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En cas de suspicion d’épidémie impliquant des bactéries multirésistantes a I'hopi-

tal, des mesures efficaces doivent rapidement étre mises en ceuvre afin d’éviter des
transmissions supplémentaires. A cet égard, la description détaillée du contexte

microbiologique et épidémiologique revét une importance immense, étant donné

que l'identification rapide des sources et chaines de transmission potentielles per-

met d’éviter la réalisation d’interventions et d'enquétes environnementales générale-

ment a grande échelle et onéreuses.

Introduction

Afin de pouvoir élucider d’éventuels liens microbiolo-
giques de maniere efficace et fiable, des procédés de ty-
page sont utilisés. A I'instar d’'un test de paternité, ces
procédés reposent le plus souvent sur la comparaison de
la similitude génomique entre deux souches bacté-
riennes suspectes. Plus deux bactéries sont apparentées
lors d'une épidémie, plus leurs caractéristiques sont si-
milaires. Lorsque deux bactéries sont génétiquement
identiques, on parle de clone bactérien. Dans le passé,
une multitude de procédés ont été établis, impliquant
tous différents degrés de contraintes et de pertinence.
Une méthode de typage classique est I'’électrophorése
sur gel en champ pulsé, qui offre une résolution tres
élevée et permet une bonne distinction des isolats.
Toutefois, cette méthode nécessite beaucoup de temps
et d’'expérience. Par ailleurs, la comparabilité des résul-
tats entre différents laboratoires diagnostiques s’avere
difficile, ce qui complique I'élucidation d’événements
épidémiques suprarégionaux.

Des méthodes de typage alternatives, telles que le
«spa-typing» et le «multi-locus sequence typing» (MLST),
deux méthodes quireposent sur la séquence génétique
de respectivement un et sept génes marqueurs de la
bactérie, offrent une bien meilleure transposabilité des
résultats entre les laboratoires. Néanmoins, ces mé-
thodes n’atteignent bien souvent pas la résolution
nécessaire pour décrire avec précision les épisodes épi-
démiques et les modes de transmission [1].

Séquencage nouvelle génération

Actuellement, une nouvelle technique de biologie mo-
léculaire se propage rapidement: le séquengage nou-
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velle génération ou «next-generation sequencing» (NGS;
fig. 1). La nouveauté décisive de cette technique réside
dans la possibilité non plus de séquencer de courts seg-
ments isolés du génome, mais de mesurer I'ensemble
du génome d'un virus ou d'une bactérie. A cet effet, plu-
sieurs millions de réactions de séquencage sont exécu-
tées en parallele. Cette méthode permet ainsi de sé-
quencer completement et simultanément plusieurs
agents pathogénes différents. La résolution des don-
nées du NGS s’avere trés élevée, car I'ensemble du gé-
nome peut étre utilisé pour comparer des isolats, et
non plus des genes individuels comme dans le cas des
méthodes plus anciennes.

Un exemple tres impressionnant de la résolution éle-
vée et de la pertinence du NGS en tant que méthode de
typage a récemment a été publié dans le Journal of Cli-
nical Microbiology [2]. Dans cette étude, le NGS a été
utilisé pour évaluer la transmission de Mycobacterium
tuberculosis al'échelle de la Suisse.

Face au nombre croissant de réfugiés originaires de pays
dans lesquels la tuberculose est plus fréquente qu'en Su-
isse, la méthode de typage utilisée jusqu’alors (appelée
MIRU-VNTR) laisse souvent miroiter une forte propaga-
tion de la tuberculose entre les réfugiés. Or, Stucki et al.
sont parvenus a montrer au moyen du NGS que ces
transmissions présumées n’étaient pas fondées dans
env. 50% des cas. Lanalyse par NGS a révélé que la grande
similitude des souches reposait sur les lignées de M.
tuberculosis prédominantes dans le pays d’origine. Les
différences ont ainsi été nettement sous-estimées avecle
typage classique. Cela signifie que les cas de transmis-
sion de la tuberculose entre les migrants sont nettement
plus rares que ce qui avait été supposé initialement.

Un autre avantage majeur du NGS réside dans la possi-
bilité d’analyser quantitativement les différences entre
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Figure 1: Déroulement d’une analyse par NGS a partir d'un isolat. Tout d’abord, I’ADN est isolé, préparé et séquencé. Les données de séquencage sont
ensuite soumises a une analyse bioinformatique quant a un éventuel événement épidémique. Dans cet exemple, les isolats A et B sont génétiquement
identiques et indiquent une épidémie. L'isolat C ne fait pas partie de I'épidémie impliquant les isolats A et B.

deux isolats: en cas d’isolats tres proches, méme les
plus petites différences génétiques (mutations ponc-
tuelles) peuvent étre identifiées au décours d'une épi-
démie. Ces mutations ponctuelles s’accumulent de
fagon aléatoire dans le génome des agents pathogenes.
En fonction de I'espéce, ce taux de mutation spontanée
differe légerement. Le temps constitue également un
facteur essentiel: plus la bactérie dispose de temps
pour des mutations, plus le nombre de mutations s’ac-
cumulant dans le génome s’avére élevé. Des lors que le
taux de mutation et le moment d’isolement du germe
sont connus, il est possible d’estimer a combien de
temps remonte la transmission entre deux isolats.
Harris et al. ont publié un travail de référence dans ce
domaine [3]: ils ont étudié une épidémie d’isolats de
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)
dans un service de néonatologie en Angleterre. En se
basant sur les séquences des différents isolats de SARM
et sur le nombre de mutations ponctuelles qu’ils com-
portaient, il a pu étre estimé qu'au moment de la détec-
tion de I'épidémie, il devait y avoir un réservoir de
germes responsables. Dans le réservoir, ces mutations
ponctuelles avaient déja pu s’accumuler sur une pé-
riode prolongée. En fait, un membre du personnel, qui
était précisément colonisé par le SARM, a été identifié
comme réservoir.

Cette méthode présente de grands avantages pour 'hy-
giéne hospitaliere et les experts de santé publique, car
elle permet avec une grande fiabilité de déterminer
non seulement s'il s’agit véritablement d’'une épidémie,
mais permet également de bien mieux comprendre son
ampleur et sa dynamique. Dans le service de microbio-
logie clinique de I'hopital universitaire de Bale, le NGS
a fait son entrée dans la routine du diagnostic micro-
biologique.

SWISS MEDICAL FORUM - FORUM MEDICAL SUISSE 2017;17(1-2):16-18

Ainsi, nous avons récemment étudié au moyen du NGS
une épidémie soupconnée de diphtérie cutanée, fait
rare en Europe centrale, chez des réfugiés en Suisse et
dans le sud de 'Allemagne [4]. Cette étude, qui a inclus
20 réfugiés, a montré que plusieurs groupes d’isolats
trés proches étaient impliqués. Ils n'appartenaient tou-
tefois pas a un épisode épidémique récent, mais proba-
blement a des lignes ou réservoirs localement prédo-
minants en Afrique ou a des épidémies plus anciennes.
Ce résultat était d'une grande importance, car il a per-
mis d’exclure une épidémie au sein d'un foyer pour ré-
fugiés en Europe.

Dés lors, les données du NGS peuvent étre utilisées non
seulement pour le typage, mais grace au NGS, il est éga-
lement possible de rechercher au sein de I'intégralité
de lI'information génétique de l'isolat des facteurs de
virulence essentiels, qui ont une influence considé-
rable sur I'évolution de la maladie.

Dans l'analyse des agents pathogenes de la diphtérie,
nous sommes parvenus a mettre en évidence la toxine
diphtérique codée par un bactériophage ainsi qu'un
géne obligatoire pour 'adhérence au pharynx; nous
avons ainsi montré que les isolats peuvent potentielle-
ment déclencher la forme plus grave de diphtérie pha-
ryngée [4]. La connaissance des facteurs de virulence
permet ainsi d’évaluer les risques pour le patient et
donc d’initier un traitement ciblé et des mesures d’hy-
giene hospitaliére adaptées. Un autre aspect porteur
d’avenir est la possibilité de prédire génétiquement les
résistances aux antibiotiques des bactéries. Tout parti-
culierement pour les agents pathogenes a croissance
lente, tels que M. tuberculosis, le NGS posséde un grand
potentiel diagnostique, étant donné qu’il permet d’ini-
tier plus rapidement un traitement adapté en cas de
souches résistantes par rapport a la méthode classique
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de recherche de résistances par mise en culture [5]. Le re-
cours au NGS dans le diagnostic, pour la recherche d’an-
tibiorésistances et 'évaluation des risques, offrira de
nombreux avantages a 'avenir, mais il est encore pour
I'instant limité a des germes spécifiques.

Résumé

Le NGS arévolutionné le typage moléculaire des agents
pathogénes et il permet dés lors de tirer des conclusions
beaucoup plus fiables. La détermination du nombre de
mutations ponctuelles permet d’estimer a combien de
temps remonte une possible transmission. L'épidémio-
logie moléculaire dispose ainsi de la possibilité de
mieux comprendre les épidémies et leur déroulement
et de les enrayer plus rapidement a 'avenir.
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