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CONTEXTE
Légionellose PCR digitale (dPCR)
 Lalégionellose est une pneumopathie potentiellement * Nouvelle technologie de PCR basée sur la partition de
grave. I’échantillon en milliers de réactions individuelles.

» Le traitement (macrolides ou fluoroguinolones (FQ)) est * Principal avantage : augmentation de la sensibilité -
iInstauré sans gue la sensibilité de la bactérie soit évaluée capacité de détection de mutations rares diluées dans
(recommandations actuelles). des ségquences sauvages.

» Données recentes : des mutations dans le gene de 'ADN C 0
gyrase (gyrA), responsables de la resistance aux 2z R = e
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pris en charge au CHUGA!.

Principe de la dPCR?

OBJECTIF

Développer une techniqgue de dPCR permettant la détection et la quantification de sous-populations de L. pneumophila
résistantes aux FQ au sein de prélevements respiratoires.

METHODE

* Prélevements respiratoires de 6 patients atteints de

) - | legionellose et préalablement analyses par NGS.
* Développement de 3 tests de dPCR capables de différencier et + Résultats de NGS : 1 patient avec 85% de mutants T83l

de quantifier la sequence sauvage et une des 3 mutations de aprés 5 jours de traitement par FQ.

gyrA associees a la resistance aux FQ : 248C>T (T83l) / 259G>A | | 5 Ré-analyse par dPCR (essai T83l).

(D87N) / 259G>C (D87H).

* Etude de melanges d’ADN (séquences sauvage et mutantes) en
differentes proportions (1:1, 1:10, 1:100, 1:500 et 1:1000).

« Comparaison de la sensibilitée de la dPCR a celles du
séquencage Sanger et de la PCR en temps réel (QPCR).

« 38 prélevements respiratoires provenant de 23 patients
- Analyse par dPCR (essal T83l).
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Les etapes de réalisation d'une dPCR

RESULTATS
1. Mise au point et évaluation des performances de la dPCR Excellente sensibilité

' POR e de la dPCR !

L , Détection de séquences Détection de séquences
Détection de séquences . . _ . dPCR
: . mutantes jusqu'a des mutantes jusqu'a des PCR
sEslEls | mutantes pour des melanges . . . . A Sanger
. melanges de ratio melanges de ratio
de ratio mutant:sauvage 1:1
mutant:sauvage 1:10 mutant:sauvage 1:1000

(3)

Sensibilité 50 % 10 % 0.1 % e

2. Correlation dPCR / NGS sur prélevements clinigues

- Reésultats NGS et dPCR comparables.

- Confirmation par dPCR de I’émergence in vivo d’'une sous-population résistante aux FQ chez 1 patient . passage d’une
proportion de 0.38% de mutants gyrA T83l a 99,67% en 5 jours de traitement par FQ.

3. Analyse de 38 préelevements respiratoires de patients atteints de légionellose
Faibles proportions de mutants gyrA T831 (0,13% a 1,13%) detectées dans 4 (10,5%) echantillons provenant de 3 (13,0%)
patients.

DISCUSSION — CONCLUSION

dPCR = outil puissant, adapté a la détection et a la quantification de sous-populations mutantes.

- Facilement intégrable dans la routine du laboratoire de bactériologie.

- Pourrait étre utilisée pour détecter et quantifier la résistance aux FQ de L. pneumophila a partir des prélevements
respiratoires de patients infecteés.

- Permettrait de détecter les patients a risque d’échec thérapeutique et d’adapter leur antibiothérapie.
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