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Avanceées technologiques
en Infectiologie

v Evolution des stratégies diagnostiques
® Approche syndromique
® Personnalisation
® Résultats attendus dans le temps du soin
plateaux techniques + logistique T

v' Concepts de base
® Miniaturisation
® Automatisation
® Parallélisation —» multiplexage
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Objectifs

v Simplifier les organisations =» Accreéditation
v Mutualiser les équipements
v Réduire les colts de production

v Favoriser I'innovation, la recherche et les activités
pédagogiques



Structuration en
5 plateaux techniques

Purpan Ranguell Langlade

PT Automatiseé PT Automatiseé PT Oncologie
PT Specialisé

PT Infectiologie

CPTP 12MC CRCT

Centres de recherche INSERM/CNRS/INRA




Le plateau technique d’infectiologie

4 Regroupement de 3 services
» Bactériologie-Hygiene
» Virologie
o Parasitologie-Mycologie

V'3 plateformes
o Sérologie
» Biologie moleculaire
» Morphologie & culture
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Innovations en infectiologie

Test de tropisme HIV . TTT

2007
\‘4’ Virus
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Séquencage haut debit Spectrometrie de masse
2010 2011




Spectrométrie de masse

Détermination du poids des molécules
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MALDI-TOF MS PCR + ESI - TOF MS

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Electro Spray lonization

Acides nucléiques Acides nucléiques

Produits de clivages ARN
obtenus aprés PCR et transcription

| | |

Détection directe dans les

échantillons biologiques et

identification de bactéries,
champignons et virus

Amplicons ADN

Identification de Identification par
bactéries et champignons MLST
apres isolement en culture  Multi Locus Sequence Typing



Processus PLEX-ID

Microbe |

Extract Nucleic Acids
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PCR — ESI - TOF MS

Etape 1

Amplification par PCR

Amorces
large spectre
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H3N2

Human,
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Influenza
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Amorces influenza PB1
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Swine |HINZ| (gl 3815472

Human | H3NZ | fogi| 3778544,
Human |HINZ | (gi| 3778545
Human |HINZ | (gi| 3778545
Swine |HINE |Influenza L

Eeiine [H3NE | Influenz
Inil

hvian |HINL|L (gi|31339E:
hvian|HSNLIL (gil 213395

> Inflyenza B
Influenza B
Influenza B
Influenza B
Influenza B
Influenza B
Influenza C

virus fgili
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CCTGGAATCATCATCGGCATCTT

TG
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AT GTTAAGCACTGTATTAGGCGTCT COATCCT GAATCT TOGACALALGAGATACACCAAGACTACT TACTGET
ATCTTALCTACTETAT TARGCGT CTCCAT Lo TGAATCT T GRACALALCAGACACACCALGACTALTTACTGET
AT TG TETAT TACGCGT CTCCAT CoTCAATCT T CrAC AL A CATACACCARCACTACTTACTCET
AT T AL CCACTCTAT T CEGCCT CTCCAT Lo TGAATCTTCrACALALCACATACACCALCACTACTTACTCET
AT T AL CCACTETCT T CEGCCT CTCCAT CoTCAAT CT TCOCC AL AL CACATACACCALCACTACTTACTCET
AT GTTAAGCACTGTGT TGGETGTTTCCAT TCT TAATCT TGACAGAAGGAGTACACGAAGACTGCT TAT TGET
TGO T GAGCACAGTCCTARGAGT CTCGAT LT TGAATCT TGEGC A AL CAGATACACTALAACCACATACTCET
TG TR TACCET T T TARCACT CTCCAT AN TCAAT CTTCrACAL AR CIAATACACCALCACARCATACTCRT
TG TACGET T T TACCACT CTCCAT AT CAAT T TCECC AL I A TACACCALCACALCATACTCET
A TG CTACAETCTTAGCACT CTCALT COTCAATCTTCLACALALCIACTACACCALLACALCATACTCET
AT GCTAAGTACAGTCTTAGEAGTCT CALT CCT GAATCT COGGrALAAGALATACACCALLLCHACATACTGET
AT GO AL CTACAGTCT TARGAGT CTCAAT Lo TGAATCT T GRACAL AR CEAGTACACCALLACARCATACTGET
TG TG TACAETCT T CeCACT CTCAAT COT AR T TGO C o AL A CTACACCALRACARCATACTCET
AT TALCTACCETTTTACCACT CTCAAT COTCAATCTTCEC oA AL CACATACACCALLACARCATACTCET
TG CTACGET T T TACCAGT CTCAGT COTCAAT CT TCOCCAL AL CACATACACCALAACALCATACTCET
ATGCTAAGTACGGT TTTAGEAGTCT CALT CCT GAATCT TOGGrALAAGAGATACACCALLLCALCATACTGET
TGO T GACTACAGTCT TARGAGT CTCAAT LT TGAATCT T GEAC LA AL CAGGTACACCARGACCACATAC TG
AT G T AL CTACGETTT T CeCACT CTCCAT IO T A AT CTACE oA ARG TATAC CALLACARCATACTCRT
LTI T GACCACT T ECT CEETCT AT CCAT AT TAACCTCECCCACACC LA TACACALACACCACATACTCET
A TGl TGACCACT TGO TACGTCT AT CCAT AT TAMACCTCOECCAGACCLAATACACALACACCACATACTCET
A TCTTGAGCACT TGO GEETCTATCCAT AT TAMACCTCLEOCAGAGELAATACACALACACCACATACTCET
AT T GAGCACTETGCT GEGTCTATCCAT AT TAMACCTGGECCAGAGCLAATACACARACACCACATACTGET
TG AL CTACACT T T TAGGAGT TTCAAT COT A AT T COrACAA AL CAGATACACCALLACARLGTAT TRET
TG TG TACCETCTTACCACT CTCAAT CTTAATCTTCECrACARCAGCTACACCALLACCACATATTCET
TG CTACGETCT TACCAGT CTCAAT CTTAMATCT TCeCCACALCAGCTACACCALLACCACATACTCET
ATGCTGAGTACAETCTTARGAGT TTCAAT COTGAATCT T GOoCACAACLAGTACACCALLACCACATACTCET
TGO T GACTACAGTCCTARGAGT CTCAAT Lo TGAATCT TGEACAGALLAGGTACACCALLACCACATATTGET
A TGCT GACTACAGTCT TARGAGT CTCAAT COTGAATCT T GRGC AL AL CAGGTATACCAGLACCALGTACTGGT
AT CC T GACTAC AT CCTACCAGT CTC AT COTCAAT T TCEACACAR RN CCTACACCARRACCACLTATTCET
AT CT T AL CCACTCTACTACCTCT AT CCAT AT TAMACCTAGCTCALACCLAATACACALACACCACATACTCET
AT GCTGAGTACAGT AT TAGGAGT TTCAATCCTGAATCT TOCACAALLGAGGTACACCALLACTACATACTGET]

ATEG 6 I t . d d I t . CALRACCACATACTGGT
ATG CALAACCACATACTGET
ATE n u C e I e e e I O n CAMRACCACATACTCET
AT TG TACTCTAT TACGCCT LT O T Lo T GAATCT T CrAC AL CACACACACCALCACTACTTACTCET

A TCTTALCTACTCTATTAGGCET CTCCAN COTCAAT CTTCLACALALCACACACACCALCACTACTTACTCET
LTGCTATCTACCGTGTTGGEAGTAGCCOIALTA GGTATCALAANCATTGCALACAAAGARTACTTAT
GETATCALLAACATTGGARACALAGRATACTTAT
GETATCALLRACATTCCARACAMACALTACTTLT
GETATCALRAACATTGCALACALAGAATACTTAT
GETATCALRAACATTCCALACALGCAATACTTAT
GGTATTARAALCATTGCALACAAGGALTACTTAT

LTGCTATCTACCGTGTTGGEACTAGCACCACTA
ATGCTATCTACCGTGT TGGEAGTAGCAGCACTA

A TGCTGTCAACARTTCT T RCACT ALGTACATTATCTTATATCOAT GALCAACT AAAAGCCALAGEATCTTTITT] .
A TCCTGTCAACARTTCT T CCACT ALGTACATTATCT TATATCCAT GAACAACTAAAACCCAMAGEATCTTTITTY .
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PCR — ESI - TOF MS
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Mass detection

/

Signal processing
masses to base compositions



Workflow

Echantillons :
Sang, LCR, sécrétions respiratoires, urine, biopsies tissulaires,...
Eau, aliments, échantillons de I‘environnement

PLEXID

Echantillon Rapid Bioidentification

!

Extraction ! Décalage
acides nucléiques :

PCR 6-8 h (DNA/RNA) de I*échantillon du résultat




Extraction :

Extraction automatisée
fondée sur des billes
magnetiques

1 heure / 96 échantillons

PLEX-ID SP




Pipetage : PLEX-ID FH

Automatisation :
échantillon et billes magnétiques
plagues d’extraction

ARN extrait =» plaques PCR




Thermocycleurs : PLEX-ID TC

PCR dans des plaques
96 puits




Instrument PLEX-ID

Spectometre de
masse

Plaque 96 puits (48 min)

Injection
échantillon
Collecteur de
laques & dessalag

Réactifs embarqueées

(15 plagues en 12 h)
\ r~ 1 Vi

Tampons

- 300 échantillons/jour
Unite
dessalage

Pompe

Compression  2Vide Base de données mise a jour
regulierement

Connection Abbott Link



Infections respiratoires (B, V) Protozoaires
Infections enteériques (B, V, P)

Infections de I'immunodéprime (V)
Infections du systeme nerveux central (V)

Infections transmises par des vecteurs (B, V, P)

Génotypage
Facteur de virulence
Marqueurs de résistance



Systeme Plex-ID Flu

v' Détection Influenza A, B & C

v" Identification du sous-type Influenza A
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Systeme Plex-ID Flu

Détection Influenza A, B et C &
genotypage Influenza A

Pan Influenza-PB1

Influenza A-NP

influenza A1 O paires d‘amorces réeparties dans
mienzaapa 8 PUILS cOuvrant tous les segments
génomiques
9800 souches dans la base de données
Ll détection des souches connues & inconnues

Influenza A-NS1

Influenza A-HA (H1)

Influenza B-PB2
Influenza A-NA (N1-TFR)



Systeme Plex-ID Flu

.1mnza-PB1

1266 ( Influenza A-NP

.1 Influenza A-M1

1287 (Influenza A-PA
| Influenza A

::_2775.._ (‘Influenza A-NS1

::,__'Tllﬁ_%ﬂ‘ nfluenza A-PB2

.‘ Influenza A-HA (H1)
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Systeme Plex-ID Flu

.1@@3-?31 >

1266 | Influenza A-NP

. Influenza A-M1

1287 | Influenza A-PA
Influenza B

2775 | Influenza A-NS1

1259 Influenza A-PB2

Influenza A-HA (H1)

—
@ influenza B-PB2




Systeme Plex-ID Flu

.1@@3-?31 >

1266 | Influenza A-NP

. Influenza A-M1

1287 | Influenza A-PA
Influenza C

2775 | Influenza A-NS1

1259 Influenza A-PB2

Influenza B-PB2
Influenza A-NA (N1-TFR)

. Influenza A-HA (H1)




Etude comparative

Echantillons respiratoires collectés au cours de la saison
hivernale

Enfants / Adultes

PLEX-ID Flu vs RespiFinder & PCR temps reéel



Respifinder & PCR temps réel

Respifinder®kit PathoFinder™:
PCR multiplex détectant et differenciant 15 virus
dont Influenza A et B

Influenza A/H1IN1 Detection® kit Roche™:
PCR temps reéel détectant Influenza A (M2) &
HIN1 pdm 2009 (HA)
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Systeme Plex-ID Flu vs RespiFinder

RESPIFINDER

FluA FluB Negatif Total

Flu A 0 Gk 70

Flu B 0 2 20
PLEX-ID .

Négatif 10 2 188 200

Echec* 0 0 3 3

Total 75 20 198 293

* . échec > 2 points pour 1 échantillon **: 3 H1IN1 2009/ 1 H1IN1 seasonal / 1 H3N2



Systeme Plex-ID Flu vs RespiFinder

RESPIFINDER
FluA FluB Negatif Total

pLEX D FIUA 0 5 70
Flu B 0 2 20
Négatif 10 2 200
Echec* 0 0) 3 3
Total 75 20 198 293

Concordance = 93,8 %
Sensibilité = 87,4 %



Plex-ID Flu vs Influenza A/HI1IN1

PCR temps réel

A H1/pdm2009 A non H1 Total

A H1/pdm2009 0 55
A H3 0 | 6 6
PLEX-ID
Négatif 1 2 3
Echec 0 0 0

Total 56 8 64




Plex-ID Flu vs Influenza A/H1IN1

PCR temps réel

A H1/pdm2009 A non H1 Total

olExp A H/pdm2009 0 55
A H3 0 | 6 | 6

Négatif 1 2 3

Echec 0 0) 0)

Total 56 8 64

Sensibhilité = 95,3 %



Développements attendus

v" Analyse de larésistance avec des amorces adaptées
ciblant NA

v Enrichissement de la base de données



Infection virale cardiague humaine
et resultats clinigues

Virus Infection virale Susceptibilité
cardiotropes cardiaque génétique

Myocardite aigué = Guérison clinique
5-10/Million/an

10-20%

v
Myocardite chronique
12-42%

9%

v

| Cardiomyopathie dilatée

prevalence: 7 /100 000 20% _
— Mort subite

80%
Transplantation cardiaque Andreoletti et al. ACDV 2009



Différents virus pourraient jouer un réle dans la pathogénese des
cardiomyopathies dilatées

Kuhl et al. Circulation 2005 Andreoletti et al. ACDV 2009




Détection virale dans le tissu cardiague
N EYV I o~ T AP
FLEA-ID Vo RI FUR
RT-PCR  RT-qPCR .
+ - 23.5%
Enterovirus % 8 20.6% O Real time Q-PCR assay
PCR/ESI TOF-MS + 12 4 o 17.6% 17.6% m PCR/ES| TOF-MS
>

PCR/ESI TOF-MS - 4 48 s 6
PVB19 8% 11.8%
PCR/ESI TOF-MS + 13 8 g :
PCR/ESI TOF-MS - 2 45 s
HHV6 - 3
PCR/ESI TOF-MS + ¢ 0 = i
PCR/ESI TOF-MS - 2 66 EV PVB19 EV + PVB19 EV + HHV6

ME) Ev, pVB19 and EV+PVB19 semblent étre les principales infections virales
impliqguées dans le développement de cardiomyopathies dilatées chez I'adulte

Andreoletti ECCMID 12



Charges virales dans le tissu cardiaque
S

S
1IN v/ DT DD
19, RI FUR

DI EYVY
L /\" \"/

6000 7 40001

e Positive EV Samples e Positive PVB19 Samples
5000 3500+

3000+
4000 1 —

2500+
3000 1

Genome copies/ug of total RNA
Genome copies/ug of total RNA

2000+ ° -1
P=0.26 —T— P=056
2000 1 L 15004
I 1000+
1000

5004

0 T * _ll._ +

PCR/ESI TOF-MSRT-qPCR 0 : '
RT-qgPCR

EV positive samples by PCR/ESI-TOF MS and RT-gPCR PVB19 positive samples by PCR/ESI-TOF MS and RT-qPCR

Andreoletti ECCMID 12



Viral IC : Virus de I'immunodéprime

Human Coxsackievirus
Enterovirus* Human Echovirus

Human Enterovirus

Human Rhinovirus

Adenovirus Human Adenovirus*
(2-54, A-F)

Human Erythrovirus V9

Parvovirus Human Erythrovirus VX
Cytomegalovirus (CMV, HHV-5%) Human Parvovirus B19*

Epstein-Barr-Virus (EBV, HHV-4*)

Herpesvirus Herpes-Simplex-Virus-1 (HSV-1, HHV-1%)
Herpes-Simplex-Virus-2 (HSV-2, HHV-2%)
Varicella-Zoster-Virus (VZV, HHV-3%)
Kaposi-Sarcoma-Associated-Herpesvirus (KSHV, HHV-8%*)
HHV-6 Aet B

BK-Virus*

Polyomavirus 1C-Virus*



HEV : alimentation & environnement

Pig liver Market* HEV RNA HEV RNA
sausage concentration
sample (copies/q)

1 Al Negative

2 A2 Negative

3 A3 Negative -

4 A4 Positive 4,100

5 A5 Positive 175

6 A6 Positive 240

7 A7 Negative -

Mansuy EID 2011







Identification bactérienne par amplification
d’une région génomique variable

Les amorces de PCR ciblent des
régions conservées des génomes
bactériens.

Primer pair GATTAGATACCCTGGTAGTCC Rég i O n H a.u te m e n t Va.r i ab I e w

E. coli ) L CGCCGTARACGATETCGACTTGEAGETTGTECC-CTTEA-GECETEEC T IO CCaAGCTAACCU I TAAGTCRAL
Cox. burnetii G I CGCCGTCAACGATGAGAACTAGCTET TS 2o \CTTC?E‘&GTAGCGMGCT%CGCGTTMGT‘I‘CTC

Leg. pneumophila WCGCTETAAACGATGTCAACTAGCTETT VTAATTAGTGECGCAGCARACGCGATARGTTGAC
Ricket. prowazekii \CGCCGTAAACGATGAGTGCTAGATATC A\ CTTTCGETTTCGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
Mych. tuberculosis ACGCCE CEETEEETACTAGETETE

HEGATCCETGCCETAGCTAACGCATTAAGTACCU

1 ESl

Trep. pallidum -GTCTCGGCGCCGACGCGAACGCATTAAGTGTAC i
Bacillus anthracis FCGCCETAARCGATGAGTGCTAAGTGTT CCCTTTAGTGCTGARGTTAACGCATTAAGCACT(

Staph. aureus L CGCCETARACGATEAGTEUTARGTETT R  CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT Al
Staph. epidermidis V’ 4{1):CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT A
Strep. agalactiae : ;1% GO TTAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTC H
Strep. mutans bt R A AGGC T TAGTGC CGGAGCTAACGCAATARGCACTC A
Strep. pneumoniae : TCCGREETTTAGTGCCETAGCTAACGCATTAABCACT( A
Strep. pyogenes RCGCCGTARRCGATGAGTGCTAGETGTTAGGCCC-TTTCCEGEECTTAGTGLCEGAGCTAACGCATTAAGCACT( u

S— e’
V

Région informative spécifique de chaque bactérie

La signature moléculaire du produit PCR permet I'identification
bactérienne




Panel Bactéries / Candida

BAC Spectrum BC Plate
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Panel Bactéeries responsables
d’'intoxications alimentaires

Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
Lane Lane Lane Lane Lane Lane Lane Lane Lane Lane Lane Lane
l'l 52 53 55 s6 s7 s8 59 s10 511 512

2 3 6 7 8 9 10 11 12

seeeoeeeeeee)

4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770 | 4770

..,,

Enteric
Pathogen
Detection:

724 || £ coli
' Shigella
Salmonella

Listeria
Detection

S0
FC
e




ldentification des STEC 0157:H7
& non 0157

riul Prenar Pairs iedh Primer Peirs |

|oRGANSM |w Number of DB Eniigs | LEX I BC Chser| 4700 ) am am % I
Eschadchia col O107HT |owersr ] 1 Dows Nol Ampity | A21 G41 C40 737
Exchasichis col |otase A 2 A79 G35 C37 T2 | A3 GI7 €32 T37 | A37 G35 C33 Ta4

Exchedchin col |otasn § 3 A31 33 C33 T28 | A34 37 C34 T35 | A37 G3E £33 T34

Exchoichip ool [osmxin 1 4 A3 GIICI3 128 [AS2G40CI0 135  Nolats No Uata
Eschadohia ool [usams 1 & A31 C33C33T28 No Dats

Exchesichin col (o144 5 7 A4 G37 G329 A4 GIT €34 TJS | A37 GIS GG T4

Exchadohs pod [O&K15HA1 1 [] 435 G35 C38 T31 No Datz

Excheschin col Q534 1 ] 435 G35 C38 131 A37 G35 Ca2 136

Eachesivtin ol 1 1 135 G35 G 130 No Data

Exchadichia col [o1148 1 [ A36 G32 C37 132 AMCITCHMTIS|  NoData

Eschedchin col O11He 1 13 B G34 C37 132 | A1 G333 128 (A GI7C32197 | NoDals

Escivaichin pol 111 HA 16 15 A36 G2 CIT T2 | A GIICIIT28 | A3 G37 C34 T3S | A G5 LA TH

Eschadchia cal o138 ! T A3C G34 C37 132 | A31 G332 C33 T28 | ASS G3b C34 T35 | A37 G3G C23 134

Elf:LPL? vt el 7T 6 7 P36 G4 G4 130 | A3 G303 078 [A38 G338 13 | Asr s i 138

Exchasictin cal |orod 21 3 [ A36 G Car 132 | A31 G33 €33 T28 | A3 GIT C34 136 | A37 G3b Caa 124

Esehedchia col [C2etiB 4 i# No Data

Eschasichia col R 1 1 A3 C3TCI4TIS No Dats

Exchasuhia col |EcoRm 1 n ATIGIECIITI6| Mo Dal No Dista
Exchasos ool 167wt HF | Oty et e 1 M No Data

Eschedciis col |k-12 § 3 A31 C31C32T28 A37GI6CIITH4

Becheodchia col o194 ] % AN 30128 A 35 U35 134

Exiveslolin ool |OHIm7AsS 1 4 NoDala  |AMGITC34T35|  NoData

Eschedchin col |oFTon 4 F B33 G3B C33 136 | A37 G35 032135

Eachadehia col | (H) 3 ) AS3GIBC33 136 | s G35 032 138

Eschesichin harmennll |NERGD 1 a A32 G35 C42 T30 A3IG3EC35TI3 Daes Not Amalify
Eshosichia ausent |ATCCYMee 1 n 433 G37 G40 123 A32 G40 C35 133 Ds Not Aurglily
Eszivadohis allssrti | Al 10457 2 £+ Dces Not Amalify




Synthese

v Le systeme PLEX-ID offre une nouvelle approche de
diagnostic moléculaire multiplex : virus, bactéries &
champignons

v" Analyse directe sur échantillons sans culture ou
sequencage

v" ldentification possible de nouvelles souches ou especes
émergentes

v Amélioration de lI'instrumentation attendue dans les 2
prochaines années
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