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Diagnostic moléculaire des I0A

— PCR universelle = amplification de I’'ARNr 16S (+/- PCR spécifiques)
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— Suivie d’'un séquencage par technique Sanger
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Particularité des infections polymicrobiennes

{_YNANOPORE 97

Séguencage par métagénomique ciblée




Courant électronique mesuré
de facon continu

Résistance électrique
lorsqu’un nucléotide passe a
travers la nanopore
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Etapes d’optimisation = Bouchiat C., Frontiers in Microbiology, 2022




Exemple de rapport Epi2Me (1/2)

Biopsie osseuse chez patient avec infection chronique de prothese de hanche

Controle qualité :

READS ANALYSED

READS UNCLASSIFIED 38,748
2,920

READS CLASSIFIED

35,828

92% [ CLASSIFIED

8%  UNCLASSIFIED

Taxon Cumulative Reads ~
I Bacteroides fragilis B 16,345
Résultats : I Parvimonas micra B 7.052
I Streptococcus porci I 2,347
I Peptoniphilus harei | 2039
I Staphylococcus aureus | 1,096

I Streptococcus anginosus | 996




Exemple de rapport Epi2Me (2/2)

Liquide synovial chez patient avec arthrite aigué de genou

100% [ CLASSIFIED

< 1%

UNCLASSIFIED

READS CLASSIFIED

READS UNCLASSIFIED

123,933 933

AVG. ACCURACY

95%

:= Taxa at Rank: | species

v

Filter...

Taxon

Staphylococcus
idermidis

2

Cumulative Reads -

B 101,672

I Staphylococcus capitis

Staphylococcus
saccharolyticus

| 5,840

| 4138
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Matériel et méthode

IOA connue ou suspectée

62 échantillons cliniques
(liguide synovial, biopsies osseuses ou tissulaires) -I

20 + cultures (32%)
(14 mono / 6 polymicrobiennes)

42 — cultures (62%)

_ PCR rRNA 16S 4—'

l Séquencage par métagénomique ciblée 16S

Analyse (identification bactérienne,
contamination, bruit de fond, délai
d’obtention des résultats)
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Résultats

IOA connue ou suspectée
62 échantillons cliniques
(liguide synovial, biopsies osseuses ou tissulaires)

20 + cultures (32%)
(14 mono / 6 polymicrobiennes)

/ ‘ PCR rRNA 165 PCR rRNA 16S

4 PCR négatives 32 PCR positives (70%) 7 PCR négatives (15%)

16 PCR positives (100%)
bas 2 LD )
Sequencage

l Séquencage

42 - cultures (62%)

e
Bactéries d’I0A v 97

Résultats = entre culture et séquencage 3 + PCR rRNA 16S
(dont les polymicrobiens) ais pas d’identification obtenu




Défaut d’assignation phylogénétique

Liquide synovial d’un enfant de 2 ans avec arthrite aigué

READS CLASSIFIED EADS UNCLASSIFIED AVG. ACCURACY
%
86,197 163 95%

Cumulative

100% [ CLASSIFIED Meisseria B ca2
<1%  UNCLASSIFIED
I Eikenella B 335
Conchiformibius | 63

rassella | 64

I Tepidiphilus | 21

Pseudomonas | 18




Conclusion : apport de la métagénomique ciblée 16 S

e Approche facile a implémenter en laboratoire de CHU
* Technique précise et reproductible, accréditable (NF EN ISO 15189)
* Capacité a discriminer les prélevements polymicrobiens

 Communication multidisciplinaire indispensable

* Technique pas plus sensible que le séquencage Sanger !
* Les logiciels d’assignation phylogénétique doivent étre améliorés (aucun marqué CE)

Le colt de réalisation demeure élevé (optimisations a venir permettant de le diminuer)

Technique réservée a des microbiologistes,
ingénieurs et techniciens entrainés
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