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 3ème article :  

 quels sont les milieux de culture les plus 

pertinents ? 

 5 prélèvements sont-ils vraiment nécessaires?  

 

 

 Projet Microbios II :  test PCR multiplex rapide  

  sur la cohorte Microbios 

 

 Projets prospectifs: Sonication?  

     PCR ESI-TOF?? 

 

 

 

 La PCR ESI –TOF 

 Devrait être disponible au sein du GRIOGO à 

Angers dans les mois à venir 



Quoi de neuf ? :  la PCR ESI -TOF 

Technologie qui devrait être disponible à 

Angers dans les mois à venir 

(IRIDICA, Abbott) 

Technique diagnostique :  

rapidité / automatisation/ spectre large 

Identification 

(bactéries / levures) 

Très bonne sensibilité  

Données de résistance ou 

de virulence 

PCR couplée à la 

spectrométrie de masse 



Principes : 

Technique génomique amplifiant des cibles multiples 

  

Détection des amplicons en spectrométrie de masse   

 

La masse des amplicons  = «signature moléculaire»  

 

Identification par comparaison à une base données 

 

 

 
 

La PCR –ESI-TOF 

Electro 

Spray 

ionisation 

Time 

of 

Flight 



Un grand nombre de cibles amplifiées 

Bactéries 

- Amorces universelles 16s et 23s 

- Gènes de ménages couvrant l’ensemble du règne 

- Gènes de résistance (mecA, vanA, VanB, blaKPC) 

Champignons 

- Amorces universelles ribosomal 

- ADN mitochondrial 

- Virus 

- Gènes hautement conservés d’un grand nombre 

de famille virale 



Première étape PCR avec de 

multiples amorces 



Electro-spray-ionisation MS 2) 

(temps de vol > ratio m/z) 
 

Dessalage 
D’après Emonet et al. CMI 2010 



 

Spectro :  Masse globale pour chaque brin  

Chaque AN=  une masse connue 

 

 

 

 

Masse globale d’un amplicon    composition en AN 

 

 

Conversion de la masse en 

composition en acides nucléiques 

3) 



 

Une seule solution pour avoir  

les deux brins complémentaires 
 

 

Plusieurs combinaisons possibles 

 pour chaque brin 
 

Aw Gx Cy Tz    « signature moléculaire » 
Comparée à la base de donnée pour chaque amorce 



Kaleta et al. JCM 2011 

Accès aux données spectrales et aux compositions moléculaires pour 

chaque amorce 

 



Détection de mélange jusqu’à 3 ou 4 

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

Détection des infections mixtes 



PCR ESI -TOF.... 

Temps d’analyse : 6h  

 

Machine : 500 000 €  

 maintenance 46 000 € /An 

 

Kits : 100 € par échantillons 

 

 



PCR-ESI-TOF et IOA ? 

87 reprises chez 80 patients 
65 genoux 

15 hanches 

7 poses prothèse de première intention 

 



 23 cas classés IOA  

 57 cas non infectieux  

 

Ponctions articulaires 

Culture vs PCR-ESI (ancienne génération) 

Bonne sensibilité 

Spécificité désastreuse  : 88% de positifs dans le 

groupe des patients classés descellement 

aseptique 

 



 PCR ESI vs Culture sur les liquides de sonication 

 431 prothèses (270 G et 161 PH) 

  152 IOAP infection de l'articulation prothétique (IPA)  

 279 Descellement aseptiques 
 

   PCR-ESI   / Culture  

 Sensibilité  77,6%  / 69,7%  (0,0105).  

Spécificité  93,5  / 99,3%,  (0,0002). 

 
 



 Rétrospective 

 PCR ESI-TOF sur ponctions articulaires  pre-op 

 21 infections/ 82 descellements aseptiques (MSIS) 



 Nouvelles procédures pour collecter les 

échantillons (Stérilisation  RX 137C des tubes) 

 

 Utilisation de seuil de positivité pour la PCR ESI-

TOF : calibrant interne   

 (25 équivalents-génome/puit) 

 

12 à 16 h pour résultats 

 

 

 

 

 

 



PCR ESI-TOF  Culture 

 Sensibilité  81%  86% (p= 0,56), 

 Spécificités  95%   100% (p= 0,045).  

 

 Discussion 

 Très bonne concordance pour la détection par 

PCR-ESI  de la résistance (mecA et vanA ou B) 

 

 Faux positif de PCR-ESI / MS  

• aucun prélèvement opératoire pos 

• suivi à  long terme : pas d’infection   
 

Certains patients  antécédents d'infection  

Ex  :  Staphylococcus  aureus IPA 3 ans avant  

PCR-ESI / MS détecté S. aureus (seuil) 

 



 

• Retrospective : poses de prothèse ou reprises 

 

• Séquençages16s et technique hybridation in situ FISH/ 

confirmation en PCR ESI-TOF 

 

• Présence dans des prélèvement per opératoire de genou de 

bactéries des gingivites ou parodontites 

 (Treponema denticola, Brevundimonas diminuta et Enterococcus faecalis)  

 

• Autres bactéries orales, des espèces de streptocoques 



 Germes uniquement dans les Genou (12/25 : 48%)  

    pas   Hanches 0/13   

Y compris: 

•  arthroplasties primaires et descellement méca 

• cultures négatives 

• .  

 Quel rôle de ces bactéries dans les atteintes articulaires? 

• Cavité buccale  

• Biofilm:  bactéries à croissance lente 

• Mais  bactéries sont associés à des atteintes 

maxillaires  et les pertes osseuses mandibulaires.  

• Hypothèse  

• Effet direct d’un biofilm bactérien sur le tissu hôte 

• Réponse immune de l’hôte contre ce biofilm  

responsable de lésions 

 

 

 



Conclusions 

Technique très sensible 

Rapide 

Donnant accès à des données de résistance 

Intérêt de pouvoir mettre en évidence des infections 

multiples 
 

MAIS 

Trop sensible: interprétation?? 

Bactéries retrouvées chez des patients  

      « non septiques »  

 


