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Génomique
et bioterrorisme

Maurice Boissinot, Michel G. Bergeron

> Les attaques terroristes récentes utilisant des
spores de Bacillus anthracis ont révélé les
lacunes des organismes de santé publique.

REVUES

Pourtant, l'utilisation des bactéries comme arme
n’est pas nouvelle et il faudra développer notre
capacité ay faire face. |l est important de mettre

o2

au point de nouvelles méthodes de diagnostic
moléculaire afin d’identifier les bactéries en
moins d’une heure. Notre laboratoire utilise la
génomique pour créer des outils qui promettent
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de révolutionner la médecine. <
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somme pour le trans-
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ennemis avec des cadavres d’animaux. Les connais-
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sances sur les infections se sont par la suite approfon-
dies ; par exemple, dans le troisiéme chant de ses Géor-

Les spores de Bacillus ulaval.ca

anthracis saisies sur

giques, Virgile présente une tres vivante et poétique
description de la maladie du charbon chez les animaux
et de sa transmission a ’homme par le port de lainages
et de peaux contaminés. Plus tard, Koch a formulé ses
célebres postulats a la suite de ses observations sur la
transmission de cette infection. Au xivé siecle, les Tatars
ont tenté de répandre la peste dans la ville de Kaffa
assiégée en catapultant des cadavres de pestiférés par
dessus les remparts. Au cours de la révolte menée par le
chef amérindien Pontiac (1763), le commandant
anglais Sir Jeffrey Amherst avait fait distribuer des cou-
vertures de varioleux aux populations amérindiennes.
Pendant la Premiére Guerre mondiale, I’Allemagne a
réalisé de nombreuses attaques biologiques sur les
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lui ont pu étre réanimées apres plus de quatre-vingts
ans d’entreposage dans les locaux du musée de la
police de Trondheim [1]. Au cours de la Seconde Guerre
mondiale, les Alliés ont mis au point plusieurs armes
bactériologiques dont le développement s’est accéléré
pendant la guerre froide, surtout aux ftats-Unis et en
Union soviétique [2].

Les bactéries considérées
comme armes biologiques

Ce bref historique nous rappelle que Bacillus anthracis
n’est pas le seul micro-organisme susceptible d’étre
utilisé comme arme biologique. Théoriquement, plus de

967



968

250 agents pathogeénes pourraient servir les desseins des
terroristes [3]. Parmi ceux-ci, on retrouve surtout des
bactéries et des virus. Cependant, les bactéries ont la
préférence des terroristes parce qu’elles sont en général
plus faciles a obtenir et plus simples a propager.

Pour faire face a la menace des armes biologiques, les
agences gouvernementales de plusieurs pays ont établi
des listes hiérarchiques des armes potentielles. L'ordre
de priorité des microorganismes varie un peu selon les
perspectives des différents intervenants. A partir de
criteres déterminant le niveau de préparation et d’ef-
fort requis pour faire face a la menace microbiologique,
les Centers for disease control (CDC) américains divi-
sent les agents pathogénes en trois catégories [4]
(Tableau 1). Les agents de catégorie A sont ceux qui
pourraient entrafner des effets majeurs sur la santé
publique et atteindre le plus de victimes. Les agents de
catégorie B ont un potentiel de dissémination a grande
échelle, mais la morbidité et la mortalité qu’ils pour-
raient causer sont moins importantes que celles engen-
drées par les agents de catégorie A. Enfin, les micro-
organismes de la catégorie C sont considérés comme
constituant une menace émergente.

Il faut noter que plusieurs bactéries de catégorie B, tels
les Vibrio cholerae, I’Escherichia coli entéropathogene,
les shigelles et les salmonelles, sont surtout transmis-
sibles par la nourriture et I’eau. Un contrdle plus strict
de ces sources de contamination devra étre entrepris
afin d’éviter des désastres [5]. Bien que les maladies
causées par ces pathogenes entériques soient en géné-
ral limitées, elles peuvent étre mortelles. Il faut rappe-
ler que I"attaque bioterroriste ayant fait le plus de vic-
times a ce jour, soit au moins 751 personnes, a été
réalisée en 1984 par un groupe extrémiste religieux en
Oregon par la contamination de bars a salades avec des
salmonelles [6].

Les tests actuels d’identification microbienne
ne sont pas assez rapides

Des modeles théoriques et I’expérience des lettres
contaminées ont démontré que la rapidité d’interven-
tion apres une attaque biologique contribue a réduire
significativement la morbidité et les colits reliés a ces
actes terroristes [7]. Malheureusement, la panique et
le chaos engendrés par les alertes de I'automne 2001
ont prouvé que notre systeme de santé publique n’était
pas prét a faire face a des attaques utilisant des armes
biologiques. Ce constat ne fait que révéler les limites du
diagnostic microbiologique actuel. €n effet, I"identifi-
cation d’une bactérie prend encore aujourd’hui 36 a
72heures. Pourtant, 'identification des microorga-
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nismes en moins d’une heure pourrait s’avérer une arme
efficace contre le bioterrorisme [8, 9]. €nfin, il faut
trouver une alternative a la culture des pathogeénes
dangereux, qui présente des risques pour le personnel
des laboratoires cliniques [10] et requiert des installa-
tions spécialisées.

Les nouvelles technologies moléculaires, telle la PCR
(polymerase chain reaction) en temps réel, permettent
maintenant de diagnostiquer les infections en moins
d’une heure, et ce directement a partir de I’échantillon
clinique. A titre d’exemple, notre équipe a récemment
publié des applications de la technologie de PCR en
temps réel pour I‘identification, en moins de
45 minutes, des femmes porteuses du streptocoque du
groupe B au moment de I'accouchement [11, 12], et
pour la détection rapide des €. coli producteurs de
toxines shiga directement a partir des selles [13]. Ces
tests sont rapides, sensibles, spécifiques et ubiqui-
taires. La rapidité est assurée en combinant une
méthode rapide (< 10 minutes) de préparation de
I’échantillon avec un appareil de PCR en temps réel per-
mettant une amplification rapide de I’ADN ainsi que la
mesure a chaque cycle d’un signal fluorescent spéci-
fique a ’amplicon recherché.

La sensibilité de nos essais se situe en général a moins de
10 copies d’ADN cible par réaction PCR. La spécificité est
évaluée en testant une batterie de souches couvrant les
principales branches de I'arbre phylogénétique des bac-
téries, avec une représentation plus élevée des especes
proches de I'espece ciblée. L'ubiquité de I'essai PCR est
évaluée en testant plusieurs souches de I’espéce cible,
provenant de différentes régions du globe et représenta-
tives de la diversité génétique de cette espece. Enfin,
’amplification et la détection du produit PCR étant réali-
sées dans un méme tube qui n’est ouvert qu’une seule fois
au début de I’essai, les chances de contamination par des
amplicons précédemment obtenus sont minimes. Alors
que les essais PCR classiques nécessitent jusqu’a une cin-
quantaine d’étapes techniques, ces nouvelles technolo-
gies permettent de réduire le nombre de manipulations a
moins d’une dizaine.

La préparation d’échantillons souléve des problemes
particuliers en raison de la diversité des types d’échan-
tillons cliniques dans lesquels il est possible de détecter
les bactéries. Pour les bactéries de la catégorie A seule-
ment, il existe plus d’une demi-douzaine de fluides bio-
logiques qu’il faut pouvoir échantillonner, sans compter
les nombreuses sources environnementales qu’il serait
utile de pouvoir évaluer. Des systémes microfluidiques
automatisés, polyvalents et intégrés a la PCR sont
actuellement en développement pour accomplir en
quelques minutes cette tdche délicate [14].



Bactérie Maladie Morbidité  Mortalité P-D P-P Perception Préparation  Catégorie Génome  Structure

publique’ spéciale’ ()]0 séquencé du génome*
Bacillus Charbon ++ b +od — +hd +od A 0 1 chromosome
anthracis 2 plasmides
Yersinia pestis  Peste ++ +++ ++ ++ ++ ++ A 0 1 chromosome &
pulmonaire 3 plasmides oD
=
Clostridium Botulisme — ++ ot ++ - + +k A € 1 chromosome w
. o
botulinum
Francisella Tularémie  ++ ++ + — + ot A € 1 chromosome
tularensis
Coxiella Fievre Q + + ++ - + ++ B € 1 chromosome
burnetii w
w
)
Brucella spp. Brucellose  + + ++ - + ++ B 0 2 chromosomes =
=
Burkholderia Morve ++ +++ ++ +/— = ++ B € 2 chromosomes %)
mallei
Burkholderia Mélioidose  + + +h - - +h B 0 2 chromosomes
pseudomallei
Chlamydophila ~ Psittacose  + + ++ - - ++ B N 1 chromosome
psittaci
Rickettsia Typhus + + ++ = = + B 0 1 chromosome
prowazekii
Vibrio cholerae  Choléra + + ++ +/— ot + B 0 2 chromosomes
Escherichia coli  Maladie du  + + + + + + B 0 1 chromosome
0157:H7 hamburger
Shigella spp. Shigellose  + + ++ + + + B € 1 chromosome
1 plasmide
Salmonella spp. Salmonellose + + ++ + + + B 0 1 chromosome
typhoide 0-2 plasmides
Mycobacterium  Tuberculose + + ++ + ++ ++ C 0 1 chromosome
tuberculosis multirésistante

multirésistant

Tableau I. Propriétés des armes bactériologiques, listées de la menace la plus importante (+++) a la menace la plus faible (=). P-D: potentiel pour
production et dissémination dans des quantités suffisantes pour affecter une grande population, déterminé a partir de la disponibilité, des
besoins pour la culture, de la voie d’infection la plus probable et de la stabilité environnementale; P-P: transmissibilité de personne a personne;
0: oui; N: nonj; €: en cours. 1. Perception publique du danger de ces infections; 2. Niveau de préparation spéciale requis par les laboratoires de
santé publique pour faire face a ces infections; 3. Catégorie de priorité selon les CDC (centers for disease control). A: agents ayant le plus de
potentiel néfaste; B: agents a potentiel important mais percus comme plus simples a contrdler; C: agents émergents; 4. Structure minimale

requise pour servir d’arme biologique pleinement virulente (adapté de [4]).

M/S n° 10, vol. 19, octobre 2003 969




970

Le choix d’une cible
pour le diagnostic moléculaire

Uidentification moléculaire d’'un pathogéne repose sur
la détection d’un géne cible (Figure 1) qui doit pouvoir
étre relié spécifiquement a tous les représentants de
I’espéce microbienne recherchée. Traditionnellement, le
géne codant pour "ARN ribosomal 16S a été le plus uti-
lisé pour cette tdche. D’autres genes conservés dans
I’évolution, tels tuf, recA, atpD, gro€ et dnaK, sont éga-
lement utilisables a ces fins [9]. Si, en plus, ce géne
conservé est essentiel a la survie de la bactérie, on
minimise la possibilité d’avoir des faux négatifs avec
des organismes modifiés génétiquement. €n revanche,
ces genes conservés ne permettent pas toujours de dis-
tinguer les souches virulentes des souches avirulentes.
C’est le cas par exemple pour B. anthracis qui doit pos-
séder deux plasmides, pOX1 et p0X2, pour causer la
maladie du charbon. U'analyse des génes de virulence de ces plasmides
a permis de déterminer que I"échec des attaques biologiques de la
secte Aum au Japon était dd a 'utilisation d’une souche vaccinale non
virulente [15]. De plus, en ciblant des génes requis pour la pathoge-
nése, on peut éventuellement identifier le transfert de ces facteurs de
virulence a d’autres espéces. La détection de génes conférant la résis-
tance aux antibiotiques assurerait un
choix thérapeutique optimal d’autant

des génes essentiels a la virulence. L’analyse des
séquences de genes chromosomiques essentiels a per-
mis d’identifier un polymorphisme unique a B. anthra-
cis. Nous avons développé un essai PCR rapide
(< 1 heure) qui identifie simultanément par fluores-
cence les deux cibles plasmidiques ainsi qu’un gene
chromosomique de B. anthracis. Cet essai a permis la
détection sensible, spécifique et ubiquitaire des cel-
lules végétatives ainsi que des spores de B. anthracis
ajouté a différents types d’échantillons biologiques. La
sensibilité analytique de I'essai réalisé a partir d’écou-
villons nasaux inoculés avec B. anthracis est de moins
de 10 unités formant des colonies par réaction PCR. La
technologie utilisée dans le développement de cet essai
devrait étre adaptée a d’autres agents biologiques.

Perspectives

Pour paraphraser La Fontaine, nous n’en mourrons pas
tous, mais nous sommes tous atteints, a des degrés
divers, par les événements de I"automne 2001. Le besoin
urgent de répondre a la menace des armes bactériolo-
giques nous force a améliorer les moyens diagnostiques
expérimentaux existants pour les faire entrer en appli-

plus important que les chercheurs sovié-
tiques auraient créé une souche de Yersi-
nia pestis capable de résister a plus de
16 antibiotiques différents [16]. La
diversité des genes de résistance pose
des limites qu’il faudra résoudre par
I'utilisation de futures technologies per-

mettant "analyse simultanée de mul- Chromosome

tiples cibles génétiques. Les possibilités
de manipulations génétiques, méme de
geénes essentiels comme celui de I’ARN
ribosomal 16S [17], nous indiquent que
I"analyse de multiples cibles et méme de
génomes entiers est la voie de I’avenir.

Un essai rapide

BACTERIE

Re,, .

s
%
(s
2

Plasmide

pour Bacillus anthracis Figure 1. Types de cibles génétiques permettant I’identification des armes bactériologiques. En

ciblant un geéne essentiel (en vert) pour la survie de la bactérie, les chances de détecter I’en-

Nous avons démontré 'efficacité de semble des représentants d’'une méme espece sont optimisées, tandis que les risques d’avoir

notre approche pour le choix des cibles  des faux négatifs avec des souches manipulées génétiquement sont réduits. La détection simul-

en développant un essai moléculaire  tanée de génes requis pour la virulence (en rouge) assure Iidentification des souches patho-

rapide pour I'identification de Bacillus  génes et pourrait donner des indications sur le transfert de ces génes de virulence a d’autres

anthracis [18]. Uanalyse de séquences  espéces. Uidentification de génes de résistance (en orange) sert & guider I'intervention théra-

des plasmides pOX1 et pOX2 de plusieurs  peutique. Enfin, la détection simultanée de cibles situées sur différents éléments génétiques

souches de B. anthracis a permis de - chromosome(s) (trait noir) ou plasmide(s) (trait bleu) — procure des informations sur des

choisir des séquences conservées dans  réarrangements génétiques potentiels de 'agent pathogéne.
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cation clinique le plus rapidement possible. €n
revanche, il nous apparaft tout aussi important de pou-
voir diagnostiquer toutes les infections en moins d’une
heure, de maniére a fournir au clinicien les résultats de
la microbiologie en méme temps que les analyses bio-
chimiques, sanguines et radiologiques. Le médecin
pourra alors poser un diagnostic non pas présomptif,
comme il est trop souvent obligé de le faire mainte-
nant, mais un diagnostic enfin basé sur des preuves
obtenues au laboratoire. Cela devrait révolutionner la
pratique médicale, car le traitement des maladies
infectieuses sera basé sur I'identification précise du
pathogeéne et des genes de résistance au moment ol le
clinicien voit son patient. Ces tests d’identification en
temps réel devraient non seulement favoriser une thé-
rapie optimale, mais aussi contribuer a réduire 'impact
de la résistance microbienne [8]. Cette fusion du dia-
gnostic et de la thérapie, nous I’appelons théranostic
moléculaire [9]. ¢
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SUMMARY

Genomics and bioterrorism

The use of biological weapons has been recorded throu-
ghout history. However, the anthrax-tainted letters of
the fall of 2001 caused shock and panic in several coun-
tries. Knowledge of the principal bacteriological wea-
pons allows design of novel rapid DNA-based diagnostic
tests that should help defuse the impact of future bio-
terrorist attacks. Less than one-hour real-time PCR
identification of bacteria and their associated antibio-
tic resistance genes will revolutionize the practice of
medicine. ¢
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