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Evolution annuelle du nombre de génomes séquencés

Nombre de génomes séquencés (Juin 2007) : 573 dont ~ 200 pathogenes humains
Nombre de génomes en cours (Juin 2007) : 1133
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TAAAGTTTTTAAGCCATTTTTTAAAGCTTTACA
— TAAAGTTTTTAAGCCCTCTTTTAAAGCATTGCA
- TAAAGTTTTTAAGCCATCTTTTAGAGGTTTACA
TAAAGTTTTTAAGCCATCTTTTAAAGCTTCACA

A Identification de signatures
p—— spécifiques

blaVEB-1 aadB arr-2 cmlA5  "OXA-10  aadAl

Milieux de culture

Profils de restriction

Prédiction de résistance aux antibiotiques
Et design d’antibiotiques

[/

ATGTTCACAAGGACTATCATGAACATCGGCTATGTTGATGATGTACAACCTTTAAAACAGGGAGTACGTT
TAAATTTTTCTACGCGCTATGACATACAGAGTTTGGAAATTGGTGCATCGATTGCGTGTTCATGGATTTG

DNA micro_arra S TCTGACAATTGTCGAGCGGGGGGTAAAACAAGCGACTGCTGGTTGGTTTGCTGTAGAAGCATGGGAAGAA Pre'CjICtlon de
y GCATTGCGTTTGACTAATCTTGCACAATGGACAAAAGGAACTTTTGTTAATTTGGAACGTTCGCTTCGAT Viru |ence .
- TAGGTGATGAAATAGGAGGACATTTGGTTTCCGGTCATATTGATGGTTTGGCTGAAATCATTGATCAARA »

AARATGAAGGGGATGCAATTCGTTTTTATTTAAAAGTTGTAAGACAATTTATGCCTTTCATTGTCAATAAG
GGATCTATTGCACTTAATGGGACATCTTTGACTGTTAATGGTGTTGAGGATTGTGTTTTTGATGTTCTTA
TTATTCGCCATACACTCGAAATGACAACGTGGGGACAAGCTAGAATTGGAGATTGGGTCAATTTGGARAT
TGATCAACTTGCTCGTTATGCTGCGAAACTTTTTGCTTTAAAAAGAGAAGATGAATAA

Identification

d’épitopes antigéniques  pgyeloppement d’anticorps

monoclonaux Vaccins
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Détection moléculaire & identification

PCR, séquencage
PCR en temps réel
PCR multiplex
Micro-array



1 - PCR/SEQUENCAGE

* Caractérisation d ‘isolats cliniques non identifiés par les
techniques classiques

* Mise en évidence de bactéries au sein de prélevements biologiques
(LCR, sang, LBA, ganglions, valves cardiaques...)
- Bactéries non cultivables ou a culture lente (bactéries
intracellulaires).
* Utilisation d ‘amorces choisies sur le gene codant | 'ARN 16S, rpoB
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Escherichia coli



La PCR en temps réel avec sondes

Photohybrids

Maintenance-free Microvalume fluerimeter with
LED light source Rodenstock guality optics

Lightcycler*

* Mesure d ’une intensité de
fluorescence

* Excitation a 470 nm

* Détection a 530 nm, 640 nm
et 710 nm



Exemple : Détection et typage du méningocoque

Besoin d ‘une identification rapide et du typage du méningocoque.

Il existe des vaccins bivalents et tétravalents contre les sérogroupes
A/C et A/C/W135/Y mais pas contre le sérogroupe B.

Identification: gene crgA et ctrA

Typage: gene siaD (B, C, Y, W135) et gene orf-2 (A).

Identification et typage du meningocoque en 3 heures.



EXEMPLE DE DETECTION DU MENINGOCOQUE




EXEMPLE DE TYPAGE DU MENINGOCOQUE




Systemes commercialisés

Le test IDI-Strep B est réalisé a partir d'un écouvillon vaginal.

L'analyse de I'échantillon clinique est effectuée grace a la technologie du
PCR en temps réel sur l'appareil Smart Cycler,
commercialisé par lI'entreprise Cepheid

75 minutes

Smart GBS Process
Inneculate Swab in LM Broth
14 hours

Standard Culture Procedure

Run Smart GBS - 75 Minutes
Sample Prep - 25 Minutes

Innoculate Swab in LIM Broth Subculture Broth on Blood Agar Plate R CAMP Test
2% hours 48 hours 24 hours

Perform Catalase Test - 10 Minutes.
Parform Gram Stain - 20 Minutes:




Catalog ko, ASREV-moN-ngo

Enterovirus:

The Entarowinus A 5K contains primers, a FAM-labeled probe and an Alexa saz-labeled probe that ane
a 115 bp reglon of the 5' UTR. In additlon, the EV AS

Red-labeled proh 3 % ] ontrol saquen

that can detect FAM, and Texas Red reparter dyes like Id SmartCycler® System.

Consistant
Manufactured under cGMP for maximum
prodect consistency and quality.

Quality Contral
Contains an internal control to check for
sample inhibitien.

Easy to Lise

Prowided in a yophilized bead format far
Increased cansistency, ease of use, and
greater :lal:-ilil.:r. Each lyophilized bread is
sufficient far vaa 25l reactions.

Rapld
Decigned for rapid resufts on real-time PCE
Instruments like the Cepheid SmartCycler.

Comprehensive: Complete coverage of significant serotypes

Table 3: Enterovirus serotypes detected by the Xpert EV Assay:

. 2.5 heures
Species Serotypes
A Coxsackie AZ-AB A10 AL2 Al4 Al6 EVFL
B Coxsackie A9, B1-B6. EcHo 1-7. 9, 11-21, 24-27, 29-33, EVG9
*Coxsackie Al not avallable for testing
c* Coxsackie A11. A13 A15 A17-22 AZ4
] EVEE, BV7O
Poliovirus Poliowirus 1-3




Microarrays

Technologie en plein essor en

microbiologie

Les puces a ADN permettent de mes
globalement le niveau d’expression de

I’ARNmM
Ribosome

Nombreuses applications

_ o Traduction
Kits commercialisés

Protéine



Puces a ADN

Tableau N*P

tost W_,.

Analyse et normalisation d’images

excitation

Hybridation A
laser 2 \ r laser 1
Puce a ADN N v —_—

émission




Exemples d’applications
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Microarray-Based Detection of 90 Antibiotic Resistance Genes
of Gram-Positive Bacteria

Vincent Perreten,'* Lorianne Vorlet-Fawer,! Peter Slickers,” Ralf Ehricht,?
Peter Kuhnert,' and Joachim Frey!
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Rapid Identification of Escherichia coli Pathotypes by Virulence Gene
Detection with DNA Microarrays

Sadjia ]Z'n:lcal,,l’2 Roland Brousseau.! Luke Masson.,! Gabrielle Prefontaine,
John 1-“':*¢irbr1'-:-thn:1',2 and Josée Harel**
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lvagen

Staph ArrayTubes test principle

ArayTube with
custom Array Chip.

Sample preparation
& biotin labeling of
target molecules.
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Interaction analysis

Online detection,
applying calerimetric awtomatic image
AT detection method. recanding.

Image analysis & resu
presentation.

List of genes detected on Staph ArrayTubes:

S. aureus species marker : Gene Notes
Gene Notes msrA Erythromycin resistance
catA catalase linA Clindamycin resistance
coA coagulase far1 Fusidic acid resistance
femA Species marker sat Streptothricin resistance
vanA, B, Z Vancomyecin, teicoplanin resistance
Antibiotic resistance marker norA Membrane associated protein
Gene Notes
blaZ penicillin G resistance/beta-lactamase |  Antiseptic resistance marker
mecA Methicillin resistance Gene Notes
aacA-aphD Aminoglycoside resistance mupR Mupirocin resistance
aadD Aminoglycoside resistance gacA Efflux mediated antiseptic resistance
aphA3 Aminoglycoside resistance
dfrA Trimethoprim resistance Toxicity marker
tetM Tetracycline resistance Gene Notes
tetk Tetracycline resistance etA, B Exfoliatine
vatA, B Streptogramin resistance lukS,F, F-PV, S-PV | Panton valentine leukocidine
vga, vgaA, vgb | Streptogramin resistance entA B,C. QK Enterotoxin
ermA, C Erythromycin/clindamycin resistance tst-1 Toxic shock syndrome




echnologie d’avenir : pyroséquencage

* Pyroséquencage:
— Courtes séquences d’ADN ( <50 bases) specifiques
— Séquencage a haut débit (454 Technologie)
- GS 20 = GS 100
— Détection rapide de millions de cibles




L’'information génétique n’'est pas suffisante!

Phenotype

«—

Genotype

Intéraction entre les génes (sensibilité aux antibiotiques)
nécessite une analyse simultanée du phénotype

PM Microarray Biolog*



Conclusion

* |l est maintenant possible d'analyser
I'expression de milliers de genes en parallele et

a haut débit.

[J Révolution technologique

[J Changement d’échelle de la recherche biologique

* Domaine pluridisciplinaire

* Applications multiples

* Détection, en moins d'une heure,
des agents infectieux présents dans
un échantillon clinique

* Détection de I'éventuelle présence
d'une multitude de micro-organismes
en méme temps



