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Introduction

Les infections du systeme nerveux central (SNC) relévent de nombreuses étiologies pouvant,
sur le plan clinique prendre plusieurs formes dont les plus fréquentes sont la méningite et
I’encéphalite. D’autres présentations cliniques possibles (rhombencéphalite, abcés cérébral,
encéphalomyélite, empyeéme sous-dural, etc...) ne seront pas abordées dans ce travail. Les
méningites et méningoencéphalites (ME) sont caractérisées par une inflammation des
méninges, brutale ou d’installation plus insidieuse. Leurs étiologies sont infectieuses et non
infectieuses : maladies de systéme, méningites médicamenteuses, toxiques, néoplasiques,
métaboliques ou vasculaires. Lorsque 1’étiologie est infectieuse, il s’agit le plus souvent d’une
affection grave et de haute morbi-mortalité (1, 2).

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), la méningite due a Neisseria meningitidis
(N. meningitidis) présente une 1étalité de 50% et plus de 10% de séquelles lorsqu’elle n’est pas
traitée (3). Les revues systématiques de la littérature sur la méningite aigué purulente de 1'adulte
indiquent une mortalité¢ globale de 17,6%, méme si au cours de ces dernieéres décennies, les
stratégies de prévention vaccinale, de diagnostic rapide et de thérapeutique dans les plus brefs
délais ont permis une baisse de I’incidence et de la mortalit¢ des méningites et
méningoencéphalites infectieuses (MEI) dans le monde (4, 5).

Des efforts peuvent toutefois encore étre fournis notamment dans le diagnostic et la
compréhension épidémiologique de ces affections. En effet, méme les études exhaustives n’ont
permis d’identifier qu’entre 38% et 42% étiologies de ME (6, 7). Le séquencage génomique a
haut débit n’est pas une technique nouvelle, cependant ses applications en médecine sont
longtemps restées limitées a la recherche de mutations génétiques, et ce n’est que récemment
que ces technologies sont arrivées en médecine des maladies infectieuses par une approche
métagénomique (8). Devenus plus accessibles, ces techniques semblent, de nos jours, étre en
capacité de compléter la technique de Polymérase Chain Réaction (PCR), dans le diagnostic
moléculaire des MEI. Cette technologie présente I’avantage de permettre la recherche ouverte
d’un agent étiologique et de récupérer une quantité d’information bien supérieure a celle de la
PCR. En effet, contrairement a la PCR qui ne délivre qu’une information binaire de type positif
ou négatif, le séquencage permet de révéler les séquences codant les protéines structurales et
fonctionnelles de 1’agent détecté. Ces données pourraient a terme avoir un impact bénéfique sur

le patient et sa prise en charge.



Le but de notre travail de These était d’évaluer I’'intérét d’une de ces technologies de
séquengage a haut débit, la technologie Oxford Nanopore® (ONT), ainsi que sa faisabilité, en
pratique dans le diagnostic d’urgence des MEL.

Nous rappellerons dans une premiére partie le diagnostic clinique des MEI, puis les différentes
¢tiologies retrouvées a D’Institut Hospitalo-Universitaire (IHU) Méditerranée Infection de
Marseille. Nous aborderons ensuite les stratégies, méthodes diagnostic actuelles ainsi que les
méthodes de séquencage disponibles. Enfin, nous discuterons les progrés mis en place et
I’amélioration du laboratoire de point de soins POC pour (Point-of-care), puis nous illustrerons

I’apport de ces travaux publiés et soumis pour publication afin de parvenir a notre objectif.



Les infections du systeme nerveux central

Connaissances physiopathologiques

M¢éningite

On appelle méningite I'inflammation des méninges et I’augmentation de la pression
intracranienne consécutive. Les méninges sont les enveloppes recouvrant le cerveau et la cavité
interne de crane. Elles sont au nombre de trois et s’appellent, de la plus extérieure a la plus
intérieure : dure-mere, arachnoide et pie-mere. L’espace situé entre I’arachnoide et la pie-meére

forme une cavité¢ contenant le LCR ou liquide cérébrospinal (CSF). Normalement stérile, la

présence d’'un germe dans le LCR est pathologique.

Le diagnostic de méningite est évoqué devant un syndrome méningé fébrile. Le syndrome
méningé désigne la triade classique mais inconstante de céphalées violentes et en casque, de
nausées ou vomissements, et d’une raideur méningée. Le syndrome méningé peut éEtre
cliniquement confirmé par la réalisation des tests cliniques de Babinski, Brudzinski et Kernig.
A cette triade peuvent s’ajouter une photophobie, une phonophobie ou encore une altération de
la conscience. La prévalence de cette triade clinique typique reste faible, cependant on estime
que 95 % des patients ont au moins deux des signes précédemment cités (9). Le syndrome
infectieux qui se manifeste par la fievre et le malaise général, est fréquent et doit faire

rechercher un foyer infectieux.

Certains signes cliniques peuvent orienter le diagnostic étiologique, notamment en cas de
purpura fulminans évocateur d’une infection a N. meningitidis ou plus rarement a Streptococcus

pneumoniae (S. pneumoniae).

La présentation clinique dépend aussi du terrain du patient avec des présentations parfois
atypiques. Chez le sujet agé on pourra retrouver des signes de confusion, désorientation,
agitation et délire aigu. Chez le nouveau-né et le nourrisson, I’hypotonie remplace en général
la raideur de nuque. Du fait des difficultés a réaliser un interrogatoire, une attention plus

particuliére devra €tre portée a ces patients.



Encéphalite

Les encéphalites, ou méningo-encéphalites lorsque des signes de méningite sont associés a une
inflammation du parenchyme cérébral, se manifestent par des troubles neurologiques :
somnolence, trouble de la conscience, syndrome confusionnel, hallucinations, coma,
focalisation a type de déficit moteur, paralysie, aphasie, mouvements anormaux et épilepsie. La
Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF) recommande d’évoquer une
encéphalite devant tout symptdme ou signe de dysfonctionnement du systéme nerveux central

associ¢ a de la fievre dans les jours précédents (10).

Diagnostic Clinique
Signes clinique €vocateurs

Certains signes peuvent étre pathognomoniques d’une ou plusieurs affections. Le purpura
fulminant est retrouvé dans les méningites a N. meningitidis, et plus rarement dans les
méningites a S. pneumoniae. Des hallucinations liées a une localisation temporale sont
retrouvées dans 1’encéphalite & Herpes simplex virus (HSV) (11). Les paires craniennes peuvent
étre atteintes dans les méningoencéphalites tuberculeuses ou a Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes). L hydrophobie, elle, est caractéristique de la rage (12). Des éruptions cutanées
autre que purpuriques peuvent étre retrouvées dans la rougeole, la rubéole, la varicelle, mais
aussi dans les arboviroses et infections a Cryptocoque ou Histoplasme. Des adénopathies
peuvent étre retrouvées au cours de I’infection par le VIH, le virus Chikungunya, le virus Zika,
le trypanosome et la tuberculose. Des atteintes pulmonaires peuvent aussi étre retrouvées dans
les infections tuberculeuses et cryptococcique.

Les méningites et encéphalites seront pour la suite de ce travail regroupées sous le terme de

méningites.

Signes de gravité

Selon la SPILF, la gravité d’une méningite est définie par : un purpura extensif, un score de
Glasgow <8 (sur une échelle de 3 a 15), des signes neurologiques focaux, des signes de
souffrance du tronc cérébral révélateur d’hypertension intracranienne (bradycardie,
tachycardie, irrégularité du rythme respiratoire), un état de mal convulsif et une instabilité

hémodynamique (13).



Diagnostics différentiels

Des causes non infectieuses, précédemment citées peuvent étre a 1’origine de méningites non
infectieuses : néoplasie, métabolique, toxique et médicamenteux, vasculaire, épileptique et

auto-immunes (14).

Prélevements biologiques

L’analyse du liquide céphalorachidien prélevé par ponction lombaire (PL) est ’examen de
référence permettant le diagnostic biologique de méningite (15). Cette PL doit étre réalisée
rapidement, et ne pas retarder ’instauration des antibiotiques dans 1’heure qui suit le diagnostic
clinique de méningite (16). Les rares contre-indications de ce geste sont I’hypertension
intracranienne et le risque d’engagement cérébral qui en découle, ainsi que certains troubles de

I’hémostase (17).
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*PCR
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Figure 1 : Répartition des prélevements de LCR dans les différents laboratoires d’analyse.

La ponction lombaire est effectuée sur un patient assis, courbé en avant ou en décubitus latéral
(dit « chien de fusil ») et ce, pour obtenir une flexion lombaire maximale. Aprés une préparation
de type chirurgical, un trocart est inséré dans le cul de sac dural, généralement entre les
vertebres lombaires L4 et L5 sur la ligne unissant les deux crétes iliaques postérieures. Le LCR
recueilli est réparti en 3 a 4 tubes stériles remplis avec un minimum de 0,5 mL de prélévement

qui sont ensuite adressés aux différents laboratoires (Figure 1). De facon plus fonctionnelle, un



seul tube contenant quelques millilitres peut étre recueilli, adressé au laboratoire polyvalent de
biologie ou bien au laboratoire de microbiologie en premicre ligne, qui le répartira ensuite aux

laboratoires de biochimie et d’hématologie.

D’autres prélévements peuvent étre réalisés pour argumenter le diagnostic de MEI, tels que les
hémocultures (positives dans 50-75% des cas des méningites purulentes) et les biopsies
cutanées des Iésions purpuriques (positive dans 60-80% des cas) et ont un intérét certain quand
la PL est contre indiquée (4). Des marqueurs biologiques sériques sont aussi utiles au diagnostic
des MEI, la protéine C réactive (CRP) permettant d’objectiver 1’inflammation et la
procalcitonine permettant de différencier une étiologie virale d’une étiologie bactérienne avec
une valeur prédictive positive pour la méningite bactérienne supérieur a 97% lorsque le seuil

est fixé a 0,28 ng/mL (18).

Aspects paracliniques

L’imagerie arrive en second lieu dans le diagnostic des méningites, apres la PL sauf en cas de
suspicion d’un processus expansif intracranien. Ce phénomene se manifeste par des signes de
focalisation, des signes d’engagement cérébral, avec trouble de la vigilance (score de Glasgow
< 11) ou une crise convulsive persistante (17).

La réalisation d’une imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou a défaut d’un scanner
tomodensitométrique (TDM) permet initialement et au besoin, de confirmer le diagnostic
d’encéphalite notamment mais aussi d’exclure d’autres diagnostics tels que 1’abcés ou la
thrombophlébite cérébrale.

A 48-72h, son intérét repose sur la recherche des complications (abcés, empyéme, atteinte
osseuse, emboles et thromboses) (17) et doit étre évoqué devant la persistance d’une fievre ou
I’apparition de signes neurologiques nouveaux.

A distance, I’imagerie pourra étre réalisée pour toute infection a N. meningitidis, S. pneumoniae
ou Haemophilus influenzae (H. influenzae) a la recherche de complications type bréche,

troubles neurologiques.
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Epidémiologie des méningites a 1’Institut Hospitalo-

Universitaire Méditerranée Infection de Marseille

L’Institut Hospitalo-Universitaire Méditerranée Infection a Marseille a dés son installation, mis
en place des outils et participé a des réseaux de surveillance des maladies infecticuses dans le
but d’identifier de fagon précoce des épidémies et des foyers de contamination.

La surveillance épidémiologique des méningites infectieuse est réalisée de fagon hebdomadaire
et repose sur la surveillance du nombre de cas de LCRs leucocytaires et sur les germes identifiés
(Figure 2). Ainsi cet outil a permis d’identifier des demandes et des diagnostics généralement
plus nombreux 1’été, de juin a aout. Ces pics estivaux ont été identifiés comme étant lié¢ a
Entérovirus sur cette période, avec une participation du Parechovirus en 2018.

En 2016 et 2017 les cas ont moins bien été documentés qu’au cours des années 2015, 2018 et

2019.

Enfin certains pics épidémiques restent a ce jour non ¢lucidés comme par exemple sur la période
décembre 2018 a février 2019.
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Figure 2 : Evolution du nombre de demandes et de LCR avec un germe identifié a ['IHU Méditerranée Infection de Marseille
entre décembre 2014 et septembre 2019.

Les données issus de la surveillance nous ont aussi permis de réévaluer la part des différentes

agents étiologiques de méningite aigue communautaire (Figure 3) et dans les principales

populations (Figues 4 a 6).
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Figure 3 : Répartition des Etiologies des Méningites communautaires a I'lHU.

Autres germes (6%):
Borreli burgdorferi
Autres Enterobactéries
Listeria monocytogenes
Mycobacterium tuberculosis
Pasteurella multocida
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Autres Staphylocoques
Salmonella Sp.

Autres Streptocoques
Treponema pallidum
Ureaplasma Urealyticum
BK virus

Dengue

Toscana virus

West Nile virus
Cryptococcus

Le germe le plus présent dans les méningites communautaires, enregistré¢ a I'IHU de Marseille

depuis 2015 est I’Entérovirus avec 42% des cas, suivi des virus du groupe Herpés avec 23%

des cas suivi de S. pneumoniae avec 11 % des cas. Les autres €tiologies bactériennes arrivant

plus a distance avec 4% des cas pour N. meningitidis, 3% pour H. influenzae et Escherichia

coli (E. coli), 2% pour Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) et Tropheryma whipplei

(T. whipplei). Enfin, 3 % des cas rapportés étaient dus a Parechovirus, et 1% des cas, a JC Virus.

3%

> 3%

Herpes Simplex Virus

Ureaplasma urealyticum
1%

Autres germes (2%) :
Staphylocoques
Salmonella sp.

Autres Streptocoques
Cytomégalovirus
Varicelle-zona virus

Haemophilus influenzae

Streptococcus agalactiae

Neisseria meningitidis

Figure 4 : Répartition des Etiologies des Méningites communautaires a I'lHU chez les patients de moins de 1 an.
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Chez les enfants des moins de un an (Figure 4), les deux-tiers des cas sont liés a I’Entérovirus,
le Parechovirus est aussi trés représenté dans cette population, tout comme E. coli,
H. Influenzae, S. agalactiae, N. meningitidis et Ureaplasma urealyticum. Egalement, un cas de
méningite a Salmonella sp. a ét¢ documenté durant cette période chez un patient de 18 jours.

Les virus du groupe Herpes sont trés peu représentés dans cette population.

Autres germes (6%) :
Borrelia burgdorferi

Pseudomonas aruginosa
Staphylocoques

Autres Streptocoques
Cytomégalovirus

Neisseria meningitidis
5%

HHV-6
5%

vzZv

A%

Haemophilus influenzae
1%

Herpes Simplex Virus
1%

Parechovirus

2%

Figure 5 : Répartition des Etiologies des Méningites communautaires a I'lHU chez les patients dgés de 1 a 18ans

Chez les patients de 1 a 18 ans (Figure 5), les deux-tiers des cas aussi sont liés a I’Entérovirus,
S. pneumoniae et N. meningitidis sont représentés avec respectivement 11 et 5% des cas.
Parechovirus reste une étiologie présente mais en baisse dans cette population par rapport a la
précédente. Les méningites a Herpes restent assez peu fréquentes. Un cas de méningite
communautaire a Pseudomonas aeruginosa a été diagnostiqué chez un enfant de 1 an.
Initialement admis pour gastro-entérite virale, son état neurologique s’est rapidement dégradé,

et malgré une bonne identification du germe, le patient est décédé au deuxiéme jour.
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Figure 6 : Répartition des Etiologies des Méningites communautaires a I'THU chez les patients de 18 a 65 ans.

Chez I’adulte de moins de 65 ans (Figure 6), la fréquence de cas baisse d’un tiers pour
I’Entérovirus, et les étiologies varient plus. Les virus du groupe Herpés prennent une place
importante avec quasiment un tiers des cas. N. meningitidis garde une place importante, et des
¢tiologies liées au mode de vie et comportement individuel comme 7. whipplei, Borrelia

burgdorferi, les arboviroses, JC Virus, Cryptococcus sp., et Treponema pallidum (T. pallidum).

Autres germes (9%) :
Listerla monocytogenes
Pseudomonas aeruginosa
Staphylocoques

Autres Streptocoques
Toscana Virus

Escherichia coli Cryptococcus sp.

4%

Tropheryma whipplei
4%
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JC Virus
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Figure 7 : Répartition des Etiologies des Méningites communautaires a I'IHU chez les patients de plus de 65 ans.
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Chez I’adulte de plus de 65 ans (Figure 7), les cas liés a Entérovirus se limitent a 2%, les
infections a Herpes représentent la moiti¢ des cas et les étiologies bactériennes sont dominées
par S. pneumoniae et H. influenzae. Enfin les cas d’encéphalite a JC Virus ont été ici plus

nombreux.
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Stratégies diagnostic

Au laboratoire de microbiologie de I’Institut Hospitalo-Universitaire Méditerranée Infection a
Marseille, afin de répondre aux différentes contraintes de temps et de diagnostic, le circuit du
prélévement a été revu et optimisé afin d’obtenir le circuit qui soit le plus efficace possible

(Figure 8).

Une aide au diagnostic des maladies infectieuses est aussi apportée en standardisant sous forme
de kits syndromiques, et en particulier le kit méningoencéphalite les prélévements a réaliser,

les méthodes ainsi que les germes a cribler, en fonction du type de prélévement.

Réception
centrale

Laboratoire

. ¢ PCR multiplexe
Point of Care P

PT
Bactériologie

¢ Exemen direct
e Culture

* PCR temps réel

Biobanque * Stockage

Figure 8 : Circuit et analyses du LCR a I'IHU Méditerranée Infection, Marseille.

Le LCR est un prélévement précieux, transporté dans les plus brefs délais aux différents
laboratoires en raison de la fragilit¢ des germes et de la gravité potentielle du diagnostic. Pour
les mémes raisons, la réception, I’acheminement du prélévement aux différents plateaux

techniques (PT) et la réalisation des examens sont effectués en priorité et sans délai.
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Le laboratoire Point-of-care

C’est ici qu’est acheminé le LCR en premier lieu, il s’agit de petits laboratoires d’urgences,
situés sur deux sites que sont ’IHU Méditerranée Infection de Marseille ainsi que 1’hdpital
Nord, et a proximité d’unités de soin (Service d’Accueil des Urgences). Leur avénement a
permis de réduire considérablement le délai de rendu de résultat pour un nombre réduit

d’analyses.

Figure 9 : Le Laboratoire Point-of-Care de I'ITHU Méditerranée Infection, Marseille.

Le laboratoire POC est un espace de travail clos, de petite taille, congu pour étre fonctionnel
pour un opérateur seul. Celui-ci réalise I’ensemble des étapes pré-analytiques, analytiques et
post-analytiques pour chaque prélévement. Ce poste est actuellement tenu par ’ensemble des
internes en biologie médicale de I'THU Méditerranée Infection de Marseille qui organisent des
rotations afin d’assurer 24h sur 24 la continuité des soins. Ce laboratoire est équipé€, d’un poste
d’enregistrement, de deux postes de sécurité¢ microbiologique, I’un permettant la préparation de
I’ensemble des échantillons, le second, munis de gants intégrés étant uniquement dédié¢ a la
préparation des échantillons de LCR (Figure 9). Cette organisation répond au besoin de
manipuler les LCR dans un autre environnement que le reste des prélévements afin de
minimiser le risque de contamination lors de la préparation. Le laboratoire est de plus équipé

d’un extracteur des acides nucléiques EZ1 Advenced XL® (QUIAGEN, Les Ulis, France) d’un
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LightCycler® (Roche, Boulogne-Billancourt), d’un GeneExpert® (CEPHEID, Morens Scopont,
France) d’un Alethia® (Meridian®, Boise, USA) et d’un FilmArray® (Torch® bioMérieux,
Marcy-1'Etoile, France) mis en place depuis 2017 comme méthode diagnostique pour les

méningites (19), ainsi que d’autre de test unitaires complémentaires.

Les tests sélectionnés pour y &tre réalisés, reposent sur des techniques antigéniques,
immunochromatographiques et de PCRs. Sélectionnés sur des criteres de rapidité d’exécution,
ils permettent dans certains cas un rendu en moins de 1h. Leur choix repose de plus sur I’impact
sur I’organisation des services de soin et la prise en charge des patients, en répondant aux

besoins d'hospitaliser, d'isoler ou d'initier un traitement anti-infectieux (20).

Le LCR regu au POC est traité sans attente, aprés enregistrement, la cassette BioFire®
Filmarray® Meningitis/Encephalitis est reconstituée en trois étapes sous la hotte dédiée et
inoculée avec 200 uL de LCR. Ce kit a I'avantage, d’identifier suivant une approche multiplexée
les 14 des principaux agents causatifs de méningites infectieuses (S. pneumoniae,
N. meningitidis, H. influenzae, S. agalactiae, E. coli K1, L. monocytogenes, Herpes simplex
virus 1 et 2, Human Herpes virus 6, Varicelle zona Virus, Cyomégalovirus, Enterovirus,
Parechovirus et Cryptococcus neoformans/gattii) en seulement 1h et 20 minutes, et ce avec une

trés grande sensibilité (19). Tout résultat du FilmArray® sera confirmé par une PCR spécifique.

Plateau technique de Bactériologie

Le circuit du LCR se poursuit sur le plateau technique de Bactériologie (Figure 10). Ce plateau
est chargé de réaliser I’ensemencement et la mise en culture de ’ensemble des prélévements
1’ Assistance Publique-Hopitaux de Marseille (AP-HM). Il est équipé de nombreuses machines
permettant d’automatiser certaines taches tel que I’ensemencement, la détection de pousse des
flacons d’hémocultures, la lecture automatisée des cytologies urinaires, ou la lecture des
antibiogrammes permettant ainsi d’assurer un gros flux de travail tout en assurant une large
gamme d’analyses. L’identification des cultures réalisée par spectrométrie de masse MALDI-
TOF® a aussi considérablement simplifié le travail d’identification tout en réduisant le temps

d’exécution (21).
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Figure 10 : Le Plateau technique de Bactériologie de ['IHU Méditerranée Infection, Marseille.

En ce qui concerne le LCR, le plateau technique de bactériologie est chargé de la réalisation du
compte cytologique en cellule de Nageotte ainsi que 1’examen direct apres coloration de Gram.
Ces examens d’exécution rapide sont généralement rendus dans I’heure et peuvent apporter une
aide au diagnostic des méningites. La mise en culture, référence dans le diagnostic des
méningites est toujours aussi cruciale (4). Elle permet d’incriminer avec quasi-certitude, et hors
situation particuliere (trauma cranien, neurochirurgie, etc...) l’origine infectieuse de la
méningite en cas de positivité. Elle permet aussi de caractériser pleinement les isolats cliniques
par la réalisation de test de sérogroupage pour certains germes tels que N. meningitidis ou H.
influenzae et d’évaluation de la sensibilit¢ aux antibiotiques par la réalisation d’un
antibiogramme en milieu solide par la méthode des disques. Caractériser la sensibilité ou la
résistance de la bactérie aux antibiotiques, notamment ceux utilisés dans le traitement des
méningites bactériennes tel que les pénicillines et les céphalosporines de troisiéme génération

permet 1a aussi d’apporter une aide précieuse au clinicien.
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Plateau technique de Biologie Moléculaire

Le LCR est dans un troisiéme temps orienté sur le plateau technique de biologie moléculaire.
Ce plateau est réparti en trois zones de travail distinctes séparées par des sas ou des portes. Le
prélevement suit ce que I’on appelle le « sens de la marche » c’est a dire que pour ne pas se
contaminer ou étre contaminé, il ne revient jamais en arriére, il suit un trajet rectiligne de la

picce des extractions jusqu’a la salle des amplifications PCR en passant par la picce des dépdts.

Figure 11 : Une salle d’extraction d’ADN et ARN du plateau technique de Biologie Moléculaire de I'IHU
Meéditerranée Infection, Marseille.

La salle des extractions (Figure 11) est composée de hotte a flux laminaire pour la préparation
des échantillons ainsi que d’extracteurs d’ADN et d’ARN EZ1 Advenced XL®. La piéce des
dépots est constituée d’une paillasse ou les techniciens déposent manuellement a 1’aide de
micropipettes de précision les extraits de matériel génétique dans des puits en présence
d’amorces PCR spécifiques des pathogeénes a détecter, qu’ils soient bactériens, viraux ou
parasitaires. La salle des PCR et RT-PCR (Figure 12) est constituée de nombreux thermocyclers
(LigtCycler®) qui réalisent tout au long de la journée cette activité. Enfin, une autre salle est

dédiée a la PCR classique a large spectre de I'ARN ribosomal (ARNr) 168S.
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Figure 12 : La piece des PCR et RT-PCR du plateau technique de Biologie Moléculaire de I'IHU
Meéditerranée Infection, Marseille.

Le prélévement une fois extrait est rapatrié vers la biobanque, zone de stockage permettant de

conserver a -80°C les prélevements bactériologiques.

Les cas de méningites sont revus quotidiennement en staff de microbiologie en présence des
Biologistes Seniors et au cours desquels de plus amples explorations telles que la réalisation de
PCRs et cultures complémentaires comme la culture cellulaire sur le plateau technique de

niveau de sécurité biologique 3 (NSB3) peuvent étre décidées.

Dans cette configuration, et apres réception du LCR, le rendu des examens est réalisable en 1h
pour I’examen direct, 2h pour la PCR multiplexe et 24 a 48H pour les PCRs complémentaires
et de confirmation. Les géloses, incubées cinq jours pour la culture aérobie et 10 jours pour la
culture anaérobie sont observées quotidiennement. En cas de positivité des cultures, une
identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF® permettant une identification en
10 minutes ainsi qu’un antibiogramme nécessitant 24h supplémentaires sont systématiquement

réalisés. Le délai de rendu des résultats au clinicien est schématisé dans la Figure 13.

2h: PCR
Multiplexe

1h: Examen
direct

1-2j:
Identification

2-11j:
Antibiogramme

10-15j: culture
Mycobactérie

80j: culture
cellulaire

Figure 13 : Délais de rendu des résultats d’un LCR a I’'ITHU Méditerranée Infection, Marseille.
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M¢éthodes diagnostiques au laboratoire

Cytologie et Examen direct

L’examen cytologique du LCR permet d’apprécier la cellularité du prélévement, les leucocytes
et les globules rouges sont comptés en cellule de Nageotte et rendus par millimétres cube. Une
méningite étant définie par un nombre de leucocytes supérieur a 10/mm?, une formule
leucocytaire sera réalisée dans ce cas, permettant d’orienter le diagnostic vers une étiologie
virale si la formule est leucocytaire, ou bactérienne si la formule est a prédominance de
polynucléaires neutrophiles (PNN). Il arrive cependant que les leucocytes soient relativement
bas voire normaux dans certaines situations : population pédiatrique, infection débutante,
mauvaise réponse immunitaire, mauvais pronostic. Les globules rouges témoignent quant a eux
du caractére traumatique de la ponction, et/ou du caractere hémorragique du LCR. Ces
situations sont plus difficiles a interpréter nécessitent de tenir compte du ratio globules rouges
sur globules blancs dans le sang, qui en temps normal est approximativement de 1.000.

L’examen direct est réalisé aprés coloration de Gram. Il s’agit d’un examen de laboratoire
simple, rapide et peu coliteux permettant de révéler de fagon directe la présence de bactéries
dans le LCR. Cependant, cet examen manque de sensibilité (9,22) et varie en fonction de la
bactérie (4). Elle ne permet pas non plus la détection de Cryptococcus neoformans ni de
Mycobacterium tuberculosis qui nécessitent des colorations spéciales ainsi que les virus. Dans
une revue systématique de la littérature sur la méningite aigué purulente de l'adulte, la
coloration de Gram était positive dans 36,7% des cas et confirmée par culture (5). La prise
préalable d’antibiotique a aussi un impact sur la sensibilité du test (23). Cependant, la coloration
de Gram peut étre utile au diagnostic dans le cas ou la culture reste stérile (1,24) et se révele
parfois étre le seul examen microbiologique positif (23). De ce fait, son bénéfice est toujours

en faveur de son utilisation.

Analyses biochimiques

La glycorachie permet d’estimer la consommation de glucose dans le LCR, et doit toujours étre
interprétée en fonction de la glycémie (moins de la moitié¢ de la glycémie) quand elle est
disponible. Une hypoglycorachie franche est en faveur d’une infection bactérienne ou fongique.

Dans les méningites purulentes bactériennes, on observe souvent une franche hypoglycorachie
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conséquence de la consommation de glucose par les bactéries et les leucocytes recrutés sur le
site de I’infection.

La protéinorachie quant a elle, est un reflet de I’inflammation locale et est moins spécifique
d’un processus infectieux. Son augmentation (supérieure a 0,45 g/L) a lieu lors d’une
infectieux, d’un processus tumoral ou dysimmunitaire. Ces parametres peuvent étre influencés
par la prise d’antibiotiques pouvant amener a normaliser la glycorachie et la protéinorachie ; au
contraire en cas de contamination sanguine dans certains cas de LCR hémorragiques.

D’autres parameétres peuvent également étre testés, la chlorurorachie, historiquement utile au
diagnostic des méningites tuberculeuses n’a plus sa place de nos jours dans le diagnostic des
méningites. La lactatorachie, elle, s’est révélée étre un examen utile mais n’est pas actuellement
réalisée dans tous les centres, elle témoigne d’une souffrance méningée et posséde une

excellente valeur prédictive négative pour la MEI bactérienne (25).

Une méningite bactérienne est classiquement évoquée devant un LCR leucocytaire,
hypoglycorachique, hyperprotéinorachique, hyperlactatorachique et dont la formule
leucocytaire est généralement a prédominance de leucocytes polynucléaires (15). Les autres
orientations étiologiques en fonction des résultats préliminaires sont résumées dans la Table 1.
Le ratio glycorachie/glycémie et la lactatorachie se sont avérés étre les meilleurs parametres
prédictifs d’une infection bactérienne (7). L’augmentation des cellules mononuclées dans le
LCR s’est révélée étre le meilleur marqueur prédictif d’une infection virale sans pour autant
permettre une bonne discrimination, les cellules mononuclées augmentant aussi dans les

pathologies non infectieuses (7).
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Culture

La culture reste la référence du diagnostic microbiologique des méningites bactériennes (4). Le
LCR est ensemencé sur deux géloses Columbia +5% sang de mouton (COS), une incubée a
35°C en aérobie durant 5 jours et une seconde incubée a 35°C en anaérobie pendant 10 jours ;
ainsi que sur une gélose « chocolat » au sang cuit enrichie (PVX) pour les germes exigeants,
incubée a 35°C pendant 5 jours. Selon certaines études, la culture revient positive dans 38,6%
des cas (5). Cependant, les performances de cette méthode sont variables suivant le germe
responsable (23), la population étudiée et I’épidémiologie locale (1). De plus, elle ne s’applique
pas a ’ensemble des germes, pour certains difficilement, voir non cultivables (26). Enfin, la

prise d’antibiotique avant la PL diminue le succes diagnostique de cette méthode (27).

Techniques de Biologie Moléculaire

Les technologies d’amplification de I’ADN de type PCR ont démontré leur place dans le
diagnostic des méningites infectieuses et tendent a devenir la référence dans I’identification
étiologique. Le principe repose sur la détection, apreés une phase d’amplification, d’ADN ou
d’ARN provenant d’un échantillon clinique. Leur réalisation est rapide, et permet de produire
des résultats d’une grande sensibilité et d’une trés grande spécificité en [’absence de
contaminants. Il s’agit parfois du seul test positif (28).

La technique historique de PCR standard est aujourd’hui abandonnée au profit des techniques
de PCRs temps-réel et PCRs multiplexes, qui combinent I’amplification et la révélation dans
un seul test. La PCR standard reste utilisée pour la réalisation d’une PCR de I’ARN ribosomique
16S, PCR universelle permettant la détection des bactéries qui contiennent toutes au moins une
copie du géne 16S de I’ARNr. Cette technique nécessite ensuite le séquengage de I’ADN

amplifié¢ par une méthode de séquencage de type Sanger.

PCR en temps-réel (RT-PCR).

La technique de PCR en temps réel est actuellement la technique de référence pour de nombreux
diagnostics d’urgence en maladies infectieuses. Leur rapidité d’exécution associée a leur grande
sensibilité ont permis d’augmenter le nombre de diagnostics et de réduire le délai de rendu de
résultat. La PCR temps réel permet aussi d’assurer le suivi biologique d’un patient par la

quantification de la charge microbienne au sein d’un prélévement.
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Plusieurs stratégies diagnostiques ont également été développées autour de la PCR, nous avions
déja abordé¢ 1’approche syndromique, particuliérement compatible avec cette technique de par
I’universalité¢ du support de I’information génétique mais aussi en raison de la faible quantité
d’extrait nécessaire a la réalisation des PCRs : un extrait d’ADN permet de réaliser jusqu’a 18
PCRs en parallele.

Les PCRs en systemes clos sont maintenant le standard au laboratoire de microbiologie
clinique. Sous forme de cassette assurant a la fois 1’extraction et I’amplification, elles
permettent de réduire temps de 1’analyse tout en réduisant le risque de contamination. Enfin de
nouveaux automates récemment disponibles combinent ces deux approches, on parle alors de

multiplexage.

PCR Multiplexe

Il s’agit de la derni¢re génération de PCR dont la sensibilit¢ a encore été accrue grace au
principe de la PCR nichée. Le systéme est clos et permet la détection des principaux agents
étiologiques en une seule réaction. L’une des technologies utilisée actuellement est la
technologie FilmArray® (Biofire bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France), qui permet de détecter
14 agents étiologique de méningites infectieuses parmi les plus fréquentes en 75 minutes (29).
Cette génération de PCR multiplexe permet de réaliser un diagnostic simple et rapide avec une
sensibilité évalué a 94,2%, ainsi qu’une spécificité de 98,2% évaluée par nos équipes (19). Son
colt €élevé reste cependant un frein a sa généralisation (29) et son exces de sensibilité est parfois
a ’origine de résultats faussement positif résultant d’une contamination lors de la préparation

de 1’échantillon.
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Les technologies de séquencage

Depuis le séquengage du premier génome bactérien d’H. influenzae en 1995 (30), I’évolution
des technologies de séquencage a permis de séquencer de nombreux génomes microbiens. En
juin 2021, la base de données génomiques NCBI contenait 413.379 assemblages génomiques
de 64.281 especes différentes (archaea, virus, bactéries et eucaryotes) (https:// www.ncbi.nlm.
nih.gov/genome/browse/#!/overview/). La majorité de ces génomes ont ét¢ déposés depuis
2008, aprés l'introduction commerciale du séquencage a haut débit. Les optimisations
technologiques et méthodologiques ont permis une augmentation exponentielle du nombre de
génomes séquencés en réduisant le colit de séquengage d’un génome de 10.000 $/mégabase en
2001 a 0,1$/mégabase en 2012 (31). Ainsi, le séquengage d’un génome entier de bactérie
revient aujourd’hui en moyenne entre 100 et 200€ par isolat (32). Plusieurs générations de
séquenceurs ont ét¢ développées au cours des 20 derniéres années et sont résumés dans le
Tableau 2. Les technologies de séquencage promettent une grande évolution dans le diagnostic
des maladies infectieuses car elles permettent une approche ouverte pour le diagnostic
étiologique, c’est-a-dire sans a priori concernant I’agent pathogéne, permettant 1’identification

ainsi que la caractérisation dans le méme temps.

Période Longueurdes | . i on/fidelite | COUt approximatif
séquences (par mégabase)
SOLiD
Life Technologies 2006 85-100pb 99,9% 2400 $
Pyroséquencage 454
GS Junior 2005 400-700 pb 99,9% 10$
Roche
Ion Torrent Personal
Genome Machine 2010 100- 400 pb 98% 18
Ion Proton
[llumina 2x125pb
MiSeq 2010 2x250pb 99,9% 0,05-0,15 $
HiSeq
10-60kb
PACBIO 2011 Moyenne 20kb 85% 0,13-0,60 $
Oxford Nanopore
cl\i/lrlizll(())i 2015 Moyenne 2-5kb 62% 0.80'$
PromethION

Tableau 2 : Principales technologies de séquengage mises sur le marché depuis la technique Sanger.
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[1lumina

Les appareils MiSeq® et HiSeq® (Illumina Inc., San Diego, Californie, Etats-Unis) utilisent une
technique de "séquencage par synthese". La préparation de la librairie consiste a fragmenter et
aréparer I’ADN, puis I’additionner de séquences oligonucléotides aux extrémités permettant la
fixation a la cellule d’écoulement. Une premiere étape consiste a amplifier I’ADN prépare,
étape nommée « génération des cluster » (Figure 14). Le brin d’ADN préparé va s hybrider
avec une séquence oligonucléotidique fixée et le brin complémentaire va alors étre synthétisé
par une polymérase. Le brin est libéré alors que le brin complémentaire reste fixé. Ce dernier
est alors amplifié par pontage, c’est la génération des clusters. Dans un second temps, le brin
d’ADN complémentaire des séquences fixées sur le support est synthétisé a 1’aide de
nucléotides marqués par des fluorochromes, qui au moment de leur intégration émettent a une
longueur d’onde spécifique du nucléotide marqué, cette étape constitue le séquencgage a

proprement parler.

«

2®
-

»> Génération
des clusters

S —TTTTTTrTTETr

p—xo
=
}——

—
f—=
p——
s
j—x

:.‘

. M ”
\\Iﬂ N
T EEL G

| | | | @ Séquencgage
A A A A
P &o
AR B N m | Signale
sl ] \ | lumineux

HEEEEEE

Figure 14 : Principe de fonctionnement d 'une cellule de séquencage Illumina.
1) hybridation et élongation d’une séquence, 2) libération de la séquence. Génération des clusters : 3) pontage et élongation,
4) libération des brins complémentaires. 5) Séquengage. Image créée avec BioRender (BioRender.com).
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Le processus qui consiste a déduire I’enchainement des bases a partir du signal lumineux se
prénomme « appel de bases ». Les lectures individuelles aussi appelées « reads » sont lues avec
une grande précision du fait de la génération des clusters.

Cependant les séquences générées sont courtes, ce qui peut constituer un probléeme lors de
I’étape d’assemblage du génome du fait des éléments répétitifs (33). En effet les séquences
répétées posent un réel probléme lors de I’assemblage bioinformatique des génomes et peuvent
étre a ’origine d’erreur lors de la génération de la s€quence consensuelle.

Une estimation réalisée de cout moyen par nucléotide a montré un avantage d’utiliser le NGS
comme moyen diagnostique des méningites notamment a Entérovirus qui représentent plus de
50% des cas documentés dans notre institution. Nous sommes passés de 0.3€ par nucléotide

suivant le s€quencage Sanger a 0.03€ par nucléotide par Illumina (34) .

La Technologie Oxford Nanopore

La troisiéme génération de séquencage se caractérise par deux spécificités : la capacité de
générer des reads de longue taille tout comme 1’analyse des données du séquencage en temps
réel. Cette technologie et les séquenceurs qui la supportent, sont décrits comme des séquenceurs
Single Molécule Real-Time (SMRT) ce qui signifie qu” une molécule d’ADN est détectée a la
fois. Le principe de séquencage suivant la plateforme Oxford Nanopore Technologies comme
le montre la Figure 15, repose sur la lecture de la séquence d’ADN simple brin sans
amplification préalable par extrapolation de la variation de tension produite lorsqu’une

molécule d’ADN passe au travers d’un pore protéique nanoscopique (35).

i

Protéine motrice

Nanopore

Courrant électrique

Temps

Figure 15 : Principe de fonctionnement d’'un nanopore. Image créée avec BioRender (BioRender.com).
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Initialement fabriqué a partir d’un pore d’alpha-hémolysine muté, le mutant du nanopore CsgG
est celui utilisé de nos jours (36).

La variation de conductivité électrique produite au passage de chaque base du fragment d'ADN
est spécifique pour chaque base et permet ainsi de déduire la composition de la séquence lors
de I’appel de base (base calling) (36). Les nanopores sont regroupés par 4, sous forme de
canaux. A un total, 512 canaux forment une cartouche jetable appelé cellule d’écoulement ou
« flowcell ». Chaque canal mesure le signal de courant généré par I'un des quatre pores a la fois,
ce qui permet de traiter jusqu'a 512 molécules d'ADN simultanément a une vitesse de 450 bases
par secondes (36). Oxford Nanopore® commercialise sa technologie sous plusieurs formes de
séquenceurs. Le MinilON est un dispositif de trés petite taille (10 cm pour 90g) et facile a
transporter (Figure 16), il ne peut accueillir qu’une seule flowcell (36). Le GridION est congu
comme un systéme extensible et pouvant accepter jusqu’a cinq flowcells a la fois. Enfin le
PromethION, arrivé plus récemment sur le marché avec des cellules flow-cells assurant un
séquencage intensif et profond, est constitué de 24 a 48 emplacements.

La comparaison entre les deux plateformes MinION et [llumina a montré des différences en
termes de couverture génomique et de profondeur surtout ce qui concerne le mapping contre
une référence (37). Le mapping est le processus permettant de générer une s€quence consensus
a partir de reads/lectures par rapport a un génome connu comme référence. La technologie
Oxford Nanopore® permet de générer des séquences plus longues, 5.000 paires de bases en
moyenne, pouvant atteindre une longueur de 250 kb selon de 1’échantillon et le génome a
séquencer. L’analyse des données générées en temps réel en utilisant un logiciel EPI2ZME bien
adapté et développé par Oxford Nanopore, donne un avantage a cette technologie par rapport a
la technologie Illumina, permettant a la fois la détection de génome pathogéne dans le LCR
ainsi ses caractéristiques génétiques dans un temps réduit. Les autres caractéristiques des

techniques de séquengage actuellement utilisées sont décrites dans le Tableau 3.
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[llumina ONT
Courte
Longue
Longueur de lecture 2x125pb
Moyenne 2-5k
2x250pb
Analyses temps réel Non Oui
Nombre de séquences par
' 10"9 1074
expérience
Temps de préparation des
o 8-12h 1-2h
librairies
Durée de I’expérience 4hagj Smin a 50h
Inférieur a 1% Elevé
Taux d’erreur ‘
Voir 0,1 % Jusqu’a 38%

Petites s€quences générées

Cout élevé

Exactitude
Inconvénient Erreur avec les séquences riche
Moins bonne détection des
en GC )
mutations ponctuelles
. Longues séquences
Faible cout )
] Vitesse
Exactitude )
‘ Bonne couverture des régions
Avantages Débit -
répétitives
Bonne détection des mutations
Portabilité
ponctuelles
Cout

Tableau 3 : Caractéristiques, avantages et inconvénients des séquenceurs Illumina et Oxford Nanopore.

Inspiré des références (30,34,36-38).
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Travaux personnels

L’analyse métagénomique a longtemps ¢été réservée a la recherche mais 1’évolution des
technologies ces derniéres années a permis d’envisager cette technologie dans le diagnostic de
routine. Par sa rapidité de séquencage, sa capacité a générer des données en temps réel et sa
disponibilité¢ dans notre laboratoire, la technologie Oxford Nanopore semblait la plus adaptée
pour cette étude. La capacité de la technologie Oxford Nanopore a générer des données dans
un temps trés court, dés les 5 premicres minutes selon certaines études (38), le temps réduit de
préparation de la librairie ainsi que la génération de séquence en temps réel rendent compatible
son utilisation au laboratoire d’urgence POC et concurrentielle avec la PCR multiplexe.

Le but de mon travail de These était de participer, en collaboration avec un étudiant doctorant
de ’IHU de Marseille a évaluer I’intérét et la faisabilité de I’utilisation de la technologie Oxford
Nanopore® dans le diagnostic d’urgence des méningites communautaires au laboratoire
d’urgence POC. Cette collaboration nous a permis de nous répartir les différentes taches en
fonction de nos compétences propres tout en apprenant des compétences de I’autre. J’ai donc
assuré le recueil des informations cliniques et biologiques inhérent a nos travaux, identifié et
recruté les spécimens sur lesquels nous allions travailler et réalisé une partie des manipulations
de séquencage. L’assemblage des génomes ainsi que 1’exploitation des données générées ont
quant a eux €té réalisé par ce binome.

Cette mise en place a fait I’objet d’un article publi¢ dans le journal « Pathogens » et un autre
soumis a publication dans le journal « Clinical Microbiology and Infection ». Deux autres

contributions sont également en cours de préparation pour la publication.
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Article 1: Haemophilus influenzae Meningitis Direct Diagnosis
by Metagenomic Next-Generation Sequencing: A Case Report.

Notre premier travail a été de vérifier la faisabilité du diagnostic d’une méningite bactérienne
a Haemophilus influenzae par métagénomique directement a partir de LCR, avec pour objectif
de moins de six heures de la réception de prélévement a la validation du résultat. Cette étude a
permis d’identifier un H. influenzae, non-typable appartenant au lignage H. influenzae 22.1-2,
sensible a tous les antibiotiques par une analyse in silico aprés uniquement 4 heures de
séquengage en utilisant le MinlON d’Oxford Nanopore. Ce résultat a ét¢ confirmé par les
analyses de routine, deux jours plus tard. D’aprés ce résultat motivant qui est totalement
concordant avec la routine, offrant un avantage en temps et en matériels, nous avons propos¢
le MinlON comme outil puissant pour le diagnostic des urgences vitales au laboratoire POC de

I’IHU Méditerranée Infection.
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Abstract: Current routine real-time PCR methods used for the point-of-care diagnosis of infectious
meningitis do not allow for one-shot genotyping of the pathogen, as in the case of deadly Haemophilus
influenzae meningitis. Real-time PCR diagnosed H. influenzae meningitis in a 22-year-old male
patient, during his hospitalisation following a more than six-metre fall. Using an Oxford Nanopore
Technologies real-time sequencing run in parallel to real-time PCR, we detected the H. influenzae
genome directly from the cerebrospinal fluid sample in six hours. Furthermore, BLAST analysis of the
sequence encoding for a partial DUF417 domain-containing protein diagnosed a non-b serotype, non-
typeable H. influenzae belonging to lineage H. influenzae 22.1-21. The Oxford Nanopore metagenomic
next-generation sequencing approach could be considered for the point-of-care diagnosis of infectious
meningitis, by direct identification of pathogenic genomes and their genotypes/serotypes.

Keywords: bacterial meningitis; point-of-care diagnostic; Haemophilus influenzae; Oxford Nanopore
Technologies; real-time sequencing; metagenomic next-generation sequencing

1. Introduction

The microbiological diagnosis of bacterial meningitis presently carried out in point-of-
care (POC) laboratories is based on different methods of detection of nucleotide sequences
specific to the target pathogen [1,2]. More specifically, this detection is based on techniques
using polymerase chain reaction (PCR) amplification by target of pathogen-specific genomic
sequences, with the product of the amplification being detected by fluorescence in the so-
called real-time PCR (RT-PCR) modality [2—4], permitting the detection of the presence or
absence of pathogenic genomes, which is not sufficient to carry out pathogen genotyping.

Here, we report one case of Haemophilus influenzae meningitis that was diagnosed
by metagenomics next-generation sequencing (mNGS), using the technology developed
by Oxford Nanopore Technologies (Oxford Nanopore, Oxford Science Park, UK) directly
from a cerebrospinal fluid (CSF) sample, identifying the pathogen genome, based on real-
time sequencing by comparison to the Oxford Nanopore online database using EP2ME
online software.

2. Case Report and Methods

A 22-year-old male patient presented to the emergency room of the neurosurgery
department at the North Hospital of Marseille following a more than six-metre fall. The
patient presented with numerous contusions and a dislocation orbito-naso-ethmoido-
frontal type panfacial trauma complicated by subdural haematoma and subarachnoid
haemorrhage. At his arrival in the emergency room, the patient presented a Glasgow score
of 5, blood pressure of 140/70, cardiac frequency of 110 bpm and 75% saturation in ambient
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https:/ /www.mdpi.com/journal /pathogens

34



Pathogens 2021, 10, 461

20f5

air. Ten days after his admission, the patient presented with sudden onset of febrile (39 °C)
meningeal syndrome. Cerebrospinal fluid (CSF) analysis showed a leukocyte count of
198 cell/mm? (37% neutrophils, 63% lymphocytes), erythrocyte count of 4200 cell/mm?,
protein at 3.31 g/L and glucose at 0.33 mmol/L. Direct microscopic examination after
Gram staining did not reveal the presence of any bacteria. A BioFire FilmArray® assay
(Biofire bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France), performed as previously described [1], yielded
Haemophilus influenzae according to the meningitis encephalitis panel. The patient was
treated with antibiotics for 14 days, 2 days with meropenem (4 g/day) and linezolid
(1.2 g/day), 2 days with meropenem only, 2 days with cefotaxime and finally 8 days with
amoxicillin at 12 g/day. A drastic decrease in the leukocyte count was observed from
the second day of antibiotherapy treatment. The patient suffered cognitive, memory and
consciousness disorders and left eye blindness.

In parallel to the BioFire FilmArray® diagnostic, total DNA was extracted from a
200 puL CSF sample after a 20-minute incubation with proteinase K at 37 °C using an
EZ1 DNA Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and eluted in a 50 pL final volume. For
direct microbial genome sequencing, 1 ug of DNA was incorporated into an Oxford
Nanopore MinION library preparation according to the manufacturer’s protocol (https:
/ /community.nanoporetech.com/protocols/). The library was quantified and normalized
in a 47 uL volume using a QubitTM fluorometer using a Qubit dsSDNA High Sensitivity
Assay Kit (Life Technology, Villebon-sur-Yvette, France). Briefly, DNA repair and end
preparation were performed in a 60 pL final volume containing 47 puL of prepared DNA,
1 uL of DNA CS (DNA control), 3.5 uL. of NEBNext FFPE DNA Repair buffer, 2 pL of
NEBNext FFPE DNA Repair mix (New England BioLabs, Evry-Courcouronnes, France),
3.5 pL of Ultra II End-prep reaction buffer and 3 puL of Ultra II End-prep enzyme mix
(New England BioLabs). The repair reaction was performed in a GeneAmp PCR System
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) for 5 minutes at 20 °C followed
by a 5 min incubation at 65 °C. Repaired DNA was purified using an equal volume of
Agencourt Ampure XP beads (Beckman Coulter, Villepinte, France) in the presence of
70% ethanol and then eluted in 61 pL of distilled water. The adapter ligation step was
performed in a 100 pL volume containing 60 pL of purified DNA, 25 pL of ligation buffer,
10 uL of T4 DNA ligase (New England BioLabs) and 5 uL of the adapter mix and incubated
for 10 minutes at room temperature. A second wash was carried out using Agencourt
Ampure XP beads (Beckman Coulter) in a ratio of 0.4. The final library was recovered in a
15 pL final volume, diluted in 75 pL of flow cell loading mix and sequenced for 4 hours
on a MinION instrument (Oxford Nanopore). Real-time analysis of sequencing data was
performed using EPI2ME software (version 2019.11.11-2920621). A second analysis was
performed using Kraken 2 (https:/ /ccb.jhu.edu/software /kraken2/) and visualized by
Pavian (https:/ /fbreitwieser.shinyapps.io/pavian/).

3. Results and Discussion

After running for 4 h, MinION sequencing generated 202,010 reads including 1277 un-
classified reads. Real-time EPI2ME data analysis yielded 192,260 human genome reads,
6598 Escherichia coli (control) reads, 29 Shigella reads, 23 Lambdavirus reads and 11 (0.00005%)
reads corresponding to the H. influenzae genome. The Shigella and Lambdavirus reads come
from repair and ligation enzymes used in the library preparation. Kraken online analysis
and visualization by Pavian online software showed only H. influenzae with high strin-
gency (Figure 1). The BLAST analysis of the longest 1298 bp sequence encoding for partial
the aerobic respiration control sensor protein ArcB gene after specific H. influenzae read
extraction using Kraken Tools yielded a non-b serotype, non-typeable H. influenzae strain
P641-4342 with 97% sequence identity (GenBank accession number CP031687.1) belonging
to H. influenzae lineage 22.1-21 (http:/ /www.iedb.org/sourceOrgld /374927) [5]. This find-
ing has been routinely validated by positive specific H. influenzae real-time PCR at 30 Ct
using a LightCycler® 480 thermal-cycler (Roche, Wilmington, NC, USA) in a 20 pL final
reaction volume containing 5 uL. DNA and Takyon No Roxe Probe MasterMix (Eurogentec),
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~ Proteinase K treatment 20
minutes
~ EZ1 DNA extraction 15 minutes

» Library preparation = 1 hour

~ Sequencing by MinlON = 4
hours

targeting a 167 bp fragment length of the ompP1 gene as previously described [6]. While
the patient had been vaccinated for H. influenzae serotype B, whole genome sequencing
identified a non-typeable H. influenzae serotype (NTHIi), against which the patient was not
immunized. The in silico antibiotic susceptibility pattern derived from the whole genome
by ResFinder online software (Version 4.1) predicted H. influenzae strain P641-4342 to be
susceptible to all antibiotics, as experimentally confirmed by an in vitro antibiogram (File
S1).

This new approach has been proposed for real-time pathogenic genome detection,
essentially based on the time of manipulation of approximately 6 hours in total and its
sensitivity to detect microbial genomes, even at low levels. As a novel approach for POC
diagnosis, direct identification of the pathogenic genome by metagenomic next-generation
sequencing remains a challenge for routine diagnosis. Utilization of Oxford Nanopore
technology in mNGS allows real-time sequencing analysis to be performed directly from
clinical samples [7]. The H. influenzae genome was the first whole bacterial genome to be
sequenced [8]. In this case, we diagnosed H. influenzae directly from a CSF sample for
the first time in our laboratory using Oxford Nanopore Technologies sequencing. Using
metagenomics real-time sequencing allowed us to identify an H. influenzae non-b serotype
lineage 22.1-21 sensitive to all antibiotics by online analysis using ResFinder software
in less than 6 hours, which was confirmed by solid culture after three days in routine
bacteriology laboratory diagnostics. As a new alternative for POC diagnostics, this strategy
will be suitable for implementation in routine diagnostics of CNS infection and genomic
surveillance in infectious diseases, despite the variability of genome coverage depending
on the pathogenic charge in the CSF.

DNA extraction

The Haemophilus read sequences were extracted by

Oxford Nanopore Library preparation Kraken 2 Tools and visualized by Pavian online software
according to the manufacturer protocol

| b -

o
Metagenomic Next-Generation Sequencing
Protesbactaria
Haemophaius -

|
i Proteinase K treatment and EZ1
\
{

Figure 1. POC real-time sequencing diagnosis of H. influenzae meningitis by using Oxford Nanopore Technology. The total
process duration was less than 6 h. The cerebrospinal fluid was treated with proteinase K for 20 min at 56 °C, and total
DNA was eluted in a 50 uL volume. The Oxford Nanopore library was prepared according to the manufacturer’s protocol

and diluted in a 75 pL final volume of flow cell loading mix. The diluted library was sequenced on a MinION instrument,

and MinlON sequencing data were analysed in real time using EPI2ME software. They were extracted by Kraken 2 Tools

and visualized by Pavian online software.
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4. Conclusions

Based on the simplicity, rapidity and sensitivity of mNGS real-time sequencing, we
are now implementing Oxford Nanopore sequencing technology in the POC laboratory for
the rapid diagnosis of bacterial meningitis, providing additional pieces of information over
routinely used syndromic real-time PCR kits with which mNGS is competing in terms of
delay and cost.
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Article 2: Real-time whole genome sequencing direct diagnosis

of Streptococcus pneumoniae meningitis: a case report.

Afin de répondre au mieux a notre problématique de rendre un résultat dans un temps
compatible avec un diagnostic d’urgence, le protocole a été revu dans le but d’améliorer le
rendement de séquengage. Mais nous avons aussi rapidement compris que pour avoir un intérét
réel, notre méthode devait pouvoir avoir un impact a I’avenir sur la prise en charge clinique du
patient. Nous avons donc concentré nos efforts sur le rendement ainsi que I’exploitation
d’informations « utiles » a des buts clinique, thérapeutique ou épidémiologique tels que la
recherche de génes codant pour une résistance a un antibiotique, un sérotype, une toxine, ou
tout autre facteur de virulence. Dans cet article nous avons réduit le temps total a moins de
2 heures, de la réception du prélévement a la validation du résultat incluant 20 minutes de
séquencage. Plus de 92% de la séquence du génome de Streptococcus pneumoniae sérotype
10A sensible a tout le panel d’antibiotiques de routine, a €t¢ obtenue directement a partir de
LCR. Cette méthode a non seulement permis d’identification le pathogéne dans le LCR du
patient ayant développant un syndrome méningé mais aussi de générer son sérotype ainsi que

sa sensibilité aux antibiotiques dans temps comparable a celui de la PCR multiplexe.
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Abstract:

Current rapid point-of-care (POC) diagnosis of life-threatening
community-acquired bacterial meningitis is based on the detection of
pathogen a genome sequence in the cerebrospinal, fluid using multiplex
format.

A 69-year-old woman admitted to the emergency department for
meningitis diagnosed positive for Streptococcus pneumoniae at the POC
laboratory by direct multiplex assay. In parallel total DNA extracted from
200 pL CSF was directly sequenced on Oxford Nanopore MinION. Real-
time analysis of MinION-generated sequence data was done by EPIZME
online software and CLC Genomic Workbench.

POC real-time whole genome sequencing directly applied to the
cerebrospinal fluid, diagnosed an in silico susceptible, serotype 10-A
Streptococcus pneumoniae with 92.5% genomic coverage, using Oxford
Nanopore Technology, in less than two-hour workflow including a 20-
minute sequencing run. This result was confirmed by routine bacterial
culture two days later.

Based on its simplicity, rapidity and reliability, real-time metagenomics is
suitable to be implemented as a routine and efficient POC diagnostic for
life-threatening infections, including bacterial meningitis.
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1

2

Z 20 Dear editor,

5

? 21 Bacterial meningitis is a life-threatening invasive infection that could progress to
g 22 mortality within 24 hours in the absence of an appropriate treatment, causing

10

1 23 annually more than 50% deaths from all-cause meningitis and leaving one in five

13 24 people recovering with chronic neurological disorders (1). Current rapid point-of-care
25 (POC) diagnosis of community acquired bacterial meningitis is based on PCR-based
18 26 multiplex assays detecting pathogen-specific sequences in the cerebrospinal fluid

20 27  (CSF) (2). These assays however do not provide all the pieces of information

22 28 desirable for the optimal medical management of the patient clinically diagnosed with
25 29 community-acquired meningitis. antibiotic susceptibility to finely tune the antibiotic

27 30 treatment and genotyping to guide source tracing. Real-time whole genome

29 31 sequencing is an alternative approach recently developed for detecting and

32 genotyping pathogens directly from clinical samples, and to determine antibiotic

34 33  susceptibility profile, in real time (3).

37 34  Here, we reported a 69-year-old woman was admitted to the emergency department
39 35  with a 38.5°C fever which had lasted a day, repeated dizzy spells, and vomiting.

36 Clinical examination disclosed neck stiffness, headache, and photophobia, without
24 37 rash or purpura. Biological testing found an inflammatory syndrome with C-reactive
46 38  protein at 350 mg/L. CSF analyses yielded hyperproteinorrhachia at 1.16 g/L and

48 39  hypoglycorrhachia at 0.11 mmol/L, a leukocyte count of 4 cells/fmm?2and erythrocytes
51 40  at 50 cell/mm3. Gram staining showed Gram-positive diplococci identified as S.

53 41  pneumoniae using a real-time multiplex PCR assay (bioFire FilmArray®

55 42 Meningitis/Encephalitis panel, bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) at the POC

43 laboratory (2). The cultured S. pneumoniae was categorized in vitro susceptible to

60 44 penicillin G, ceftriaxone, erythromycin, doxycycline, and chloramphenicol by Mueller-
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Hinton culture antibiogram after two days. The patient was treated with ceftriaxone, 6
g/day for 14 days and dexamethasone, 40 mg/day for five days. Further evaluations
found hyperproteinemia at 110 g/L and a plasmatic monoclonal peak of IgG kappa
quantified at 39 g/L (Capillarys, Sebia, Evry, France), which led to a subsequent

diagnosis of multiple myeloma.

Alongside the bioFire FilmArray® investigation, total DNA was extracted from 200 pL
of cerebrospinal fluid using the EZ1 DNA Kit and an EZ1 automaton (Qiagen,
Courtaboeuf, France) following 20-minute incubation with proteinase K at 56°C and
eluted in a 50-uL final volume. Next-generation sequencing was performed using a
MinlON device (Oxford Nanopore Technology, Oxford, UK), as previously described
(3), using 47 pL of the extracted DNA for the MinION library preparation (Appendix
1). The final library was recovered in 15 pL volume and was further diluted in 75 pL of
flow cell loading mix and sequenced for 20 minutes on a MinlON instrument.
Sequencing data were analysed in real-time using the EPI2ME online software
(version 2019.11.11-2920621). In a second analysis, we assembled and mapped the
generated reads using CLC Genomics Workbench software version 7.5.0 (Qiagen).
Furthermore, 1 ng of DNA was used for NGS sequencing using the lllumina Nextera
XT library preparation and the paired-end protocol (lllumina, San Diego, USA), as
previously described (4), on an iSeq 100 instrument (lllumina) and sequences were

analysed using the CLC Genomics Workbench software (Qiagen).

A twenty-minute MinlON sequencing run generated 61,150 reads, including 11,659
S. pneumoniae reads (Figure 1). Assembly process generated 92.5% genome
coverage and further blast analysis yielded S. pneumoniae with 98.97% sequence
identity with the reference S. pneumoniae strain A6-10, a serotype 10-A (GenBank

accession no. CP053210.1). The clinical strain was in silico susceptible to all

43



Page 50f 12 Clinical Microbiology and Infection

70  routinely used antibiotics as determined using the ResFinder bio-tool

71 (http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) (Appendix 2) (Figure 1). MinlON

0NV WN =

72 sequencing data were confirmed by lllumina iSeq sequencing, generating 503,192

10 73 reads. Blast comparison of the 73,597-bp longest contig identified a best match with
74 S. pneumoniae strain A6-10 with 98.97% sequence similarity. A total of

15 75  338,879/503,192 (67.35%) reads mapped to the reference sequence, identifying 90%
17 76 of the S. pneumoniae genome. Further online analysis using Multilocus Sequence

12 77 Typing (MLST), revealed a perfect match with the S. pneumoniae reference genome,
55 78  sharing common characteristics with the 128 isolates disponible in the GenBank

24 79 database, including 104 isolates from European countries of which 58 were serotype

26 80 10A, all of them being susceptible to all antibiotics as confirmed by routine bacterial

52 81  culture (Appendix 2).

30

;; 82  S. pneumoniae meningitis is a life-threatening invasive infection warranting its rapid
33

34 83  complete diagnosis (6-7). Diagnosis methods currently available at the POC

36 84 laboratory, do not provide pieces of information regarding typing and antibiotic

85  susceptibility of the detected S. pneumoniae (2). Here, we successfully applied direct
41 86 near whole genome real-time sequencing diagnosis of community-acquired

43 87  Streptococcus pneumoniae meningitis using MinlON technology, providing in less
45 88  than two-hour workflow including only 20-minute sequencing time, the detection,
48 89 identification, typing and in-silico antibiogram; after we developed a specific

50 90 sequencing procedure as here reported (Figure 1). The fact that this procedure is
52 91 time-competitive with that of the real-time PCR multiplex assay, providing valuable
92  additional pieces of information, makes real-time whole genome sequencing a

57 93  suitable approach for the diagnosis of community-acquired meningitis at the POC

59 94  laboratory.
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Figure 1: Real-time whole genome sequencing of Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae). Total handling time was less than two hours, including 35 minutes for
cerebrospinal fluid (CSF) processing and EZ1 DNA extraction, 60 minutes for the
Oxford Nanopore library preparation and 20 minutes for MinION library sequencing.
The MinlON sequencing result was directly analysed by EP2ME software, then the
generated reads were mapped to the reference genome by CLC software. In this
case, the S. pneumoniae genome was detected after a 20-minute sequencing run,
and the full data analysis yielded 92.5% genome coverage directly recovered from

CSF sample.
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Figure 1: Real-time whole genome sequencing of Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae). Total
handling time was less than two hours, including 35 minutes for cerebrospinal fluid (CSF) processing and
EZ1 DNA extraction, 60 minutes for the Oxford Nanopore library preparation and 20 minutes for MinION

library sequencing. The MinION sequencing result was directly analysed by EP2ME software, then the
generated reads were mapped to the reference genome by CLC software. In this case, the S. pneumoniae

genome was detected after a 20-minute sequencing run, and the full data analysis yielded 92.5% genome
coverage directly recovered from CSF sample.
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Appendix 1: MinlON library preparation.

Briefly, DNA repair and end-preparation were performed in a 60-puL volume
containing 47 uL DNA, 1 pL of DNA CS (DNA control), 3.5 pL NEBNext FFPE DNA
Repair buffer, 2 yL NEBNext FFPE DNA Repair mix (New England BioLabs, Evry-
Courcouronnes, France), 3.5 yL Ultra Il End-prep reaction buffer and 3 yL Ultra Il
End-prep enzyme Mix (New England Biolabs), for five minutes at 20°C, performed in
a GeneAmp PCR System Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) followed by five minutes of incubation at 65°C. The repaired DNA was mixed
with an equal volume of Agencourt Ampure XP beads (Beckman Coulter, Villepinte,
France) and washed with 70% ethanol, then eluted in 61 L distilled water. Adapter
ligation was performed in 100 pL containing 60 pL purified DNA, 25 pL ligation buffer,
10 uL T4 DNA ligase and S pL adapter mix, incubated for 10 minutes at room
temperature. After mixing with Agencourt Ampure XP beads at a ratio of 0.4, the final
library was recovered in 15 pL and was further diluted in 75 pL of flow cell loading

mix and sequenced for 20 minutes using a MinlON instrument.
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Appendix 2: Confirmation of the in silico antibiogram by a panel of routinely used

antibiotics.

Antibiotic

Fosfomycin
Vancomycin
Amoxicillin+clavulanic
acid
Ceftriaxone
Penicillin
Pristinamycin
Clindamycin 15
Teicoplanin
Gentamicin
Rifampicin
Erythromycin
Doxycycline

Imipenem

In vitro antibiotic test
Susceptible <32 mg/L

Susceptible 0.380 mg/L

Susceptible 0.016 mg/L
Susceptible 0.016 mg/L
Susceptible 0.006 mg/L
Susceptible <1 mg/L
Susceptible
Susceptible <4 mg/L
Susceptible <128.000 mg/L
Susceptible <0.016 mg/L
Susceptible <0.031 mg/L
Susceptible

Susceptible 0.003 mg/L

In silico antibiotic test
Susceptible

Susceptible

Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible

Susceptible
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Autres participations

Article 3 : Epidémiologie des méningites entre Marseille et Nimes

Nous avons aussi collaboré avec le laboratoire de microbiologie et hygiéne hospitalier de CHU
de Nimes dans le but de réaliser une étude comparative de 1’épidémiologie des méningites en

deux centres hospitaliers au sud de la France.

Article 4 : Sequencage de 50 LCR entre Marseille et Nimes

L’objectif de ce travail était d’apprécier la robustesse de notre méthode, tout en vérifiant la
faisabilité dans les temps impartis et d’observer ’impact de différents facteurs sur nos résultats.
Cette série été réalisée sur deux centres que sont I'THU Méditerranée Infection de Marseille et
le CHU de Nimes. A cette occasion, une paillasse a vu le jour au laboratoire POC afin de
travailler en autonomie et dans des conditions réelles (Figure 17).

Nous avons participé a 1’analyse métagénomique rétrospective d’une cohorte de plus de 50
¢échantillons cliniques de LCR de patients ayant été diagnostiqués comme étant atteints de
méningite communautaire. Tous les patients sélectionnés ont été¢ diagnostiqués par PCR
multiplexe et confirmés par une autre méthode, moléculaire et/ou culture. Nous avons essayé
de récupérer une gamme d’échantillons représentative en fonction de différentes situations
biologiques : hémorragique, leucocytaire, bactéries et virus, en faible et forte concentration. Ce
travail ayant pour objectif de valider notre méthode sur un plus grand nombre de prélévements

et sur une plus grande variété de germes.
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Figure 16 : Mise en place du POC MinION au laboratoire POC de I'ITHU Méditerranée Infection, Marseille.

Validation d’un protocole standard de préparation des librairies et séquencage dans un espace réduit. La paillasse a été
équipée avec du matériels légers et transportables, d’une hotte biocap pour la préparation des librairies et pour éviter les
contaminations, de 4 MinIONs et d’un ordinateur Linux.
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Discussion

Sur le plan technique, il faudra souligner que la préparation des librairies est un étape clé
nécessitant un environnement de travail calme et une concentration maximale de I’opérateur.
Cette préparation met en jeu de nombreuses manipulations avec une dizaine de réactifs précieux
et d’enzymes sensibles, le tout sous des volumes de I’ordre du microlitre, toute erreur
intervenant dans ces opérations compromettant I’ensemble de 1’analyse.

La multiplication des manipulations est, en biologie moléculaire souvent source d’erreur, parmi
celles-ci, la contamination de 1’échantillon qui est responsable d’un résultat faussement positif.
Afin de limiter cet aléa, 1’utilisation a I’avenir de kit de « barcoding » ayant pour objectif de
marquer les séquences de I’échantillon d’intérét devrait pouvoir permettre de s’affranchir des
contaminations lors de la préparation des librairies. Cette stratégie a de fait un second avantage,
celui de réduire le cout global de ’analyse en permettant 1’analyse simultanée de plusieurs
échantillons, réduisant ainsi a environ 200€ le cout par test d’apreés une estimation local du
laboratoire.

L’opérateur ne peut quitter son poste tout au long de la préparation de la librairie, les temps tres
courts entre les différentes étapes ne lui permettant pas de réaliser une tache annexe en parall¢le.
A Pavenir, I’investissement dans des automates de préparation des librairies tel que le Voltrax®
permettrait de libérer 1’opérateur et standardiser la préparation des échantillons, pour un
investissement estimé actuellement a 8.5008 (35).

La sensibilité de la méthode peut encore étre améliorée, en effet, les méthodes de séquencage
ont montré un manque de sensibilité, en particulier dans les plages de concentration faible (30-
35 Ct) (40). Appliquer auparavant une amplification comme par exemple la région 16S de
I’ARNTr peut étre en partie une solution, son application a d’ailleurs montré de bons résultats
(38). Cependant cette application pose deux problémes, le premier étant que les manipulations
et traitements supplémentaires rallongent la durée de I’analyse, le second est qu’en appliquant
une amplification de I’ARN bactérien, les concentrations relatives en ADN des agents
infectieux sont modifiées puisque par exemple les virus ne seront pas amplifiés par cette
méthode.

La capacité du dispositif a assigner des séquences a un germe devra aussi étre vérifié pour
I’ensemble des germes responsable de méningite, en effet des études ont montré que la
plateforme de séquencage des Nanopores pouvait avoir des difficultés a détecter certaines

bactéries tel que, par exemple les bactéries du genre Corynebacterium (41);
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exceptionnellement  impliquées comme  étiologies des méningites bactériennes
communautaires.

Enfin les Virus a ARN, tel que les Entérovirus en plus de leur fragilité posent probleme a notre
méthode car ils nécessitent des traitements supplémentaires qui allongent le temps de
préparation des échantillons et sont a I’origine de pertes de matériel génétique. De nouveaux
kits de séquengage direct de I’ARN sont cependant en train de voir le jour et pourraient
permettre d’explorer un monde encore assez mal connu.

Le taux d’erreur élevé, en particulier chez Oxford Nanopore® (36) devrait s’améliorer ces
prochaines années et ne constitue pas en soit réel frein a son utilisation puisque les erreurs de
lecture sont corrigées par la superposition bioinformatique des séquences, appelée consensus.
La comparaison de la technologie Illumina a celle d’Oxford Nanopore® a démontré que pour
les variants nucléotidiques (mutation ponctuelle), la sensibilité et la précision étaient
supérieures a 99% pour une couverture supérieure ou égale a 60 (42).

Si la méthode suscite de 1’intérét c’est aussi parce que les séquences générées au cours de
I’expérience devraient permettre de déduire la sensibilité des germes aux anti-infectieux
(43,44), ce qui aujourd’hui n’est possible, sauf rares cas, qu’en 48h. D’autres informations tels
que la présence de toxine devraient pouvoir étre détectée, et d’autres informations permettant
le lignage tel que le sérotypage devraient permettre de participer a la veille sanitaire en
identifiant des cluster ou foyers épidémiques (44).

La bioinformatique jouera un réle important a I’avenir dans le traitement de ces données. Les
compétences des Biologistes doivent évoluer dans ce domaine afin de garder un controle sur la
qualité de I’analyse et pour interpréter les résultats.

Afin de pallier le manque de compétences bio-informatique pour le traitement de données
génerées par MinlON pour interpréter le résultat, une base de données interne a été créée en
référence au biofire et la mise a disposition du logiciel en ligne EPI2ZME permettent aujourd’hui
de réaliser I’identification du germe de fagon tres simple.

Enfin I'un des principaux enjeux de 1’utilisation de technologies sera de garantir le contrdle et

la sécurité des données, principalement d’origine humaine, et genérées au cours de I’analyse.
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Conclusion

Le diagnostic d’urgence des méningites est une priorité, et tous les moyens doivent étre mis en
ceuvre pour que le patient regoive un diagnostic et un traitement adéquat dans les plus brefs
délais.

Bien que les technologies de séquencage permettent aujourd’hui d’obtenir des résultats
intéressants et compatibles avec un flux de travail d’un laboratoire d’urgence, le manque de
sensibilité et de standardisation couplé au manque de recul vis-a-vis de ces applications
semblent aujourd’hui étre les principaux axes d’amélioration avant son utilisation en laboratoire
de routine.

A contrario, La PCR multiplexe s’est avérée depuis son arrivé dans nos laboratoires étre tres
efficace pour le diagnostic d’urgence des méningites infectieuses. La composition de son panel,
ciblé, couplé a la rapidité d’exécution ainsi que sa trés grande sensibilité en ont fait un outil de
premiere ligne dans le diagnostic d’urgence des méningites communautaires.

En conclusion de ce travail, bien que le séquencage génomique ait sa place dans le diagnostic
des méningites infectieuses, 1’avantage semble toutefois en faveur de la PCR multiplexe en

premiére ligne du diagnostic d’urgence des méningites infectieuses communautaires.

Les avantages et inconvénients des PCR multiplexe et séquencage Oxford Nanopore sont

résumeés dans le tableau 4.

PCR multiplexe Oxford Nanopore
- Simplicité : systeme clos - Systeme ouvert : grande
- Rapidité : 1h15 variabilité de germes a identifier
- Sensible - Analyse en temps réel
Avantages - Spécificité : 14 cibles - Bonne spécificité
- Recueil d’information bien
supérieur a la PCR
- Techniquement accessible
- Transportabilité du systeme
- Coft relativement éleve - Coat élevé
pour une information - Sensibilité moindre
simple - Spécificité variable d’un germe a
Inconvénient - Exces de sensibilité : ’autre
amplification de - Manque de standardisation
contaminants - Interférences : ADN humain
- Spécificité des amorces

Tableau 4 : Comparaison des techniques PCR multiplexe et Oxford Nanopore dans le diagnostic d ‘urgence des méningites

infectieuses.
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