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Le séquencage complet des
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our le développement d’outils de diagnostic et d’épidémiologie :
‘’exemple de la métrite contagieuse équine
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Le nombre de génomes complets disponibles augmente de jour en jour avec la réduction continue des colts et
des délais de séquencage. De nombreux laboratoires, aussi bien publics que privés, participent a cet effort qui
révolutionne la recherche fondamentale et tous les domaines en lien avec un processus biologique. Il est d’ailleurs
a parier que dans un futur proche, le séquencage des génomes sera un outil de routine pour les laboratoires de

diagnostic et de référence en microbiologie.

Introduction

La génomique a connu d’'importantes révolutions technologiques
depuis la publication des premiéres méthodes de séquencage
de PADN et du premier génome du bactériophage ®X174 en
1977. Nous parlons aujourd’hui de séquencer le génome d’un
individu en quelques heures pour 1000 dollars alors que le
premier génome humain complet a été obtenu en 2003 apres
13 ans de travail pour un co(t d’environ 2,7 milliards de dollars.
Rien que dans le monde bactérien, pres de 4000 génomes
complets sont maintenant disponibles et quatre fois plus sont
incomplets ou en cours de séquencage et ce, moins de 20
ans apres le séquengage du premier génome d’un organisme
vivant (Haemophilus influenzae, génome de 1,83 Mb). Cet
essor vertigineux est motivé par la volonté de connaitre, traiter
et prédire les pathologies, d’innover dans les domaines des
biotechnologies, de I'environnement, de I'agronomie..., mais
aussi par un aspect plus fondamental lié a la connaissance de
la vie et a la compréhension de son évolution.

La métrite contagieuse équine (MCE)

en quelques mots

La MCE constitue un probléme économique en filiere équine
(élevage, exportation, vente). Cette infection bactérienne,
sexuellement transmissible et contagieuse est apparue fin des
années 1970 dans plusieurs régions du globe concernées par
des mouvements importants de chevaux. Aujourd’hui, elle est
toujours mondialement répartie mais son dépistage obligatoire
limite les foyers a quelques cas. Elle se traduit cliniquement par
une inflammation de 'endometre des juments généralement
accompagnée d’une infertilité temporaire. En absence de
traitement, les animaux (males et femelles) peuvent rester
porteurs de I'agent pathogene durant plusieurs années. Les
échecs de traitement semblent fréquents bien que les souches
ne sont apparemment pas résistantes aux antibiotiques
employés. D’abord classé dans le genre Haemophilus, 'agent
causal de la MCE a finalement été reclassé en 1985 dans
un nouveau genre bactérien nommé Taylorella, aujourd’hui
constitué de deux espéces: T. equigenitalis dont la présence
entraine la déclaration d'un cas de MCE, et T. asinigenitalis,
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Figure 1. Cartes génétiques des génomes de T. equigenitalis MCE9 et T. asinigenitalis MCE3.
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considérée comme non pathogéne malgré la présence de
signes cliniques de métrite apres des infections expérimentales
intra-utérines chez plusieurs juments. Malgré la croissance lente
du genre Taylorella sur les milieux de culture actuels par rapport
a la flore commensale du tractus génital, le diagnostic officiel
de la MCE repose sur I'isolement et 'identification biochimique
de I'agent pathogéne; de plus, la confirmation de I'espéce par
PCR est techniquement nécessaire puisque T. equigenitalis et
T. asinigenitalis sont phénotypiquement trés comparables.

Le laboratoire national de référence (LNR) et les activités
européennes de référence (dans le cadre du laboratoire de
référence de I’Union européenne pour les maladies équines)
pour la MCE sont hébergés par l'unité Bactériologie et
Parasitologie du laboratoire de pathologie équine de Dozulé
de Anses.

Le séquencage complet des génomes au service
de la référence, I’exemple de la MCE

Pour un laboratoire de référence dont le role est de développer
des ouitils plus fiables de détection/caractérisation des agents
pathogenes ainsi que des nouvelles méthodes de typage,
le manque d’information génétique peut étre un facteur trés
limitant. L'éloignement génomique du genre Taylorella par
rapport a des genres bactériens théoriquement proches
(exemple de Bordetella et Haemophilus) et I'absence de
données de séquences en dehors des opérons ribosomiques
en est un bon exemple. Pour y remédier, nous avons entrepris
le séquencage de novo des génomes des deux espéces du
genre Taylorella en collaboration avec I'unité Micalis UMR1319
de l'lnra (Jouy-en-Josas, France); deux technologies de
séquencage haut débit ont été combinées : la technologie 454
(Margulies et al., 2005), que nous avons couplé a une lecture
« paired-end » (Fullwood et al., 2013) pour faciliter 'assemblage
des deux génomes, et la technologie Solexa/illumina (Bentley
et al., 2008). Les deux génomes ont ensuite été annotés et
comparés (Hébert et al., 2011 ; Hébert et al., 2012; Figure 1).
La disponibilité des séquences génétiques facilite grandement
le développement d’outils de diagnostic moléculaire. Pour
améliorer la fiabilité du dépistage de la MCE, nous collaborons
actuellement a la mise au point d’'une PCR multiplexe en
temps réel qui s’affranchira des ADN ribosomiques 16S pour
gagner en spécificité. La connaissance de la séquence des
génomes profite aussi au développement d’outils de diagnostic
bactériologique ou sérologique. Par exemple, la reconstruction
in silico des voies métaboliques du genre Taylorella nous
permet d’appréhender ses besoins nutritionnels et d’envisager
le développement d’un milieu de culture plus performant pour
augmenter la sensibilité du diagnostic officiel de la MCE. La
mise au point de ce milieu de culture a débuté en janvier 2013
en collaboration avec la société AES chemunex (bioMérieux
industry, France).

Plusieurs outils d’épidémiologie moléculaire sont disponibles
et pertinents en fonction du pathogene et de leur utilisation
(Sabat et al., 2013). Pour le genre Taylorella, notre choix s’est
porté sur la MLST (MultiLocus Sequence Typing), qui, en
plus d’étre robuste, simple d’exécution et portable, est une
méthode de référence pour la surveillance épidémiologique
globale d’une infection et I'étude de I'évolution des populations
bactériennes. A partir des génomes annotés de T. equigenitalis
et T. asinigenitalis, nous avons donc sélectionné plusieurs
genes communs aux deux especes du genre Taylorella dont les
produits assurent les fonctions indispensables a la survie des

cellules. Sept d’entre eux ont été validés chez 113 T. equigenitalis
et 50 T. asinigenitalis provenant de six pays sur une période
de 35 ans. A terme, cet outil d’épidémiologie moléculaire sera
transféré aux LNRs de I’'Union européenne pour la MCE afin
de réaliser un état des lieux des souches du genre Taylorella
circulantes en Europe ainsi que des études rétrospectives en
fonction des collections bactériennes disponibles. Les données
de MLST (épidémiologie des souches et séquences d’ADN des
sept marqueurs MLST) seront mutualisées et en libre accés
sur une base spécifique du genre Taylorella (http://pubmlst.
org/taylorella/) hébergée par le Département de zoologie de
I’'Université d’Oxford (Jolley and Maiden, 2010).

En paralléle du développement d’outils de diagnostic et
d’épidémiologie moléculaire, les laboratoires de référence
menent des recherches approfondies pour accroitre les
connaissances fondamentales sur la biologie et le pouvoir
infectieux des agents pathogénes, en interaction avec leur hote
et I'’environnement. La connaissance de la séquence compléte
des génomes facilite grandement la programmation de cette
recherche au long court. La comparaison des génomes
annotés de T. equigenitalis et de T. asinigenitalis nous a, par
exemple, permis de lister les potentiels facteurs de colonisation
et de virulence communs au genre Taylorella et spécifiques de
chacune des deux especes. En perspective, et pour avoir une
vision plus fine de la diversité génomique du genre Taylorella,
nous nous apprétons a séquencer les génomes d’une dizaine
de souches en collaboration avec la plateforme génomique/
transcriptomique de I’Anses (unité Génétique Virale et
Biosécurité - laboratoire de Ploufragan-Plouzané).

Utilisation du séquencage complet des génomes
en routine

Lutilisation du séquengage complet des génomes en routine a
récemment fait 'objet de plusieurs articles et revues avec, entre
autres, une étude pilote réalisée chez Staphylococcus aureus
et Clostridum difficile (Eyre et al., 2012). Tous s’accordent
a dire que la réduction continue des colts et des délais de
séquengage représente un changement radical dans les
capacités des laboratoires de diagnostic et de référence
en microbiologie. Les applications les plus évidentes sont
I'identification de microorganismes (notamment s'’ils sont non
cultivables, a culture difficile ou hautement pathogénes) et le
génotypage de souches avec une résolution optimale en « temps
réel ». L'épidémie de Escherichia coli entérohémorragique
0104:H4 en Allemagne en 2011 (Mellmann et al., 2011) et la
récente identification de I'agent étiologique de la maladie de
Theiler (Chandriani et al., 2013) pour laquelle les techniques
classiques d’identification avaient échouées depuis prés d’un
siecle, illustrent parfaitement ces applications. Les données
de séquencage des génomes et les nouvelles technologies
de séquencgage peuvent aussi étre utilisées pour analyser
spécifiquement certains génes cibles (par exemple des génes
de résistance aux antibiotiques) et ainsi réduire les colts de
préparation, d’analyse et de stockage des données.

Il est cependant a préciser que, méme si les contraintes
techniques et les colts liés a la génération des données de
séquences ne sont plus réellement des facteurs limitants,
comme illustré par I'apparition de matériels de séquencage
« presse-bouton », il semble difficile d’envisager la
généralisation de l'utilisation du séquengage complet des
génomes comme méthode de diagnostic et d’épidémiologie
a court terme. En effet, plusieurs avancées technologiques
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restent a réaliser pour faciliter I'analyse des données a I'aide
de logiciels d’interprétation automatique utilisables par des
microbiologistes non bio-informaticiens et pour mutualiser
ces données a l'aide d’interfaces communes suffisamment
conviviales et performantes pour permettre I'incrémentation
de données et leur comparaison avec celles existantes. Ce
dernier point implique que les formats et logiciels issus des
différentes plateformes de séquencage soient homogénéisés
et les infrastructures informatiques adaptées pour le stockage
et le transport de telles quantités de données générées.

En conclusion, bien qu’il soit peu probable que le séquencage
complet des génomes se substitue totalement aux méthodes
de diagnostic et d’épidémiologie actuelles, il s’agit d’une
méthode d’avenir pour les laboratoires de référence ouvrant
des possibilités bien supérieures a celles actuelles.
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