
LABORATOIRE PRATIQUE

28 SPECTRA BIOLOGIE n° 150 • Janvier-février-mars 2006

Ba
ct
ér
iol
og
ie

Nadège BOURGEOIS-NICOLAOS*, ** et Florence DOUCETPOPULAIRE *, ***

*Laboratoire de Microbiologie - UFR de Sciences Pharmaceutiques et Biologiques - Université René Descartes - 4 avenue de l’observatoire - 75006 Paris
Tél. : 01 53 73 97 39 - E-mail : fl orence.doucet-populaire@univ-paris5.fr
**Laboratoire de bactériologie - CHU Xavier Bichat-Claude Bernard - 46 rue Henri Huchard - 75018 Paris  - Tél. : 01 40 25 85 04 

E-mail : nadege.bourgeois@bch.ap-hop-paris.fr
*** Laboratoire de Microbiologie - CH Versailles - 177 rue de Versailles - 78157 Le Chesnay cedex - Tél. :  0 1 39 63  91 07 - E-mail :  fdoucet@ch-versailles.fr

Intérêt de la PCR en temps réel 
dans le diagnostic biologique 
de la coqueluche
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RÉSUMÉ
Avec l’introduction de la vaccination généralisée, l’épidémiologie de la coqueluche en France s’est 

modifi ée. Une résurgence de la maladie est observée chez les nourrissons non vaccinés contaminés 

par des adolescents ou des adultes de leur entourage présentant des symptômes atypiques. Afi n de 

pouvoir bénéfi cier d’un diagnostic bactériologique précoce dans ce contexte épidémiologique, des 

techniques d’amplifi cation génique se sont développées, avec notamment l’utilisation récente de la 

PCR en temps réel. La PCR en temps réel par sa sensibilité, sa spécifi cité et sa rapidité off re au clinicien 

un outil performant pour le diagnostic d’infection à Bordetella pertussis. La culture  doit être réalisée en 

parallèle avec la PCR afi n de suivre la sensibilité aux antibiotiques de B. pertussis et l’analyse de l’évolution 

antigénique des souches.  

MOTS CLÉS
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Real-time PCR interest in diagnosis of whooping cough
SUMMARY

Following generalized vaccination whooping cough epidemiology has been modifi ed in France. Resurgence of the 
disease, very often clinically atypical is currently observed in non-vaccinated infants contaminated by adults. This 
resurgence convinced us to develop DNA amplifi cation assay to detect Bordetella pertussis in nasopharyngeal 
secretions, especially real time PCR. Real Time PCR due to its sensibility, its specifi city and its rapidity, offers to the 
clinician a powerful tool for the diagnosis of whooping cough. Nevertheless, the culture must be associated with 
PCR, in order to follow the epidemiology and it’s the antibiotic susceptibility of B. pertussis.  
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I - Introduction
La coqueluche est une infection bactérienne des 
voies respiratoires, hautement contagieuse, dont 
l’agent pathogène essentiel est Bordetella pertussis.  
Depuis 1966, date de la généralisation de la vacci-
nation, une remarquable régression de la morbidité 
et de la mortalité coquelucheuses ont été observées 
en France, mettant en évidence l’excellente effi  ca-
cité du vaccin combiné cellulaire (1). Depuis 1985 
cependant, une recrudescence de la coqueluche est 

observée aussi bien en Europe qu’en Amérique du 
Nord (2). La raison retenue est une perte progres-
sive de l’immunité vaccinale, liée à l’absence de rap-
pel tardif et une plus grande circulation de la bac-
térie. La coqueluche a été classée par l’OMS parmi 
les maladies ré-émergentes (3) 
Le diagnostic microbiologique de la coqueluche 
par les techniques classiques s’avère délicat, long et 
incertain. Les méthodes conventionnelles reposent 
aujourd’hui sur la mise en culture du prélèvement 
nasopharyngé et la sérologie sur deux prélèvements 
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sanguins à un mois d’intervalle. Compte tenu de la 
fragilité du germe en cause, de sa faible concentra-
tion dans les prélèvements et de l’impossibilité de 
le cultiver sur des milieux usuels, la culture de B. 
pertussis est longue, fastidieuse et peu sensible. La 
sérologie reste un argument rétrospectif qui né-
cessite chez le jeune nourrisson une interprétation 
prenant en compte le statut sérologique maternel. 
Devant la nécessité d’une méthode sensible et ra-
pide permettant un diagnostic de certitude, des 
techniques de détection d’ADN génomique par 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ont été dévelop-
pées (4). La nouvelle technologie de PCR en temps 
réel commence à se développer dans le diagnostic 
d’infection bactérienne et notamment dans le dia-
gnostic de la coqueluche.  L’objectif de cet article 
est de défi nir la place de la PCR  en temps réel dans 
le diagnostic microbiologique de la coqueluche en 
routine.

II - Epidémiologie de la maladie
La coqueluche est une maladie infectieuse ubiqui-
taire. Parmi les maladies à prévention vaccinale, la 
coqueluche reste une des plus diffi  ciles à éliminer 
bien que l’homme soit le seul hôte connu de B. per-
tussis. C’est une maladie très contagieuse, évoluant 
sur un mode endémique avec des cycles épidé-
miques périodiques survenant tous les 2 à 5 ans.  
Avant la généralisation de la vaccination la plupart 
des enfants étaient infectés avant l’âge de 15 ans 
avec un pic d’incidence vers 5 ans (1).  
La situation épidémiologique de la coqueluche est 
hétérogène en Europe refl étant des diff érences dans 
la politique vaccinale des pays. Les données épidé-
miologiques de la France sont discontinues. La co-
queluche a été surveillée par notifi cation de 1903 à 
1986.  A partir de 1986, la déclaration obligatoire 
est arrêtée et la maladie paraissait contrôlée. Les 
seules données recueillies en continu sont celles 
de la mortalité. La France est avec les Etats-Unis et 
certains pays de l’Europe de l’Est, un des rares pays 
au monde à avoir obtenu de manière permanente 
depuis maintenant 40 ans des niveaux élevés de 
couverture vaccinale avec un vaccin très effi  cace. Le 
maintien de la bonne couverture vaccinale a permis 
de réduire de façon spectaculaire la morbidité et la 
mortalité coquelucheuse. Depuis 1989 comme aux 
Etats-Unis, une résurgence de la coqueluche est ob-
servée en France. Le réseau de surveillance des for-
mes pédiatriques sévères (RENACOQ), ne montre 
pas d’augmentation du nombre de cas depuis 1996. 
Cependant une augmentation de la  fréquence des 
formes atypiques, voire asymptomatiques chez le 
grand enfant, l’adolescent et l’adulte, est observée 
(5). Cette résurgence s’accompagne d’une modifi ca-
tion de l’épidémiologie de la maladie qui touche dé-
sormais avec prédilection des adultes et des grands 
enfants anciennement vaccinés qui peuvent ainsi 
contaminer des jeunes nourrissons non vaccinés de 
moins de 1 an (incidence moyenne nationale esti-
mée à 98/100 000) exposés aux formes graves de la 

maladie. L’étude faite dans 30 unités de réanimation 
en France en 1999-2000 montre que la coqueluche 
est la première cause de décès par infection bacté-
rienne communautaire chez les nourrissons entre 
10 jours de vie et 2 mois et la troisième cause de 
décès (13%) tout age confondu après le méningoco-
que (34%) et le pneumocoque (28%) (6). Aux Etats-
Unis, 62 décès liés à la coqueluche ont été rappor-
tés entre 1997 et 2000 dont 56 cas soit 90% chez des 
nourrissons de moins de 6 mois (7).

III Diagnostic 

1. Diagnostic clinique
Le diagnostic clinique  repose essentiellement sur 
trois critères : le déroulement de la maladie, le ca-
ractère de la toux et l’identifi cation des contamina-
teurs
Le déroulement de la maladie est stéréotypé. La 
période d’incubation est généralement comprise 
entre 7 et 10 jours.  Elle débute pendant les 4 à 6 
premiers jours par des signes discrets d’infections 
des voies respiratoires supérieurs : rhinite, toux lé-
gère. Puis la toux se modifi e, elle devient caracté-
ristique car spasmodique, en particulier nocturne, 
survenant de façon paroxystique et évoluant vers 
la persistance ou l’aggravation au bout de 7 jours. 
Elle est souvent quinteuse : accès violents et répétés 
de toux sans respiration effi  cace, qui aboutissent à 
une turgescence du visage, rougeur conjonctivale, 
des vomissements une cyanose et une reprise ins-
piratoire en fi n de quinte, sonore et comparable au 
chant du coq. Chez les nourrissons, le chant du coq 
est souvent absent, ce qui rend le diagnostic initial 
diffi  cile.
L’identifi cation du contaminateur doit être sys-
tématiquement recherchée car cette information 
aide fortement au diagnostic. Les parents sont à 
l’origine de la maladie chez les enfants dans 43% des 
cas contre 32% pour la fratrie (5).      

2. Diagnostic  biologique de la coqueluche
2.1 - Prélèvement
Le prélèvement des sécrétions nasopharyngées 
(SNP) par aspiration est le matériel le mieux adapté 
pour l’isolement des bordetelles (8). Elle est réali-
sée sur un tube sec et stérile à l’aide d’une sonde 
molle et fi ne le plus rapidement possible au cours 
de la maladie. Cependant ce mode de prélèvement 
n’est pas toujours applicable et notamment chez 
l’adulte où les aspirations nasopharyngées sont peu 
abondantes. Dans ce cas, la recherche de B. per-
tussis peut être faite par écouvillonage au niveau 
du nasopharynx. Il est recommandé d’utiliser des 
écouvillons en alginate de calcium ou des Dacrons 
(9). Les écouvillons en coton sont déconseillés car 
ils contiennent à la surface des fi bres de coton des 
acides gras qui peuvent inhiber la croissance des 
bordetelles. 
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2.2 - Culture
B. pertussis est un coco-bacille à gram négatif une 
bactérie diffi  cile à cultiver et à isoler du fait de sa 
fragilité et de ses exigences nutritives (fi gure 1). La 
culture de B. pertussis nécessite des milieux spécifi -
ques enrichis et frais. Traditionnellement, le milieu 
utilisé en France est celui de Bordet et Gengou, dé-
crit en 1906, à base d’infusion de pomme de terre 
additionné de sang de cheval frais, qui doit être 
préparé extemporanément (10). Cependant le mi-
lieu de Regan-Lowe, à base de charbon additionné 
de 10% sang de mouton, nous paraît mieux adapté 
à la routine d’un laboratoire hospitalier, ce milieu 
pouvant être conservé pendant plus d’un mois à + 
4°C (11). La sensibilité de la culture est classique-
ment de 50 à 60% (8). Actuellement, il n’existe pas 
de milieu de transport commercialisé en France et 
l’acheminement doit être le plus rapide possible au 
laboratoire à température ambiante. Le taux d’iso-
lement est maximal lorsque le prélèvement est fait 
lors des trois premières semaines après le début de 
la toux et lorsque le patient n’a pas reçu de traite-
ment antibiotique adapté (Macrolides). Bien que 
l’isolement de B. pertussis par la culture soit délicat 
et puisse manquer de sensibilité, il reste indispensa-
ble pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques 
et suivre l’évolution antigénique des souches. 

2.3 - Sérologie
Les méthodes sérologiques permettent un diagnos-
tic tardif le plus souvent rétrospectif, avec deux 
prélèvements réalisés à quatre semaines d’inter-
valle. Les deux techniques actuellement utilisées 
en France sont l’ELISA et l’immuno-empreinte 
(8). Ces deux techniques sont sensibles et spéci-
fi ques mais d’interprétation délicate. La détection 
d’anticorps dirigés contre la toxine de pertussis est 
spécifi que d’une infection à B. pertussis, les autres 
antigènes sont communs à B. parapertussis et B. 
bronchiseptica. Le recours aux sérologies suppose 
d’avoir à traiter 2 sérums à 4 semaines d’intervalle. 
En pratique, le second sérum, souvent décisif pour 
conclure, n’est pas toujours prélevé.

2.4 - Immunofl uorescence
L’immunofl uorescence directe permet de détecter 
directement la présence de la bactérie dans les SNP 
à l’aide d’anticorps marqués par une molécule fl uo-
rescente. Cette technique manque de sensibilité et 
de spécifi cité. Elle n’est plus actuellement recom-
mandée en France.

2.5 - PCR (Polymerase Chain Reaction)
L’inadaptation des techniques conventionnelles en 
routine a conduit au développement de techniques 
de PCR afi n de détecter directement un fragment 
du génome de B. pertussis à partir des SNP. Plu-
sieurs  types de technologies de PCR ont été mis 
au point pour détecter directement l’ADN de B. 
pertussis à partir des SNP, la technologie de PCR 
conventionnelle, comportant les trois étapes (ex-
traction de l’ADN bactérien, amplifi cation et  ré-
vélation du produit amplifi é) et plus récemment 
la technologie de PCR en temps réel en cours de 
développement. La PCR en temps réel est basée 
sur la détection et la quantifi cation d’un reporter 
fl uorescent dont l’émission est directement propor-
tionnelle à la quantité d’amplicons générés pendant 
la réaction de PCR sans nécessité de l’étape de post-
amplifi cation (12). 
Quatre régions du génome de B. pertussis ont été 
utilisées pour l’amplifi cation : la région promotrice 
du gène de structure de la toxine de pertussis (13, 
14), la région située en amont des gènes de struc-
ture des porines (15), des séquences d’insertion ré-
pétées (IS481) (16, 17) et le gène codant pour l’ade-
nylate cyclase (18). Les trois premières régions sont 
spécifi ques de B. pertussis, la quatrième ne permet 
pas de diff érencier les diff érentes espèces de Borde-
tella.  La séquence d’insertion (IS481) présente en 
plusieurs copies dans le chromosome de B. pertus-
sis  (80 à 100 copies), apparaît comme une cible de 
choix  pour l’amplifi cation en augmentant la sensi-
bilité de la détection.  Cependant des homologies 
de séquences sont observées avec une autre borde-
telle (Bordetella holmesii) au niveau de la séquence 
d’insertion IS481, pouvant donner des fausses réac-
tions positives (19, 20). 
Th éoriquement dans les techniques de PCR con-
ventionnelle, il existe une relation quantitative en-
tre la quantité de la séquence cible de départ et la 
quantité du produit amplifi é à n’importe quel cycle. 
En pratique, il n’est pas rare que les réactions de 
PCR en répliqua donnent des résultats diff érents. 
Le développement de la PCR quantitative en temps 
réel a éliminé les variabilités traditionnelles asso-
ciées à la PCR quantitative et permet une quanti-
fi cation fi able et routinière. Cette technique peut 
aussi estimer la concentration de la cible amplifi ée 
d’ADN par rapport à un standard et ainsi quanti-
fi er la charge bactérienne. Elle  fait donc un suivi de 
la fl uorescence émise pendant la réaction de PCR 
avec un indicateur de la production des amplicons 
durant chaque cycle. Cette technique permet le 
suivi en temps réel de la réaction par le signal émis 
grâce à l’incorporation d’un marqueur fl uorescent 
aux doubles brins d’ADN (SYBR® Green I) ou par 

Figure 1
Coloration de Gram d’une 
colonie de Bordetella 
pertussis, obj x 1000.
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l’utilisation de sondes spécifi ques fl uorescentes après la phase 
d’élongation. Pour cette dernière catégorie, il existe 4 technolo-
gies principales : hydrolyse de sonde (Taqman® assay), hybrida-
tion de 2 sondes (HybProbes), balises moléculaires (Molecular 
Beacons) et amorces scorpions (Scorpion primers). Plusieurs 
appareils de PCR en temps réel sont mis sur le marché notam-
ment : iCyclerTM IQ (Bio-Rad), LightCycler® (Roche), Smart 
Cycler® (Cepheid), Rotor-Gene 3000TM (Corbett Research) et 
Applied Biosystems 7500. Ces appareils utilisent généralement 
des systèmes en tubes fermés et la quantifi cation ne requiert 
aucune manipulation post-amplifi cation. A l’opposé, dans la 
PCR conventionnelle les amplicons ne sont détectés qu’à la 
fi n du processus après migration sur gel d’électrophorèse ou 
l’hybridation avec une sonde spécifi que. Cette étape post-am-
plifi cation augmente le risque de faux positifs dus à la conta-
mination des échantillons à étudier par des produits de PCR 
d’une manipulation précédente (phénomène de «carry-over»), 
ainsi que la durée de la technique. 

La technique de PCR est rapide. Elle permet de rendre un ré-
sultat fi able en 48 heures pour la PCR conventionnelle et en  
quelques heures pour la PCR en temps réel, alors que le délai 
de résultat de la culture est de 6 jours (fi gure 2). L’utilisation 
La PCR dépend moins que la culture des contraintes liées au 
transport et à la conservation des prélèvements. La viabilité 
de la bactérie n’est pas nécessaire pour sa détection. Les SNP 
peuvent être conservées 48 heures à +4°C ou plusieurs jours 
après congélation en vue de la PCR.  De plus, l’utilisation de la 
PCR dépend moins que la culture de la prise éventuelle d’an-
tibiotique actif vis à vis de B. pertussis. Dans notre série nous 
avons suivi l’évolution de la PCR, après mise sous traitement 
par macrolides. La PCR est restée positive jusqu’au 5ème jour 
de traitement (21). Eldeman et collaborateurs ont montré 
qu’après 4 jours de traitement, 56 % des échantillons avaient 
une culture positive et 89 % une PCR positive. Après 7 jours 
de traitement, aucune culture n’était positive et seulement 56% 
des échantillons avaient une PCR positive (22). Globalement, 

Figure 2
Stratégie du diagnostic 

bactériologique direct de 
la coqueluquche.
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