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Les cartes optiques permettent d’obtenir une représentation graphique de la
localisation des sites de restrictions dans le génome complet des organismes

agence nationale de sécurité sanitaire
alimentation, environnement, travail

9

Méthodes

étudiés. Elles peuvent étre obtenues de facon semi-automatisée par une méthode développée par la société OpGen.
Les cartes optiques présentent de nombreux avantages pour P’aide et la finalisation du séquencage de génomes
de procaryotes mais également d’eucaryotes. En épidémiologie, les cartes optiques sont un des seuls outils
disponibles qui permettent d’étudier le génome complet; de plus, elles apportent une caractérisation trés fine
permettant de différencier les clones épidémiques des autres lignées clonales. Enfin, lors d’études en génomique
comparative, les cartes optiques permettent de comparer aisément et rapidement les génomes de plusieurs
bactéries et de mettre en évidence des insertions/délétions de génes voire des réarrangements non encore décrits.

Introduction

Les cartes optiques permettent d’obtenir une représentation
graphique de la localisation des sites de restriction dans le
génome complet des organismes étudiés. Apres avoir rappelé
le principe d’obtention des cartes optiques, une « mini-revue »
bibliographique des applications de ces cartes tant pour 'aide ou
la vérification du séquencage, I'’épidémiologie ou la génomique
comparative sera présentée. Chacune de ces applications
sera expliquée et illustrée notamment au travers d’exemples
bibliographiques. Il est a noter que I'utilisation des cartes
optiques pour I'’étude de micro-organismes non cultivables ou
I’identification d’organismes dans des échantillons complexes
(échantillons cliniques...) ont aussi été rapportées (Mussmann
et al. 2007 ; Skorski, communication personnelle).

Matériel et méthode

Principe

Le principe général des cartes optiques repose sur la réalisation
d’une cartographie de la localisation de sites de restrictions sur
le génome complet de I'organisme étudié (Figure 1-1).

OpGen est la seule société a réaliser une méthode semi-
automatisée permettant, a partir d’'un extrait d’ADN
chromosomique, de réaliser 'ensemble des étapes nécessaires
a l'obtention d’une carte optique (Figure 1-2).

Lextraction de ’ADN chromosomique des organismes étudiés
est réalisée selon une méthode « douce » (en utilisant par
exemple des billes magnétiques) afin d’obtenir de grands
fragments d’ADN (Figure 1-1A). Ces brins sont ensuite
immobilisés sur une lame spécifique (Figure 1-1B). Aprés
vérification de son intégrité, de sa concentration (10° génomes
bactériens en moyenne sont nécessaires a la réalisation d’une
carte) et de I'absence de brins d’ADN < 150 kb, I'’ADN fixé
est ensuite digéré avec une enzyme de restriction adaptée a
I'organisme et a I'objectif de I’étude (pour un méme organisme
plusieurs enzymes peuvent étre utilisées indépendamment)
(Figure 1-1C). Lenzyme de restriction utilisée est choisie a
I'aide d’un logiciel (de type Enzyme Chooser —OpGen-) de
fagon a obtenir une taille moyenne de fragment comprise entre
6 et 12 kb et aucun fragment de restriction de plus de 80 kb.
Lenzyme de restriction classiquement utilisée pour Escherichia

coli est Ncol. Aprés un marquage avec un fluorochrome
(Figure 1-1D), les fragments d’ADN obtenus sont révélés par
un microscope a fluorescence couplé a un logiciel d’analyse.
La taille des fragments est mesurée (par comparaison avec un
standard de taille) et 'ordre des fragments est pris en compte
(Figure 1-1D).

Les fragments de taille inférieurs a 600 pb ne sont pas détectés.
Les cartes de restriction unitaires sont ensuite assemblées en
établissant des correspondances de profils de fragments pour
produire la carte optique du génome entier de la bactérie étudiée
(Figure 1-1E). La carte de restriction du génome complet alors
obtenue ressemble a un code-barres (Figure 1-1F) ou chaque
barre correspond a un site de restriction. Lespace entre chaque
barre correspond au nombre de paires de bases situées entre
deux sites de restriction. Les cartes sont ensuite exploitées
par des logiciels d’aide a I'interprétation de type MapSolver™.

Limites

Une des limites de cette technique est aujourd’hui sa
disponibilité, car I'accés a cette technologie n’est possible de
fagon semi-automatisée qu’aupres de la société OpGen.

Par ailleurs, le co(t de réalisation d’une carte est d’environ
380 € (prix communiqué par OpGen), celui de 'automate et des
logiciels intégrés s’éleve a environ 260 k€ et sa maintenance
environ a 21 k€/an.

La technique des cartes optiques ne permet pas d’analyser les
brins d’ADN de taille inférieure a 150 kb environ (tel que certains
plasmides), car ces brins ne comportent pas suffisamment de
sites de restriction pour créer un alignement fiable.

Lefficacité et les limites des cartes optiques notamment en ce
qui concerne la détection des fragments de petites tailles ont
été testées en comparant les cartes de restriction obtenues
in silico de souches séquencées (appelées par la suite cartes
in silico) et les cartes optiques réelles de ces mémes souches
(notamment pour E. coli O157:H7 (Kotewicz et al., 2007) et
Yersinia pestis (Zhou et al., 2002)).

Par exemple, la comparaison des cartes optiques et des
cartes in silico des deux souches séquencées d’E. coli
0157:H7 EDL933 et Sakai a permis de montrer que, sur les
639 fragments in silico obtenus pour la souche Sakai, seuls
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96 fragments ne sont pas détectés par la carte optique et que
tous sont inférieurs a 2 kb (la majorité - 60/96 - sont d’ailleurs
inférieurs a 600 pb car ces fragments sont trop petits pour
étre maintenus par la surface de la carte). Ces fragments non
détectés représentent ainsi uniquement 20 309 bp sur un
total de 5,5 Mb (soit environ 0,37 %) (Kotewicz et al., 2007).
Ces travaux montrent également que les 12 différences
obtenues pour la souche EDL933 entre la carte in silico et
la carte optique sont dues a des polymorphismes des sites
de restrictions de BamHI ou a des défauts de coupures a six
positions. Ces différences pourraient ainsi étre attribuées soit
aux limites technologiques des cartes (présence de fragments
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de petites tailles non détéctés) soit a des polymorphismes
dans le génome de la souche étudiée. Néanmoins, les auteurs
concluent que la méthodologie des cartes optiques reste un
outil précis et utile pour différencier et étudier des souches
trés clonales.

Une aide pour le séquencage de génomes
complets

Lassemblage des séquences représente une part importante
des colts et délais des séquengages. Les cartes optiques sont
de plus en plus utilisées pour réduire ces délais et augmenter la

LHilisahon des tampons o
réachis ¢ OpGan

3 heures
A

12 heures
A

Figure 1. Méthode développée pour les micro-organismes par OpGen pour la réalisation d’une carte optique (avec I’autorisation

d’OpGen)
1. Principe de la méthode:

A- L’ADN est extrait des cellules bactériennes, selon une méthode basée sur I'utilisation de billes magnétiques de fagon a obtenir de grands
fragments d’ADN. B- LADN est fixé sur un support spécifique. C- LADN est digéré avec une enzyme de restriction adaptée (les fleches
rouges indiquent les sites de restriction) et marqué par un fluorochrome. D- L'intensité de fluorescence est mesurée pour determiner la taille
des fragments et leur ordre est enregistré. E- Les brins d’ADN qui se recouvrent sont assemblés pour produire une carte optique du génome
complet. F- La carte optique est représentée ici, chaque ligne verticale représente la localisation d’un site de restriction et I'espace entre
les barres représentent la taille en kilobases des fragments de restrictions obtenus.

2. Méthode automatisée développée pour les microorganismes par la société OpGen:
A- L'ADN obtenu est déposé sur le support MapCard™, quantifié et digéré dans I'automate « Argus™ Mapping System » permettant la
création d’une carte. B- La carte ainsi crée est lue et analysée de fagcon automatique par le systeme « Argus™ Optical Mapping System ».
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fiabilité de 'assemblage de séquences de génomes complets
d’organismes procaryotes mais aussi eucaryotes. Le Tableau 1
reprend ainsi des exemples tirés de la bibliographie.

La réalisation de cartes optiques d’un micro-organisme
en cours de séquencage permet i) de connaitre la taille du
génome; ii) de servir de base a 'assemblage des séquences;; iii)
de confirmer, en comparant la carte optique réalisée sur ’ADN
de l'organisme et la carte réalisée in silico, le bon alignement
et/ou de mettre en évidence des gaps sur la séquence finale
(la Figure 2 illustre de fagon schématique I'aide apportée par
les cartes optiques pour la résolution et la vérification des
assemblages d’un séquencage de génome complet (modifiée
de Aston et al., (1999) et Neely et al. (2010)). La carte in silico
de la séquence contiglie obtenue a partir du séquencage est
comparée a la carte optique de la souche bactérienne étudiée.
Cette comparaison permet de confirmer 'assemblage et le sens
des séquences contiglies et de mettre en évidence les « gaps »
et d’aider a leur résolution); iv) de vérifier le séquencage des
génomes possédants de nombreuses insertions de prophages,
ou des régions présentant des séquences répétées qui
sont souvent sources de mésappariements avec les outils
traditionnels (Jing et al. 1999; Lim et al. 2001).

La réalisation de deux cartes optiques avec deux enzymes de
restriction, fournissant les résultats de deux cribles et mettant
en évidence la localisation et la répartition de deux types de
sites de restrictions, peut également apporter des informations
complémentaires et aider a I'assemblage des séquences
(cette démarche a d’ailleurs été utilisée pour le séquencage de
Yersinia pestis par Zhou et al. (2002).

De plus, les cartes optiques nécessitant une faible quantité
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d’ADN (10° génomes bactériens en moyenne), elles peuvent
étre utilisées pour les organismes dont la culture et le clonage
sont délicats tels que Plasmodium falciparum (Jing et al. 1999).
En outre, par rapport aux autres outils d’aide a 'assemblage des
séquences tels que les cartes de restriction ou les hybridations,
les cartes optiques présentent I'avantage de ne pas nécessiter
d’étapes pouvant induire d’artefacts (tels que les biais liés
aux clonages parfois nécessaires avant le séquencgage) et
de pouvoir étre réalisées en parallele et indépendamment du
séquencgage.

Les travaux de Giongo et al. (2010) relatifs a Gluconacetobacter
diazotrophicus illustrent d’ailleurs particulierement ce point. En
effet, deux séquencages indépendants d’'une méme souche
PAI5 présentaient des divergences et les cartes optiques
réalisées ont permis de conforter une des séquences de la
souche PAI5.

Ainsi, les cartes optiques semblent étre un outil fidéle et
particulierement intéressant pour I'aide ou la vérification
des assemblages d’un génome séquencé (Giongo et al.,
2010; Zhou et al., 2004b) notamment car elles font appel
a un principe et des méthodes différents, indépendants
et complémentaires au séquencage.

Un outil de typage et de comparaison de souches
microbiennes utilisable en épidémiologie

De nombreux outils sont disponibles a I’heure actuelle
pour étudier les relations clonales de souches isolées lors
d’épidémies ou de poly-infections (électrophorése en champ
pulsé (PFGE); Multilocus sequence typing (MLST), Multiple-

Tableau 1. Exemples de travaux utilisant ou présentant les cartes optiques comme une aide au séquencage de génomes complets

Organismes concernés
Grands génomes et eucaryotes

Utilisations

Références

Aspergillus oryzae Vérification de la séquence

Aspergillus fumigatus Aide a I'assemblage
Candida albicans
Homme (Human BAC)

Leishmania major Friedlin

Vérification de la séquence

Aide a I'assemblage

Organisme difficilement cultivable; besoin de peu d’ADN
pour la réalisation de la carte optique; aide a 'assemblage

Plasmodium falciparum (parasite)
Aide a I'assemblage

Aide a la résolution de gaps et erreurs de contigs

(Machida et al., 2005)
(Nierman et al., 2005)
(van het Hoog et al., 2007)
(Cai et al., 1998)

(Zhou et al., 2004b)

(Jing et al., 1999)

(Lai et al., 1999)

Procaryotes
Arthrospira platensis Aide a I'assemblage
Large Sulfur Bacteria (Beggiatoa)

Escherichia coli O157:H7

Aide a I'analyse de bactérie non cultivable

Aide a I'analyse des contigs par des informations sur les réarrangements

(Fujisawa et al., 2010)
(Mussmann et al., 2007)
(Lim et al., 2001)

Comparaison du séquencage de la méme souche par deux équipes.

Gluconacetobacter diazotrophicus
PAI 5
séquences.

Xenorhabdus nematophila

et Xenorhabdus bovienii Rk lesEsmokgE

Montre ainsi les erreurs possibles d’assemblages et/ou réarrangements
rapides. Intéréts des cartes optiques pour la proposition de nouvelles

(Giongo et al., 2010)

(Latreille et al., 2007)

Utilisation de deux enzymes différentes: une pour aide a I'assemblage,

Yersinia pestis

I’autre pour la vérification de la séquence. Mise en évidence d’erreurs

(Zhou et al., 2002)

d’assemblages et aide au bon assemblage par la carte optique.
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Figure 2. Représentation schématique de I'aide apportée par les cartes optiques pour la résolution et la vérification des assemblages
d’un séquencage de genome complet (modlflee de Aston et al., (1999) et Neely et al. (2010)).

La carte in silico de la séquence contiglie obtenue a partir du sequengage est comparée a la carte optique de la souche bactérienne étudiée.
Cette comparaison permet i) de confirmer I'assemblage et le sens des sequences contigles; i) de mettre en évidence les « gaps » et d ‘aider a
leur résolution. Les cartes optiques peuvent également servir d’échafaudage a I'assemblage des séquences pour obtenir la sequence contiglie.

locus variable-number tandem-repeats analysis (MLVA),
repetitive-sequence-based PCR (rep-PCR)...). Parmi eux, seuls
trois permettent d’étudier le génome complet: la PFGE, la rep-
PCR et les cartes optiques.

La rep-PCR semble présenter le méme pouvoir discriminant
que la PFGE pour certains organismes (tels que Salmonella
enterica (Foley et al. 2006) et Clostidium difficile (Northey et al.
2005) mais étre moins discriminante pour d’autres organismes
tels que E. coli O157:H7 (Foley et al. 2004). Les outils
disponibles et applicables aux E. coli producteurs de Shiga-
toxines (STEC) ont d’ailleurs été comparés récemment dans
une revue (Karama and Gyles, 2010). Les auteurs indiquent
aussi que les cartes optiques et les PFGE présentent les
mémes performances en termes de pouvoir discriminant, de
facilité de réalisation et de standardisation mais que toutes
deux présentent des difficultés d’interprétation et une analyse
des résultats laborieux. Toutefois, en ce qui concerne le délai
et la complexité de I'analyse des données obtenues par cartes
otiques (par comparaison a la PFGE), il convient de prendre
en compte I'objectif poursuivi. En effet, si 'on souhaite étudier
les distances clonales entre souches, I'analyse des données
obtenues par les cartes optiques n’est ni plus longue ni plus
complexe que celle obtenues par PFGE. De plus, si I'on étudie
les caractéristiques de clones épidémiques ou de groupes de
souches (ce qui est difficilement réalisable avec la PFGE), les
cartes optiques semblent étre plus discriminantes, en raison du
nombre plus important de fragments obtenus et analysés par
carte optique comparativement a la PFGE. En effet, Kotewicz

et al. (2007) montrent que les cartes optiques présentent
une résolution et des détails suffisants pour différencier des
souches E. coli O157:H7 trés proches. En effet, la comparaison
du nombre de fragments obtenus par une PFGE avec I'enzyme
Xbal classiquement utilisée pour E. coli O157:H7 (43 fragments)
et avec celui obtenu en carte optique avec I’enzyme BamHI
(645 fragments) suggerent que les cartes optiques seraient plus
informatives.

Dans le cas de la souche séquencée 11368 d’E. coli 026:H11
(Figure 3), le nombre de sites de restriction obtenus avec
I’enzyme Ncol, utilisée pour la réalisation des cartes optiques
(725 fragments, Figure 3A) est supérieur a celui obtenu avec
I'enzyme Xbal utilisée classiquement en PFGE (36 fragments,
Figure 3B), le choix de I'’enzyme de restriction pour cette
derniére étant en effet limité par la visualisation de fragments
distincts. En considérant le nombre de fragments obtenus dans
cet exemple précis, les résultats des cartes optiques donnent
un niveau de détail 20 fois supérieur a ceux obtenus par la
PGFE.

Au laboratoire, huit souches d’E. coli O26:H11 d’origine
alimentaire et la souche 026 séquencée 11368 d’origine
humaine ont été typées et comparées par PFGE (Figure
3D) et par cartes optiques (Figure 3E). Les deux principaux
clusters obtenus par ces deux techniques sont similaires et
permettent de conclure que les souches 108.1.1, 60.1 et 64.1
appartiennent au méme clone et forment un cluster distinct
des autres souches d’E. coli 026:H11 étudiées. Cependant, les
relations clonales entre les souches du cluster 1 (Figure 3) sont
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différentes selon les deux techniques ce qui pourrait illustrer le
plus grand pouvoir discriminant des cartes optiques par rapport
ala PFGE.

Enfin, comparativement aux résultats obtenus par PFGE, les
cartes optiques présentent 'avantage d’ordonner les fragments
selon le génome et non selon la taille du fragment (Figures 3B et
3C) et d’indiquer la localisation des fragments de restriction sur
le génome, ce qui peut se révéler particulierement intéressant
pour la caractérisation de clones épidémiques (Kotewicz et al.,
2008) ou de groupes de souches (Schwan et al., 2010).

En effet, en réalisant les cartes optiques des isolats d’E. coli
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Figure 3. Cartes optiques, PFGE et clusters de similarité

de souches d’E. coli 026:H11.

A : Carte optique in silico de la souche séquencée 11368 d’E. coli
026:H11 isolée d’un patient atteint de diarrhée (Ogura et al., 2009)
avec I’enzyme Ncol (725 fragments).B : Carte optique in silico de la
souche 11368 de E. coli 026:H11 avec I'enzyme Xbal (36 fragments).
C : PFGE obtenu avec I'enzyme Xbal de la souche 11368 d’E. coli
026:H11. D : Cluster de similarité obtenu par PFGE des 9 souches
d’E. coli 026:H11 d’origine humaine ou alimentaire. Restriction avec
I’enzyme Xbal. Dendrogramme construit a I'aide de GelComparll
(Applied-Maths) en utilisant le coefficient de Dice avec une tolérance
de 1,5 % sur la position des bandes et UPGMA (unweighted pair
group method using arithmetic averages), I'échelle représente

le pourcentage de similarité. E : Cluster de similarité obtenu

de l'analyse de cartes optiques de neuf souches d’E. coli 026:H11
d’origine humaine ou alimentaire Dendrogramme construit a partir
des cartes optiques (réalisées avec I’enzyme Ncol) en utilisant
UPGMA, I'échelle représente le pourcentage de différence.
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0O157:H7 provenant d’épinards contaminés et a 'origine d’'une
épidémie alimentaire aux USA, Kotewicz et al. (2008) ont mis en
évidence 14 marqueurs chromosomiques associés a un clone
épidémique notamment grace a la comparaison des cartes in
silico des génomes d’EDL933 et Sakai séquencés. En associant
des analyses de séquencgages et les cartes optiques, les auteurs
ont pu montrer que le clone épidémique incriminé ne possédait
pas le géne stx1 bien que possédant un prophage similaire
au prophage V de EDL933 portant classiquement ce géne.
De plus, I'analyse des cartes optiques obtenues couplée a un
séquencage des marqueurs chromosomiques potentiellement
intéressants a permis de localiser dans le génome les genes
stx2 et stx2c. Ces résultats suggerent que la virulence
particuliére de certaines souches d’E. coli O157:H7 pourrait
ainsi dépendre de 'emplacement ou des réarrangements des
séquences spécifiques des phages.

Une autre étude portant sur les E. coli uropathogeniques
(UPEC) (Schwan et al., 2010) a montré, grace a l'utilisation
des cartes optiques, que deux groupes d’UPEC peuvent étre
différenciés. Ces deux groupes correspondent a des profils
de présence/absence de facteurs de virulence et aux profils
d’antibiorésistance observés chez les souches. Les cartes
optiques ont été présentées par les auteurs comme un outil
possible de détection rapide de souches résistantes aux
antibiotiques lors d’épidémies.

D’autres exemples d’études épidémiologiques (recensées
entre 2006 et 2010) utilisant les cartes optiques sont cités dans
le Tableau 2 et soulignent toutes l'intérét de leur utilisation pour
I’étude précise de groupes de souches et de clones épidémiques.
Par ailleurs, les cartes optiques permettant également de
reconstruire des génomes en alignant des brins d’ADN (avec
une limite de détection d’environ 105 germes), elles peuvent
étre utilisées pour I'étude d’organismes non cultivables
(Mussmann et al., 2007) ainsi que pour I'étude d’échantillons
poly-microbiens complexes (échantillons cliniques...) afin
d’identifier de nouvelles souches voire d’étudier la coopération
entre souches (Skorski, communication personnelle).

Tableau 2. Exemples de travaux utilisant ou présentant
les cartes optiques pour des études d’épidémiologie

Ll Références
concernés

E. coli Comparaison de souches (Chen et al
enterotoxigéniques E. coli K12 et ETEC H10407. 2006) ?
(ETEC) Souches proches.

Comparaison entre les UPEC,
Shigella, EHEC et souche
K12. Les UPEC forment un
groupe indépendant. Au sein
des UPEC, 2 groupes corrélés
a la présence/absence de
facteurs de virulence et de
résistances aux antibiotiques.

E. coli
uropathogéniques
(UPEC)

(Schwan
et al., 2010)

Comparaison de souches
entre elles et étude en
génomique comparative
(cf. infra).

(Kotewicz

E. coli O157:H7 et al., 2007)

Etude d’un clone épidémique.
Mise en évidence de 14
marqueurs chromosomiques
spécifiques (cf. infra).

(Kotewicz

E. coli O157:H7 et al., 2008)
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Les outils de typage disponibles et permettant I’étude des
génomes complets sont limités (PFGE, rep-PCR, cartes
optiques) et présentent chacun des avantages et des
inconvénients en terme de faisabilité, de disponibilité, de
pouvoir discriminant et de colts. Il s’agit ainsi d’adapter
Poutil utilisé a Pobjectif poursuivi notamment quant a
la précision des résultats souhaités, mais aussi aux
délais souhaités d’obtention des résultats et au budget
disponible. En effet, si les cartes optiques sont moins
disponibles (technologie uniquement accessible par le
biais de la société OpGen) et plus colteuses que des outils
comme les PFGE et larep-PCR, elles sont plus informatives
car plus discriminantes que la PFGE (20 fois plus de
fragments obtenus par exemple pour la souche 11368
d’E. coli 026:H11) et surtout elles permettent d’accéder au
positionnement et a I'ordre des fragments de restriction
dans le génome. Ces derniéres caractéristiques en font
un outil trés précis et utile notamment pour I’analyse fine
de clones épidémiques.

Un outil pour la génomique comparative
du génome complet: détection d’insertions,
délétions, inversions et translocations
Les outils de typages, de PCR et de séquencages de génomes
bactériens complets ont permis de mettre en évidence la
grande plasticité génomique (réarrangements, délétions,
insertions) des micro-organismes a I'origine de leur diversité
et de leur évolution. Or, les cartes optiques peuvent présenter
des avantages par rapport a ces outils classiquement utilisés
en génomique comparative:

e les puces a ADN et les hybridations permettent de cribler
un grand nombre de genes et ce, rapidement et sur un
grand nombre de souches; mais, contrairement aux cartes
optiques, permettent uniquement de détecter la présence ou
I'absence de génes et non d’étudier des génes inconnus ou
d’éventuels insertions et réarrangements génétiques;

e le typage par macro-restriction (type PFGE) met en évidence
les différences entre les génomes mais, contrairement aux
cartes optiques, ne permet pas de relier directement ces
différences a des génes ou a une position dans le génome;
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e e séquencage, par une stratégie de « shotgun » ou haut
débit, présente I'avantage d’étre plus complet car il fournit
plus d’informations (obtention de la séquence génétique
compléte) mais, a ce jour, les cartes optiques restent I'outil le
plus adapté pour I'’étude des espéeces pour lesquelles peu de
séquences sont disponibles.

Kotewicz et al. (2007) et Zhou et al. (2004a) ont montré la rapidité
etlafacilité de 'analyse des cartes optiques, notamment en raison
de leur aspect visuel et graphique. De plus, la correspondance
entre les zones d’intéréts (repérées lors de I'analyse des cartes)
avec l'annotation des genes est possible par la comparaison
avec une carte in silico d’une souche séquencée (Figure 4).
Néanmoins, si les cartes optiques permettent de mettre en
évidence de nouveaux réarrangements et de nouveaux loci
génétiques, le séquencage de la zone présentant ces nouveaux
loci ou réarrangements reste nécessaire puisqu’il permet de
confirmer les observations effectuées avec la carte optique
(Shukla et al., 2009).
De plus, il est a noter que le niveau de résolution des cartes
optiques ne permet pas de mettre en évidence les mutations
ponctuelles ou de faible ampleur.
Plusieurs études illustrant I'apport des cartes optiques en
génomique comparative peuvent ainsi étre citées.
La comparaison des cartes optiques des souches séquencées
EDL933 et Sakai d’E. coli O157:H7 montrent seulement deux
différences significatives en ce qui concerne la taille de certains
fragments et I'existence d’une inversion de 430 kb (soit 7,8 %
du génome) dans une région flanquée des prophages O et P
chez EDL933 (Kotewicz et al., 2007).
Les cartes optiques des souches EDL933 et Sakai ont
également été comparées a neuf autres souches d’E. coli
0157:H7 (Kotewicz et al., 2007). Au total, 91 différences ont
été mises en évidence; toutes regroupées dans 28 loci dont
la majorité correspond a des prophages, a des prophages
cryptiques ou probablement a de nouveaux sites d’insertion
de phages. Cette étude a aussi permis de montrer que les
deux sites les plus variables étaient des sites occupés par les
prophages portant les genes stx1 et stx2.

La comparaison des cartes optiques de quatre sérovars de

Salmonella enterica subsp enterica (Saunders et al. 2010) a

Souche A
Séquencée et annotée

Souche A Carte in silico

Souche B Carte optique

Délétion

orf§

Inversion

orfé arfg orf10,

¥

Translocation

.

Figure 4. Représentation schématique de 'apport des cartes optiques en génomique comparative (comparaison d’une souche

séquencée et d’'une souche d’intérét).

Les barres verticales dans les cartes optiques représentent les sites de restriction, les fleches représentent les ORFs. La carte optique de
la souche A est réalisée in silico a partir de la séquence nucléotidique disponible dans les bases de données. L'utilisation combinée des cartes
optiques et des séquences permet de mettre en évidence les différences entre les génomes telles que les insertions, translocations, inversions

et delétions (représentées par des triangles).
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Figure 5. Comparaison de souches d’E. coli 0157:H7.

A: Cluster de similarité obtenu a partir de I'analyse de cartes optiques de 10 souches d’E. coli O157:H7 d’origine humaine ou alimentaire
réalisées avec I'’enzyme Ncol. Dendrogramme construit a partir des cartes optiques (réalisées avec I'enzyme Ncol) en utilisant la méthode
UPGMA. L’échelle représente le pourcentage de différence. Les cartes optiques des souches Sakai, EDL933, TW14359 et EC4115 ont été
réalisées in silico a partir des séquences Genbank: NC_002695, NC_002655, NC_013008, NC_011353.

B: Exemple de la région la plus variable repérée par la comparaison de 3 souches: Sakai, EDL933 et LS32. Les cartes optiques sont réalisées
avec I'enzyme Ncol: 1) carte in silico de la souche séquencée EDLI933; 2) carte optique de la souche LS32; 3) carte in silico de la souche
séquencée Sakai. Les souches EDL933 et LS32 sont divergentes au sein de la zone correspondante a O-Island 57 (CP9330) dans la souche
séquencée EDL933. La zone est différente dans la zone codant pour un prophage criptique CP933R de EDL933 présente une inversion par
rapport a la souche LS32. Une insertion est présente dans la souche LS32 par rapport a la souche Sakai, cette zone est annotée chez
EDL933 comme correspondant a I’O-Island 43. Linversion montrée par Kotewicz et al. (2007) entre les O-islands 57 et 71 entre les souches
EDL933 et Sakai, n’est présente ici que chez la souche Sakai. La souche LS32 présente la méme configuration que la souche EDL933.
Cette zone comporte les 0157 (CP9330), CP933R, 0168, OI69, OI70 et OI71 (Perna et al., 2001). Cette zone code pour des prophages

(SP (sakai prophage 9, SP10, SP11,SP12 (Hayashi et al., 2001)).

permis de mettre en évidence des variations dans le génome
de S. typhimurium, associées a la présence de prophages et
corrélées aux profils d’antibiorésistance observés, ce qui a
permis d’envisager de nouvelles pistes de recherche.

Une étude en cours dans notre laboratoire (Neto et al. en
préparation) vise a comparer des souches STEC O157:H7
d’origine alimentaire ou humaine par carte optique en
collaboration avec la société OpGen. La comparaison des
cartes optiques de la souche d’origine humaine LS32 (collection
LMAP-LNR STEC) et de deux souches humaines séquencées
(EDL933 et Sakai) (Figure 5A) a montré que ces souches
étaient trés proches en terme de structure génomique et que
les divergences se situaient principalement dans une zone
riche en « O-islands » et prophages (Figure 5B). Dans le cas
d’une souche non séquencée, les cartes optiques permettent
d’orienter rapidement la recherche par PCR de la position
des prophages dans le génome. Ces résultats illustrent la
contribution importante des prophages dans la plasticité

génomique des E. coli O157:H7. Laugmentation du nombre et de
la diversité des micro-organismes étudiés par carte optique (en
particulier sur un éventail plus large d’entérobactéries) pourrait
permettre de détecter de nouvelles zones d’instabilité et des
éléments génétiques mobiles impliqués dans I’émergence des
E. coli pathogénes.

Le Tableau 3 présente une synthése des autres études de
génomique comparative conduites en ayant eu recours aux
cartes optiques.

Les cartes optiques, en raison de leurs avantages
techniques (pas d’information préalable sur le génome
nécessaire, accés a 'information relative a la position
et 'ordre des fragments de restriction sur le génome)
permettent d’étudier des espéces pour lesquelles peu
de données sont disponibles, de mettre en évidence la
présence de nouveaux génes et de localiser de nouvelles
insertions et des réarrangements génétiques non encore
décrits.
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Tableau 3. Exemples de travaux utilisant ou présentant les cartes optiques pour des études en génomique comparative

Références

Bifidobacterium animalis Comparaison de souches. Peu de différences entre les souches. (Barrangou et al., 2009)

Organismes concernés

e S (;qmparalson de souches et mise en évidence de différences entre clones (Johnson et al., 2010)
épidémiques.
Comparaison de souches. Montre de fortes similitudes entre E. coli K12

et ETEC H10407

Comparaison de souches et mise en évidence des régions variables,
des insertions, délétions, inversions d’ADN entre les souches.

E. coli enterotoxigéniques (ETEC) (Chen et al., 2006)

E. coli O157:H7 (Kotewicz et al., 2007)
Mise en évidence de 14 marqueurs chromosomiques spécifiques

et QT d’un clone épidémique.

(Kotewicz et al., 2008)
Comparaison de souches. Montre que les délétions de certaines

Salmonella enterica subsp enterica  cassettes sont a 'origine de différents profils d’antibiorésistance. (Saunders et al., 2010)
Mise en évidence de réarrangements génétiques non encore décrits.

Comparaison de souches. Mise en évidence de nouveaux sites portant

Sliaia e dinet des séquences d’insertions et des insertions de genes de phages.

(Zhou et al., 2004a)

Tableau 4. Avantages et inconvénients de l'utilisation des cartes optiques dans les domaines présentés ici

Applications des -
cartes optiques

Aide et/ou Indépendant du séquencage (méthode pouvant étre mise en ceuvre en paralléle) Disponibilité réduite*
vérification du

Eté 2011

séquencage de Ne nécessite pas de clonage ou d’autres techniques pouvant créer des artefacts Pas d’informa}tion
génomes Rapide et fiable sur les plasmides
Analyse basée sur le génome complet Peu de facilité
Fort pouvoir discriminant (200 marqueurs par Mbases) d’interprétation et
Facilité de réalisation une analyse des résultats
laborieux

Facilité de standardisation

Information relative a I'ordre des fragments dans le génome et comparaison possible
z ya N4xk
avec des souches séquencées Colt

Acces a 'annotation des souches séquencées, et annotation possible des cartes optiques | Pas d'information
Fonction clusters intégrée sur les plasmides

Epidémiologie Disponibilité réduite*

Rapidité et la facilité de I'analyse avec le logiciel

Aspect visuel et graphique

Comparaison aisée de nombreuses souches

Possibilité de montrer de nouveaux réarrangements non décrits

Génomiqge Information relative a I'ordre des fragments dans le génome et comparaison possible
comparative avec des souches séquencées

Disponibilité réduite*
Colt**
Pas d’information

sur les plasmides de taille
Possibilité d’adaptation & d’autres techniques telles que les « DNA probings » (ou sondes inférieu?s 2150 Kb

marquées)
Acceés a I'annotation des souches séquencées, et annotation possible des cartes optiques
Fonction clusters intégrée

* La technologie est disponible chez OpGen.

** Le colit d’'une carte est d’environ 380 € pour les réactifs. Le co(it de 'automate et des logiciels intégrés a la machine s’éléve a d’environ 260 k€ avec une maintenance
annuelle de 21 k€.

46



a2 7OReference anses

) 4

ler numero

Eté 2011 C a h

Conclusion

Les cartes optiques peuvent étre utilisées pour de nombreuses
applications avec des avantages indéniables mais aussi des
inconvénients liés au principe méme de la méthodologie
employée, a sa disponibilité (technologie accessible seulement
par le biais de la société OpGen) et a son colt. Ces aspects,
pour chaque application, sont synthétisés dans le Tableau 4.
Cette technologie, faisant appel a des méthodes différentes,
indépendantes et complémentaires au séquencage peut
apporter une aide précieuse a I'assemblage des séquences.
Par ailleurs, les cartes optiques ayant un pouvoir discriminant
élevé, et permettant d’accéder au positionnement et a I'ordre
des fragments de restriction dans le génome peuvent se
révéler fort utiles lors de I’étude de clones épidémiques. Enfin,
la possibilité offerte par les cartes optiques d’effectuer des
comparaisons a grande échelle de I'architecture des génomes,
en fait un outil particulierement intéressant pour la mise en
évidence de nouveaux réarrangements génétiques.
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