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RESUME

Contexte et objectif. La lutte contre la Covid-19 nécessite |'iden-
tification des événements et acteurs de transmission. Lobjectif
de cette étude est de montrer la complémentarité de I'approche
épidémiologique classique et de I'approche moléculaire par
séquencage et comparaison des souches de Sars-CoV-2. Les per-
formances et limites de ces méthodes sont évaluées. Méthodes.
Linvestigation épidémiologique classique d’un cluster en long
séjour gériatrique a été réalisée en se focalisant sur la dispo-
nibilité des données. En paralléle, les souches de Sars-CoV-2
retrouvées chez les patients ont été séquencées, caractérisées
phylogénétiquement et comparées. Résultats. Le cluster a impli-
qué 29 patients et 6 soignants entre le 26/12/2020 et le 25/01/2021
dans un service de long séjour gériatrique composé de deux
unités. L'étude épidémiologique a montré une contamination
secondaire des soignants auprées des patients et I'indisponibilité
de certaines informations nécessaires a la compréhension des
transmissions (entraide des soignants entre unités, interven-
tions des médecins de garde, plans de table des repas parta-
gés...). Les 18 séquences analysables ont mis en évidence une
souche dérivant de la souche ancestrale Wuhan, et 4 groupes
de séquences identiques entre elles séparées par une a deux
différences nucléotidiques. Lapparition de mutations a permis
d’identifier et d’exclure des voies de transmission (deux voisins
de chambre présentant deux souches différentes). Une souche
trés divergente (25 différences) a été identifiée en fin d'épidé-
mie au sein du cluster, soulignant le risque de la multiplication
des séries de dépistage. Conclusion. Une stratégie combinant
une investigation épidémiologique basique et une comparaison
moléculaire des souches permettrait d’économiser les forces
des hygiénistes.

MOTS-CLES
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ABSTRACT

Contribution of molecular analysis

to the investigation of a Covid-19 cluster

in a long-stay geriatric unit

Background and objective. The fight against Covid-19 requires
the identification of transmission-related events and actors. This
study aimed to demonstrate the complementarity of conventional
epidemiological approaches and modern approaches involving the
sequencing and comparison of Sars-CoV-2 strains. These methods
are assessed for limitations and performance. Methods. A conven-
tional epidemiological investigation of a cluster was undertaken in
a long-stay geriatric unit, focusing on data availability. In parallel,
the Sars-CoV-2 strains detected in the patients were sequenced,
characterised from a phylogenetic point of view and compared.
Findings. The cluster identified between 26 December 2020 and
25 January 2021 concerned 29 patients and 6 carers, all from the
same long-stay geriatric unit that counted two wards. The epide-
miological study showed a secondary contamination of staff car-
ing for patients and the lack of availability of certain data to explain
transmission modes (staff from different wards helping each other,
intervention of on-call physicians, dining room seating plans...).
The 18 analysable sequences revealed the presence of a strain
derived from the ancestral Wuhan strain, and four groups of identi-
cal sequences separated by one to two nucleotide differences. The
apparition of mutations allowed the identification and exclusion
of two transmission routes (two patients from the same room pre-
senting with two different strains). One highly divergent strain (25
differences) was identified within the cluster towards the end of the
outbreak, thus highlighting the risk inherent to the multiplication
of screening series. Conclusions. A strategy combining basic epi-
demiological investigations with molecular comparison of strains
could help spare the energy of infection control staff.

KEYWORDS

Disease outbreak — Sars-Cov-2 — Sequencing - Comparison —
Geriatrics — Long-term care.
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Introduction

Depuis la fin de I'année 2019, le virus Sars-CoV-2" s'est
répandu en Chine puis sur I'ensemble de la planéte. Lors
des différentes vagues de cette pandémie qui a touché la
France a partir de mars 2020, les établissements prenant
en charge les personnes agées ont fait face a de nom-
breux foyers de contamination (clusters) impliquant a la
fois des patients et des soignants: les établissements
hébergeant les personnes agées dépendantes et les éta-
blissements hospitaliers de moyen et de long séjour géria-
trigue (soins de longue durée, soins de suite et de réadap-
tation) ont ainsi été particulierement touchés. Ces unités
de soins hébergent des patients vulnérables et fragiles,
souvent dépendants et parfois déambulants. La présence
de troubles cognitifs rend difficile la détection des symp-
tdmes et le respect de mesures barrieres au sein d'un lieu
de vie collectif [1]. Différents acteurs interviennent pour la
prise en charge de ces patients: personnel soignant avec
une prédominance d'aides-soignants, diététiciens, ergo-
thérapeutes, animateurs. .. La charge de travail est souvent
élevee, notamment la nuit et le week-end [2,3]. La lutte
contre la propagation du virus dans ces unités nécessite
la parfaite connaissance des modes de transmission et
I'identification des événements et acteurs de cette trans-
mission, ceci afin de mettre en place les mesures néces-
saires a la maitrise de la diffusion sans atteinte inutile a la
qualité de vie des patients. Cette identification des modes
de transmission se base sur deux approches complémen-
taires: I'approche épidémiologique, qui vise a identifier les
cas positifs ainsi que leur répartition dans le temps et dans
I'espace afin d'émettre des hypothéses sur la transmission
virale, et I'approche par analyse phylogénique et compa-
raison moléculaire des séquences virales [4]. Cette der
niere peut néanmoins devenir une alternative de premiere
intention a I'approche épidémiologique: cette stratégie,
dite « sequence first », est basée sur I'analyse et la com-
paraison systématique sans a priori des souches virales [5].
L'objectif de cette étude est d'évaluer la complémentarité
de ces deux approches dans le cadre de I'investigation d'un
cluster en long séjour gériatrique. Les criteres évalués sont
la disponibilité des données, I'exactitude des informations
recueillies mais aussi le temps et le co(t de leur collecte.

Matériels et méthodes
Approche épidémiologique classique

Description temporo-spatiale de I'épidémie

L'épidémie s'est déroulée dans une unité de long séjour
gériatrique qui hébergeait 33 patients fragiles présen-
tant des pathologies chroniques évolutives nécessi-
tant des soins médicaux et une surveillance 24 h/24.
Ce service est formé de deux ailes, d'un local infirmier,

1- Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, coronavi-
rus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere.
2- Séquencer en premier.

de deux salles a manger communes aux résidents et
d'un local lave-bassin. La premiére aile est composée de
7 chambres individuelles et de 5 chambres doubles, la
seconde, de 7 chambres individuelles et de 6 chambres
doubles. 'étude épidémiologique de ce cluster a consisté
a retracer rétrospectivement le parcours de 26 patients
dans le service afin de détecter le cas index et les évé-
nements de transmission au cours du temps. Un tableau
synoptigue a été établi, représentant pour chagque patient
et soignant, symptomatique ou non, la durée d’incuba-
tion et de contagiosité, la date des premiers symptdmes
et la date de prélevement. La courbe épidémique a été
tracée. La répartition géographique des patients infectés
a été reportée.

Identification des paramétres et acteurs impliqués
dans la transmission du virus

Les déterminants individuels, collectifs, organisationnels
et fonctionnels impliqués dans la transmission du virus au
sein des collectivités de personnes agées ont été recher
chés dans la littérature. Une recherche de ces détermi-
nants au sein des bases de données disponibles dans
|'établissement a été réalisée a I'aide de I'examen des
dossiers médicaux électronigue et physique des patients,
ainsi qu'au travers d'entretiens informels avec les diffé-
rents acteurs, dont les cadres responsables du service.
Les données ont été considérées comme « non dispo-
nibles » si elles n'existaient pas, sileur localisation n’'était
pas établie, ou si plusieurs demandes successives aupres
de la personne ou de la structure en disposant restaient
sans réponse.

Approche d’analyse et de comparaison
phylogénétique

Comparaison des souches virales responsables
d'infection par séquencage du génome complet

Les isolats de I'épidémie ont été entierement séquencés
et comparés a |'aide de la reconstruction phylogénique
moléculaire. Le séquencage des souches issues des pré-
levements nasopharyngés a été réalisé par la technique
[llumina® COVIDSeq™ Test sur automate NextSeq® 500
Sequencing System (lllumina Inc., San Diego, Etats-Unis).
Les données ont été analysées avec le pipeline Dragen
COVIDSeq, comprenant un alignement sur référence
NC_0456512, Wuhan-Hu-1. La lignée est identifiée via le
programme Pangolin® [6] (open source). Les séquences
ont été assemblées en génome complet et comparées a
I'aide du programme Muscle* du logiciel MEGA?® X (Penn-

3- Phylogenetic assignment of named global outbreak lineages:
affectation phylogénétique de la lignée d'épidémie mon-
diale citée (https://virological.org/t/pangolin-web-application-
release/482).

4- Multiple sequence comparison by log-expectation: compa-
raison de plusieurs séquences par espérance logarithmique.
5- Molecular evolutionary genetics analysis : analyse de géné-
tique évolutive moléculaire.
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sylvania State University, State College, Etats-Unis) [7].
Cette analyse a été réalisée avec |'aide technique de I'in-
génieure hospitaliere de la plateforme qui est en partie
intégrée a I'équipe opérationnelle d'hygiene (EOH).

Résultats
Description temporo-spatiale de I'épidémie

Entre le 26 décembre 2020 et le 25 janvier 2021,
29 patients ont été considérés comme infectés par le
virus: 26 patients ont été testés positifs au Sars-CoV-2 par
test RT-PCR® et trois autres patients ont été testés néga-
tifs par RT-PCR mais ont été considérés comme associés
au cluster selon des critéres cliniques et temporo-spa-
tiaux (Tableau I). Parmi les soignants du service, six ont
été testés positifs de fagon concomitante au cluster des

6- Reverse transcription-polymerase chain reaction transcriptase
inverse-réaction de polymérisation en chaine.

patients (quatre aides-soignants et deux infirmieres). Le
chronogramme regroupant les 26 patients et les six soi-
gnants du service plaide en faveur d’une contamination
secondaire des soignants aupres des patients (Figure 1).
LLa courbe épidémique représente |'apparition des nou-
veaux cas symptomatiques et asymptomatiques au cours
du temps, détectés lors de la réalisation des campagnes
de dépistage (les 28 décembre et 4, 11, et 18 janvier)
(Figure 2).

Disponibilité des parametres impliqués
dans la transmission du virus

Plusieurs facteurs et acteurs ont probablement joué un
réle dans la transmission virale mais la disponibilité de
ces parametres dans les bases de données des résidents
n'est pas toujours évidente. Concernant les patients,
nous avons pu retrouver leurs caractéristiques indivi-
duelles, leur date d'entrée et de sortie du service, la date
de leur test RT-PCR positif, leur niveau de dépendance,

Tableau | - Résultats des tests RT-PCR et du typage des virus des patients dans le cadre d’un cluster en long séjour

gériatrique.
Patient Sexe Date du test PCR  Résultat du test PCR Résultat du typage
Cas 1 F 26/12/2020 Positive SEQi
Cas 2 F 28/12/2020 Positive Séguencé mais critére de qualité insuffisant
Cas 3 F 28/12/2020 Positive SEQi
Cas 4 M 28/12/2020 Positive SEQi+ ¢1372t
Casb F 30/12/2020 Positive SEQi
Cas 6 M 04/01/2021 Positive SEQi
Cas 7 F 04/01/2021 Positive SEQi+g2180a
Cas 8 M 04/01/2021 Positive SEQi
Cas 9 M 04/01/2021 Positive SEQi+c22347t
Cas 10 F 04/01/2021 Positive SEQi+ ¢1372t
Cas 11 F 07/01/2021 Positive Non séquencé non typé
Cas 12 F 09/01/2021 Positive Non séquencé non typé
Cas 13 M 08/01/2021 Positive Non séquencé non typé
Cas 14 B 11/01/2021 Positive SEQi+c22347t
Cas 15 M 11/01/2021 Positive Séquencé mais critére de qualité insuffisant
Cas 16 F 11/01/2021 Positive SEQi+c1299t+a175669g
Cas 17 F 11/01/2021 Positive SEQi+ ¢1372t
Cas 18 M 17/01/2021 Positive SEQi+ ¢1372t
Cas 19 M 18/01/2021 Positive SEQi+ ¢1299t + c15911t
Cas 20 B 18/01/2021 Positive Séquencé mais critére de qualité insuffisant
Cas 21 M 18/01/2021 Positive SEQi+ ¢1372t+c13848t
Cas 22 M 18/01/2021 Positive SEQi+ ¢1372t+ ¢13848t
Cas 23 F 18/01/2021 Positive Séquencé mais critére de qualité insuffisant
Cas 24 F 18/01/2021 Positive SEQi+g2180a+a28428g
Cas 25 F 21/01/2021 Positive SEQi+25 SNP
Cas 26 F 04/01/2021 Positive Non séquencé non typé
Cas 27 F 25/01/2021 Négative Non fait ( PCR négative)
Cas 28 M 04/01/2021 Négative Non fait ( PCR négative)
Cas 29 F 11/01/2021 Négative Non fait ( PCR négative)

ARN': Acide ribonucléique ; RT-PCR: Reverse transcription-polymerase chain reaction, transcriptase inverse-réaction de polymérisa-
tion en chaine ; SEQI: séguence index avec 25 SNP comparé avec la souche Wuhan-Hu-1; SNP: single nucleotide polymorphism,

polymorphisme d’un seul nucléotide ; mutation.
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Figure 1

CONTRIBUTION DE LUANALYSE MOLECULAIRE A LINVESTIGATION D'UN CLUSTER DE COVID-19 EN LONG SEJOUR GERIATRIQUE

—-Tableau synoptique et chronogramme des 26 patients et des 6 soignants positifs au Sars-CoV-2 dans le cadre d’un cluster

en long séjour gériatrique.
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AS: aide-soignant(e); IDE: infirmier(e) dipldméle) d'Etat; RT-PCR: Reverse transcription-polymerase chain reaction, transcriptase inverse-réaction
de polymérisation en chaine; Sars-CoV-2 : Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévére.

Chronogramme — Cas asymptomatique

Chronogramme - Cas symptomatique

| Incubation moyenne (5 jours) I Date de début des symptémes

| Période contagieuse [ Date RT-PCR positive confondue avec début des symptémes
[ Période contagieuse en phase d'incubation [ Date de prélevement

I Date RT-PCR positive I Date RT-PCR négative

Figure 2 - Courbe épidémique représentant la détection des cas symptomatiques et asymptomatiques au cours
du temps dans le cadre d’un cluster en long séjour gériatrique.

Nombre de cas
6

N

JLNL ¢ HIH 1

26 27 28 29 30 31 ‘01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Déc. Déc.
Date de début des signes (date de prélevement pour les asymptomatiques)

I Cas symptomatique Cas asymptomatique

264

HYGIENES - 2021 - VOLUME XXIX - N° 4



CONTRIBUTION DE UANALYSE MOLECULAIRE A LINVESTIGATION D'UN CLUSTER DE COVID-19 EN LONG SEJOUR GERIATRIQUE

la présence de troubles cognitifs ainsi que leur type, et
la présence de déambulation a I'intérieur ou a I'extérieur
du service. Concernant les soignants, leurs horaires de
travail (médecins, infirmieres, aides-soignants, psycholo-
gues, diététiciennes, kinésithérapeutes et intérimaires...)
ainsi que leurs mobilités entre services ont été recher
chés; les données concernant la mobilité des soignants
entre les unités, services et étages dans le cadre d'une
entraide ne sont pas tracées. Les données concernant
les intérimaires et les remplacements sont plus difficiles
a collecter car les tableaux obtenus correspondent au
planning prévisionnel et ne sont pas corrigés en fonc-
tion des présences effectives et des absences non pro-
grammeées. Les données concernant les visites de dié-
téticienne et de kinésithérapeute dans les chambres des
patients ont été recueillies mais celles des consultations
d'ergothérapeute et de psychologue n'étaient pas dis-
ponibles. Le week-end, il n'y avait pas de tracabilité des
interventions du médecin de garde dans les différents
secteurs. Concernant le dépistage, le personnel médi-
cal était moins observant quant aux recommandations
et a la réalisation des tests, avec une inconnue quant a
I'exhaustivité des tests demandés et effectivement réa-
lisés. Concernant les visiteurs, la tracabilité a été retrou-
vée, a l'exception de la réalisation et des résultats de
leur dépistage avant les visites. Les données relatives a
la géographie du service, la présence d'une salle a man-
ger commune, I'emplacement des chambres, leur type
(simple ou double) ainsi que la présence d'un voisin de
chambre infecté ont été relevés. La participation a des
activités communes ou les patients auraient été regrou-
pés n'était pas tracée. |l était possible de retrouver en
recherchant patient par patient les consultations internes

et externes, mais les conditions de ces sorties du ser-
vice n'étaient pas précisées et auraient nécessité une
recherche beaucoup plus fine (opérateurs hors médecin
signataire, brancardiers) voire impossible (ambulanciers,
personnes rencontrées sur un site extrahospitalier...).

Séquencage et comparaison des souches
impliquées dans I'épidémie

Parmi les prélévements des 26 patients testés positifs,
22 ont pu étre séquenceés et 18 ont atteint les critéres
de qualité permettant une interprétation des séquences.
Les souches impliguées étaient toutes proches de la
souche de référence de \Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2), avec
25 mutations (SNP’) de différence par rapport a la souche
historique. Les résultats du séquencage viral ont égale-
ment montré la présence de quatre groupes de patients
qui partageaient la méme séquence Sars-CoV-2 et qui pré-
sentaient un ou deux SNP de différence entre les groupes.
De plus un patient a été infecté par une souche tres diver
gente (25 SNP par rapport a la souche du patient n° 1).
Il est intéressant de noter que ce patient a été dépisté
tardivement par rapport aux autres événements de trans-
mission, lors de la derniére série hebdomadaire de dépis-
tage des patients exposés. Un groupe de six patients a
été infecté par un virus avec la méme séquence, ainsi que
deux groupes de deux patients et un groupe de quatre
patients. Une analyse génétique couplée d'une analyse
temporelle et spatiale a été réalisée afin d’appréhender le
dynamisme de la diffusion (Figure 3). Les prélevements

7- Single nucleotide polymorphisms, polymorphisme d'un seul
nucléotide : variation d'une seule paire de bases du génome
entre individus d'une méme espéce (d'apres Wikipédia).

Figure 3 — Données génétiques, temporelles et spatiales des patients infectés dans le cadre dun cluster en long séjour gériatrique.
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des six soignants testés positifs en fin d'épidémie n'ont
pas été pris en considération dans les analyses molécu-
laires. Le cas n° 1 a été considéré comme étant le cas
index a l'origine de I'épidémie puisqu'il s'agissait d'un
résident qui sortait deux a trois fois par semaine pour une
dialyse. Ce cas portait la méme séquence que les cas n° 3,
5, 6 et 8. Cette série de cas pourrait étre a I'origine d'une
transmission aux cas n° 9 et 14, qui partageaient la méme
séquence présentant une mutation (C22347T) par rapport
a la souche index. Par ailleurs, elle pourrait aussi étre res-
ponsable de la transmission aux cas n° 4, 10, 17 et 18 qui
partagent une mutation différente de celle des cas n° 9
et 14. La comparaison moléculaire des cas n° 21 et 22 a
révélé la méme mutation que celle retrouvée chez les cas
n° 4,10, 17 et 18 (C1372T) accompagnée d'une mutation
supplémentaire (C13848T). Ces deux patients étaient voi-
sins de chambre et ont partagé une exposition commune
ou ont échangé la méme souche. L'apparition de cette nou-
velle mutation (C13848T) atteste que cette souche a évo-
lué tres probablement a partir d'une des souches portant

déja la mutation C1372T; il est en effet trés peu probable
que deux mutations apparaissent en méme temps a partir
de la souche index. Lanalyse et les enseignements tirés
de I'évolution des souches sont tres intéressants car ils
ajoutent une notion de temporalité aux informations sur
la transmission du virus. Concernant les cas n° 14 et 17,
voisins de chambre, I'enquéte épidémiologique standard
aurait suggéré a I'évidence que ces deux patients parta-
geaient la méme souche virale. L'analyse moléculaire a
pourtant montré que chacune présentait une mutation dif-
férente par rapport au génome index. Il est intéressant de
noter que, sans |'apport des techniques moléculaires, la
transmission entre les cas n°® 14 et 17 aurait été attribuée
a une contamination entre voisins de chambre (Figure 4).

Discussion

La pandémie de Covid-19 a constitué un événement
exceptionnel par son ampleur, sa durée et sa morbi-
mortalité notamment au sein des établissements de
SLD. Limplication d'un nouveau virus dont les modes de

Figure 4 -Totalité des transmissions au sein du service 1A (long séjour gériatrique).
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transmission font encore aujourd’hui débat, I'échec des
mesures de prévention basiques au sein de ces établis-
sements et la surcharge de travail phénoménale des EOH
nous ont amenés a comparer deux stratégies.

Linvestigation épidémiologique

Linvestigation épidémiologique historique « fine » est
capable de mettre en évidence divers parametres liés
aux résidents (statut cliniqgue, déambulation...), aux per
sonnels soignants (intervenants transversaux), aux orga-
nisations de soins (absences, remplacements, aides la
nuit et les week-ends) ou aux visiteurs qui jouent un role
important dans la transmission virale. Certains éléments
de tracgabilité existent, mais sont difficiles d'acces donc
colteux en temps (planning des interventions des intéri-
maires) ou ne sont pas présentés sous un format permet-
tant un acces rapide et transversal des données (exemple
du listing des interventions du médecin de garde la nuit
et le week-end). La formalisation et la tracabilité de I'en-
semble des informations au sein d'un outil informatique
unique facilement manipulable pourrait constituer une
source de données intéressante. Ces entrepodts de don-
nées sont aujourd’hui disponibles mais de consultation
complexe, non compatible avec I'analyse d'un phéno-
mene épidémique durant quelques semaines. Lidenti-
fication fine de l'intervention des soignants au sein des
différents secteurs pourrait bénéficier d'un tragage par
puces RFID® [8].

Lapproche sequence first

Lapproche sequence first appliquée a la caractérisa-
tion et a la comparaison des souches par séquencage
de leur génome [9] a fait |'objet de nombreuses publica-
tions tres positives dans le domaine des épidémies de
bactéries, qu'elles soient a I'échelon d'un hépital, d'un
groupement d'hdpitaux ou encore d'une région ou d'un
pays entier [10]. Leur contribution dans le cadre des épi-
démies virales « banales » par opposition aux investiga-
tions spécifiques et ponctuelles (transmission de virus
hématogéne) reste encore a préciser [11]. Cette approche
a permis d'objectiver plusieurs événements de transmis-
sion au sein du service (cas n°4, 10, 17 et 18) ou, au
contraire, d'en écarter alors qu'ils étaient « épidémiolo-
giguement évidents » comme une transmission suspec-
tée entre voisins de chambre (patients n° 14 et 17). La
succession dans le temps d'événements de transmis-
sion est aussi établie par I'accumulation de mutations
(souches des patients n° 4, 10, 17 et 18 évoluant vers
la souche des patients n° 21 et 22 par acquisition d'une
mutation supplémentaire). La survenue de mutations dif-
férentes, certaines s'accumulant avec le temps, permet
d’exclure certaines transmissions qui correspondraient a
I'acquisition d'une nouvelle mutation et surtout a la réver

8- Radio frequency identification: identification par radio-
fréquence ou radio-identification.

sion d'une autre, ce qui est statistiquement hautement
improbable (souche des patients n° 9 et 14 dérivant de
la souche initiale mais ne pouvant provenir de la souche
ayant déja muté comme celle des patients n° 4, 10, 17,19,
21 et 22). De plus, cette approche a permis d'objectiver
un risque lié a la multiplication des séries de dépistages
transversaux a distance de I'événement initial de conta-
mination: en effet, la derniére souche de patient identifiée
(cas n® 25) était génétiquement tres éloignée des autres
(25 différences). Or ce cas tardif contaminé en dehors
de la chaine de transmission étudiée peut remettre en
question une gestion pourtant efficace du cluster initial,
et prolonger les séries de dépistage au risque de détecter
de nombreux cas non épidémiologiquement reliés. Ceci
est particulierement vrai en I'absence de I'analyse molé-
culaire systématique et lorsqu'il y a une forte circulation
communautaire de I'agent pathogene impliqué. Cepen-
dant, cette approche présente également des limites:
elle nécessite tout d'abord I'obtention de spécimens
biologiques en quantité et en qualité suffisante. Ainsi
sur les 29 patients concernés par |'épidémie, trois ont
été testés négatifs par RT-PCR, quatre ne présentaient
pas les criteres de qualité suffisants pour étre typés, et
quatre séguences n'étaient pas exploitables. Néanmoins,
I'objectif du travail n'était pas d'explorer entiérement le
cluster mais d'évaluer les contributions respectives et les
limites des deux approches. La disponibilité de la techno-
logie sur le plateau technique du groupe hospitalier a été a
|'évidence un avantage majeur pour tester I'approche du
séqguencage. Le colt, de quelques dizaines d’euros, n'est
pas rédhibitoire ; le délai d'obtention de la séquence est
d'environ une semaine a dix jours. Néanmoins la volonté
des autorités de tutelle d'augmenter et d'accélérer le
séguencage des prélevements positifs de RT-PCR afin
de suivre au plus prés l'apparition et la diffusion des
variants va dans le sens d'une démocratisation de cette
technique et de la disponibilité des séquences [12]. Au-
dela de la problématigue technique, I'interprétation des
données de séquencage nécessite des compétences
en bio-informatique. Cette limite a la démocratisation de
|'approche par séquencgage peut étre contournée par la
mise en place de collaborations avec des professionnels
ayant des compétences en bio-informatique ou le déve-
loppement de ces compétences au sein des EOH. Nous
avons décidé d'intégrer dans notre EOH un ingénieur
hospitalier a mi-temps disposant de ces compétences
afin de gérer I'ensemble des problématiques bio-infor-
matiques liées a la comparaison des souches virales,
bactériennes et fongiques. La sensibilité de la méthode
de comparaison des génomes dépend quant a elle de
la variabilité et de la diversité des souches circulantes.
Lors de la deuxieme vague de I'épidémie, la diversité
des variants et leur évolution individuelle, notamment
sous la pression immunitaire, a permis de disposer de
données utilisables pour étudier des clusters [11]. Le taux
de mutation, évalué a une ou deux mutations par mois,
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est compatible avec les trois mutations qui sont apparues
chez les souches infectant les patients de notre cluster
[12]. Dans le cas présent, il aurait été intéressant de dis-
poser des séquences s'étant diffusées dans le reste de
I'hépital, d'une part, et dans la région en dehors de notre
hopital, d'autre part, afin de s'assurer que leur diversité
était suffisante pour avoir une spécificité et une sensibilité
acceptables de la méthode [12,13]. Une déclinaison pros-
pective encore plus large de I'approche sequence first a
partir de I'ensemble des séquences obtenues pour un
service, un batiment ou un hopital permettrait aux EOH
de ne s'investir que dans des événements patents et éta-
blis de transmission croisée, a l'instar de ce qui a été fait
pour certaines bactéries multirésistantes [2].

Conclusion et perspectives

Le travail réalisé a mis en évidence la difficulté d'accés
ou de tracabilité de nombreuses données démogra-
phigques susceptibles de jouer un réle important dans la
diffusion d'un micro-organisme au sein d'un service. Le
travail que nous avons mené plaide pour une approche
séquentielle pragmatique de l'investigation au sein des
clusters viraux en période pandémique par les EOH.
Devant une suspicion de cluster, nous proposons de

limiter I'intervention de I'EOH a un rappel général des
mesures de lutte adaptées au type de transmission croi-
sée associé au micro-organisme identifié. En parallele
du recueil des données épidémiologiques de base pour
construire les tableaux synoptiques, le chronogramme,
la courbe épidémique et la répartition géographique des
cas, une collecte la plus exhaustive possible de préle-
vements biologiques permettra de disposer d'un maté-
riel génétique abondant et exhaustif pour la comparai-
son des génomes. Dans un second temps, I'étude fine
des événements de transmission ne sera réalisée que
pour les cas confirmés par les résultats de séquencage,
en se focalisant sur les transmissions inattendues ou
inexpliquées afin de mettre en évidence des contextes
particuliers, donc la nécessité de mesures spécifiques.
Parmi les outils d'avenir dont I'hygiéniste disposera, I'uti-
lisation et la manipulation des données de séquencage
constitueront a |'évidence un moyen d’optimisation des
forces vives de I'EOH qui devra sous-traiter ou, mieux,
intégrer ces compétences. La place centrale et initiale
de ces outils dans le contexte particulier de la pandémie
de Covid-19 au sein d'une unité de long séjour géria-
trigue gagnerait a étre évaluée dans d'autres contextes
épidémigues, notamment viraux. [ |
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