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Les bases du diagnostic bactériologique

Extraction de l’ADN

Diagnostic moléculaire 

PCR classique PCR en temps réel

Détection du produit amplifié

Électrophorèse
24 – 48 h

Pas d’antibiogramme

Résultat en
3 – 4 h

Pas d’antibiogramme

Techniques classiques parfois trop longues

?

Culture

Diagnostic « classique »

Incubation à

 

37°C 24h

Identification en 
24 h (MALDI-TOF)

Antibiogramme en 48 h

Examen microscopique 
avec Gram

Orientation diagnostique
rapide



Pourquoi être plus rapide ?

Adapter le plus rapidement possible le traitement 
antibiotique au micro-organisme en cause pour permettre :

Diminution de la mortalité

Prévention de l’émergence de résistance aux ATB

Diminution de la durée d’hospitalisation

Am J Med. 2003 Nov;115(7):529-35. 



Place croissante dans le marché du diagnostic in vitro
En microbiologie, multiplication des innovations au cours des 
dernières années grâce au développement des biotechnologies

Principe du diagnostic moléculaire : 
Détection d’ADN bactérien directement dans le prélèvement
En général, recherche des gènes des ribosomes (car présents 
dans l’ensemble du monde bactérien)

ARNr16S : gène de la fraction 16S des ribosomes = 
outil moléculaire universel pour l’identification des 
bactéries

Autres cibles possibles en fonction du genre 
bactérien : rpoB, sodA…

Ère de la Biologie Moléculaire



Domaines d’applications

Diagnostic plus rapide (par rapport aux techniques traditionnelles)
Détection de bactéries difficilement ou non cultivables (intra-cellulaires)

Bartonella Legionella spp. Tropheryma whipplei
Borrelia Coxiella Chlamydia (gold standard)
Mycoplasma Kingella kingae Bordetella (gold standard)
Mycobactéries…

Infection non documentée (ex : endocardite à HC négative)

Diagnostic d’Urgence
Contexte clinique d’urgence
Sepsis
Infections neuroméningées
Infections pulmonaires 

Prélèvement réalisé sous antibiotiques

Obtenir dans un délai bref un diagnostic de quasi-certitude ou d’exclusion d’une infection, dans une situation 
clinique particulière (ex : fièvre, syndrome méningé, pneumopathie, diarrhée…)

A VISÉE DIAGNOSTIQUE

Contexte de dépistage BMR (ex : SARM, ERG)

A VISÉE DE DÉPISTAGE

Adaptation de l’antibiothérapie probabiliste en fonction de la présence ou non d’un gène de résistance 

A VISÉE THERAPEUTIQUE



Diagnostic : Infections respiratoires

Bactéries cibles
Chlamydophila pneumoniae / Mycoplasma pneumoniae
Legionella pneumophila
Bordetella pertussis
Mycobacterium tuberculosis
Autres : S. aureus, S. pneumoniae

Biologie moléculaire = « gold standard » pour Bordetella

Limites
Techniques rapides mais souvent échantillons travaillés par série par souci de 

rentabilité
Rarement dans le cadre de l’urgence
Nécessité de connaître ce que l’on recherche
Distinguer la colonisation du tractus respiratoire par S. pneumoniae ou S.aureus

d’une vraie infection

Indications ciblées permettant un diagnostic «
 

rapide
 

»
mais pas en urgence



GenoQuick® Bordetella



Résultat en moins de 2 heures

1730 patients présentant une suspicion de 
tuberculose pulmonaire 

Se = 98.2% sur M+

Se = 72% sur M-
(85% sur crachat J2 et 90% sur crachat J3)



Diagnostic : Infections neuro-méningées

Bactéries cibles
N. meningitidis
S. pneumoniae
H. influenzae
S. agalactiae
L. monocytogenes

Intérêt = diagnostic d’urgence
détection de la bactérie en cause
adaptation rapide du traitement antibiotique 
prévention chez les sujets contact
possibilité de coupler le recherche de bactéries et de virus neurotropes

Vrai indication pour l’utilisation de la biologie moléculaire en Urgence

Types de prélèvements
LCR
Hémoculture
Sérum
Biopsie cutanée



We aimed to detect causative pathogens in cerebrospinal fluid (CSF) collected from patients diagnosed with 
bacterial meningitis by real-time polymerase chain reaction (PCR). In addition to Streptococcus 
pneumoniae, Haemophilus influenzae, and Mycoplasma pneumoniae described previously, five other 
pathogens, Neisseria meningitidis, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, and 
Listeria monocytogenes, were targeted, based on a large-scale surveillance in Japan. Results in CSF from 
neonates and children (n = 150), and from adults (n = 18) analyzed by real-time PCR with molecular 
beacon probes were compared with those of conventional culturing. The total time from DNA extraction 
from CSF to PCR analysis was 1.5 h. The limit of detection for these pathogens ranged from 5 copies to 28 
copies per tube. Nonspecific positive reactions were not recognized for 37 microorganisms in clinical isolates 
as a negative control. The pathogens were detected in 72.0% of the samples by real-time PCR, but in only 
48.2% by culture, although the microorganisms were completely concordant. With the real-time PCR, the 
detection rate of H. influenzae from CSF was high, at 45.2%, followed by S. pneumoniae (21.4%), S. 
agalactiae (2.4%), E. coli (1.8%), L. monocytogenes (0.6%), and M. pneumoniae (0.6%). The detection 
rate with PCR was significantly better than that with cultures in patients with antibiotic administration (χ2 = 
18.3182; P = 0.0000). In conclusion, detection with real-time PCR is useful for rapidly identifying the 
causative pathogens of meningitis and for examining the clinical

 

course of chemotherapy 

Rapid detection of eight causative pathogens for the diagnosis of bacterial meningitis 
by real-time PCR.
Chiba N, Murayama SY, Morozumi M, Nakayama E, Okada T, Iwata S, Sunakawa K, Ubukata K.

J Infect Chemother. 2009 Apr;15(2):92-8



Diagnostic : Sepsis



Light Cycler SeptiFast®
 

(ROCHE DIAGNOSTICS)

Seule technique commercialisée 
de PCR en temps réel marquée 
CE-IVD

Test développé directement sur 
le sang (sans passer par une 
étape de pré-culture)



Sepsis en Réanimation

Intérêt majeur
Test réalisé

 
directement sur le sang 

sans attendre une pré-culture en flacon d’hémoculture

72 patients inclus
100 échantillons
Taux de HC + = 10%
Taux de SF + = 15%

Clin Microbiol

 

Infect. 2010 Jun;16(6):774-9. Epub

 

2009 Aug

 

18. 



Sepsis chez le neutropénique

Intérêt majeur
pour le détection de levures



Sepsis en Gynécologie

Abstract
A new molecular biology

 

technique was used

 

in 2 subjects

 

with systemic

 

inflammatory

 

response

 

syndrome and negative 
blood

 

cultures, in which

 

broad-spectrum

 

antibiotics

 

were administered, without

 

a visible improvement. Case 1: A 33-year-

 
old

 

female

 

patient with a diagnosis of septic

 

shock

 

originating

 

in the abdomen was admitted

 

in a bad

 

general

 

state, 
presenting

 

with systemic

 

inflammatory

 

response. The patient's

 

general

 

condition did

 

not improve. As an alternative, we

 
used

 

molecular biology. Candida krusei

 

was reported

 

and the patient responded

 

well

 

to the treatment. Case 2: A woman

 

in 
the 36th week

 

of pregnancy, with diabetes

 

mellitus

 

and secondary

 

renal

 

insufficiency, presented

 

with fever

 

and 
hematological

 

alterations. The patient's

 

progress

 

was slow and accompanied

 

by persistent fever, bandemia

 

and leukopenia, 
as well

 

as signs

 

of multiple organ

 

dysfunction. The SeptiFast

 

test identified

 

Enterobacter

 

cloacae/aerogenes

 

as the cause 
of the disorder. However, the patient died

 

24 h after

 

the antibiotics

 

were changed.

Use of the LightCycler SeptiFast Test for Rapid Etiologic Diagnosis of Nosocomial 
Infection in Gynecological Sepsis.
Reyna

 

Figueroa

 

J, Ortiz J, Morales I.

Gynecol

 

Obstet

 

Invest. 2010 Jul

 

17;70(3):215-216.

Intérêt
en cas d’antibiothérapie préalable



Light Cycler SeptiFast®
 

(ROCHE DIAGNOSTICS)

Avantages
Intérêt majeur dans les services à fort taux d’HC positive : 
résultat en 6 -8 h versus 18-20h pour HC

Taux de SF + 1 à 2 fois plus élevé que taux d’HC + dans les services de réanimation

Inconvénients
Coût important
Temps technique non négligeable
Panel « restreint » de pathogènes : 20aine pathogènes (impliqués dans 90% des 
bactériémies en réanimation)
Pb d’interprétation si Leucocytes > 30000/mm3 (compétition ADN bactérien / ADN génome humain)

Pas d’ATBgramme sauf méticilline (test supplémentaire si S. aureus : + 5h) 

Nécessité
 

de cibler les services à
 

risque



Autres indications du diagnostic moléculaire 
« rapide »

Contexte digestif
C. difficile (contexte d’épidémie)
E. coli entérohémorragique

Contexte gynécologique
C. trachomatis BM = gold standard (Se BM 100% > Se Culture)
Portage de S. agalactiae B (nombreux kits commercialisés)

Autres
K. kingae lors d’arthrite de l’enfant

Recherche de tout type de micro-organismes
à

 

partir de sites normalement stériles
ex : Valves cardiaques dans un contexte d’endocardite à

 

HC négative

Notion de rapidité
 

toute relative
Biologie moléculaire toujours plus rapide que la culture



Domaines d’applications

Diagnostic plus rapide (par rapport aux techniques traditionnelles)
Détection de bactéries difficilement ou non cultivables (intra-cellulaires)

Bartonella Legionella spp. Tropheryma whipplei
Borrelia Coxiella Chlamydia (gold standard)
Mycoplasma Kingella kingae Bordetella (gold standard)
Mycobactéries…

Infection non documentée (ex : endocardite à HC négative)

Diagnostic d’Urgence
Contexte clinique d’urgence
Sepsis
Infections neuroméningées
Infections pulmonaires 

Prélèvement réalisé sous antibiotiques

Obtenir dans un délai bref un diagnostic de quasi-certitude ou d’exclusion d’une infection, dans une situation 
clinique particulière (ex : fièvre, syndrome méningé, pneumopathie, diarrhée…)

A VISÉE DIAGNOSTIQUE

Contexte de dépistage BMR (ex : SARM, ERG)

A VISÉE DE DÉPISTAGE

Adaptation de l’antibiothérapie probabiliste en fonction de la présence ou non d’un gène de résistance

A VISÉE THERAPEUTIQUE



Détection de portage de BMR

Nombreux kits commerciaux proposés 

Détection de gènes de résistance aux antibiotiques chez des 
bactéries définies : bactéries cibles

ERV (vanA, vanB…)
SARM (mecA)

Avantages : Rapidité +++ permettant un isolement précoce du patient

Limites :
Nécessité d’une culture pour l’épidémiologie (souches)
Coût important (à corréler au gain dans le service clinique !)



2 min de préparation Résultat en

 

moins de 50 min

Intérêt : VPN 100%



BDGO
Se 84.3%
Spe 99.2%
VPP 88.4%
VPN 98.9%

BDGO Xpert
Se 100%

 

100%
Spe 98.5%

 

98.2%
VPP 93.8%

 

91.7%
VPN 100%

 

100%



Domaines d’applications

Diagnostic plus rapide (par rapport aux techniques traditionnelles)
Détection de bactéries difficilement ou non cultivables (intra-cellulaires)

Bartonella Legionella spp. Tropheryma whipplei
Borrelia Coxiella Chlamydia (gold standard)
Mycoplasma Kingella kingae Bordetella (gold standard)
Mycobactéries…

Infection non documentée (ex : endocardite à HC négative)

Diagnostic d’Urgence
Contexte clinique d’urgence
Sepsis
Infections neuroméningées
Infections pulmonaires 

Prélèvement réalisé sous antibiotiques

Obtenir dans un délai bref un diagnostic de quasi-certitude ou d’exclusion d’une infection, dans une situation 
clinique particulière (ex : fièvre, syndrome méningé, pneumopathie, diarrhée…)

A VISÉE DIAGNOSTIQUE

Contexte de dépistage BMR (ex : SARM, ERG)

A VISÉE DE DÉPISTAGE

Adaptation de l’antibiothérapie probabiliste en fonction de la présence ou non d’un gène de résistance 

A VISÉE THERAPEUTIQUE



Limites des techniques moléculaires

Culture = technique de référence pour la plupart des bactéries
→ accès aux souches

sensibilité aux antibiotiques
données épidémiologiques
mise en évidence de nouveaux mécanismes de résistance

Problème de validation technique
absence de standardisation des protocoles « maison »
peu de kits commerciaux marqués CE-IVD
nécessité d’un personnel dédié et qualifié

Problème de validation clinique = interprétation
la présence d’ADN n’est pas synonyme de présence de bactéries vivantes
la présence du gène ne signifie pas que ce gène s’exprime
→ importance de la relation bio-clinique

Coût +++ ↔ Indications limitées
Sepsis
Méningites
Dépistage BMR …



Avenir : puces à
 

ADN

Recherche de plusieurs pathogènes sur un même prélèvement

Détection des principaux gènes de résistance pour une bactérie donnée 
(→ antibiogramme par déduction)

Technologie accessible au lit du malade…
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