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RESULTATS 
 

1. Mise au point et évaluation des performances de la dPCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Corrélation dPCR / NGS sur prélèvements cliniques 

- Résultats NGS et dPCR comparables. 

- Confirmation par dPCR de l’émergence in vivo d’une sous-population résistante aux FQ chez 1 patient : passage d’une 

proportion de 0.38% de mutants gyrA T83I à 99,67% en 5 jours de traitement par FQ. 
 

3. Analyse de 38 prélèvements respiratoires de patients atteints de légionellose  

Faibles proportions de mutants gyrA T83I (0,13% à 1,13%) détectées dans 4 (10,5%) échantillons provenant de 3 (13,0%) 

patients. 
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Application de la PCR digitale à la détection et 
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OBJECTIF 
 

Développer une technique de dPCR permettant la détection et la quantification de sous-populations de L. pneumophila 

résistantes aux FQ au sein de prélèvements respiratoires. 

Technique Séquençage de Sanger qPCR dPCR 

Résultat 

Détection de séquences 

mutantes pour des mélanges 

de ratio mutant:sauvage 1:1 

Détection de séquences 

mutantes jusqu’à des 

mélanges de ratio 

mutant:sauvage 1:10 

Détection de séquences 

mutantes jusqu’à des 

mélanges de ratio 

mutant:sauvage 1:1000 

Sensibilité 50 % 10 % 0.1 % 

DISCUSSION – CONCLUSION 
 

dPCR = outil puissant, adapté à la détection et à la quantification de sous-populations mutantes.  

 Facilement intégrable dans la routine du laboratoire de bactériologie.   

 Pourrait être utilisée pour détecter et quantifier la résistance aux FQ de L. pneumophila à partir des prélèvements 

respiratoires de patients infectés.  

 Permettrait de détecter les patients à risque d’échec thérapeutique et d’adapter leur antibiothérapie.  

Excellente sensibilité 

de la dPCR ! 

Légionellose 
 

• La légionellose est une pneumopathie potentiellement 

grave. 

• Le traitement (macrolides ou fluoroquinolones (FQ)) est 

instauré sans que la sensibilité de la bactérie soit évaluée 

(recommandations actuelles). 

• Données récentes : des mutations dans le gène de l’ADN 

gyrase (gyrA), responsables de la résistance aux 

fluoroquinolones ont été mises en évidence par 

séquençage de nouvelle génération (NGS) chez 2 patients 

pris en charge au CHUGA1.  

PCR digitale (dPCR) 
 

• Nouvelle technologie de PCR basée sur la partition de 

l’échantillon en milliers de réactions individuelles.  

• Principal avantage : augmentation de la sensibilité  

capacité de détection de mutations rares diluées dans 

des séquences sauvages.  

• Développement de 3 tests de dPCR capables de différencier et 

de quantifier la séquence sauvage et une des 3 mutations de 

gyrA associées à la résistance aux FQ : 248C>T (T83I) / 259G>A 

(D87N) / 259G>C (D87H). 

• Etude de mélanges d’ADN (séquences sauvage et mutantes) en 

différentes proportions (1:1, 1:10, 1:100, 1:500 et 1:1000). 

• Comparaison de la sensibilité de la dPCR à celles du 

séquençage Sanger et de la PCR en temps réel (qPCR). 

1. Mise au point et évaluation des performances 

de la dPCR  •  Prélèvements respiratoires de 6 patients atteints de 

légionellose et préalablement analysés par NGS. 

• Résultats de NGS : 1 patient avec 85% de mutants T83I 

après 5 jours de traitement par FQ. 

 Ré-analyse par dPCR (essai T83I).  

2. Corrélation dPCR / NGS sur prélèvements 

cliniques 

• 38 prélèvements respiratoires provenant de 23 patients  

 Analyse par dPCR (essai T83I).   

3. Analyse de prélèvements respiratoires de 

patients atteints de légionellose 

Principe de la dPCR2 

Sanger 
qPCR 

dPCR 

Pas 

d’amplification 
Séquences 

sauvages 

Séquences 

sauvages + 

mutantes 

Séquences 

mutantes 

Les étapes de réalisation d’une dPCR 
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