Apport de la PCR en
temps réel
en maladies infectieuses
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Monitoring de I’amplification
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Géneration de la fluorescence (1)
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Géneration de la fluorescence (2)
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Géneration de la fluorescence (3)

« Kissing » probes
(Fluorescence Resonance Energy Transfer = FRET)
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Genération de la fluorescence (4)

Molecular beacons




Les differents appareils de PCR
temps reel

- ABI SDS 7700 et 5700 (Applied Biosystems)
- LightCycler (Roche)
- 1ICycler (BioRad)

- SmartCycler (Eurogentec)



Apport de la PCR en temps reel
en maladies infectieuses :
guelgues exemples

- PCR qualitative : détection de I’Herpes simplex (HSV)

- PCR guantitative : quantification de I’Epstein-Barr virus
=23

- Detection de mutations : détection des mutations de
résistance a la lamivudine chez le virus de I’hepatite B
(HBV)




Détection de HSV

Principe :

- amplification de 104 pb du gene de la glycoproteine B
avec des amorces choisies dans une region commune
a HSV-1 et HSV-2

- détection par le SYBR Green



Courbe d’amplification
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Courbe de fusion (1)
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Courbe de fusion (2)
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Courbe de fusion (3)

Dissociation Curve
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Quantification de I’EBV

n=mp-  Syjvi dans le développement des PTLD
(post-transplant lymphoproliferative disease)

nmmmmp-  PCR multiplex O co-amplification d’un gene
eucaryote (crp) et d’un gene de I’EBV (BKRF1
qui encode EBNAL1). Détection par des sondes
TagMan marquées par des fluorophores
difféerents
(Jabs et al., J. Clin. Microbiol, 39:564-569)



Strategie
PBMCs isolation
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Extraction ADN
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Co-amplification dans un seul tube
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Courbes de calibration

ADN extrait de cellules Namalwa
(= lymphos B contenant 2 copies d’EBV integrées dans leur génome)

n=mmp (100 000), 6 000, 1 500, 200, 50 and (10) copies = standards
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Avantages de la normalisation :

==mp Pas de variations dues a I’extraction d’ADN

=p  Amplification du gene crp permet de controler la
présence d’inhibiteurs de PCR et sert de calibrateur
Interne pour la PCR quantitative




Courbe d’amplification EBV*
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Courbe de calibration

8
:
:

Standard Curve - 16-EBY -12/10r01%

SRR | R S S O e 1| s T ¢ i 11 ]
1041 108 2 104 3 10% 4

Starting Quantity

Unknowns

L
Slandards -

Slope: -3.B845
Y-Intercept: +41.810

Corralation 0.984
Coelf:




Détection des mutations de resistance
a la lamivudine chez HBV

= Traitement utilisant la lamivudine chez les
transplantes du fole et en cas d’hépatites chroniques

e Apparition de resistances dues a I’emergence
de mutations dans le gene encodant la polymerase
de HBV



|_es differentes mutations
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Strategie

= Jtilisation de « Kissing probes »

Gene sauvage anchor probe? ? sensor probe

Mismatch

Gene mute ®o v
®

P PCR + courbe de fusion
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Dans le cas du gene mute, la sensor probe se detachera
a une t° plus basse que dans le cas du gene sauvage
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Application
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Conclusions (1)

=mmp Pas de manipulation post-PCR

— Reduction du risque de contamination

w=mp Permet de quantifier I’ADN amplifié

=mp Aytomatisation

e Rapidité (de 20 min a 2h selon I’appareil utilisé)



Conclusions (2)

w=mmp Bonne reproductibilité (seuil = 10 copies)

= Optention aisee de donneées « analytiques » sur
la PCR (mise au point plus rapide)

w==mp Bel outil pour réaliser des PCR multiplex



