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La PCR Multiplexe : un outil pratique mais délicat à interpréter ! 

La Multiplexe : une révolution ? 

Plus de 6 ans d’expérience au laboratoire du CHT… 



La PCR en temps réel (ou Taqman PCR) : rappel de base 

Base 

1 cible avec 2 amorces + 1 sonde spécifique d’hybridation 
 



Base 

La PCR multiplexe (ou PCR nichée) : rappel de base 



Base 

Identification  
par une Courbe  

de fusion 

Intercalant  
Sybergreen 

non spécifique 

Plusieurs cibles 2 amorces  
par cible 

La PCR multiplexe (ou PCR nichée) : rappel de base 



Mise en place 
2017 

Coût = 35 000 cfp 
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La PCR multiplexe panel Méningé 
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La PCR multiplexe panel Hémoculture 

Coût = 36 000 cfp 
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La PCR multiplexe panel Gastro-intestinal 

2019 

Coût = 18 000 cfp 
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La PCR multiplexe panel Respiratoire 

2020 

Coût = 38 000 cfp 
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La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 

2023 

Coût = 45 000 cfp 



La PCR multiplexe : revue de prescription +++ 



La PCR multiplexe : avantages 



La PCR multiplexe : inconvénients 

Prix Dérives Ne remplace 
Pas la culture 

Difficultés d’interprétation 

• 30 000 cfp • Hausse des  
       prescriptions 
• Approche  
       syndromique 

• Antibiogramme 

• Traitement 
        empirique 



Attention ! 
Une mauvaise interprétation peut 

conduire à des erreurs diagnostiques 
et à une mauvaise prise en charge du 

patient 

La PCR multiplexe : s’en méfier 



Exemple N°1 : PCR méningée 
• Patiente enceinte de 29 ans se présente aux urgences le 01/05/2024 avec un 

tableau de céphalées, hyperthermie, trouble de la vigilance + raideur nuque 
• Hospitalisée pour suspicion de méningite à pneumocoque sans porte d’entrée 
• PL est faite aux urgences 

• Hypoglycorachie / hyperprotéinorachie/1700 GB/mm3 dont 76% de PNN 

Quelques exemples 

Multiplexe méningée 



Exemple N°1 : PCR méningée 
• Analyse des courbes 

Contrôles internes =  Valides 

La PCR multiplexe panel méningé 



Exemple N°1 : PCR méningée 
• Analyse des courbes 

CIBLE 1 =  Cryptocoque 

La PCR multiplexe panel méningé 



CIBLE 2 =  HHV6 

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°1 : PCR méningée 
• Analyse des courbes 



CIBLE 3 =  Pneumocoque 

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°1 : PCR méningée 
• Analyse des courbes 



Méningite à PNO?  
Quid des autres cibles? 

Contrôle du prélèvement  
dilution au 1/10 

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°1 : PCR méningée 
• Interprétation biologique 



Contrôles internes =  Valides 

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°1 : PCR méningée 
• Prélèvement dilué 



CIBLE 3 =  pneumocoque 

CIBLE 1 CIBLE 2 

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°1 : PCR méningée 
• Prélèvement dilué 



Défaut de spécificité 

Se méfier des 
Co-infections 

Contrôler les  
Courbes ++ 

Protocole  
de dilution? 

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°1 : PCR méningée 
• Conclusion 



Dilution du prélèvement  
à discuter selon la cellularité 



Exemple N°2 : PCR ostéo-articulaire 
• Arthrite septique du genou D du 20/02/2024 : culture positive à Staph aureus 
• Reprise chirurgicale de mauvaise évolution (épanchement + désunion) avec 

biopsie intra articulaire le 01/03/2024 
• Multiplexe IOA lancée sur le prélèvement (hémorragique +++) 

 

Contrôles valides … 

PCR rendue négative par l’automate  

La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 



Exemple N°2 : PCR ostéo-articulaire 
• Arthrite septique du genou D du 20/02/2024 : culture positive à Staph aureus 
• Reprise chirurgicale de mauvaise évolution (épanchement + désunion) avec 

biopsie intra articulaire le 01/03/2024 
• Multiplexe IOA lancée sur le prélèvement (hémorragique +++) 

 

Contrôles valides … 

PCR rendue négative par l’automate  

La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 

CIBLE SA Critère non atteint 
1 seule courbe  

de fusion 



Contrôles  
valides 

CIBLE = Staphylococcus aureus 

La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 

Exemple N°2 : PCR ostéo-articulaire 
• Dilution du prélèvement au 10ème 
 

PCR positive à Staphylococcus aureus 

Critère atteint 
2 courbes de fusion 



Défaut de sensibilité 

Prélèvement  
à diluer (inhibiteur?) 

Attention aux  
Courbes!! 

La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 

Exemple N°2 : PCR ostéo-articulaire 
• Conclusion 
 



Exemple N°3 : PCR ostéo-articulaire 
• Ponction du genou D sur gonalgie post traumatique évoluant depuis 15j (Choc 

lors d’un match de foot) 
• CRP = 137 mg/L ; Fièvre à 38,9°C 
• Lavage du genou sans antibiothérapie débutée 
• PCR IOA lancée : positive à Staphylococcus aureus 
• Culture = Positive à Streptococcus dysgalactiae 

Discordance Culture vs PCR 

La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 



Contrôles  
valides Pure Diluée au 1/100 

2 courbes  
de fusion  

1 courbe  
de fusion  

PCR rendue négative 
 par l’automate  

La PCR multiplexe panel méningé 

Exemple N°3 : PCR ostéo-articulaire 
• Réalisation d’une multiplexe IOA 

PCR rendue positive 
 par l’automate  



Contamination? 

Prélèvement  
à diluer? 

Application du  
protocole de dilution 

La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire 

Exemple N°3 : PCR ostéo-articulaire 
• Conclusion 
 



• Pas de dilution 
• Prélèvement initial pur 

• Dilution du prélèvement 
• 1/10ème avec de l’eau 

stérile 

• Dilution du prélèvement 
• 1/100ème avec de l’eau 

stérile 

EN CAS DE PCR POSITIVE, APPELER LE BIOLOGISTE 

Vincent JJ and al, Point-of-care multiplexed diagnosis of meningitis using the FilmArray© ME panel technology, Eur J Clin Microbiol Infect Dis,2020 
Lopez N and al, Multiplex real-time PCR FilmArray performance in the diagnosis of meningoencephalitis : lights and shadows, Infection, 2024 Importance de la dilution pour les prélèvements hémorragiques/troubles : Inhibition par les différents composants des GR et GB 

PREVENIR LE BIOLOGISTE AVANT DE LANCER UNE CASETTE 
TOUJOURS VERIFIER LA CELLULARITE DU PRELEVEMENT POUR UNE EVENTUELLE DILUTION 

GB <1000/mm3 

GR <1000/mm3 
     GB 1000-10 000/mm3 

     GR 1000-10 000/mm3 
GB >10 000/mm3 

GR >10 000/mm3 

FILMARRAY 
• PANEL ARTICULAIRE 
• PANEL MENINGITE 
• PANEL RESPIRATOIRE 

ET 
/ 

OU 

ET 
/ 

OU 
ET 

Procédure de dilution au laboratoire du CHT 





• Attention aux faux positifs fréquents avec la PCR nichée 

• Propreté de la hotte / 1 seul prélèvement à la fois 

La Multiplexe n’est pas une 
PCR pour les nuls 

Contamination 

Algorithme 
• 2/3 pour les contrôles ; (2/3) ou (1/2) pour les cibles pathogènes  
• Erreur d’interprétation du logiciel  
• Lecture des courbes indispensables 

Dilution 
• Attention aux prélèvements hémorragiques et/ou troubles 

• Discuter d’une dilution préalable avec le biologiste 

HHV6 
• Détection du virus intégré sans aucune pathogénicité 

• Risque de fausse interprétation : résultat rendu sur avis biologiste 



Multiplexe vs 
Culture 

Interprétation des 
courbes et de la 

cellularité 

Avis 
microbiologique 

MISE EN PLACE D’UNE PROCEDURE DE DILUTION SELON CELLULARITE 

ESPRIT CRITIQUE SUR LE RENDU D’UN RESULTAT DE MULTIPLEXE 

Forte sensibilité qui peut nécessiter du recul et pourquoi pas  
un algorithme associant une technique hyper spécifique ARN16S ? 

La PCR multiplexe : bilan 



But = développement d’une technique très spécifique pour le 
diagnostic des infections ostéo-articulaires décapitées 

L’ARN16S au laboratoire du CHT : projet 

IOA exclue (sur le panel 
recherché) 

IOA suspectée à confirmer 
par ARN16S 

Multiplexe IOA 
(Technique sensible) 

Négatif 

Suspicion d’IOA décapitée avec 
culture stérile 

Positif Négatif IOA confirmée 

Positif 



Mise en place en mai 2024 :  
• 1ère étape : optimisation de la PCR ARN16S à partir des échantillons ostéo-articulaires positifs 

en culture +/- Multiplexe IOA 
 

• Amplification de la quasi-totalité du gène (protocole V1-V9 ; kit SQK-16S114.24, ONT) 
• amorces V1-27F (5’ AGA-GTT-TGA-TCM-TGG-CTC-AG-3’) barcodée 
• amorces V9-1492R (5’ GGT-TAC-CTT-GTT-ACG-ACT 3’) barcodée 

 
• Les aliquots amplifiés sont analysés par électrophorèse  
sur gel d’agarose 

 

L’ARN16S au laboratoire du CHT : projet en cours 

Figure 1.  Electrophorèse sur gel d’agarose de l’amplification par PCR du gène ARNr 16S. Dans l’ordre de gauche à droite :  1. 
Marqueur de taille 2. Staphylococcus aureus 3. Haemophilus influenza 4. Escherichia coli 5. Enterococcus faecalis 6. 
Streptococcus pneumoniae 7. PCR de 25 cycles 8. PCR de 35 cycles 9. PCR de 45 cycles. 



A ce jour :  
 

L’ARN16S au laboratoire du CHT : projet 

Défaut de sensibilité de la PCR  
nombre de cycles augmentés de 
25 (reco fournisseur ONT) à 45 

Défaut d’identification du logiciel EPI2ME 
selon les espèces/genre 

Défaut de sensibilité de la PCR  
selon les espèces/genres 

OPTIMISATION de  
la première étape  

de l’analyse 
+++ 



Merci pour votre attention 
La Orana 
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