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La paléomicrobiologie est une branche de la microbiologie qui permet la mise en
évidence de maladies infectieuses anciennes grace aux microorganismes pathogenes
retrouvés dans des échantillons humains ou environnementaux. Cette discipline
récente a été développée parallélement au progrés des techniques de séquencage du
génome. (Dagli et al. 2015; Raoult 2016)

La pulpe dentaire, ainsi que le tartre, se sont ainsi réveélés comme étant des sources
intéressantes de microorganismes anciens ; ces derniers colonisant la pulpe par voie
hématogéne. La dent, étant 'organe le plus résistant du corps humain, conserve la
pulpe et ses agents pathogénes sur des centaines, voire des milliers d’années. (Dagli
et al. 2015; Raoult 2016)

La paléomicrobiologie dentaire a ainsi permis I'étude de nombreuses maladies au
cours du temps, notamment l'infection a Yersinia pestis, responsable de la Peste.
Depuis 5 000 ans, de nombreuses épidémies ont eu lieu au cours de I'histoire et ont
considérablement réduit la population européenne.(Derbise et al. 2012)

Cependant, elle sévit encore a ce jour dans de nombreuses régions endémiques ; en
juillet 2020 encore, une alerte de niveau 3 a été déclenchée en Chine et en Mongolie,

aprés l'apparition de cas de peste bubonique. (Hugo Septier 2020)

L’augmentation du nombre de cas dans le monde observée depuis les années 80 en
fait une maladie réémergente, a déclaration obligatoire, qui souléve bien des questions
sur sa survie dans I'environnement, ses modes de dispersion et le réle de 'Homme.
(Derbise et al. 2012)

Sa forte pathogénicité et son potentiel de transmission la classe dans la catégorie A
des agents pathogénes utilisables en bioterrorisme, établie par I' « US Center for

Disease Control ». (Drancourt et al. 2006; Derbise et al. 2012)

Yersinia pestis est la premiere bactérie qui fut révélée en paléomicrobiologie dentaire

et reste a ce jour ’ADN ancien le plus étudié de par sa notoriété et son impact majeur

12



au cours de 'histoire. Ainsi, sa mise en évidence est aujourd’hui possible dés I'époque

néolithique. (Rascovan et al. 2019)

L’apparition récente de sources résistantes aux antibiotiques et son utilisation
potentielle comme arme biologique en font, aujourd’hui encore, une menace pour la
santé humaine. Les traces des pandémies historiques persistent dans l'imaginaire

collectif et font craindre une récidive moderne. (Parkhill et al. 2001)
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2. Yersinia pestis, agent étiologique de la peste.

Yersinia pestis est une bactérie a Gram négatif, faisant partie de la famille des
entérobactéries, découverte par Alexandre Yersin (Institut Pasteur) en 1894 (lors de
la 3¢ pandémie) a Hong-Kong. (Drancourt et Raoult 2002, 2016; Butler 2014)

Elle est habituellement retrouvée chez les petits mammiféres et les puces qui les
parasitent. (Begier et al. 2006; Drancourt et al. 2006; Raoult 2016)
Elle peut étre transmise a ’'Homme :
- Par pigQres de puces ou morsures de rongeurs infectés(Raoult 2016; WHO
2017)
- Par contacts avec des liquides corporels infectés. (Raoult 2016; WHO 2017)

- Transmission interhumaine par voie gouttelettes. (Raoult 2016; WHO 2017)

Dizad rodant

=
el

|

ii unu\l:\.wug

fﬂ\ﬁ
T
ﬂf{f@”

@-@

Figure 1 : Modéle de transmission de Yersinia Pestis (Drancourt et al. 2006)
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La transmission par les puces peut avoir lieu de 2 manieres. Dans un premier
temps, les puces peuvent transmettre la bactérie immédiatement aprés un
repas sur un héte souffrant d’'une bactériémie. Dans un second temps, Yersinia
pestis a la possibilité de coloniser et de former un biofilm dans le proventricule
de la puce, qui va bloguer son systéeme digestif et donc I'afflux de sang au cours
de son repas. Ce phénomene les conduit a régurgiter du sang contaminé dans
le site de piglre. D’autre part, toujours affamée, elle va également intensifier

ses repas et favoriser la transmission bactérienne. (Butler 2009; Sun et al. 2014)

Ce phénomene déclenche des épizooties chez les rongeurs, entrainant une forte
diminution de leur population et forcant les puces a trouver des hétes alternatifs :
’Homme. (Butler 2009)

L’étude de Yersinia pestis en paléomicrobiologie dentaire a majoritairement été
conduite par I'équipe du Professeur Didier Raoult a 'lHU de Marseille, dés 1996, suite
a la découverte d’'un charnier de victimes de la peste a Marseille. Leur protocole a

depuis été validé par plusieurs conseils scientifiques. (Raoult 2016)

2.1. Historique

Au cours des derniers millénaires, plusieurs pandémies de peste ont eu lieu. A ce jour
encore, des épidémies surviennent dans des zones longtemps restées silencieuses,
comme récemment en Chine, Ouganda, Madagascar et République Démocratique du

Congo. (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999)

e Les grandes pandémies :

- peste Justinienne au Vlieme siécle. Elle a touché I'Europe, en particulier sur le

pourtour de la Méditerranée, ainsi que I'Afrique et I'Asie. Son point de départ
serait en Afrique du Nord-Est (Egypte et Ethiopie). Elle aurait fait prés de 100
millions de victimes. (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999; Drancourt et Raoult
2005)

- Lagrande peste noire, au XIVeme siécle (Peste médiévale), qui a envahi toute

'Europe a partir de la mer noire en empruntant les routes commerciales.

15



(Drancourt et Raoult 2002) Elle a décimé 1/3 de la population Européenne et
fait environ 50 millions de victimes : la moitié en Europe , 'autre moitié en Asie
et en Afrique (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999; Drancourt et Raoult 2005,
2016).

C’est également a cette période que des cadavres de Mongols morts ont été
utilisés comme arme biologique et jetés sur les murs de la ville de Caffa sur la

cOte Est de la Crimée. (Drancourt et Raoult 2002)

- La peste Moderne, dont le point de départ est en Chine (Hong-Kong) en 1894.

Elle s’est rapidement étendue sur les 6 continents grace au développement des
moyens de transports maritimes du XlXeme et XXéme siecle. (Evgueni
Tikhomirov et coll. 1999; Drancourt et Raoult 2005; Bramanti et al. 2019)

Figure 2: Dynamique de propagation des 3 pandémies de peste historigue (Prentice
et Rahalison 2007)

Plus récemment, des épidémies de moins grande ampleur sont réapparues dans les
pays a risque endémique, apres des années de silence, comme en Inde en 1994
(épidémie de peste pulmonaire), au Malawi, au Mozambique ou a Madagascar (aolt
2017) (Drancourt et Raoult 2002)

16



2.2. Epidémiologie

La peste est une zoonose bactérienne ré-émergente a transmission vectorielle,

circulant au sein de réservoirs animaux, notamment grace aux puces et aux rongeurs.
(Evgueni Tikhomirov et coll. 1999; Drancourt et Raoult 2002; WHO 2017)

Les foyers naturels actuels de peste sont les régions chaudes tropicales et

subtropicales, telles que : (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999)

'Afrique subsaharienne, qui rassemble les régions les plus touchées
(Congo, Ouganda, Madagascar)(Begier et al. 2006; Raoult et al. 2013)

Les pays du Maghreb

L’Asie, majoritairement en Chine et en Mongolie, comme le montre les cas
récents apparus il y a quelques mois (juillet 2020) (Hugo Septier 2020)

Le continent Américain (surtout au Pérou et cdte Ouest des Etats-Unis) La

majorité des cas de peste aux Etats-Unis survient de mai a Septembre.

C’est une maladie a déclaration obligatoire : 50 000 cas ont été recensés par 'OMS

depuis 1990. L’'Australie est le seul continent exempt de Yersinia pestis.(Evgueni
Tikhomirov et coll. 1999; Drancourt et Raoult 2002)

Les épidémies de peste sont fluctuantes dans le temps ; la maladie peut sembler

disparue durant plusieurs décennies avant de réapparaitre. Ce phénomeéne est di a la

présence de foyers naturels de peste dans I'environnement. (Drancourt et Raoult

2002)
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Figure 3: Distribution géographique des cas de peste recensés dans les 20
dernieres années (Raoult et al. 2013)

2.3. Physiopathologie

Les sujets infectés sont victimes d’'une altération de I'état général, avec de la fiévre,
des céphalées, des nausées et vomissements ainsi que des douleurs corporelles
diffuses. Les premiers symptdmes apparaissent aprés une période d’incubation allant

de 1 a 7 jours.(WHO 2017)

Yersinia pestis entraine une subversion des défenses immunitaires de I'héte, ce qui
permet sa survie, sa prolifération dans I'organisme et son transport par les cellules
immunitaires jusqu’aux ganglions lymphatiques. Cette phase est appelée phase pré-

inflammatoire. (Demeure et al. 2019)

Il existe 3 formes cliniques de peste. (Spyrou et al. 2019)
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Tableau 1 : Les 3 formes clinigues de la peste

(Perry et Fetherston 1997; Drancourt et Raoult 2005; Prentice et Rahalison 2007; Raoult et al. 2013; Raoult 2016; Spyrou et al. 2019)

Peste bubonique

Peste pulmonaire

Peste septicémique

Généralités

e Forme clinique la plus fréquente.
e Atteint 60% de létalité

Forme trés contagieuse
et tres dangereuse.

Sa période d’incubation
estde 2 a 3 jours.

La gravité de cette forme
en fait une arme
biologique potentielle

10 a 15% des cas de peste.

Sa mortalité est plus élevée que la
forme bubonique, due a des
difficultés de diagnostic et un
retard de prise en charge

Forme longtemps contredite, sous
prétexte d’'une éventuelle atteinte
ganglionnaire infraclinique.
Cependant, des études réalisées
chez la souris maintiennent la

possibilité d’'une atteinte
septicémique sans forme
histologique.

Voies de
transmission

Survient majoritairement suite & une piqdre par un ectoparasite (Spyrou
et al. 2019)

e Les bactéries voyagent ensuite jusqu’au ganglion lymphatique drainant
la zone de piqdre, ou une réplication bactérienne intensive se produit

secondaire a la peste
bubonique
primaire par transmission
interhumaine par voie
gouttelettes

Impact systémique primaire du
germe (peut-étre due a une piqdre
de puce directement dans un
vaisseau sanguin)

Peut-étre secondaire a une peste
bubonique.

Symptoémes
caractéristiques

Bubon : adénite superficielle et douloureuse de taille conséquente.
Cette lésion est caractéristique de la peste. Il est le plus souvent situé dans
le pli de I'aine.

Photographie d’'un bubon pesteux dans le pli inguinal (Perry et Fetherston
1997)

syndrome pseudo-grippal
altération de I'état
général

pneumonie
accompagnée de toux
difficultés respiratoires
hémoptysie

Prend la forme d’'une septicémie
avec syndrome multi-
dysfonctionnel (avec laquelle elle
est souvent confondue)

Evolution

e En absence de traitement, la dissémination bactérienne dans la
circulation sanguine (peste septicémique secondaire), ou aux poumons
(peste pulmonaire secondaire) entraine le décés de l'individu dans les 6
jours

e Une guérison du malade, aprés une longue période de convalescence
et une suppuration du bubon, est possible dans environ 20 a 40% des
cas

En absence de traitement
précoce, elle entraine la
mort dans les 3 jours
aprés apparition des
premiers symptémes
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2.4. Facteurs de virulence

Les souches de Yersinia pestis responsables de pandémies sont associées a des
facteurs de virulence qui permettent : (Butler 2009; Bos et al. 2011; Spyrou et al. 2019)
- Sa protection (notamment échapper au Systéme immunitaire de I'héte)
- Sa survie et sa dissémination dans I'organisme (aussi bien des rongeurs que
de 'Homme).

- Une subversion de 'immunité de I’'h6te et I'utilisation de ses nutriments.

Ainsi, 'acquisition du plasmide pCP1, responsable de la protection bactérienne, s’est
faite dés la divergence avec le pathogene salvatique Yersinia pseudotuberculosis.
Cependant, les souches basales datant de la période néolithique et de 'adge de Bronze
n‘avaient pas les facteurs de virulence permettant une transmission complexe
responsable de grandes épidémies, contrairement aux formes plus modernes. Les
grandes épidémies ont eu lieu dés l'acquisition de pMT1, permettant la transmission
aux mammiféres et ainsi la dissémination de l'infection.(Bos et al. 2011; Spyrou et al.
2019)

L’analyse des souches moderne ne révéle pas de modifications majeures des
mécanismes qui induisent la virulence en comparaison aux souches médiévales,
responsable du fléau de la peste noire. Cette augmentation percue de la virulence au
cours des grandes pandémies ne réside ainsi donc pas uniquement dans le phénotype
bactérien. D’autres facteurs sont ainsi évoqués, tels que I'environnement, les
mécanismes de transmission (dont la dynamique des vecteurs) et la sensibilité de
'héte. (Bos et al. 2011; Rascovan et al. 2016)
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Tableau 2: Les facteurs de virulence (D'apres: Une et Brubaker 1984; Deng et al. 2002; Butler 2009; Spyrou et al. 2019)

Géne de
virulence

Antigenes

Roles

pCD1

(commun a
Yersinia
pseudotuberculosis
et Yersinia
enterocolitica)

Low calcium Response stimulation
(LCRS)

V antigen (récepteur intra-membranaire)
Yop (récepteur extra-membranaire)

Type Il sécrétion System

systeme de sécrétion qui favorise la croissance
bactérienne en cas de faibles concentrations de
calcium (37°C)

subversion immunitaire : échapper a la phagocytose
en inhibant la production de cytokines de I'hote et
donc de la réponse inflammatoire.

Suppression de la transduction du signal et paralysie
des cellules phagocytaires.

pMT1 (également
appelé pFra)

Fraction 1 capsule
Toxine murine (ymt)

code une protéine capsulaire antiphagocytaire
impliqué dans la colonisation des puces (ymt).

dissémination a partir du site d’inoculation

pigmentation locus)

PCP1 ralgsemslgggﬁg activator (Pla) : protease a transmission inter-individuelle
activité fibrinolytique qui est maximale & 37°C
Il contribue au potentiel invasif de la bactérie.
PGM Hemin storage assimilation du fer : la capacité du pathogéne a utiliser
o g le fer de I'hdte influe sur la gravité de la maladie.
Yersinia bactin # ; , f ex
(Chromosomal L’infection est d’autant plus grave s'il est chélaté au

fer
Participe a la formation du biofilm obstructif chez la
puce

Autres :

PH6 antigen (psaA)
lipopolysaccharides extra-membranaires

Adhésines

Lien avec la formation de bubons (favorisent I'entrée
des macrophages)

résistance au sérum, méme en présence d’anticorps :
effet anti-inflammatoire de haut grade

Adhésion des bactéries a I'épithélium.
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2.5. Diagnostic

3 criteres permettent de réaliser un diagnostic rapide afin de commencer un traitement
efficace : (Raoult et al. 2013)
- Fievre chez un sujet ayant été en contact avec des rongeurs (mort ou vivant)
dans une zone endémique.
- Présence d’'une adénite avec fiévre et hypotension.
- Pneumonie avec hémoptysie et présence de bacilles gram négatif dans les

expectorations.

Ces éléments posent un diagnostic de peste méme dans les zones ou elle est
supposeée disparue. La réalisation de radiographies pulmonaires n’est pas efficace car
elles ne permettent pas de réaliser un diagnostic différentiel et des manifestations ne

sont présentes qu’en cas de peste pulmonaire. (Raoult et al. 2013)

La présence de bacilles gram négatifs (mise en évidence par coloration au Giemsa)
dans une adénite nécessite la mise en place immédiate d’un traitement contre la peste,
car trés peu de bacilles gram négatifs sont responsables d’adénites. D’autant plus si
les analyses de sang révelent une hyperleucocytose et une thrombocytopénie (Raoult
et al. 2013)

La confirmation du diagnostic se fera aprés mise en évidence du pathogene dans les
échantillons aprés PCR. (Raoult et al. 2013)

A ce jour, des tests de diagnostic rapide basés sur I'immunodétection ont été mis en
place dans les régions endémiques comme au Congo ou a Madagascar. (Raoult et al.
2013)

2.6. Traitements et prévention

Malgré les fléaux passés, la mortalité et la morbidité de la peste ont considérablement
diminué. Ceci grace a la découverte des antibiotiques et a une amélioration des
connaissances de la maladie qui ont permis la mise en place de mesures de

prévention. (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999)
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L’administration d’'un traitement antibiotique précoce a base de streptomycine ou de
tétracyclines permet, dans la majorité des cas, la survie de l'individu. La létalité est

ainsi passée de 60% a 15%. (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999)

Des mesures de prévention ont été diffusées aupres des populations locales et des
voyageurs se rendant dans les zones endémiques. Il est ainsi conseillé d’éviter les
rongeurs et les puces, de ne pas manipuler les carcasses d’animaux morts et de ne
pas entrer en contact avec des fluides biologiques sans protection.

Il est aussi conseillé de consulter un médecin dans les plus brefs délais en cas de
contact avec une personne contaminée ou apres apparition de symptémes. (Evgueni
Tikhomirov et coll. 1999)

A Madagascar, l'apparition récente de nouvelles souches de Yersinia pestis
résistantes aux antibiotiques pose cependant probléme.(Parkhill et al. 2001; Drancourt
et Raoult 2002)

Des projets de vaccins ont été élaborés, mais ils ne sont pas encore indiqués pour une
vaccination massive des populations exposées dans les régions endémiques (effets
indésirables majeurs, durée limitée de I'immunité protectrice). lls sont a ce jour
uniguement administrés aux personnels travaillant dans des laboratoires et
manipulant des souches vivantes de Yersinia pestis. (Prentice et Rahalison 2007)
D’autres projets prometteurs sont en cours. |l n’existe donc a ce jour encore aucun
vaccin reconnu par |'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) contre cette
maladie.(Titball et Williamson 2001; Derbise et al. 2012, 2015, 2020; WHO 2017)
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3.1. Définition

La paléomicrobiologie est une discipline récente qui a été développée parallélement
au progres des technigues de séquencage biomoléculaire.(Drancourt et Raoult 2005)

C’est une branche de la microbiologie dont I'objectif est de détecter, d’identifier et de
caractériser des micro-organismes dans des échantillons anciens. (Drancourt et
Raoult 2005; Dagli et al. 2015)

Les premieres expériences ont été réalisées en 1993 sur la mise en évidence, dans
un squelette humain, de 'ADN de Mycobacterium tuberculosis.(Drancourt et Raoult
2005)

L’agent étiologique de la peste fut, quant a lui, le premier mis en évidence a partir de

pulpe dentaire ancienne en 1998. (Malou et al. 2012; Mai et al. 2020)

Ses objectifs sont :

- Confirmer le diagnostic d'une maladie infectieuse, en absence de signes
cliniques, des centaines d’années plus tard.(Drancourt et Raoult 2005) Cette
identification peut étre réalisée grace a I'étude des fragments d’ADN
pathogenes et de ses protéines. (Barbieri et al. 2017)

- Apports épidémiologiques des maladies passées en identifiant la répartition des
individus infectés, des réservoirs et des vecteurs des micro-organismes, en
fonction du temps et de I'espace.(Drancourt et Raoult 2005)

- Suivre I'évolution phylogénétique de micro-organismes sévissant encore a ce
jour afin d’améliorer la prévention, le diagnostic et le traitement face a une
potentielle épidémie contemporaine. (Gilbert et al. 2004; Drancourt et Raoult
2005)

- Apports historiques et anthropologiques, en venant confirmer ou infirmer des

hypotheses historiques (Drancourt et Raoult 2005)
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3.2. De I'odontologie médico-légale a la paléomicrobiologie dentaire

L’odontologie médico-légale est une branche de la médecine |égale basée sur I'étude
des dents et des maxillaires. Elle a 3 domaines d’utilisation : (Jeddy et al. 2017)
- Evaluation des préjudices sur la sphere orale.
- ldentification d’individus (dans le cas de catastrophes de masse ou d’enquétes
criminelles)
- Examen de marques de morsures (agressions sexuelles, cas de maltraitances

sur mineurs, légitime défense...)

Les méthodes conventionnelles utilisées a ces fins reposent sur une bonne tenue des
dossiers médicaux dentaires (analyses comparatives), I'analyse des morsures, les
techniques d’imagerie, I'analyse ADN, la chéiloscopie et la rugoscopie (étude des

papilles palatines). (Jeddy et al. 2017)

Avec le développement de la réaction en chaine par polymérase (PCR) et du
séquencage, lI'analyse ADN est rapidement devenue une méthode de choix dans
l'identification = médico-légale, notamment lorsque les autres méthodes
conventionnelles échouent (tissus inexploitables, destruction totale, ...). (Jeddy et al.
2017)

La dent est une excellente source d’ADN ; la pulpe, la dentine, le cément mais
également le ligament périodontal peuvent étre utilisés dans ces recherches, et
peuvent prolonger le temps d’identification génétique de restes humains décomposés.
L’ADN génomique est ensuite comparé a des échantillons ante-mortem pour identifier
le défunt. (Jeddy et al. 2017; Adserias-Garriga et al. 2018)

Ces techniques de recherche d’ADN a partir de la pulpe ont été étendues a la

paléomicrobiologie dans la recherche de micro-organismes anciens. (Raoult et al.
2000; Jeddy et al. 2017)
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3.3. Les différentes sources utilisées.

Les traces de pathogenes peuvent étre retrouvées dans divers tissus :

- Tissus mous momifiés ou congelés (Tran et al. 2011)

- Le tissu osseux. Cependant, et contrairement a la tuberculose, toutes les
maladies infectieuses n’engendrent pas de lésions osseuses (Gilbert et al.
2004; Drancourt et Raoult 2005; Spyrou et al. 2019). Se pose également un
probléme de contamination environnementale. (Drancourt et Raoult 2005)

- La pulpe dentaire, représente le complexe vasculo-nerveux de l'organe
dentaire. Dans les conditions normales, c’est un tissu stérile, vascularisé, qui
préserve les pathogénes d’une infection passée. Il s’agit du substrat le plus
populaire. (Drancourt et Raoult 2005, 2005; Dagli et al. 2015)

- Le tartre, trés commun dans la cavité buccale. Il est un témoin du microbiote
oral de son hote, stable au cours du temps et relativement peu soumis aux
contaminations environnementales. (Dagli et al. 2015) L’étude des calculs
permet non seulement d’identifier les agents pathogénes et leur virulence, mais
également d’apprécier la réponse immunitaire de I'héte, ainsi que ses habitudes
de vie (par I'étude des bactéries commensales). (Dagli et al. 2015; Warinner et
al. 2015) Des traces d’ADN mitochondrial de I'héte ont été retrouvées dans du

tartre ancien. (Warinner et al. 2015)

- Environnement : glace, pergélisol, les sols, les ectoparasites, animaux...
(Drancourt et Raoult 2005; Warinner et al. 2015)

La dentine n’est pas encore utilisée en paléomicrobiologie due a sa tres faible
concentration en ADN. Cependant des études actuelles semblent montrer une plus
forte affinité des acides nucléiqgues a ces tissus, grace a sa composition en
hydroxyapatite. (Dagli et al. 2015).

Ainsi, une étude réalisée par Malin Brundin et al. sur Fusobacterium nucleatum a

montré que I'ADN lié a la dentine était récupérable par PCR, ce qui n’était pas le cas
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pour les échantillons contréles. Les effets stabilisateurs et protecteurs de

I'hydroxyapatite sur ’ADN sont mis en cause (Dagli et al. 2015).

3.3.1. Intéréts de la pulpe dentaire

La pulpe dentaire est un tissu conjonctif tres bien vascularisé ; sa densité vasculaire
est comparable a celle du cerveau humain. (Dagli et al. 2015)

Les pathogénes responsables d’'une bactériémie peuvent ainsi, a la mort de son héte,
étre piégés dans la cavité pulpaire. (Dagli et al. 2015; Raoult 2016)

Des siécles plus tard, le matériel génétique de bactéries mortes il y a plusieurs
centaines d’années peut-étre détecté et transmettre des informations concernant la
cause du déces. (Dagli et al. 2015). Ce tissu présente tout son intérét dans I'étude de
maladies ne présentant pas de défauts osseux dans sa symptomatologie, comme la
peste.(Gilbert et al. 2004)

La pulpe dentaire présente également 'avantage d’étre naturellement protégée de son
environnement et du temps par des tissus fortement minéralisés, plus résistants que
le tissu osseux ; I'émail, la dentine et le cément. (Drancourt et Raoult 2005; Dagli et al.

2015). C’est le tissu humain le plus durable dans le temps. (Drancourt et Raoult 2005)

C’est également un tissu naturellement stérile. En cas de bactériémie, il ne contiendra
que I'agent pathogéne et les cellules de I'héte. (Dagli et al. 2015) (Drancourt et Raoult
2005) Cependant, certaines études ont relevé des contaminations de I'échantillon par
le foramen apical et montre ainsi l'importance de la sélection de l'organe
dentaire.(Dagli et al. 2015)

Certaines études ont pu prouver qu’une plus grande quantité d’ADN amplifiable était

retrouvée dans la pulpe dentaire (37%) que dans le tissu osseux (5.7%). (Drancourt et
Raoult 2011)
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3.4.

Les différentes techniques d’identification de pathogénes issues de la

pulpe dentaire.

Selon les tissus étudiés, plusieurs méthodes sont utilisées pour détecter les micro-

organismes dans les tissus anciens :

Isolation microbienne et culture : tres complexe a mettre en évidence sur

des échantillons anciens du point de vue de la survie
bactérienne.(Drancourt et Raoult 2005)(Lepidi 2008)

Observations au microscope ; par exemple mise en évidence de

Mycobacterium tuberculosis dans des momies andines (Drancourt et
Raoult 2005; Lepidi 2008)
Etude des protéines : immunodétection et sérologie (Drancourt et Raoult
2005; Barbieri et al. 2017)
Analyse de 'ADN basée sur la PCR et le séquencage. (Dagli et al. 2015)

Basée en majeure partie sur 'amplification et le séquengage de 'ADN humain, ainsi

que sur I'étude des protéines, la mise en évidence de Yersinia pestis dans la pulpe

dentaire de sujets enterrés dans des tombes francaises datant du XVIlleme siécle a

pu étre réalisée pour la premiere fois en 1998. (Drancourt et Raoult 2005; Mai et al.

2020)
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Figure 5: Technigues utilisées pour la détection d'anciens pathogénes

( Drancourt et Raoult 2005)
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Figure 6: Les techniques d'analyse de I'ADN et des protéines a partir
d'échantillons issus de pulpe dentaire (Mai et al. 2020)
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3.4.1. Préparation des échantillons

a) Du prélévement sur site a la conservation en laboratoire

Les squelettes sont utilisés comme sources de pathogenes. Les fosses communes,
considérées comme sépultures d’urgence, sont suspectées d’étre en lien avec des
catastrophes passées (guerres, famines, épidémies...) Elles sont souvent mises en
évidence lors de travaux d’urbanisation prés des villes. (Drancourt et Raoult 2005)
C’est ainsi qu’'un charnier datant de la peste justinienne a été mis en évidence a
Marseille lors de la construction d’'un tunnel. C’est ce dernier qui a conduit le Pr Raoult
et son équipe a établir ses premiers travaux de paléopathologie sur la peste. (Raoult
2016)

Il est important de ne pas séparer la dent de 'alvéole sur le site de prélévement pour
éviter toute contamination. Cela doit étre fait en laboratoire de maniére stérile. (Tran
et al. 2011c; Mai et al. 2020)

La conservation de 'ADN dans les dents anciennes est trés influencée par les
températures de conservation ; une augmentation de 2°C dans les sols pourrait
entrainer une réduction de la demi-vie de ’'ADN de moitié. Au laboratoire, il faut donc

conserver les dents dans un environnement sec a -20°C.(Mai et al. 2020)

Les machoires et les dents sont photographiées dans tous les plans de I'espace, dans

un intérét comparatif (pour d’autres études) et statistique.(Mai et al. 2020)

Des radiographies préopératoires sont également nécessaires pour sélectionner les
dents les plus appropriées. Cela permet de visualiser la morphologie de la pulpe et
anticiper la présence de calcification ou de fissures qui pourraient contaminer les
échantillons. Les radiographies rétro-alvéolaires, IRM et la tomodensitométrie sont les
plus utilisés. Il n’y a pas de risques d’altérations de 'ADN en dessous de 200Gy.(Mai
et al. 2020)
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Figure 7 : Récupération de pulpe dentaire ancienne (Drancourt et al. 1998)

A : photographie de la machoire
B : radiographie

C : dent lavée et fracturée selon un axe longitudinal

b) Limiter la contamination

La mise en évidence d’ADN ancien sous-entend la possibilité de prouver son

authenticité. (Drancourt et Raoult 2005)

Les échantillons peuvent étre contaminés :

- Par la flore environnementale (Raoult et al. 2000; Drancourt et Raoult 2005)

- Au laboratoire par des fragments d’autres bactéries qui y sont étudiées, ainsi
gue celles présentes sur les mains du manipulateur, dans I'eau et les réactifs
utilisés pour extraire ’ADN. (Raoult et al. 2000; Drancourt et Raoult 2005)

Pour limiter le risque de faux positifs, un respect strict des protocoles visant a limiter

le risque de contamination est alors mis en place. (Drancourt et Raoult 2005)
La méthode de plus haut niveau pour supprimer les doutes sur une éventuelle

contamination en laboratoire est une reproductibilité des résultats par un autre
laboratoire. (Mai et al. 2020)
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Tableau 3: Prévention de la contamination en paléomicrobiologie

(Woodward et al. 1994; Drancourt et al. 1998; Drancourt et Raoult 2005; Mai et al. 2020)

Procédure | Préparation des échantillons Extraction ADN PCR
e Contamination par la flore
g e Contamination par la flore environnementale.
o environnementale. e Contr6le positif ¢ Contamination croisée (par d’autres pathogénes précédemment étudiés
w e Contamination par la flore e Contamination par de dans le laboratoire)
x manuportée. précédents amplicons
obtenus par PCR.
« Etre équipé d’éléments de
protection individuelle lors de la
manipulation des échantillons ;
gants, charlottes, masques,
surblouses...
e Suppression des tissus externes
de la dent par grattage, sablage ou , .
0 grace a I'utilisation d’une fraise o L'extractionet _
°>" mhontée SLllr piéce & main L\?/rc?ifllligiaggzsdjrl ﬁgéNchIt « Il ne doit pas y avoir de contréles positifs
= chirurgicale. s o , ¢ Avoir plusieurs contréles négatifs
qc_) ¢ Ringage a I'eau distillée. .contr.ole,?,et vlint,llee,(t)udp,a e Séquencer tous les fragments d’ADN obtenus par PCR
> e Lavage a I'éthanol, au peroxyde jamais ¢ cultivee, EWdiee | ¢ La manipulation et I'étude des échantillons doivent avoir lieu dans une
o d’hydrogéne ou hypochlorite de et amplificeyersinia pestis. i€ trolé inaj is été étudié ltivée et lifiée Yersini
b ydrog yp « Etre équipé d'éléments de piece contrélée qui n'a jamais éte étudiee, cultivée et amplifiee Yersinia
(C,L) sqdlum. <P . protection individuelle lors pestis. S . s .
e Séchage a I'air comprimé. . . e Les amorces utilisées doivent étre a usage unique
8 e Séchage par exposition aux rayons de la mampulanon des e La PCR doit étre unidirectionnelle
S X échantillons ; gants, - RN T i )
7 ultraviolets (254nm) charlottes, masques e Etre équipé d’éléments de protection individuelle lors de la manipulation
% ¢ Enrober les dents dans une résine surblouse's... ’ des échantillons ; gants, charlottes, masques, surblouses...
stérile (selon procédures

d’extractions)

e Utiliser des dispositifs stériles

¢ La manipulation et I'étude des
échantillons doivent avoir lieu dans
une piéce contrélée qui n’a jamais
été étudiée, cultivée et amplifiée
Yersinia pestis.
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c) Sélection de I'organe dentaire

Préférer les dents intactes a apex fermé, telles que les dents non traumatisées
et saines, pour limiter les contaminations (sans fissures, félures, fractures,
abrasion trop importante ou de |ésions carieuses...) |l est important d’analyser
plusieurs dents chez un méme individu pour maximiser les chances de
détection.(Drancourt et Raoult 2005; Mai et al. 2020)

Si possible, privilégier les dents entourées de tissus osseux telles que les dents
en cours d’éruption, dents incluses, dents de sagesse... (Stériles et protégées

par 0s).

Sélection selon le volume de la chambre pulpaire. (Mai et al. 2020)

Le volume pulpaire est proportionnel au volume d’ADN récupéré. Les dents
monoradiculées sont a privilégier car leur manipulation est plus aisée et elles
peuvent présenter une chambre pulpaire plus importante (incisives, prémolaires

et surtout canines) (Mai et al. 2020)

Tenir compte de l'estimation de I'age du sujet : les dents de sujets matures
résistent mieux dans le temps, 'ADN y est donc moins dégradé. Cela est di a
un émail plus minéralisé, une dentine et un cément moins poreux et plus
épais.(Mai et al. 2020)

Cependant, une étude de Bianucci et al. réalisée en 2007 a noté un différentiel
de concentration de I'antigéne F1 de Yersinia pestis entre I'os spongieux et la
pulpe dentaire des individus selon leur age (les individus jeunes concentrent
plus d’antigene F1 dans la pulpe dentaire que dans l'os spongieux, et
inversement pour les sujets plus agés) (Bianucci et al. 2007b)

Ce différentiel est expliqué par les modifications structurales du complexe
dentino-pulpaire et dépendant de I'dge (réduction progressive de la pulpe avec

'age)(Bianucci et al. 2007a)
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d) Les différentes technigues de récupération de la pulpe

Tableau 4: Les différentes techniques de récupération de I'ADN pulpaire

broyée

Le tissu dentaire est analysé dans sa totalité

sa totalité

Technique Principe Avantages Inconvénients
. Soumis aux contaminations
Dent entierement Le tissu dentaire est analysé dans aucun avantage par rapport au tissu

0sseux
Perte de la morphologie dentaire

Extirpation de la
pulpe par I’apex

Enrobage de la dent dans une résine stérile ou du silicone ;
Section de I'apex pour donner accés au complexe pulpaire.
Ajout de solutions permettant I‘'extraction et la purification de
I’ADN directement dans le canal ; la dent est utilisée comme
un tube a essai naturel.

Les produits de digestion sont récupérés par centrifugation.

L’orifice peut également étre réalisé au niveau coronaire.

Respect de la
dentaire

Limite  tres fortement la
contamination externe de la pulpe
dentaire par I'apex.

morphologie

Technique nécessitant l'intervention
d’un chirurgien-dentiste

Ouverture
complete de la
chambre pulpaire
par coupe
longitudinale de la
dent.

*.

Réalisation d’un trajet d’incision en regard de la pulpe, sans
I'atteindre, grace a un disque diamanté ou carborundum
monté sur piece a main. Il permet d’anticiper le trait de
fracture.

Ce trajet d’incision varie selon le type de dent :

Dents monoradiculées et prémolaires maxillaires : ce tracé
est réalisé sur les faces vestibulaires et linguales.

Molaires maxillaires : un trajet est réalisé en palatin, ainsi
gu’en vestibulaire (entre les 2 racines) et au niveau de la
face vestibulaire de la racine palatine.

Molaires mandibulaires, il est réalisé en distal sur toute la
hauteur dentaire, ainsi qu’en mésial entre les deux racines
et un rappel sur la face mésiale de la racine distale.

Ouverture de la chambre pulpaire obtenue par fracture nette
grace a un syndesmotome inséré dans le trait d’incision et
accompagné d’'un mouvement de luxation.

Récupération de I'échantillon pulpaire (ainsi que quelques
traces de dentine juxta-pulpaire) est récupéré par grattage.
7.5 mg de poudre environ sont récupérés par dent.

Les 2 parties de la dent peuvent
étre recollées pour une étude
morphologique ultérieure

Permet de récupérer une plus
grande concentration d’ADN
Limite les contaminations

Technique nécessitant l'intervention
d’un chirurgien-dentiste

Cest une technique d’analyse
délétére pour la dent, mais si elle est
bien réalisée, celle-ci peut tout de
méme étre reconstituée par collage
pour d’éventuelles analyses
morphologiques ultérieures.

(Drancourt et Raoult 2005, 2011; Tran-Hung et al. 2007; Mai et al. 2020)
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Figure 8: protocole de récupération de la pulpe dentaire par I'apex(Source:
Tran-Hung et al. 2007)

Figure 9: ouverture compléte de la chambre pulpaire par coupe
longitudinale de la dent (Source: Drancourt et Raoult 2005)
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3.4.2. L’analyse génomique

A ce jour, 40 lieux de sépultures en Eurasie se sont révélés positifs a Yersinia pestis.
Depuis 2011 et le premier projet de génome de la peste noire, le séquencage haut

débit ont permis de venir enrichir ces données.(Mai et al. 2020)

a) L’amplification par PCR ; « Polymerase Chain Reaction »

Dans les années 80 est apparue la réaction en chaine par polymérase (PCR).
C’est une technique d’amplification enzymatique in vitro exponentielle d’acides
nucléiques, si sensible qu’un seul géne peut étre amplifié.(Dagli et al. 2015)
L’avantage majeur de cette technique est qu’elle peut étre utilisée méme sur une tres
faible concentration d’ADN, a la condition qu’au moins un seul brin soit intact. Ce

procédé est cependant trés sensible aux contaminations (Dagli et al. 2015)

La séquence a amplifier est flanquée de part et d’autre d’amorces nucléotidiques qui

serviront de repéres a 'ADN polymérase.(Dagli et al. 2015)

Les amorces utilisées dans I'étude de Yersinia pestis appartiennent aux génes env,
rpoB (un des génes codant pour 'ARN polymérase) et surtout pla (ce dernier est
spécifique de Yersinia pestis car non présent dans Yersinia pseudotuberculosis)
(Raoult et al. 2000; Drancourt et Raoult 2005)

Une procédure PCR toute particuliere a été mise en place par I'équipe de Didier
RAOULT et Michel DRANCOURT pour I'étude de ’'ADN deYersinia pestis issus de la
pulpe de dents anciennes : la SuicidPCR. Cette derniere permet une amélioration de
la spécificité, et a ainsi pu, pour la premiére fois dans I'histoire, confirmer I'étiologie de

la grande peste Noire médiévale. (Raoult et al. 2000; Raoult 2016; Mai et al. 2020)

Elle a ensuite pu confirmer le role de Yersinia pestis dans la peste Justinienne et celui

de la fievre typhoide dans la peste d’Athénes. (Raoult et al. 2000)
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La SuicidPCR ajoute certaines regles a la PCR classique. Pour cela, elle doit :

étre unidirectionnelle ; grace a la Taq polymérase qui a une activité 5’ vers 3'.
(Raoult et al. 2000; Raoult 2016)

étre réalisée dans un batiment dédie, séparé de celui dans lequel est manipulé
le matériel ancien. Le batiment est différent également de celui dans lequel est
cultivé et étudié Yersinia pestis. (Raoult et al. 2000; Tran et al. 2011b; Raoult
2016)

utiliser des amorces non ciblées auparavant dans le laboratoire d’analyse. Elles
ne sont utilisées qu’une seule fois : aucun ADN des précédentes PCR ne doit
venir contaminer I'échantillon. (Raoult et al. 2000; Mai et al. 2020)

n’utiliser aucun contréle positif (ou alors le réaliser dans un batiment différent
de celui dans lequel est manipulé le matériel ancien) dans un méme souci de
protection contre les contaminations. (Mai et al. 2020) Les contrbles positifs
doivent étre séquencés. (Mai et al. 2020)

étre validé par de nombreux contrbles négatifs, similaire au matériel
expérimental. lls permettent de confirmer les résultats obtenus en démontrant

'absence des génes d’intérét dans les dents contréles négatifs. (Mai et al. 2020)

La détection deYersinia pestis dans des échantillons anciens par « Suicid PCR » a été

controversée par I'équipe de Gilbert et al. en 2004. Leur étude a ainsi pu mettre en

évidence la nécessité du respect strict des protocoles opératoires et du choix des
échantillons. (Gilbert et al. 2004) (Drancourt et Raoult 2014)

b) Les étapes de PCR

Ces étapes ont lieu apres extraction des acides nucléiques grace au couple

phénol/chloroforme et séparation des phases par centrifugation (Barnett et Larson
2012; Mai et al. 2020).

Un cycle de PCR est constitué de 3 étapes :

Dénaturation thermique initiale (95°C pendant 90 secondes) de I'ADN, qui
permet de séparer les 2 brins initiaux. (Woodward et al. 1994; Drancourt et al.
1998; Dagli et al. 2015)
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- Recuit _des amorces (hybridation) a leurs séquences complémentaires(45
secondes a 60°C)(Woodward et al. 1994; Drancourt et al. 1998; Dagli et al.
2015)

- Une élongation ou extension d’amorces (90s a 72°C) qui est la phase de

réplication grace a ’'ADN polymérase. (Woodward et al. 1994; Drancourt et al.
1998; Dagli et al. 2015)

Ce cycle est répété environ 40 fois, pour obtenir une quantité d’ADN suffisante, dans

un thermocycleur. (Woodward et al. 1994; Drancourt et al. 1998; Raoult et al. 2000)

c) Séparation des produits de PCR par électrophorése sur gel d’agarose.
(Woodward et al. 1994; Tran et al. 2011c)

d) Ségquencage du génome grace a la métagénomique

Avec I'apparition de la métagénomique, utilisant des technologies de séquencgage trés
puissantes a haut débit (NGS) couplée a la bioinformatique, il est devenu possible
d’étudier le contenu génétique d’échantillons issus d’environnements
complexes.(Dagli et al. 2015; Warinner et al. 2015; Spyrou et al. 2019; Mai et al. 2020)
Le premier séquencage entier de génome bactérien obtenu grace a ces techniques

est celui deYersinia pestis, en 2011.(Spyrou et al. 2019)
En plus de la description phylogénétique de I'organisme, il fournit des informations sur

l'interaction des microbes entre eux et les transferts de génes, ainsi que sur la structure

et les fonctions du génome. (Dagli et al. 2015; Warinner et al. 2015; Mai et al. 2020)
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Figure 10: Méthodes utilisées pour la détection et l'isolation d'ADN pathogéne
ancien grace a la métagénomique(Source: Spyrou et al. 2019)

e) Diversité phylogénétiqgue

Le Multiple Spacer Typing (MST) est une méthode de génotypage établie par
I'équipe du Pr Raoult, utilisée pour la premiére fois dans I'étude de la peste, qui permet
d’identifier et de différencier les différents biovars de Yersinia (Drancourt et al. 2004,
Drancourt et Raoult 2005, 2011; Raoult 2016)

Elle va amplifier et séquencer une succession de régions inter-géniques codantes qui
vont établir une empreinte génétique des différentes souches. (Drancourt et al. 2004;
Raoult 2016)
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3.4.3. La paléoprotéomigue

L’utilisation de 'ADN présente néanmoins certains inconvénients: (Tran et al.
2011a; Malou et al. 2012)
- Modifications chimiques au cours du temps, présence d’inhibiteurs de PCR,
décomposition et fragmentation de ’ADN.
- Risques de contamination tres importants.

- Nécessité de respect de protocoles stricts en laboratoire.

Cela a peu a peu orienté les scientifiques vers d’autres supports d’études tels que les
protéines(Malou et al. 2012).

Elles sont considérées comme plus appropriées pour la détection deYersinia pestis
dans les échantillons anciens car sont plus résistantes face a la dégradation. (Malou
et al. 2012; Barbieri et al. 2017)

L’étude du protéome permet donc de mettre en évidence aussi bien les protéines

microbiennes que celles de la réponse inflammatoire de I'héte. (Tran et al. 2011a)
Dans I'exemple de la peste, le taux de détection de I'antigene F1 deYersinia pestis

dans des échantillons de pulpe dentaire ancienne est bien supérieur a la concentration
d’ADN.(Tran et al. 2011a; Drancourt et Raoult 2016)
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b) Immuno-chromatographie

Un test de diagnostic rapide par bandelette (RDT) utilisant 'immuno-chromatographie,
initialement créé pour effectuer un dépistage rapide dans les régions endémiques, a
été appliqué aux études paléomicrobiologiques.

Il a été utilisé pour identifier d’anciens charniers de peste dans le Sud de la France,
aux Pays-Bas, en Allemagne et en Italie. (Bianucci et al. 2007a; Malou et al. 2012; Mai
et al. 2020)

L’objectif étant une détection plus simple, plus rapide et a faible colt deYersinia pestis

sur des échantillons de pulpe dentaire ancienne. (Bianucci et al. 2007b)

L’apport de cette méthode aux analyses ADN permet d’affirmer avec certitude
I'étiologie d’'une maladie, face aux nombreuses controverses de comités scientifiques.
Son utilisation reste toutefois limitée lorsqu’il s’agit d’identifier les différents biovars.
(Gilbert et al. 2004; Bianucci et al. 2007a)

c) La méthode immuno-histochimique ELISA

Un groupe de recherche italien a utilisé cette méthode pour mettre en évidence
I'antigéne F1 deYersinia pestis dans des squelettes de victime de la Peste a Venise et
a Génes. (Malou et al. 2012; Mai et al. 2020)

Cependant, ce n'est pas la méthode de choix pour les échantillons anciens car sa
faible limite de détection n’est pas compatible a la quantité disponible présente dans

les échantillons. (Malou et al. 2012)

L’antigéne cible est capturé par son anticorps spécifique et mis en évidence par une
méthode enzymatique, comme des fluorochromes, reliés aux anticorps de détection.
La valeur d’absorbance sera ensuite analysée par spectrophotométrie. (Sano et al.
1992)

43



d) Immuno-PCR

Encore une fois, cette méthode a été utilisée pour la premiere fois afin de détecter les
protéines deYersinia pestis dans des échantillons anciens. (Malou et al. 2012; Mai et
al. 2020)

Décrite pour la premiere fois en 1992, elle combine les avantages de
immunodétection d’ELISA a I'amplification par PCR.(Malou et al. 2012; Mai et al.
2020) Il s’agit de la premiére technique qui conjugue anticorps et ADN pour détecter

un antigéne. (Tran et al. 2011)

Ainsi, c’est la méthode immuno-histochimique la plus sensible grace a I'amplification
par PCR. (Tran et al. 2011a; Mai et al. 2020). Son utilisation a permis une amélioration
de la détection de 100 a 10 000 fois supérieure par rapport a ELISA, dans tous ses
domaines d’application (détection de marqueurs tumoraux, polluants

environnementaux, ...) (Malou et al. 2012)

Les premieres étapes reprennent celles de la technique ELISA; les antigenes sont
reconnus par leurs anticorps de détection spécifique reliés par une molécule de liaison
a un marqueur ADN (contrairement a 'ELISA classique qui est, elle, couplée a une
détection enzymatique) (Sano et al. 1992). Ce dernier sera ensuite amplifié par PCR.
(Sano et al. 1992; Malou et al. 2012)

Les produits de PCR sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose apres
coloration au bromure d’éthidium (Sano et al. 1992) et par spectrométrie de masse
(LC/MS) par chromatographie en phase liquide (qui permet d’identifier les composés

en fonction de leur rapport masse sur charge). (Barbieri et al. 2017)

Une application de I'immuno-PCR sur des sujets agés de 300 ans, issus de sites
archéologiques frangais, a ainsi permis de mettre en évidence 4 peptides révélateurs
deYersinia pestis, dont 1 retrouvé non spécifique retrouvé également chez Yersinia
pseudotuberculosis. (Barbieri et al. 2017; Mai et al. 2020)

44



4.1. Apport anthropologique.

4.1.1. Confirmation d’hypothéses de diagnostic

Avant l'arrivée de la paléomicrobiologie, I'imputabilité de la peste dans les 2 premiéeres
pandémies restait a I'état de supposition. Les hypothéses concernant les causes de
déces étaient basées sur des textes anciens, des sources picturales et des évaluations
anthropologiques (notamment le sex-ratio et 'age moyen des victimes). (Drancourt et
Raoult 2005; Haensch et al. 2010; Schuenemann et al. 2011)

Ainsi, les descriptions historiques de bubons et de I'évolution de la maladie, comme
celles réalisées par Guy de Chauliac lors de la 2® pandémie, ont permis aux
scientifiques d’établir un lien entre la peste moderne et les pandémies
anciennes.(Drancourt et Raoult 2016)

Aucune de ces hypothéses n’avait pu étre confirmée. (Drancourt et Raoult 2005; Bos
et al. 2019)

L’analyse PCR de la pulpe dentaire de victimes de la peste d’Europe Centrale ont ainsi
permis de confirmer I'imputabilité deYersinia pestis dans les 2 premieres pandémies.
Des analyses immuno-chromatographiques sont venues confirmer ces études apres
avoir révélé la présence de I'antigéne F1 de la capsule protéique dans des cadavres
francais et allemands. (Drancourt et Raoult 2005; Haensch et al. 2010; Schuenemann
et al. 2011; Tran et al. 2011c; Raoult 2016; Bos et al. 2019)

Une étude menée par une équipe grecque a également permis d’infirmer I'hypothése
selon laquelle « la peste d’Athénes », qui provoqua la chute de la capitale lors de la
guerre du Péloponése, avec plus de 300 000 morts, n’était pas de a Yersinia pestis
mais a la fievre typhoide. (Raoult et al. 2000; Drancourt et Raoult 2002, 2016;
Papagrigorakis et al. 2006)
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4.1.2. Explication de mutations profondes au sein des sociétés passées :
exemple de la peste et du déclin Néolithique

Une équipe de travail rassemblant des chercheurs de France, du Danemark et de
Suéde ont permis de mettre en évidence des traces deYersinia pestis dans des
cadavres d’agriculteurs Suédois datant de la période Néolithique. C’est une avancée
considérable dans ce domaine car il s’agit de la plus vieille souche deYersinia pestis
(Gok2) séquencée a ce jour, vieille d’environ 5 000 ans, a la base de son arbre

phylogénétique (Rascovan et al. 2019)

Ces données, corrélées a des horloges moléculaires, ont permis de prouver que de
nombreuses souches deYersinia pestis sont nées et se sont dispersées dans toute
'Eurasie a partir de cette période. Un lien a été établi entre cette propagation, une
croissance rapide suivie d’'un effondrement important des grandes villes, et I'évolution
de moyens de locomotion tels que I'apparition de la roue et de la traction animale.
(Rascovan et al. 2019)

Ces recherches ont ainsi conduit les scientifigues a soulever I'hypothése d’une
pandémie de peste en Eurasie, responsable du Déclin Néolithique, touchant
particulierement les agriculteurs, et ayant favorisé les transhumances de la Steppe
vers I'Europe. Initialement, cette pandémie n’a donc pas été provoquée par les
migrations massives, mais par I'évolution des moyens de transports. (Rascovan et al.
2019)

Ce déclin a ensuite donné naissance a I'age de Bronze, qui fut marqué par d’intenses
vagues de migration en Eurasie. La lignée LNBA deYersinia pestis reflete ces
mouvements de population et n’est retrouvée actuellement que dans des réservoirs

sauvages. (Rascovan et al. 2019; Spyrou et al. 2019)

4.2. ldentification des contextes d’apparition de la maladie.

Aprés la période néolithique et avec un changement des habitudes de vie, certains
facteurs ont engendré une nouvelle dynamique de propagation des maladies telles
gue :(Bos et al. 2019)
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- La domestication animale (Bos et al. 2019; Rascovan et al. 2019)

- L’accroissement de la population (Bos et al. 2019; Rascovan et al. 2019)

- Des contacts rapprochés entre les Hommes et les déchets animaux (Bos et
al. 2019; Rascovan et al. 2019)

- Les inégalités sociales (Bos et al. 2019)

- Les carences alimentaires qui entrainent des baisses immunitaires (Bos et al.
2019)

- L’exploitation des sols (Bos et al. 2019)

- L'utilisation d’engrais a base de matiére fécale (Bos et al. 2019)

- Stockage alimentaire (et éventuels contacts avec les rongeurs) (Bos et al.
2019; Rascovan et al. 2019)

- Utilisation des eaux stagnantes dans l'irrigation des cultures (Bos et al. 2019)

4.2.1. Identification de nouveaux vecteurs de la maladie

Les puces des rongeurs sont des vecteurs importants de la maladie. Un lien causal a
été établi entre des résurgences épizootiques et des cas isolés de peste. Ce lien a été
confirmé par plusieurs études qui ont montré que la transmission inter-rongeurs n’était
possible que si les puces pouvaient se déplacer entre les cages. (Duplantier et al.
2005; Raoult 2016)

L’hypothése selon laquelle la peste est transmise uniquement par les rongeurs et leurs
ectoparasites ne permet pas dexpliquer des pandémies comme celles
passées.(Drancourt et Raoult 2016) Notamment lors d’épidémies ayant lieu en hiver,
lorsque l'activité des puces est a son minimum. Une contamination uniquement par
aérosol n’est pas envisageable dans le cas de formes buboniques. (Raoult et al. 2013)
Il faut donc évaluer la possibilité d’'une transmission inter-humaine par l'intermédiaire
d’ectoparasites humains, tels que les poux de corps et de cheveux. (Piarroux et al.
2013; Raoult 2016)

En France, il a été mis en évidence, dans la pulpe de dents anciennes issues de lieux

de sépultures datant du Xleme et XVeme siécle, la présence de 2 agents pathogénes
responsables d’épidémies duales; Yersinia pestis et Bartonella quintana (maladie
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transmise par les poux de corps). Cela a soulevé I'hypothése d’'un méme vecteur.(Tran
et al. 2011b, 2011c; Piarroux et al. 2013; Drancourt et Raoult 2016; Raoult 2016)

Une étude dans une des régions endémiques contemporaine, dans I'Est du Congo,
confirme la présence concomitante deYersinia pestis et de Bartonella quintana dans
les poux.(Raoult 2016) Des études expérimentales menées ultérieurement ont permis
de confirmer la capacité des poux de corps a transmettre Yersinia Pestis. (Houhamdi
et al. 2006; Rascovan et al. 2016)

Une étude de poux de corps anciens datant des grandes épidémies viendrait confirmer

leur implication a cette époque. (Drancourt et Raoult 2016)

L’identification de ces nouveaux vecteurs permet d’établir de nouvelles mesures de

prévention contre la maladie. (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999)

4.2.2. Découverte de nouvelles formes de contamination

La résurgence de peste cervicale et cesophagienne, comme en Jordanie en 1997, en
Lybie en 1976 et chez les populations homades du Maghreb, souléve I'hypothese
d’'une contamination par voie digestive de Yersinia pestis. (Christie et al. 1980; Arbaji
et al. 2005; Raoult et al. 2013)

Ces cas de peste pharyngée ont été contractés a la suite de l'ingestion de viande
animale crue infectée comme celle des camélidés ou des chévres. Ces derniers ayant
été contaminés par leur environnement salé et aride, favorable a la conservation et au
développement de Yersinia pestis. (Christie et al. 1980; Arbaji et al. 2005; Bertherat et
al. 2007; Raoult et al. 2013)

Ces évenements confirment que le chameau et la chévre sont sensibles a I'infection a

Yersinia pestis et soulévent le réle des aliments consommés dans la diffusion des

epidémies de peste humaine. (Christie et al. 1980)
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4.3. Evolution phylogénétique.

Les différences de manifestation et de gravité de la maladie au cours du temps peuvent
partiellement étre expliquées par des modifications du génotype bactérien. L’étude
phylogénétique permet une estimation du taux de mutation du génome bactérien sur
une séquence temporelle, de caractériser les changements nécessaires a sa
transformation en un pathogéne capable d’infections humaines de I'ampleur de la
peste Noire, et sa relation avec les souches modernes.(Bos et al. 2011, 2019).

A ce jour, 38 anciens génomes de Yersinia pestis ont été publiés.(Spyrou et al. 2019)

4.3.1. Identification des différents biovars

L’apparition des méthodes de séquencage du génome a haut débit et la réduction de
leurs colts ont permis d’analyser 'ADN de différentes souches de Yersinia pestis a
partir de pulpe dentaire, dans toute I'Europe et sur une période trés large. (Parkhill et
al. 2001; Achtman et al. 2004; Demeure et al. 2019)

Ces analyses ont pu montrer que Yersinia pestis a évolué en 5 branches
phylogénétiques a partir de Yersinia pseudotuberculosis; les biovars. Les branches les
plus anciennes ont été disséminées majoritairement en Chine, en Mongolie et en
Russie. (Morelli et al. 2010; Demeure et al. 2019; Spyrou et al. 2019)

L’étude des souches modernes a permis de révéler 3 biovars majeurs ayant pu étre
impliqués dans les épidémies pestoides. Elles sont distinguées en fonction de leurs

caractéristigues métaboliques. (Drancourt et Raoult 2005; Haensch et al. 2010) :

- le biovar Medievalis est incapable de réduire les nitrates
- le biovar Orientalis ne peut pas fermenter le glycérol

- le biovar Antiqua peut effectuer les 2 réactions.

Une association entre les trajets des pandémies historiques et les sources
géographiques d’apparition des différentes souches a conduit Devignat a émettre
'hypothése que chaque souche serait responsable d’'une pandémie historique.
(Drancourt et Raoult 2005; Prentice et Rahalison 2007; Haensch et al. 2010; Bos et al.
2019)
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- biovar Antiqua : peste justinienne, venue d’Afrique de I'Est
- biovar Medievalis : venue d’Asie, responsable de la peste noire médiévale

- biovar Orientalis : peste moderne

Allant a I'encontre de cette hypothése, les études plus récentes d’échantillons
d’ADN du Vlleme, IXéme et Xllléme siécle ont montrées que seule la souche
Orientalis est impliquée dans les 3 crises. (Raoult et al. 2000; Drancourt et al.
2004; Drancourt et Raoult 2005, 2011)

C’est également le seul biovar, distribué dans le monde entier, qui semble
posséder un potentiel de dissémination suffisant pour créer une

pandémie.(Drancourt et al. 2004; Raoult et al. 2013)

Cela incite donc a se poser de nouvelles questions et oriente les recherches :
les 3 épidémies sont-elles dues a un ou plusieurs clones du biovar Orientalis ?
(Rascovan et al. 2016)

4.3.2. Les différentes lignées au sein d’'un méme biovar

La récupération de bacilles de Yersinia pestis a partir de dents anciennes a
permis de créer une ramification des différentes lignées, dans toute I'Eurasie,
et remontant jusqu’a sa divergence avec Yersinia pseudotuberculosis.
(Demeure et al. 2019)

Ces études ont permis d’établir ces différentes souches au sein d’'un cadre
évolutif et d’étudier leurs roles dans les fléaux passés. (Parkhill et al. 2001;
Achtman et al. 2004; Spyrou et al. 2016)

Yersinia pestis possede un fort degré de polymorphisme. Ainsi, une
diversification des lignées au sein d’'une méme pandémie peut-étre observée,
comme le montre une étude menée par Haensch et al. réalisée en 2010, a

propos de la Peste noire. (Achtman et al. 1999; Haensch et al. 2010)

Les archives historiques tendent a montrer que la peste noire s’est propagée
en Europe depuis le bassin méditerranéen vers le Nord, notamment aux Pays-
Bas, en Norveége et en Angleterre. L’étude menée par Haensch et al, étudiant
I’ADN de Yersinia pestis provenant de différentes zones géographiques a une

méme période (Bergen, Occitanie et Angleterre) a montré que les génotypes
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étudiés a Bergen différaient de ceux de France et d’Angleterre. (Haensch et al.
2010)

Bien qu’étroitement liés, les génotypes different entre ces 2 régions. Cela
pourrait s’expliquer par une mutation de la bactérie au cours de la migration
vers le Nord, ou plus probablement due a une vague d’infection distincte.
(Haensch et al. 2010)

4.3.3. Divergence avec Yersinia pseudotuberculosis

Il a donc été possible de prouver que Yersinia pestis a un génome trés proche
deYersinia pseudotuberculosis, pathogéne salvatique responsable d’infections
entériques, majoritairement chez les rongeurs. Leur identité génomique atteint 97%.
lIs partagent le plasmide de virulence pCD1. (Prentice et Rahalison 2007; Sun et al.
2014; Spyrou et al. 2019)

Les 2 souches auraient divergé il y a environ 6 000 ans et se différencient clairement
par leur potentiel de virulence et de transmission, expliqués par I'acquisition des
plasmides pPCP1 et pMT1, responsables de la transmission aux puces. (Butler 2009;
Spyrou et al. 2019)

¥. pseudotuberculosis, pde3 (mutation promoteur,
¥opestis trans. puce) ) pPCP] (perte)
(5300 avant ).-C.) l Peste Age de Bronze Eurasie
[~ 3700 avant .-, (2815-1626 avant ).-C.) ) J/
Branche 0.PET (CN)

Branche 0.PE2 (RU)

Branche 0.PE3 (AF)
Branche 0.PE4 (CN,RU)

Branche 0. ANTI (CN)
Peste de Justinien (17 pandémie, ~540 AD, DE)

L ~ 1000
avant |.-C.

Branche 0_ANT2 (CN)
Branche 0.ANT3 (CN)
Branche 4 (MN)

Branche 3 (CN,MN)}

Branche 2 (CH,NP,RU,IR)

Peste noire (Ind. 8124, 8291, 11972, & pandémie, 1348 AD, GB)
Peste noire (2* pandémie, Marseille, 1722 AD, FR)

Peste noire (Ind. 6330, 2 pandémie, 1350-1400 AD, GB)
Branche 1 (ANTL, AF)

Branche 1 (3 pandémie, 1984-présent, CH LIS MG,IN,MN)

Figure 13: Arbre phylogénétique de Yersinia pestis( Rascovan et al. 2016)
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4.3.4. Développement de méthodes de diagnostic plus rapides

Les manifestations cliniques de la peste sont d’'une extréme gravité chez 'Homme,
avec un taux de létalité sans traitement allant de 70% pour la peste bubonique, a 100%

pour la peste pulmonaire. (Bianucci et al. 2007b)

La culture et [lidentification deYersinia pestis par les techniques de biologie
moléculaire classiques demandent néanmoins 10 a 15 jours de travail et un plateau

technique lourd, peu accessible dans les régions endémiques. (Bianucci et al. 2007b)

L’apparition des premiers symptomes chez un patient nécessite la mise en place d’'un
traitement antibiotique précoce. (Evgueni Tikhomirov et coll. 1999)

Cependant, seule une sérologie permettra de confirmer le diagnostic. Pour cela, un
test de diagnostic rapide (RDT) a été développé par linstitut Pasteur (Paris et
Madagascar) afin de réduire la létalité et la diffusion de la maladie.(Bianucci et al.
2007b; Prentice et Rahalison 2007)

Ce test, utilisant des méthodes immuno-chromatographiques, permet de détecter
I'antigéne F1 deYersinia pestis jusqu’a un seuil de 0.5 ng/ml, en 15 minutes. Il contient
2 anticorps monoclaunaux anti-F1 et est considérée comme positif aprés apparition de
2 bandes roses.(Bianucci et al. 2007b; Prentice et Rahalison 2007; Mai et al. 2020)

Il a été rapidement utilisé dans les régions endémiques, notamment a Madagascar,
pour l'analyse des crachats dans la détection de la peste pneumonique. Cette
efficacité diagnostic permet un traitement adapté plus rapide, ainsi que la mise en
place de mesures prophylactiques dans la population afin d’éviter le risque

epidémique.(Ratsitorahina et al. 2000)
Comme vu précédemment, son utilisation a été étendue depuis 2004 a la

paléopathologie par application de ce test sur des échantillons de pulpe ancienne.
(Bianucci et al. 2007b; Mai et al. 2020)
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4.3.5. Projets de vaccins

L’apparition récente de souches résistantes aux antibiotiques a Madagascar fait naitre
un risque majeur face auquel une vaccination de masse des populations pourrait étre

la seule solution. (Galimand et al. 1997; Derbise et al. 2012)

Les informations fournies par le séquencage du génome permettent une meilleure
compréhension de I'agent pathogéne afin de mettre au point un vaccin ou de nouvelles

thérapeutiques efficaces. (Deng et al. 2002)

Ces dernieres années ont été marqués par de nombreux essais ; (Titball et Williamson
2001)

- Yersinia pestis vivant atténué
Développé a Madagascar. Il peut avoir des effets secondaires trés graves et la forte
instabilité génétiqgue bactérienne crée un obstacle majeur a son utilisation. Il n’est
utilisé aujourd’hui que dans certains pays comme la Chine ou la Russie. (Derbise et
al. 2012, 2015)

- Yersinia pestis mort
Son développement a été stoppé car il ne conférait qu’une immunité trés limitée dans

le temps nécessitant des rappels annuels. (Derbise et al. 2012)

- Yersinia pestis atténué par génie génétique (Derbise et al. 2012)

- Introduction d’antigénes deYersinia pestis chez Salmonella (Derbise et
al. 2012)

- Vaccins moléculaires associant 2 peptides ; la fraction capsule F1 et
I’antigéne V.
Bon inducteur pour la production d’anticorps, ce vaccin se révele cependant médiocre
dans linduction immunitaire cellulaire, trés importante pour la protection contre la
peste. Son efficacité chez ’lHomme reste donc a démontrer. (Chiuchiolo et al. 2006;
Derbise et al. 2012, 2015; Demeure et al. 2019)
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Les essais de phase | et Il sont terminés pour ce vaccin et 'TOMS organise
actuellement des essais de phase Il en région endémique pour 2021. (Demeure et
al. 2019)

- Yersinia pseudotuberculosis vivant atténué
L’idée d’utiliser cet ancétre récent de Yersinia pestis, partageant plus de 95% de son
génome, permet de combiner une immunité génétique a une virulence moindre. Il est
également beaucoup plus stable d’un point de vue génomique. Les vaccins vivants
génerent une immunité a la fois humorale et cellulaire dirigée contre des cibles
multiples.(Derbise et al. 2012, 2015)
L’inoculation orale de 2 doses de ce vaccin permettrait une protection de 88% contre
la peste bubonique. Cependant, il n’offre qu’une trés faible protection contre la peste
pulmonaire. (Derbise et al. 2012)
Pour augmenter I'efficacité de ce vaccin, un dérivé encapsulé dans la fraction F1 a été
élaboré. (Derbise et al. 2015)

- Yersinia pseudotuberculosis vivant, atténué et encapsulé

L’atténuation de Yersinia pseudotuberculosis a été obtenue par suppression de 3
facteurs de virulence essentiels. Il a ensuite été encapsulé dans la fraction F1 atténuée
de Yersinia pestis. (Derbise et al. 2012, 2015)

Son inoculation orale a permis une colonisation intestinale sans lésions, et a induit une
protection humorale et cellulaire de I'immunité au niveau systémique et muqueux.
(Derbise et al. 2012)

La prise d’'une seule dose orale permet une protection allant de 94% a 100% contre la
peste pulmonaire. L’ajout de la fraction F1 a ainsi considérablement augmenté les

performances deYersinia pseudotuberculosis. (Derbise et al. 2012, 2015)

Yersinia pseudotuberculosis atténué et encapsulé apparait comme un vaccin vivant
efficace contre la peste bubonique et pulmonaire, qui pourrait étre développé pour une
vaccination massive dans les régions endémiques. (Derbise et al. 2012, 2015)

La voie orale, jusqu’alors ciblée car Yersinia est une famille d’entérobactéries qui
atteint le systeme lymphatique de I'héte grace a la paroi intestinale, présente

cependant des difficultés de conception (efficacité variable d’'une population a I'autre,
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contamination environnementale par le vaccin par lintermédiaire de matieres
fécales...) (Sun et al. 2014)

Pour pallier aux inconvénients de la voie orale, tout en gardant I'efficacité moléculaire,
un vaccin administrable par voie hypodermique a été développé.

Ce dernier permet une protection contre Yersinia similaire a celui administré par voie
orale, a une dose efficace plus faible. Il se présente ainsi comme une alternative de
choix a la vaccination orale et apparait comme tres promoteur. (Sun et al. 2014;
Demeure et al. 2019)

4.4. Présence de la peste dans I'environnement.

A la lumiere de ces nouvelles connaissances, apportées par la paléomicrobiologie, des
zones d’ombres persistent et soulévent de nouvelles questions, notamment

concernant les réémergences épidémiques aprés des années de silence.

Des études scientifiques, réalisées entre 1920 et 1940, ont permis de compléter ce
modele en introduisant le sol comme réservoir, ainsi que les animaux fouisseurs

comme premier maillon. (Drancourt et al. 2006; Ayyadurai et al. 2008)

Alexandre Yersin a écrit dans son rapport, en 1984, que Yersinia pestis avait été
retrouvée dans le sol d’'une maison ou les propriétaires étaient décédés de la Peste.
Une étude menée par Mollaret a également démontré une survie tellurique de 16 mois
dans les sols, aprés une hydratation préalable de ces derniers. (Drancourt et al. 2006;
Ayyadurai et al. 2008)

Une hypothése reposant sur I'halotolérance de Yersinia pestis dans le maintien de
foyers de peste environnementaux est également émise, suite a la persistance de
foyers sur les bords de la mer Méditerranée ou des lacs salés en Afriqgue du Nord.
(Malek et al. 2017)

Les épidémies modernes finissent d’éclairer I'histoire et de nouvelles hypothéses sont
proposées concernant la propagation des pandémies passeées. Il est communément

admis que la maladie s’est propagée par voie maritime par l'intermédiaire des rats
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présents sur les navires. Au travers de ces nouvelles connaissances, il peut étre
intéressant de se demander dans quelles mesures le sel présent dans les navires,
servant a la conservation alimentaire, a favorisé la distribution bactérienne ? (Malek et
al. 2017)
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Discipline récente au croisement de la médecine, de Il'archéologie et de la
microbiologie, la paléomicrobiologie dentaire a, en une dizaine d’années, fortement
contribué a la compréhension de I'histoire, de I'évolution des maladies et des micro-
eécosystemes anciens. A cet égard, elle représente également un moyen de lutte contre

la réémergence de maladies infectieuses. (Fornaciari 2017; Bos et al. 2019)

En effet, la pandémie qui a eu lieu en 2020 avec la Covid-19 ne fait que confirmer
'exposition croissante de 'Homme aux maladies infectieuses émergentes et ré-
émergentes. Leur propagation est facilitée par des phénoménes tels que la
mondialisation, les voyages humains, I'évolution écologique et la résistance aux
antibiotiques.

L’étude des facteurs potentiels qui ont pu faire évoluer des agents pathogénes dans
le passé, et leurs interactions avec 'Homme, peuvent étre d’'une grande aide pour

I'étude des dynamiques des maladies infectieuses actuelles.

Pour répondre a cette demande, les techniques de biologie moléculaire ne cessent de
devenir plus performantes et d’accroitre notre regard sur l'invisible.

Initialement développé sur Yersinia pestis, pour prouver son imputabilité dans les
pandémies passées, ces techniques ont pu étre étendues a d’autres maladies
infectieuses telles que Bartonella quintana (fievre des tranchées), Rickettsia
prowazekii (typhus) et Salmonella enterica (fievre typhoide).

La paléoprotéomique, quant a elle, permet d’envisager de nouvelles voies d’études

pour les virus a ARN, dont la conservation dans le temps est trés mal

renseignée.(Haensch et al. 2010; Raoult 2016)
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« Ecoutant, en effet, les cris d’allégresse qui montaient de la ville, Rieux se souvenait
que cette allégresse était toujours menaceée. Car il savait ce que cette foule en joie
ignorait, et qu’on peut lire dans les livres, que le bacille de la peste ne meurt ni ne
disparait jamais, qu'il peut rester pendant des dizaines d’années endormi dans les
meubles et le linge, qu'il attend patiemment dans les chambres, les caves, les malles,
les mouchoirs et les paperasses, et que, peut-étre, le jour viendrait ou, pour le malheur
et 'enseignement des hommes, la peste réveillerait ses rats et les enverrait mourir
dans une cité heureuse. » (Albert CAMUS, La peste, 1947)
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