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Objectifs

1. Mise en place d’une
PCR triplex sur souche

pour la détection de Staphylococcus aureus à nuc
caractériser sa résistance à la méticilline àmecA

la production de PVL à lukS

2. Validation de méthode

Pour une application en routine au sein 
du laboratoire de Bactériologie

du CHU Amiens Picardie

- Fidélité intermédiaire
- Contamination
- Exactitude
- Limite de détection
- Comparaison de méthodes



Matériels et méthodes
Souches bactériennes et méthodes de référence

Souche n°49 :
SARM-PVL+

nuc + , mecA +, lukS +

SCN mS : Staphylocoque à coagulase négative sensible à la méticilline
SCN mR : Staphylocoque à coagulase négative résistante à la méticilline
SASM : S. aureus sensible à la méticilline
SARM : S. aureus résistant à la méticilline
SA-PVL+ : S. aureus producteur de PVL



Souches bactériennes et méthodes de référence

Souche n°49 :
SARM-PVL+

nuc + , mecA +, lukS +

Identification Étude de la sensibilité 
à la méticilline

PVL

MALDI-ToF

D’après CASFM - 2022

Matériels et méthodes



Mise au point de la PCR

1. Extraction

0,5 McF
≈ 108 UFC/mL

Extraction automatisée
Emag®

Extraction manuelle
Thermolyse

2. Amplification

PCR en temps réel

PCR en point final Spécificité des amorces

Triplex

mecA : Pichon et al.
nuc : Pichon et al., Galia et al., Gadsby et al.

lukS : Pichon et al.

Seuil de fluorescence (ΔRn)

n : pente de la courbe de calibration

Matériels et méthodes

3. Validation de méthode



Résultats – Discussion
Choix de la méthode d’extraction

1 : SASM (CIP 103429)
2 : SARM (CIP 110856)
3 : S. saprophyticus (ATCC BAA 750)
4 : Souche n°49 (SARM-PVL+)
5 : SARM (souche n°24)
6 : eau
7 : marqueur de poids moléculaire
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Choix de la méthode d’extraction

1 : SASM (CIP 103429)
2 : SARM (CIP 110856)
3 : S. saprophyticus (ATCC BAA 750)
4 : Souche n°49 (SARM-PVL+)
5 : SARM (souche n°24)
6 : eau
7 : marqueur de poids moléculaire

Choix en accord avec
la littérature (Pichon et al.,

Galia et al., Renwivk et al.)Bandes plus nettes et plus intenses pour les extraits eMAG™â

Résultats – Discussion
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Résultats – Discussion
PCR en point final

Gène nuc

1 : SASM (CIP 103429)
2 : SARM (CIP 110856)

3 : S. saprophyticus (ATCC BAA 750)

4 : eau
5 : marqueur de poids moléculaire

Amplification non spécifique pour les amorces de Galia et al.,
bandes fines mais présentes pour les amorces de Pichon et al.
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PCR en point final

Gènes mecA et lukS

Bandes nettes et intenses sur les souches attendues : amorces de Pichon et al. retenues

1 : SASM (CIP 103429)
2 : SARM (CIP 110856)
3 : S. saprophyticus (ATCC BAA 750)
4 : Souche n°49 (SARM-PVL+)
5 : SARM (souche n°24)
6 : eau
7 : marqueur de poids moléculaire

Résultats – Discussion
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PCR en temps réel triplex

CONFORME :
R2 > 0,98

D’après Kralik et al.

Coefficient de 
détermination (R2) :

- nuc : 0,9977
- mecA : 0,9989
- lukS : 0,9994

Souche n°49 :
SARM-PVL+

nuc + , mecA +, lukS +

Résultats – Discussion



PCR en temps réel triplex

Efficacité :
- nuc : 91,6%
- mecA : 89,5%
- lukS : 95,4%

CONFORME :
R2 > 0,98

Efficacité acceptable si 90% < E < 110% à CONFORME sauf pour mecA
mais PCR triplex (compétition) + exploration possible par d’autres méthodes

D’après Saunders et al. D’après Kralik et al.

Coefficient de 
détermination (R2) :

- nuc : 0,9977
- mecA : 0,9989
- lukS : 0,9994

Souche n°49 :
SARM-PVL+

nuc + , mecA +, lukS +

Résultats – Discussion



Validation de méthode

Fidélité intermédiaire

Contamination

Exactitude

Limite de détection
Estimée entre 103 et 104 UFC/mL

Résultats – Discussion

CONFORME

CONFORME aux données de la littérature (Pichon 
et al., Galia et al., Renwick et al.), reste à affiner
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Validation de méthode

Comparaison de méthodes

Souche n°25

Souche de 
dépistage 

préopératoire

5 min : négatif
20 min : positif

25 mm
(BP : < 22 mm)

D’après CASFM - 2022

(BP : < 2 mg/L)
D’après CASFM - 2022

Non respect des recos fournisseur

Résultats – Discussion
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Validation de méthode

Comparaison de méthodes

Souches n°31 et 33

Abcès au 
menton

Épidémiologie

D’après Ngoc Thi 
Vu et al., 2016

Surinfection 
piqûre insecte 

au pied

Couple de retour du Vietnam
Probables infections à SA-
PVL+ non diagnostiquées

SARM : 33%
PVL : 27%

SARM : 11%
PVL < 5%

D’après Escudier 
et al., 2016

Résultats – Discussion

46 souches cliniques



Conclusion

1. Mise en place d’une
PCR triplex sur souche

Performances (efficacité, R2) conformes aux 
données publiées dans la littérature

Délai de rendu amélioré

2. Validation de méthode

- Fidélité intermédiaire
- Contamination
- Exactitude
- Limite de détection
- Comparaison de méthodes

Adaptation sur des prélèvements :
réduire au maximum le délai de 
rendu du résultat

Analyses complémentaires :
- robustesse, stabilité des réactifs
- analyse des risques
- variabilité inter-opérateur

CONFORMES



Merci pour votre attention





PCR en temps réel triplex

Seuils de fluorescence

Établi au point médian de la phase exponentielle d’amplification de l’extrait

Résultats – Discussion



Validation de méthode

Souche n°49 :
SARM-PVL+

nuc + , mecA +, lukS +

Limite de détection (LOD)

Estimation de la LOD entre 103 et 104 UFC/mL

CONFORME aux données de la 
littérature (Pichon et al., Galia et al., 

Renwick et al.), reste à affiner

Résultats – Discussion



Validation de méthode

Comparaison de méthodes
46 souches cliniques

Souches n°31 et 33

Abcès au 
menton

Épidémiologie

D’après Ngoc Thi 
Vu et al., 2016

Surinfection 
piqûre insecte 

au pied

Couple de retour du Vietnam

Infection à CA-MRSA ?

SARM : 33%
PVL : 27%

SARM : 11%
PVL < 5%

D’après Escudier 
et al., 2016

§ Infection communautaire
§ Patients jeunes sans comorbidités
§ Acquisition en zone de prévalence 

élevée
§ Transmission intra-familiale
§ SA-PVL+ : pourvoyeur d’IPTM

Résultats – Discussion



Mise au point de la PCR

3. Validation de méthode

Matériels et méthodes

- Fidélité intermédiaire

- Contamination

- Exactitude

- Limite de détection

- Comparaison de méthodes


