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Support

QuQu’’estest‐‐ce quce qu’’une puce une puce àà  ADN?ADN?

Cibles (ADN amplifié)PCR

RT‐PCR

ADN

ARN

Sondes (n=50 à 250 000)
. ADN: oligonucléotides, produits PCR 
. un spot = une sonde = un gène/allèle
. monobrin
. immobilisées
. attendant de s’hybrider avec un brin 

complémentaire
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Applications des puces Applications des puces àà  ADNADN
Puces de haute densité

Scanner confocal

Hybridation

Analyse qualitative 

 et/ou quantitative

Transcriptomique

ARNm

Cy3 
 
Cy5

Marquage

 

différentiel
de l’ADNc

Bactérie
 s

sauvage         vs        mutant
condition 1   vs     condition 2

Bactérie
 s

ARNm

Bactérie
 s

Génomique

ADN

Cy3  
 
Cy5

Marquage

 

différentiel

 

de 

 l’ADN
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 s

ADN
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Puce Puce àà  ADN pour la routineADN pour la routine

•
 

Format simple à
 

manipuler
•

 
Analyse qualitative

 
: présence ou absence

–

 
Présence du gène = amplification et hybridation sur les spots 

 correspondant au gène (spots colorés)

•
 

Puce de faible densité
 

(entre 200 et 600 spots)
•

 
Lecture simple et lecteur peu coûteux

"Tous les avantages sans les inconvénients"
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Puce Puce àà  ADN pour la routineADN pour la routine
•

 
Spots pour détecter et identifier des espèces

 
bactériennes 

 et/ou virales

•
 

Spots pour détecter des résistances
 

bactériennes et/ou 
 virales 

•
 

Spot pour détecter des facteurs de virulence
 

bactériens 
 et/ou viraux

Combinaison de l’ensemble possibles car …. 
600 spots disponibles donc 600 caractères accessibles

… en un seul run
 

de PCR

Et si mélange de bactéries, ça marche quand même !



Apport des puces à ADN 
dans le diagnostic rapide en routine 

… une pathologie, un pathogène, … 

Infection ostéo-articulaire



Clinique

Imagerie

Histologie

Biologie

Bactériologie
diagnostic de certitude

Infection ostInfection ostééoo‐‐articulairearticulaire
DDéémarche diagnostiquemarche diagnostique

– diagnostic conventionnel

– diagnostic moléculaire

–
 

PCR spécifique 
 Staph/Strepto/Kingella

–
 

PCR universelle 16S + 
 séquençage

Délai et coût ++

+ polymicrobisme (10 à
 

15%)
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•
 

Spots pour détecter et identifier des espèces bactériennes 
 et/ou virales

•
 

Spots pour détecter des résistances bactériennes et/ou 
 virales 

•
 

Spot pour détecter des facteurs de virulence bactériens 
 et/ou viraux



Puce Puce àà  ADN pour la routineADN pour la routine

•
 

Prove‐itTM Sepsis
–

 
Amplification des gènes gyrB, parE, 

 mecA par PCR multiplex avec des 
 amorces biotinylées

–

 
Détection et identification de 50 

 espèces bactériennes

+ mecA

–

 
Développée pour les hémocultures 

 positives

Bactéries à Gram positif Bactéries à Gram négatif

Identification à

 

l’espèce
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae subsp. 

 
equisimilis

Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Listeria monocytogenes
Clostridium perfringens

Identification taxonomique
Staphylococcus

 

à

 

coagulase
Négative :

S. capitis
S. haemolyticus
S. hominis
S. lugdunensis
S. saprophyticus
S. warneri
S. Xylosus

Marqueur de résistance
Gène de résistance à la
méthicilline mecA

Identification à

 

l’espèce
Acinetobacter baumannii
Enterobacter aerogenes
Enterobacter

 

cloacae
Escherichia coli
Haemophilus

 

influenzae
Klebsiella

 

oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Neisseria meningitidis
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia
Salmonella enterica subsp. Enterica

Identification taxonomique
Groupe

 

Bacteroides fragilis
Campylobacter jejuni/coli
Enterobacteriaceae

Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter koseri
Enterobacter hormaechei
Enterobacter sakozakii
Morganella morganii
Pantoea agglomerans
Yersinia enterocolitica
Yersinia pseudotuberculosis
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(quelques secondes)



Les Les éétapestapes
Amplification :

 
PCR multiplex avec 

 amorces biotinylées

Hybridation sur la puce

Lecture et interprétation

(105 min)

(45 min)

(quelques secondes)

ADN



Les Les éétapestapes
Amplification :

 
PCR multiplex avec 

 amorces biotinylées

Hybridation sur la puce

Lecture et interprétation

(105 min)

(45 min)

(quelques secondes)

ADN



Les Les éétapestapes
Amplification :

 
PCR multiplex avec 

 amorces biotinylées

Hybridation sur la puce

Lecture et interprétation

(105 min)

(45 min)

(quelques secondes)

ADN



Les Les éétapestapes
Amplification :

 
PCR multiplex avec 

 amorces biotinylées

Hybridation sur la puce

Lecture et interprétation

ADN

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Spots jaunes = bactéries
Spots verts = contrôles internes

(105 min)

(45 min)

(quelques secondes)

< 3h



ProveProve‐‐ititTMTM  Sepsis Sepsis versusversus
 

cultureculture

•
 

2107 hémocultures positives
86% (n=1807) avec des bactéries comprises dans le panel de 

détection

•
 

Résultats
–

 
Sensibilité

 
94,7%  ‐

 
Spécificité

 
98,8%

–
 

Détection et identification du SARM : 100%

•
 

Délai de rendu
–

 
Prove‐itTM

 
Sepsis plus rapide que la culture de 18h en 

 moyenne

Tissari et al., Lancet 2010

Prise en charge rapide et adaptée des patients 
 présentant une septicémie



ProveProve‐‐ititTMTM
 

Sepsis et infections ostSepsis et infections ostééoo‐‐articulairearticulaire

•
 

Analyse rétrospective

•
 

130 prélèvements
–

 
67 liquides articulaires

–
 

63 biopsies osseuses

16 négatifs C‐/PCR16S‐

114 positifs C+ et/ou PCR16S+
Sélection des prélèvements selon     les 

 sondes bactériennes disponibles sur la 

 puce

•
 

31 C+/PCR16S

 

+
•

 
22 C+/PCR16S

 

‐
•

 
61 C‐/PCR16S

 

+

•
 

Protocole identique à celui des 
 hémocultures

Bactéries testées dans l’étude

Staphylococcus

 
spp (n=63)

S. aureus

 
(n=35)

S. epidermidis

 
(n=20)

Streptococcus

 
spp (n=29)

Entérobactéries (n=19)
Bacteroides

 
spp (n=6)

Pseudomonas

 
spp (n=3)



Culture (n)Culture (n) PCRPCR
 

16S16S

 

(n)(n) ProveProve‐‐ititTMTM

++ ‐‐

CC‐‐
 

(77)(77)
PCR‐

 
(16) 1 15

PCR+ (61) 39 22

C+ (53)C+ (53)
PCR+ (31) 27 4

PCR‐
 

(22) 5 17

130130 7272 5858

ProveProve‐‐ititTMTM
 

Sepsis et infections ostSepsis et infections ostééoo‐‐articulairearticulaire



Culture (n)Culture (n) PCRPCR
 

16S16S

 

(n)(n) ProveProve‐‐ititTMTM

++ ‐‐

CC‐‐
 

(77)(77)
PCR‐

 
(16) 1 15

PCR+ (61) 39 22

C+ (53)C+ (53)
PCR+ (31) 27 4

PCR‐
 

(22) 5 17

130130 7272 5858

• C‐/PCR16S
 

‐
 

n=16

– 15 Prove‐it –

– 1 Prove‐it + : S. epidermidis

Confirmation ultérieure                      au 
laboratoire par PCR tuf et séquençage

Confirmation clinique : arthrite 
septique (genou) à S. epidermidis
traitée

ProveProve‐‐ititTMTM
 

Sepsis et infections ostSepsis et infections ostééoo‐‐articulairearticulaire



Culture (n)Culture (n) PCRPCR
 

16S16S

 

(n)(n) ProveProve‐‐ititTMTM

++ ‐‐

CC‐‐
 

(77)(77)
PCR‐

 
(16) 1 15

PCR+ (61) 39 22

C+ (53)C+ (53)
PCR+ (31) 27 4

PCR‐
 

(22) 5 17

• C+ et/ou PCR16S+
 

n=114

– 70 Prove‐it +
Identification concordante (61,4%)

7 diagnostics plurimicrobiens

Détection du gène mecA

•

 

16 Staphylococcus

 

spp    C+/Prove‐

 it+ : 5mecA+,11mecA‐

• 28 C‐/PCR16S

 

+ : 12 mecA en plus

Meilleure discrimination/PCR16S
•

 

S. aureus vs S. aureus/S. 

 haemolyticus

•

 

K. pneumoniae vs K. pneumoniae/K. 

 oxytoca

• …

114

ProveProve‐‐ititTMTM
 

Sepsis et infections ostSepsis et infections ostééoo‐‐articulairearticulaire



Culture (n)Culture (n) PCRPCR
 

16S16S

 

(n)(n) ProveProve‐‐ititTMTM

++ ‐‐

CC‐‐
 

(77)(77)
PCR‐

 
(16) 1 15

PCR+ (61) 39 22

C+ (53)C+ (53)
PCR+ (31) 27 4

PCR‐
 

(22) 5 17

• C+ et/ou PCR16S+
 

n=114

– 70 Prove‐it +
Identification concordante (61,4%)

– 1 Prove‐it +
Identification discordante par rapport 
à la culture

puce = E. coli + S. enteritidis versus
culture = B. fragilis

patient avec IOA plurimicrobienne
documentée : E. coli + B. fragilis

114

ProveProve‐‐ititTMTM
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Culture (n)Culture (n) PCRPCR
 

16S16S

 

(n)(n) ProveProve‐‐ititTMTM

++ ‐‐

CC‐‐
 

(77)(77)
PCR‐

 
(16) 1 15

PCR+ (61) 39 22

C+ (53)C+ (53)
PCR+ (31) 27 4

PCR‐
 

(22) 5 17

• C+ et/ou PCR16S+
 

n=114

– 70 Prove‐it +
Identification concordante (61,4%)

– 1 Prove‐it +
Identification discordante                   par 

 rapport à la culture

– 43 Prove‐it ‐

17 C+/PCR16S‐

22 C‐/PCR16S+

4 C+/PCR16S+

114
Extraction?
Faible inoculum?

Congélation/ 

 décongélation?

Défaut de 

 sensibilité?

Interférence ADN 

 humain/ADN 

 bactérien?

Dilution 1/10 des extraits d’ADN (n=10) :

récupération de 6 positifs :
5 Staphylococcus

 

spp + 1 S. pneumoniae

ou algorithmes d’interprétation?
18 Prove‐it ‐ présentaient des spots  

d’hybridation mais sous le seuil de positivité

ProveProve‐‐ititTMTM
 

Sepsis et infections ostSepsis et infections ostééoo‐‐articulairearticulaire



•
 

Résultats prometteurs
–

 
Principales espèces responsables d’IOA

–
 

Infections polymicrobiennes
–

 
Résistance à la méthicilline

•
 

Méthode simple et rapide

•
 

Manque de sensibilité
–

 
Optimisations en cours

–
 

Etude prospective

•
 

Extension du thesaurus à d’autres espèces

•
 

Nouvelle génération de puce en cours d’évaluation
–

 
Système de barrettes (StripArrayTM)

–
 

Nouvelles espèces : Kingella kingae
 

et Propionibacterium acnes

Puces et IOA Puces et IOA ‐‐  conclusionsconclusions
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Apport des puces à ADN 
dans le diagnostic rapide en routine 

… une pathologie, un pathogène,… 

Staphylococcus aureus



Puce Puce àà  ADN pour la routineADN pour la routine

•
 

Spots pour détecter et identifier des espèces bactériennes 
 et/ou virales

•
 

Spots pour détecter des résistances bactériennes et/ou 
 virales 

•
 

Spot pour détecter des facteurs de virulence bactériens 
 et/ou viraux



Puce Puce àà  ADN ADN S. aureusS. aureus
• StaphyType 96 ® :  puces à ADN dédié à S. aureus

• regroupe :
332 sondes de S. aureus
185 genes et leurs variants alléliques:
• marqueurs d’espèce (coa, nuc, spa, sbi,…)
• gènes de résistance dont mecA
• cassette SCCmec
• toutes les exotoxines connues
• MSCRAMM
• Protéases
• capsule 
• type agr



1 réaction PCR + 1 puce 

Les mêmes 20 gènes
+ 4 autres réaction de PCR multiplex

Total = 22 gènes criblés

Versus

+ …. 300 autres gènes ou allèles

Avant les puces Avant les puces ……  avec les pucesavec les puces



Puce Puce àà  ADN ADN S. aureusS. aureus
• Facteurs de virulence : 

• Toxines : PVL, TSST‐1, toxines superantigéniques, …
• Résistance particulière (mecA, ermA,B,C, mupA,  VanA, …) 

• Epidémiologie globale : nature du clone
• Clone ST80 PVL+
• USA300 PVL+
• Clone Géraldine TSST1+ SARM

• Epidémiologie locale:
• Epidémie ou non ? 

• Phylogénie / perte‐gain d’éléments mobiles







Puce Puce àà  ADN ADN S. aureusS. aureus
• Facteurs de virulence : 

• Toxines : PVL, TSST‐1, toxines superantigéniques, …
• Résistance particulière (mecA, ermA,B,C, mupA,  VanA, …) 

• Epidémiologie globale : nature du clone
• Clone ST80 PVL+
• USA300 PVL+
• Clone Géraldine TSST1+ SARM

• Epidémiologie locale:
• Epidémie ou non ? 

• Phylogénie / perte‐gain d’éléments mobiles



Assignement des souches clinques Assignement des souches clinques 
àà  un cloneun clone

Database versus données de la souche de Mr XXX + algorithme

MRSA communautaire

Epidémique en Europe, 

Endémique au maghreb

SSTIs, furonculose, P. nécrosante

MRSA d’origine porcine

Endémique en Europe du Nord

Database versus données de la souche de Mme YYY + algorithme



Puce Puce àà  ADN ADN S. aureusS. aureus
• Facteurs de virulence : 

• Toxines : PVL, TSST‐1, toxines superantigéniques, …
• Résistance particulière (mecA, ermA,B,C, mupA,  VanA, …) 

• Epidémiologie globale : nature du clone
• Clone ST80 PVL+
• USA300 PVL+
• Clone Géraldine TSST1+ SARM

• Epidémiologie locale:
• Epidémie ou non ? 

• Phylogénie / perte‐gain d’éléments mobiles



Puce Puce àà  ADN ADN S. aureus S. aureus et et éépidpidéémiemie

permet d’infirmer l’épidémie



Puce Puce àà  ADN ADN S. aureusS. aureus
• Facteurs de virulence : 

• Toxines : PVL, TSST‐1, toxines superantigéniques, …
• Résistance particulière (mecA, ermA,B,C, mupA,  VanA, …) 

• Epidémiologie globale : nature du clone
• Clone ST80 PVL+
• USA300 PVL+
• Clone Géraldine TSST1+ SARM

• Epidémiologie locale:
• Epidémie ou non 

• Phylogénie / perte‐gain d’éléments mobiles



ST398 MRSA from pigs

ST398 MRSA from humans

ST398 MSSA from humans

ST398 MSSA from human endocarditis

Puce Puce àà  ADN ADN S. aureus S. aureus et phyloget phylogéénienie



ConclusioonConclusioon
• Avenir très prometteur … pour 30 à 60 euros

• Combinaison possible:
• bactérie/virus
• résistance virulence
• typage de souches

• Puces par syndrome: notion de "panel"
• Puce IOA
• Puce Endocardite
• Puce Méningite

… mais . optimisation de la sensibilité
. pas quantitatif … pour l’instant
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1 réaction PCR + 1 puce 

Les mêmes 20 gènes
+ 4 autres réaction de PCR multiplex

Total = 20 gènes +/‐
 

déterminés 

Versus

+ …. 300 autres gènes ou allèles

Avant les puces Avant les puces ……  avec les pucesavec les puces
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