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Point-of-care testing 

• Tests faciles à utiliser 
o Identification 
o +/- Toxine 
o +/- Résistance aux anti-infectieux 

• Résultats rapides (30 min. à 3 heures) 
o Immunochromatographie (ICT) 
o PCR / systèmes automatisés 

miniatures 

• Connaître les limites des tests 
• CQ 
• Traçabilité des résultats 

Meilleure prise en charge 
• Antibiothérapie ciblée et adaptée 
• Limiter la transmission (BMR, MST, …), gérer 

l’isolement 
• Durée d’hospitalisation 

Bissonnette et al. Clin Microbiol Infect, 2010 
Cohen-Bacrie et al. PlosOne 2011 

 

 

 



Immunochromatography tests (ICT) 

Ag U 

Spté 99% 

Faux + Sérum anti-lymphocytaire 

Sbté 
56 à 99%  

70 à 88% si [urines concentrées] 

CNR legionelles 
http://nte-serveur.univ-lyon1.fr/hcl2004/CNR_legionelles  

Concentration systématique des urines  
(centrifugation, 10 à 20 minutes) 

Ag urinaires de Legionella pneumophila sérogroupe 1 

Et aussi : Strepto A, H. pylori, Chlamydia, palu, grippe, S. 
aureus et PBP2a … 



Exemples de résultats du test Binax Now®  
S. pneumoniae dans les urines 

• 1ère lecture à 15 minutes : 
validation d’un résultat positif 

• 2ème lecture à 30 minutes 
pour valider un résultat 
négatif 

Négatif Positif Positif faible 

Sensibilité 0,74 (0,72-0,77), spécificité 0,94 (0,93-0,95)  
Boulware et al. J Infection 2007 



Détection de mécanisme de résistance : 
SARM mecC 

• Depuis la fin des années 2000, il a été décrit des 
souches de SARM de profil particulier 

Variant mecALGA251  
dans une nouvelle cassette de type XI (CC130) 

 
o Résistance isolée à la méticilline 

• Non détectée par certains systèmes d’antibiogramme 
• Non détectée par certains milieux de screening 

o Non détection du gène mecC par  
• Real Time PCR (NucliSENS EasyQ, bioMérieux - GeneOhm, BD – Xpert, 

Cepheid) 
• PCR hybridation (GenoType Staphylococcus test, Haine-Biocentric 
• PCR « maison » 
• DNA microarray (StaphyType Kit, Alere) 

o Détection par ICT Clearview Exact PBP2a et Binax Now S. aureus test 
(Alere) 
 

Garcia-Alvarez L. et al., Lancet Infect Dis 2011 
Laurent F. et al., EID 2012 



Le diagnostic moléculaire « 16S » 

Prélèvement 
Culture négative, recherche 
de bactérie non cultivable 

Extraction d’ADN 
ADN ribosomal 

16S 

PCR « universelle »  
d’un fragment d’ADN  

présent chez toutes les bactéries 

Détermination de la séquence  
du fragment d’ADN 

Comparaison avec des banques 
de données informatiques 

Identification de la 
bactérie 

475pb 

                       Séquences conservées chez toutes les 
bactéries 

                       Séquences variables spécifiques d’une 
espèce 



PCR directe sur le sang 

• 16S-23S rRNA 
• 5-18S rRNA 

Lucignano et al. J Clin Microbiol 2011 

Septifast®/Hémoc 

803 enfants, 1673 échantillons 

25 micro-organismes  
(90% des espèces isolées d’hémocultures) 

3 réactions PCR temps réel 

Sensitivity 85.0% (95% CI 78.7 to 89.7%)  
Specificity 93.5% (95% CI 92.1 to 94.7%)  

compared to blood culture. 



Sensitivity of 94·7% (95% CI 93·6 – 95·7)  
Specificity of 98·8%            (98·1 – 99·2) 
18 h faster than conventional bloodculture 
method 

Prove-it : Amplification and detection of gyrB, 
parE, and mecA genes of 50 bacterial species 



Difficultés 

• Faux négatif  
o Extraction+++ 

• Répartition inhomogène des bactéries dans le prélèvement 
• Micro-organismes difficile à lyser 
• Séparer l’ADN eucaryote +++ (SeptiTest®, Looxster®) 
• Présence d’inhibiteurs de la Taq 

o Seuil de détection (3 à 1000 UFC/ml selon l’espèce et la méthode) 
• Faux positif et problèmes d’interprétation 

o Contaminations 
o Persistance de l’ADN bactérien (streptocoques, bartonelles, …) 

• Non adapté pour les prélèvements pluri-microbiens 
• ADN ne reflète pas des bactéries vivantes                    Validation 

clinique ++++ 

Ecker et al. Expert Rev. Mol. Diagn. 2010 



Lab-on-a-chip concept 

• Micro plateformes semi-automatisées de 
biologie moléculaire 
o Extraction  
o PCR real-time simple ou multiplexe 
o CQI 

• Système fermé 
• Durée de réalisation : environ 1 heure  
• Coût élevé 



• À partir de prélèvements sur écouvillons 
o Strepto B (ou après pré-culture) 
o C. difficile/Toxine B / clone 027 
o S. aureus / SARM 
o VanA 
o Chlamydia trachomatis et Neisseria gonorrhoeae (et urines) 

• A partir d’hémoculture + 
o S. aureus / SARM 

• A partir d’échantillons 
o Enterovirus (LCR) 
o M. tuberculosis et résistance à la rifampicine 
o S. aureus / SARM (SCCmec I II, III, IVa, V, VI) 

Xpert® Cepheid 



Journal of Microbiological Methods 94 (2013) 58–60 

CT=33,7 cycles 

 
 

 
 

CT=35,0 cycles 

PCR tcdBBarbut et al.  
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PCR et hybridation 
Identification rapide  

et détection de gènes de résistance 

• A partir d’une culture 
o Extraction 
o PCR avec amorces biotinylées 
o Hybridation sur bandelettes 
o Révélation colorimétrique 

• Délai 4 h 
• Etude sur 105 souches 

d’enterocoques 
o Identification spécificité 100% 
o Détection du génotype 100% 

Egner et al. J. Clin. Microbiol. 2005 

Genotype® Enterococcus 



PCR et hybridation 
Identification et détection mecA & PVL (cultures) 

- Conjugate control 
- Universal control 
 
- S. aureus 
- S. epidermidis 
 
 
- mecA 
- PVL 
 
- Color control 
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Genotype®MRSA (Hain) 



PCR et hybridation 
Rapid detection of antibiotic resistance 

• H. pylori 
o Fluoroquinolones 
o Clarithromycine 

• M. tuberculosis 
o Rifampicine 
o INH 

Genotype® (Hain) 

Exemple pour M. tuberculosis  



MALDI-TOF MS 
Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry 

• Matrice + échantillon en solution cristalline  
Cible (plaque métallique) 

• Laser  désorption ionisation 
• Analyseur à temps de vol 
• Profil de pics (protéines bactériennes) définis par 

leur ratio m/z et leur intensité relative  



MALDI-TOF MS 

• Pics spécifiques 
o Genre 
o Espèce 
o (Sous-espèce) 

• Reproductibles  
SI conditions de 
croissance 
identiques 
 

Carbonnelle et al. Clin Biochem, 2011 



MALDI-TOF MS sur colonies 

• Temps d’identification bactérienne : quelques 
minutes 

Carbonnelle et al. Clin Biochem, 2011 



Exemples d’espèces bactériennes 
identifiées par Maldi-TOF MS 

• … 
• Enterobacter cloacae  
• Enterobacter aerogenes  
• Enterobacter amnigenus 
• Enterobacter asburiae  
• Enterobacter cancerogenus  
• Enterobacter cowanii  
• Enterobacter gergoviae  
• Enterobacter hormaechei  
• Enterobacter kobei  
• Enterobacter ludwigii  
• Enterobacter pyrinus  
• Enterobacter radicincitans 
• …  

• …. 
• Granulicatella adiacens 
• Granulicatella balaenopterae  
• Granulicatella elegans  
• Grimontia hollisae  
• …. 

 
 



MALDI-TOF MS sur prélèvements 

 
 

> 105 CFU/ml 
E. coli 97.6%  

Carbonnelle et al. Clin Biochem, 2011 



Et demain… 
• Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

o Progression du nombre d’espèces identifiables  
• Développement des bases de données (Bruker-Biotyper, 

bioMérieux Shimadzu-AnagnosTec, Andromas) 
• Mise au point d’autres protocoles d’analyse 

o Pneumocoques et S. mitis / S. oralis ; E. coli et Shigella 
o A partir des prélèvements 

o Détection de facteurs de virulence : PVL, TSST… 
o Détection de gènes de résistance 

• SCCmec, BLSE, carbapénémases… 
o Analyse d’autres molécules (polysaccharides, acides gras, …) 

• Typage, séquençage (MLST-like par MALDI-RE, 
PCR-ESI…) 

• Séquenceurs de nouvelle génération (très haut 
débit) “de paillasse” 
o Identifier les cibles d’intérêt pour le diagnostic d’un grand nombre 

d’espèces 
 



• Sequençage haut débit Ion Torrent (Life Technologies) 
• Cible = ADNr 16S, V1-V2 

 



• PCR sur sang (bactéries, Candida, mecA, vanA/B, kpc) comparée à 
PCR sur hémoculture 

• Analyse des amplicons par ESI-TOF 
 



…Il reste quelques défis 

• Séparation des espèces dans les prélèvements  
pluri-microbiens 

• Quantification 
o pathogène vrai : Non 
o commensal : Oui, mais quel seuil différencie infection de 

colonisation?  

• La biologie moléculaire ne se conçoit pas sans 
concertation microbio-clinique de la réalisation 
du prélèvement à l’interprétation des résultats. 



Et surtout n’oubliez pas que 
dans tous les cas, 
les cultures restent 

indispensables 
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