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RESUME

L’introduction de la technologie des puces a ADN dans le monde de la microbiologie a
transformé la détection et la caractérisation des agents pathogénes. Plusieurs plateformes
de puces a ADN existent et peuvent étre classées en différentes familles en fonction de leurs
caractéristiques et applications. Les puces a ADN de reséquencage ont montré de nombreux
avantages par rapport aux autres technologies dans la détection et la caractérisation des
pathogénes.

SUMMARY

The introduction of microarray technologies in microbiology has transformed the detection
and characterization of microbial pathogens. Microarray-based platforms can be classified
into different families according to their characteristics and applications. Resequencing
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microarrays have several advantages over other technologies for pathogen detection and
characterization.

ABREVIATION

PCR : Réaction de polymérisation en chaine / Polymerase Chain Reaction
ADNc : ADN complémentaire / complementary DNA

ADN : Acide Désoxyribonucléique / Deoxyribonucleic acid

ARN : Acide Ribonucléique / Ribonucleic acid

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

pdm  : pandémique / pandemic
RA : Amplification aléatoire / Random amplification
QS : Score de Qualité / Quality score

VGA  : Virus grippaux de type A

INTRODUCTION

Depuis de nombreuses années, les infections émergentes et résurgentes représentent
un intérét majeur aussi bien pour la communauté scientifique et les autorités de
santé que pour le grand public. Ces maladies infectieuses ont toujours été une
menace pour la population humaine. L’émergence et la résurgence des agents
pathogénes et des infections associées résultent d’une interaction complexe entre
I’agent infectieux, ’hote et I’environnement. Ces agents possédent d’importantes
capacités d’adaptation leur permettant (i) de franchir les barriéres d’espéces, (ii)
d’étendre leur zone de répartition géographique et de coloniser des régions ou ils
étaient initialement absents et enfin (iii) d’étre a 1’origine de nouvelles pathologies
humaines dans des contextes particuliers tels que I'immunosuppression, qu’elle soit
liée a la transplantation d’organes ou a la chimiothérapie, I'immunodéficience
acquise ou la sénescence du systéme immunitaire [1-3]. La détection de ces patho-
geénes, connus ou non, ainsi que leurs caractérisations génétiques sont devenues
incontournables tant en microbiologie clinique qu’en santé publique.

La grande variabilité et diversité des agents pathogénes représentent une difficulté
pour leur détection et leur identification empéchant ainsi certaines approches
génériques. La nature polyphylétique des virus, qui se caractérise par I’absence d'un
ancétre commun, rend délicate I'identification de nouveaux agents ou variants
viraux émergents. Les outils actuels de détection ciblent le plus souvent une, voire au
mieux, plusieurs espéces ou variants. Bien que les outils sérologiques et la culture des
pathogénes restent des méthodes de base pour le diagnostic, les méthodes
s’appuyant sur la biologie moléculaire apportent de nombreux avantages en termes
de rapidité, de spécificité, de cotit et de capacité a détecter et caractériser un large
éventail de pathogénes. Ces méthodes sont de plus en plus utilisées en microbiologie
clinique, notamment I'utilisation des puces a ADN qui permettent de détecter en
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paralléle une multitude de pathogeénes. Cette puissance de détection repousse les
limites engendrées par cette grande variabilité génétique. La technologie des puces a
ADN aété utilisée dés le départ dans de nombreux domaines allant de la génomique
humaine a I’expression des génes et a la microbiologie. De fagon minoritaire, les
puces a ADN ont également été utilisées pour (i) la détection et I'identification de
pathogénes bactériens et viraux, (ii) le typage et la mise en évidence de nouveaux
variants, et (iii) la découverte de nouveaux génes impliqués dans la résistance ou la
pathogénicité.

Cette revue s’intéressera a la technologie des puces a ADN de reséquengage et a ses
applications comme un outil potentiel pour mieux comprendre une émergence
bactérienne et/ou virale. Les principaux objectifs seront de présenter (i) le principe
général d’une puce a ADN de reséquengage, (ii) un bref apercu non exhaustif des
autres technologies existantes et (iii) quelques applications de cette technologie.

PRINCIPE D’UNE PUCE A ADN DE RESEQUENCAGE

Principe général

Le principe général d'une puce 8 ADN repose sur une hybridation par complémen-
tarité des bases (A-T et G-C) entre ’ADN d’un échantillon biologique et un
ensemble de sondes immobilisées et organisées sur un support solide. Les fragments
nucléiques déposés sur le support solide sont appelés « sondes » tandis que les acides
nucléiques marqués présents dans I’échantillon sont les « cibles ». La réaction
d’hybridation moléculaire est spécifique et permet de détecter et d’identifier la ou les
séquence(s) présentes dans I’échantillon. Ces réactions d’hybridation sont réalisées
en phase solide, ce qui permet de travailler simultanément avec un nombre considé-
rable de cibles, dont les positions sur le support sont parfaitement connues. Les
différentes étapes de lavage de la puce permettent I’élimination des cibles non
hybridées ou hybridées de fagon non spécifique. L’analyse de la surface de la puce
permet de localiser les hybridations spécifiques entre la cible et sa sonde correspon-
dante, grace a ’émission d’un signal de fluorescence ou de radioactivité selon la
technique de marquage utilisée. Depuis I’avénement de la premiére puce 8 ADN sur
membrane de cellulose, il apparait qu'une trés large diversité de technologies est
dorénavant disponible pour la détection et la caractérisation de pathogenes. Les
puces a ADN peuvent étre classées en différentes familles, en fonction du type de
support (solide ou liquide), de la densité et de la taille des sondes, de la méthode de
révélation de I’hybridation, des cotts relatifs et des applications potentielles [4].

La technologie des puces a ADN de reséquengage se base sur une synthése des
sondes directement sur le support. La synthése des sondes par photolithographie
utilise des masques successifs ainsi qu’une illumination ultra-violette (UV) contro-
lée a la surface du support solide composé d’une plaque fine et lisse de silice (Fig. 1)
[5-7]. Le premier nucléotide est donc fixé de fagon covalente au groupement
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F1G. 1. — Description de la synthése des sondes in situ par photolithographie. Cette synthése se base
sur un ensemble de cycles de déprotection controlée a la surface du support solide grace a
I"utilisation de masques physiques et ’addition de nucléotides & ces positions. A chaque étape,
des nucléotides sont incorporés jusqu’a obtenir la synthése compléte des sondes désirées. Le
masque est une surface plane composée d’une multitude de trous. L’association de plusieurs
masques entre eux permettra de laisser passer 'illumination UV uniquement aux positions
désirées pour I'ajout du nucléotide.

hydroxyle. Des cycles alternant la déprotection spécifique et ’addition de nucléoti-
des sont répétés afin de synthétiser les sondes désirées [8-10]. La plaque de silice est
découpée en petits dés et chaque €élément est incorporé dans une cartouche de
plastique. L’utilisation de sondes courtes spécifiques, présentes a haute densité (> 1
million) offre une résolution au nucléotide prés et donc la détection simultanée d’un
grand nombre de variations ponctuelles, ainsi que le « reséquengage » de génes
d’intérét. Celui-ci est réalisé par hybridation de la cible sur des sondes de 25
nucléotides synthétisées a partir d’'une séquence de référence. La premiére sonde
couvre la région 1 a 25 de la séquence de référence. La seconde sonde la région 2 2 26
et ainsi de suite pour les sondes suivantes jusqu’a la fin de la séquence de référence
avec un décalage d’une base a chaque fois. Afin de détecter d’éventuelles mutations
de I’échantillon par rapport a la séquence de référence, chaque sonde ainsi dessinée
verra sa base centrale (position 13) déclinée selon les 4 nucléotides possibles : A, T,
Cet G. Une sonde sur les 4 s’hybridera parfaitement avec la cible (match) tandis que
les trois autres présenteront une différence de séquence (mismatch) en position
centrale. Ainsi, la mesure des intensités de fluorescence pour chaque sonde au
niveau des quatre nucléotides centraux permet de déterminer la base dont I'intensité
est la plus forte a une position déterminée donc, par complémentarité, la base
présente dans 1’échantillon. La succession des lectures permet de déduire la
séquence finale de ’agent présent dans I’échantillon (Fig. 2).
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Séquence de référence
_— Sondes oligonucléotides de 25 mers
Position de la sonde 1 1.3. v 25
ACGTTATATAGATGCCATGCTATAG
Position 1 ACGTTATATAGAGGCCATGCTATAG
ACGGTTATATAGACGCCATGCTATAG
ACGTTATATAGAAGCCATGCTATAG
CGTTATATAGAATCCATGCTATAGT
Position 2 CGTTATATAGAAGCCATGCTATAGT
CGTTATATAGAACCCATGCTATAGT
CGTTATATAGAAACCATGCTATAGT
GTTATATAGAAGTCATGCTATAGTA
Position 3 GTTA;%TAG&RGgCATGCTkTAGTA
GTTATATAGAAGACATGCTATAGTA
TTATATAGAAGCTATGCTATAGTAC
Position 4 4 3 ATAT&GAAgggATGSTATAgTAC
TTATATAGAAGCAATACTATAGTAC
Position de
labase L1 12]3]4afsfef7]es]sfrof1n]1z]13]
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F1G. 2. — Principe d’une puce a ADN de reséquengage. Des sondes de 25 nucléotides sont dessinées
afin de couvrir la totalité d’une séquence de référence. Toutes les sondes couvrent une région de
25 nucléotides avec un décalage d’une base a chaque fois et ce jusqu’a la fin de la séquence.
Chaque sonde ainsi dessinée verra sa base en position centrale déclinée selon les 4 nucléotides
possibles : A, T, C et G et une seule sonde sur les 4 s’hybridera parfaitement avec la cible en
position centrale. La mesure des intensités de fluorescence obtenues pour chaque sonde permet
de déterminer par complémentarité la base présente dans I’échantillon.

Les puces a ADN s’intégrent dans un processus global qui commence par une
extraction des acides nucléiques puis leur conversion éventuelle en ADNc (pour les
ciblesa ARN) suivi de leur amplification (Fig. 3). Cette amplification non spécifique
se base sur une polymérase isolée du phage ¢ 29. Cette enzyme est parfaitement
adaptée pour des génomes a ADN linéaire de grande taille ou circulaire. Cependant,
elle n’est cependant pas directement applicable pour I'amplification des ARN,
méme apres ’étape de rétrotranscription, compte tenu de la taille réduite des ADNc
obtenus. Pour pallier a cette limitation et obtenir une matrice plus longue, une étape
de ligation aléatoire des fragments d’ADNCc simples brins issus de la rétrotranscrip-
tion des ARN a été ajoutée. Le rendement d’amplification de la polymérase ¢ 29
(10°a 10° copies d’ADNCc a partir de 15 copies d’ARN) est trés largement supérieur
a celui d’une amplification aléatoire par PCR, comme la RA (pour Random ampli-
fication) [11]. Aprés sa rétrotranscription et ligation ’ARN viral peut étre
co-amplifié¢ avec d’autres ADN présents dans le milieu pouvant provenir d’autres
agents pathogenes tel que de ’ADN bactérien [11]. Ces deux étapes se déroulent de
fagon non spécifique avec I'utilisation d’amorces universelles afin d’obtenir une
composition de ’amplicon la plus proche possible de celle de I’échantillon original.
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Cependant, cette approche d’amplification est particulierement efficace depuis des
matrices acellulaires telles que le sérum par rapport a des matrices tissulaire ou la
proportion en acides nucléiques de ’hote est beaucoup plus importante. PuisTADN
amplifié est fragmenté puis marqué a la biotine en position terminale. Ces fragments
d’ADN simple brin sont hybridés sur les puces a ADN et plusieurs lavages sont
réalisés afin d’éliminer les hybridations non spécifiques. Les réactions d’hybrida-
tions positives sont révélées ainsi que la visualisation par scan de la puce est
obtenue. L’analyse des données permet d’identifier le ou les pathogénes présents
dans I’échantillon (Fig. 3).
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F1G. 3. — Approche globale de I'identification d’un pathogéne a partir d’un échantillon biologique
par hybridation sur une puce a ADN de reséquengage. L’identification d’un agent microbiolo-
gique par les puces a ADN commence par I’extraction de tous les acides nucléiques a partir d’un
échantillon biologique ot ils sont amplifiés de fagon universelle et non spécifique puis fragmen-
tés de fagon enzymatique. Ceux-ci sont marqués a la biotine en position terminale, hybridés sur
les puces a ADN qui sont lavées. Les réactions d’hybridations positives sont révélées par scan.
L’analyse des données ainsi obtenues permet d’identifier le ou les pathogénes présents dans
I’échantillon.
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PRINCIPE D’ANALYSE DES DONNEES DE RESEQUENCAGE

L’analyse des données générées par les puces & ADN de reséquengage ou de la
détection de la variation est une étape clé de la maitrise de cette technologie. Au fur
et a mesure de 'utilisation et des applications dans divers domaines, de nombreuses
améliorations ont été apportées au processus analytique principalement au niveau
de la détermination de I’exactitude dans les variations détectées par une approche
statistique nommée ABACUS (Adaptative Background genotype Calling Scheme).
Cette méthode assigne a chaque base un score de qualité (QS pour Quality Score)
[12]. Si la valeur du QS est au-dessus du seuil défini, la base est validée. Dans le cas
contraire, la base est indéterminée et un N est assigné a cette position. Afin de gérer
les quantités importantes de données générées par ces études des méthodes d’ana-
lyse automatique ont été développées. Elles permettent non seulement de réduire le
temps de calcul, de standardiser les identifications, mais aussi d’améliorer ’analyse
des faux positifs dans les zones a fort taux de mutations ce qui peut notamment
affecter la qualité des études portant sur I’évolution des pathogenes. En effet, un
algorithme spécifique a permis d’améliorer I’analyse des bases ambigués, en parti-
culier dans les zones a fort taux de mutations ou ayant un réle dans la virulence, la
résistance aux antiviraux ou I’échappement vaccinal. Celui-ci s’est révélé étre effi-
cace pour la surveillance des virus grippaux en améliorant nettement la valeur du
taux d’appel global avec un haut niveau d’exactitude [13]. Afin de détecter un
mélange de plusieurs pathogénes spécifiques, il est important d’améliorer la recon-
naissance de chaque séquence nucléotidique obtenue. Une premicre approche
consiste a rechercher une homologie entre la ou les séquence(s) obtenue(s) et celles
présentes dans les banques telles que GenBank, soit par des alignements deux a
deux ou multiples, soit en utilisant BLAST [14]. En fonction de la taille de la
séquence obtenue et du nombre de bases indéterminées, une assignation taxonomi-
que peut ainsi étre attribuée. Cependant, la détection de pathogénes fortement
variables peut conduire a obtenir des séquences plus courtes. Ces derniéres années,
de nombreux algorithmes ont été développés pour permettre d’identifier correcte-
ment une liste de pathogenes définie mais aussi de réaliser un filtrage des séquences
obtenues, ce qui a permis d’utiliser les séquences partielles, en nombre plus impor-
tant, aprés déplétion des zones comprenant des bases indéterminées [15-16].
L’ensemble de ces séquences filtrées peut étre utilisé pour construire une séquence
consensus qui permet d’améliorer la longueur et I’exactitude de la séquence d’un
virus qui n’aurait pas été déposée sur la puce [16]. Ces algorithmes fonctionnent
aussi bien pour I'identification de séquences virales que pour le typage de plusieurs
souches bactériennes de références de Clostridium botulinum [17]. En effet, parmi
toutes les séquences retenues apres filtrage, la quasi-totalité des séquences ou un
résultat de BLAST a pu étre obtenu ont permis une assignation taxonomique
cohérente de la souche, ou du moins jusqu’au niveau du toxinotype. De plus,
I’analyse détaillée de toutes les séquences non retenues a indiqué qu’aucune
séquence informative n’avait été exclue par cette approche de filtrage [17].
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APPLICATIONS POUR MIEUX COMPRENDRE UNE EMERGENCE
MICROBIENNE

Historiquement, la premiére puce a ADN de reséquengage produite spécifiquement
pour la détection d’un agent viral fut développée par Kozal et a/. et utilisée pour la
recherche de mutations de résistance de souches de VIH-1 (Virus de 'Immunodéfi-
cience Humaine de type 1) aux antirétroviraux [18]. Cependant, I’évolution trés
rapide du génome du VIH ne rendit pas cette approche concluante sur le long terme,
malgré des résultats prometteurs. L’identification de plusieurs espéces de Mycobac-
terium ainsi que la détection de la résistance a la rifampicine ont pu étre réalisées en
se basant également sur la détection de variations ponctuelles spécifiques [19-20].
D’autres puces furent également mise au point aussi bien pour le séquengage d’une
région d’environ de 29kb du génome de Bacillus anthracis que pour la caractérisa-
tion de Neisseria meningitidis en se basant sur le reséquengage de plusieurs régions
variables du génome du pathogéne [21-22]. En paralléle, deux principales platefor-
mes de puce 3 ADN de reséquencage, RPM et PathogenID ont été développées ces
derniéres années pour I'identification et la caractérisation moléculaire de plusieurs
pathogénes, bactériens et viraux, impliqués dans différentes types de pathologies.
Elles différent par la taille du « spot » d’ou un nombre de bases lues différentes, ainsi
que par la stratégie de sélection des sondes. Dans le cadre de cette revue, trois
exemples d’applications de cette technologie seront présentés. Ces résultats se basent
sur l'utilisation de la deuxiéme version d’'une puce a ADN développée pour la
détection d’agents viraux et bactériens. Tres récemment, une troisiéme génération a
été congue pour I'identification et la caractérisation d’un grand nombre d’agents
viraux d’importance aussi bien médicales que vétérinaires. Ces travaux illustreront
l’apport que cet outil peut fournir dans la compréhension dune émergence bacté-
rienne ou virale.

Une émergence virale, le virus influenza A(HIN1)pdm comme paradigme

Dans ce premier travail, nous avons montré comment cet outil technologique
pouvait donner accés rapidement au diagnostic d’un virus émergent pour un
laboratoire focalisé sur ces problémes de santé publique. Les virus grippaux de type
A (VGA) ont été utilisés comme paradigme. La classe des Oiseaux constitue la clé de
voute de ’écologie des VGA car elle abrite tous les VGA formés de la combinaison
d’un type moléculaire d’hémagglutinine (H) parmi les 16 possibles, et d'un type
moléculaire de neuraminidase (N) parmi les 9 possibles. De plus, les VGA dont le
génome est constitué de 8 segments d’ARN simple brin, qui dérivent tous de virus
aviaires, circulent chez de nombreuses espéces animales (cheval, porc) et chez
I’homme. Cet outil permet le reséquengage simultané de plusieurs portions des
différents segments du génome des VGA. En effet, 5 séquences du complexe de
polymérisation (PB2) et une du géne de la matrice (M) ont été déposées sur le
support et correspondent a un variant donné représentatif d’un groupe bien défini.
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En revanche, les séquences sélectionnées pour le séquengage des génes de ’hémag-
glutinine (H) et de la neuraminidase (N) sont représentatives des principaux groupes
de H (H1, H2, H3, H5, H7 et H9) et de N (N1, N2 et N3) et correspondent a un
consensus couvrant une longue période de temps et une large variété de réservoirs.
Cette stratégie a permis de détecter et d’identifier des souches de référence de VGA
de H3N2 humaines ancienne (1975) ou récente (2003), ainsi que des souches
porcines et équines [23]. Les données des deux segments PB2 et M sont compatibles
avec I’hypothése du réassortiment entre les souches équines H7N7 et aviaires H3NS§
survenu a la transition des années 1950 et 1960. Aprés les différentes étapes de
validation de cette puce, celle-ci a rendu possible l'identification complexe de
plusieurs VGA isolés a partir de prélévements cloacaux venant de canards sauvages.
Cette approche décrit trés rapidement le génotype des VGA. De plus, elle doit
permettre de confirmer ou d’infirmer la présence d’'un VGA HS5NI. En effet,
I’analyse des séquences obtenues avec différents virus HIN1 pandémiques et saison-
niers provenant aussi bien de cas humains que d’un surnageant de culture ont
permis de déterminer : 1) la période de circulation de ces virus (2008-2009) et 2)
lorigine des différents segments du virus HIN1 pandémique. Ces résultats indi-
quaient une origine aviaire du gene PB2 et une origine porcine pour les génes H1 et
N1, appartenant aux lignages nord-américain et eurasien, respectivement. Ces
origines géographiques et des hotes réservoirs pour ces segments H1, N1 et PB2 ont
été déterminées sur la base des analyses phylogénétiques (Fig. 4) [24].

Investigation virologique de lésions maculo-papulaires

Depuis que I’éradication de la variole a été réalisée en 1977, la principale ortho-
poxvirose est causée par le virus de la variole du singe (Monkeypox virus) qui
appartient a la famille des Poxviridae, sous-famille des Chordopoxvirinae, genre
Orthopoxvirus (OPXV). Nous avons tout d’abord montré la possibilité de détection
et de différentiation du MonkeyPox par rapport a la variole, par la détection de 3
mutations spécifiques du virus MonkeyPox directement a partir d'un prélévement
cutané d’une microépidémie au Soudan en 2005 [25]. De plus, la mise en évidence de
la présence de séquences de bactéries avait permis dans la méme expérience de
confirmer ’origine humaine du prélévement avec la détection de séquence d’ADN
mitochondrial humain ainsi que la présence d’un Staphylococcus aureus multirésis-
tant sur-infectant probablement la crofite cutanée de I’enfant analysé. Plus récem-
ment en juin 2010, deux enfants Pygmées vivant a la bordure d’une forét profonde en
République Centrafricaine avaient présenté des éruptions cutanées associées a des
pustules et des crofites cutanées aprés avoir mangé un rongeur sauvage. Cette
deuxiéme génération de cette puce a ADN a été appliquée dans I'investigation de
cette microépidémie due au virus MonkeyPox. Les séquences obtenues du géne de
I’hémagglutinine et de ’ADN polymérase-ADN dépendante ont permis de confir-
mer I'identification du virus suspecté et de déterminer également son génotype
appartenant au clade Zaire [26].
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F1G. 4. — Identification du virus de la grippe A(HIN1)pdm avec la puce 8 ADN de reséquengage
PathogenID v2. Aprées une mise en culture du virus de la grippe A(HIN1) pandémique a partir
d’un cas humain, les acides nucléiques totaux ont été extraits, amplifiés puis hybridés sur cette
puce a ADN. Les séquences ainsi générées apres analyse pour les fragments des génes PB2 et de
H1 ont été analysées dans deux arbres phylogénétiques basés sur la méthode de Neighbor-
Joining avec les séquences disponibles dans GenBank. L’analyse des séquences a permis de
déterminer une origine aviaire du géne PB2 et une origine porcine appartenant au lignage
nord-américain pour le géne H1 [24].

Identification et typage moléculaire des Clostridia productrices de neurotoxines

Le botulisme est une maladie grave causée par une toxine neuroparalytique botuli-
que qui se caractérise par une paralysie flasque aigiie descendante. Ces toxines
connues comme parmi les plus puissantes sont produites par la bactérie Clostridium
botulinum et qui peuvent étre subdivisées en sept toxinotypes qui se basent sur leurs
propriétés antigéniques. La diversité génétique rencontrée au niveau des différents
génes composant les clusters nécessite le développement d’outils de techniques
moléculaires pour la détection et le typage simultanés des différents toxinotypes de
C. botulinum. L’association de méthodes d’amplifications universelles couplées a
des technologies de séquengage ciblant simultanément plusieurs marqueurs molé-
culaires pourrait permettre de dépasser certaines limitations observées. Cette puce a
ADN de reséquengage PathogenID posséde de nombreux génes ciblant aussi bien
les génes de ménage pour la détection et la caractérisation des espéces de bactéries
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du genre Clostridium que des séquences ciblant les génes codant le complexe de la
neurotoxine botulique des toxinotypes A a G. De plus, des séquences supplémen-
taires ont été déposées sur la puce pour la détection et la caractérisation d’autres
toxines spécifiques, produites par d’autres espéces de Clostridium. La capacité de
cette puce a détecter les souches et sous-types de C. botulinum produisant des
neurotoxines a été évaluée en utilisant de ’ADN génomique extrait a partir de onze
souches caractérisées et représentatives des principaux toxinotypes et sous-types
[17]. Afin de démontrer la capacité de 'approche de reséquencage a détecter les
séquences cibles de C. botulinum dans le contexte d’une flambée de cas d’origine
alimentaire, des extraits d’ADN obtenus a partir de salades naturellement contami-
nés ont été analysés [27]. Le reséquencage a été réalisé sur des extraits d’ADN
obtenus a partir d’une culture d’enrichissement de 48h a partir d’un échantillon de
salade. A partir de cet extrait, 15 séquences prototypes de C. botulinum ont été
retenues et identifiées apres filtrage. En outre, des séquences ciblant des génes
domestiques et des génes de toxines spécifiques de C. perfringens ont été également
récupérées. Toutes ces séquences ont permis d’obtenir au moins un résultat de
BLAST et ceux-ci ont tous désigné I’espece C. botulinum comme identité taxono-
mique appartenant au toxinotype de sous-type A2 [17]. Lorsque la souche de
références de C. botulinum de type G a été testée, I’analyse des informations obtenues
avec les séquences des génes de résistance déposés sur le support a permis de mettre
en évidence la présence d'un nouveau variant d’une ligase D-Alanine:D-Serine de
type VanG. L’obtention de la séquence entiére du géne de cette ligase et des
séquences environnantes a pu étre déterminée aprés ’obtention du génome de cette
souche par séquengage a haut-débit. Les analyses bioinformatiques ont confirmées
la présence de ce nouveau variant ainsi que la présence de ce géne au sein d’un
groupe apparenté aux opérons de type van responsables de la résistance a la
vancomycine.

CONCLUSIONS

Depuis le développement de la premiére puce a ADN sur membrane, les améliora-
tions technologiques successives ont permis de disposer d’une large gamme de puces
a ADN différentes. Cette diversité technologique offre aujourd’hui la possibilité de
cibler une application spécifique en fonction des besoins recherchés aussi bien au
niveau de la précision du résultat attendu que du nombre de paramétres biologiques
a étudier. Comme toutes les technologies, cette approche de puce a8 ADN de
reséquencage posseéde des avantages et inconvénients. Au nombre des avantages, elle
permet le regroupement, en une seule étape, d’une centaine voire plus d’expériences
de détections individuelles et la recherche simultanée de nombreux pathogénes tout
en cartographiant plusieurs régions du génome d’un virus ou d’une bactérie. Ceci
permet aussi d’optimiser la logistique en limitant le nombre de réactifs nécessaires.
De plus, quand le principal pathogeéne suspecté n’est pas détecté, elle permet de
réaliser un diagnostic différentiel notamment lorsque la symptomatologie n’est pas
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évocatrice. La principale limite cependant réside dans la détection plus difficile de
variants trop éloignés des séquences déposées sur la puce, et ce malgré le dévelop-
pement d’approches originales dans la sélection des sondes. La sensibilité de détec-
tion d’un agent pathogéne est plus faible par rapport a une qPCR spécifique ou vis
a vis des nouvelles technologies de séquengage depuis une matrice acellulaire.
Cependant, elle peut apporter en une seule étape trés rapidement une information
sur l'origine de la souche et ’analyse des données générées reste plus simple que
pour celles obtenues par séquengage a haut-débit [28-29]. Le coft financier d’une
puce a haut-débit apparait souvent comme une limite supplémentaire. Cependant,
le cotit de revient final peut diminuer si la demande augmente comme cela peut étre
le cas dans le cadre d’une utilisation en diagnostique clinique. A ce jour, une seule
puce & ADN a haute densité de reséquencage (RPM-Flu v3.1), ciblée sur la
détection des virus grippaux, a obtenu une autorisation d’utilisation par la FDA
(Food and Drug Agency). D un point de vue pratique, il est trés peu probable qu’une
puce a ADN ciblant une multitude d’agents puisse obtenir une autorisation de mise
sur le marché pour le diagnostique, compte tenu de la difficulté a valider la totalité
des cibles et des variants. Les nombreux travaux ont permis de mieux appréhender
leurs limites et ainsi de pouvoir cibler plus précisément les contextes et les situations
dans lesquelles elles peuvent étre utilisées. Ces puces a ADN de reséquengage
doivent plutot étre intégrées comme des outils d’expertise complémentaires a ceux
existant déja, afin d’aider les acteurs et les autorités de santé a orienter les décisions
lorsqu’une situation d’urgence apparait.
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