Résistome et antibiogramme génomique:

Application actuelle ou vision du Futur ?
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Déclaration d’intéréts de 2014 a 2019

e INtéréts financiers : Non

e Liens durables ou permanents : Non

e Interventions ponctuelles : Non

Intéréts indirects : Non
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Louis Pasteur , Robert Koch et les Microbes ...
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Génomique
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Introduction : Résistome ? Cf. orateurs précédents...

= Collection de tous les genes de résistance aux antibiotiques
 (éne présents dans tout le régne bactérien (pathogéne humain ou non)
 Gene présents dans I'environnement associé ou non a 'Humain.

= Prévalence +++ des genes de résistance chez 'Humain
(0,4 copies / bactérie) Marines ot o, 2015

D’Costa et al. 2006

= Résistance obtenue par mutation spontanée (perte d'affinité-inactivation
enzymatique) ou transfert horizontal (plasmide ou transformation)

e 0"'\. Mobdzason nto

Non-Resstent

Réservoirs/mécanismes nombreux fw\f —-’Q’iﬂ?’
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Introduction : Antibiogramme genomique ?

Phénotype de résistance predictible grace

aux annotations et aux algorithmes
développés
Resistance Gene Identifier, Comprehensive Wrightetl. 2019
Antibiotic Resistance Database,...

Recherche biaisée par ce qui est connu
* « the known know, known unknow and

unknown unknows of resistance »
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Pour quel cout?

~ C’est cher ...
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Standardisations ou variabilites? (1)

174396 0

» Techniques T iy
= Metagenomique
= Sequencgage ciblé (amplicon)
= Séquencage ciblé (capture)

|

o

—>Variabilité inter-méthode

|
Guittor et al. 2020
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Standardisations ou variabilites?(2)

* Cibles extremement nombreuses

—>nécessité d’'une
quantité importante de
données

B Class A bela-lactamase (660) mm g (95)

Bl Class D beta-lactamase (294) g Glycopepide resistance (67)
B Class C befalactamase (246) g 23S rRNA methyitransierase (37)
g Class B beta-lactamasa (153) g Trmethopnm rasistance (20)
B EMux systams (178) B Otnher (122)

B AMEs{134)

Total = 2021

—>Necessite de | | £
données cliniques | (- )= -
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Standardisations ou variabilites?(3)

* Qualité des résultats importante

= « Générer des données n’est pas un probleme, les
comprendre par contre ... »
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Standardisations ou variabilites?(4) : accréditation
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Logigramane u® 2 Exemple de pipelme prédseatant Jes dupes de la géndration dex séquences jusqu'd
I'ident¥fication de micro-urganisines dans be cadre de b Métagdnomique diagnostiqus.
Ce schéma est un svemple a adaprer d chague domaine d'activird

Pour les applications du sous-domaine de la microbiologie et plus m;;lent lorsqu'une
méthode de séquengage non ciblée est utilisée sur un échantillon biolegique d’origine humaine, la
structure devrait :

- documenter les proportions de séquences alignées a
microbiologique ou humaine

- définir les seuils minimaux de séquences d'ori

l'identification et la quantification d’acides nuclé

documenter les interférences liées é |

es de reférence d'origine

iologique et humaine permettant
'origine microbiologique
d'ADN humain dans I'échantillon, la
contaminants par exemple dans les répctifs

mmmm@mmmma

» Par exemple, les EEQ « paneis ! m utilisés pour la
. les EEQ de résistances le pour la détection de
vanants ou des EEQ visant & comparer par exemple lorsqu'ils existent.

Pour fa microbioagie, les seulls de pasitivité dowent étre cairement établis par la structure pour le
rendu positif ou négatif. Par example, dans le cas de recherche de mutations de résistance virale,
los sevils d'inferprétation (% de la quasi espéce) & partir desquels le biclogiste rend le résultat
dolvent étre clarement explicités. Cela peut &lre aussl une quantité relative de séquences reiiées &
un pathogéne donné dans le cas de la métagénomique ou bien un seull habtuelement observé de
différences enire deux souches dans le cadre d'éludes épidémiques.

Dans e cas de fidentification de pathogénes non décrits dans Ia pathologie identifiée. 1 structre
ummmmnmu,m(m.n

cofrac

g::: le cadre q; la mlcrlob'ologie, l;(s) cla doﬂgolv::t étre :Iemsl;(sc)il gwr etre le plus en | Guide technique d'accréditation de la technologie
pOSSI e avec es es r exempie, com er un
- "“mde Pﬂ““’gmpm . mque”“' por} de séquencage a haut débit (NGS)
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Quel(s) bénéfice(s) attendu(s) ?

« Accélération du délai
de rendu

Session Thématique : Nouvelles
stratégies diagnostiques : encore plus
vite et mieux ?

* Autres applications :

Utilisation en typage des
investigations
epidemiologiques

==
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_PA_ | PBI | PB2

Des difficultes ? (1)

Besoin de ressources e

(humaines et logistiques) g -
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Difficultes (2) : Lien génotype et phenotype : pas si simple ! (1)

Phenotypic Resistance

Résistance Innée/acquise

Résistance cryptique/silencieuse :
les genes sont présent mais ne sont pas
exprimes

Geénes de proto-résistance :

faible/absence d’'activité anti-antibiotique
mais activité si mutation

[—) Ou mettre la limite ?]

Phenotypic Sensitivity




Difficultes (2) : Lien génotype et phenotype : pas si simple ! (2)

P. aeruginosa ATCC X 7

Banque de donnée CARD
Positif :

= Résistance aux quinolones aisément étudiée

car un seul géene principal
Négatif :

= Mutation associée ou non a surexpression
(exemple AmpC)

= OprD est associé a de nombreux régulateurs

= Difficultés pour les glycopeptides
car similarité de séquences +++

= Difficultés pour les éléments mobiles

ﬁﬂ

eMux regulanon
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<% - o L Jeukens al. 2017
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Des solutions commerciales ?

Mycobacterium tubercuwlosts complex

Spobgotype

NA - SIT Undescribed

DNA EXTRACTION  MULTIPLEX DEEP SECURE VISUALISATION
FROM CLINICAL PCR SEQUENCING CLOUD-BASED REPORTING
SAMPLES ANALYSIS

Exemple du DEEPLEX Myc-TB kit
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Conclusion (1) : Présent ou futur?

PRESENT :

NS
e
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» Des applications simples dutilisation
(voire commerciales...) commencent
a se développer/démocratiser

 Genes associés a des résistances
« usuelles » sont disponibles en banque
de donnée

 Des recommandations d’accréditations

de laboratoire sont produites
18



Conclusion (2) : Présent ou futur?

FUTUR
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* Nécessité d'une mutualisation des
besoins/moyens en
microbiologie/infectiologie

 Fort besoin de controle et de
standardisation

*Des limites technigues et biologiques
difficiles a depasser (plasmidome,
phages, ...)
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MERCI POUR VOTRE ATTENTION
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