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1 UTILISATION PRÉVUE 

Le kit Sepsis de puces en flux direct est un kit de diagnostic in vitro pour les infections nosocomiales 

humaines, basé sur la PCR multiplex et l'hybridation inverse par dot blot pour la détection simultanée de 

bactéries, de champignons et des principaux gènes de résistance aux antibiotiques dans un seul test. Le 

système de puces Sepsis à flux direct permet la détection simultanée de plus de 36 espèces de bactéries 

(Staphylocoques à coagulase négative, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Streptococcus 

pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, Enterococcus spp, 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Neisseria meningitidis, Stenotrophomonas 

maltophilia, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, espèces Enterobacteriaceae, et 

Proteus/Morganella spp. ), des espèces de champignons (Candida albicans et Candida spp.) et vingt 

marqueurs de résistance aux antibiotiques. En ce qui concerne les marqueurs de résistance aux 

antibiotiques, le kit détecte un gène de résistance à la méthicilline (mecA), deux gènes de résistance à la 

vancomycine (vanA et vanB), deux gènes de résistance aux β-lactamines (blaSHV et blaCTX- M à spectre 

étendu), et quinze gènes de résistance aux carbapénèmes (allèle kpc : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 et 23, allèle sme : 1, 2, 3, 4 et 5, allèle nmc/imi : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 

9, allèle ges : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 et 26, allèle 

vim : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 

32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 et 46, allèle gim : 1 et 2, allèle spm, ndm : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 et 16, sim, imp3, 15, Allèle 19_like : 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 15, 19, 20, 21, 24, 

25, 28, 29, 30, 40, 41, 42 et 47, oxa23_like allèle : 23, 27, 49, 73, 133, 146, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171 

et 225, allèle oxa24_like : 24, 25, 26, 40, 72, 139 et 160, allèle oxa48_like : 48, 162, 163 et 181, allèle 

oxa51_like : 51, 60, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 98, 

99, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 115, 116, 117, 128, 130, 131, 132, 138, 144, 148, 149, 150, 172, 

173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 195, 196, 197, 194, 200, 201, 202, 203, 206, 208 et 223, allèle 

oxa58_like : 58, 96, 97 et 164). Le principe de la méthode est basé sur l'amplification des ADN cibles par 

deux réactions PCR multiplex et l'hybridation ultérieure des amplicons biotinylés à des sondes d'ADN 

spécifiques. 

Souches Cible 

Staphylococcus Coagulase-Négatif ADNr 16S 

Staphylococcus aureus nuc 

Streptococcus spp. ADNr 16S 

Streptococcus pneumoniae cpsA 

Streptococcus agalactiae ADNr 16S 

Streptococcus pyogenes ADNr 16S 

Listeria monocytogenes ADNr 16S 

Enterococcus spp. ADNr 16S 

Pseudomonas aeruginosa ecfX 

Acinetobacter baumannii ADNr 16S 

Neisseria meningitidis ADNr 16S 

Stenotrophomonas maltophilia ADNr 16S 

Escherichia coli ADNr 16S 

Klebsiella pneumoniae khe 

Serratia marcescens ADNr 16S 

Enterobacteriaceae ADNr 16S 

Proteus spp. /Morganella ADNr 16S 

Candida spp. ADNr 18S-5.8S ITS 

Candida albicans ADNr 18S-5.8S ITS 

Tableau 1 : Gènes cibles utilisés pour l'amplification chez les bactéries et les champignons. 
 

Statut microbiologique : Produit non stérile 
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2 PRINCIPE DU TEST 

Le kit de puces Sepsis en flux direct est basé sur une méthodologie qui implique l'amplification simultanée 

d'au moins 36 espèces bactériennes et de plusieurs espèces fongiques plus vingt marqueurs de résistance 

par PCR multiplex, suivie de l'hybridation dans des membranes avec des sondes spécifiques d'ADN grâce à 

la technologie DNA-Flow pour les plateformes hybriSpot, automatiques et manuelles. Les amplicons 

biotynilisés générés après la PCR sont hybridés dans des membranes contenant un réseau de sondes 

spécifiques pour chaque pathogène et marqueur de résistance, ainsi que des sondes de contrôle 

d'amplification et d'hybridation. La technologie DNA-Flow permet la liaison rapide du produit de PCR et de 

sa sonde spécifique dans un environnement poreux tridimensionnel, par rapport à l'hybridation dans une 

surface conventionnelle. Une fois que la liaison entre les amplicons spécifiques et leurs sondes 

correspondantes a eu lieu, le signal est visualisé par une réaction colorimétrique immunoenzymatique 

avec de la Streptavidine-Phosphatase et un chromogène (NBT-BCIP) générant des précipités insolubles 

dans la membrane aux endroits où il y a eu hybridation. Les résultats sont analysés automatiquement avec 

le logiciel hybriSoft. 

 
3 COMPOSANTS 

 

Le kit de puces Sepsis à flux direct est présenté en deux formats principaux selon le type de plateforme 

d'hybridation à utiliser pour l'analyse des échantillons cliniques. Les deux formats fournissent les réactifs 

nécessaires pour l'amplification PCR multiplex et l'hybridation ultérieure de 24 ou 48 échantillons 

cliniques. Chaque format du kit contient les composants et références suivants : 

 

3.1 Réactifs pour la PCR multiplex 

- 24 tests (MAD-003936M-P-HS-24) : 

 
Nom Format Couleur du tube Mélange de 

couleurs 
Référence 

Mélange 1 PCR multiplex 3 bandes x 8 tubes Clair Rose MAD-003936M-MIX1-HS 

Mélange 2 PCR multiplex 3 bandes x 8 tubes Clair Blanc MAD-003936M-MIX2-HS 

Tableau 2 : Réactifs fournis dans les kits de 24 tests pour réaliser la PCR multiplex (manuelle et automatique). 

 
- 48 tests (MAD-003936M-P-HS-48) : 

 
Nom Format Couleur du tube Mélange de 

couleurs 
Référence 

Mélange 1 PCR multiplex 6 bandes x 8 tubes Clair Rose MAD-003936M-MIX1-HS 

Mélange 2 PCR multiplex 6 bandes x 8 tubes Clair Blanc MAD-003936M-MIX2-HS 

Tableau 3 : Réactifs fournis dans les kits de 48 tests pour réaliser la PCR multiplex (manuelle et automatique). 

 
- Les deux présentations comprennent de l'eau distillée exempte de DNase/RNase pour la manipulation 

des échantillons cliniques : EAU DISTILLÉE SANS RNASE/DNASE ; Ref : MAD-DDW ; Vol 60mL. Il est 
inclus 1 flacon pour 24 tests et 2 flacons pour 48 tests. 

 
• Kit Sepsis de puces à flux direct (Réactifs PCR) : il est commercialisé sous forme de barrettes de 8 

tubes de 0,2 ml contenant les réactifs lyophilisés correspondant à deux mélanges PCR - mix 1 et mix 2. 

- Les tubes correspondant au Mix 1 (clair) sont disposés dans un format sphérique lyophilisé de couleur 

rose dont les composants sont : Tampon PCR, MgCl2, dNTP (U/T), eau exempte de DNase/RNase, 
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amorces biotinylées et non biotinylées, ADN polymérase Taq Hot Start, ADN glycosylase Uraciles 

et colorant Amaranth. Les amorces incluses sont spécifiques pour l'amplification d'au moins 36 

espèces bactériennes (Coagulase-Negative Staphylocoques, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, 

Enterococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Neisseria meningitidis, 

Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, espèces 

Enterobacteriaceae et Proteus/Morganella spp.), plusieurs espèces fongiques (Candida albicans et 

Candida spp.), un gène de résistance à la méthicilline (mecA), deux gènes de résistance à la 

vancomycine (vanA et vanB), et deux gènes de résistance aux β-lactamines (blaSHV, blaCTX-M). De 

plus, il comprend des amorces pour amplifier un fragment d'ADN génomique humain (contrôle 

endogène). 

 

- Les tubes correspondant au Mix 2 (transparent) sont disposés dans un format sphérique lyophilisé de 

couleur blanche dont les composants sont : Tampon PCR, MgCl2, dNTP (U/T), eau exempte de 

DNase/RNase, amorces biotinylés et non biotinylées, ADN polymérase Taq Hot Start et ADN 

glycosylase Uracil. Les amorces incluses sont spécifiques pour l'amplification de quinze gènes de 

résistance aux carbapénèmes (kpc, sme, nmc/imi, ges, vim, gim, spm, ndm, sim, imp, oxa23_like, 

oxa24_like, oxa48_like, oxa51_like et oxa58_like). En outre, il comprend un ADN synthétique exogène, 

utilisé comme contrôle exogène d'amplification, et des amorces spécifiques pour l'amplifier. 

 

3.2 Réactifs pour l'hybridation inverse 

- 24 tests : 

➢ (MAD-003936M-H-HS12-24) : 
Nom Format Référence 

Solution d'hybridation (réactif A) 40 ml MAD-003930MA-HS12-24 

Solution de blocage (réactif B) 10 ml MAD-003930MB-HS12-24 

Streptavidine-phosphatase alcaline (réactif C) 10 ml MAD-003930MC-HS12-24 

Tampon de lavage I (réactif D) 35 ml MAD-003930MD-HS12-24 

Réactif E 10 ml MAD-003930ME 

Tampon de lavage II (réactif F) 18 ml MAD-003930MF-HS12-24 

Sepsis Chip (HS) 24 unités MAD-003936M-CH-HS-24 

                  Tableau 4 : Réactifs fournis dans les kits de 24 tests pour réaliser l'hybridation (compatibles avec la plateforme hybriSpot 12). 

➢ (MAD-003936M-H-HS24-24) : 
Nom Format Référence 

Solution d'hybridation (réactif A) 60 ml MAD-003930MA-HS24-24 

Solution de blocage (réactif B) 10 ml MAD-003930MB-HS24-24 

Streptavidine-phosphatase alcaline (réactif C) 10 ml MAD-003930MC-HS24-24 

Tampon de lavage I (réactif D) 35 ml MAD-003930MD-HS24-24 

Réactif E 10 ml MAD-003930ME-HS24 

Sepsis Chip (HS) 24 unités MAD-003936M-CH-HS-24 

Tableau 5 : Réactifs fournis dans les kits de 24 tests pour réaliser l'hybridation (compatibles avec les plateformes hybriSpot 24 et 

hybriSpot 12 PCR AUTO). 

- 48 tests : 

➢ (MAD-003936M-H-HS12-48) : 
Nom Format Référence 

Solution d'hybridation (réactif A) 80 ml MAD-003930MA-HS12-48 

Solution de blocage (réactif B) 18 ml MAD-003930MB-HS12-48 

Streptavidine-phosphatase alcaline (réactif C) 18 ml MAD-003930MC-HS12-48 

Tampon de lavage I (réactif D) 70 ml MAD-003930MD-HS12-48 

Réactif E 18 ml MAD-003930ME-HS12-48 

Tampon de lavage II (réactif F) 35 ml MAD-003930MF-HS12-48 

Sepsis Chip (HS) 2 x 24 unités MAD-003936M-CH-HS-24 

                  Tableau 6 : Réactifs fournis dans les kits de 48 tests pour réaliser l'hybridation (compatibles avec la plateforme                      hybriSpot 12). 
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➢  (MAD-003936M-H-HS24-48) : 
Nom Format Référence 

Solution d'hybridation (réactif A) 115 ml MAD-003930MA-HS24-48 

Solution de blocage (réactif B) 18 ml MAD-003930MB-HS24-48 

Streptavidine-phosphatase alcaline (réactif C) 18 ml MAD-003930MC-HS24-48 

Tampon de lavage I (réactif D) 70 ml MAD-003930MD-HS24-48 

Réactif E 18 ml MAD-003930ME-HS24-48 

Sepsis Chip (HS) 2 x 24 unités MAD-003936M-CH-HS-24 

Tableau 7 : Réactifs fournis dans les kits de 48 tests pour réaliser l'hybridation (compatibles avec les plateformes hybriSpot 24 et 

hybriSpot 12 PCR AUTO). 

• Puces Sepsis : Le kit comprend un total de 24, 48 puces ou membranes (réf : MAD-003936M-CH-

HS- 24) contenant un réseau de sondes d'ADN spécifiques pour chacune des cibles incluses dans 

l'analyse, ainsi que celles correspondant aux contrôles d'amplification incorporés dans ce kit. La 

disposition de toutes ces sondes sur la puce peut être vérifiée dans la section 11 de ce manuel 

(INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS). 

• Réactifs d'hybridation : contient tous les réactifs nécessaires pour le processus d'hybridation 

inverse par Flow-Through. 

 

4 MATÉRIEL SUPPLÉMENTAIRE REQUIS MAIS NON FOURNI ET MATÉRIEL OPTIONNEL 

4.1 Réactifs et matériels 

A. Réactifs communs aux plateformes HS12, HS12a et HS24 : 

• Gants jetables. 

• Tubes sans DNase/RNase de 0,2/0,5/1,5 ml. 

• Embouts de pipette avec filtres sans DNase/RNase. 
B. Réactifs spécifiques aux plateformes HS12a et HS24 : 

• Réactif de lavage (réf : MAD-003930WSH). 

4.2 Équipement 

A. Équipement commun aux plateformes HS12, HS12a et HS24 : 

• Microcentrifugeuse. 

• Micropipettes automatiques : P1000, P200, P20 et P2. 

• Logiciel HybriSoft. 

B. Équipement spécifique : 

• Avec le kit de puces Sepsis à flux direct (Manuel) (réf : MAD-003936M-HS12) 

o Manuel Equipement pour l'hybridation hybriSpot 12 (VIT-HS12). 

o Thermocycleur 

o Bloc thermique pour chauffer les tubes PCR (peut être remplacé par un thermocycleur) 

o Plaque froide (4ºC) 

o Bain/chauffage thermostatique. 

• Avec le kit de puces Sepsis à flux direct (Auto : hybriSpot 24 et hybriSpot 12 PCR AUTO) (réf : 

MAD- 003936M-HS24) 

o Equipement automatique pour l'hybridation hybriSpot 24 (VIT-HS24) ou 

hybriSpot 12 PCR AUTO (VIT-HS12a). 

o Thermocycleur (non nécessaire pour l'hybriSpot 12 PCR AUTO). 
o Bloc thermique pour chauffer les tubes PCR (non nécessaire pour hybriSpot 12 PCR 

AUTO). 
o Plaque froide (4ºC). 
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4.3 Matériel supplémentaire et optionnel 

• En option, pour la manipulation des échantillons cliniques, il est possible d'utiliser le milieu de 

transport et de dilution (TDM) (Ref : MAD-003930TDM). Les protocoles de traitement des 

échantillons utilisant ce réactif sont décrits dans la section 7. Préparation des échantillons. 

 

5 CONDITIONS DE STOCKAGE ET DE STABILITÉ 

Le kit de puces Sepsis à flux direct se compose de 2 éléments qui sont fournis dans des boîtes séparées : 

 

• Réactifs PCR multiplex : Expédition à 2-8 °C*. Dès réception, ils doivent être conservés à 2-8 °C. Ils 

seront stables jusqu'à la date de péremption indiquée. Les réactifs PCR doivent être stockés dans 

des zones exemptes de contamination par de l'ADN ou des produits PCR. Une fois que l'emballage 

contenant les barrettes de tubes avec le mélange PCR lyophilisé est ouvert, conservez les tubes 

restants pendant une semaine au maximum à 2-8 °C dans l'emballage d'origine. 

• Réactifs d'hybridation : Expédiés et conservés à 2-8°C*. Ne pas congeler. Les réactifs et les puces 

sont stables jusqu'à la date de péremption. Considérations précédentes sur les réactifs 

d'hybridation : 

• Le réactif d'hybridation A doit être préchauffé dans un bain thermostaté ou un appareil de 

chauffage (uniquement avant son utilisation dans un équipement manuel) à 51°C avant son 

utilisation. 

• Le reste des réactifs d'hybridation doit être utilisé à température ambiante (15-25°C). 

Considérations précédentes sur les puces : 

• Une fois l'emballage contenant les puces ouvert, conservez la mousse cylindrique et le  

paquet d'absorbant à l'intérieur jusqu'à la fin de l'utilisation pour assurer la bonne 

conservation des membranes. 

*Un indicateur de température est inclus dans l'emballage pour contrôler les conditions pendant l'expédition. En cas 

d'interruption de la chaîne du froid, il est recommandé de contacter le fabricant avant d'utiliser les réactifs. 
 

6       AVERTISSEMENTS ET PRÉCAUTIONS 

• Lisez le mode d'emploi avant d'utiliser le produit. 

• Les recommandations en matière de sécurité et d'élimination des déchets sont décrites dans la 

fiche de données de sécurité de ce produit. Ce produit est exclusivement destiné à un usage 

professionnel en laboratoire, et non comme médicament, à usage domestique ou à d'autres fins. 

La version actuelle de la fiche de données de sécurité de ce produit peut être téléchargée sur le 

site www.vitro.bio ou demandée à regulatory@vitro.bio. 

• Le kit de puces Sepsis à flux direct utilise comme matériels de départ des acides nucléiques 

préalablement extraits et purifiés, des colonies bactériennes, ou des échantillons cliniques 

nécessitant une manipulation antérieure pour son analyse. Des protocoles sont fournis pour la 

manipulation des différents types de spécimens cliniques dont le traitement a été validé avec ce kit 

(voir section 7). 

• Considérations générales pour éviter la contamination par le produit de la PCR : 
La plus grande source de contamination est normalement le produit PCR amplifié, il est donc 
recommandé de manipuler les produits amplifiés dans une zone différente de celle où la réaction 

PCR est effectuée. Il est recommandé de travailler dans des zones pré et post-PCR différentes où la 

manipulation de l'ADN, la préparation des tubes PCR (pré-PCR) et la manipulation et l’hybridation 
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des produits amplifiés (post-PCR) sont effectuées. Ces zones doivent être physiquement séparées 

et du matériel de laboratoire différent doit être utilisé (blouses de laboratoire, pipettes, etc.) afin 

d'éviter la contamination des échantillons par l'ADN amplifié, ce qui pourrait entraîner des 

diagnostics faussement positifs. Le flux de travail doit toujours aller dans une seule direction, de la 

zone pré-PCR à la zone post-PCR et jamais dans le sens inverse. Le flux de matériel et de 

personnel entre la zone post-PCR et la zone pré-PCR doit être évité. De plus, afin d'éviter la 

contamination par les produits PCR précédents, l'enzyme uracil- ADN glycosylase, qui dégrade les 

produits PCR contenant du dUTP, est incluse dans le kit. Il est recommandé d'inclure des contrôles 

d'amplification négatifs contenant tous les réactifs manipulés dans le kit, de l'extraction à 

l'amplification, à l'exception de l'échantillon d'ADN, afin de détecter et de contrôler toute 

contamination possible des réactifs avec des échantillons problématiques ou des produits 

amplifiés. L'hybridation en membrane de ce contrôle doit être négative, en marquant uniquement 

le contrôle d'hybridation et le contrôle exogène d'amplification. De cette façon, on vérifie qu'il n'y 

a pas de contamination d'ADN de patients et/ou d'ADN amplifié dans la zone pré-PCR. 

• Précaution : l'utilisation d'oxyde d'éthylène pour la préparation des échantillons cliniques et/ou du 

mélange PCR pourrait interférer dans le bon déroulement de la réaction PCR. Il est recommandé 

d'éviter d'utiliser ce composé à ces fins. 

• Traitement des déchets : La manipulation des déchets générés par l'utilisation des produits 

commercialisés par Vitro S.A, S.L., doit être effectuée conformément à la loi applicable dans le 

pays dans lequel ces produits sont utilisés. À titre de référence, le tableau suivant indique la 

classification des déchets générés par ce kit selon la loi européenne, plus précisément selon la 

décision de la Commission européenne du 18 décembre 2014 modifiant la décision 2000/532/CE 

relative à la liste des déchets conformément à la directive 2008/98/CE du Parlement européen et 

du Conseil. 

 
 

Tableau 8 : Classification des déchets générés par ce kit selon la Législation européenne*ELW : acronyme anglais de 

Législation européenne sur les déchets. 
 

Note : Cette classification est incluse comme modèle général d'action, étant sous la responsabilité finale de l'utilisateur 

l'accomplissement de tous les règlements locaux, régionaux et nationaux sur l'élimination de ce type de matériaux. 

 

DÉCHETS POTENTIELS GÉNÉRÉS PAR               

L'UTILISATION DE CE PRODUIT 

CODE 

ELW* 

 
     TYPE DE DÉCHETS SELON L'ELW 

1. Ordures/déchets générés par 

les réactifs d'hybridation 

2. Élimination des déchets 

liquides ("déchets" dans les 

équipements manuels et 

automatiques). 

 
 
 

161001 

"Déchets liquides aqueux contenant des substances 

dangereuses" après ajout de 10% du volume total d'un 

agent désinfectant. Si la désinfection n'est pas effectuée, 

ces déchets doivent être considérés comme des 

"déchets dont le stockage et l'élimination font l'objet de 

prescriptions particulières en vue de prévenir l'infection" 

3. Puces usagés 

4. Matériel périssable (tubes, 

embouts, papier d'aluminium, etc.) 

5. Tout élément qui a été en 

contact avec l'ADN 

 
 
 

180103 

 
"Déchets dont la collecte et l'élimination font l'objet de 

prescriptions particulières en vue de prévenir les 

infections". 

6. Récipient pour les réactifs utilisés 

classés comme dangereux (selon la 

fiche de données de sécurité). 

     150110 
    "Emballages contenant des résidus de substances   

dangereuses ou contaminés par celles-ci". 
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7 PRÉPARATION DES ÉCHANTILLONS 
 

7.1 Hémocultures 

La puce Sepsis à flux direct a été conçue et validée pour son utilisation en PCR directe avec des 

échantillons dilués d'hémocultures. Pour le traitement d'hémocultures d'adultes, nous recommandons de 

procéder systématiquement à une dilution au 1:100. Procédure : 

7.1.1 Agiter l'hémoculture jusqu'à obtenir un mélange homogène, prélever un volume de 100 µl et 
le transférer dans un tube Eppendorf. 

7.1.2 Diluer l'hémoculture au 1:100 dans de l'eau distillée exempte de DNase/RNase dans un 
volume final de 1 ml : 

- 1:100 : 10 µl d'hémoculture + 990 µl d'eau distillée exempte de DNase/RNase, agiter au 
vortex. 

7.1.3 Ajouter 30 µl de cette dilution, préalablement homogénéisée, dans le tube PCR avec les 
Master Mix 1 et 2 lyophilisés. 

En cas d'inhibition de la PCR, nous recommandons de préparer une dilution 1:1000 à partir de 

l'hémoculture préalablement diuée (100 µl d'hémoculture 1:100 + 900 µl d'eau distillée exempte de 

DNase/RNase, agiter au vortex). 

Ajouter 30 µl de cette dilution, préalablement homogénéisée, dans le tube PCR avec le Master Mix1 et 2 
lyophilisé. Si des échantillons pédiatriques sont analysés, la dilution à appliquer à l'hémoculture est de 
1:1000. 

7.1.4 Agitez soigneusement l'hémoculture jusqu'à obtenir un mélange homogène, prélevez un 
volume de 100 µl et mettez-le dans un tube Eppendorf. 

7.1.5 Diluer l'hémoculture au 1:100 dans de l'eau distillée exempte de DNase/RNase dans un 
volume final de 1 ml : 

- 1:100 : 10 µl d'hémoculture + 990 µl d'eau distillée exempte de DNase/RNase, agiter 
au vortex. 

7.1.6 Diluer au 1:10 l'hémoculture préalablement diluée au 1:100 dans de l'eau distillée 
exempte de DNase/RNase dans un volume final de 1 ml : 

- 1:10 : 100 µl d'hémoculture 1:100 + 900 µl d'eau distillée exempte de DNase/RNase, 
agiter au vortex. 

7.1.7 Ajouter 30 µl de cette dilution, préalablement homogénéisée, dans le tube PCR avec les 
Master Mix 1 et 2 lyophilisés. 

NOTE : Si les hémocultures ne sont pas analysées dans l'immédiat, il est possible de conserver un aliquot de la dilution 

1:100 à 4 °C pendant un maximum de deux jours ou de le congeler à -20 °C pendant au moins trois mois. Après avoir 

décongelé l'aliquot, il est recommandé de l'agiter pour homogénéiser l'échantillon. 

 
Les thermocycleurs suivants ont été validés avec le kit de puces Sepsis à flux direct : 

- Veriti 96 (Applied Biosystems) 
- Thermocycleur GeneAMP® PCR System 9.700 (Applied Biosystems) 
- Mastercycler® personal (Eppendorf) 

Le kit de puces Sepsis à flux direct fonctionne correctement avec les milieux d'hémoculture suivants : 
- Milieu BD BACTEC™ Plus Aerobic/F y Plus Anaerobic/F (Becton Dickinson) 
- BD BACTEC Peds Plus™/F Medium Bactec (Becton Dickinson) 
- BacT/ALERT® FA Plus Aerobic et FN Plus Anaerobic (bioMérieux) 
- BacT/ALERT® PF Plus (bioMérieux) 

7.2 Exsudats rectaux 

Le kit de puces Sepsis à flux direct a été validé pour son utilisation en PCR directe à partir de suspensions 
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d'exsudats rectaux sans qu'il soit nécessaire d'extraire l'ADN. Le protocole recommandé pour le traitement des 

écouvillons est le suivant : 

7.2.1 Placez l'écouvillon dans 0,5 ml d'eau distillée exempte de DNase/RNase. 

7.2.2 Secouez l'écouvillon dans le tube pour que les cellules se répandent dans le liquide. 

7.2.3 Diluer la suspension résultante 1:50 dans de l'eau distillée exempte de DNase/RNase (avec 
cette dilution, la concentration d'inhibiteurs potentiels dans ce type d'échantillons est 
réduite) : 10 µl d'échantillon + 490 µl d'eau distillée exempte de DNase/RNase, agiter au 
vortex. 

7.2.4 Ajouter 30 µl de cette dilution, préalablement homogénéisée, dans le tube PCR avec les 
Master Mix 1 et 2 lyophilisés. 

 
NOTE : Si les écouvillons ne sont pas destinés à être analysés à ce moment-là, il est possible de les conserver congelés 

à -20 °C pendant au moins trois mois. Après les avoir congelés, ajouter 0,5 ml d'eau distillée exempte de 

DNase/RNase et homogénéiser l'échantillon avant de le diluer. Les échantillons dilués peuvent être conservés à 4 °C 

pendant un maximum de deux jours ou congelés à -20 °C pendant au moins trois mois. Si après la dilution 1:50 il reste 

des inhibiteurs dans l'échantillon, il est recommandé de diluer 1:2 à partir de la dilution 1:50 ou de purifier l'ADN à 

partir de la suspension initiale (0,5 ml). 

En cas d’écouvillons avec milieu de transport, il est recommandé d'agiter l'écouvillon manuellement ou par 

vortex dans son milieu de transport pendant quelques secondes et de procéder de la même manière que 

pour les écouvillons secs de la section 7.2.3. 

Le kit peut également être utilisé avec de l'ADN purifié à partir d'exsudats rectaux. Il a été validé avec les 

systèmes d'extraction suivants : 

• NucliSENS® easyMag® (bioMérieux S.A.) 

• MagNa Pure (Roche) 

• Chelex® (Bio-Rad) 

NOTE : Le système n'a pas été validé avec d'autres systèmes d'extraction d'ADN. Par conséquent, si un autre système 

de purification est utilisé, il doit être validé au préalable. 

 

7.3 Colonies bactériennes 

Le kit de puces Sepsis à flux direct a été validé pour son utilisation en PCR directe à partir de colonies 

bactériennes. Le                                       protocole recommandé pour cela est le suivant : 

7.3.1 Prélever une petite quantité de colonie avec une öse stérile. 

7.3.2 Remettre en suspension chaque échantillon dans 500 µl d'eau distillée exempte de DNase/RNase. 

7.3.3 Mélanger au vortex vigoureusement jusqu'à obtenir une suspension cellulaire homogène. 

7.3.4 Ajouter 30 µl de cette dilution, préalablement homogénéisée, dans le tube PCR avec les 
Master Mix 1 et 2 lyophilisés. 

7.3.5 Amplifiez en suivant les instructions décrites dans la section 8.1. 
 

Les hémocultures, les exsudats rectaux et les colonies bactériennes doivent être traités comme des agents 

infectieux potentiels. Des directives pour la manipulation de ce type d’échantillon sont disponibles auprès 

des Centres de contrôle et de prévention des maladies (CDC). Tout matériel dangereux ou biologiquement 

contaminé doit être éliminé de manière sûre et acceptable, conformément aux directives de votre 

institution. 

 

7.4 Protocoles pour le traitement des échantillons utilisant le milieu de transport et de dilution (TDM) 

En option, le milieu de transport et de dilution TDM (Ref : MAD-003930TDM) peut être utilisé pour le 
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traitement                                 des différents types d'échantillons mentionnés ci-dessus. Les étapes à suivre pour le 
traitement avec ce réactif des différents types d'échantillons sont décrites dans le tableau 9 : 

 

     

    ÉCHANTILL ON 

     PRIMAIRE 

    
         FORMAT 

PROTOCOLES POUR LE TRAITEMENT DES ÉCHANTILLONS UTILISANT LE 
MILIEU DE TRANSPORT ET DE DILUTION 

(TDM) (Ref : MAD-003930TDM) 

 
 

 Hémocultures 

 
 

Milieu aérobie et 

anaérobie 

1. Agitez doucement le flacon d'hémoculture jusqu'à obtenir un échantillon homogène. 

2. Prélever un volume de 10 µl de l'hémoculture et l'ajouter à l'un des flacons 

contenant 900 µl de TDM. 

3. Agiter la dilution résultante dans le vortex et ajouter 30 µl de cet échantillon au Mix1 
de PCR                                   et 30 µL au Mix2 de PCR comme matrice pour effectuer l'amplification. 

 
 
 
 

Exsudat s                            

rectaux 

 

 
Ecouvillons sans 

milieu de 

transport 

1. Placez l'écouvillon dans l'un des flacons contenant 900 µl de milieu de transport 

et de                                       dilution (TDM) pré-aliquoté. 

2. Agitez l'écouvillon dans le flacon pour produire la dispersion des cellules dans le liquide. 

3. Prélever un volume de 35 µl de cet échantillon et l'ajouter à un nouveau flacon de TDM. 

4. Agitez la dilution résultante dans le vortex et utilisez 30 µl de cet échantillon pour le 
Mix1 de PCR et de 30 autres µL pour le Mix2 de PCR comme matrice pour effectuer 
l'amplification. 

 
Ecouvillons                                                                            

avec milieu   

de  transport 

1. Agitez manuellement ou tourbillonnez l'écouvillon dans son milieu de transport 
pendant                              quelques secondes. 

2. Ajouter 18 µl d'échantillon à l'un des flacons contenant 900 µl de TDM. 

3. Utilisez 30 µl de cette dilution pour le Mix1 de PCR et les 30 µl restants pour le Mix2 

de PCR                                                           comme matrice, préalablement homogénéisée, pour effectuer l'amplification. 

Tableau 9. Protocoles pour le traitement des échantillons avec le milieu de transport et de dilution (TDM). 

 

8    PROCEDURE D’ANALYSE POUR LES PLATEFORMES HS12 ET HS24 
 

8.1 Réaction d'amplification multiplex de l'ADN 

La réaction PCR est réalisée dans un volume final de 30 µl dans des barrettes de tubes PCR de 0,2 ml 

contenant le Mix1 et le Mix2 de réaction PCR lyophilisés. Les sphères lyophilisées roses et blanches 

correspondent respectivement au Mix 1 et au Mix 2 et sont fournies en barrettes séparées. Deux tubes 

PCR doivent être utilisés pour chaque échantillon, un de chaque barrette. 

Si le nombre d'échantillons à analyser est inférieur ou supérieur à 8, les tubes nécessaires peuvent être 

séparés de chaque barrette sans qu'il soit nécessaire d'utiliser des barrettes complètes. 

 

Une fois la barrette ouverte, le reste des tubes lyophilisés qui ne seront pas utilisés à ce moment-là 

doivent  être conservés pendant une semaine maximum à 4°C dans leur emballage d'origine. 
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Le diagramme ci-dessous montre un exemple de la répartition des échantillons/tiges : 

Le processus est le suivant : 

• Prendre un tube PCR Multiplex Mix 1 et Mix2 contenant le mélange PCR lyophilisé pour chaque 

échantillon à analyser. 

• Ajouter 30 µl d'échantillon dans chaque tube en suivant le protocole recommandé dans la section 7. 

• Homogénéiser le mélange par pipetage et centrifuger pendant quelques secondes. 

• Si le nombre d'échantillons à analyser est inférieur ou supérieur à huit, les tubes nécessaires 

peuvent être séparés de la barrette sans qu'il soit nécessaire d'utiliser des barrettes complètes. Le 

reste de la bande de tubes lyophilisés qui ne sera pas utilisé à ce moment-là doit être conservé 

pendant une semaine maximum à 4 °C dans son emballage d'origine. 

• Placez les tubes dans le thermocycleur et réglez les conditions d'amplification suivantes : 

 
PROGRAMME D'AMPLIFICATION DANS LE THERMOCYCLEUR 

 
1 cycle 25°C 10 min 

1 cycle 94°C 5 min 

 
40 cycles 

94°C 30 s 

55°C 45 s 

72°C 1 min 

1 cycle 72°C 7 min 

 8°C ∞ 

Tableau 10 : Programme PCR. 

 
Conservez les tubes au réfrigérateur à 8-10 °C lorsque la réaction est terminée. Si les échantillons ne sont 

pas traités à ce moment-là, ils peuvent être conservés dans la zone post-PCR à 8-10 °C pendant 1-2 jours. 

Pour les conserver pendant une période plus longue, il est recommandé de le faire à -20 °C. 

 
Remarque importante : si de l'ADN purifié est utilisé pour la PCR, 30 µl de cet ADN peuvent être ajoutés 

directement aux tubes PCR lyophilisés. 

 
8.2 Hybridation inverse en flux continu 

 
Tous les réactifs sont fournis dans un format "prêt à l'emploi". 
Les puces sont à usage unique. Elles doivent être manipulées avec des gants et loin de toute source de 
contamination. Selon le type de kit avec lequel nous travaillons, nous procéderons comme suit : 
 

 

 
Echantillons 
 
 
Barrette 1 (Mix1) 
 
 
Echantillons 
 
 
Barrette 2 (Mix2) 
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A. Pour le kit de puces Sepsis à flux direct (Manuel, réf. : MAD-003936M-HS12) : 

Le processus complet d'hybridation est réalisé de manière semi-automatique dans hybriSpot (HS12) en 

suivant les instructions fournies par l'assistant du système. La gestion des échantillons, la capture des 

images et l'analyse et le rapport des résultats sont effectués par le logiciel hybriSoft. 

 
Remarque : Configurez l'instrument en suivant les instructions du manuel d'utilisation (fourni avec l'instrument). 

Avant de commencer le processus   d'hybridation : 

 
1. Préchauffer le réactif A à 51° C (solution d'hybridation) pendant au moins 20 minutes dans un 

bain thermostaté. 

2. Pour chaque échantillon, mélanger le produit PCR du Mix1 avec le produit PCR du Mix2. 

Dénaturer les produits PCR en les chauffant à 95°C pendant 8-10 min (dans un thermocycleur ou 

un bloc chauffant) et refroidir rapidement sur glace pendant au moins 2 min. 

3. Placez une puce pour chaque échantillon à tester sur les socles inclus dans la chambre de réaction 

de l'équipement HS12. 

4. Suivez les instructions fournies dans le manuel de l'équipement HS12 pour effectuer 

l'introduction des données des échantillons, la capture d'image et l'analyse des résultats. 

PROTOCOLE D'HYBRIDATION : 

a) Ajouter 300 µl de réactif A (solution d'hybridation) préchauffé à 51°C pendant au moins 20 

minutes. Incuber pendant au moins 2 min à 51°C. 

b) Retirez le réactif A en activant le vide. 

c) Ajouter 50 µl correspondant au mélange du produit PCR de Mix1 et Mix2 (préalablement 

dénaturé et maintenu sur la glace) à 230 µl de réactif A (51°C) et distribuer le mélange sur la 

puce Sepsis correspondante. 

d) Incuber à 51°C pendant 8 minutes. 

e) Activez la pompe pour éliminer les produits de la PCR (assurez-vous que la pompe est active 

pendant au moins 30 secondes). 

f) Laver 3x 300 µl avec le réactif A (51°C). 

g) Réglez la température à 29°C. 

h) Bloquez les membranes pendant au moins 5 minutes avec 300 µl de réactif B (solution de blocage). 

i) Lorsque la température atteint 29°C, activez la pompe pour retirer le réactif B. 

j) Ajouter 300 µl de réactif C (complexe alcalin streptavidine-phosphatase) et incuber pendant 5 

min à 29°C. 

k) Activez la pompe pour retirer le réactif C. 

l) Réglez la température à 36°C. 

m) Laver les membranes 4x 300 µl avec le réactif D (solution de lavage I). 

n) Développer les membranes en ajoutant 300 µl de réactif E (solution de développement) et 

incuber pendant 10 min à 36°C. 

o) Activez la pompe pour retirer le réactif E. 

p) Laver les membranes avec 2x 300 µl de réactif F (solution de lavage II). 

q) Activez la pompe pour retirer le réactif. 

r) Capturez l'image de la membrane et analysez le résultat en suivant les instructions du manuel 
d'utilisation                  du HS12. 
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B. Pour le kit de puces Sepsis à flux direct (Auto, ref : MAD-003936M-HS24) dans la plateforme HS24 : 

 
L'ensemble du processus d'hybridation est réalisé automatiquement dans la plateforme hybriSpot 24 

(HS24). La gestion des échantillons, la capture d'images, l'analyse des résultats et le rapport sont effectués à 

l'aide du logiciel  hybriSoft. 

Avant de commencer le processus                                 d'hybridation : 

 
1. Configurez l'instrument en suivant les instructions du manuel d'utilisation (fourni avec l'équipement). 

2. Dénaturer les produits PCR en les chauffant à 95 °C pendant 8-10 minutes dans un thermocycleur 

ou un bloc chauffant et refroidir rapidement dans la glace pendant au moins 2 minutes. 

3. Suivez les instructions fournies dans le manuel utilisateur de l'instrument pour effectuer les                                                                                                                                                                           
e           n                 t            r              é                e                  s                                   d            e                                   d                o             n             n                 é                e                s                                          é                  c                h                a                 n                  t                 i                l                   i l                o             n                 s. 

4. Placez les échantillons amplifiés précédemment dénaturés, les puces Sepsis et les réactifs dans 

leurs positions correspondantes dans hybriSpot 24. 

5. Une fois que tous les réactifs d'hybridation, les échantillons et les puces ont été correctement 

placés dans l'instrument, appuyez sur le bouton start dans la fenêtre hS Control pour démarrer le 

protocole. 

 
 

9 PROCÉDURE D'ANALYSE DE LA PLATEFORME HS12 PCR AUTO 
 

Les processus d'amplification par PCR et d'hybridation sont réalisés automatiquement dans la plateforme 

HS12 PCR AUTO. 

Le traitement des échantillons, la capture des images et l'analyse des résultats sont effectués par le 
logiciel hybriSoft. 

Avant de commencer le processus, il est recommandé de lire attentivement le manuel d'utilisation (inclus 

dans l'équipement HS12a) et de suivre les instructions pour placer les barrettes de tubes, les puces et les 

réactifs d'hybridation dans l'instrument. 

 

Procédure : 

1. Prendre un tube de PCR multiplex Mix1 et Mix2 contenant le mélange PCR lyophilisé pour chaque 

échantillon à analyser. 

2. Ajouter les échantillons d'ADN dans un tube PCR en suivant les instructions décrites dans la section 
8.1. 

3. Homogénéiser le mélange par pipetage et centrifuger pendant quelques secondes. 

4. Si le nombre d'échantillons à analyser est inférieur ou supérieur à 8, les tubes nécessaires peuvent 

être séparés de la barrette sans qu'il soit nécessaire d'utiliser des barrettes complètes. Le reste de 

la barrette de tubes lyophilisés qui ne sera pas utilisé à ce moment-là doit être conservé pendant 

une semaine maximum à 4 °C dans son emballage d'origine. 

5. Suivez les instructions du manuel pour placer les barrettes de tubes, les puces et les réactifs 

d'hybridation dans l'instrument et démarrer le processus. 
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10 PROCÉDURE DE CONTRÔLE DE LA QUALITÉ 
 

Le kit de puces Sepsis à flux direct dispose de plusieurs contrôles pour surveiller la qualité des résultats. 

SPOTS CONTRÔLE POSITION INTERPRÉTATION 

B Contrôle de l'hybridation 1A-1B-2K-6F-10A 5 positions sont justes 

CI Contrôle de l’amplification exogène 1C-6G 0, 1 ou 2 positions sont 
correctes 

BG Contrôle de l'amplification                              endogène 1D-6H 0, 1 ou 2 positions sont 
correctes 

Tableau 11 : Sondes de contrôle incluses dans les puces Sepsis. 
 

Contrôle d'hybridation : Après l'hybridation, un signal intense doit apparaître dans les cinq positions du 
contrôle d'hybridation (B), indiquant que le processus d'hybridation a fonctionné correctement. Ce signal 
indique que les réactifs d'hybridation et de développement ont fonctionné correctement. Si aucun signal 
n'apparaît, cela signifie qu'il y a eu une erreur pendant le processus d'hybridation ou que les réactifs 
d'hybridation n'ont pas été utilisés correctement. De plus, ces signaux permettent au logiciel d'orienter le 
panneau de sondes pour assurer une analyse correcte. 
 
Contrôle d'amplification exogène (CI) : sonde permettant de détecter l'ADN synthétique inclus dans la 
réaction PCR. Cet ADN est co-amplifié avec le matériel génétique de l'échantillon. Deux signaux positifs 
dans le contrôle d'amplification exogène (CI) indiquent que la PCR a fonctionné correctement. Un résultat 
négatif dans ce contrôle n'invalide pas le résultat de la technique si le contrôle endogène a été 
correctement amplifié et/ou si l'échantillon a été positif pour l'une des cibles incluses dans le panel. 
 
Contrôle d'amplification endogène (BG) : sonde pour la détection de l'ADN du gène de la bêta-globine 
humaine qui est co-amplifié pendant la PCR. Tous les échantillons où l'ADN matrice a été amplifié 
correctement auront un signal positif dans le contrôle d'amplification endogène (BG). Ce signal est une 
indication de la qualité/quantité d'ADN utilisée dans l'amplification. Un signal positif indique que 
l'amplification a fonctionné correctement et que la qualité et la quantité de l'ADN utilisé pour celle-ci ont 
été optimales. L'absence de signal pour ce contrôle indique des erreurs pendant l'amplification, une faible 
qualité/quantité de l'ADN utilisé dans l'amplification ou un manque d'ADN humain dans l'amplification. Ce 
dernier cas peut se produire lorsque le volume de sang dans les hémocultures est trop faible et en tenant 
compte de la dilution qui est faite à l'échantillon pour la PCR. Néanmoins, un résultat négatif pour ce 
contrôle n'invalide pas le résultat de la technique si le contrôle exogène a été amplifié correctement et/ou 
si l'échantillon a été positif pour l'une des cibles incluses dans le panel. 
 
Les échantillons positifs pour certains des agents pathogènes/marqueurs de résistance inclus dans le kit 
doivent donner un signal pour certaines des sondes spécifiques. De plus, les cinq signaux des contrôles 
d'hybridation (B), deux signaux de contrôle d'amplification exogène (CI) et deux signaux de contrôle 
d'amplification endogène (BG), doivent apparaître (tant que l'échantillon contient de l'ADN humain). Si 
aucun signal pour les contrôles d'amplification n'apparaît, mais qu'il apparaît pour les 
pathogènes/marqueurs de résistance, un message d'absence d'ADN humain/de présence d'inhibiteurs de 
PCR est inclus dans le rapport. Dans ce cas, l'utilisateur doit vérifier la qualité des échantillons avant de 
valider le résultat. 

Lorsque les échantillons sont négatifs pour tous les pathogènes/marqueurs de résistance inclus dans le 
kit, ils présentent cinq signaux positifs pour le contrôle d'hybridation (B) et deux signaux pour le contrôle 
d'amplification exogène (CI). Les signaux du contrôle d'amplification endogène (BG) apparaîtront 
également si l'échantillon analysé contient de l'ADN humain. 

L'utilisateur est responsable de la détermination des procédures de contrôle de la qualité appropriées 
pour son laboratoire et de la conformité aux réglementations applicables. 

 

 

 

mailto:master@vitroweb.com
http://www.masterdiagnostica.com/


Vitro S.A. 
Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla 
(Espagne) Tel : +34 954 933 200. vitro@vitro.bio ; www.vitro.bio 

Rev. : 2022/01/04  

 

 

 

11 L'INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 
 

L'interprétation des résultats se fait automatiquement grâce au logiciel d'analyse hybriSoft. Le dessin 

suivant montre la position des sondes dans la puce Sepsis : 

Image 1 : Schéma de la disposition des sondes sur la matrice. Les sondes spécifiques pour l'étude des pathogènes et des gènes de 
résistance et les sondes utilisées comme contrôles d'amplification et d'hybridation sont incluses. Les coordonnées de chacune 
d'entre elles sont également incluses. 

 
"B" : contrôle de l'hybridation 

"CI" : Contrôle de l'amplification exogène 

"BG" : Amplification endogène Contrôle (fragment de ß-Globine humaine) 

"X" : Sondes spécifiques pour chaque bactérie, champignon et marqueur de résistance 

 

Toutes les sondes sont dupliquées afin de garantir la fiabilité de l'analyse automatique des résultats. Le 
contrôle d'hybridation (B) est répété en 5 positions et guide le logiciel pour orienter correctement le 
panneau de sondes pour son analyse ultérieure. 
Le tableau suivant (Tableau 12) montre les types de sondes utilisées et les positions dans lesquelles elles 
ont été repérées sur la puce Sepsis. De même, les éventuels résultats obtenus et leur interprétation 
sont indiqués : 

mailto:master@vitroweb.com
http://www.masterdiagnostica.com/


Vitro S.A. 
Calle Luís Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla 
(Espagne) Tel : +34 954 933 200. vitro@vitro.bio ; www.vitro.bio 

Rev. : 2022/01/04  

 

 

 

Résultats attendus (Organismes/Résistance) ID de la 
sonde 

Sonde/positions (colonne-ligne) 

Sonde B CI BG 

Streptococcus pneumoniae SPNEU 1F-6J 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Streptococcus pyogenes SPYOG 4D-9I 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Stenotrophomonas maltophilia SMALTO 1H-6D 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Candida spp. CAND 1I-6E 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Acinetobacter baumannii ABAU 2B-7F 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Serratia marcescens SMAR/KLEB 2C-7G 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Klebsiella pneumoniae SMAR/KLEB 2C-7G-3D-8I 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Klebsiella pneumoniae KLEB 3D-8I 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Streptococcus agalactiae SAGAL 2D-7H 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Staphylocoques à coagulase négative STAPHYL 2E-7I 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Staphylococcus aureus SA 2F-7J 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Escherichia coli1 ECOLI 2G-7A 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Enterobacteria ENTEROB 2H-7B 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Candida albicans CALB 2J-7D 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Listeria monocytogenes LIS 3A-8F 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Enterococcus ENTEROC 3B-8G 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Pseudomonas aeruginosa PAER 3C-8h 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Streptococcus spp. STREP 3E-8J 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Neisseria meningitidis NEIS 3F-8K 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Proteus spp. PROT/MOR 3G-8E 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

Morganella morganii PROT/MOR 3G-8E-2H-7B 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

GENE DE RESISTANCE METHICILLINE mecA mecA 3I-8C 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

GENE DE RESISTANCE VANCOMYCINE vanA vanA 3J-8B 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

GENE DE RESISTANCE VANCOMYCINE vanB vanB 3K-8A 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPÉNÉMASE DE CLASSE A KPC kpc 4A-9E 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

SME CARBAPENEMASE DE CLASSE A sme 4B-9G 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPÉNÉMASE DE CLASSE A NMC/IMI nmc/imi 4C-9H 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

SHV ß-LACTAMASE blaSHV 4E-9J 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CTX-M EXTENDED-SPECTRUM ß-LACTAMASE blaCTX 4F-9K 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

GES DE CARBAPÉNÉMASE DE CLASSE A ges 4G-9B 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CLASSE B CARBAPÉNÉMASE VIM vim 4H-9C 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPÉNÉMASE DE CLASSE B GIM gim 4I-9D 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

SPM CARBAPÉNÉMASE DE CLASSE B spm 5A-9F 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPÉNÉMASE DE CLASSE B NDM ndm 5B-10G 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPÉNÉMASE SIM DE CLASSE B sim 5C-10H 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPENEMASE DE CLASSE B IMP3, 15, 19_like imp3 5D-10I 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPENEMASE DE CLASSE D OXA23_like oxa23 5G-10B 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPENEMASE DE CLASSE D OXA24_like oxa24 5H-10C 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 
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CARBAPENEMASE DE CLASSE D OXA48_like oxa48 5I-10D 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPENEMASE DE CLASSE D OXA51_like oxa51 5J-10E 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

CARBAPENEMASE DE CLASSE D OXA58_like oxa58 5K-10F 1A-1B-2K-6F-10A -- / 1C-6G -- / 1D-6H 

RESULTATS NON VALIDES (Note : Absence de contrôle de 
l'ADN humain. 
Absence de contrôle exogène) 

-- -- 1A-1B-2K-6F-10A -- -- 

SEP négatif (Remarque : absence de contrôle de l'ADN 
humain) 

-- -- 1A-1B-2K-6F-10A 1C-6G -- 

Image non disponible/Image défectueuse/Erreur d'hybridation -- -- -- -- -- 

Tableau 12 : Position des sondes dans la puce Sepsis et interprétation des résultats. 
 

1Le kit de puces Sepsis à flux direct ne permet pas de distinguer Escherichia coli de Shigella spp. Lorsque le patient fait l'objet 

d'une suspicion clinique et que nous obtenons un résultat positif pour E. coli, la possibilité d'une infection à Shigella doit être 

évaluée. 

 

Autres résultats possibles : 
1. Lorsqu'un échantillon est positif pour S. pneumoniae, deux sondes positives peuvent apparaître 

dans la puce, SPNEU : sonde spécifique pour S. pneumoniae et STREP : sonde générique pour les 
espèces du genre Streptococcus. Néanmoins, dans ces cas, nous ne pouvons pas écarter le fait que 
dans l'échantillon il peut y avoir une co-infection de S. pneumoniae avec d'autres Streptococcus 
spp. 
 

2. Lorsqu'un échantillon est positif pour S. agalactiae, deux sondes positives peuvent apparaître dans 
la puce, SAGAL : sonde spécifique pour S. agalactiae et STREP : sonde générique pour les espèces 
du genre Streptococcus. Néanmoins, dans ces cas, nous ne pouvons pas exclure le fait que 
l'échantillon puisse contenir une co-infection de S. agalactiae avec d'autres Streptococcus spp. 

 
3. Lorsqu'un échantillon est positif pour S. pyogenes, deux sondes positives peuvent apparaître dans 

la puce, SPYOG : sonde spécifique pour S. pyogenes et STREP : sonde générique pour les espèces 
du genre Streptococcus. Néanmoins, dans ces cas, nous ne pouvons pas écarter le fait que dans 
l'échantillon il peut y avoir une co-infection de S. pyogenes avec d'autres Streptococcus spp. 

 
4. Lorsqu'un échantillon est positif pour S. aureus, deux sondes positives peuvent apparaître dans la 

puce, SA : sonde spécifique pour S. aureus et STAPHYL : sonde générique pour les espèces du 
genre Staphylococcus. Néanmoins, dans ces cas, nous ne pouvons pas exclure le fait que dans 
l'échantillon il peut y avoir une co-infection de S. aureus avec d'autres Staphylococcus spp. 

 
5. Lorsqu'un signal positif pour la sonde STAPHYL seule, mecA seule ou les deux sondes, apparaît 

dans la puce, l'interprétation la plus probable est le staphylocoque à coagulase négative. 
 

6. Le gène de résistance Oxa51 a été détecté jusqu'à présent uniquement dans : A. baumannii, E. coli 
et P. aeruginosa. Chez Acinetobacter baumannii, ce gène est codé par le chromosome, tandis que 
chez E. coli et P. aeruginosa, le gène de résistance se trouve dans des plasmides. Lorsqu'un 
échantillon est positif pour A. baumannii, deux sondes positives différentes peuvent apparaître 
dans la puce. ABAU : sonde spécifique pour A. baumannii et oxa51 : sonde spécifique pour oxa51. 
Certaines mutations ont été décrites dans la région du 16S dans laquelle la sonde spécifique ABAU 
a été conçue. Par conséquent, si seul un signal positif pour oxa51 est observé dans la puce, sans 
aucun signal pour aucune des sondes spécifiques de A. baumannii, E. coli ou P. aeruginosa ; cela 
pourrait correspondre à une souche d'Acinetobacter baumannii portant une mutation dans cette 
région 16S. Dans ce cas, il est recommandé d'identifier l'agent pathogène par une autre méthode. 
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7. Lorsqu'un échantillon est positif pour K. pneumoniae, E. coli, S. marcescens ou Morganella 

morganii, deux sondes différentes apparaissent dans la puce Sepsis : i) la sonde spécifique à 
chaque bactérie (KLEB, ECOLI, SMAR/KLEB, PROT/MOR) et ii) la sonde générique pour 

Enterobacteriaceae (ENTEROB). La sonde Enterobacteriaceae a été validée pour détecter d'autres 

entérobactéries comme Citrobacter, Salmonella, K. oxytoca et Enterobacter, nous ne pouvons pas 

exclure que, dans un échantillon positif pour K. pneumoniae, E. coli, S. marcescens ou Morganella 

morganii, il puisse y avoir une co- infection possible avec une autre entérobactérie qui est 

reconnue par la sonde. 

 

8. La sonde PROT/MOR peut détecter à la fois Proteus mirabilis et Morganella morganii. La façon de 

distinguer un pathogène de l'autre est que dans un échantillon présentant une infection unique 

avec l'un de ces deux pathogènes, Morganella morganii donnera également un signal positif pour 

la sonde ENTEROB alors que Proteus mirabilis ne le fera pas. Cependant, nous ne pouvons pas 

distinguer un échantillon positif pour Morganella morganii d'un autre échantillon qui présente une 

co-infection avec Proteus et d'autres entérobactéries reconnues par la sonde ENTEROB. 

 

9. La sonde SMAR/KLEB peut détecter à la fois K. pneumoniae et S. marcescens. Dans un échantillon 

présentant une seule infection par l'un de ces deux agents pathogènes, la distinction est possible 

car K. pneumoniae donnera également un signal positif pour la sonde spécifique de K. pneumoniae 

(KLEB), tandis que S. marcescens donnera uniquement le signal pour la sonde SMAR/KLEB. 

Cependant, nous ne pouvons pas distinguer K. pneumoniae d'un échantillon qui présente une co- 

infection avec K. pneumoniae et S. marcescens. 

 

10. La β-lactamase à spectre étroit SHV-1 est présente à une fréquence plus élevée (jusqu'à 80 à 90%) 

dans les souches de Klebsiella pneumoniae. Pour cette raison, lorsqu'un échantillon est positif 

pour K. pneumoniae, il est également positif pour le gène shv. Dans ce cas, la détection du SHV 

n'indique pas nécessairement une preuve phénotypique de la production de β-lactamase à spectre 

étendu. 

 

11. L'existence de traces d'ADN microbien dans les ADN polymérases Taq a été décrite. Étant donné 

que la méthode de détection présente une sensibilité élevée, nous avons parfois pu observer de 

faibles signaux dans la puce de la sonde générique pour Enterobacteriaceae et la sonde pour P. 

aeruginosa (PAER). Il peut également y avoir des signaux faibles pour Staphylococcus spp. et 

Streptococcus spp., probablement causés par la contamination des échantillons, des matériels ou 

des réactifs par ces bactéries pendant leur manipulation. 

 

Les bactériémies sont normalement causées par un seul agent pathogène. Parfois, il est possible de 

détecter deux ou trois micro-organismes dans les échantillons d'hémoculture. Dans ce cas, l'un d'entre eux 

serait l'agent responsable de l'infection, et le ou les autres seraient associés à d'éventuelles 

contaminations lors de la manipulation de l'échantillon de sang. 

Ces sondes génériques ont été testées avec les espèces suivantes : 

 
• La sonde STAPHYL a été validée pour la détection de : 

o S. epidermidis 

o S. haemolyticus 

o S. capitis 
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o S. hominis-hominis 

o S. intermedius 

 
• La sonde ENTEROC a été validée pour la détection de : 

o E. faecalis 

o E. faecium 

 

• La sonde STREP a été validée pour la détection de : 

o S. pasteurianus 

o S. dysgalactiae 
o S. gallolyticus 
o S. macedonicus 
o S. mitis/oralis 

o S. salivarius 

o S. infantarium 

o S. pyogenes 

o S. intermedius 

 

• Autres espèces de Streptococcus testées et NON DÉTECTÉES par la sonde STREP : 

o S. viridans 

o S. anginosus 

o S. parasanguinis 

 

• La sonde ENTEROB a été validée pour la détection de : 

o E. aerogenes 

o E. cloacae 

o K. oxytoca 

o K. pneumoniae 

o Morganella morganii 

o E. coli 

o S. marcescens 

o Citrobacter 

o Salmonella enterica 

 

• La sonde CAND a été validée pour la détection de : 

o C. tropicalis 
o C. parapsilosis 
o C. krusei 

 
Ci-dessous, un exemple dans lequel le cas analysé a été positif pour Klebsiella pneumoniae. 
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12 CARACTÉRISTIQUES DE PERFORMANCE 
 

12.1 Performance analytique dans hybriSpot 12 (HS12) 

 
12.1.1 Répétabilité 

La répétabilité de la méthode a été analysée en testant la méthode au moins sept fois pour chaque 

pathogène inclus dans le panel à deux concentrations différentes. Le test a été effectué par le même 

opérateur, en un seul lieu, le même jour et en utilisant le même lot de réactifs. 

 
Souches Équivalents génome/réaction Nombre de positifs/testés % positif 

Staphylococcus epidermidis 100 7/7 100% 

10 6/7 86% 

Staphylococcus aureus 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Streptococcus pneumoniae 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Streptococcus agalactiae 100 7/7 100% 

50 7/7 100% 

Streptococcus pyogenes 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Listeria monocytogenes 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Enterococcus faecalis 100 7/7 100% 

10 4/7 57% 

Enterococcus faecium 100 7/7 100% 

10 5/7 71% 

Pseudomonas aeruginosa 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Acinetobacter baumannii 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Neisseria meningitidis 500 7/7 100% 

100 5/7 71% 

Stenotrophomonas maltophilia 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Escherichia coli 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Klebsiella pneumoniae 100 7/7 100% 

10 6/7 86% 

Serratia marcescens 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Enterobacter cloacae 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Proteus mirabilis/Morganella 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Candida albicans 100 7/7 100% 

10 7/7 100% 

Tableau 13 : Test de répétabilité pour chacun des pathogènes inclus dans le panel. 
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12.1.2 Reproductibilité 
 

La précision du test a été testée en simulant la variabilité inter-laboratoire en faisant varier à la fois 
l'opérateur (1 et 2), ainsi que le lot de mélange PCR utilisé (SE005 et SE008) et le thermocycleur (Veriti TC- 
13 et Biometra TC-21) pour chaque condition. Neuf des agents pathogènes inclus dans le panel ont été 
testés 8 fois et à deux concentrations différentes en utilisant de l'ADN génomique purifié provenant 
d'isolats cliniques et de 24 échantillons négatifs. Tous les résultats valides ont été inclus pour calculer le 
pourcentage de résultats positifs. Aucun résultat faussement positif n'a été obtenu. Les pourcentages de 
résultats positifs sont indiqués dans le tableau 14. La concordance pour les deux est très bonne, indice de 

kappa de 0,93, écart-type de 0,07 et IC 95% de 0,8-1,07. 
 

Souches GE /réaction Condition 

Laboratoire Positif/Valide % de positivité 

 
E. coli 

10 1 6/8 75 

2 6/8 75 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

P. mirabilis/Morganella 10 1 8/8 100 

2 8/8 100 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

S. pneumoniae 10 1 6/8 75 

2 7/8 87.5 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

S. pyogenes 10 1 7/8 87.5 

2 7/8 87.5 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

L. monocytogenes 10 1 7/8 87.5 

2 6/8 75 

50 1 7/8 87.5 

2 8/8 100 

S. maltophilia 10 1 6/8 75 

2 7/8 87.5 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

P. aeruginosa 10 1 8/8 100 

2 7/8 87.5 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

Staphylocoque 

Coagulase-Négative 

100 1 8/8 100 

2 8/8 100 

S. aureus 10 1 8/8 100 

2 8/8 100 

50 1 8/8 100 

2 8/8 100 

C. albicans 10 1 8/8 100 

2 8/8 100 

Tableau 14 : Test de reproductibilité pour les bactéries incluses dans le panel SEPSIS. 
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12.1.3 Spécificité analytique 

Aucune réaction croisée entre les organismes inclus dans le test n'a été observée, lors de l'analyse à partir 

de 106 GE de chaque souche : 

 
Souches Spécificité 

Staphylocoques à coagulase  négative 100% 

Staphylococcus aureus 100% 

Streptococcus spp. 100% 

Streptococcus pneumoniae 100% 

Streptococcus agalactiae 100% 

Streptococcus pyogenes 100% 

Listeria monocytogenes 100% 

Enterococcus spp. 100% 

Pseudomonas aeruginosa 100% 

Acinetobacter baumannii 100% 

Neisseria meningitidis 100% 

Stenotrophomonas maltophilia 100% 

Escherichia coli 100% 

Klebsiella pneumoniae 100% 

Serratia marcescens 100% 

Enterobacteriaceae 100% 

Proteus spp. /Morganella 100% 

Candida spp. 100% 

Candida albicans 100% 

Tableau 15 : Spécificité de la puce Sepsis à flux direct. 
 

Aucune réaction croisée avec d'autres bactéries, virus et champignons pouvant être présents dans 

l'environnement hospitalier n'a été détectée. Pour le test, nous sommes partis de 106 GE/réaction d'ADN 

génomique pour chaque organisme. 

 
Organism e 

Bactérie Virus Champignons 

Haemophilus influenzae Herpès simplex-1 Cryptococcus neoformans 

Mycobacterium tuberculosis Herpès simplex-2  

Coxiella burnetti Le virus d'Epstein Barr  

Borrelia burgdorferi Virus de la varicelle et du zona  

Treponema pallidum   

Tableau 16 : Spécificité de la puce Sepsis à flux direct. 

 
12.1.4 Sensibilité analytique 

 
La limite de détection a été calculée pour chacun des agents pathogènes analysés. La détermination du 

nombre minimum de copies détectées a été effectuée par des dilutions en série de l'ADN génomique de 

chacune des souches incluses dans le panel avec 5 ng d'ADN génomique humain. Afin de calculer la 

sensibilité et l'IC, chaque échantillon a été répété entre 5 et 14 fois. Toutes les PCR ont été hybridées à 

l'aide de la plateforme hybriSpot 12. Les résultats ont été analysés avec hybriSoft et la valeur établie pour 

considérer les signaux positifs était de 4 (intensité grise). 
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Souches Sonde 
EG/ 

réaction 

Positif/ 

Testé 
Sensibilité 

Confiance 

Intervalle 95 %. 
Spécificité 

Confiance 

Intervalle 95 %. 

 

 
S. epidermidis 

mecA 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.1%-99.9% 

mecA 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.1%-99.9% 

STAPHYL 10 10/14 71% 45.4%-88.3% 100% 98.7%-100% 

STAPHYL 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.7%-100% 

 
 

S. aureus 

SA 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100% 

SA 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100% 

STAPHYL 10 2/14 14% 4%-39.9% 100% 98.7%-100% 

STAPHYL 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.7%-100% 

 

 
S. pneumoniae 

SPNE 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100% 

SPNE 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100% 

STREP 10 13/14 93% 68.5%-98.7% 96%* 93.1%-97.7% 

STREP 100 6/6 100% 61%-100% 96%* 93.1%-97.7% 

S. agalactiae SAGAL 50 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100% 

SAGAL 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100% 

S. pyogenes SPYOG 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100% 

SPYOG 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100% 

 

L. monocytogenes 
LIS 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100% 

LIS 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.6%-100% 

 

E. faecalis 
ENTEROC 10 2/14 14% 4%-39.9% 100% 98.6%-100% 

ENTEROC 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100% 

E. faecium ENTEROC 50 4/6 67% 30%-90.4% 100% 98.6%-100% 

ENTEROC 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100% 

 

P. aeruginosa 
PAER 10 14/14 100% 78.5%-100% 97%** 94.3%-98.3% 

PAER 100 6/6 100% 61%-100% 97%** 94.3%-98.3% 

 

A. baumannii 
ABAU 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.9%-100% 

ABAU 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.9%-100% 

 

N. meningitidis 
NEIS 100 8/10 80% 49%-94.3% 100% 98.8%-100% 

NEIS 500 10/10 100% 74.2%-100% 100% 98.8%-100% 

 

S. maltophilia 
SMALTO 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100% 

SMALTO 100 5/5 100% 56.5%-100% 100% 98.8%-100% 

 

E. coli 
ECOLI 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100% 

ECOLI 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.6%-100% 

 

K. pneumoniae 
KLEB 10 12/14 86% 60.1%-96% 100% 98.6%-100% 

KLEB 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.6%-100% 

 

S. marcescens 
SMAR/KLEB 10 8/8 100% 67.6%-100% 100% 98.8%-100% 

SMAR/KLEB 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100% 

 

E. cloacae 
ENTEROB 10 14/14 100% 78.5%-100% 97%** 94.3%-98.5% 

ENTEROB 100 6/6 100% 61%-100% 97%** 94.3%-98.5% 

 

P. mirabilis/Morganella 
PROT/MOR 10 17/17 100% 81.6%-100% 100% 98.8%-100% 

PROT/MOR 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100% 

 
 

C. albicans 

CALB 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.9%-100% 

CALB 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.9%-100% 

CAND 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.9%-100% 

CAND 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.9%-100% 

Tableau 17 : Sensibilité analytique (LoD) : nombre d'équivalents génomiques donnant des résultats positifs dans 100% des réplicats, en 

analysant avec le logiciel hybriSoft et un seuil de positivité de 4. 
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* La sonde de Streptococcus spp. montre une spécificité de 96% par contamination avec des quantités minimes de Streptococcus 

spp. lors de la manipulation des échantillons, des réactifs ou des plastiques. 

**Les sondes PAER et ENTEROB présentent une spécificité de 97% due à la présence de traces d'ADN microbien dans les 

polymérases thermostables commerciales. On pense que la source de contamination bactérienne peut être n'importe quelle 

étape du processus de purification ou n'importe quel réactif ajouté à l'enzyme. Après avoir effectué des alignements de trois Taq 

polymérases, il a été observé que l'ADN contaminant présente une homologie avec des espèces de Pseudomonas et d'autres 

phytobactéries, Escherichia coli, Salmonella et Shigella. (Spangler et al 2009. PLoS ONE, 4(9) : e7010). 

 

12.2 Performance analytique dans hybriSpot 24 
 

La performance et la robustesse du kit de puces Sepsis à flux direct dans l'équipement automatique HS24 

ont été validées par l'analyse des concentrations limites de fragments synthétiques des principaux 

pathogènes responsables d'infections nosocomiales humaines inclus dans le panel. Cette validation 

montre la reproductibilité des résultats entre les positions 1 et 24 de l'équipement HS24 et la 

reproductibilité des résultats avec différents programmes pour différents nombres d'échantillons. 

 

12.2.1 Reproductibilité des résultats dans les programmes pour un nombre différent d'échantillons 

Des réplicats d'un échantillon positif contenant un nombre de copies limites d'E. coli (10 GE/réaction) ont été 

réalisés. Ces répliques ont été placées dans différentes positions de la chambre de réaction de l'équipement 

HS24 et quatre protocoles différents ont été évalués : 

▪ Protocole pour 2 échantillons (2 réplicats) 

▪ Protocole pour 6 échantillons (2 réplicats) 

▪ Protocole pour 12 échantillons (3 réplicats) 

▪ Protocole pour 15 échantillons (4 réplicats) 

▪ Protocole pour 24 échantillons (5 réplicats) 

Les résultats ont été analysés automatiquement avec hybriSoft et aucune différence entre les différentes 

positions de la chambre de réaction ou entre les protocoles utilisés n'a été détectée. 

12.2.2 Reproductibilité des résultats dans différentes positions d'hybridation dans HS24 

Douze à vingt-deux réplicats ont été testés pour différents pathogènes, placées dans différentes positions 

des deux chambres de réaction du HS24, en plusieurs passages et avec le protocole pour 24 échantillons. 

Les résultats ont été analysés automatiquement avec hybriSoft, montrant un pourcentage de 

reproductibilité de 100% pour tous les échantillons analysés dans différentes positions, sauf pour un 

réplicat de Klebsiella pneumoniae, pour laquelle la reproductibilité était de 95,5%. 
 

Bactérie GE/réaction Positif/testé Différences entre 
postes 

S. aureus 10 12/12 Non 

S. pneumoniae 10 12/12 Non 

S. agalactiae 50 12/12 Non 

S. pyogenes 10 12/12 Non 

A. baumannii 10 12/12 Non 

K. pneumoniae 100 21/22 Léger 

P. mirabilis/Morganella 10 12/12 Non 

C. albicans 10 12/12 Non 

P. aeruginosa 10 12/12 Non 

S. epidermidis 100 12/12 Non 

E. coli 10 12/12 Non 

Tableau 18 : Reproductibilité de la puce Sepsis à flux direct dans HS24. Les résultats ont été analysés automatiquement avec hybriSoft et un 

seuil de positivité de 4. 
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12.3 Performance analytique dans hybriSpot 12 PCR AUTO (HS12a) 

La performance et la robustesse des puces Sepsis à flux direct ont été validées dans la plateforme 

automatique HS12a en analysant les concentrations limites de fragments d'ADN synthétique de tous les 

pathogènes inclus dans le panel. Cette validation prouve également la reproductibilité des résultats avec 

différents programmes pour un nombre différent d'échantillons. 

 

- Reproductibilité des résultats dans les programmes pour un nombre différent d'échantillons 

 
Des réplicats d'échantillons positifs contenant plusieurs marqueurs de résistance à des concentrations 

limites ont été réalisées. Ces réplicats ont été placés dans différentes positions de la chambre de réaction 

du système HS12a et différents protocoles ont été évalués : 

▪ Protocole pour 2 échantillons (2 réplicats) 

▪ Protocole pour 12 échantillons (3 réplicats) 

 
Les résultats ont été analysés automatiquement avec hybriSoft et les différences d'intensité entre les 

différentes positions de la chambre de réaction ou le protocole utilisé sont acceptables. 

 
- Vérification de la sensibilité analytique 

 
Pour ce test, 3 réplicats de chaque pathogène du panel à une concentration limite ont été réalisées. Les 

processus d'amplification et d'hybridation ont été réalisés dans différentes positions de l'équipement pour 

les différentes cibles. 

L'ensemble du processus a été réalisé automatiquement dans deux instruments HS12a différents, et les 

résultats ont été analysés avec hybriSoft. 

 
Souches Sonde 

EG/ 

réaction 

Positif/ 

Testé 

 
S. epidermidis 

mecA 100 3/3 

STAPHYL 100 3/3 

S. aureus 
SA 10 3/3 

S. pneumoniae SPNE 10 3/3 

S. agalactiae 
SAGAL 50 3/3 

S. pyogenes 
SPYOG 10 3/3 

L. monocytogenes LIS 10 3/3 

E. faecalis ENTEROC 100 3/3 

E. faecium 
ENTEROC 100 3/3 

P. aeruginosa PAER 10 3/3 

A. baumannii ABAU 10 3/3 

N. meningitidis NEIS 500 3/3 

S. maltophilia SMALTO 10 3/3 

E. coli ECOLI 10 3/3 

K. pneumoniae KLEB 100 3/3 

S. marcescens SMAR/KLEB 10 3/3 
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E. cloacae ENTEROB 10 3/3 

P. mirabilis/Morganella PROT/MOR 10 3/3 

C. albicans 
CALB 10 3/3 

CAND 10 3/3 

Tableau 19 : Reproductibilité des puces Sepsis à flux direct dans HS12a. Les résultats ont été analysés automatiquement avec hybriSoft en 

établissant une valeur seuil de positivité de 4. 

 
12.4 Performance clinique 

 
12.4.1 Spécificité et sensibilité cliniques des hémocultures 

Cent quatre-vingt-seize échantillons d'hémocultures (168 positifs et 28 négatifs) qui ont été 

précédemment analysés avec une méthode de référence phénotypique, ont été analysés avec le kit de 

puces Sepsis à flux direct dans une étude rétrospective. La spécificité diagnostique est exprimée en 

pourcentage (fraction numérique multipliée par cent), calculée comme suit : 100 x le nombre de valeurs 

négatives vraies (TN) divisé par la somme du nombre de valeurs négatives vraies (TN) plus le nombre de 

valeurs faussement positives (FP), ou 100 × TN/ (TN + FP). La sensibilité diagnostique est exprimée en 

pourcentage (fraction numérique multipliée par cent), calculée comme suit : 100 × le nombre de valeurs 

positives vraies (TP) divisé par la somme du nombre de valeurs positives vraies (TP) plus le nombre de 

valeurs faussement négatives (FN), ou 100 × TP/ (TP + FN). 

 
Souches TN FP TP FN Spécificité 

Diagnostique 

Sensibilité 

Diagnostique 

Staphylocoque à coagulase négative 144 0 51 1 100% 98% 

Staphylococcus aureus 185 0 11 0 100% 100% 

mecA 156 0 40 0 100% 100% 

Streptococcus spp. 190 0 6 0 100% 100% 

Streptococcus pneumoniae 192 0 4 0 100% 100% 

Streptococcus agalactiae 196 0 0 0 100% NT 

Streptococcus pyogenes 194 0 2 0 100% 100% 

Listeria monocytogenes 196 0 0 0 100% NT 

Enterococcus spp. 184 0 12 0 100% 100% 

Pseudomonas aeruginosa 192 0 4 0 100% 100% 

Acinetobacter baumannii 190 0 6 0 100% 100% 

Neisseria meningitidis 196 0 0 0 100% NT 

Stenotrophomonas maltophilia 195 0 1 0 100% 100% 

Escherichia coli 145 0 51 0 100% 100% 

Klebsiella pneumoniae 189 0 7 0 100% 100% 

blaCTX-M 191 0 5 0 100% 100% 

blaSHV 188 0 8 0 100% 100% 

Serratia marcescens 194 0 2 0 100% 100% 

Enterobacteriaceae 185 0 11 0 100% 100% 

Proteus mirabilis 193 0 3 0 100% 100% 

Morganella morganii 194 1 2 0 99.5% 100% 

Candida spp. 196 0 0 0 100% NT 

Candida albicans 190 0 6 0 100% 100% 

Tableau 20 : Spécificité et sensibilité diagnostiques des puces Sepsis à flux direct dans les échantillons d'hémoculture. NT : 
Non testé. 
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12.4.2 Identification des mécanismes de résistance avec les puces Sepsis à flux direct 

Pour évaluer la détection de la totalité des gènes de résistance inclus dans le panel, une collection de 217 

isolats cliniques, préalablement caractérisés par des méthodes phénotypiques et moléculaires standard, 

ont été analysées. Ceux-ci étaient porteurs de tous les marqueurs de résistance aux antibiotiques inclus 

dans le panel de détection du kit de puces Sepsis à flux direct. Les isolats cliniques avaient été collectés 

entre 2011 et 2015, et l'origine de l'isolement correspondait à des échantillons rectaux ou des 

hémocultures. Différentes souches de l'ATCC (n=6) ont été incluses comme contrôles négatifs. 

 
Sur un total de 217 échantillons, le kit a correctement identifié toutes les souches bactériennes. En ce qui 

concerne les résistances, il a correctement détecté 31 des 31 souches Gram positives avec différents 

marqueurs de résistance et 28 des 28 souches Gram négatives porteuses de blaCTX-M et/ou blaSHV. Parmi 

les autres souches Gram négatives porteuses de carbapénémases, le kit en a détecté 157 sur un total de 

158 (tableau 21). La seule souche qui n'a pas été détectée était une souche de Klebsiella pneumoniae avec 

le gène IMP. Lors du séquençage de ce gène, nous avons vérifié qu'il s'agissait de l'allèle imp-4, qui n'est 

pas inclus dans le panel de détection du kit. Aucun résultat faux positif n'a été obtenu. La méthode de 

puces Sepsis à flux direct a montré une sensibilité et une spécificité de 100% dans une collection d'isolats 

cliniques contenant tous les marqueurs de résistance aux antibiotiques couverts par le kit. 

 
 
 

 
Marqueurs de résistance testés 

 
Résultats avec le kit SFC 

Souches gram positives testées 

vanA Enterococcus spp. vanA (1) 

vanB Enterococcus spp. vanB (2) 

mecA S. aureus mecA (3), Staphylococcus CoNS (25) 

Souches gram négatives testées 

CTX-M E. coli (20) 

SHV K. pneumoniae (5), E. coli (2) 

CTX-M + SHV E. coli (1) 

KPC + SHV K. pneumoniae (1) 

PME S. marcescens (2) 

NMC E. asburiae (1), E. cloacae (1) 

GES A. baumannii (2), E. coli (1) 

IMP + OXA-51 A. baumannii (1) 

IMP + SHV K. pneumoniae (2) 

IMP K. oxytoca (1), P. aeruginosa (1) 

VIM + CTX-M E. cloacae (1) 

 

VIM 
K. pneumoniae VIM (13), E. coli VIM (2), P. 
aeruginosa VIM (63), E. cloacae (9), K. oxytoca (5) 

SPM P. aeruginosa (2) 

SIM A. baumannii (1) 

NDM E. coli (2) 

OXA-23 + OXA-51 A. baumannii (1) 

OXA-24 + OXA-51 A. baumannii (2) 

OXA-48 K. pneumoniae (21), E. coli (2) 
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OXA-51 A. baumannii (9) 

OXA-58 A. baumannii (1) 

OXA-58 + OXA-51 A. baumannii (11) 

Échantillons de contrôle négatif 

 
Absence de gènes de résistance aux 
antibiotiques 

ATCC 12401, ATCC 29213, ATCC 35659, ATCC 
49619, ATCC BAA-751 et ATCC 25922 

Tableau 21 : Gènes de résistance aux antibiotiques identifiés avec les puce Sepsis à flux direct. 

 
12.4.3 Spécificité et sensibilité cliniques dans les exsudats rectaux 

Un total de 73 exsudats rectaux (34 positifs et 39 négatifs), qui avaient été précédemment analysés avec 

des méthodes de référence phénotypiques et moléculaires pour la détection des bêtalactamases et des 

carbapénémases à spectre étendu, ont été analysés dans une étude rétrospective. 

La spécificité et la sensibilité cliniques du kit de puces Sepsis à flux direct ont été déterminées selon les 

formules décrites dans la section 11.3.1. 

 

 Méthodes de référence 

Kit de puces Sepsis à 
flux direct 

 

Absent 

 

Présent 

 

Total 

Test positif 2 34 36 

Test négatif 39 0 39 

Total 41 34 75 

 
 Valeur 

estimée 

Intervalle de confiance 95 

Limite 
inférieure 

Limite 
supérieure 

Sensibilité 1 0.873 1 

Spécificité * 0.951* 0.822 0.991 

Tableau 22 : Spécificité et sensibilité diagnostiques des puces Sepsis à flux direct dans les échantillons d'exsudats rectaux. 

 
*La spécificité clinique est de 95,1% en raison de la détection de deux faux positifs pour le SHV à large spectre correspondant au 

gène codé par le chromosome dans les souches de K. pneumoniae qui ne confère pas de résistance aux bétalactamiques à spectre 

étendu. 

 

12.4.4 Validation du kit de puces Sepsis à flux direct pour son utilisation en PCR directe à partir de colonies 

Le kit de puces Sepsis à flux direct a été validé pour son utilisation en partant directement de suspensions 

cellulaires. Pour cela, un total de 40 colonies d'isolats cliniques ont été testées provenant de 7 hôpitaux 

espagnols (H. Carlos Haya, H. Valle Hebrón, H. Virgen del Rocío, H. Donostia, H. Virgen de las Nieves, HUCA 

et H. San Pedro). Les différents micro-organismes testés ne contenaient pas de marqueurs de résistance 

aux antibiotiques ou étaient porteurs d'un ou plusieurs gènes de résistance. Différents lots de kits ont été 

utilisés dans les différents hôpitaux pour la validation : Lot SEP011, Lot SEP012, Lot SEP014, Lot SEP015 et 

Lot SEP016. Les thermocycleurs utilisés étaient ceux qui sont couramment utilisés dans l'hôpital, 

principalement différents modèles d'Applied Biosystems (Veriti, GeneAMP® PCR System). 

En suivant le protocole de PCR directe à partir de la colonie (section 7.3), le kit de puces Sepsis à flux direct 

a correctement détecté 100% des genres bactériens présents dans tous les isolats cliniques (n=40). En ce 

qui concerne la résistance aux antibiotiques, le kit a correctement détecté 58 de nos 59 gènes. Le gène qui 

n'a pas été détecté est le blaTEM, la raison en est qu'il s'agit d'un marqueur qui n'est pas inclus dans le 

panel de détection du kit. 
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Souches testées et marqueurs de 
résistance 

Résultats avec le kit de puces Sepsis à flux direct 

Enterococcus spp. (1) Enterococcus spp. (1) 

Streptococcus pneumoniae (1) Streptococcus spp. et Streptococcus pneumoniae (1) 

Candida albicans (1) Candida spp., Candida albicans (1) 

Klebsiella pneumoniae, SHV (3) 
Klebsiella pneumoniae, SHV (2) 
Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV (1) 

Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M (6) Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M (6) 

Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, Oxa48 (1) Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, Oxa48 (1) 

Klebsiella pneumoniae, SHV, Oxa48 (2) Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV, Oxa48 (2) 

 
Klebsiella pneumoniae, SHV, VIM (3) 

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV, VIM, GES (1) 
Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV, VIM (2) 

Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, VIM (1) Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, VIM (1) 

Klebsiella pneumoniae, SHV, KPC (2) Klebsiella pneumoniae, SHV, KPC (2) 

Klebsiella pneumoniae, BLEE (1) Enterobacteriaceae, IMP19 (1) 

Enterobacteria, CTX-M (1) Morganella morganii, CTX-M (1) 

P. aeruginosa (1) P. aeruginosa (1) 

P. aeruginosa, VIM (1) P. aeruginosa, VIM (1) 

Proteus mirabilis, CTX-M-32 (1) Proteus, CTX-M (1) 

Salmonella enterica, CTX-M-10 (1) Enterobacteriaceae, CTX-M (1) 

Salmonella enterica, SHV-12 (1) Enterobacteriaceae, SHV (1) 

Enterobacter cloacae, CTX-M-15 (1) Enterobacteriaceae, CTX-M (1) 

Enterobacter cloacae, Oxa48 (1) Enterobacteriaceae, Oxa48 (1) 

Enterobacter cloacae, CTX-M-15, Oxa48 (1) Enterobacteriaceae, CTX-M, Oxa48, GES (1) 

E. coli, TEM (1) E. coli, Enterobacteriaceae (1) 

E. coli, Oxa48 (2) E. coli, Oxa48 (2) 

E. coli, CTX-M (2) E. coli, Enterobacteriaceae, CTX-M (2) 

E. coli, CTX-M, Oxa48 (1) E. coli, Enterobacteriaceae, CTX-M, Oxa48 (1) 

E. coli, SIM, Oxa48 (1) E. coli, SIM, Oxa48 (1) 

E. coli, SHV, KPC, VIM (1) E. coli, Enterobacteriaceae, SHV, KPC, VIM (1) 

Acinetobacter, Oxa23, oxa51 (1) Acinetobacter, Oxa23, oxa51 (1) 

Tableau 23 : Isolats cliniques identifiés avec le kit de puces Sepsis à flux direct en PCR directe à partir de colonies. 

 

13 LIMITES 

Utilisation d'échantillons inappropriés : la méthode a été validée avec des échantillons dilués 

d'hémocultures, du matériel génétique purifié provenant d'exsudats rectaux, des échantillons dilués 

d'exsudats rectaux et de colonies (voir section 7). L'analyse de tout autre type d'échantillon non indiqué 

peut conduire à des résultats erronés ou non concluants en raison de l'inhibition de la PCR par des agents 

chimiques inhibiteurs. 
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14 PROBLÈMES ET SOLUTIONS 

 
Problème Causes Solutions 

 
 
 
 
 

Aucun signal n'est observé/ 

Il n'y a pas de signal d'hybridation 

Erreur dans le protocole d'hybridation 
 
 
 
 
 

Les réactifs d'hybridation sont périmés ou 

n'ont pas été stockés correctement. 

 

 
Dégradation possible de l'ADN des puces 
pendant le processus de décontamination de 
la surface et du matériel. 

Vérifiez que tous les réactifs d'hybridation ont 

été ajoutés dans le bon ordre (plateforme 

manuelle). Vérifiez la performance de 

l'équipement (plateforme automatique). 

Répétez le test. 

Vérifiez la date de péremption et les conditions 

de stockage des réactifs et des puces. Répétez le 

test. 

 

 
Nettoyer les chambres de réaction avec de l'eau 
distillée en abondance. Répétez le test. 

Présence de résistances  dans le contrôle 

 négatif 

Problèmes de contamination dans les zones 
pré-PCR ou post-PCR. 

Décontaminez (eau de Javel à 1%) les zones de 
travail et répétez le test. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Il n'y a pas de signal d'amplification contrôle 
exogène 

Problèmes dans les amplifications par PCR. 
 
 
 
 
 

Présence d'inhibiteurs de PCR dans l'échantillon 
testé. 

Vérifiez que le programme du thermocycleur est 

le bon, que le masterMix PCR a été préparé 

correctement et que les réactifs PCR sont 

correctement stockés. Répétez le test. 

 

Si l'échantillon de départ correspond à une 

dilution au 1:50 d'une suspension d'exsudat 

rectal, il est recommandé de diluer au 1:2 à 

partir de la dilution au 1:50 ou de purifier l'ADN 

de la suspension initiale (0,5 ml) avec l'un des 

systèmes d'extraction validés (voir Préparation 

des échantillons dans la section 7). 

Si l'on part de l'ADN purifié, vérifier que le 

système d'extraction du matériel génétique 

utilisé fonctionne correctement, y compris un 

contrôle d'extraction. 

 
 
 

Il n'y a pas de signal d'amplification contrôle 
endogène 

Quantité insuffisante d'ADN humain dans 

l'échantillon testé. 

 

 
Présence d'inhibiteurs de PCR dans l'échantillon 
testé. 

Répétez la PCR en augmentant la quantité de 

l'échantillon de départ ou en diminuant la 

dilution initiale de l'échantillon. Dans tous les 

cas, lorsqu'il s'agit d'échantillons d'exsudats 

rectaux, ne pas utiliser de dilutions inférieures 

aux dilutions 1:50. 

 
 
 
 
 
 
 

Signaux faibles dans l'hybridation 

Réactifs PCR et/ou hybridation périmés ou 

stockés de manière incorrecte. 

 
Erreur dans le protocole d'hybridation. 

 

 
Le produit PCR n'a pas été correctement 

dénaturé avant l'hybridation. 

 
Faible qualité/quantité de l'ADN utilisé. 

Vérifiez la date de péremption des réactifs, le 

stockage du mélange PCR et des réactifs. 

 
Vérifiez les températures et les temps 

d'hybridation et contrôlez les performances de 

l'équipement hybriSpot. 

 
Vérifiez que la dénaturation a été effectuée 

correctement. Répétez le test. 

 
Augmenter la quantité d'échantillon d'ADN de 
départ. Vérifier le bon fonctionnement du 
système d'extraction des acides nucléiques utilisé. 
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16 SYMBOLES D'ÉTIQUETTES ET DE BOÎTES 
 
 

 

 Produit de santé pour le diagnostic in vitro. 

 

 
Date d'expiration 

 

 
Numéro de catalogue 

 

 
Limite de température 

 

 
Code du lot 

 

 
Fabricant 

 

 Se référer aux instructions d'utilisation 
 

 
Contenu suffisant pour <n>essais 

 

 
Fiche de données de sécurité 

 

 
 

17 GLOSSAIRE 
 

ADN : acide désoxyribonucléique  

PCR : Réaction en chaîne par                         polymérase 

HS12 : hybriSpot 12 (plateforme manuelle)  

HS24 : hybriSpot 24 (plateforme automatique) 

HS12a : hybriSpot 12 PCR AUTO (plateforme automatique) 

NBT-BCIP : chlorure de nitro bleu tétrazolium 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 

MgCl2 : chlorure de magnésium 

dNTPs : désoxynucléotide triphosphate 

DNases : Désoxyribonucléase  

RNases : ribonucléases 

dUTP : désoxyuridine triphosphate 
CDC : Centres américains de contrôle et de prévention                                    des maladies  

GE : Équivalents génomiques 

TP : vrais positifs  
TN : vrais négatifs  
FP : faux positifs  
FN : faux négatifs 

ATCC : American Type Culture Collection  

SFC : Sepsis Flow Chip (puce Sepsis à flux direct) 
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18 CHANGELOG 
 

Date Description 

 
2022-01-04 

• Inclusion de la section changelog 

• Inclusion de l'explication du pictogramme de la fiche de sécurité 
• La température ambiante est modifiée dans la section 5 
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