
  UR

Pr Jean-Marc ROLAIN

JNI - Dijon – 13 Juin 2007

Unité des Rickettsies - CNRS UMR 6020
Fédération de Microbiologie Clinique

Hôpital de la Timone
Marseille

 

Méthodes de diagnostic moléculaireMéthodes de diagnostic moléculaire
en microbiologieen microbiologie



  

Évolution annuelle du nombre de génomes séquencésÉvolution annuelle du nombre de génomes séquencés
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Nombre de génomes séquencés (Juin 2007) : 573 dont ~ 200 pathogènes humains~ 200 pathogènes humains
Nombre de génomes en cours (Juin 2007) : 1133



  

Développement de vaccins et Développement de vaccins et 
De tests sérologiquesDe tests sérologiques

Prédiction du phénotypePrédiction du phénotypeDétection moléculaireDétection moléculaire
IdentificationIdentification

ATGTTCACAAGGACTATCATGAACATCGGCTATGTTGATGATGTACAACCTTTAAAACAGGGAGTACGTT 
TAAATTTTTCTACGCGCTATGACATACAGAGTTTGGAAATTGGTGCATCGATTGCGTGTTCATGGATTTG 
TCTGACAATTGTCGAGCGGGGGGTAAAACAAGCGACTGCTGGTTGGTTTGCTGTAGAAGCATGGGAAGAA 
GCATTGCGTTTGACTAATCTTGCACAATGGACAAAAGGAACTTTTGTTAATTTGGAACGTTCGCTTCGAT 
TAGGTGATGAAATAGGAGGACATTTGGTTTCCGGTCATATTGATGGTTTGGCTGAAATCATTGATCAAAA 
AAATGAAGGGGATGCAATTCGTTTTTATTTAAAAGTTGTAAGACAATTTATGCCTTTCATTGTCAATAAG 
GGATCTATTGCACTTAATGGGACATCTTTGACTGTTAATGGTGTTGAGGATTGTGTTTTTGATGTTCTTA 
TTATTCGCCATACACTCGAAATGACAACGTGGGGACAAGCTAGAATTGGAGATTGGGTCAATTTGGAAAT 
TGATCAACTTGCTCGTTATGCTGCGAAACTTTTTGCTTTAAAAAGAGAAGATGAATAA 

TAAAGTTTTTAAGCCATTTTTTAAAGCTTTACA
TAAAGTTTTTAAGCCCTCTTTTAAAGCATTGCA
TAAAGTTTTTAAGCCATCTTTTAGAGGTTTACA
TAAAGTTTTTAAGCCATCTTTTAAAGCTTCACA

DNA micro-arrays

Profils de restriction

Identification de signatures
spécifiques

blaVEB-1 aadB arr-2 cmlA5 blaOXA-10 aadA1

1_1791_1761_1661_1651_163 1_173

blaVEB-1 aadB arr-2 cmlA5 blaOXA-10 aadA1
Milieux de culture 

Prédiction de 
virulence

Prédiction de résistance aux antibiotiques
Et design d’antibiotiques

Identification
d’épitopes antigéniques 

Vaccins
Développement d’anticorps

monoclonaux

http://fr.wrs.yahoo.com/_ylt=A9iby44vDPNE7GIAZ_llAQx./SIG=1im94dc82/EXP=1156865455/**http%3a//fr.search.yahoo.com/search/images/view%3fback=http%253A%252F%252Ffr.search.yahoo.com%252Fsearch%252Fimages%253Fp%253Dphoto%252Bde%252Bvaccination%2526fr%253DFP-tab-web-t340%2526ei%253DUTF-8%2526meta%253Dvc%25253D%26w=150%26h=113%26imgurl=www.qmw.ac.uk%252Fqmul%252Fuploads%252Fnews%252Fimages%252Fnov04%252Fvaccination.jpg%253F0.9249630241879054%26rurl=http%253A%252F%252Fwww.qmw.ac.uk%252Fresearch%252Fnewsrelease.php%253Fnews_id%253D116%26size=4.5kB%26name=vaccination.jpg%26p=photo%2bde%2bvaccination%26type=jpeg%26no=18%26tt=16 836%26oid=022f7adcbe7bd5a2%26ei=UTF-8


  

Détection moléculaire & identificationDétection moléculaire & identification

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



  

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

* Mise en évidence de bactéries au sein de prélèvements biologiques
   (LCR, sang, LBA, ganglions, valves cardiaques…)

- Bactéries non cultivables ou à culture lente (bactéries 
  intracellulaires).

* Utilisation d ’amorces choisies sur le gène codant l ’ARN 16S, rpoB

1 - PCR/SEQUENCAGE



  

2 – PCR en temps réel

La PCR en temps réel avec sondes

* Mesure d ’une intensité de
   fluorescence

* Excitation à 470 nm

* Détection à 530 nm, 640 nm
    et 710 nm

Lightcycler*



  

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: gène crgA et ctrA

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

Identification et typage du meningocoque en 3 heures.



  

EXEMPLE DE DETECTION DU MENINGOCOQUE

crgA +
ctrA +



  

EXEMPLE DE TYPAGE DU MENINGOCOQUE

Type B



  

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

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

75 minutes 

Systèmes commercialisés



  

2.5 heures



  

Microarrays

 

• Technologie en plein essor en 

microbiologie

• Les puces à ADN permettent de mesurer 

globalement le niveau d’expression de 

l’ARNm

• Nombreuses applications

• Kits commercialisés

3 – Puces à ADN

Protéine

Transcription

Traduction

Ribosome

ADN

ARNmARNr ARNt



  

Puces à ADN

Puce à ADN

excitation

laser 1laser 2

émission

Tableau N*P

Analyse et normalisation d’images

Hybridation

Sondes



  

Exemples d’applications



  

Ivagen



  

Technologie d’avenir : pyroséquençage

• Pyroséquençage:
– Courtes séquences d’ADN ( <50 bases) spécifiques
– Séquençage à haut débit (454 Technologie)
– GS 20  GS 100
– Détection rapide de millions de cibles



  

L’information génétique n’est pas suffisante!

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

• PM Microarray Biolog*

GenotypeGenotype

→→

PhenotypePhenotype

←←



  

Conclusion
• Il est maintenant possible d’analyser 

l’expression de milliers de gènes en parallèle et 
à haut débit. 

⇒ Révolution technologique
⇒ 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 l'éventuelle présence 
d'une multitude de micro-organismes 
en même temps


