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POURQUOI LE PLEX-ID ?

- ldentification large de microorganismes

— Bacteries, Virus, Champignons, Protozoaires

Plus besoin de culture dans certains cas

Capacité de 300 échantillons par jour

— Détection rapide : premiers resultats en 6-8 heures
Permet une détection dans les meélanges complexes
Test de résistance aux antibiotiques

Réepond a la question : qu’y a til
dans mon echantillon ?



DETECTION DU NOUVEAU VARIANT HIN1
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SYSTEME PLEX ID : PRELEVEMENT - PCR -
SPECTROMETRIE DES AMPLICONS

KIT recherche: viral IC, viral respiratory, BAC, Fungal




Analyse en spectrométrie de masse.

Mass Spectrometer

lon Source

Sk a—c

Mass Analysis

Detector

Signal Processing
Masses to Base Compositions

#

OO~ WNPR

Mass
35875.03
35297.70
35619.87
36196.21
35297.70
33734.22

Base Count
A25G35C30T26
A29G33C27T25
A26G36C29T24
A23G37C31T26

A29G33C27T26
A19G21C17T27

Quantity
4260 - -
1948 - -

1555- -

1306~ -
1949 — -
1000

Base Compositions Map
to Microbes




DE LA MASSE A LA COMPOSITION EN BASES

%, A =313.0576 amu
S G = 329.0526 amu
3 C = 289.0464 amu

%, T =304.0461 amu
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PLATE FORME POST PCR DE BIOLOGIE MOLECULAIRE SAINT LOUIS
INSTALLATION DU PLEX ID AU PRINTEMPS 2012

Bactériologie -Virologie-Parasitologie- Biochimie- Anatomopathologie
LC450
PLEX ID ESI TOF
SEQUENCEUR 16 CAPILLAIRE
SEQUENCEUR PROFOND NGS ROCHE 454






PLEX-ID BAC-SPECTRUM

B(road Bacteria) , C(andida), A(ntimicrobial Resistance)

18 paires de primers

1: controle d’extraction (pumpkin DNA)

4. ensemble des groupes de bactéries (via 16S et 23S rRNA)

identification des especes Candida (via 25S rRNA)
resistance aux antibiotiques
puits sont multiplexés 165 DNA

Broad Bacterial

N RO

groupes spécifigues, différenciation des espéeces proches

Al 346

4437

B| 348

C| 361

23SrDNA |D

Firmicutes E

Staphylococcus
Enterobacteriaceae

Gammaproteobacteria G

Temps par cycle de PCR: 2 heures

Beta/Gammaproteobacteria H

Temps total< 8 h

349

3768

3350

2249
358

3346

3921

e
——

Pumpkin DNA
Extraction Control

mecA

vanA
KPC ESBL

vanB

Candida
identification &
speciation



Primers 346-349, 360-361
Ribosomal primers with broad coverage Chlamydia Y Agrobacterium tumefaciens
¥ Campylobacter fetus Y Bartonella henselae
i coc ; " W, Bartonella quintana

Bacter°|detes 3k ¥ &5 Chlamydia trachomatis Lo I\ § Y Campylobacter jejuni 1 2@ ; Brucella abortus

Y Bacteroides fragilis Y Prevotella sp. Atk | 25 W Y Chlamydophila psittaci ¥ Helicobacter cinaedi I =8 % Y Brucella melitensis

Y Bacteroides thetaiotaomicron ¥ Porphyromonas sp 1&. l Y Y Chlamydophila pneumoniae Y Helicobacter fennelliae “”-ﬁ&\ Y Brucella suis

Y Capnocytophaga canimorsus ! Parachlamydia acanthamoebae ﬁ l Y Helicobacter pylori % C&nd{d‘aius L-fben{baci‘eraﬂ‘fca‘nus

I Chryseobacterium meningosepticum yd Candidatus Liberibacter asiaticus

Epsilon y 4
Spirochetes Y Anaplasma phagocytophilum
7k | & ¥ Borelia burgdorferi Alpha &> Cowdria ruminantium
Y Borrelia hermsit P 75 &5 Y Enriichia chaffeensis
7 : - CDC . . .
Y Borelia _run_catae Proteo bacterl a ! & Ehrlichia equi
¥ Leptospira interrogans . : . %tk A Orientia tsutsugamushi
: ) 75k 4 B @ B> Rickettsia prowazekii
2= ¥ Y Treponema paliidum ) o 1 @ Rickettsia conorii
Primer 367 Y Eikenella corrodens 16 8% AP T Rickettsia rcketsi Y Rickettsia felis
= Y Neisseria gonorhoeae Beta #k 1 A T Rickettsia typhi
Actinobacteria U &% ¥ ¥ Weisseria meningiticlis Primer 362

BIATRAY

1 Corynebacterium serosis
COC

' Achromobacter xylosoxidans ‘ .
. . ) o 1 258 @ ® Y Franciselia tularensis
Mycobacterium tuberculosis I Corynebacterium amycolatum Y Bordetella pertussis r

7tk 1 ¥ Mycobacterium avium Y Corynebacterium bovis
1 Mycobacterium bovis ¥ Corynebacterium jeikeium
Y Mycobacterium kansasii | ¥ Corynebacterium sp. l

Y Mycobacterium chelonae Y cor pseudodiphtheriticumn
Y Mycobacterium fortuitum 1 2% &N ¥ Cor diphtheriae

l
28
2@

- T
Y Burkholderia cepacia
P @< Burkholderia mallei
Burkholdena udomallei
*PY ' P-"‘G o 1 Y Tatlockia micdadei
I Ralstonia mannitolilytica
1 Ralstonia picketti

Gamma
/ Primer 354

Y Stenotrophomonas maltophilia

# Xanthomonas malvacearum

T Legionella longbeachae l g Xanthomonas oryzae pv. oryzae
25 4 ¥ Legionella pneumophila Y <€>Xanthomonas oryzae pv. oryzicola

Y Mycobacterium genavense @ Ralstonia solanacearum coc , . o
76 82 Mycobacerium leprae &5 @@@ Coxiella burnetti @Xﬂeﬂa fastidiosa
76 1 Mycobacterium spp. Primer 363 e Alteromonas tetraodonis
Mycobacterium simiae Y Acinetobacter anitratus 1 ¥ Pssudomonas seruginosa xl’&\ & Tetrodotoxin
Y Mycobacterium szulgai Acinetobacter baumannii .
Y My ; J Y Propionibacterium acnes 1y ) ; Y Pssudomanas alcaligenes Y Actinobacillus actinomycetemcomitans
yeobacterium scrofulaceum l Y Acinetobacter calcoaceticus ¥ Pseudomonas fi 0 YA : ,
Z% | Mycobacterium ulcerans Y Rothia dentocariosa Acinetobacter hwoffi T A LR, Y Haemophilus aphrophilus
¥ Myoobecter i Y Tropheryma whipplei Y cTne obacter o_ i ) Pseudomonas putida : Y Aeromonas hydrophila l Haemophilus aegyptius
yeenacientm xenop! Y Actinomyces israelii 1 Acinetobacter radioresistans L oriinnii o = Haemophilus ducreyi
. . L ]
k! : :{z:ﬁ: :z::o:des Y Actinomyces naeslundii # Y Pseudomonas syringae pv. glycinea 1 &5 ¥ Y Haemophilus influenzae
. g‘ Clavibacter michiganensis o THaermp.‘n‘!us parahaemolyticus
754, Y Rhodococcus equi = &hﬁ'ﬂ &P ¥ Vibrio cholerae Y Haemophilus parainfluenzae
N 2% 1 " @ Y vibrio parahaemolyticus ¥ Haemophilus paraphrophilus
F u sob a cte ria h, ) —_— Y Vibrio vulnificus Y Pasteurella multocida
Y Fusobacterium necrophorum \\ U i G S 1 )
Y Streptobacillus moniliformis AN ¥ Erysipelothrix husiopathiae Y Citrobacter freundii ﬁ il M’\ﬁ@? Escherichia coli
‘¥ Mycoplasma pneurnonia Y Edwarsielia tarda B @ & Shiga Toxin
N . . )
Y Streptococcus agalactiae \\\ Mollicutes Firmicutes Y Eubacterium sp. Y Enterobacter aerogenes o I Y Kiebsiella pneumoniae
Y Streptococcus bovis Y Streptococcus intermedi \ Y Anaerococcus prevoti Y Enterobacter cloacae 2% 125", Y Saimonella enteriditis
¥ streptococcus equi Y Streptococcus milleri Hes i @ @ S Y Clostridium botulinum Y Kiebsiella oxytoca Ah Salmonella paratyphi
Gl sy ; SS‘I’EF":’C“WS preumoniae g il Clostridi % @ @@ sotwinum Toxr Bl ¥ ¥ Moraxella catarrhalis L& R 45 @ T Y saimonela tyhi
; reptococcus pyogenes s - = typhimuri
- Y Streptococeus viridans ¥ Enterococcus faecalis ostridia ﬁ L Y Clostrdium diffcite Y Morganella morganii Brlae Sa’mfm @ e
. % 1\ Y Clostricium perfringens Y Plesiomonas shigelloides ¥ Serratia marcescens
Primers 350, 351, 353 'Y Crterococcus faccium ly : ] AT Shi teri
Bt BB & O D Baalus antraci e 2 bid 8 @ B Epsion Toun | Il | proteus s ANY Shigella ysenteriae
. ! ) ) ) )
L1 '\ Y Bacillus ce {& ! & VY Staphylococcus aureus o Y Clostridium septicum Y Proteus vulgaris ﬁﬂ ..*T Shigella flexneri
Primer 355 Y Bacillus thuringiensis =B AN @ ® Enterotoxins & ﬁfz$gros;rndxum tetan; Y Providencia sp. i\&ﬂ \ Y Shigella sonnei
5 &2 @D Y Listeria monocytogenes ¥ Staphylococcus coagulase-negative Y P:Ef;:;:z::g:;s anaerobius Y Providencia stuartii 7\ A DY Yersinia enterocolitica

Primer 352

Y Staphylococcus intermedius ¥ Staphylococcus epidermis
¥ Staphylococcus saprophyticus Y Staphylococeus haemolyticus

Y salmonella choleraesuis Y Yersinia pseudotuberculosis
Primers 358, 359 Bt 25 R SV versinia pestis

Y veillonelia dispar
Primers 356, 449




EXEMPLE PROFIL DE DETECTION S. AUREUS

16s rRNA (S.aureus)

16s rRNA (S.aureus)

16s rRNA (S.aureus)

23s rRNA (S.aureus)

rpIB (S.aureus)

tufB (Calibrant only)
valS (S.aureus)

rpoB (calibrant only)

rpoB (1 unknown amplicon)

ke

JIM

16

mecA (positive)

vanA (calibrant only)
kpc (calibrant only)

vanB (calibrant only)

25srRNA (Sacharomyces cerevisiae)

25srRNA (Sacharomyces cerevisiae)

25srRNA (Sacharomyces cerevisiae)

mt SSU rRNA (calibrant only)

extraction control (positive)



VIRAL IC v2.0 : virologie de 'immuno déprimé

Human Coxsackievirus

Human Echovirus
Adenovirus Human Adenovirus* Enterovirus* Human Enterovirus

(2-54, A-F) Human Rhinovirus

Cytomegalovirus (CMV, HHV-5%)
Epstein-Barr-Virus (EBV, HHV-4*)
Herpes-Simplex-Virus-1 (HSV-1, HHV-1*)

Herpesvirus Herpes-Simplex-Virus-2 (HSV-2, HHV-2%)
Kaposi-Sarcoma-Associated-Herpesvirus (KSHV, HHV-8%)
Varicella-Zoster-Virus (VZV, HHV-3*)

HHV-6
HHV-7

Human Erythrovirus V9

BK-Virus* Parvovirus Human Erythrovirus VX
Polyomavirusyce_virus* Human Parvovirus B19*



BROAD FUNGAL KIT

Toxicocladosporium spp.

Cladosporium cladosporioides |

Phaeosphaeria avenaria
Phaeosphaeria nodorum

Pithomyces sp. Walleya microplaca Sporothrix schenckii
Cochliobolus hawaiiensis .
Cochfiobolus lunatus Scopulariopsis brevicaulis Chaetomium globosum

Exserohilum rostratum
Curvularia affinis
Afternaria afternata

[ 4837] i Bipolaris spp.
B-tubulin Montagnuia opulenta
[5181] Dothideomycetes
mtSSU rRNA
: Not 3766 . ~ Not 5185,4836
| Clavispora lusitaniae C.rugosa [38651
Meyerozyma guilliermondii
C. parapsilosis
[3867 ] Candida spp. C. tropicalis
Nakaseomyces sp. (C. glabrata) C. albicans C.fennica
Kluyveromyces marxianus (C. kefyr) C. dubliniensis  C.famata
Kluyveromyces lactis (C. sphaerica)
Torufaspora defbrueckii (C. colficulosa) Saccharo mycetes

ol

[4836]
SSU rRNA

Pichia norvegensis (C. norvegensis)
Pichia kudriavzevii (C. krusei)
Geathrichum sp.

Scedosporium apiospermum

"""" Not 5181

Sordariomycetes

Fusarium solani
Fusarium profiferatum
Fusarium oxysporum
Fusarium sp.

Aspergilius spp.
A.fumigatus
A.terreus

A.niger
A.flavus/A. oryzae

Emericella nidulans
Neosartorya udagawae
Neosartorya fischerii

Penicillium spp.

Eurotiomycetes

Metarhizium anisopliae A.ustus P marneffei
Hypocreales spp. A.aculeatus ...
A.ochraceus P.commune
A.microcysticus | Pprimulinum
A. sydowii
A. wentii A versicofor
A.tamarii A. caesieflus :
Ascomycota (i - Notaga7 -
“"Not 4836 - [3862]
Trichophyton tonsurans

Coccidioides immitis

4

Exophiala dermatitidis

Cladophialophora carrionii
(Cladophialophora bantiana)

Paracoccidioides brasifiensis
Ajelfomyces capsulatus

Ajeffornyces dermatitidis

[5178,5185]
SSU, LSU rRNA

| Saccharomyces cerevisiae | 3867 | [

Pneumocystis carinii

|| Pneumocystis jirovecii

~~~~Not3766,5185

[ 3030, 3766 ]
LSU rRNA

Cunninghamefla bertholletiae
Cunninghamelfla phaeosphora
Cunninghamella elegans

Rhizopus oryzae

Rhizopus microsporus

Mucor hiemalis
Mucor racemosus

[5172]

Rhizomucor pusiflus [ 3867 |
Lichteimia corymbifera

Mucor indicus
Absidia macrospora

[5181]

Cokeromyces recurvatus

[4836]

Rhodotorula mucilaginosa

=== Cryptococcus albidus

Trichosporon inkin

gmmemeemeae NOT5185 ~-ooovvonns
i | Postiasp. (48361 |i Cryptococcus gattii [4145]

.| Oxyporus cori ticola . Cryptococus neoformans [3865]

‘| Agaricomycetes sp. ) iy

.| Phanaerochaete chrysosporium Cryptococcus luteolus

Basidiomycota

Malassesia furfur
Malassezia pachydermatis

[ 5186, 5187 ]

Z

Jjomycota

Apophysomyces elegans
Saksenaea vasiformis [ 5174 ]

LSU rRNA primer pairs

with broad fungal coverage




ETUDE VIROLOGIE SAINT LOUIS JUIN 2012

Objectives :
- Comparer sur des prélevements de 79 patients greffés
(moelle osseusse ou rein) les résultats routine versus Plex ID
- Resultats biologiques
- Temps de rendu des réesultats

Méthodes
2 jours de mise en parallele des échantillons

- Limités a 48 /jour sur PLEX-ID enjuin,>100/j en
novembre

- mesure d’exécution par auditeurs externes

TEST VIRAL IC



INFECTIONS VIRALES DETECTEES DURANT L’ETUDE

Sur 79 demandes

Corrélation parfaite avec les technigues de routine plus :
1 infection par Adénovirus +

1 infection par JC +

1 infection par Parvovirus

non demandees et retrouvés par PLEX ID



« WORKFLOW »

79 prélevements en parallelle PLEX ID versus
routine

46 lundi Juillet 9t
30 mardi Juillet 10t

3  mercredi Juillet 11"

Source : van de Geijn Partner report

Workflow Study 16
October 1st, 2012 © 2012 Abbott



PROCEDURES DES ANALYSES EN ROUTINE (ST LOUIS )

=T =T
Cyt Cy

g Adv, Parvo,
U HSV1/2, VZV, Enterovirus
BK virus

CMV EBV

Extraction Integrated extraction
amplification system

Integrated extraction
amplification system
=

g --.! Commercial & In house

In house ) ificati
Real time quantification Real time assay quantification

i ™ 2 - -
il ==y
; ’ f//i/ 1 : g i

i~ g - i i -

(Slide from F Simon)

WORKFLOW STUDY 17
October 1%, 2012 © 2012 Abbott




Working with the PLEX-ID as a user: turnaround time

ysis and homogenizatio extraction and
of the sample purification - up (96 well plates)

' Q

;Uy.

@ Reagents preporoﬂon.n} ( Automated DNA } [Au’romo’fed PCR sef-J

.j 40-50 MiN o ’} 45 MiN  e— [_‘:-'}IO min/plate

[PCR omphﬁcchon} and identification

@[ Total time

- | /

= NFDU ~6-8 h . s
Workstation

{Mcss spectrometry, data onolysis}

.> 2 hours 15 minutes

'3 40'-1 hour/plate



Set-up

Comparer le temps de rendu entre Routine & PLEX ID

point Final

Début de la mesure
de mesure

! !

tube enregistré en LIS - Resultats rendus au biologists

Source : van de Geijn Partner report

Workflow Study 19
October 1st, 2012 © 2012 Abbott



ROUTINE PCR VS PCR -ESI - TOF = MS WORKFLOW
POINT FINAL

PLEX ID = 28,16 Heures pour un
Ingénieur
VS
ROUTINE =48,37 Heures pour 3
techniciens




PLEX ID EN BACTERIOLOGIE

e Juin 2012 Dossier Me Cam
— Images nodulaires pulmonaires IMR état fébrile
— Absence de cultures positives des LBA
— Biopsie pulmonaire trans thoraxique

— Plex ID identifie Actinomyces Naeslundi




PLEX ID EN MYCOLOGIE

Juin 2012 LBA de Mme Je..

 ldentifie directement sur le LBA : Ajellomyces
capsulatum ( 'Histoplasma capsulatum)

* Le Plex ID permet de faire le diagnostic 19 jours avant
I'isolement en culture de rares colonies d'Histoplasmes

« Par ailleurs excellentes corrélations pour P Jirovici, A
fumigatus sur des LBA congelés



PLEX ID - Case report

« Juin 2012 M. Vau , patient transplanté hépatique

— une éruption cutanée fébrile + ulcérations mugueuses apres un bain en
piscine en Turquie

- biopsie cutanée et fongémie positives a Fusarium
« Mai 2013 M r X : suspicion K testiculaire
- Syphilis

« Septembre Mme Y Salpingite isolement bactérien négatif
- C Trachomatis



PERSPECTIVES : NEXT PLEX 2014

Room 1

nBB




MULTIPLEXE EN MICROBIOLOGIE
A NEW DEAL FOR 2015

-Vers une nouvelle approche microbiologique :

- Nouvelle organisation du suivi virologiq
des immunodeéeprimes

- « pan-microbiologie «
Viro- Bactériologie — Mycologie directe sur tous

les types de prélevements

- nouveaux kits avec approche « pan »microbienne : ie
- infection broncho pulmonaire
- SNC

- Intérét majeurs pour la surveillance épidemiologique,
particulierement des résistances aux antibiotiques et antiviraux



