
Place des outils moléculaires 
dans le diagnostic et la prise 

en charge des infections 
bactériennes



Place des outils moléculaires dès J0 ?

A votre avis ? 

réfléchissez y 

… 

réponse après la 

pause !



Place des outils moléculaires dès J0 ?

- techniquement possible
• PCR « classique »
• PCR en temps réel
• « maison » / commercialisés
• unitaire / syndromique

- dans certaines indications, mais lesquelles:
- malade grave ?
- infection certaine décapitée par une

antibiothérapie ?
- dans certaines indications, à éviter ?



PCR (définition et principe)

• Polymerase Chain Reaction

• Réaction de Polymérisation (d’amplification) en Chaîne

• bactériologie : ADN

(virologie ADN et ARN, ARN plus fragile)

1. choix d’une cible spécifique (portion de gène) de la bactérie
recherchée et d’un couple d’amorces oligonucléotidiques qui va
se fixer aux deux extrémités de cette cible

2. amplification de cette cible (1 milliard de copies)

3. permettant sa détection



Thermus aquaticus : sources d’eau chaude

Denaturation

Hybridation

Elongation





PCR « classique »

Méthode traditionnelle : électrophorèse en gel d’agarose

Vitesse migration (f) taille

Visualisation : « GelRed »

Méthode de détection longue et

peu sensible

Risque de contamination +++

(ouverture du tube)



Identification moléculaire universelle des bactéries

Analyse de 

la séquence sur 

bases de données

Colonies ou

Tissus 
Extraction ADN

PCR avec amorces

universelles pour un gène 

de ménage = présent chez 

toutes les bactéries  (ex. 

ARN ribosomal 16S …)

+

Contrôle sur gel

Séquençage

Délai 
 2 j



PCR « maison » 
nécessiste

compétences en BM 
et temps

• Optimisation de la technique 
d’extraction

• Choix des amorces spécifiques

• Optimisation des conditions 
de PCR

• Maitrise des risques de 
contamination

– préparation des réactifs

– extraction

– préparation des tests

– réaction d’amplification-
détection

– pièces séparées

• Validation technique de la 
méthode



PCR en temps réel

• amplification / détection couplées

• détection automatique au cours de la PCR, à chaque
cycle d’amplification, sans ouverture du tube

• suivi en temps réel du déroulement de l’amplification

• inclusion d’une sonde fluorescente spécifique de
l’amplifiat (avec émission de fluorescence
uniquement quand elle est hybridée) dans la réaction
PCR

• ce n’est pas le quantifiat qui est visualisé mais un
marqueur indirect = quantité de fluorescence émise
(proportionnelle quantité d’amplifiat produit)



PCR en temps réél

https://www.youtube.com/watch?v=AZWLysiG3Rg

Quantification possible



Un des systèmes les plus répandus : GeneXpert® 
(système unitaire « tout en un»)

• Manipulation 2 minute
• Durée : 45 min à 1h30

Tests commercialisés

Nombre de tests limités



Ex : applications PCR « unitaire »

- Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (IST)

- Mycobacterium tuberculosis + R rifampicine 
(tuberculose)

- Clostridium difficile (CD + toxines A et B)

- Streptocoque B (PV peu de temps avant la naissance)

- SARM (ex. tout à l’heure)

- dépistage de bactéries multirésistantes type BHRe 
(entérobactéries résistantes aux carbapenèmes (EPC), 
entérocoques résistants aux glycopeptides (ERG))



PCR « unitaire »

« on ne trouve que ce que l’on cherche »



La « PCR » dans le diagnostic de la 
tuberculose : où est l’intérêt ?

 méthodes
moléculaires n’ont pas 

révolutionné le 
diagnostic de la 

tuberculose, mais ont 
transformé les 

méthodes 
d’identification au 
laboratoire et donc 

améliorent la prise en 
charge des patients

En cas 
d’examen 

microscopique 
positif



La PCR multiplex

• un patient consulte avec des symptômes orientant vers
une pathologie (ex; IST, méningite, pneumonie …) →
détecter la présence de l’ADN d’une des bactéries
responsables de cette pathologie

• possibilité dans une réaction PCR de détecter plusieurs 
cibles (plusieurs bactéries, virus, champignons, 
parasites …. en général < 30)

– plusieurs couples d’amorces

– techniquement plus complexe et difficile à optimiser

– diminution de sensibilité par rapport à PCR
« unitaire »



Gastroentérites : solutions proposées 



ex. du FilmArray panel méningite / encéphalite 

❑ Bactéries

(méningites

communautaires)
E. coli K1

S. agalactiae

L. monocytogenes

H. Influenzae

N. meningitidis

S. pneumoniae

❑ Virus:
Cytomegalovirus (CMV)

Enterovirus

Herpes simplex type 1 (HSV-1)

Herpes simplex type 2 (HSV-2)

Human herpesvirus 6 (HHV-6)

Parechovirus

Varicella zoster virus (VZV)

18

Echantillon : LCR / Temps de manip : 2 min / Durée PCR : 1 h
14 cibles

❑ LEVURES
Cryptocoque

Mise en place dans de nombreux hôpitaux (24h/24) 



Place des outils moléculaires pour 
l’identification ?

A votre avis ? 

réfléchissez y 

… 

réponse après la 

pause !



Place des outils moléculaires pour 
l’identification ?

- échec d’identification par les méthodes
« classiques »
→nouvelle espèce ?

- identification de bactéries difficilement
identifiables par les méthodes
« classiques » (cultivent mal ou lentement)
ex. mycobactéries (routine), Coxiella
burnetii, Thropheryma whipplei, Bordetella
pertussis (coqueluche) …)



Place des outils moléculaires pour 
l’antibiogramme (dès J0 ?) ?

A votre avis ? 

réfléchissez y … réponse après 

la pause !



Place des outils moléculaires pour 
l’antibiogramme (dès J0 ?) ?

- infection décapitée par une
antibiothérapie préalable (pas de culture)

- bactéries cultivant mal ou lentement pour
lesquelles des résistances acquises ont été
décrites
ex. mycobactéries (routine)



Ex. de détection moléculaire de la résistance aux antibiotiques

Résistance Gène

Staphylocoques méticilline mecA

Entérocoques glycopeptides vanA, vanB

M. tuberculosis rifampicine rpoB

 « on ne trouve que ce que l’on cherche » ≠ antibiogramme phénotypique



« PCR » = la solution magique pour faire le 
diagnostic des infections bactériennes ?



Avantages de la PCR par 

rapport à la culture classique

• possibilité de détecter des bactéries difficilement ou non 

cultivables

• possibilité de détection même si prise d’antibiotiques 

préalable (bactéries tuées : ADN « inerte »)

• possibilité de détection rapide de certaines résistances

• possibilité de détection de facteurs de virulence

– Clostridium difficile et Production des toxines A et B

– E. coli entérohémorragique : recherche de la shigatoxine

• rapidité (1 à 5 h pour les techniques commercialisées)

• seuil de détection ? supérieur à l’examen

microscopique ? supérieur à la culture ?



Avantages de la PCR par rapport à 
la culture classique

• possibilité de détecter des bactéries difficilement ou non 
cultivables

• possibilité de détection même si prise d’antibiotiques préalable 
(bactéries tuées : ADN « inerte »)

• possibilité de détection rapide de certaines résistances

• possibilité de détection de facteurs de virulence
– Clostridium difficile et Production des toxines A et B

– E. coli entérohémorragique : recherche de la shigatoxine

• rapidité (1 à 5 h pour les techniques commercialisées)

• seuil de détection = 102 bactéries /ml (103-4 pour ARN16s)

→ pourquoi pas 1 bactérie/ml ?





• ADN détecté : bactéries vivantes ou mortes ?

– patient déjà traité par antibiotiques

– limitation pour le suivi thérapeutique

• seules les bactéries ciblées peuvent être détectées : « on
ne trouve que ce que l’on cherche » avec les tests
commercialisés

• pas de possibilité de réaliser un antibiogramme
complet, pas de distinction sur les niveaux de
résistance

• coût supérieur

Inconvénients de la PCR par 
rapport à la culture classique



Limites du diagnostic moléculaire de la résistance : 

ex. résistance aux fluoroquinolones chez M. tuberculosis

Différents niveaux 

de résistance

Mutations ne 

conférant pas 

la résistance

1. mutation ≠ résistance

2. Niveaux de résistance variables selon mutation

 complexité du diagnostic moléculaire de la résistance

Aubry AAC 2006



Faux positifs de la PCR

• contamination … comme avec la culture !



Microbiote → l’autre moi-même

Etre humain = « méta-organisme » :

Bactéries

Archées

Virus 

Eucaryotes : 

Levures, champignons 

Protozoaires

… Cellules humaines

Homo sapiens, une espèce hybride (P. Sansonetti)



Flore commensale cutanée →
microbiote cutané

Zones humides (glandes sudoripares)

▪ Staphylococcus à coagulase négative (102 à 106/cm2)

▪ Corynebacterium

Zones séborrhéiques (glandes sébacées)

▪ Propionibacterium (Cutibacterium) : acnes +++

Zones sèches

▪ Bactéries à Gram négatif (Acinetobacter)

▪ Différents phyla bactériens

1. Variations spatiales

2. Variations temporelles

3. Variations inter-individuelles

Grice et al. Science 2009; 324:1190

2 facteurs :

Hôte

+

Environnement



Impact médical microbiote à J1

= commensal peau = souillure 



Staphylocoque à coagulase 
négative = contaminant le 

plus fréquent des 
hémocultures / infection 
seulement si plusieurs Hc 

positives et contexte 
compatible



 quand prélèvement fait dans site non stérile : comment différencier 

commensal / pathogène  établissement d’un seuil nécessaire



– Pace maker/ défibrilateur implantable (Pichlmaier,
Europace, 2008)

• 108 malades / 47,2% PCR + → aucune infection à 2
ans de suivi

• pas de correlation portage de bactéries sur le materiel /
infection

– Cirrhose (Frances, Hepatology, 2007 ; Zapater, Hepatoly, 2008 ;
El-Naggar, J Med Microbiol, 2008)

• "PCR+" pour toutes les infections du liquide d’ascite

• mais aussi "PCR+" chez 34% des patients sans infection
du liquide d’ascite …(facteur pronostic ? …. non plus !)

Ex. « quand éviter de faire une PCR » (risque 

d’erreur diagnostique et erreur thérapeutique +++)





Faux positifs de la PCR

• contamination … comme avec la culture !

• erreur technique à différentes étapes :

– extraction (surtout si manuelle)

– réalisation du test (ex. manipulateur qui tousse au

moment de pipeter le LCR pour une PCR syndromique :

faux positif …)



Faux positifs de la PCR

• contamination … comme avec la culture !

• erreur technique à différentes étapes :

– extraction (surtout si manuelle)

– réalisation du test (ex. manipulateur qui tousse au

moment de pipeter le LCR pour une PCR syndromique

unitaire : faux positif Haemophilus influenzae,

méningocoque …)

• « phénomène naturel » pour les PCR en temps réel » :

les sondes s’hybrident entre elles au bout d’un certain

temps, d’où la notion de ct à atteindre dans un temps

précis



Faux positifs de la PCR

• contamination … comme avec la culture !

• erreur technique à différentes étapes :

– extraction (surtout si manuelle)

– réalisation du test (ex. manipulateur qui tousse au

moment de pipeter le LCR pour une PCR syndromique :

faux positif Streptococcus pneumoniae, Haemophilus

influenzae, méningocoque …)

• « phénomène naturel » pour les PCR en temps réel » :

les sondes s’hybrident entre elles au bout d’un certain

temps, d’où la notion de ct à atteindre dans un temps

précis



Faux négatifs de la PCR

• inoculum faible, voire inférieur au seuil de détection de

la technique … (à connaitre pour chaque technique !)

• infection polymicrobienne (avenir = métagénomique ?)

• présence d’inhibiteurs

Chamber 1 Chamber 2 Chamber 3 Chamber 4 

Bacteroides fragilis 
group9 (104) 

Abiotrophia defectiva (105) aac(6’)-aph(2’’) (106) AacA4 (105) 

ermC (107) Coagulase negative 
staphylococci (CNS)1 (104) 

Candida albicans (105) ermA (104) 

Finegoldia magna (106) Corynebacterium spp.4 (105) C. freundii/koseri (105)* blaNDM (104) 

Granulicatella adjacens 
(105) 

E. faecalis (106) Enteroccocus spp.3 (105) P.acnes (105) 

S. aureus (104) Streptococcus spp.2 (105)* S.agalactiae (104) S.pneumoniae (104)* 

 vanA (105) vanB (106) S.pyogenes/dysgalatiae (104) 

Chamber 5 Chamber 6 Chamber 7 Chamber 8 

Acinetobacter baumanii 
complex8 (104) 

E. aerogenes (105) Universal bacteria14 
(105)* 

E. cloacae complex5 (105) 

blaCTX-M
10 (105) blaIMP

11 (105) Candida glabrata (105)* E. coli (104) 

K.pneumoniae7  (105) K.oxytoca (104) Candida spp13(105)* blaKPC (105) 

K. variicola (104)* mecA (105) Candida tropicalis (108)* mecC (106) 

blaOXA-23 (104) Proteus spp.6  (104) Isaatchienka orientalis 
(C.krusei) (105)* 

blaOXA-48 (105) 

blaOXA-24/40 (104) P.aeruginosa (104)  blaOXA-58 (105) 

   blaVIM (106) 

 

ITI (Implant and
Tissue Infection)
G2 Unyvero
(Curetis®)



Place à la mise en 

pratique de ces notions !


