de complexité varié
réalisation techniqueréalisation technique
disponibilité des réactifsdisponibilité des réactifs

Méthodes utilisables pour le typage bactérien

Caractéristiques

interprétation des résultatsinterprétation des résultats

•• Possibilité d’application variablePossibilité d’application variable
méthodes applicables à toutes les méthodes applicables à toutes les 

espècesespèces
méthodes spécifiques à une espèceméthodes spécifiques à une espèce



Caractéristiques d’un système idéal Caractéristiques d’un système idéal 
de typage bactériende typage bactérien

Standardisé

DiscriminantDiscriminant

Reproductible

Largement et facilement 
applicable

Adapté à la situation pratique



Méthodes utilisables pour le typage Méthodes utilisables pour le typage 
bactérienbactérien

Méthodes phénotypiques :
biotypie

résistance aux ATB 

sérotypie

lysotypie

bactériocinotypie

profils protéiques



�� Profils plasmidiquesProfils plasmidiques

�� Profil de restriction de l’ADN chromosomiqueProfil de restriction de l’ADN chromosomique

�� Etude de l’ADN chromosomique après Etude de l’ADN chromosomique après 
hybridation hybridation 

Méthodes génotypiques:
ADN plasmidique,   ADN chromosomique

hybridation hybridation 

�� RibotypageRibotypage

�� Etude de l’ADN chromosomique par Etude de l’ADN chromosomique par 
électrophorèse en champ pulséélectrophorèse en champ pulsé

�� RAPDRAPD

�� Séquençage de l’ADNSéquençage de l’ADN

+ discriminantes!



BiotypieBiotypie

•• Etude des Etude des propriétés propriétés 
métaboliquesmétaboliques

Méthodes phénotypiquesMéthodes phénotypiques

Galeries Galeries 
d’identificationd’identification

Automatisation Automatisation 
possiblepossible



Limites : faible pouvoir Limites : faible pouvoir 
discriminantdiscriminant

identification d’espèce, identification d’espèce, identification d’espèce, identification d’espèce, 
non de souchesnon de souches

variabilité des caractèresvariabilité des caractères



Résistance aux antibiotiquesRésistance aux antibiotiques

�� 11erer marqueur utilisémarqueur utilisé

�� Applicable à toutes les Applicable à toutes les 
souchessouchessouchessouches

�� Peu coûteuxPeu coûteux

�� StandardiséStandardisé



Résistance aux antibiotiquesRésistance aux antibiotiques

•• Peu discriminantPeu discriminant

espèces très résistantesespèces très résistantesespèces très résistantesespèces très résistantes

•• Instabilité de la résistanceInstabilité de la résistance

( support plasmidique, pression de  ( support plasmidique, pression de  
sélection des ATB)sélection des ATB)



SérotypieSérotypie

•• Caractérisation des Caractérisation des Ag bactériensAg bactériens
( capsulaires, somatiques, flagellaires)( capsulaires, somatiques, flagellaires)

•• SimpleSimple pour certaines espèces pour certaines espèces •• SimpleSimple pour certaines espèces pour certaines espèces 
bactériennesbactériennes
( ( Salmonella, P.aeruginosaSalmonella, P.aeruginosa, …), …)

•• Relation éventuelle Relation éventuelle sérotypesérotype--pouvoir pouvoir 
pathogènepathogène

mais…mais…



SérotypieSérotypie

•• Disponibilité des AcDisponibilité des Ac

•• Caractérisation Caractérisation parfois difficileparfois difficile: : 
souches autoagglutinables, souches autoagglutinables, souches autoagglutinables, souches autoagglutinables, 
polyagglutinables, non polyagglutinables, non 
agglutinablesagglutinables

•• pouvoir discriminant limitépouvoir discriminant limité si si 
prédominance d’un sérotypeprédominance d’un sérotype



LysotypieLysotypie

•• Sensibilité à la lyseSensibilité à la lyse par un panel de par un panel de 
bactériophagesbactériophages

•• Application à différentes espèces: Application à différentes espèces: 
S.aureus, Salmonella, …S.aureus, Salmonella, …



BactériocinotypieBactériocinotypie

•• Définition des bactériocines:Définition des bactériocines:
protéines produites par des bactéries, protéines produites par des bactéries, 
létales pour d’autreslétales pour d’autres
Nom variable selon les espèces: pyocines, Nom variable selon les espèces: pyocines, Nom variable selon les espèces: pyocines, Nom variable selon les espèces: pyocines, 
entérocinesentérocines

•• Typage:Typage:
sensibilitésensibilité aux bactériocinesaux bactériocines
production production de bactériocinesde bactériocines



Limites de la lysotypie et Limites de la lysotypie et 
bactériocynotypiebactériocynotypie

•• Lourdeur techniqueLourdeur technique

•• Réactifs non disponibles en routineRéactifs non disponibles en routine

Centres de référence



Méthodes génotypiquesMéthodes génotypiques

Caractéristiques des méthodes Caractéristiques des méthodes 
génotypiquesgénotypiques

Techniques, équipement, réactifs 
communs à l’étude de toutes les bactéries

Séparation potentielle très fine des 
souches



Profil plasmidiqueProfil plasmidique

�� Comparaison du nombre de plasmides Comparaison du nombre de plasmides 
différentsdifférents

�� Identification des plasmides Identification des plasmides 

tailletaille■■ tailletaille

■■ hydrolyse de restrictionhydrolyse de restriction



Intérêt 
■ application à de nombreuses bactéries

■ Technique simple: extraction d’ADN,  

électrophorèse en gel d’agarose, 
coloration BET



Profils plasmidiques Profils plasmidiques -- limiteslimites

♦♦ Mobilité des plasmidesMobilité des plasmides
perte ou acquisition possibleperte ou acquisition possible

♦♦♦♦♦♦♦♦ Modification génétique possiblesModification génétique possibles♦♦♦♦♦♦♦♦ Modification génétique possiblesModification génétique possibles
transposonstransposons

♦♦♦♦♦♦♦♦ Pouvoir discriminantPouvoir discriminant en fonction en fonction 
du nombre de plasmidesdu nombre de plasmides



Profil de restriction de l’ADN Profil de restriction de l’ADN 
chromosomiquechromosomique

♦♦ Analyse Analyse du Nb et de la taille des fragmentsdu Nb et de la taille des fragments
obtenus après coupure par une enzyme de obtenus après coupure par une enzyme de 
restriction fragments séparés par restriction fragments séparés par 
électrophorèse conventionnelle en gel électrophorèse conventionnelle en gel électrophorèse conventionnelle en gel électrophorèse conventionnelle en gel 
d’agarosed’agarose

♦♦ Lecture difficileLecture difficile

♦♦ Perturbation possible par la présence de Perturbation possible par la présence de 
plasmidesplasmides



Etude de l’ADN chromosomique après Etude de l’ADN chromosomique après 
hybridation ( technique de Southern)hybridation ( technique de Southern)

♦♦ Différentes étapesDifférentes étapes
Hydrolyse de restrictionHydrolyse de restriction

Electrophorèse conventionnelle en gel Electrophorèse conventionnelle en gel Electrophorèse conventionnelle en gel Electrophorèse conventionnelle en gel 
d’agarosed’agarose

Transfert sur membrane de nylonTransfert sur membrane de nylon
hybridation avec une sonde marquéehybridation avec une sonde marquée

♦♦ Lecture simpleLecture simple : nombre réduit de bandes: nombre réduit de bandes



Etude de l’ADN chromosomique après Etude de l’ADN chromosomique après 

hybridationhybridation ( technique de Southern( technique de Southern))

Sondes utilisablesSondes utilisables

Sonde complémentaire d’un gène Sonde complémentaire d’un gène 
spécifiquespécifiquespécifiquespécifique

Sonde complémentaire d’une séquence Sonde complémentaire d’une séquence 
d’insertiond’insertion

Sonde complémentaire des gènes Sonde complémentaire des gènes 
codant pour l’ARN ribosomique : codant pour l’ARN ribosomique : 

ribotypageribotypage



RibotypageRibotypage

�� Universelle:car Universelle:car séquences séquences 
conservées entre espècesconservées entre espèces

�� DiscriminantesDiscriminantes car gènes présents en car gènes présents en �� DiscriminantesDiscriminantes car gènes présents en car gènes présents en 
plusieurs copiesplusieurs copies

�� Large application épidémiologiqueLarge application épidémiologique



Amplification au hasard: RAPDAmplification au hasard: RAPD

�� Utilisation d’une seule amorce, arbitraire, Utilisation d’une seule amorce, arbitraire, 
courte, non spécifiquecourte, non spécifique

�� Hybridation, amplificationHybridation, amplification
�� Obtention de fragments de tailles Obtention de fragments de tailles �� Obtention de fragments de tailles Obtention de fragments de tailles 
différentesdifférentes

Technique simple 

Applicable à toutes les espèces 

N’exige pas de connaissance des 
séquences



Etude de l’ADN chromosomique par Etude de l’ADN chromosomique par 
électrophorèse en champ pulséélectrophorèse en champ pulsé

�� Coupure de l’ADN par des enzymes Coupure de l’ADN par des enzymes 
donnant un nombre réduit de donnant un nombre réduit de donnant un nombre réduit de donnant un nombre réduit de 
fragmentsfragments



Séparation de ces fragments en champ pulsé:Séparation de ces fragments en champ pulsé:
utilisation de champ d’orientations différenteutilisation de champ d’orientations différente



♦♦ Technique très discriminante, Technique très discriminante, 
largement utiliséelargement utilisée

Etude de l’ADN chromosomique par Etude de l’ADN chromosomique par 
électrophorèse en champ pulséélectrophorèse en champ pulsé

♦♦ Equipement coûteux, manipulation Equipement coûteux, manipulation 
longuelongue



Etude de l’ADN chromosomique par électrophorèse en Etude de l’ADN chromosomique par électrophorèse en 
champ pulséchamp pulsé

PM  A  A   C   D    N    C    C     O    C   C    C    C   E    C   C    F   G  PMPM   A  A   B    A   J   K    I    B   A   M   A  A   A    C   L    H       C   PM

les 34 souches d’E. faecalis ont présenté 15 pulsotypes
différents ( de Afs à Ofs ): Apparition d’un clone A ( 8
souches), et d’un clone C ( 12 souches)



Séquençage de l’ADNSéquençage de l’ADN



Permet la comparaison des Permet la comparaison des 
séquences d’un même gène séquences d’un même gène 

Séquençage de l’ADNSéquençage de l’ADN

Technique lourde du Technique lourde du 
domaine de la recherchedomaine de la recherche



ConclusionConclusion
Au Laboratoire, la survenue d’une Au Laboratoire, la survenue d’une 
épidémie est suspectée sur la base de épidémie est suspectée sur la base de 
l’identification et du profil l’identification et du profil 
résistancerésistance de bactéries en de bactéries en 
provenance du même serviceprovenance du même serviceprovenance du même serviceprovenance du même service

Le signalement doit être rapide afin 
de prendre les dispositions 
nécessaires pour l’isolement du 
malade et la détermination de la 
source



Au niveau du service cliniqueAu niveau du service clinique: Ne : Ne 
pas attendre les investigations pas attendre les investigations 
microbiologiques pour agirmicrobiologiques pour agir

Les investigations sont réalisées 

CONCLUSION

Les investigations sont réalisées 
par une équipe multidisciplinaire

Prévention: surveillance des BMR, 
Règles d’hygiène
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