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Diagnostic bactériologique

Processus analytiqgue comprenant
« Examen direct (suivant les prélevements)
* Un ou plusieurs milieux de culture

« Conditions d’incubations (aérobie, anaérobie, ..) “ |
* Durée d’incubation des différents milieux |

/"') Q @ 5& Milieux chromogéniques

@@ « Urines, recherche de BMR, prélévements plurimicrobiens
.' ’ ‘ B * Repérage aisée de colonies differentes

-  |dentification présomptives

L 1 PESOTP

|dentification

» Galerie d’identification biochimique manuelle
ou automatisée

* Immunologiques




Diagnostic moléculaire

Place dans la strategie diagnostic

- Bactéries a croissance lente (Neisseria meningitidis, Bordetella)

- Bacteries difficilement ou non cultivables (Tropheryma whipplei,
Coxiella)

- En complément d’'une culture restée négative, souvent a cause
d’'une antibiothérapie préalable

- Dépistage syndromique (Infections respiratoires, Gastro enterites,
Meéningite/méningoencéphalites)
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Principe des technigues moléculaires

Détection et/ou identification d’'un ADN bactérien dans un
préelevement biologique

PCR universelle PCR spécifique
Gene commun a toutes les Gene amplifié ciblant une
eubactéries : ARN r 16S espece, un genre, un groupe
bactérien
Sans a priori sur le réesultat Présomption clinique forte
|dentification par Résultat positif / négatif en
ségquencage du produit de 24 h

PCRen48—-72h



Prélevement

Potentiellement tout type de prélevement

PCR universelle PCR specifique
- Site initialement stérile - Bactérie non commensale
- Pas sur les prelevements - Biopsie cutanee : PCR
pour lesquels il existe des specifigue Staphylococcus

seuils de pathogenicite

(urines, LBA) - Gorge : PCR Streptococcus



L
Conditions

Recueil du prélevement

Liquide de ponction, pus, tissu, biopsie, sang
Volume 200 pL

Sang sur EDTA (héparine = inhibiteur)

Nombre de prélevements
Multiplier le nombre de prélevement en orthopédie
Culture et PCR sur un méme préléevement

Acheminement au laboratoire
< 4 heures : t° ambiante

<24 heures : +4°C

Au dela: -20°C (sauf le sang)



Différentes étapes

Lyse cellulaire
+ extraction d’ADN Amplification
Prélevement manuelle ou automatisée et

4 heures
1 série quotidienne

détection de
Séquencage l I’ADN amplifié l
(PCR universelle) et
analyse de la séquence Aprés Simultanée °
24 — 48 heures \ PCR en PCRen
l point final temps réel

3 heures 1 heure

Validation du résultat ]

10 min <€




Détection en point final

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 1516171819

« Gel migration
des produits de
PCR

« Vérification de
la taille S00kp
attendue




L
Détection en temps reel

Captation d’un
signal de
fluorescence
au cours de la
PCR

Fluorescence

1[ B flhlflllff IIhIII[II [3b|||||| Idblrl
Cycles de PCR



PCR UNIVERSELLE




L
Méthodologie

LARNr 16S

« Codé en opéron

 Nombre de copies du génes variable en fonction de I'espéce
bactéerienne (1 a 10)

* Structure et fonction conservée chez toutes les bactéries
* Pas de transfert horizontal

 Nombreuses séquences deposees dans les bases de donnees



Méthodologie

L'ARNr 16S

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1500 pb

Séquences conservées Séquences spécifiques
chez toutes les bactéries d’'un genre / d'une espéce
Amorces “Signature” aprés

séquengage du produit
de PCR




L
Méthodologie

Lyse Tissu Infecté

!

Extraction de 'ADN

+

Amplification gene ARNr 16S

!

mm) Séquencage du fragment amplifié

!

Comparaison Banque Données
(Banque: 1802 Séquences d’ARNr 16S)

Séquencage connue =) Bactérie identifiee
Séquence Inconnue =) Positionnement Phylogenétique
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Interprétation des séguences
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L
Rendu des résultats

Contrble négatif et positif de PCR 16S
» Détection de contaminants et inhibiteurs dans le mix

Controle d’extraction
« Amplification parallele du gene de la 3-globine (eucaryote) :
Toujours positif
Si négatif
» Prélevement acellulaire : LCR
» Presence d’inhibiteurs de PCR

Interprétation de la séquence
» Confrontation des données cliniques et biologiques
 Distinguer un contaminant d’'un pathogene
* Une PCR négative n’exclut pas un diagnostic



L
PCR universelle

Avantages
« Amplification de tous les ADN bactériens

Inconveénients
« Pouvoir discriminant inter-especes parfois limite (Staphylococcus
et Streptococcus)
« Pouvoir discriminant inter-genres parfois limité (Mycobactéeries,
entérobacteries)
« Amplification des contaminants
 Biais des banques de données (Séguences surreprésentees,
erronées, inconnues)

Solution
PCR spécifiques



PCR SPECIFIQUES
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PCR semi- spécifigues

PCR « semi-spécifiques » Staphylococcus & Streptococcus
« Gene tuf
* Gel migration

1436 4281 1/10
. | 1436 4281 IAltle  Patients : 400 pb

T Témoin + : 600 pb

; +
ININHE 2o

« Séguencage pour identification d’espéce (méme principe que la
PCR universelle)



PCR spécifiques simplex versus multiplex

PCR simplex

» Une seule cible

» Témoins interne le plus souvent intégrés
» Sensibilité > PCR 16S

Streptococcus pyogenes génes de toxines

PCR multiplex
* 2-6 ciblesmmp 30-50 cibles

» Multiplexage = baisse de la
sensibilité par rapport aux PCR
simplex




PCR spécifigues en temps reel

Détection de [lamplification d’'un produit basee sur la
fluorescence durant une réaction de PCR

Mesure de la quantité initial d’'un acide nucléique en
déterminant le nombre de cycle requis pour atteindre un
niveau determiné de produit

« Reéduction du temps et des manipulation (moins de risque
de contaminations)

* Chimies couramment utilisées : (SYBR Green | et Sondes
TagMan )



PCR spécifiques en temps réel

SYBR Green |

« Agent Intercalant

* Fixation sur ADN double
brin

Activation de la
fluorescence

Fluorescence vs Time

8 10 12 14 16 18
Time (min)

http://genomictree.com '
1) Denaturation
Intercalator

-'—l—'—r e e (fluorescent material)
Primer € G e
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2) Primer annealing

X
-—
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3) Extension
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PCR spécifiques en temps réel

Sondes TagMan Fluorophore Quencher

TagMan
Probe

« Les sondes TagMan dont la taille représente environ
25-30 nucléotides portent deux molécules

» un fluorochrome ou « reporter» en 5’

» et un extincteur ou «quencher» en 3’

« Surla sonde, le quencher et le reporter sont tres proches.
Le rOle du quencher est d’empécher le reporter d’émettre de la
fluorescence lorsque celui-ci est excite.



PCR spécifiques en temps réel

Sondes TagMan

« Hybridation  spécifique
de la sonde TagMan a
I"amplicon

« Dégradation par I'activité
5’3" exonucléase de la
polymérase

« Seéparation

reporter/quencher
Activation de la
fluorescence

http://genomictree.com

1) Denaturation
Primer

I1 I l I Fluorescent

malerial

Quencher

2) Primer annealing / Probe hybridization

Polymerase hybridize a
'MIHIQ_> il'ul'ull

3) Extension E




MARQUEURS
EPIDEMIOLOGIQUES




Marqueurs epidemiologiques

Ce sont les caracteres discriminants qui permettent de distinguer au sein
d’'une espece bactérienne les souches d’origine distinctes ou clones

bactérien.
Espéece: ensemble de souches u_ﬂ ﬁ_, - o ‘_ﬁ &ﬁ
ayant des homologies ADN-ADN se — \ f o
traduisant par des % d’hybridation Le méme ?
supérieurs ou égaux a 70% (2/ \

Cas épidémiques Cas sporadiques
Clone: groupes d’isolats issus non reliés
d’'un ancétre commun constituant / z \
les maillons d’une chaine directe de | | ., ...>.... L TR
réplication et de transmission e ~
d’héte & hote ou de I'environnement ?{?‘ N | gj{‘.‘&
a 'hote L &g\ o




Marqueurs epidemiologiques

- Epidémiologie: c’est la science qui évalue 'apparition, les
determinants, la distribution et le contrble de la santé et de la
maladie dans une population humaine définie

- Epidémie: augmentation de l'incidence d’'une pathologie
iInfectieuse dans une zone géographique durant une période
donnée

- Pandemie: apparition de la maladie au sein d’'une large
population se propageant d'un continent a I'autre et couvant
ainsi toute la planete.

- Sporadique: Lorsqu’'une maladie se déclare occasionnellement
a des intervalles irréguliers dans une population humaine

- Endémique: Lorsque la fréguence en est maintenue a un taux
bas et regulier a intervalles moyennement réguliers



L
Choix du marqueur epidémiologique

Il existe des marqueurs phénotypiques qui prennent en compte les caracteres
exprimés par les microorganismes (phénomenes post-traductionnels) et des
marqueurs génotypigues qui analysent le génome

i

Systeme de typage

Sur le plan diagnostic:

» De différencier entre récidive et réinfection

« D’établir le foyer initial d’'une infection disséminée

Sur le plan épidémiologique:

» De définir le mode de diffusion (accumulation de cas indépendants ou
diffusion épidémique)

« D’identifier les vecteurs de la diffusion clonale: personnel et/ou objet
contamine

Sur le plan phylogénétique:

» De définir le niveau de similarité entre les clones (% de similitude)




L
Caracteristigues d’'un systeme de typage
Criteres de performance

- Typabilite: proportion de souches attribuées a un type par un
systeme de typage. Elle doit tendre vers 100%

- Reproductibilité: capacité du systeme de typage a attribuer le
meéme type a une souche testée lors d’essais indépendants.
Elle doit tendre vers 95%.

- Stabilité: capacité d’'un systéme de typage de reconnaitre la
relation clonale de souches dérivées in vitro ou in vivo d’'une
souche ancestrale commune,

- Pouvoir discriminant ou specificité: probabilité gu’un systeme
de typage attribue un type different a deux souches non reliées,
choisies au hasard, au sein d’'un taxon donné (> 95%)



Caracteristiques d'un systeme de typage

Criteres de praticabilité

- Rapidité

- Facilité d’'emploi : colts, equipements, simplicité de la
technique, nombre d’échantillon exploitables

- Facilité d’interprétation

- Standardisation



MARQUEURS
PHENOTYPIQUES




L
Biotype

Dans la grande majorité des cas, c’est I'activité métabolique qui est detectée
(utilisation des sucres, activites enzymatiques ....). |l est facile par exemple de
coder les caracteres de la galerie API, les codes pouvant ensuite étre

compares.

mmmmm_é_ﬂmmummcwmmsm AMY ARA  OX

S 8@8@@8 @@8 8@8 @@@8

Ident.

Code de la souche:

| 4 A

se référer au catalogue API
pour identifier la souche
d’apres le code



L
Antibiotype

Le principal avantage de [Il'antibiogramme est que celui-ci est realise
guotidiennement au laboratoire sur la plupart des souches isolées de malades.
Son inconvénient majeur est que diverses souches hospitalieres qui ont subi la
pression de sélection peuvent developper des profils de résistance tres similaires.
Cependant, I'émergence d'un nouveau phénotype multi-résistant constitue
frequemment un signal d’alerte suggeérant la dissémination épidémique d'un

clone.
Antibiotype profile Pathological samples Nasal carriage Total
n=28 n=36 n = 64 (%)
P-K-T-G-E*-Pef-Te-Mno-Rif-Tsx-FuA 14 16 30 (46.9)
P-K-T-G-L**-Pef-Te-Mno-Rif 8 13 21 (32.8)
P-E*-Pef-Te-Mno-Rif-Tex-FuA 1 3 4(6.3)
P-K-T-G-E*-Pef-Te-Rif-Tsx-FuA 2 1 3(4.7)
P-K-T-G-E*-Pef-Te-Mno-Tsx-FuA 1 1 2(3.1)
P-K-T-G-L**-Pef-Te-Rif 1 1 2(3.1)
K-T-G-Te-Mno-Tsx 1 1 2(3.1)

P, penicillin G; K, kanamycin; T, tobramycin; G, gentamycin; L, lincomycin; E, erythromycin; Pef, pefloxacin; Te, tetracycline; Mno, minocycline;
Rif, rifampin; Tsx, trimethoprim sulfamethoxazol (cotrimoxazole); FuA, fusidic acid; MRSA, methicilin-resistant S. aureus. * inductible
macrolides-lincosamides-streptogamines B (MLSB) phenotype, ** L phenotype.




Sérotype

Différencier les souches en
fonction de leur composition
antigénique (sérotype ou
sérovar)

La recherche est basée sur
la mise en évidence d’une
réaction spécifique entre un
anticorps présent dans un
sérum test et un antigene
porté par le microorganisme
étudié. Cette réaction est
visualisée par une
agglutination qui est le
résultat macroscopique de la
réaction antigene-anticorps.

An]icorps antiO 1 Anticorps anti O 2
présent dans présent dans
le serum test le sérum test
- +
Bacterie issue Bactérie issue
dune colonie sur GND(::D (:::} d'une colonie sur GNO
Pas cle reconnaissance Reconnaissance

Angc -> agglutination

f«?"’“ %

Sérum test +colonie
Pas dagglutination Agglutination

AgiAc --> pas d'ogglutination

La bacteérie porte lantigene O 2

-+ Man-(1—+2)-Man-(1—»2)-Man]->

+{0-D-PerN Ac-( 1-+3)-B-D-Gle-(1=+4)-0-D-GalN Ac-{ I=+3)--L-Fue- |-+

E. coli O8 (homo-polymére)

E. coli 0157 (hétéro-polymeére)




L
Lysotype

Les souches sont testées pour leur capacité ou leur résistance a étre lysées
par un panel de phages. C’est une méthode généralement lourde, pour
laquelle la principale difficulté est le maintien des stocks de phages

biologiquement actifs et de souches témoins.

GN + culture en nappe d’E. coli

absence de culture

dilution 107!

recherche de la sensibilité a des
phages lytiques, qui nécessite de
disposer de 15 a 24 phages lytiques




L
Typage par les bacteriocines

Utilise des bactériocines : protéines codées par des plasmides,
produites par des bacteries, létales pour d'autres bactéries de
méme espece. Portent des noms variables selon I'espece qui les
produit (ex : colicine pour E. coli, pyocine pour P. aeruginosa).
Elle consiste :

- soit a étudier la sensibilité d'une bactérie a différentes
bactériocines connues,

- soit a rechercher la production de bacteériocines sur des

bactéries tests.



Margueurs phénotypiques

Marqueurs phénotypiques peu a peu abandonnées

- Pouvoir discriminant et reproductibilité médiocre

- Faible stabilité: subissent une variation adaptative due a la
sélection naturelle

- Faible typabilité: existe un grand nombre de souches non
typables (dites phénotypiguement nulles)

- Variations observées gualitatives et ne permettant pas
d'évaluer le degré de parenté entre souches

4

Avenement des marqueurs genotypiques plus discriminants,
plus reproductibles



MARQUEURS
GENOTYPIQUES




L
Margueurs Génotypiques

ADN bactérien 1
Restriction enzymatique

b <gemmm— J j.

produits de PCR

==

Séparation des fragments selon
leur taille par électrophorése

il n

sl ACTGEGTCATTGA
NERERREERRN

ACTGGTCATTGA
IR e
| L] |
. s3 ACTG-TCATCGA
sl 52 53
Comparaison des profils de bandes Comparaison des séquences

Principe général des méthodes de génotypage bactérien




1. Techniques d’amplification génique

Comparaison des profils dADN obtenus par électrophorese sur gel
d’agarose apres réaction de PCR pour différentes souches

z =
3 t 5
5! 3
1 DENATURATION 95°C
3 I s
s W 3
2 HYBRIDATION (anncaing)
: oo
3 l s
5. llll.l;ll-l ’ 3'
3 ELONGATION 72°C
3. lllllllll s‘

n cycles - 2% copies de la cible

T oS D
<@ BET

- 300 pb




R - :
RAPD

Random Amplified Polymorphic DNA

- 1 amorce unique de séquence courte: ~10 pb choisie
arbitrairement

- PCR: hybridation sur tout le génome a différents sites en
condition de faible stringence (~35°C)

- Séparation electrophorétique des fragments amplifiés

- Comparaison des profils

# Important polymorphisme de taille et de nombre
de fragments



=

== fragments amplifiés

Comparaison des
profils obtenus sur gel
d’agarose




R - :
RAPD

Avantages

» Technique simple et rapide (3-4 heures)

» Pouvoir de discrimination bon dans des conditions strictes
d’utilisation

» Méthode flexible (possible pour plusieurs especes bactériennes)

Inconvénients

» Difficulté de lecture et d’interprétation (bandes d’intensité faible ou
Inconstantes)

* Mangue de standardisation de la technique (pas de criteres
d’interprétation véritablement définis)

» Mauvaise reproductibilité inter-série et inter-laboratoire (amorcage
au hasard)




REP-PCR
Repetitive Extragenic Palindromic elements - PCR

ERIC-PCR
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
sequences - PCR

- Hybridation d’amorces ciblées sur des sequences courtes,
repetées, conservees et dispersées sur le génome, non
codantes, transcrites

- Hybridation des amorces a forte stringence

- Séparation électrophorétique des fragments amplifiés

- Comparaison des profils obtenus



Rep-PCR Clostridium
T e e e e s e e e

Typage moléculaire des souches de Clostridium perfringens par Rep-PCR



R - :
REP-PCR / ERIC-PCR

Avantages

» Technique simple et rapide (3-4 heures)

» Pouvoir de discrimination bon

* Lecture des profils plus facile (/RAPD)

» Melilleure reproductibilité inter-série (/RAPD)

Inconvénients

» Méthode applicable uniquement a certaines bactéries

* Mangue de standardisation de la technique (pas de criteres
d’interprétation véritablement définis)

* Mauvaise reproductibilité inter-laboratoire (mais meilleure que pour
RAPD)
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MLST
Multiple locus sequence analysis

* Nouvelle approche moléculaire
dérivée de I'électrophorese des isoenzymes MLEE
(multilocus enzyme electrophoresis)

« Baseée sur le séquencage de genes de ménage:
house keeping genes
(genes important pour le métabolisme de la bactérie)

 Utilisation de genes stable dans le temps
(taux de mutation faible)



MLST

« Amplification de 5 a 7 genes d’environ 500pb chacun
(genes non liés)

« Contrble des amplifiats sur gel d'agarose

7 souches

5 génes

(legionelle)

 Purification des produits de PCR



MLST

4 capiliaives
eOa RACEL 000
D e Dumsogln suen. o b /200 Smeni law Dyw

Interprétation des
séguences

 |dentification de I'alléle correspondant a la séquence grace a une base
de données disponible sur le site www. MLST.net (Obtention d’'un

numéro de séquence)

 Identification du profil allélique (ou séquence type ST) a partir des
différents numéros de séquence (banque de données)




R - :
MLST

Avantages

» Bonne reproductibilité intra et inter-laboratoire

» Données précises (sequencage de genes)

» Performance avec de nombreux pathogenes

» Absence de probléme de lecture et d’interprétation (le séquencage
remplace la photo du gel)

« Methode excellente pour des études macro- Inconveénients
épidémiologiques (nationales, intra
et intercontinentale) » Colt +++

* Intérét particulier pour le suivi des bactéries * Longue
multirésistantes
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2. Techniques de restriction enzymatique

2. 1. Techniques de microrestriction enzymatique:

RFLP: Polymorphisme de longueur de fragments de
Restriction

 Ultilisation d’enzymes de restriction a haute fréquence
de site de coupure
« Génération d’'un grand nombre de fragments d'/ADN

!

Difficulté de comparaison des profils du fait d’'un nombre
de bandes trop important (>1 000)




Typage moléculaire des souches de Pseudomonas aeruginosa par RFLP




RIBOTYPAGE:
Analyse RFLP par Southern-blot de TADN

- Etude basée sur le polymorphisme des fragments de
restriction de 'ADN codant pour les ARNr

- ADN codant pour les ARNr (opérons)
) structure stable, conservée dans le temps
2 nombre variable d’'opérons selon les bactéries (1a 11)

2 hybridation avec sonde « universelle » : ARN16s et 23s
d’E.coli

- Profil obtenu caractéristique d'une espece (taxonomie) ou
variations intra-especes (épidémiologie)



RIBOTYPAGE:
Analyse RFLP par Southern-blot de TADN

- |solement des bactéries, culture

- Digestion par endonucléase(s) de restriction possédant de
frequents sites de coupure

- Migration électrophoreétiqgue == nombreuses bandes (0,5 a 50 kb)

- Transfert du gel sur filtre (nitrocellulose ou nylon) = principe du
Southern

- Hybridation de | ’ADN par sondes nucleiques: ARN16s/23s E.coli



RIBOTYPAGE:
Analyse RFLP par Southern-blot de TADN

‘ EXTRACTION
RIBOTYPES

ADN \[H?ES“DH

HYBRIDATION
ELECTROPHORESE \

AVEC UNE
SONDE MARQUEE

(ARN* 16s ou 23s E.coli)
TRANSFERT
SUR
MEMBRANE




R - :
RIBOTYPAGE

Avantages

» Technique automatisable (Riboprinter®,Qualicon®) donc plus rapide
(32 ribotypes/))

» Technique reproductible et standardisée (résultats comparables
entre laboratoires)

» Marqueur taxonomique et epidémiologique

Inconvénients

» Procédure complexe et longue si manuelle
» Pouvoir discriminant plus faible que PFGE
* Probleme de standardisation notamment au niveau technique




AFLP: Polymorphisme de longueur de fragments
Amplifies
- Méthode combinant : profil de restriction et PCR

- Restriction de 'ADN génomique par une ER a fréquence
de coupure élevée et une ER a frequence de coupure
faible

- Ligation d’adaptateurs (oligonucléotides doubles brins)
aux extremites des fragments de restriction

- PCR avec sélections d'amorces complémentaires des
adaptateurs

- Séparation sur gel d’agarose
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Avantages

» Bonne reproductibilité (due a l'utilisation de sites de restriction)

» Bonne discrimination (proche du champ pulsé)

* Tres flexible : utilisé pour le groupe [Mycobacterium avium,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus]

* Facile, rapide (1a 2 jours), ne nécessitant pas de matériel particulier
(contrairement au champ pulsé)

Inconvénients

* Cher
» Pas de standardisation concernant I'interprétation des profils
(contrairement a la technique PFGE)




L
2. Techniques de restriction enzymatique

2. 2. Technique de macrorestriction enzymatique:

ECP (PFGE) : Electrophorése en champ pulse

e caractérisation moléculaire qui compare le matériel
genetique d'une méme espece

« Grande résolution

« Pouvoir discriminant supérieur a celui des autres
marqueurs

« Applicable a de nombreuses especes bactériennes

* Tres bonne reproductibilité



Electrophorése en champ pulse (ECP) ou (PFGE)

- Isolement des souches, cultures

- Intégration des bactéries dans des blocs
d’agarose « plug »

- Lyse et déprotéinisation in situ des bactéries

- Digestion par endonucléase de restriction
avec un faible nombre de site de coupure =
Macrorestriction

- Séparation des fragments d’ADN (10 a 800
kb) par électrophorese en champ pulsé

profils de restriction = Pulsotypes

- Analyse des pulsotypes par logiciel
Dendrogrammes

1/ “Empaquetage” des bactéries
o dans [agarose
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l ﬁ/ Lyse “in situ” des bactéries puis
igestion de 'ADN
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l 3/ Seéparation des fragments d' ADN
par électrophorése

Migration
de 'ADN




Electrophorese en champ pulse (ECP) ou (PFGE)
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Electrophorése en champ pulse (ECP) ou (PFGE)

Typage moléculaire des souches de Staphylococcus aureus par PFGE
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Electrophorése en champ pulse (ECP) ou (PFGE)

Criteres d'interprétation des variations du profil de macrorestriction

Nombre de modifications Nombre de Interprétation
génetiques entre deux fragments de éepidemiologiques
especes différence

0 0 Souches clonales semblables

1 2-3 Souches clonales tres
proches

2 4-6 Souches non clonales
proches

3 27 Souches différentes
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Electrophorése en champ pulse (ECP) ou (PFGE)

Comparaison des profils

logiciel GelCompar® Calcul de la similitude entre 2 profils

Construction du dendrogramme Algorithme de regroupement hierarchique

% of similarity Fapalal
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Wideo-captured data (double set), gelFH1

Dendrogramme et représentation schématique des pulsotypes de 6 souches cliniques,
de 2 souches environnementales et des 4 souches épidémiques de Legionella prneumophila
isolées a PARIS
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Electrophorése en champ pulse (ECP) ou (PFGE)

Avantages

» Pouvoir discriminant important
« Grande résolution, bonne reproductibilité intra-laboratoire
* Applicable a un grand nombre d'especes

Inconvénients

« Technique longue : 4 a 5 jours en moyenne
« Technique colteuse: appareillage, logiciel, réactifs et temps
« Technique délicate, manuelle, nécessitant du personnel qualifié




Techniques basées sur la restriction enzymatique de 'ADN

- Electrophorése en champ pulsé : coupures en peu de fragments




MALDI-TOF MS
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MALDI-TOF MS

Applications du MALDI-TOF MS au laboratoire
de Microbiologie

Diagnostic
Détection agent pathogene
|dentification directe sur flacon d’hémocultures et sur les urines

Etudes epidémiologiques
Typage (détection d’'une épidémie, surveillance d’'une épidémie,
|dentification de clones)



R - :
MALDI-TOF MS

Méthode d’ionisation permettant la séparation
et l'identification d’'ions moléculaires de poids moléculaires
éleves (protéines, peptides, ADN, polymeres synthetiques...)

MALDI
Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
==m) Désorption / lonisation laser assistée par matrice

TOF
Time of flight ===y Temps de vol

MS
Mass Spectrometry === Spectromeétrie de Masse



MALDI-TOF MS

Methodologie

Eclatement agent pathogene par
rayons laser puissants

lonisation molécules produites avec
matrice

Accélération ions produits/ champs
électrique puissant

Vitesse déplacement (TOF) fonction
masse molécule

Formation spectre dont chaque pic
==) masse ion donne

Flight tube

Laser

Crystallised matrix
with analytes

Result (spectrum)

Detection

Separation: TOF
(no electric field)

Acceleration
(electrostatic field)

Matrix-assisted
laser desorption
ionization

(MALDI)
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Etape 1
 L'échantillon est mélangeé aser
a de la matrice en excés analytefmatrx spot  DEam
et seché sur la cible iy
MALDI. /
- /
« Le laser ionise les

molécules de matrice.

* Les molécules
d'échantillons sont
lonisées par transfert de
protc_)ns a partir de la sample plate E:ttr‘dc:on f-.:.-'u.-:.-.m.j
matrice gid

|
|
I
I
.* . ) To mass
| speciromater
I
I
I
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MALDI-TOF MS

Etape 2
« Différence de Flight Tube
potentiel 20-25 kV ‘ betacior
Accélération des ions * ‘ /
'
. Séparation dans onseuce || ®oc. E
le tube de vol Ii’
» Les petits ions
atteignent plus vite
le détecteur que les ragnt Tube
20-25 kV
grOS ‘ Detector
> Mesure du temps l‘ /
mis par les ions lon Source | @ . - !
pour atteindre le —— i i
détecteur ]




MALDI-TOF MS

Etape 3

détection

accélération

ionisation

désorption

5

O o detector

Ntdd 1T M

" - 0
!!!!!!!!

field-free
drift range

grid electrode

acceleration
zone

matrix/analyte
crystals

template
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Détection de larges molécules comme des protéines (1000 —
300000 Da)

‘ I .I I | | Escherichia coll
| l Hafnia alvei
h_.l—h-.-.h. A...A_-..J 1 TN R TN

Empreinte spectrale variable
entre les microorganismes

Leclercia adecarboxylala

N | P

Spectres reproductibles ‘
I I Ixn'ebsj'e.‘.fapneuman.fae

. . Enterobacter aesrogenes
Pics specifiques de genre, ] .
d’'espece ou de sous espece Proteus mirabilis

Y
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3000 5000 7000 miz 9000 11000 13000
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Base de données de spectres

Comparaison du spectre obtenu avec les spectres présents dans la
banque de données

Scores d’appariement et identification bactérienne la plus plausible

Meaning of Score Values s bl o | e
“_:_” Clogindien pefangess B 1568_HCTC 3100 B0G LDy
Range Description Symbols | Color » )

! g Clestridiom perfingses B [008_WCTC 984 _ETO 1302
2300 .. 3000 \am il ; o , Cloatmdimn pergens B 1971_&T0C 3626 BOG 150}
2.000 ... 2.299 () gen {:: Chostrdiom periingess & 10FT_WCTS £257_BOG it
1.700 ... 1.999 probable genus identification (+) | yellow c

Clostyidiom perfingess D 1150_WCTC E346_BOO

0,000 ... 1.699

o e Tertosteron DER S0348 EAk

DRl 30596 DEnd

Possibilité d’enrichir la base de données

Bocls arephans IS4 473 D2

(-) red .
P Claprydun perdmgens © 1041 _HCTE 10720_BOG bl |
85

Lt Coririchum bagerera 10T1_ATOD 35753 BOG

Par la firme: mises a jour fréquentes

Par l'utilisateur: a I'aide de souches bien caractérisées (séquencage)
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Avantages

- Rapide et peu couteuse (hors colt appareil)
- Peu de gestes techniques

- Simplification de la démarche d’identification

Inconvénients

- En cas de prélevement contaming, ou de mauvais depot,
I'identification est impossible ou erronées

Améliorations nécessaires

« Comparaison de souches
* Reésistance

 Facteurs de virulence



