adnses ’)

alimentation, environnement, travail ‘ \ x.} ')
{ i Yo X

ATELIER DE FORMATION SUR LE DIAGNOSTIC
DE LA FIEVRE APHTEUSE

21 mai 2012

Corinne SAILLEAU
Corinne.sailleau@anses.fr

Agence Nationale de Sécurité Sanitaire
Laboratoire de Santé Animale de Maisons-Alfort




anses ":_)

Recherche du génome d'un agent infectieux a partir de

Extraction des acides nucléiques

PCR ou RT-PCR

RT : Reverse-transcription (ARN => ADNCc)


http://www.schweizerfleisch.ch/uploads/pics/psf_qualikampagne_schwein_01.jpg
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Quels sont les pré-requis pour développer une PCR ?

Sélection du gene candidat

Diagnostic tous sérotypes ou spécifique de sérotype

Connaitre la séquence ou une partie

Choix et synthése des amorces spécifiques

ADN ou ADNCc

Utilisation d'une ADN polymérase



alimentation, environnement, travail —

Cible sélectionnée )

Amorces sélectionnées 3'%% Y s
Sens et anti-sens 5 %
. ; \ / - 3'

. Synthese de 'ADN
A l'aide de la Taq Polymérase
et de dNTP

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

mwﬁub“ww% | Step 1 :denaturgg

| minut 94 °C

i T 3 . in
: I il Step 2 : anneahq’
45 seconds 54 °C

forward and reverse
.S primers !!!

I 53 Step 3 : extensiql

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vierstracte 1999)
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Tempéraure (°C)
94° o dénaturation
72° - -f}—— synthese
55° — -a}—— hybridation

«f— cycle 1 —jp» of— cycle2—P» of— CyCle3 —P»
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dth cvele

wanted gene

Exponential amplification

Isteyele e = 35th cvele
template DNA — 'fi —_—
2 = 3 _ <—
2 ) —< y
4 copics Reopies |6 copies 32 copies 2 =68 billion copies

{Andy Vierstracte 199%)

a.2" a : hombre initial de copies du génome
n: nombre de cycles
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Sample

Quantité de produit amplifié

Exponential phase
e ——————— -
No template
I
0 20 40

PCR cycle number
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Composition du mélange réactionnel (mix)

g\

ADN ou ARN ?

dNTPs
Taq Polymérase

(Reverse Transcriptase)

2 amorces spécifiques

Tampon (Tris, KCI, MgCI2)



anses % La PCR conventionnelle

o — — —— —

Sample

Baseline

No template

Lecture des résultats (en point final)

D

i I
20 4

PCR cycle number



anses d  PRECAUTIONS PROPRES A LA MANIPULATION PCR

Préparation des

Extraction Amplification Visualisation
solutions et du des acides
mélange réactionnel nucléiques
Sensibilité aux _
contaminations + + + + + + +
Contamination de
I'environnement — + — + 4+ +
1 PTECE 1 PIECE
Séparation par une
hotte a flux laminaire

L

Utilisation de gants - Pointes a filtres - Matériel dédié a chaque piece et poste de travail


http://www.depresdeloin.eu/wp-content/uploads/sens_interdit.gif
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Delta Rn

160

120

080

0.40

040

Delta Rn vs Cycle

12 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4(

Cycle Number

La PCR en temps réel ou PCR quantitative

ARn

1,000,000 —

No template

1 I
20 40

PCR cycle number




La PCR en temps réel- Principe

A Fluorascanca Rr B 1 4_fm
2+ Phasa de saturation '
de fa PGR 1,2+ -----10f copies
-----10° copics i i
b i ) Dilution 1/2
--10? copies .
Phase 08+t — 10% copies :
exponentaile — 10 copies ¢ f
34 de la PCR Ah: = copie ;
Ct 0,4" A CT . 1
Ligne seui / |
""""""""""""" 0.2 Ligne seuil //
R I nice i il S i "-.,ﬁ-w--/-'--r-- -’%-—— .
Ligne de case o T ;
[ e = p— + ——— 1 : t IR 1 : . .
0 1 20 - a0 40 0 1 10 H % Dilution 1/10
Nombre de cycles Nombre ce cycles |
C Log &Rn D * fl U
E . |
T s 10.! copies 40+
----- 107 copies 1
— 10" capies 95 4 .
---10° copiss . i A CT:3.32
"I — 10* copies 30_;_____-_-__-____}1.\\
— 10 capies ; I
— 1 copie 25+ ! \
O s e s ! .
Ligne seuil 20-:' : e
|
g | |
0,011 gkt :
; 10+ |
! |
0,001+ |
5= :
: } " b + 0~ ; f—- : ¥ t fe—r———i 1
1 10 20 30 40 0 1 2 3 4 3 6
Nombre de cyclas Lcg (nombre de copias)




anses ':_) La PCR en temps réel- La chimie

Le systeme SYBR GREEN

b B
1) Heat denaturation ~ Primer ,I"J t  Intercalater

v e Y (Fluorescent substance)
AEEEEEEEEEEEEEEEERE N

2) Prirer annealing — R
T @
LEIRERNRERERRNENERY
3) Extension
00 -0 -0-0- |
BB 1

SYBR Green | Method

3

1
5

£
5

Le systeme Tagman

) ) B = Beparier
Folmerizafion 3 = Suencher

Foraaand q rcd Q_
Wfﬁfﬁff —

W L3 LA

e i

Pﬁﬂn

Strand Displocement ? Q

L T :

Clecvage l@_ q
q 5

N TP .

Pohmerization {E‘E - ,3
. ‘ -

I T LI TTTTTITIT TSP

N T T T T T T T T T T I T ;




anses &&

Fluorophores
utilisés

FAM TAMRA

Multicolor Detection

7000 SequenceDetection
System 7500 Real-Time PCR
7300 Real-Time PCR System
Filters System

SYBR® Green |, SYBR® Green |,
A

FAM™ dyes FAM™ dyes
B VIC®, JOE™ dyes VIC®, JOE™ dyes

s s NED™ TAMRA™,

L2 NED™, TAMRA™ dyes CY3™ dyes
D ROX™ dye ROX™, Texas Red® dyes
E = CY5™ dye

FAM™ VIC®
SYBR® Green JOE™

TAMRA™ ROX™
NED™

Spectres d'émission
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Lecture des résultats

1 |
0 20 40
PCR cycle number

Lecture des résultats
(phase exponentielle)

Delta Rn

Delta Rn

Delta Rn vs Cycle

2.80

240

Courbes en m«

ode linéaire

200

1.60

0.80

0.40

-0.40

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

12 3 45 6 7 8 91

01112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 233 34 35 36 37 38 30 4(

Cycle Number

Delta Rn vs Cycle

Courbes en mode logarithmique

=
e I

.
L

123 456789 10N

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Cycle Number




anses Q:) COURBES ATYPIQUES exemple : ARN trop concentré

, travail

Delta Rn vs Cycle

Delta Rn vs Cycle
06D 1.0e+000
040 0 .y
020
0
-0.20 &=
& =] = 10e001
= 8
T
a 040
060
080
-1.00
108-002
<50 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4C Cycle Number
Cycle Number
ﬁ Solution : dilution des ARN (1/10 et 1/100)
.
Delta Rn vs Cycle
1.06+001
Delta Rn vs Cycle
2.40
200 B o= S
l 1.0e+000
1.60
1.20 =
c & 108001
o g -
= s
i (=]
a
0.80
040 1.0e-002
0 =
0.40 1.0e-003

4

2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4¢

Cycle Number




anses & COURBES ATYPIQUES: résultats faussement positifs

Delia Rn vs Cycle

12 3 4 5 6 7 8 9 10 M 1213 141516 1718 19820202 232H4252865028282370

Cycle Humber

ﬂ:ﬂ:ﬁ.ﬁ:ﬁ]ﬂﬁ!iﬂ

/

Setup ¥ Instrume
Plate ¥ Spectra ¥ C

nt ¥ Results
omponent

Amplification Plot

1.0e+001

Delta Rn vs Cycle

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Standard Curve

Dissociation ¥ Report

Cyele Number

Vel

Sample Name

Detector

Task

H10

2ondehGE

Unknown

H10

262
262

zonde VIC

Unknown




anses 3 PCR en temps réel multiplex

Amplification dans un méme tube de plusieurs cibles
Exemple : Cible 1 Segment 10 BTV (sonde FAM) ===) Pathogéne recherché

Cible 2 gene de la p actine (sonde VIC) m=) Gene présent dans les
cellules animales

Internal Positive Control

dNTPs

Taq Polymérase
Reverse Transcriptase
Tampon (Tris, KCI, MgCl2)

4 amorces
(2 spécifiques BTV,
2 spécifiques p actine)
2 sondes marquées

( FAM-TAMRA -BTV)
(VIC-TAMRA- p actine)
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Resuits
‘Ampiifcation Plot Y Standard Cunee

Delta Rn vs Cycle

Delta Rn

8

9 10 11 12 13 14 15 16 17

I nstrument ¥ Results

Setup
F’Iatt—:-

Spectra Component

Amplification Plot

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 3F 37 38 39 40

Standard Curve ¥ Dissociation

Report

Sample Name

Detector

Task

/Setip Y otument Yoo |
Ampificaton ot { Siandad Cune
Delta Rn vs Cycle
1.0e+001
1.0e+000
1.0e-001
&
3
[=}
1.0e-002
1.0e-003
1.0e-004
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4
Cvcle Number

Al

11-8

sondeMGB

Unknown

2229

Aa

11-8

sonde WIC

Unknown

2274

Echantillon négatif

Plate ¥ Speciia ¥ Component Y Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Repart

Delta Rn vs Cydle

‘Setug ¥ Instrument ¥ Resuits
180
150
140
120
100
&
= 080
a
a0
040
020
0
220

12 3 4 5 6 7 38 910

1112 13 1

Cycle Number

16 16 17 12 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 I 32 33 34 35 3}/ ¥ 3B P

EDETER T
P Y Specra Y compoe Y Ampitcaton Pt

Delta Rnvs Cycle

10e=001

10e=000

102001

Delta Rn

102002

//\

ol

102003

102004

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 1415 6 17 1%

Cycle Number

¥ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report —

Sample Name

Detector

Task

F1

118

sondeMGHB

Unknown

Undet.

F1

116

sonde VIC

Unknown

25487

19 20 2 2 23 M 3% 2% ¥ B N N M W W M B WA B WL
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Avantages

Rapidité
Outil tres puissant (sensibilité ++++)
Spécificité élevée

Détection du génome (conditions de conservation du prélévement moins importantes)

Inconvénients

Sensibilité Contamination (faux positifs) A E

Interprétation pas toujours évidente

Détection du génome
Lien entre la présence du génome et la clinique !

+ + + ++++
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Application au
diagnostic de la fievre Aphteuse

Kamila Gorna

Atelier de formation sur le diagnostic de la FA

21-25 mai 2012



Méthodes RT-PCR en temps réel
utilisées au laboratoire

%t  RT-PCRen temps réel en deux étapes simplex pour détection Pan FA
(détecte une cible dans une réaction)

Les cibles : IRES et/ou 3D, et cible endogéne : B-actine

Sondes TagMan® marquées FAM (en 5’) et TAMRA (en 3’)

Analyse d’un échantillon nécessite 3 réactions RT-PCR différentes

P1 P2 P3

>N 2
7 N

IRES

g RAAL
8 p

IRES 3D
Pan FA Pan FA

v

v
N




Méthodes RT-PCR en temps réel utilisées au laboratoire

;‘4, RT-PCR en temps réel en une étape duplex pour détection Pan FA
£FA

v (détecte deux cibles dans une réaction)
Les cibles : IRES et B-actine / 3D et B-actine

RT-PCR en temps réel en une étape duplex pour sérotypage
(détecte deux cibles dans une réaction)

Les cibles: O type- B-actine /A type - B-actine /Asial type - B-actine /SAT2 type- B-actine*

Sondes TagMan® marquées FAM (en 5’) et TAMRA (en 3’) pour les cibles de la FA

Sondes TagMan® marquées VIC (en 5’) et TAMRA (en 3’) pour le cible B-actine

Analyse d’un échantillon nécessite 2 réactions (pour Pan FA)

Suivant le contexte épidémiologique 1 a 4 réactions (pour sérotypage)

v

pd >N 2 >N 2
~ 7 N 7 N

3B

g =

o I - < E
g
IRES VP1 region
Pan FA Pour sérotypage

L 4
3D

Pan FA

RAAA



A)

B)

RT-PCR en temps réel en deux étapes simplex pour détection Pan FA

Gamme de dilution du virus FA type O (O Manisa)
(dilutions de 10 en 10 dans le broyat de la langue de boeuf)

W01 1213 1415 16 17 12 19 20 M 2223 24 2525 27 28 20 30 3 32 313 M 35 36 37 3B 0 40 41 243 4 &5

30 10-3 3D 10-11 NTC
M e 78 [ undet [0 undet
30102 301012

[0 203+ [ undet

30105 [3010-13

34.13 [ unget

30 108 301072

36.51 [ unget

30107 [s07-

M uncet M 2512

30108 |30 Teau

M uncet M uncet

30109 |20 T Broyat

M uncet M uncet

|30 10-10 [wNTcRT

M uncet M undet

C)

D)

£
A
/'
| —— S

-

Ny — i

10111213 1415 16 17 1819 20 1 22 23 4 25 25 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 2 £33 U4 &5
OM 10-3 oM 10-11 NTC
I 2115 M 2048 [ uncet
| 'om 104 [om10-12
U ELRE] M 005
oM 105 [om10-13
M z0es [ 3002
[om 108 oM 10-14
M 2022 [ 2002
oM 10-7 oM~
M 3127 M 2536
|om 108 | oM Teau
I 3014 M undet
|'om 10-9 |'OM T Broyat \
[ 3016 M 2851
|'om 10-10 [nrcRT
M 20.14 [ uncet

A)

B)

C)

D)

Courbes de RT-PCR pour
le cible 3D

Plan de plague/résultats
avec des valeurs CT pour
la cible 3D de la FA

Courbes de RT-PCR pour
les cible B-Actine

Plan de plague/résultats
avec des valeurs CT pour
la cible B-Actine



RT-PCR en temps réel en une étape duplex pour génotypage

T 5
_ C_Samme de dilution du virus FA type O (O Manisa) 'g}”; ’-L‘ngje‘tf
(dilutions de 10 en 10 dans le broyat de la langue de beeuf) Mz 1 2250
OM 10-4 oM 10-12
27.19 Undet.
—— U Pk U SR
- O 10-53 oM 10-13
7t 29.82 Undet.
Mzsa7 M zs0s
. oM 10-8 oM 10-14
Courbes pour FA la cible [ 3430 I undet.
M zs.2: M zz.25
3D
oM 10-7 OM T+
Undet. [ 24.37
M 203 Mz
OM 10-8 OM Teau
Courbes pour les cibles: P o
FA/3D avec la sonde FAM (Verts)
B-actine avec la sonde VIC (Noirs) _ Sios S Toroyat
Courbes pour la cible p- B ot Undet
actine
O 10-10 NTC
Undet. Undet.
M zc88 M undet.

/I

Plan de plaque/résultats avec les valeurs CT en vert pour 3D et en noir pour 3-actine




RT-PCR classique pour la détection de la Fievre Aphteuse

Tous* ";EI;Q’; CCT GGT CTT TCC AGG TCT AGA

Tous* | 'RES* | GCTATT CAG GCG TAGAAG CTT | 370 0P
reverse

Tous* | 3Dsens | TTC GAGAAC GGCACG GTC GGA
Tous* | 3D reverse| GTAAAG TGATCT GTAGCTTGG | 997bp

Tous™ | IRES sens CGT CHG CGCACG AAACGC

Tous® | 'RES | RCGATRAARCAGTCRGTYR | 227PP

reverse
GACAAAGGTTTT GTT CTT GGT
CA

Tous™ |3Dreverse| TCACCG CACACG GCGTTCA 295 bp

Tous™* 3D sens

* Utilisé principalement pour la détection de la FA

** Utilisé aussi pour la recherche de mutations dans la région
des cibles IRES et 3D de la rtRT-PCR



Exemple de résultats

RT-PCR avec les amorces pour amplification des fragments IRES et 3D

(Détection de la FA)

Amorces: Amorces:
IRES1 (F) IRES4 (R) IRES (F) IRES (R)
Taille attendu: 375bp Taille attendu: 527bp

@ U

Amorces:
3D (F) 3D (R)
Taille attendu: 957bp

U

bp ng/4 pl

- 2178 —22
— 1766 — 179
— 1230 — 125
— 1033 — 105
653 67

517 53

_4 453 % 46
7 394 7 40
30.5/

—298/298  — 305

—234/234/220 — 24/

\154/154

24/22

\ 15.5/

15.5




RT-PCR classique pour le sérotypage de la Fievre Aphteuse

Sérotype Nom Séquence (5'- 3’) a:crtzi:gu
A
Type O VN-OF sens AGATTTGTGAAAGTDACACCA 650bp
Type A VN-AF sens CTTGCACTCCCTTACACCGCG 416bp Multiplex
RT-PCR
Type Asia1 VN-AsiaF sens | GCGSTHRYYCACACAGGYCCGG | 521bp
Tous VN-VP1R reverse | CATGTCYTCYTGCATCTGGTT NA
v
A
SAT2 SAT2 Fcl GTAACCCGCTTTGCCATC RT-PCR
(Lybie . 288bp conventionnelle
Egypte) SAT2 Rcl CGCGTCGAATCTGTCTCTG ¥

* Préconisé par IAH Pirbright



RT-PCR avec les amorces pour amplification du fragment VP1 (Sérotypage)
pour les échantillons:

de sérotype O, A, Asial en RT-PCR multiplex
de sérotype SAT2 en RT-PCR conventionnelle

Multiplex RT-PCR

Amorces utilisées:

Exemple de résultats

Taille attendue:

VN-OF sens
VN-AF sens
VN-AsiaF sens

VN-VP1R

650bp
416bp
521bp

Sérotype

ASIA SAT1 SAT2

RT-PCR SAT2
conventionnelle

Amorces utilisées:

SAT2 Fcl et SAT2 Rcl
Taille attendue: 288bp

D

SAT2 SAT2
Erythrée Zimbabwe

bp ng/4 pl

— 2176 — 222
— 1766 — 179
— 1230 — 125
— 1033 - 105
653 P 67
517 53

% 453 % 46
s 394 7 40
30.5/

—298/298  — 305

—234/234/220 — 24/

\154/154 \15.5/




RT-PCR classique ciblant la région VP1 ( séquencage)

FA, fragment du génome

2900 3000 3100 3200 3300 4100 4200
— «— <«
2800b — - — EUR2B52R 430058
P o1c2aar 0-1C-277F  g.1c-283F \ L1C-445F A1C562F A-1C-612F 4116-4091
2832-2857 2964-2986 2975-2997 3024-3043 3169-3188 3219-3239 -
P1-1223F
2877-2900 SAT2B208R
4168-4149
. Amorce - Amorce - Taille de R R B P
SEIETRE forward Sogien () reverse Ao () fragment obtenu BN hake oot
BEN1.BA84 .Borgou.VP1
0 1C-244F VP3  EUR-2B52R 2B 1155bp BENSI B2 Sargou VP
BEN22.BA56.Borgou.VP1
0 1C-272F VP3  EUR-2B52R 2B 1130bp - EEN21.5A50 Sorgou VP
— BEN26.BA17 Atacora.V
0 1C-283F VP3  EUR-2B52R 2B 1119bp —{FEN B tmoomm
ALG-1-99 aj303481
A 1C-562F VP3 EUR-2B52R 2B 846bp E GNALSO DOT607
i CAR-17-2000 hm211081
A 1C-612F VP3 EUR-2B52R 2B 795bp AR D R 368 00803
NGR-2-88 af300802
CAR-12-88ay254400
SAT2 1C-445F VP3  SAT2B208R 2B 1125bp — = C GHAS.93 a03460
L BKF-1-92 hm211076
SUD-6-89 GU566041.1
I-—'I SUD-6-89 GU566041
SAT2 P1-1223F VP3 SAT2B208R 2B 1255bp - ETH-306 hm211079
— ueAsTe EVOIAE

15.1

KEN-10-85 eu919242
T

Etude d'épidémiologie moléculaire

T
12

T T T T 1
10 8 6 4 2 0
Nucleotide Substitutions (x100)



