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Cette rubrique a pour objectif de partager des nouveautés technologiques du laboratoire ou de faire un bilan sur des tests bien établis qui ont un impact

particulier sur l'exercice quotidien. Ces outils peuvent étre les meilleurs alliés des hygiénistes, a condition d'en connaitre les qualités, mais surtout les défauts.

La comparaison et le typage microbien en 2022
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Pour ce second volet, nous allons aborder les tech-
nigues de typage et de comparaison de souches
microbiennes disponibles et utilisées en 2022. Histo-
riquement, la comparaison des souches ou isolats a
concerné trés majoritairement les bactéries: les tech-
nigues, nombreuses quoique le plus souvent artisa-
nales (dites « maison »), étaient relativement faciles
d'acces. Leur interprétation était néanmoins difficile
et leurs résultats variables selon les laboratoires. Cer-
taines approches étaient pourtant standardisées, cer-
tains fabricants de réactifs de laboratoire commercia-
lisant des trousses prétes a lemploi voire des solutions
completementintégrées. Concernant les virus, la com-
paraison des isolats viraux a trés longtemps été réser-
vée aux centres de référence qui utilisaient la technique
de séquencgage d'un gene ou d'une partie précise du
génome viral. La pandémie de SARS-CoV-2' a démo-
cratisé le séquencage donc le typage des isolats et les
comparaisons inter-échantillons des séquences d'inté-
rét. Pour les champignons et les parasites, les difficultés
de réalisation et d'interprétation ont conduit a réserver
cette activité aux centres hyperspécialisés et notam-

Illustration : Infographie sur les tests d/ADN. Carte des séquences
du génome.

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

ment aux centres nationaux de référence. Ce domaine
de la microbiologie a connu sa révolution au début des
années 2000 avec l'apparition, le développement puis
la diffusion des techniques de séquengage de nouvelle
génération (Next generation sequencing [NGS]) [1].
Ces techniques permettent de séquencer en méme
temps une grande quantité de matériel génétique
pour ensuite reconstruire tout ou partie du génome
des micro-organismes. La « déferlante » du NGS a tout
emporté sur son passage et, au moins pour les bacté-
ries, a remplacé la quasi-totalité des autres méthodes
de comparaison des souches. Nous aurons loccasion
dans un prochain article de revenir sur la révolution
technique apportée par le NGS.

Principe du typage microbien

Le typage microbien est la caractérisation de sous-
populations au sein d'une espéce. L'espece est un
groupe de micro-organismes qui présentent une
homogénéité génétique stable dans le temps. Au sein
de cette espéce, chaque individu peut évoluer géné-
tiguement au cours du temps. Il acquiert alors des
mutations et autres changements de son matériel
génétique (délétion, insertion de génes...). Cette évo-
lution aboutit a une diversité génétique au sein d'une
méme espeéce. Létude de cette diversité génétique et
I'articulation des différences sous-populations entre
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elles s'appelle la phylogénie. C'est grace a cette évolution
génétique au sein d'une espéce qu'il est possible de typer
et de comparer des souches microbiennes au cours d'une
épidémie, qui correspond a l'identification regroupée dans
le temps et dans I'espace d'au moins deux cas de colonisa-
tion ou d'infection par le méme agent infectieux [2].

Le principe de la comparaison des souches est le suivant: si
les souches impliquées dans le phénomene épidémique ont
un lien de parenté élevé, elles different génétiquement entre
elles significativement moins qu'avec d'autres souches avec
lesquelles elles n'ont que peu ou pas de lien de parenté.
La durée de I'épidémie peut étre a l'origine de modifica-
tions au sein des souches impliquées, méme si elles ont
une origine génétique commune; ces modifications sont
néanmoins bien moins nombreuses que celles obser-
vées avec des souches non reliées génétiguement qui ont
évolué séparément depuis des années. A titre d'exemple,
pour une bactérie, la fréquence spontanée de mutation
(c'est-a-dire la substitution d'un nucléotide par un autre)
sur chaque position de 'ADN? varie entre 10° et 108 par
an. Cette fréquence des substitutions nucléotidiques varie
sensiblement en fonction de l'espéce: elle est ainsi plus éle-
vée chez Acinetobacter baumannii ou Enterococcus fae-
cium que chez Klebsiella pneumoniae ou Mycobacterium
tuberculosis. Pour un génome de 5 millions de paires de
bases, cela correspond a une échelle de 0,5 a 25 substi-
tutions par an, soit entre O et 2,1 substitutions donc muta-
tions par mois [3]. Pour le SARS-CoV-2, cette fréquence de
mutations spontanées a été évaluée entre O et 2 par mois
[4]. Cest le « bruit de fond » de I'évolution génétique dont il
faut tenir compte lorsque 'on compare deux souches sus-
pectées d'avoir un lien de parenté fort. D'autres parameétres
peuvent avoir un impact sur ce bruit de fond: la pression
de sélection par des anti-infectieux (antibiotiques, antisep-
tiques, désinfectants...), par I'immunité acquise (réponse

2- Acide désoxyribonucléique.

Figure 1- Chaine de transmission des micro-organismes.
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La lutte contre la transmission passe par I'identification et la maitrise
des réservoirs de micro-organismes et par la neutralisation des voies
de transmissions (fleches orange). La prévention des infections passe
aussi par la lutte contre le passage de la colonisation a I'infection
(fleche verte).

immunitaire incluant I'utilisation des vaccins) ou parle fond
génétique de certaines souches dites « hyper-mutatrices »,
c'est-a-dire qui générent spontanément un grand nombre
de mutations, par exemple par défaut de correction des
erreurs de transcriptions.

Place de la comparaison de souches
microbiennes: déchiffrer les chaines

de transmission

La transmission des micro-organismes est basée sur le
méme principe immuable: I'exposition d'un hote récep-
tif & un micro-organisme présent dans un réservoir, puis
son acquisition par une voie ou plusieurs voies de trans-
mission (contact, gouttelettes, aérosol, aliment, environne-
ment, vecteur vivant...). L'hote devient colonisé et, parfois,
infecté. Sous certaines conditions, il peut lui-méme devenir
un réservoir (Figure 1). En milieu hospitalier, une épidémie
telle que définie précédemment peut étre due a des phéno-
meénes de transmissions croisées entre patients ou a l'expo-
sition de plusieurs patients au méme réservoir (matériel
contaming, réservoir environnemental, aliment...). Le réle
de I'hygiéniste est denquéter et d'émettre des hypothéses
sur ces réservoirs et voies de transmissions. Il va réaliser
des prélevements pour explorer certains maillons de cette
chaine de transmission: dépistage de patients « contact »
ou « source » prélévement de réservoirs primaires, sources
des micro-organismes, ou secondaires. Il pourra ainsi
mettre en place des mesures correctives: élimination des
réservoirs (matériel ou circuits d'eau contaminés) ou a
défaut leur maitrise (isolement des patients porteurs), cas-
sure des voies de transmission par des mesures adaptées
(renforcement de I'nygiéne des mains, port des masques
et autres matériels de protection adaptés...). Pour déchif-
frer ces chaines de transmission, I'hygiéniste doit séparer
les souchesimpliquées dans Iépidémie de celles présentes
de fagon aléatoire. Cela est surtout important lorsque le
micro-organisme circule de fagon naturelle indépendam-
ment de I'épidémie investiguée: circulation communautaire
de virus grippaux ou de la Covid-193, bruit de fond de por-
tage d'une bactérie multirésistante... Pour cela, il doit établir
les caractéristiques des différentes souches identifiées et
les comparer.

La comparaison hier

L'objectif est donc de caractériser des souches pour voir
si elles présentent des différences entre elles, et d'établir
si ces différences sont mineures et correspondent a leur
évolution spontanée au cours de I'épidémie, ou si elles
sont tellement nombreuses qu'elles sont dues a un lien
de parenté trop éloigné pour qu'elles soient considérées
comme liges dans le cadre du phénomene épidémique étu-
dié. Lapproche la plus simple est de comparer les caracté-
ristiques phénotypiques, qui ne sont que 'expression appa-
rente des caractéristiques génétiques. Pour les bactéries
etles champignons, l'aspect des colonies en culture, le pro-

3- Coronavirus disease 2019, maladie a coronavirus 2019.
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fil de sensibilité aux anti-infectieux (appelé « antibiotype »)
ou certains caracteres biochimiques sont des méthodes
anciennes, dont certaines sont toujours utiles au moins
pour donner l'alerte: un profil de sensibilité aux antibio-
tigues atypigue ou particulierement résistant partagé par
plusieurs souches alors qu'il est rarement rencontré est
un signe d'alerte d'un phénomene épidémique. La sensibi-
lité aux phages (lysotypie) et les spécificités enzymatiques
et métaboliques ne sont désormais plus utilisées. La séro-
typie qui utilisait des antisérums permettant de mettre en
évidence des profils antigénigues particuliers, notamment
polysaccharidiques, a aussi été progressivement aban-
donnée: elle a connu son heure de gloire notamment pour
typerles souches de Pseudomonas aeruginosa. Le co(t des
antisérums était inadapté aux performances somme toute
relatives de ce typage. Depuis une trentaine d'années, des
approches génotypiques ont été développées, notamment
pour mettre en évidence des différences de composition
génétique [5,6]. La restriction enzymatique permettait de
rechercher des sites de restrictions particuliers a chaque
enzyme et caractéristiques de chaque souche. La méthode
qui a été longtemps considérée comme la référence était
ainsifondée sur la restriction enzymatique puis la migration
des fragments obtenus par une électrophorése adaptée
aux gros fragments d’ADN: la comparaison des profils de
macro-restriction par électrophorése en champ pulsé (Pul-
sed-field gel electrophoresis [PFGE]). Cette méthode était
longue (5 jours), trés consommatrice de temps technique,
et coliteuse en raison du prix élevé des enzymes de restric-
tion et de la nécessité de disposer d'un matériel d'analyse
dédié. Les critéres d'interprétation basés sur le nombre
de bandes différentes aprés électrophorése étaient som-
maires mais reconnus internationalement (Figure 2A). Des
trousses prétes a l'emploi ont été commercialisées et des
réseaux de surveillance nationaux ont été basés sur cette
approche apres la mise en place d'une uniformisation des
protocoles. La seconde grande approche a été I'utilisa-
tion des techniques d'amplification génétique par réaction
de polymérisation en chaine (Polymerase chain reaction
[PCR]) qui mettaient en évidence des différences géné-
tiques en utilisant des amorces ciblant des régions inter-
géniques de taille variable ou des amorces peu spécifiques
s'’hybridant et amplifiant des séquences de fagon aléatoire
et peu spécifique. Ces techniques avaient I'avantage d'étre
peu coliteuses et réalisables dans de nombreux labora-
toires sans matériel dédié. Leur interprétation était néan-
moins aléatoire, et les résultats étaient peu reproductibles
etimpossibles a échanger entre laboratoires. Une trousse
préte a 'emploi avec du matériel dédié basé sur la tech-
nigue de la rep-PCR* a longtemps été commercialisée; le
laboratoire a arrété sa productionily a quelgues années au
profit de solutions de séquengage de génomes complets.
La derniére approche développée et qui est toujours d'ac-
tualité est basée surle séquengage d'un ou plusieurs génes.

4- Repetitive sequence-based PCR, PCR basée sur des séquences répé-
titives.

Les avantages sont nombreux: des séquenceurs nom-
breux donc disponibles qui peuvent étre partagés entre
différents secteurs (microbiologie, génétique humaine...),
des données de séquence pouvant étre facilement échan-
gées entre laboratoires et partagées sur des plateformes,
et une nomenclature internationale facilement accessible
en ligne. Initialement, le séquengage a concerné un gene
(par exemple: le géne spa pour Staphylococcus aureus):
a chaque séquence est attribué un chiffre correspondant
a un type particulier. Cette technique a également été et
est toujours utilisée pour typer les virus. Pour augmenter la
puissance de discrimination de la technique, le séquengage
a été étendu a 5 voire 7 genes dits « de ménage » (« hou-
sekeeping genes ») toujours présents dans les espéces bac-
tériennes concernées. A chaque séquence correspondant
a un alléle particulier est attribué un numéro; le code cor-
respondant a 'ensemble des différents genes, donc des
alleles, permet d'attribuer un numéro de type. Cette tech-
nique, dite Multi-locus sequence typing® (MLST), est encore
tres utilisée pour étudier la distribution et la diffusion de
certaines sous-populations au niveau national ou mon-
dial®. Son intérét dans l'investigation relative a un phéno-
meéne épidémique peut étre limité si un type de séquence
est majoritairement présent dans un pays car la technique
n'est pas assez discriminante.

La comparaison aujourd’hui

Comparaison de bactéries

Les techniques phénotypiques se limitent désormais a I'an-
tibiotype, caractéristique importante pour la détection des
épidémies de bactéries multirésistantes. La démocratisation
et la mise en place dans la quasi-totalité des laboratoires de
latechnigue d'identification des bactéries et des levures par
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix assisted
laser desorption ionization - Time of flight”) laissait espérer
une utilisation des profils protéiques obtenus pour comparer
les souches;a ce jour, pourtant, aucun protocole standardisé
n'existe. Depuis quelques années, une solution commercia-
lisée avec matériel et réactifs dédiés permet une compa-
raison rapide en quelques minutes des profils d'absorption
des sucres des colonies bactériennes et des levures dans
le spectre infra-rouge. La théorie qui sous-tend cette tech-
nique basée sur la spectrométrie infrarouge a transformée
de Fourier (IRTF) a été mise au point il y a plusieurs années
[7-9]. La mise a disposition de logiciels permettant d'inter-
préter les spectres d'absorption a donné une nouvelle jeu-
nesse a cette approche. L'appareillage est dédié et coliteux
(environ 70000 euros) mais le colit des réactifs rapporté a
la souche est de quelques euros. Les conditions de culture
des différentes souches avant comparaison doivent étre
parfaitement maitrisées: type de milieu, durée de la culture,
hygrométrie de l'environnement... Cela oblige a un repiquage

5- Typage séquentiel multisite.

6- https://pubmlst.org/multilocus-sequence-typing (Consulté le 22-11-
2022).

T- Spectrométrie de masse a temps de vol pour la désorption-ionisation
laser assistée par matrice.
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Figure 2 - Représentation de la comparaison de souches bactériennes par différentes techniques.

2A - Comparaison des profils électrophorétiques en champ pulsé de souches de Streptococcus pneumoniae aprés macro-restriction
enzymatique.
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2B - Représentation tridimensionnelle des spectres d'absorption en spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
de souches d'Enterobacter cloacae productrices de carbapénémase de type OXA-48.
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Figure 2C - Représentation des distances génétiques entre différentes souches de K. pneumoniae OXA-48 par séquencage du génome
complet et analyse du core-genome MLST.
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Spectromeétre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).

systématique des différentes souches a tester, donc a un
délai supplémentaire de 18 heures avant la comparaison, qui
ne dure que quelques minutes. Les criteres d'interprétation
varient pour chaque acquisition de spectre, ce qui rend l'in-
terprétation parfois difficile. Les représentations des résul-
tats dans l'espace par les différentes fonctions du logiciel
permettent néanmoins une visualisation assez simple des
liens de parenté entre les différentes souches, permettant
dexclure, a défaut de confirmer, ces liens de parenté (Figure
2B). Cela pourrait étre une technique de premiere ligne,
rapide, permettant d'avoir des résultats préliminaires avant
le déclenchement d'une technique de référence, plus longue
et plus coliteuse. Les techniques basées surla séquence d'un
ou plusieurs genes sont toujours d'actualité, mais leurs per-
formances sont aujourd'hui dépassées par le séquencage
des génomes complets [1,5,6]. Utilisant les séquenceurs a
haut débit qui équipent désormais toutes les plateformes
de génomique, le séquencgage du génome complet d'une
bactérie ne colte aujourd’hui que quelques dizaines d'euros.
L'accés a 'ensemble de l'information génétique de chaque
souche bactérienne permet de les comparer de maniére
performante: les mutations peuvent étre recherchées sur
tout ou partie du génome (analyse des single nucleotide
polymorphisms®) ou une approche par typage MLST peut
étre développée en ne ciblant plus 5 a 7 génes mais plusieurs
centaines voire milliers de génes en commun (core-genome
MLST) [10]. Différents logiciels commerciaux sont dispo-
nibles, simplifiant 'analyse des données sans que l'utilisateur
ait a disposer de compétences bio-informatiques particu-
lieres. Les différences et distances génétiques sont ensuite
modélisées sur des arbres phylogéniques (Figure 2C).

Comparaison de virus

La comparaison des virus reste basée sur le séquencage
de tout ou partie du génome. Les logiciels commercialisés
évoqués précédemmentincluent des options pour pouvoir

8- Polymorphisme d'un seul nucléotide.

utiliser les données du séquencage complet. La taille des
génomes et I'approche ciblant un gene précis rendent les
techniques de comparaison plus simples, en utilisant les
logiciels d'alignement des séquences habituellement dis-
ponibles en biologie moléculaire. A titre d'information, la
taille du génome du SARS-CoV-2 et du virus de la grippe
est respectivement de l'ordre de 30 000 et 15000 nucléo-
tides, alors que celle du génome d'une bactérie varie entre
2 et 6 millions de nucléotides. Le séquengage du génome
complet des virus et I'utilisation de techniques bio-informa-
tigues puissantes permettent la comparaison d'un grand
nombre de souches en méme temps et l'identification de
voies de transmission au niveau d'un hopital ou d'une ville
[Mm12].

Comparaison de champignons et de parasites

En termes de taille de génome, les champignons et les
parasites appartiennent a un autre univers: I'information
génétique est compactée sous la forme de chromosomes,
qui sont parfois en double exemplaire (organismes euca-
ryotes). La taille du génome de Candida albicans est ainsi
de 16 millions de nucléotides, celle du génome d'Aspergillus
fumigatus, de 30 millions de nucléotides. La comparaison
de différentes souches de champignons filamenteux utilise
encore les techniques d'amplification des zones de poly-
morphisme (technique des microsatellites). Les techniques
de séquencage restent ciblées sur des genes précis car la
taille des génomes demeure un écueil pour les approches
de séquencage de génomes complets. La réalisation et
I'interprétation des résultats relévent encore a ce jour des
centres de références.

Performances analytiques

et limites de I'approche

Concernant les bactéries, la comparaison des souches par
séquengage du génome complet constitue aujourd’hui la
méthode de référence, facilement accessible surles plate-
formes de séquengage ou par I'intermédiaire d'un presta-
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taire externe. Bien plus performantes que les techniques
historiques qui pouvaient étre non pertinentes en cas de
prédominance hégémonique d'une sous-population dans
une région donnée, elles permettent dans la plupart des cas
de répondre a la question du lien de parenté compatible
avec une origine commune lors d'une épidémie. Il existe
néanmoins plusieurs écueils:

e |la qualité du séquengage doit étre suffisante pour que les
données de comparaison soient interprétables. L'hygié-
niste doit étre capable d'évaluer la qualité de I'informa-
tion qui lui est donnée avant d'utiliser ces données pour
prendre des décisions parfois lourdes de conséquences
(arrét des admissions et des transferts, fermeture dellits...);

e les délais de séquengage sont d'environ 7 jours et ceux de
I'analyse bio-informatique de quelques jours supplémen-
taires, soit un délai total de 10 jours en moyenne;

¢ dans les situations ou l'interprétation est moins évidente
(présence d'un nombre limité mais non nul de différences
entre deux souches), les criteres pour mesurer le degré
de parenté ne font pas aujourd’hui l'objet de recomman-
dations nationales ou internationales établies. Un travail
collaboratif entre la Société francaise d’hygiene hospita-
liere et la Société francaise de microbiologie est en cours
pour produire un guide technique a destination des hygié-
nistes et des microbiologistes;
I'un des principaux défis actuels que doivent relever les
hygiénistes est la maitrise de la diffusion des entéro-
bactéries productrices de carbapénémases (EPC). Le
support génétique de la résistance est le plus souvent
plasmidique: il est donc possible d'avoir des épidémies
de plasmides en plus des épidémies de souches. Cela
est particulierement vrai pour les EPC appartenant a
la famille des OXA-489, famille des carbapénémases la
plus fréquente en France. Les techniques les plus cou-
rantes de séquengage de génomes complets ne sont pas
assez performantes pour reconstruire intégralement les
plasmides des souches testées et les comparer. Il faut
utiliser en complément des techniques plus puissantes,
beaucoup plus cheres et qui nécessitent des analyses bio-
informatiques plus pointues;

e concernant les épidémies de champignons filamenteux, il
faut faire face a des difficultés de performance et d'inter-
prétation liées a une trés grande diversité de la contami-
nation environnementale. Retrouver 'origine environne-
mentale d'une contamination fongique est une requéte
particulierement difficile et aléatoire.

Intérét selon I'acteur

Intérét pour le biologiste

La comparaison de souches est une demande qui est faite
assez fréquemment au biologiste par les hygiénistes et les
cliniciens. Le biologiste est par ailleurs lui-méme a l'origine
de lademande lorsqu'il détecte un phénotype de résistance
particulier partagé par plusieurs isolats de patients appar-
tenant a un méme service. Disposer d'une technique rapide

9- Oxacillinase 48.

pour éliminer rapidement les fausses épidémies et d'une
technique de référence pour au contraire confirmer un
phénomeéne émergent fait partie des compétences que I'on
demande a unlaboratoire de qualité. La place du biologiste
et ses interactions avec les plateformes de séquengage
sont variables: il peut sous-traiter 'ensemble de l'activité
eny incluant 'interprétation des données ou au contraire
développer son expertise a partir des données brutes four-
nies. Le biologiste doit étre impliqué dans la bonne gestion
de I'épidémie: confirmée ou infirmée trop tardivement, elle
peut avoir pour conséquence l'arrivée massive et parfois
inutile de nombreux prélevements supplémentaires de
dépistage dans son laboratoire.

Intérét pour le clinicien

La bonne gestion des épidémies estimportante pour le cli-
nicien: responsable de la qualité des soins gu'il prodigue
a ses patients, il doit identifier et stopper rapidement les
transmissions croisées de micro-organismes dans son
service. De plus, le fonctionnement de ce service peut étre
perturbé par la prise en charge de I'épidémie, 'arrét des
admissions et des transferts paralysant son activité tant
que le phénomene épidémique n'est pas compris et mai-
trisé. La comparaison des souches par séquengage des
génomes complets peut également lui apporter d'autres
informations utiles: lors d'infections rapprochées chez un
patient avec une méme espeéce, elle permet de faire la dif-
férence entre une réinfection avec une nouvelle souche
ou une rechute avec la méme souche initiale, deux phéno-
meénes physiopathologiques quin‘ont pas les mémes consé-
guences thérapeutiques. La disponibilité de I'ensemble du
patrimoine génétique de la souche permet d'avoir acces
al'ensemble des génes de résistance et de virulence. Ces
informations peuvent étre intéressantes pour compléter
l'antibiogramme et aider a prendre certaines décisions
thérapeutiques.

Intérét pour le patient

Comme nous venons de le voir, le patient peut bénéfi-
cier individuellement des résultats de la comparaison de
souches pourle choix de son traitement. Par ailleurs, I'iden-
tification rapide et slire des différents paramétres d'une
épidémie (réservoir, voie de transmission) permet de limi-
ter rapidement son risque d'exposition. Enfin,dans le cadre
d'un contexte médico-légal, cette comparaison constitue la
preuve ultime d'une infection exogéne dont l'évitabilité peut
alors étre discutée.

Impact pour I'hygiéniste
Aujourd’hui

Comme évoqué précédemment, la comparaison des
souches microbiennes constitue un outil important pour
I'nygiéniste. Elle lui permet de confirmer que des souches
qui présentaient des caractéristiques similaires avaient
bien une origine phylogénique commune. Ces caractéris-
tigues peuvent étre un phénotype particulier de résistance
aux antibiotiques, une date ou un lieu d'isolement proches.
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Cette appartenance a un méme cluster « temporo-spatial »
sous-entend un mécanisme de transmission croisée ou
d'exposition & un méme réservoir. L'identification de cette
voie de transmission est I'essence méme du travail d'en-
quéte de I'hygiéniste. Une fois que son existence est confir-
mée par des méthodes scientifiques dont les résultats
sont indiscutables, I'nygiéniste peut poursuivre son travail
d'investigation pour comprendre les mécanismes fins de
transmission: voies de transmission (mains, gouttelettes,
surfaces, matériel partagé...), existence d'un réservoir pri-
maire ou secondaire, mesures de prévention qui ont fait
défaut (désinfection, hygiene des mains...). Il peut ensuite
mettre en place des actions correctives et en vérifier l'effi-
cacité: 'absence de nouveau cas génétiqguement lié atteste
de la pertinence et de l'observance des mesures. Lorsque
I'événement impliqué est rare, I'identification d'un nou-

veau cas est assez probablement rattachée a 'événement
en cours (par exemple isolement d'une nouvelle souche
d'une bactérie présentant un méme phénotype de résis-
tance rarement identifié chez un patient contact dépisté):
la contribution de la confirmation par les techniques de
comparaison est relativement faible. A l'inverse, lorsque
'événement est fréquent en dehors de I'épisode épidé-
mique (par exemple cas de Covid-19 au sein d'un cluster
alors que 'incidence dans la communauté est forte), il est
essentiel de confirmer 'appartenance de la souche isolée
au cluster avant de remettre en cause les mesures mises
en place pour contenir celui-ci. Lors de I'investigation rela-
tive a un cluster nosocomial de Covid-19 dans un service
de long séjour gériatrigue, nous avons pu exclure un cas
identifié lors des derniéres séries transversales de dépis-
tage gréace a une approche par séquengage des souches

Figure 3A - Approche épidémiologique historique de I'investigation relative a des cas groupés.
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de SARS-CoV-2, ce quinous a permis de ne pas durcir plus
gue de raison les mesures coercitives mises en place dans
le service concerné [4].

Une autre contribution des techniques de comparaison est
de pouvoir convaincre les collégues cliniciens et paramé-
dicaux de terrain de la véracité de I'épidémie identifiée par
les hygiénistes; souvent dubitatifs, rarement de mauvaise
foi, nos collégues ont parfois besoin de la preuve « ultime »
avant d'accepter l'existence d'une épidémie possiblement
en lien avec un dysfonctionnement dans leur service. Au
regard de cette place cruciale dans la prise de décision,
I'nygiéniste gagnerait & pouvoir disposer d'une analyse
critique des résultats de la comparaison de souches: qua-
lité du séquencage, criteres d'interprétation utilisés, perti-
nence des résultats... Linconvénient majeur pour I'hygié-
niste est que ces techniques ne sont utilisées que pour
confirmer un phénomeéne épidémique préalablement
suspecté. En l'absence de ces signes d'appel, les compa-
raisons de souches ne sont pas effectuées donc les liens
phylogéniques ne sont pas identifiés. C'est la limite de I'ap-
proche épidémiologique historique, dite de John Snow, qui
avait permis de découvrir le role de la contamination de
certains puits lors de 'épidémie de choléra qui était surve-
nue a Londres en1854. John Snow avait en effet recoupé les
lieux d’habitation des patients atteints avec la localisation

des puits ou la population venait se ravitailler [13]. Il n'avait
pas a I'époque a disposition des méthodes de comparai-
sons de souches. C'est encore ainsi que nous travaillons
aujourd’hui: lors d'une alerte émise par le laboratoire ou
un service de soins, nous effectuons une enquéte temporo-
spatiale, émettons des hypothéses que nous confirmons en
comparant les souches impliquées (Figure 3A). Pour pal-
lier cette limite, certains hygiénistes et épidémiologistes ont
développé une nouvelle approche dans laquelle la compa-
raison des souches n'est plus 'aboutissement d'une inves-
tigation, mais son début.

Demain: la comparaison de souches comme
point de départ de I'investigation épidémique
Cette approche sest développée et fait connaitre sous I'ap-
pellation « sequence first » avec 'avenement du séquen-
cage de nouvelle génération qui a diminué de fagon dras-
tigue les colits humains et matériels de la comparaison de
souches, en en raccourcissant le délai et en en facilitant
l'interprétation [13]. Les souches microbiennes préala-
blement ciblées comme prioritaires sont séquencées de
fagon systématique sans présélection épidémiologique.
C'est une approche « sans a priori ». Si une parenté géné-
tique est identifiée, l'alerte est lancée et 'enquéte épidé-
miologique déclenchée (Figure 3B). Cette approche avait

Tableau I - Exemples de cas de transmissions croisées identifiées par des techniques de comparaison de souches sans a priori.

Micro-organisme Lieu/
Période

(nombre de souches)
Sarm (n=2282)

+ Estdel'Angleterre

Approche

- Séquencage prospectif

Nombre et voies de transmission
identifiées

+ 173 clusters de 2 a 44 cas incluant 16

Référence

+ 12 mois (avril 2012-
avril 2013)
+ Tlaboratoire central

des cas communautaires et
nosocomiaux

des souches de Sarm isolées
chez 1465 patients par un
laboratoire central hospitalier

ERV (n=439) + 1cluster de 10 cas d'ERV 14
+ 8/10 cas dans des services différents
+ 9/10 cas ont bénéficié d'un acte de
radiologie interventionnelle
+ 9/10 actes par le méme technicien
- Défaut d’hygiéne dans la
préparation et 'administration des

produits de contraste

- Hopital universitaire - Séquencgage des souches
de Pittsburgh, Etats- d'ERV isolées chez les patients
Unis. hospitalisés depuis plus de

+ 12 mois 3 jours ou ayant bénéficié
(novembre 2016- d'une procédure dans les
novembre 2017) 30 jours

- Matériel pour voie - Etude cas-témoins
veineuse

BMR (n=2660) dont: - Brisbane, Australie + Séquencage prospectif + 76 clusters représentant 33% des 17

Sarm (n=620) + 3 hopitaux des souches isolées de 2336 souches testées (867/2 660), allant
+ ERV (n=433) + 48 mois patients et de 64 prélévements de 2 4 76 souches.
+ EBLSE (n=1309) (avril 2017-juillet 2021) d'environnement + 31/76 clusters concernent plus d'un
+ EPC (n=293) hopital
+ ABRI (n=35) + 35/76 clusters ont une origine
communautaire
Pseudomonas sp., - Hopital universitaire - Séquencgage prospectif + 99 clusters impliquant 297 patients 15
Aninetobacter sp., de Pittsburgh, Etats- des souches isolées de 2752 (10,8%), allant de 2 & 14 patients.
Escherichia coli BLSE, Unis patients hospitalisés depuis plus -« Le logiciel identifie au moins 1voie

Klebsiella sp., Clostridioides + 24 mois de 3 jours ou ayant bénéficié de transmission pour 65,7% des
difficile, Enterobacter sp., (novembre 2016- d'une procédure médicale dans clusters
BLSE, ERV, Sarm, novembre 2018) les 30 jours - L'approche historique identifie 15

Stenotrophomonas sp.,
Serratia sp., Burkholderia sp.,
Legionella sp., Providencia sp.,

- Utilisation d'un logiciel
d'intelligence artificielle pour
identifier les voies de transmission

Proteus sp., Citrobacter sp. + Comparaison avec l'approche

(n=3165) historique

ABRI: Acinetobacter baumannii résistant a I'imipéneme; BMR: bactérie multirésistante aux antibiotiques ; EBLSE : entérobactérie productrice de bétalactamases a spectre

gtendu; EPC: entérobactérie productrice de carbapénémases; ERV: entérocoque résistant a la vancomycine ; Sarm: Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

épidémies possibles concernant
1383 patients dont 5 (3,8%) pour
lesquels une voie de transmission
est identifiée
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déja été développée avant I'avénement des techniques
de séguengage a haut débit par certains centres de réfé-
rence. Ainsi, le réseau Pulsenet des CDC'™ aux Etats-Unis
comparait, sans a priori, les profils de macro-restriction
en champ pulsé des souches de salmonelles isolées, iden-
tifiant ainsi des parentés génétiques qui déclenchaient une
enquéte alimentaire™. Les difficultés de reproductibilité et
d'échange des données liées a cette technique avaient tant
bien que mal été lissées par la mise en place d'un proto-
cole rigoureux. Ce réseau perdure mais la technique utili-
sée est maintenant le séquengage des génomes complets.
Cette approche présente l'avantage de pouvoir identifier
des événements dont les liens épidémiologiques ne sont
pas évidents: dans I'étude de Sundermann et al. concer-
nant une épidémie d'entérocoques résistants a la vanco-
mycine, la quasi-totalité des patients infectés avaient été
hospitalisés dans des services différents [14]. Ils avaient
en revanche bénéficié d'une imagerie avec injection d'un
produit de contraste dans le méme service de radiologie
et, pour la trés grande majorité d'entre eux, par le méme
soignant. Cette technique permet donc de s'affranchir des
écueils del'enquéte épidémiologique : mobilité des patients
entre différents sites, exposition ponctuelle a des plateaux
techniques, croisement fortuit entre deux patients... Liden-
tification au préalable d'un lien génétique incite I'hygiéniste
as'acharner atrouver un lien entre les différents cas, alors

10- Centers for Disease Control and Prevention, centres pour le
controle et la prévention des maladies (les CDC forment ensemble la
principale agence fédérale des Etats-Unis en matiére de protection de
la santé publique - Wikipédia).

11- https://www.cdc.gov/pulsenet/index.html (Consulté le 22-11-2022).

gu'il n'aurait pas forcément insisté siles premiers éléments
de l'enquéte n'avaient montré aucun lien dans le temps et
dans l'espace. Le Tableau I rapporte un certain nombre
d'épidémiesidentifiées par I'approche sequence first [14-17].
La prochaine et peut-étre ultime étape de ce changement
de paradigme est I'association entre le séquengage sans
a priori et l'intelligence artificielle: cette derniére permet
en effet de traiter sans a priori les quantités extrémement
importantes de données démographiques et de laboratoire
gue chaque prise en charge hospitaliere génere sous diffé-
rentes formes (actes codifiés, comptes rendus de labora-
toire, d'examen, de consultation ou d’hospitalisation...). Une
étude récente a montré que cette association était bien plus
performante et économique que le travail « a 'ancienne »
d'un hygiéniste [15].

Conclusion

La comparaison des souches microbiennes reste un outil
trés utile dans le travail au quotidien de I'hygiéniste. En rai-
son de la forte baisse de son co(it, de la facilité de son inter-
prétation et de l'utilisation de moyens humains, matériels et
techniques partagés avec d'autres secteurs de I'hopital, le
séquencage de nouvelle génération constitue la référence
indiscutable pour cette activité, au moins pour les bacté-
ries. Demain, associée aux outils d'intelligence artificielle,
sa déclinaison sans a priori constituera pour I'hygiéniste le
point de départ de ses enquétes d'évaluation de pratique et
de son expertise surla transmission croisée. Le séquengage
de nouvelle génération sera alors a l'origine d'un véritable
changement de paradigme et d'un tournant historique pour
I'épidémiologie microbiologique hospitaliere. [ |
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