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

La Multiplexe : une révolution ?

Collecter
les données

Exploiter les
données
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Plus de 6 ans d’expérience au laboratoire du CHT...
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La PCR multiplexe (ou PCR nichée) : rappel de base

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

Base

Intercalant
Sybergreen

Dénaturation Hybridation non spec ifi que

Elongation
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Méningite
Encéphalite:

14
cibles

Panel FilmArray ME

« Levures :

» Cryptococcus
gattii/neoformans
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Panel
Identification

o ) ) Hémaculture 20 18
Composition du Panel FilmArray Hémoculture :

@ Colt = 36 000 cfp
ci%;';s
Nbres de demandes Multiplexe Hémoculture
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« Candida albicans
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Composition du Panel QIASTAT Gl
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Composition du Panel FilmArray Respiratoire :
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La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire

I BioFire® Joint Infection (JI) Panel I 2023

Bactéries a Gram positif

Anaerococcus prevotiiivaginalis Finegoldia magna Streptococcus spp. COOt = 45 OOO Cfp
Clostridium perfringens Parvimonas micra Streptococcus agalactiae

Cutibacterium avidum/granulosum Peptoniphilus Streptococcus pneumoniae

Enterococcus faecalis Peptostreptococcus anaerobius Streptococcus pyogenes

Enterococcus faecium Staphylococcus aureus

Nbres de demandes Multiplexe I0A

Staphylococcus lugdunensis

Bactéries a Gram négatif 80
Bacteroides fragilis Kingella kingae Proteus spp. 70 67
Cifrobacter Klebsiella aerogenes Pseudomonas aeruginosa 60
Complexe Enterobacter cloacae Groupe Klebsiella pneumoniae Salmonelia spp. 9 50
Eschenichia coli Morganeila morganii Serratia marcescens -(gu 40
Haemophilus influenzae Neisseria gonorrhoeae g 20
[a)
20
Candida
Candida albicans 10 1
. L - o 0
Génes de résistance aux antibiotiques 2022 2023

CTX-M KPC NDM vanA/B Année

IMP mecA/C et MREJ (MRSA) OXA-48-like ViM




La PCR multiplexe : revue de prescription +++

Composition du Panel FilmArray Respiratoire :

2
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La PCR multiplexe : avantages

FILMARRAY®

LA BIOLOGIE MOLECULAIRE REVOLUTIONNEE

Simple

Pas besoin de locaux
de biologie moléculaire

Pas besoin de
personnel habilité

Pas de pipetage de
précision
Préparation simple de

I’échantillon

Aucun équipement /
consommable
supplémentaire

Rapide

+ Temps de
manipulation: 2 min

+ Résultats rendus
en 1 heure

Adaptabilité

Configuration évolutive
Accessible 7/7 24/24
Connexion LIS

Détection
simultanée

+ PCR multiplexe
« nichée »

+ 14-27 cibles

+ Controles inclus

BluMélmEux




La PCR multiplexe : inconvénients

FILMARRAY®
LA BIOLOGIE MOLECULAIRE REVOLUTIONNEE

Prix Dérives Ne remplace

Rapide Détection
Pas la culture

Simple - ;
simultanée

+ Pas besoin de locaux

de biologie moléculaire e 30000 cfp Hausse des Antibiogramme

prescriptions

+ Temps de + PCR multiplexe
manipulation: 2 min « nichée »

+ Pas besoin de

personnel habilité Approche Traitement

syndromique empirique

+ Résultats rendus + 14-27 cibles

en 1 heure

» Pas de pipetage de « Contrdles inclus

précision

» Préparation simple de
I’échantillon

Adaptabilité

Configuration évolutive
| Accessible 7/7 24/24

Connexion LIS #
BEIOME|IRIEUX

Difficultés d’interprétation

» Aucun équipement/
consommable
supplémentaire




La PCR multiplexe : s'en méfier

Attention !
Une mauvaise interprétation peut
conduire a des erreurs diagnostiques
— et aune mauvaise prise en charge du \
patient




Quelgques exemples

JExemple 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
e Hospitalisée pour suspicion de méningite a pneumocoque sans porte d’entrée
e PL est faite aux urgences
e Hypoglycorachie / hyperprotéinorachie/1700 GB/mm3 dont 76% de PNN

. . . - Prél 824122025901 Du 01/05/2024 [Liq. Céphalo-Rachidien B act)) -
= ATB débuté par Cefotaxime 50mg/kg + PSE 21g /24h Liquide Céphalonachidien
= + Aciclovir 10mgfkg devant tableau d'excoriation mais sans tableau d'encéphalite Aspect [LCR) Tech|  TROU
Ex. direct LCR
LCR Eléments ruciés (LCR) Tech| 1710 |/mma3
T . ’ . ’ Hématies [LCR) Tech. 380 Smm3
L Multiplexe méningée FamdeLtR
GB>10 GB<10 Faormule non réalisable [LCR) CR MR
GR/GB<100 f TR Y i T i Paly neutro [LCR) Tech. 7a 4
. ! | th ‘[1 ,_|1 E i IJ:" = Paly eosino [LCR) Tech. 1] 4
i Jeeletn i praseription PCR ik it | G : Lymphocytes [LCR] Tech. 25 %
Ensemencemen t et éningite HSV/VZV/EV : ol T ——— Monocytes (LCA) Tech. 1] k4
Formule ne lite +4+ Réalisé en PCR 1 g ™y P = - ] Cellules autres [LEH] CR MR %
ED -> appel biologiste ar ats bio classique du lund; au
einarachie vendredi
' tococcus necformans/gatin
PCR LiEI I iitiesame eryas sraneT
L sovandreci) uman herpesvirus 6
e YT s=s
< Depuis lo mise en ploce de cette technique :
PCR NEGATIVE :
24 demandes
PCR MTE . ' .
- Panel plus large bactérien 7 - 1 HHVE, 1 HSV-2, 1 H5V-1, 1 ménin, g, 4
- Examen de 2°"* ligne | PCREBV... enteravirus, 1 pneumacog Jue
envoi Cerba)




La PCR multiplexe panel méningé

(JExemple N°1 : PCR méningée
* Analyse des courbes

il!lIiJJJIII;IJ

Controles internes = Valides




La PCR multiplexe panel méningé

JExemple N°1 : PCR méningée

e Analyse des courbes

|

I

l!!
H

CIBLE 1 = Cryptocoque




JExemple N°1 : PCR méningée
e Analyse des courbes

n- L

IR e
[ TR

CIBLE 2 = HHV6




JExemple N°1 : PCR méningée
e Analyse des courbes

e

ETATER A R il

CIBLE 3 = Pneumocoque




La PCR multiplexe panel méningé

JExemple N°1 : PCR méningée

* |Interprétation biologique

Meéningite a PNO?

Quid des autres cibles?

Controle du prélevement
dilution au 1/10




JExemple N°1 : PCR méningée
e Prélevement dilué

TN
\

WY

Controles internes = Valides




JExemple N°1 : PCR méningée
e Prélevement dilué

CIBLE 3 = pneumocoque




La PCR multiplexe panel méningé

JExemple N°1 : PCR méningée S

: Check for
i CO n CI usion Point-of-care multiplexed diagnosis of meningitis using ~  [P%s
the FilmArray® ME panel technology

Jean-Jacques Vincent' - Christine Zandotti' - Sophie Baron ™ - Christian Kandil' - Plerre-Yves Levy ' -
Michel Drancourt ' - Didier Raoult'* - Laetitia Ninove *

Feeivad: 2 Dacamber 20019/ Acapied: 3 March 2020
1 gar-verlag G Germany, part of Springer Neture 2020

Défaut de spécificité

Protocole

Se méfier des de dilution?
Co-infections

Controler les
Courbes ++




GB > 10/mm?3
| LCR | s<wmw
GR/GB < 100

| | !; |

Si prescription de PCR
il Si suspicion de (HSV/VZV/EV) :
Formule Ensemencement
) meéningite/encéphalite Réalisé en PCR classique
Examen direct du lundi au vendredi

Dilution du prélévement
a discuter selon la cellularité
|

Eosinophiles > 10 %

et/ou

FILMARRAY _ ﬂ
PANEL ME -

Eosinophiles > 10/mm?

DISCUSSION AVEC LE BIOLOGISTE SUR LA
MECESSITE DE DILUER LE PRELEVEMENT

[PRELEVEMENTS HEMORRAGIQUES/TROUBLE

PCR NEGATIVE

Examen de 2éme ligne
(du lundi au vendredi)

PCR Angiostrongylus

(du lundi au vendredi)




La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire

JExemple N°2 : PCR ostéo-articulaire
e Arthrite septique du genou D du 20/02/2024 : culture positive a Staph aureus

e Reprise chirurgicale de mauvaise évolution (épanchement + désunion) avec
biopsie intra articulaire le 01/03/2024

e Multiplexe IOA lancée sur le prélevement (hémorragique +++)

PCR rendue négative par I'automate

Controles valides ...




La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire

JExemple N°2 : PCR ostéo-articulaire
e Arthrite septique du genou D du 20/02/2024 : culture positive a Staph aureus

e Reprise chirurgicale de mauvaise évolution (épanchement + désunion) avec
biopsie intra articulaire le 01/03/2024

e Multiplexe IOA lancée sur le prélevement (hémorragique +++)
s

PCR rendue négative par I'automate

it

5 \.smqll'a}illf}lpnluwm

Critere non atteint
1 seule courbe
n

Controles valides ...




(JExemple N°2 : PCR ostéo-articulaire
e Dilution du prélevement au 10eme

» atteint
de fusion

W . i !
i

Controles
valides

i
\I' W

i
it




La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire

JExemple N°2 : PCR ostéo-articulaire
e Conclusion

Défaut de sensibilité

Prélevement
a diluer (inhibiteur?)

\

-~
y @
o

Attention aux
Courbes!!




La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire

(JExemple N°3 : PCR ostéo-articulaire

e Ponction du genou D sur gonalgie post traumatique évoluant depuis 15j (Choc

lors d’un match de foot)

CRP =137 mg/L ; Fievre a 38,9°C

e Lavage du genou sans antibiothérapie débutée
PCR IOA lancée : positive a Staphylococcus aureus
Culture = Positive a Streptococcus dysgalactiae

Discordance Culture vs PCR

Examen Cyvto-Bactériologique d'un Liquide articulaire

Numéroe du prélévement :
Aspect :

Examen direct d'un liquide a

824237026501

Numéro du prélévement :
Eléments nucléés
Heématies :

Lymphocytes :
Cellules mononucléées :
Anutres cellules :

Microcristaux et Ragocytes:
Absence de cristaux
Flore i I'examen direct :

Reésultat aprés incubation

Numére du prélévement :
Culture :

Germe(s) :

Germe isolé tardivement uniquement

- Streptococcus dysgalactiae
Jombretoc

Monomorphe

3 partir d'un bouillon d'enrichissement.

Purulent
rticulaire
824237026501
200000 mm3
5000 mm3
824237026501
77
1]
12
11
1]
Ebsence de flore bac
824237026501

érienne



La PCR multiplexe panel méningé

(JExemple N°3 : PCR ostéo-articulaire
e Réalisation d’une multiplexe I0A

Controles
valides

=  PCR rendue positive PCR rendue négative g
par 'lautomate par 'lautomate




La PCR multiplexe panel Ostéo-articulaire

JExemple N°3 : PCR ostéo-articulaire
e Conclusion

Contamination?

Prélevement
a diluer?

Application du
protocole de dilution




Procédure de dilution au laboratoire du CHT

FILMARRAY
* PANEL ARTICULAIRE
* PANEL MENINGITE
* PANEL RESPIRATOIRE

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

GB <1000/mm3 E/T GB 1000-10 000/mm3 E/T GB >10 000/mm?3
GR <1000/mm3 ou GR 1000-10 000/mm3 ou GR>10000/mm3
I e Dilution du prélevement e Dilution du prélevement
) Pa§ fie dIIUtIO.n - e 1/10%me gvec de l'eau e 1/100%™e avec de 'eau
* Prélevement initial pur stérile stérile

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




N'AYEZ PLUS DE DOUITES

-
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CERTITUDES

BIOME|RIEUX



La Multiplexe n’est pas une
PCR pour les nuls

e Attention aux faux positifs fréquents avec la PCR nichée

Contamination

* Propreté de la hotte / 1 seul prélevement a la fois

* 2/3 pour les controles; (2/3) ou (1/2) pour les cibles pathogenes
Algorithme e Erreur d’interprétation du logiciel

* Lecture des courbes indispensables

e Attention aux prélévements hémorragiques et/ou troubles

e Discuter d’une dilution préalable avec le biologiste

e Détection du virus intégré sans aucune pathogénicité

HHV6 * Risque de fausse interprétation : résultat rendu sur avis biologiste



La PCR multiplexe : bilan

: Interprétation des
Multiplexe vs
courbes et de la
Culture -,
cellularité

ESPRIT CRITIQUE SUR LE RENDU D’UN RESULTAT DE MULTIPLEXE

MISE EN PLACE D’UNE PROCEDURE DE DILUTION SELON CELLULARITE

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




LARN16S au laboratoire du CHT : projet

JBut = développement d’une technique trés spécifique pour le
diagnostic des infections ostéo-articulaires décapitées

Suspicion d’IOA décapitée avec
culture stérile

|
Multiplexe IOA

(Technigue sensible)

Négatif Positif
| |
IOA exclue (sur le panel IOA suspectée a confirmer
recherché) par ARN16S
A

IOA confirmée

A

Négatif Positif




LARN16S au laboratoire du CHT : projet en cours

JMise en place en mai 2024 :

o ]° étape : optimisation de la PCR ARN16S a partir des échantillons ostéo-articulaires positifs
en culture +/- Multiplexe I0A

* Amplification de la quasi-totalité du gene (protocole V1-V9 ; kit SQK-165114.24, 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

e Les aliquots amplifiés sont analysés par électrophorese

sur gel d’agarose

Espece en culture

Espéce trouve

Nombre de Reads

Si non quel niveau de classification ?

Nombre de Reads

Staphylococcus aureus Staphylococcus roterodami 953
Haemoaophilus influenzae Haemophilus influenzae 3812
Escherichia coli Enterobactéries (Famille) 3922
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis 966
Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae 5 547

|

Figure 1. Electrophorése sur gel d'agarose de I'amplification par PCR du géne ARNr 16S. Dans l'ordre de gauche a 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.



LARN16S au laboratoire du CHT : projet

JA cejour:

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

Défaut de sensibilité de la PCR
selon les especes/genres

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

OPTIMISATION de
la premiere étape

de I'analyse
e



Merci pour votre attention
La Orana
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