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(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting and monitoring a bacterial out-
break comprising the prediction that a collected bacterial strain and a bacterial strain from a data-
base belong to the bacterial outbreak if their genomic distance is less than a first predetermined
threshold, do not belong to the bacterial outbreak if their genomic distance is greater than a sec-
ond predetermined threshold which is strictly greater than the first threshold or may belong to
the bacterial outbreak if their genetic distance is in between. The first threshold is greater than
or equal to a third threshold, such that a prediction that two bacterial strains with a genomic dis-
tance less than the third threshold belong to the bacterial outbreak has a maximum specificity.
The second threshold is less than or equal to a fourth threshold, such that a prediction that two
bacterial strains with a genomic distance greater than the fourth threshold do not belong to the
bacterial outbreak has a maximum sensitivity.

(57) Abrégé : L'invention a pour objet un procédé de détection et de surveillance d'un foyer bac-
térien comprenant la prédiction qu'une souche bactérienne prélevée et une souche bactérienne
d'une base de données appartiennent au foyer bactérien si leur distance génomique est inférieure a
un premier seuil prédéterminé, n'appartiennent pas au foyer bactérien si leur distance génomique
est supérieure a un second seuil prédéterminé strictement supérieur au premier seuil, ou appar-
tiennent peut Etre au foyer bactérien si leur distance génomique est comprise. Le premier seuil
est supérieur ou égal a un troisieéme seuil tel qu'une prédiction d'appartenance au foyer bactérien
de deux souches bactériennes ayant une distance génomique inférieure au troisi¢éme seuil a une
spécificit¢ maximale. Le second seuil est inférieur ou égal a un quatri¢me seuil tel qu'une pré-
diction de non appartenance au foyer bactérien de deux souches bactériennes ayant une distance
génomique supérieure au quatrieme seuil a une sensibilité maximale.
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PROCEDE _D’IDENTIFICATION ET DE _SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE D’UN_FOYER
BACTERIEN

DOMAINE DE L’ INVENTION

La présente invention a trait au domaine de 1’épidémiologie bactérienne, en particulier la
détection et la surveillance de foyers bactériens en fonction des génomes de souches
bactériennes, notamment le séquengage partiel ou total de I’ADN et/ou de I’ARN des souches

bactériennes.

ETAT DE LA TECHNIQUE

La détection d’un foyer infectieux (ou « outbreak ») bactérien consiste classiquement a
déterminer si plusieurs souches bactériennes prélevées chez des sujets (e.g. des patients et par
extension chez des animaux) résultent d’une transmission récente d’'une méme souche entre les
sujets, par exemple la transmission de la souche a plusieurs sujets depuis un sujet « source » ou
la transmission de la souche de sujet a sujet. En se fondant sur les outils microbiologiques
classiques, la détection est usuellement réalisée en deux temps :

a. dans un premier temps en suspectant un foyer bactérien, cette suspicion survenant
lorsque des souches prélevées appartiennent a la méme espece bactérienne et partagent
des caractéristiques phénotypiques communes, par exemple un antibiogramme
identique ou voisin pour les bactéries pathogenes ;

b. et en cas de suspicion en menant une enquéte épidémiologique visant a démontrer, ou
infirmer, que ces souches résultent bien d’une transmission entre sujets. Ce type
d’enquéte consiste notamment a rechercher si les sujets objets des prélévements ont été
récemment en contact, ont partagé une méme localisation (e.g. une méme salle
d’opération ou une méme chambre dans un hdpital), ont été soignés par un méme
personnel soignant, etc. Ce type d’enquéte est le plus souvent long et fastidieux,
mobilise beaucoup de personnes. En outre, une enquéte peut perturber grandement le
fonctionnement d’une institution ou d’une société suspectée d’étre 1’objet d’une
épidémie dans la mesure ou des mesures prophylactiques sont le plus souvent mises en
ceuvre avant la fin de "enquéte, comme par exemple la mise en quarantaine d’une

chambre, d’un service ou la fermeture d’une salle d’opération.

Dans ce contexte, ’avenement du séquencage, en particulier les séquengages du type WGS
(« whole genome sequencing », séquencage de génome entier en frangais) représente une
avancée notable dans I’épidémiologie bactérienne puisqu’un génome bactérien entier contient

un niveau d’information bien plus important que celui délivré par les techniques
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microbiologiques classiques. Non seulement, les critéres pour décider de lancer une étude
épidémiologiques sont plus précis mais de plus I’emploi de la génomique peut également
grandement simplifier et normaliser celle-ci. Par exemple, si deux souches de staphylocoques
dorés, prélevées au sein du méme service hospitalier a quelques jours d’intervalle, sont
strictement identiques du point de vue génomique, il peut étre déterminé sans autre information

que les deux souches font bien partie d’un méme foyer bactérien.

Si le séquencage se révele une avancée notable, il ne permet cependant pas a lui seul de
déterminer la lignée de deux souches bactériennes quelle que soit I’espece. En effet, certaines
especes bactériennes ont un génome plastique évoluant trés rapidement en I’espace de quelques
jours, et ce d’autant plus qu’un traitement antibiotique est mis en ceuvre, de sorte qu’une stricte
identité entre génomes ne peut étre utilisée comme seul critere. Pour tenir compte de cette
plasticité, des procédés de détection de foyers bactériens consistent a évaluer que des souches
bactériennes appartiennent a un méme foyer si leur différence génomique, par exemple calculée
en fonction du nombre de polymorphismes d’un seul nucléotide (ou « single-nucleotide
polymorphism» en anglais), est inférieure a un seuil prédéterminé. Comme décrit dans 1’article
« Beyond the SNP threshold : identifying outbreak clusters using inferred transmission » de J.
Simson et al, dec. 2018, cette approche est cependant peu précise en raison de nombreuses
sources d’incertitude, comme par exemple le contexte dans lequel évoluent les bactéries ou la
variabilité du taux de mutation en fonction des especes. Les auteurs de cet article proposent
ainsi de tenir compte €également de la chronologie des prélevements d’échantillon contenant les
souches bactériennes et de connaissances a priori sur les mécanismes de mutation et de

transmission des souches bactériennes.

Outre la complexification des modeles de prédiction épidémiologiques, 1I’emploi d’un unique
seuil méne nécessairement a un compromis difficile entre sensibilité et spécificité de la
prédiction. D’un c6té si la prédiction d’appartenance a un foyer bactérien est trop sensible mais
trop peu spécifique, le déclenchement des enquétes épidémiologiques menant a infirmer le
caractere épidémique d’un événement est trop fréquent, ce qui implique un cout important en
termes de ressources, de fonctionnement et de budget. D’un autre coté si la prédiction
d’appartenance a un foyer est peu sensible, alors des foyers bactériens ne sont pas détectés, avec
des conséquences graves en termes de santé, par exemple celle de patients ou de

consommateurs.

EXPOSE DE L’ INVENTION

Le but de la présente invention est de proposer un procédé d’identification et de surveillance

d’un foyer bactérien a base de comparaison de génomes bactériens qui offre une liberté en
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termes de sensibilit¢ et de spécificité tout en tenant compte explicitement des sources

d’incertitude dans la prédiction d’appartenance de souches bactériennes au foyer bactérien.

A cet effet, 'invention a pour objet un procédé de détection et de surveillance d’un foyer
bactérien 1ié a une espéce bactérienne au sein d’une zone géographique, comprenant :

— I’obtention d’un génome numérique d’une souche bactérienne prélevée au sein de la zone
géographique et appartenant a I’espéce bactérienne

— le calcul d’une distance génomique du génome numérique obtenu avec un génome
numérique d’une base de données, dite « épidémiologique », comprenant au moins un
génome numérique d’une souche bactérienne appartenant a I’espéce bactérienne;

— la prédiction :

o que la souche bactérienne prélevée et la souche bactérienne de la base de données
appartiennent au foyer bactérien si leur distance génomique est inférieure a un premier
seuil prédéterminé ; ou

o que la souche bactérienne prélevée et la souche bactérienne de la base de données
n’appartiennent pas au foyer bactérien si leur distance génomique est supérieure a un
second seuil prédéterminé strictement supérieur au premier seuil ; ou

o que la souche bactérienne prélevée et la souche bactérienne de la base de données
appartiennent peut étre au foyer bactérien si leur distance génomique est comprise
entre le premier et le second seuil ;

procédé selon lequel :

— le premier seuil est supérieur ou égal a un troisieme seuil tel qu’une prédiction
d’appartenance au foyer bactérien de deux souches bactériennes ayant une distance
génomique inférieure au troisieme seuil a une spécificité maximale ; et

— le second seuil est inférieur ou €gal a un quatrieme seuil tel qu'une prédiction de non
appartenance au foyer bactérien de deux souches bactériennes ayant une distance

génomique supérieure au quatrieme seuil a une sensibilité maximale.

En d’autres termes, deux seuils différents sont utilisés pour régler la sensibilité et la spécificité
du procédé, le seuil le plus bas étant utilisé pour régler la spécificité de la prédiction
d’appartenance d’une souche au foyer bactérien (ci-apres « spécificité d’appartenance ») et le
seuil le plus haut étant utilis€ pour régler la sensibilité de cette prédiction (ci-apres « sensibilité
d’appartenance »). La zone comprise entre ces deux seuils est ainsi spécifiquement prévue pour
tenir compte des incertitudes inhérentes a une prédiction basée sur des distances génomiques.
En particulier les troisieme et quatriéme seuils, préalablement appris pour maximiser la
spécificité et la sensibilité d’appartenance, définissent une zone ou il est difficile de savoir si
des souches appartiennent ou non & un méme foyer en raison de données incompletes ou trop

peu diversifiées pour apprendre ces seuils, de méconnaissance des mécanismes de mutation qui



10

15

20

25

30

35

WO 2021/008878 4 PCT/EP2020/068611
sont hétérogeénes au sein de ’espece bactérienne, d’une imprécision du procédé en raison du
choix de la méthode de comparaison génomique ou encore des erreurs de caractérisation des
foyers infectieux résultant des enquétes épidémiologiques. Cette zone d’incertitude offre a
I’utilisateur une souplesse dans la gestion des épidémies. En particulier, contrairement a la
prédiction d’appartenance au foyer bactérien qui déclenche une enquéte épidémiologique et des
mesures prophylactiques pour endiguer le foyer bactérien, lorsqu’une souche est dans la zone
intermédiaire, 1’utilisateur peut mettre en place une enquéte préliminaire, par exemple en
recoupant avec le dossier du patient sur lequel le prélevement a été réalisé ou en analysant son
résistome, son virulome ou sa position phylogénique dans la biodiversité de I’espece, pour
décider si oui ou non une enquéte épidémiologique poussée doit €étre mise en ceuvre. Par
ailleurs, la zone comprise entre les troisieéme et quatrieme seuils peut dans certain cas étre trop
importante de sorte que la prédiction basée sur ces seuils n’est pas optimale. Les premier et
second seuils, définissant une zone strictement comprise entre les troisieme et quatrieéme seuils,
autorisent une optimisation analytique de la prédiction d’appartenance ou de non appartenance

au foyer bactérien.

Selon un mode de réalisation, le premier et le second seuils sont égaux a deux distances
génomiques calculées :

— en constituant une base de données d’apprentissage de génomes numériques de souches
bactériennes appartenant a I’espece bactérienne, ladite base comprenant :

o des couples de souches bactériennes préalablement déterminées comme appartenant
a un méme foyer bactérien, et étiquetés comme « couples de souches reliées »

o des couples de souches bactériennes préalablement déterminée comme n’appartenant
pas a un méme foyer bactérien, et étiquetés comme « couples de souches non
reliées » ;

— en choisissant un prédicteur binaire configuré pour prédire que deux souches bactériennes
sont reliées ou non reliées par comparaison de leur distance génomique a un cinquiéme
seuil ;

— pour chaque valeur de cinquieme seuil appartenant & un ensemble prédéterminé de valeurs
de cinquieme seuil, en calculant

o une matrice de confusion dudit prédicteur en fonction de la base de données
d’apprentissage ;

o un premier index de qualité du prédicteur en fonction de la matrice de confusion,
ledit premier index €tant différent de la sensibilité et de la spécificité du prédicteur ;

o un second index de qualité, différent du premier index, en fonction de la matrice de
confusion, ledit second index étant différent du premier index, de la sensibilité et de

la spécificité du prédicteur ;
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— en recherchant une premiere valeur de cinquieme seuil qui optimise le premier index et une
seconde valeur de cinquiéme seuil qui optimise le second index ;

— en posant le premier seuil comme €gal au minimum de la premiére et de la seconde valeurs
de cinquieme seuil et en posant le second seuil comme €gal au maximum de la premiere et

de la seconde valeurs de cinquieme seuil.

En d’autres termes, une prédiction basée sur une spécificité et une spécificité d’appartenance
maximales ne constituent pas nécessairement une prédiction optimale au regard des données
épidémiologiques disponibles, stockées dans la base de données d’apprentissage. En calculant
des premier et second seuils qui optimisent la qualité de la prédiction binaire, il est obtenu de
fait une optimisation de la gestion des événements épidémiques, tout en conservant une zone
intermédiaire suffisamment large pour continuer d’alerter 1’utilisateur d’un possible foyer

bactérien.

Selon un mode de réalisation, le premier index est choisi pour tenir compte du déséquilibre,
dans la base de données d’apprentissage, entre le nombre de couples de souches reliées et le
nombre de couples de souches reliées. En particulier, le premier index est le coefficient de
corrélation de Matthews ou le F1 score. D’une maniére générale, les données concernant les
foyers bactériens, c’est-a-dire le nombre de souches considérées comme reliées, sont bien moins
nombreuses que les souches considérées comme non reliées. En utilisant un index de qualité
qui prend explicitement en compte ce déséquilibre, une meilleure optimisation de la prédiction
est obtenue. En outre, le seuil correspondant au coefficient de Matthews ou du Fl-score

privilégie la spécificité sans pour autant ne prendre que la spécificité en compte.

Selon un mode de réalisation, le second index est I'index de Youden. Cet index, qui prend
explicitement en compte la spécificité et la sensibilité permet naturellement d’optimiser la
prédiction de non appartenance dont I’apprentissage est réalisée usuellement sur une donnée
importante. Le déséquilibre de la base de données a pour effet que I’index de Youden est plus
influencé par la sensibilité, la spécificité étant proche de 1 sur tout I’intervalle compris entre les

troisiéme et quatriéme seuils.

Selon un mode de réalisation, le prédicteur est choisi de sorte que :
— les vrais positifs correspondent aux couples de souches reliées ayant une distance
génomique inférieure au cinquieme seuil :
— les faux négatifs correspondent aux couples de souches reliées ayant une distance
génomique supérieure au cinquieme seuil ;
— la faux positifs correspondent aux couples de souches non reliées ayant une distance

génomique inférieure au cinquieme seuil ; et
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— les vrais négatifs correspondent aux couples de souches non reliées ayant une distance

génomique supérieure au cinquieme seuil.

Selon un mode de réalisation, la base de données épidémiologique comprend la base de données
d’apprentissage. En d’autres termes, la base de données d’apprentissage est complétée a mesure
que le procédé est mise en ceuvre, ce qui permet de raffiner les différents seuils a mesure que la

base augmente.

Selon un mode de réalisation, la distance génomique est une distance normalisée. Plus
particuliérement, la distance génomique entre deux souches bactériennes est calculée en :
— sélectionnant, dans un ensemble prédominé de loci, les loci communs aux génomes
numériques desdites souches ;
— comptant le nombre de différences alléliques, aux loci communs, entre les deux génomes
numériques desdites souches ;

— en divisant ledit nombre de différences par le nombre de loci communs.

En normalisant par le nombre de loci en communs, I’'impact des erreurs de séquencage, en

particulier le fait de ne pas identifier un loccus chez une souche bactérienne, est atténué.

Selon un mode de réalisation privilégié, si les premieres et secondes valeurs de cinquiéme seuil
sont supérieures a 0,1, alors :
— le second seuil est posé égal a 0,1 ;
— le premier seuil est posé égal a max(Dy\Dy < 0,2), ou max(Dy\Dy < 0,2) est la plus
grande distance génomique, parmi les couples de souches reliées, strictement inférieure a
0,2.

En particulier, les inventeurs ont constat¢ que des valeurs supérieures a 0,1, obtenues
usuellement en raison d’une base de données d’apprentissage incompléte ou trop peu diverse,
matérialisent un échec de I’apprentissage. Les inventeurs ont de plus noté que dans le cadre
d’une base de données d’apprentissage approprice, les premier et second seuils sont inférieurs
ou égaux a 0,1. Un des deux seuils est ainsi fixé a cette borne supérieure. Par ailleurs, les
inventeurs ont constaté¢ que deux souches de méme sous-type ont en trés grande majorité une
distance génomique inférieure a 0,2. Ainsi en posant 1’autre seuil égal a max(d,\d, < 0,2),
deux souches de distance génomique supérieure a ce dernier, il est prédit que ces souches
n’appartiennent pas au méme sous-types bactérien, et donc n’appartiennent pas au méme foyer,
ce qui constitue un indice important pour la suspicion d’épidémie. Ainsi, alors méme que les
données sont encore insuffisantes pour calculer avec précision les premier et second seuils,

"utilisateur dispose d’un procédé par défaut.
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Selon un mode de réalisation, les distances entre les génomes numériques sont calculées en
fonction d’un base de marqueurs, en particulier une base wgMLST, cgMLST, MLST, de genes
ou de SNP.

Selon un mode de réalisation, lorsqu’une souche prélevée est prédite comme appartenant au
foyer bactérien, elle est étiquetée dans la base de donnée épidémiologique comme étant
« reliée » avec les souches bactériennes du foyer bactérien et comme étant « non reliée » avec

les autres souches bactériennes.

Selon un mode de réalisation, lorsqu’une souche prélevée est prédite comme appartenant peut-
étre au foyer bactérien, une caractérisation supplémentaire de ladite souche est mise en ceuvre
pour déterminer si elle appartient effectivement audit foyer, et si tel est le cas la souche
bactérienne prélevée est étiquetée, dans la base de donnée épidémiologique, comme étant
« reliée » avec les souches bactériennes du foyer bactérien et comme étant « non reliée » avec

les autres souches bactériennes.

Selon un mode de réalisation, le premier et le second seuil sont recalculés régulierement et/ou
des que N nouvelles souches sont ajoutées a la base de données épidémiologique, ou N est un

entier supérieur ou égal a 1.

Selon un mode de réalisation, lorsqu’une souche est prédite comme appartenant au foyer

bactérien, des mesures prophylactiques sont mises en ceuvre pour enrailler ledit foyer.

BREVE DESCRIPTION DES FIGURES

L’invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va suivre, donnée uniquement

a titre d’exemple, et faite en relation avec les dessins annexés, dans lesquels des références

identiques désignent des éléments identiques, et dans lesquels :

— lafigure 1 est un organigramme d’un mode de réalisation du procédé selon I’invention ;

— la figure 2 illustre une table de correspondance entre souches bactériennes mémorisées
dans une base de données d’apprentissage ;

— la figure 3 est une matrice de confusion d’un prédicteur binaire prédisant 1’état reliées ou
non reliées de deux souches bactériennes ;

— la figure 4 illustre une distribution du nombre de couples de souches reliées et une
distribution du nombre de couples de souches non reliées en fonction de leur distance

génomique ainsi qu’un seuil Ti utilisé pour calculer la matrice de confusion de la figure 3 ;
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— la figure 5 est un tracé illustrant différents seuils sur les distances génomiques utilisés par
le procédé selon I’invention

— la figure 6 illustre un systéme informatique et de séquencgage pour la mise en ceuvre du
procédé selon I’invention

— les figures 7A et 7B sont des distributions du nombre de couples de souches non reliées
(distribution supérieure) et du nombre de couples de souches reliées (distribution
inférieure) pour ’espéce bactérienne Clostridium difficile, la figure 7B étant un
agrandissement entre O et 0,1 de la figure 7A ;

— les figures 8A et 8B illustrent, pour I’espece Clostridium difficile, les distances génomiques
pour différentes valeurs optimales d’indice de qualité, dont la sensibilité, la spécificité, la
précision, la justesse (« accuracy » en anglais, i.e. (TP +TN)/(N + P)), le F1 score,
I’indice de Youden, et le coefficient de corrélation de Matthews, la figure 8B étant un
agrandissement entre O et 0,1 de la figure 7B ;

— les figures 9A et 9B sont des distributions du nombre de couples de souches non reliées
(distribution supérieure) et du nombre de couples de souches reliées (distribution
inférieure) pour D’espece bactérienne Staphylococcus aureus, la figure 9B étant un
agrandissement entre O et 0,1 de la figure 9A ;

— les figures 10A et 10B illustrent, pour 1’espece Staphylococcus aureus, les distances
génomiques pour différentes valeurs optimales d’indice de qualité, dont la sensibilité, la
spécificité, la précision, la justesse, le F1 score, I’indice de Youden, et le coefficient de
corrélation de Matthews, la figure 10B étant un agrandissement entre O et 0,1 de la figure
10B ;

2

DESCRIPTION DETAILLEE DE L’INVENTION

Dans ce qui suit « inférieur » signifie « inférieur ou égal » et méme « supérieur» signifie

« supérieur ou égal » sauf s’il est stipulé strictement.

Il va a présent étre décrit un mode de réalisation de I’invention en relation avec la détection et
le suivi de foyers infectieux microbiologiques d’une espece bactérienne particuliere dans un

hépital.

En se référant a la figure 1, ce procédé comporte une premiere étape 10 d’apprentissage d’au
moins deux seuils, notés S/ et 52, sur la base desquels des comparaisons de génomes sont
réalisées pour déterminer si une souche bactérienne appartient a non a un foyer bactérien, et
une seconde étape 20 de mise en ceuvre du procédé selon I’invention, paramétré avec les seuils
appris lors de 1’étape 10. Plus particulierement, le procédé se fonde sur la comparaison d’une
distance génomique, notée D, (BSi, BSj) entre deux souches, notées BSi et BSj,
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L’étape 10 débute par la constitution, en 12, d’une base de données d’apprentissage pour

I’espece considérée comprenant :

des génomes numériques de différentes souches BS1, BS2, BS3...., BSN appartenant a
I’espece ;

une table de correspondance, illustrée a la figure 2, reliant chaque souche de la base de
données a ’ensemble des autres souches, chaque lien entre deux souches de la base
pouvant prendre un état « reliées » (cases noires) lorsque les deux souches ont été
préalablement déterminées comme appartenant a un méme foyer bactérien, et un état
«non reliées » (cases blanches) lorsque les deux souches ont été préalablement
déterminées comme n’appartenant pas & un méme foyer bactérien, 1’état du lien entre
deux souches étant par exemple déterminé lors d’une étude épidémiologique antérieure.
En outre, le lien d’une souche par rapport a elle-méme est fixée a 1’état « reliées ».
Comme visible a la figure 2, plusieurs foyers infectieux pour I’espeéce considérée
peuvent étre pris en compte pour déterminer les €tats « reliées » et « non reliées » des
souches de la base de données d’apprentissage. Comme il sera décrit par la suite, la base
de données d’apprentissage peut également contenir des souches déterminées comme
étant « reliées » sans pour autant avoir été diagnostiquée comme appartenant a un
quelconque foyer bactérien. De préférence, ladite table mémorise également les
distances génomiques Dy (BSi, BSj) entre chaque paire de souches BSi et BSj de la base
de données d’apprentissage ;

une table qui répertorie I’ensemble des foyers infectieux identifiés avec leurs souches
associées ;

les résistomes (ensemble de marqueurs génétiques contribuant a la sensibilité ou la
résistance aux antibiotiques d’une bactérie) et les virulomes (ensemble de marqueurs
génétiques contribuant a la virulence d’une bactérie) des souches BS1, BS2, BS3...,
BSN ;

2

Le génome d’une souche bactérienne est de préférence obtenu par :

le prélévement d’un échantillon chez un patient comprenant la souche;

la préparation d’un isolat de la souche, par exemple en étalant I’échantillon sur un milieu
de culture gélosé et en réalisant une incubation de maniére a faire pousser une colonie
de la souche bactérienne ;

le prélevement d’une partie de la colonie et la préparation de la quantité prélevée pour
un séquengage (e.g. une lyse pour libérer ’ADN des bactéries, le cas échéant
amplification de I’ADN libéré et la préparation d’une librairie pour les techniques de

séquencage le nécessitant) ;
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10

le séquengage, de préférence complet (ou séquencage WGS), de I’ADN de maniere a
produire des séquences numériques, communément appelées « read », par exemple a
I’aide d’une technologie de type « next generation sequencing » telle qu’avec la
plateforme de séquencage « MiSeq » de la société lllumina Inc., San Diego, Californie;
optionnellement, I’assemblage des reads de mani¢re a produire des séquences
assemblées, connues sous le terme de « contig » ;

la caractérisation selon la technique wgMLST (pour « whole genome multilocus
sequensing typing ») du génome sous forme de contig ou de reads, communément
appelé « profil wgMLST ». Comme cela est connu en soi, cette caractérisation consiste
a localiser des loci dans le génome parmi un ensemble prédéterminé de loci, et pour
chaque locus identifié, a déterminer 1’allele qui représente ce locus. La technique
wgMLST est par exemple décrite dans le document « MLST revisited: the gene-by-gene
approach to bacterial genomicsy de Martin CJ. Maiden, Nature Reviews
Microbiology, 2013.

L’apprentissage se poursuit par le calcul de seuils S/ et S2 en fonction de la base de données

d’apprentissage. Plus particuliérement, ce calcul consiste a transformer :

un premier prédicteur fr d’appartenance ou non de deux souches a un foyer bactérien
sur la base d’un unique seuil 7" sur les distances génomiques Dy (BSi, BSj) divisant

I’espace des distances génomiques en deux intervalles uniquement:

1 si les souches BSi et BSj sontreliées
—1 si les souches BSi et BSj sont non reliées

fr (Dy(BS, BS)) = {

en un second prédicteur gs; s, d’appartenance ou non de deux souches a un foyer

bactérien sur la base de deux seuils S/ et S2 sur les distances génomiques
D4 (BSi, BSj) divisant I’espace des distances génomiques en trois intervalles :

1 si les souches BSi et BSj sont reliées

Js1.52 (Dg (BSi, BSj)) = < 0 siles touches BSi et BSj sont potentiellement reliées

—1 si les souches BSi et BSj sont non reliées

Dans une variante privilégiée, le premier prédicteur fr est défini tel que :

si Dy(BSi,BSj) < T alors fr =1
si Dy(BSi,BSj) > T alors fr = —1

et le second prédicteur est défini tel que :
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si Dgy(BSi, BSj) < S1lalors gsi5, =1
si §1 < Dy(BSi, BSj) < S2 alors gsy 5, =0
si Dy(BSi,BSj) > S2 alors g5, = —1

De préférence, la distance génomique Dy (BSi, BSj) est une distance normalisée, et donc

comprise entre O et 1, calculée en :

a.

identifiant dans les profils wgMLST des deux souches BSi et BSj les loci qu’elles ont
en commun

pour chaque locus commun, en déterminant s’il existe une différence allélique entre les
deux souches, et dans ce cas en incrémentant de 1 un compteur Compt de différences
alléliques si au moins une différence allélique est constatée;

en calculant Dy (BSi, BSj) selon la formule suivante, avec N, est le nombre de loci en

commun:

Compt
Nlc

Dy(BSi, BSj) =

Le calcul des seuils S7 et S2 débute, en 14, par le calcul d’une matrice de confusion MC(Ti) du

prédicteur binaire fr pour chacune des valeurs Ti d’un ensemble {T'1, T2, ..., TM} de valeurs

de seuils T comprises entre O et 1, par exemple avec un incrément de 10™*. Le calcul de la

matrice de confusion MC(Ti), illustrée a la figure 3, pour le seuil T est illustrée a la figure 4

et consiste a compter :

les vrais positifs, notés « TPis », €gal au nombre total de couples de souches reliées de la
base tel que D, (BSi, BSj) < Ti;

les faux négatifs, notés « FNi », égal au nombre total de couples de souches reliées de la
base tel que Dy (BSi,BSj) > Ti;

la faux positifs, notés « FP1», égal au nombre total de couples de souches non reliées de
la base tel que Dy (BSi, BSj) < Ti; et

les vrais négatifs, notés « TNi », égal au nombre total de couples de souches non reliées de
la base tel que Dy (BSi, BSj) < Ti.

Une fois 1’ensemble des matrices de confusion {MC(T1), MC(T2,..., MC(TM))} calculé, le

procédé se poursuit, en 16, par le calcul de différents seuils illustrés a la figure 5:

un seuil §3 tel que la spécificité du prédicteur fr est maximale, et donc tel que la
spécificité de la prédiction que deux souches sont relies est maximale, c’est-a-dire

2

TNi . .,
S3=arg max (T)’ ou N est le nombre de couples de souches non reliées ;
l

un seuil §4 tel que la sensibilité du prédicteur fr est maximale, et donc tel que la
sensibilité de la prédiction que deux souches sont non reliées est maximale, ¢’est-a-dire

TP\ | .,
S4 =arg max (TL), ou P est le nombre de couples de souches reliées;
l
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le seuil S/ optimisant un premier index de qualité du prédicteur fr, différent de la
sensibilité et de la spécificité et tenant compte explicitement du déséquilibre entre les

nombres P et N, préférentiellement le coefficient de corrélation de Matthews
< TPi.TNi—FPi.FNi ) .
J(TPi+FPi).(TPi+FNi)(TNi+FPi).(TNi+FNi) ) ’

(« MCC »), c’est-a-dire S1 = arg max
1

le seuil S2 optimisant un second index de qualité du prédicteur fr, différent de la

sensibilité et de la spécificité, préférentiellement I’index de Youden, c¢’est-a-dire S2 =
TPi | TNi
arg max (— +—— 1).
Ti P N

Une étape 18 de contrdle de la qualité des seuils S7 et S2 est ensuite mise en ceuvre. Plus

particulierement (le signe « \ » signifiant « tel que » ):

si les seuils S/ et S2 sont inférieurs ou égaux a 0,1, ils sont conservés, signifiant que la
base de données d’apprentissage est appropriée pour leur calcul et leur usage ultérieur
si les seuils S/ et S2 sont supérieurs a 0,1 ou différent de moins de 1% , alors leurs
valeurs sont fixées a 0,1 et M = max(D,(BSi, BSj)\Dy(BSi, BSj) <0,2), ou
max(Dy (BSi, BSj)\Dy(BSi, BSj) < 0,2) est ici la distance génomique maximale qui
est la plus proche de 0,2 parmi les couples de souches relices de la base de données
d’apprentissage;

si I’'un des seuils §7 ou S2 est supérieur a 0,1, ce seuil est alors fixé a au minimum des
valeur 0,1 et max(Dy(BSi, BSj)\D4(BSi, BSj) < 0,2) si cette valeur minimale est
différente de ’autre seuil (e.g. differe de plus de 1%), sinon ce seuil est fixé au

maximum de ces deux valeurs.

Par soucis de simplification, il sera supposé par la suite que le seuil S/ est inférieur au seuil 52,

de sorte que, comme illustré a la figure 4, ces seuils divisent I’espace des distances génomiques

en trois intervalles :

un intervalle inférieur ]0, S1]. Si la distance génomique entre deux souches est comprise
dans cet intervalle, ces souches sont prédites comme étant « reliées » (gsy 52 = 1);

un intervalle supérieur ]S2,1]. Si la distance génomique entre deux souches est
comprise dans cet intervalle, ces souches sont prédites comme étant « non reliées »
(Gs1s2 = —1) et

un intervalle intermédiaire ]S1, S2]. Si la distance génomique entre deux souches est
comprise dans cette intervalle, ces souches sont prédites comme « potentiellement
reliées » ( gsi1s2 = 0) .

Les seuils S7 et §2 sont alors mémorisés dans une mémoire informatique d’un systéme

informatique utilisé pour mettre en ceuvre I’étape 20 a présent décrite, ledit systéme comprenant

en outre la base de données d’apprentissage. L’étape 20, qui prend place au sein de 1’hdpital

pour détecter et surveiller les épidémies de nature bactérienne, est par exemple mise en ceuvre
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de maniére systématique deés qu’un patient est atteint d’une infection bactérienne, qu’un

échantillon environnemental comprend une bactérie pathogene ou qu’un patient présente des

symptomes identiques ou similaires a un autre patient au sein de ’hopital. D autres critéres

peuvent bien entendu étre employés pour lancer cette étape.

L’étape 20 débute, en 22, par le prélévement d’un échantillon contenant la souche pathogene,

si ce préléevement n’a pas encore eu lieu, puis se poursuit, en 24, par le séquencage de la souche

et ’établissement de son profil wgMLST tel que décrit en relation avec I’étape 12. En 26, la

distance génomique Dy (BSi, BSj) entre la souche prélevée et chacune des souches de la base

de données d’apprentissage est ensuite calculée. Un premier diagnostic épidémiologique est

alors émis en 28. Plus particulierement :

si la souche prélevée n’est reliée a aucune souche de la base de données, ¢’est-a-dire
que quel que soit la souche de la base de données la distance génomique Dy (BSi, BSj)
avec la souche prélevée est supérieure au seuil S2, alors il est déterminé que la souche
prélevée n’appartient a aucun foyer bactérien

si la souche prélevée est reliée a une souche de la base de données, c¢’est-a-dire que ces
deux souches ont une distance génomique Dy (BSi, BSj) inférieure ou égale au seuil S1,
une alarme est déclenchée a I’attention de 1’utilisateur et une étude épidémiologique
approfondie 30 est lancée ainsi que, le cas échéant, des mesures prophylactiques pour
lutter contre la transmission de la souche prélevée au sein de 1’hépital

si la souche prélevée est potentiellement reliée a une souche de la base de données (noté
«reliées 7 » dans la figure 1), c’est-a-dire que ces deux souches ont une distance
génomique D, (BSi,BSj) comprise entre les seuils S1 et S2, une analyse
complémentaire est menée, en 34, pour lever I’incertitude sur le lien entre ces deux
souches. De maniere préférentielle, le résistome et le virulome de la souche prélevée est
déterminé puis comparé au résistome et le virulome de la souche a laquelle elle est
potentiellement reliée. Si les résistomes et les virulomes sont concordants, les souches
sont alors déterminées comme étant reliées, 1’alarme est déclenchée et 1’étude
approfondie 30 menée. Dans le cas contraire, les souches sont déterminées comme étant
non reliées. Enfin dans le cas ou cette comparaison ne permet pas de trancher, 1’étude
approfondie 30 est menée. D’autres informations peuvent étre utilisées lors de cette
étude complémentaire, comme par exemple la durée écoulée entre le prélevement et
celui de la souche de la base de données, le nombre de SNP différents dans les genes

plastiques, etc.

Comme cela est connu en soi, un des objectifs de 1’étude 30, menée par 1’équipe

d’épidémiologie de I’hdpital, est de déterminer si différentes souches prélevées au sein de

I’hopital constituent une épidémie. A I’issue de cette étude, le lien entre différentes souches est
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définitivement établi, a savoir « reliées » ou « non reliées ». Si par ailleurs une épidémie est
détectée alors les souches de I’épidémie sont également étiquetées en fonction de cette
épidémie. Le génome, le profils wgMLST, le resistome et le virulome de la souche prélevée,
ses liens avec les autres souches de la base de données ainsi que les informations concernant le
foyer bactérien sont ensuite mémorisés dans la base de données d’apprentissage pour pouvoir
étre utilisés ultérieurement. Les seuils S1 et S2 peuvent étre ainsi actualisés régulierement ou a

chaque nouvelle entrée dans la base de données afin d’affiner leurs valeurs.

La figure 6 illustre un systeme informatique et de séquencage 40 pour la mise en ceuvre du
procédé selon I'invention. Le systéme 40 comporte une plateforme de séquengage 42 pour
séquencer I’ADN bactérien d’un échantillon 44 et ainsi produire un ensemble de séquence
numériques, ou «reads». La plateforme 42 est connectée a une unité¢ de traitement
d’information 46, par exemple un ordinateur personnel, qui regoit les séquences, et met
optionnellement un programme d’assemblage des reads pour produire des contigs. L unité 46
est par ailleurs connectée a un serveur distant 48 mettant en ceuvre un logiciel en tant que service
(ou « Saas »), par exemple sous la forme d’une solution cloud. L’unité 46, sur lequel tourne un
logiciel « front end », envoie au serveur 48 les génomes séquencés par la plateforme 42 sous
forme de reads ou de contigs. Le serveur 48, sur lequel tourne le service informatique sous
forme de « back end » et qui est connecté a la base de données d’apprentissage S0, regoit les
génomes et met en ceuvre les étapes de traitement du procédé selon I'invention (e.g. les étapes
14-18 et 24-32 de la figure 1), le serveur mémorisant dans une mémoire informatique
I’ensemble des instructions nécessaires a cette mise en ceuvre. Le serveur renvoie les résultats
du traitement a 1’unité 46 sous la forme d’un rapport 52. Le systéme 40 comporte également un
ou plusieurs serveurs 54 connecté(s) a I’'unité 42, ces serveurs étant notamment ceux du systéme
informatique mémorisant les données patients et épidémiologiques, ces données étant utilisées

lors des études approfondies pour caractériser les foyers bactériens épidémiologiques.

Les figures 7 et 9 illustrent des distributions du nombre de couples de souches reliées et de
souches non reliées respectivement pour 1’espece Clostridium difficile (figures 7A et 7B) et
Staphylococcus aureus (figures 9A et 9B). Comme on peut le noter sur ces figures, il existe des
couples de souches reliées dont la distance génomique est importante (par exemple au-dela de
0,6 pour Clostridium difficile) et des couples de souches non reliées dont la distance génomique
est faible (par exemple en deca de 0,2 pour Staphylococcus aureus). 1l existe ainsi une zone
dans laquelle une distance génomique pourrait coder a la fois pour I’état « reliées » ou 1’état
«non reliées » si un seul seuil était employé. Cette zone intermédiaire est naturellement
présente et correspond par exemple & des souches appartenant a un méme sous-type mais
n’ayant pas été jugées comme appartenant a un méme foyer bactérien. De méme, on observe

au travers des figures 8A-B et 10A-B, qu’en choisissant les seuils S3 (spécificité maximale,
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noté « spécificité ») et S4 (sensibilité maximale, notée « sensibilité ») pour diviser en trois
I’espace des distances génomiques, la zone intermédiaire est si importante que bon nombre de
souches seraient jugées comme potentiellement reliées. En utilisant les seuils S1 (e.g.
maximisant le coefficient de Matthews MMC) et S2 (e.g. optimiant I’indice de Youden) qui
optimisent la qualité de la prédiction, on note que la zone intermédiaire est sensiblement réduite

tout en conservant une trés bonne sensibilité globale.

Il a été décrit une application a I’épidémiologique de bactéries pathogenes au sein d’un hopital.
Evidemment, ’invention n’est pas limitée a cette application et peut étre employée dans le
domaine du controle microbiologique industriel (par exemple le contréle agro-alimentaire),

environnemental et vétérinaire.

Il a été décrit 'emploi de profil wgMLST pour calculer les distances génomiques. D’ autres
profils peuvent étre employés, comme par exemple des profils cgMLST (« core genome
multilocus sequencing typing »), MLST, des ensembles de SNP ou de genes.

Il a été décrit I’emploi de I’indice de Youden et du coefficient de corrélation de Matthews.
D’autres indices de qualité peuvent étre employés, comme par exemple le F1 score (i.e.
2TP/(2TP+ FP+FN) ), le coefficient y; , la justesse (ou «accuracy», i.e.
(TP +TN)/(N + P)), la précision (i.e. TP/(TP + FP)). De préférence au moins 1 de ces

indices tient compte du déséquilibre de la base de données.

Il a été décrit une base de données d’apprentissage utilisée également pour la comparaison avec
des souches prélevées. En variante, une base de données séparée, ou « base de données
épidémiologique », peut étre employée pour traiter les souches prélevées. Une telle base est par
exemple propre a un hopital, une institution, une société¢ ou autre, et la base de données

d’apprentissage est alors utilisée uniquement pour établir la valeur des seuils.
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REVENDICATIONS

Procédé de détection et de surveillance d’un foyer bactérien lié a une espéce bactérienne

au sein d’une zone géographique, comprenant :

I’obtention d’un génome numérique d’une souche bactérienne prélevée au sein de la
zone géographique et appartenant a I’espece bactérienne |

le calcul d’une distance génomique du génome numérique obtenu avec un génome
numérique d’une base de données, dite « €épidémiologique », comprenant au moins un
génome numérique d’une souche bactérienne appartenant a I’espéce bactérienne;

la prédiction :

o que la souche bactérienne prélevée et la souche bactérienne de la base de
données appartiennent au foyer bactérien si leur distance génomique est
inférieure a un premier seuil prédéterminé ; ou

o que la souche bactérienne prélevée et la souche bactérienne de la base de
données n’appartiennent pas au foyer bactérien si leur distance génomique est
supérieure a un second seuil prédéterming strictement supérieur au premier seuil

; ou
o que la souche bactérienne prélevée et la souche bactérienne de la base de
données appartiennent peut étre au foyer bactérien si leur distance génomique

est comprise entre le premier et le second seuil ;

procédé selon lequel :

le premier seuil est supérieur ou égal a un troisiéme seuil tel qu'une prédiction
d’appartenance au foyer bactérien de deux souches bactériennes ayant une distance
génomique inférieure au troisieme seuil a une spécificité maximale ; et

le second seuil est inférieur ou €gal a un quatriéme seuil tel qu’une prédiction de non
appartenance au foyer bactérien de deux souches bactériennes ayant une distance

génomique supérieure au quatrieme seuil a une sensibilité maximale.

Procédé selon la revendication 1, dans lequel le premier et le second seuils sont égaux a

deux distances génomiques calculées :

en constituant une base de données d’apprentissage de génomes numériques de
souches bactériennes appartenant a I’espece bactérienne, ladite base comprenant :

o des couples de souches bactériennes préalablement déterminées comme
appartenant a un méme foyer bactérien, et étiquetés comme « couples de
souches reliées » ;

o des couples de souches bactériennes préalablement déterminée comme
n’appartenant pas a un méme foyer bactérien, et étiquetés comme « couples de

souches non reliées » ;
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— en choisissant un prédicteur binaire configuré pour prédire que deux souches
bactériennes sont reliées ou non reliées par comparaison de leur distance génomique a
un cinquieéme seuil ;
— pour chaque valeur de cinquieme seuil appartenant a un ensemble prédéterminé de
valeurs de cinquiéme seuil, en calculant

o une matrice de confusion dudit prédicteur en fonction de la base de données
d’apprentissage ;

o un premier index de qualité du prédicteur en fonction de la matrice de confusion,
ledit premier index étant différent de la sensibilité et de la spécificité du
prédicteur ;

o un second index de qualité, différent du premier index, en fonction de la matrice
de confusion, ledit second index étant différent du premier index, de la
sensibilité et de la spécificité du prédicteur ;

— en recherchant une premiere valeur de cinquieme seuil qui optimise le premier index
et une seconde valeur de cinquieme seuil qui optimise le second index ;

— en posant le premier seuil comme égal au minimum de la premiére et de la seconde
valeurs de cinquieme seuil et en posant le second seuil comme égal au maximum de la

premiere et de la seconde valeurs de cinquieme seuil.

Procédé selon la revendication 2, dans lequel le premier index est choisi pour tenir compte
du déséquilibre, dans la base de données d’apprentissage, entre le nombre de couples de

souches reliées et le nombre de couples de souches reliées.

Procédé selon la revendication 3, dans lequel le premier index est le coefficient de

corrélation de Matthews ou le F1 score.

Procédé selon ’'une des revendications 2 a 4, dans lequel le second index est 'index de

Youden.

Procédé selon 1’'une des revendications 2 a 5, dans lequel le prédicteur est choisi de sorte

que :

— les vrais positifs correspondent aux couples de souches reliées ayant une distance
génomique inférieure au cinquieme seuil :

— les faux négatifs correspondent aux couples de souches reliées ayant une distance
génomique supérieure au cinquieme seuil ;

— la faux positifs correspondent aux couples de souches non reliées ayant une distance

génomique inférieure au cinquieme seuil ; et
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— les vrais négatifs correspondent aux couples de souches non reliées ayant une distance

génomique supérieure au cinquieme seuil.

Procédé selon 'une des revendications 2 a 6, dans lequel la base de données

épidémiologique comprend la base de données d’apprentissage.

Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel la distance

génomique est une distance normalisée.

Procédé selon la revendication 8, dans lequel la distance génomique entre deux souches

bactériennes est calculée en :

— sélectionnant, dans un ensemble prédominé de loci, les loci communs aux génomes
numériques desdites souches ;

— comptant le nombre de différences alléliques, aux loci communs, entre les deux
génomes numériques desdites souches ;

— en divisant ledit nombre de différences par le nombre de loci communs.

Procédé selon la revendication 9 et I'une des revendications 4 ou 5, dans lequel si les

premiéres et secondes valeurs de cinquiéme seuil sont supérieures a 0,1, alors :

— le second seuil est posé égal a 0,1 ;

— le premier seuil est posé €gal a max(Dy\Dy < 0,2), ou max(Dy\Dy < 0,2) est la plus
grande distance génomique, parmi les couples de souches relies, strictement

inférieure a 0,2.

Procédé selon I’une quelconque des revendications précédentes, dans lequel les distances
entre les génomes numériques sont calculées en fonction d’une base de marqueurs, en
particulier une base wgMLST, cgMLST, MLST, de genes ou de SNP.

Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel lorsqu’une
souche prélevée est prédite comme appartenant au foyer bactérien, elle est étiquetée dans
la base de donnée épidémiologique comme étant « reliée » avec les souches bactériennes

du foyer bactérien et comme étant « non reliée » avec les autres souches bactériennes.

Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel lorsqu’une
souche prélevée est prédite comme appartenant peut-étre au foyer bactérien, une
caractérisation supplémentaire de ladite souche est mise en ceuvre pour déterminer si elle
appartient effectivement audit foyer, et si tel est le cas la souche bactérienne prélevée est

étiquetée, dans la base de donnée épidémiologique, comme étant « reliée » avec les
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souches bactériennes du foyer bactérien et comme étant « non reliée » avec les autres

souches bactériennes.

14. Procédé selon I’'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel le premier et
5 le second seuil sont recalculés régulierement et/ou dés que N nouvelles souches sont

ajoutées a la base de données épidémiologique, ou N est un entier supérieur ou égal a 1.

15. Procédé selon 1’'une quelconque des revendications précédentes, dans lequel lorsqu’une
souche est prédite comme appartenant au foyer bactérien, des mesures prophylactiques

10 sont mises en ceuvre pour enrailler ledit foyer.
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