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L’eau	est	un	élément	essen(el	au	fonc(onnement	des	établissements	de	
santé,	mais	elle	peut	cons(tuer	une	source	d’infec(ons	graves	en	cas	de	

contamina(on	ou	de	mauvais	usage...	
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L’eau	dans	les	
établissements	de	santé	
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•  Au	sein	d’un	établissement	de	santé	(ES),	l’eau	
représente	un	bien	inesQmable	en	raison	:	

-  de	la	consommaQon	en	grands	volumes	

-  des	usages	très	diversifiés	qui	requièrent		
	différents	niveaux	de	qualité	
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IntroducQon	(1)	
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IntroducQon	(2)	

Facteurs	de	risque	:	liées	au	micro-organisme	(MO)	hydrique	
(virulence,	mode	de	contaminaQon…);	nature	et	durée	des	soins	
praQqués;	uQlisaQon	d’un	DMI	ou	acte	chirurgical;	pathologie	ou	

traitement	du	paQent…	

InfecQons	

diges8ves	

respiratoires	

cutanéo-muqueuses	

Dans	les	ES,	risques	sanitaires	liés	à	l’eau	surtout	microbiologiques	

Selon	l’uQlisaQon	de	l’eau	

inges8on	d’eau/aliments	contaminés	
par	l’eau	

inhala8on	d’aérosols	de	
microgou_ele_es	d’eau	

contact	

Plus	rarement	risques	chimiques	

Jusqu’à	
infec8ons	

systémiques	
graves	

ex:	ostéo-
ar(culaires,	

sep(ciémiques...	



Typologie	des	différentes	catégories	
d’eau	(1)	

Pour	chaque	catégorie	d’eau	:	exigences	de	qualité	et	modalités	de	surveillance	

–  Paramètres	physico-chimiques	et	microbiologiques	

–  Limites	de	qualité		
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Niveau	cible	 Niveau	d’alerte	 Niveau	d’ac8on	

niveau	à	aBeindre	en	
condiQons	normales	de	

foncQonnement	

niveau	de	détecQon	précoce	
d’une	dérive	potenQelle	des	
condiQons	de	foncQonnement	

⇒ 	vérificaQon	des	résultats	et	
mise	en	œuvre	de	premières	

mesures	correcQves	

niveau	de	déclenchement	
immédiat	de	mesures	

correc8ves		

⇒ 	retour	rapide	sous	le	
niveau	d’alerte	pour	tendre	

vers	le	niveau	cible	



Q.1	Eaux	ne	subissant	aucun	traitement	dans	l’établissement	de	santé		
Q.1.1	Eaux	à	usage	alimentaire	

Q.1.2	Eaux	pour	soins	standard	

Q.2	Eaux	spécifiques	traitées	au	sein	de	l’établissement	de	santé	
répondant	à	des	critères	définis	selon	les	usages		

	 	 	 	 	Q.2.1	Eau	bactériologiquement	maîtrisée	

Q.3	Eaux	stériles		

Q.4	Eaux	techniques		
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Typologie	des	différentes	catégories	
d’eau	(2)	



Q.1	Eaux	ne	subissant	aucun	traitement	dans	l’établissement	de	santé		
Q.1.1	Eaux	à	usage	alimentaire	

Q.1.2	Eaux	pour	soins	standard	

Q.2	Eaux	spécifiques	traitées	au	sein	de	l’établissement	de	santé	
répondant	à	des	critères	définis	selon	les	usages		

	 	 	 	 	Q.2.1	Eau	bactériologiquement	maîtrisée	

Q.3	Eaux	stériles		

Q.4	Eaux	techniques		
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Typologie	des	différentes	catégories	
d’eau	(2)	



Q.1	Eaux	ne	subissant	aucun	
traitement	dans	l’ES	

•  Eaux	appelées	d’un	point	de	vue	règlementaire	
«	eaux	des(nées	à	la	consomma(on	humaine	»	

•  Usages	alimentaire,	sanitaire	et	soins	

•  Origine	:	réseau	d’adducQon	publique	(ou	forage	
privé)	:	ne	subissent	aucun	traitement	dans	l’ES	

•  En	foncQon	des	usages,	on	disQngue		
! Q.1.1	Eaux	à	usage	alimentaire	
! Q.1.2	Eaux	pour	soins	standard	
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Q.1.1	Eaux	à	usage	alimentaire	

•  Défini8on	:	Les	réseaux	internes	aux	ES	peuvent	être	de	longueurs	
variables,	être	alimentes	par	des	mélangés	d'eaux	et	parfois	comporter	
des	réservoirs,	ce	qui	peut	impliquer	des	variaQons	de	la	qualité	de	l'eau	
distribuée.	C’est	pourquoi	on	disQngue	2	sous-catégories	d’eau	:	l’eau	
d’entrée	dans	l’ES	et	l’eau	aux	points	d’usage.		
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–  L’eau	d’entrée	:	définie	comme	celle	arrivant	à	l’entrée	de	l’ES	
que	ce	soit	à	l'interface	avec	le	réseau	public	ou	à	la	sorQe	d'un	
forage	propre	à	l'établissement.		

–  innocuité	garanQe	vis	à	vis	de	la	populaQon	de	l’établissement	

11	

Q.1.1.a	L’eau	d’entrée	(1)		

Sara	ROMANO-BERTRAND	

Critères	de	potabilité	(arQcles	R.1321-1	à	R.1321-5	CSP)	relaQfs	aux	eaux	
desQnées	à	la	consommaQon	humaine	:	l’eau	d’entrée	ne	doit	pas	véhiculer	
de	polluants	à	des	doses	toxiques	ou	de	MO	pathogènes	ou	opportunistes;	

elle	doit	éviter	la	corrosion	ou	l’entartrage	excessif	des	canalisaQons			



•  ContaminaQon	de	l’eau	

- 	la	dégradaQon	de	la	qualité	de	l’eau	peut	survenir	à	tout		
moment	entre	le	point	d’entrée	et	le	robinet	du	consommateur	

- 	Interface	eau/matériau	:	lieu	privilégié	d’accumulaQon	des	cellules	
microbiennes	et	de	maQère	organique	et	de	mulQplicaQon	des	bactéries	
⇒	formaQon	de	biofilm	

- 	Biofilm	caractérisé	par	un	relargage	constant	de	bactéries	(agrégats++)	

-	FormaQon	d’un	biofilm	sur	les	canalisaQons	et	présence	de	réservoirs	
microbiens	en	points	de	stagnaQon	de	l’eau	(bras	morts++)	parQcipent	à	
la	contaminaQon	microbiologique	de	l’eau	distribuée	
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Q.1.1.a	L’eau	d’entrée	(2)		
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Q.1.1.a	L’eau	d’entrée	(3)		

•  Facteurs	favorisants	:		
-					charge	organique	et	vitesse	de	
circulaQon	faible	de	l’eau	
-  entartrage		
-  corrosion		
-  T°	intermédiaires:25-50°C	
-  relargage	de	substances	

biodégradables	par	matériaux	
plasQques…	

•  Facteurs	limitants	:		
-  Lu_e	contre	la	stagnaQon	de	

l’eau	
-  Maitrise	de	la	T°	de	l’eau	
-  Lu_e	contre	l’entartrage	et	la	

corrosion	
-  Traitement	complémentaire	de	

l’eau	
-  Choix	des	matériaux	
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•  L’eau	aux	points	d’usage	:	définie	comme	celle	étant	consommée	ou	
uQlisée	directement	ou	indirectement	par	toute	personne	au	sein	de	
l’ES	

•  Critères	de	potabilité	(arQcles	R.1321-1	à	R.1321-5	CSP)	relaQfs	aux	
eaux	desQnées	à	la	consommaQon	humaine	

•  Prélèvements	:	nécessité	de	définir	des	points	criQques	
d’échanQllonnage	afin	de	surveiller	les	évoluQons	de	la	qualité	dans	
le	réseau	et	dans	les	bâQments	

	plan	d’échanQllonnage	tenant	compte	de	la	structure	du	
	réseau,	de	la	fréquentaQon	et	des	usages	afin	que	l'analyse	
	représente	une	image	la	plus	fiable	possible	de	la	qualite	au	 	sein	

de	chaque	bâQment	et/ou	des	divers	étages	des	bâQments		
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Q.1.1.b	L’eau	aux	points	d’usage	(1)	
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Indicateurs	Physico-Chimiques	

Indicateurs	 Niveau	cible	 Fréquence	

Carbone	Organique	Total	(COT)	et	turbidité		 Une	diminuQon	significaQve	du	COT	
est	le	reflet	d'une	croissance	
bactérienne.		

Dans	le	cadre	d’une	étude	bilan	du	
réseau	interne	à	l’établissement		

Chlore	résiduel	associé	au	pH	et	la	température		 0,1	mg/l	de	chlore	libre.		 Trimestrielle	

Fer	et	métaux	issus	de	la	corrosion	(Pb,	Cu,	Cr,	
Zinc...)		

Selon	le	contexte	de	l’établissement		

Indicateurs	Microbiologiques	

Indicateurs	 Niveau	cible	 Fréquence	

Flore	aérobie	revivifiable	à	22°C	et	à	36°C		 Pas	de	variaQon	dans	un	rapport	de	10	par	
rapport	à	la	valeur	habituelle	à	l’entrée.		

1	contrôle/100	lits	et	par	an,	avec	un	
minimum	de	4	contrôles/an.		

Pseudomonas	aeruginosa		 <	1	UFC	/	100	ml		 Trimestrielle	

Coliformes	totaux		 <	1	UFC	/	100	ml	 Trimestrielle	

Sara	ROMANO-BERTRAND	

Q.1.1.b	L’eau	aux	points	d’usage	(1)	



UQlisaQon	
soins	de	base	pour	des	paQents	sans	risque	parQculier		

lavage	des	mains	
ne_oyage	et	le	rinçage	de	certains	disposiQfs	médicaux	(ex:	
rinçage	terminal	endoscopes	digesQf	/	sauf	en	cas	d’accès	dans	

une	cavité	stérile)	

Lieu	et	fréquence	des	prélèvements		
foncQon	taille	de	l’ES	spécificité	du	réseau,	zones	à	risque…	
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Q.1.2	Eaux	pour	soins	standards	(1)	

Sara	ROMANO-BERTRAND	

Si	résultats	non	conformes	
vérifier	condiQons	d’analyse	

renouveler	prélèvements	jusqu’à	conformité	des	résultats	

possibilité	d’intervenQon	si	non	amélioraQon		
(ex:	démontage,	détartrage	et	désinfecQon	des	robinets,	pose	de	filtres	terminaux	

anQmicrobiens	voire	désinfecQon	du	réseau	par	choc	chloré	ou	thermique…)	



•  Qualité	de	l’eau	:		

*	En	présence	de	coliformes	totaux,	il	est	nécessaire	de	
rechercher	Escherichia	coli.		

17	

Niveau	cible	

Flore	aérobie	revivifiable	à	22°C		 ≤	100	UFC	/	ml		

Flore	aérobie	revivifiable	à	36°C		 ≤	10	UFC	/	ml		

Coliformes	totaux*	 <1	UFC	/	100	ml		

Pseudomonas	aeruginosa		 <1	UFC	/	100	ml		

Q.1.2	Eaux	pour	soins	standards	(2)	
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•  Il	s’agit	des	eaux	desQnées	à	des	usages	alimentaires,	
sanitaires	et	de	soins,	ayant	subi	un	traitement	au	sein	de	
l’établissement	de	santé	:	
" Eau	bactériologiquement	maitrisée	

" Eau	chaude	
" Eau	des	piscines	de	réeduca8on	
" Eaux	des	bains	à	remous	et	des	douches	à	jets	
" Eaux	pour	hémodialyse	

" Eau	purifiée	
" Eau	hautement	purifiée	

" Eau	des	fontaines	à	usage	de	boisson	

18	

Q.2	Eaux	spécifiques	traitées	au	sein	de	
l’ES	
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•  Il	s’agit	des	eaux	desQnées	à	des	usages	alimentaires,	
sanitaires	et	de	soins,	ayant	subi	un	traitement	au	sein	de	
l’établissement	de	santé	:	
" Eau	bactériologiquement	maitrisée	

" Eau	chaude	
" Eau	des	piscines	de	réeduca8on	
" Eaux	des	bains	à	remous	et	des	douches	à	jets	
" Eaux	pour	hémodialyse	

" Eau	purifiée	
" Eau	hautement	purifiée	

" Eau	des	fontaines	à	usage	de	boisson	
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Q.2	Eaux	spécifiques	traitées	au	sein	de	
l’ES	

Sara	ROMANO-BERTRAND	



Après	traitement	=>	qualité	bactériologique	supérieure	à	celle	du	réseau	de	
distribuQon	

DesQnée	aux	paQents	immunodéprimés	ainsi	que	pour	des	soins	au	contact	
des	muqueuses	ou	exposant	à	un	risque	infecQeux	parQculier	(ex	:	rinçage	

terminal	des	fibroscopes	bronchiques)	

•  Qualité	de	l’eau	:	paramètres	microbiologiques	retenus	pour	l’eau	
bactériologiquement	maîtrisée	

20	

Q.2.1	Eau	bactériologiquement	maîtrisée	(1)	

Niveau	cible	 Niveau	d’ac8on	

Flore	aérobie	revivifiable	à	22°C		 ≤	1	UFC	/	100	ml		 ≥10	UFC/100ml		

Pseudomonas	aeruginosa		 <	1	UFC	/	100	ml		 ≥	1	UFC	/	100	ml		

Sara	ROMANO-BERTRAND	



Moyen	d’obtenQon		

à	parQr	de	l’eau	du	réseau	d’alimentaQon	de	l’ES	
traitement	chimique	:	chloraQon	

traitement	physique	:	filtraQon,	ultraviolets...		

1.   Microfiltra8on	au	point	d’usage	=	procédé	de	traitement	le	plus	classique			
Porosité	moyenne	de	0,2μm	

à	UU		

mis	en	place,	changés	et	entretenus	selon	les	recommandaQons	des	fabricants	
et	les	procédures	définies	par	l’établissement	

	-	avantages:	pouvoir	de	rétenQon	élevé,	facilité	d’emploi,	peu	encombrant	

	-	inconvénients:	débits	faibles,	colmatage	rapide…		
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Q.2.1	Eau	bactériologiquement	maîtrisée	(2)	
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2.   Traitements	par	rayonnement	ultraviolet	(lampe	UV	basse	
pression/basse	énergie)		

3.   Chlora8on	:	hyperchloraQon	de	l’eau	au	point	de	puisage	ou	
chloraQon	permanente	par	injecQon	automaQque	grâce	à	
une	pompe	
	-	avantage:	eau	désinfectée	très	riche	en	chlore	

				-	inconvénient:	risques	liés	à	une	surchloraQon,	compaQbilité	avec	
les	matériaux,	vérificaQon	des	concentraQons	en	chlore…	
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Q.2.1	Eau	bactériologiquement	maîtrisée	(3)	

Sara	ROMANO-BERTRAND	

Fréquence	de	prélèvements	
trimestrielle	(auges	chirurgicales...)	

foncQon	du	système	d’assurance	qualité	défini	dans	l’ES	



•  Risque	principal	=	Légionelles	(cf	cours	P.	
Licznar)	
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Q.2.2	Eaux	chaudes	sanitaires		
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Pas	de	règlementaQon	spécifique	pour	l’usage	
exclusivement	médical	

⇒ 	au	minimum	exigences	de	qualité	de	l’eau	ainsi	et	
règles	d’hygiène	et	de	surveillance	pour	les	piscines	

ouvertes	au	public		

ar8cles	D.1332-1	à	D.1332-15	du	CSP,	fixant	les	normes	d’hygiène	et	de	sécurité	applicables	aux	
piscines	et	baignades	aménagées		

arrêté	du	7	avril	1981,	modifié	par	l'arrêté	du	18	janvier	2002,	fixant	les	disposiQons	techniques	
applicables	aux	piscines	

arrêté	du	7	avril	1981	fixant	les	disposiQons	administraQves	applicables	aux	piscines	et	aux	
baignades	aménagées		

24	

Q.2.3	Eau	des	piscines	de		
rééducaQon	(1)	
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Facteurs	de	risque	de	contaminaQon		

-  Difficultés	d’une	désinfecQon	conQnue	:	T°	élevée,	agitaQon	mécanique	
(bouillonnements,	hydrojets..)	

-  ConcepQon	des	bassins	médicaux	

-  Mauvaise	maintenance	(recyclage	de	l’eau,	rythme	des	vidanges,	
entreQen	des	filtres,	entreQen	locaux)	

-  	Etat	de	santé	des	paQents	:	inconQnence,	paQents	porteurs	de	BMR	

Sources	de	contaminaQon	

-  Baigneurs	
-  Personnel	

-  Matériels	uQlisés	pour	les	paQents	
-  L’eau	alimentant	les	bassins	

25	
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Q.2.3	Eau	des	piscines	de		
rééducaQon	(2)	



•  Qualité	requise:	pas	d’intérêt	à	rechercher	Legionella	pneumophila	
au	niveau	des	bassins,	mais	leur	recherche	est	fortement	
recommandée	au	niveau	des	douches	(cf	cours	P.	Licznar)	

•  Contrôles	paramètres	physico-chimiques	(pH,	T°,	teneur	en	chlore…)	

•  Fréquence	et	modalité	des	prélèvements:	1x/mois,	hors	présence	
humaine	(le	maQn	avant	arrivée	paQents)	

26	

Niveau	exigé	

Flore	aérobie	revivifiable	à	36°C		 <	100	UFC	/	ml		

Coliformes	totaux	à	36°C		 ≤	1	UFC	/	100	ml		

Pseudomonas	aeruginosa		 ≤	1	UFC	/	100	ml		

Staphylococcus	aureus		 ≤	1	UFC	/	100	ml		

Sara	ROMANO-BERTRAND	

Q.2.3	Eau	des	piscines	de		
rééducaQon	(3)	



Préven8on	de	la	contamina8on	

Mesures	techniques	
à	la	concepQon	des	bassins	(choix	d’une	hydraulique	du	bassin	

évitant	toute	zone	sans	courant	d’eau…)	et	traitements	
d’eau	(filtraQon,	désinfecQon,	renouvellement	de	l’eau)	

Règles	d’hygiène	
générales	(entreQen	de	l’environnement	du	bassin,venQlaQon	

locaux…)	et	individuelles	(corporelle,	port	de	chaussures	
adaptées,	bonnet…)	

27	
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Q.2.3	Eau	des	piscines	de		
rééducaQon	(2)	



Eaux	 de	 bains	 à	 remous	 et	 de	 douches	 à	 jets	 sont	 une	 source	 importante	 d’aérosols.	
Obligatoirement	 traitées	 par	 désinfecQon	 et	 jusQfient	 des	 critères	 de	 qualité	
parQculiers	pour	prévenir	le	risque	de	disséminaQon	des	légionelles.	La	recherche	de	
Legionella	pneumophila	est	indispensable		

*Absence	signifie	au	sens	de	la	norme	NF	T90-431	de	septembre	2003,	«	<250	UFC/l	»	et	«	Legionella	
pneumophila	non	détectées	»	

28	

Q.2.4	Eau	des	bains	à	remous	et	des	douches	à	
jets	(1)		

Niveau	exigé	

Flore	aérobie	revivifiable	à	36°C		 <	100	UFC	/	ml		

Coliformes	totaux	à	36°C		 ≤	1	UFC	/	100	ml		

Pseudomonas	aeruginosa		 ≤	1	UFC	/	100	ml		

Staphylococcus	aureus		 ≤	1	UFC	/	100	ml		

Legionella	pneumophila	 absence*	

Sara	ROMANO-BERTRAND	



•  Contrôles	paramètres	physico-chimiques	(pH,	T°,	teneur	en	
chlore…)	

•  Fréquence	et	modalité	des	prélèvements:	1x/mois,	hors	
présence	humaine	(le	maQn	avant	arrivée	paQents)	

29	

Q.2.4	Eau	des	bains	à	remous	et	des	douches	à	
jets	(2)		
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Eaux	pharmaceu8ques		
(cf.	Pharmacopée	Européenne)	

30	

Q.2.5	Eau	pour	hémodialyse	
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Q.2.6	Eau	purifiée	

Q.2.7	Eau	hautement	purifiée	



Quid	de	la	place	de	l’eau	dans	le	risque	infecQeux	hospitalier	?	
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InfecQons	associées	aux	soins	(IAS)	

au	cours	ou	au	décours	d’une	prise	en	charge	médicale	(démarche	diagnosQque,	thérapeuQque,	
palliaQve,	d’exploraQon...),	ni	présente	ni	en	incubaQon	au	moment	de	ce_e	prise	en	charge	
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InfecQons	associées	aux	soins	(IAS)	

5,1%	des	paQents	hospitalisés*	concernés	en	France	en	2012	

*	Enquête	naQonale	de	prévalence	des	IAS	en	France	2012	

au	cours	ou	au	décours	d’une	prise	en	charge	médicale	(démarche	diagnosQque,	thérapeuQque,	
palliaQve,	d’exploraQon...),	ni	présente	ni	en	incubaQon	au	moment	de	ce_e	prise	en	charge	
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InfecQons	associées	aux	soins	(IAS)	

5,1%	des	paQents	hospitalisés*	concernés	en	France	en	2012	

*	Enquête	naQonale	de	prévalence	des	IAS	en	France	2012	

Principales	bactéries	en	cause	

Escherichia	coli	
Staphylococcus	aureus		

Pseudomonas	aeruginosa	

+	

Clostridium	difficile	
(risque	épidémiogène)	

Legionella	pneumophila		
(recherche	réglementée)	

au	cours	ou	au	décours	d’une	prise	en	charge	médicale	(démarche	diagnosQque,	thérapeuQque,	
palliaQve,	d’exploraQon...),	ni	présente	ni	en	incubaQon	au	moment	de	ce_e	prise	en	charge	
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InfecQons	associées	aux	soins	(IAS)	

5,1%	des	paQents	hospitalisés*	concernés	en	France	en	2012	

*	Enquête	naQonale	de	prévalence	des	IAS	en	France	2012	

au	cours	ou	au	décours	d’une	prise	en	charge	médicale	(démarche	diagnosQque,	thérapeuQque,	
palliaQve,	d’exploraQon...),	ni	présente	ni	en	incubaQon	au	moment	de	ce_e	prise	en	charge	

IAS	isolées	ou	épidémies	d’IAS	

Principales	bactéries	en	cause	

Escherichia	coli	
Staphylococcus	aureus		

Pseudomonas	aeruginosa	

+	

Clostridium	difficile	
(risque	épidémiogène)	

Legionella	pneumophila		
(recherche	réglementée)	
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Bactéries	pathogènes	opportunistes	

Origine	exogène	

Pathobiontes	d’autres	
pa8ents	ou	de	soignants		

Origine	environnementale	

Eau		
Air	

Surfaces	
DisposiQfs	
médicaux	

Différentes	voies	d’acquisiQon	et	transmission	

réservoir	pa8ent	

réservoir	
environnemental	

réservoir	soignant	

Pseudomonas	aeruginosa	
Legionella	pneumophila	

Mycobactéries	non	tuberculeuses...	
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Epidémie	

#  significaQve	de	l’incidence	d’une	maladie		

au-delà	de	ce	qui	est	habituellement	observé	

⇒  	AppariQon	d’un	nombre	inhabituel	ou	inaBendu	de	
cas	d’une	maladie	dans	une	populaQon,	dans	une	

même	unité	de	temps	et	d’espace	

Endémie	
⇒ 	Existence	permanente	d’un	nombre	de	

cas	d’une	maladie	dans	un	lieu	défini	

La	surveillance	
pour	savoir	quand	donner	l’alerte	



7	

Méthodes	moléculaires	=	détecQon	des	acides	nucléiques	(ADN	et	ARN)	

Principe	et	objecQfs	
InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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Méthodes	moléculaires	=	détecQon	des	acides	nucléiques	(ADN	et	ARN)	

en	hygiène	hospitalière	

Principe	et	objecQfs	

Prévoir	
Prévenir	

Argumenter	
Stopper	
Former	

Surveillance	
des	IAS	

3	applicaQons	parQculières		

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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Méthodes	moléculaires	=	détecQon	des	acides	nucléiques	(ADN	et	ARN)	

en	hygiène	hospitalière	

Principe	et	objecQfs	

Prévoir	
Prévenir	

Argumenter	
Stopper	
Former	

Surveillance	
des	IAS	

Origine	
OBP	

Prévoir	=	IdenQfier	des	clones	à	
potenQel	épidémique	

Prévenir	=	Recherche	
«	normalisée	»	de	réservoir	

Argumenter	=	InvesQgaQon	
d’épidémies	

C.	difficile	
S.	aureus	
P.	aeruginosa	

L.	pneumophila	
(NF	T90-471)	

Tout	pathogène	

?	

3	applicaQons	parQculières		

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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Principe	et	objecQfs	

Ou8ls	moléculaires	:	+	discriminants	et	+	universels	
que	le	phénotypage	tradiQonnel	

Prévoir	
Prévenir	

Argumenter	
Stopper	
Former	

Surveillance	
des	IAS	

Origine	
OBP	

Prévoir	=	IdenQfier	des	clones	à	
potenQel	épidémique	

Prévenir	=	Recherche	
«	normalisée	»	de	réservoir	

Argumenter	=	InvesQgaQon	
d’épidémies	

C.	difficile	
S.	aureus	
P.	aeruginosa	

L.	pneumophila	
(NF	T90-471)	

Tout	pathogène	

?	

Méthodes	moléculaires	=	détecQon	des	acides	nucléiques	(ADN	et	ARN)	

en	hygiène	hospitalière	

3	applicaQons	parQculières		

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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L’exemple	de	L.	pneumophila	

Recherche	«	normalisée	»	d’un	réservoir	

Agent	de	la	Légionellose	

>50	espèces	de	Legionella	=>	L.	pneumophila	en	cause	dans	>95%	des	infecQons	

Colonise	les	réseaux	d’eau	(chaude)	

ContaminaQon	par	inhalaQon	d’aérosols	contaminés	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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L’exemple	de	L.	pneumophila	

Recherche	«	normalisée	»	d’un	réservoir	

Agent	de	la	Légionellose	

>50	espèces	de	Legionella	=>	L.	pneumophila	en	cause	dans	>95%	des	infecQons	

Colonise	les	réseaux	d’eau	(chaude)	

ContaminaQon	par	inhalaQon	d’aérosols	contaminés	

Surveillance	
réglementaire	dans	les	
établissements	de	soins	

(NF	T90-471)	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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PCR	quan8ta8ve	en	temps	réel	

filtraQon	d’un	volume	déterminé	d’eau		

extracQon	de	l’ADN	bactérien	

amplificaQon	par		
primers	spécifiques	

+	
hybridaQon	spécifique	d’une	sonde	

fluorescente	aux	amplicons	

détec8on	de	fluorescence	à	chaque	cycle	
d’amplificaQon	
et	quan8fica8on	

Recherche	«	normalisée	»	d’un	réservoir	

L’exemple	de	L.	pneumophila	

CalibraQon	par	étalonnage		
⇒ 	limite	de	détecQon		

⇒ 	quanQficaQon	en	copies	de	gène	
amplifié	$	correspondance	en	UFC/L	

Témoins	+	et	-	à	chaque	analyse	

Legionella	spp.	
L.	pneumophila	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	



11	

PCR	quan8ta8ve	en	temps	réel	

filtraQon	d’un	volume	déterminé	d’eau		

extracQon	de	l’ADN	bactérien	

amplificaQon	par		
primers	spécifiques	

+	
hybridaQon	spécifique	d’une	sonde	

fluorescente	aux	amplicons	

détec8on	de	fluorescence	à	chaque	cycle	
d’amplificaQon	
et	quan8fica8on	

Réservoir	de	L.	pneumophila	
⇒ 	mesures	de	prévenQon	(filtres...)	
⇒ 	décontaminaQon	du	réseau	

Recherche	«	normalisée	»	d’un	réservoir	

L’exemple	de	L.	pneumophila	

CalibraQon	par	étalonnage		
⇒ 	limite	de	détecQon		

⇒ 	quanQficaQon	en	copies	de	gène	
amplifié	$	correspondance	en	UFC/L	

Témoins	+	et	-	à	chaque	analyse	

Legionella	spp.	
L.	pneumophila	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	



InvesQgaQon	d’une	épidémie	
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Comparaison	de	souches	d’une	même	espèce	par	des	
méthodes	moléculaires	

Apporter	des	arguments	sur	
le	mode	de	transmission		

la	source	
le	vecteur	

Mais	aussi	
Améliorer	nos	connaissances	

sur	la	circulaQon	et	la	persistance	des	BPO	

isolées	de	paQents	 isolées	de	l’environnement	

IdenQfier	une	épidémie	
moléculaire	

à	l’échelle	locale	
ou	mondiale	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	d’empreinte	moléculaire	

rep-PCR	

Polymorphisme	de	longueur	des	fragments	
de	restricQon	(RFLP)		

⇒ 	Electrophorèse	en	champ	pulsé	(ECP)	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	d’empreinte	moléculaire	

rep-PCR	

AmplificaQon	PCR	inter-séquences	répétées	
disséminées	

MigraQon	des	amplicons	par	électrophorèse	
classique	

Analyse	des	profils	

Polymorphisme	de	longueur	des	fragments	
de	restricQon	(RFLP)		

⇒ 	Electrophorèse	en	champ	pulsé	(ECP)	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	



13	

InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	d’empreinte	moléculaire	 Polymorphisme	de	longueur	des	fragments	
de	restricQon	(RFLP)		

⇒ 	Electrophorèse	en	champ	pulsé	(ECP)	
ExtracQon	ADN	génomique	

MacrorestricQon	enzymaQque	

MigraQon	dans	champs	électriques	
d’orientaQon	variable	

Analyse	des	pulsotypes	

rep-PCR	

AmplificaQon	PCR	inter-séquences	répétées	
disséminées	

MigraQon	des	amplicons	par	électrophorèse	
classique	

Analyse	des	profils	

Choix	de	
l’enzyme	de	
restricQon	

selon	espèce	
et	le	GC%	15-20	fragments	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	d’empreinte	moléculaire	 Polymorphisme	de	longueur	des	fragments	
de	restricQon	(RFLP)		

⇒ 	Electrophorèse	en	champ	pulsé	(ECP)	
ExtracQon	ADN	génomique	

MacrorestricQon	enzymaQque	

MigraQon	dans	champs	électriques	
d’orientaQon	variable	

Analyse	des	pulsotypes	

AmplificaQon	PCR	inter-séquences	répétées	
disséminées	

MigraQon	des	amplicons	par	électrophorèse	
classique	

Analyse	des	profils	
Clonalité	?	

Choix	de	
l’enzyme	de	
restricQon	

selon	espèce	
et	le	GC%	15-20	fragments	

rep-PCR	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	basées	sur	le	séquençage	

Mul8	Locus	Sequence	Typing	(MLST)	

amplificaQon	PCR	7	gènes	de	ménages	

séquençage	

combinaison	des	7	allèles	=	idenQficaQon	ST	

Epidémiologie	locale	et	mondiale	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	basées	sur	le	séquençage	

L’exemple	de	P.	aeruginosa	

Mul8	Locus	Sequence	Typing	(MLST)	

amplificaQon	PCR	7	gènes	de	ménages	

séquençage	

combinaison	des	7	allèles	=	idenQficaQon	ST	

Epidémiologie	locale	et	mondiale	

Minimum-spanning	tree	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Méthodes	basées	sur	le	séquençage	

L’exemple	de	P.	aeruginosa	

Mul8	Locus	Sequence	Typing	(MLST)	

amplificaQon	PCR	7	gènes	de	ménages	

séquençage	

combinaison	des	7	allèles	=	idenQficaQon	ST	

Epidémiologie	locale	et	mondiale	

ST	235,	311,	308...	
- 	clones	à	au	risque	épidémique	

- 	XDR	
- 	situaQon	épidémique		

(ex:	ST308	au	CHU	de	Montpellier)	
Minimum-spanning	tree	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Séquençage	génome	en8er	(WGS)	

Selon	la	plasQcité	génomique	de	l’espèce	
étudiée	

nombre	de	Sites	NucléoQdiques	Polymorphes	(SNP)	
corrélé	avec	la	divergence	entre	les	souches	

définiQon	d’un	«	core-genome	»	du	clone	
épidémique	

arbre	phylogénéQque	des	souches	d’une	épidémie	
et	seuil	de	SNP	pour	définir	le	clone	épidémique	

Méthodes	basées	sur	le	séquençage	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	
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InvesQgaQon	d’une	épidémie	

Meilleur	pouvoir	discriminant	
⇒ 	voies	de	transmission	entre	2	services	

	Willmann	et	al.	2015	

Méthodes	basées	sur	le	séquençage	
WGS	et	épidémie	de	P.	aeruginosa	ST308	

Séquençage	génome	en8er	(WGS)	

Selon	la	plasQcité	génomique	de	l’espèce	
étudiée	

nombre	de	Sites	NucléoQdiques	Polymorphes	(SNP)	
corrélé	avec	la	divergence	entre	les	souches	

définiQon	d’un	«	core-genome	»	du	clone	
épidémique	

arbre	phylogénéQque	des	souches	d’une	épidémie	
et	seuil	de	SNP	pour	définir	le	clone	épidémique	

InvesQgaQon	d’IAS	=	Analyses	moléculaires	en	hygiène	hospitalière	



Exemples	
Implica(on	de	l’eau	dans	la	survenue	d’infec(ons	associées	aux	soins		

Master	1	Interac(ons	Microbiennes	Hôte	Environnement	:	UE	MicrobiEAU	(HMBA221)	

Le	6	février	2018	
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Ques8ons	

- 	Donner	la	définiQon	d’une	eau	
bactériologiquement	maistrisée	

- Donner	la	définiQon	d’une	infecQon	
associée	aux	soins	

- 	Donner	2	raisons	de	poser	des	
filtres	anQ-bactériens	sur	un	point	
d’eau	

- 	Expliquer	en	quelques	lignes	
l’intérêt	du	travail	présenté	dans	ce	
poster	
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Cleaning	bucket	 Cleaning	bucket	

Cleaning	
bucket	

Ben	pan	
washer	

disinfector	

Mul8purpose	
table	 Mul8purpose	table	

Dining	table	

Door	handle	

Waste	disposal	room	

Housekeeping	room	1	

Housekeeping	room	2	

Pa8ents’	satellite	kitchen	 Nurses’	tearoom	

Pa8ents’	bedroom	
Bathroom	

Mul8purpose	table	

Decontamina8on	basin	
High-touch	
objets	

High-touch	
objets	

Washbasin	backsplash	

Bed	tray	

High-touch	
objets	

Filtered	
shower	

Dishwasher	

Washbasin	backsplash	

Door	handle	inside	

(1)		
(2)	

(3)	

(4)	

(5)	

(6)			
(7)	
(8)	

(9)	

(10)	

(11)	

(15)	
(12)	
(13)	
(14)	

(16)	

(17)	



Maîtrise	de	la	qualité	microbiologique	des	eaux	en	
système	de	soins		

Implica(on	dans	la	survenue	d’infec(ons	associées	aux	soins		

Dr	Sara	Romano-Bertrand	
Equipe	Pathogènes	Hydriques	Santé	Environnements	
UMR	Hydrosciences,	Université	Montpellier	
sara.romano-bertrand@umontpellier.fr	
Laboratoire	d’Ecologie	Microbienne	Hospitalière	
CHU	Montpellier	
s-romano@chu-montpellier.fr	

Master	1	Interac(ons	Microbiennes	Hôte	Environnement	:	UE	MicrobiEAU	(HMBA221)	
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