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Préparation a l'utilisation des technologies de séquengage a haut débit (SHD) R-08
comme outil diagnostique a usage phytosanitaire

CONTEXTE

La Commission des mesures phytosanitaires (CMP) reconnait que la certification des exportations, les
inspections des importations et 1’application des traitements phytosanitaires appropriés doivent
s’appuyer sur un diagnostic des organismes nuisibles précis et effectué en temps utilel. Il est
couramment admis que la capacité de détecter et d’identifier un organisme nuisible infectant une plante
dépend de la précision, de la reproductibilité et de la spécificité des outils de détection.

Les technologies faisant appel au séquencage a haut débit (SHD), également appelé séquencage nouvelle
génération (SNG) ou séquencage profond, sont de nature a constituer un nouvel outil puissant
susceptible de se substituer aux méthodes diagnostiques classiques pour détecter et identifier les
organismes (bactéries, champignons, phytoplasmes, virus et viroides, par exemple). Cependant, un
diagnostic faisant appel au SHD peut donner des résultats qui ne coincident pas avec un quelconque
indice de présence avérée d’organisme nuisible vivant ni de détérioration de végétaux ou de produits
végétaux par celui-ci. Ainsi, il convient d’interpréter avec prudence les résultats obtenus avec des
technologies extrémement sensibles telles que le SHD quand elles sont utilisées pour la détection et
I’identification d’organismes nuisibles. En particulier, les risques et les conséquences liés a ['utilisation
d’un diagnostic obtenu par SHD devraient étre examinés soigneusement a 1’heure de mettre en ceuvre
des mesures phytosanitaires. D’autre part, les technologies de SHD peuvent ne pas convenir a certaines
organisations nationales de la protection des végétaux (ONPV) en raison du colt élevé des dispositifs
et des autres codts opérationnels. Il convient par ailleurs de noter que chague ONPV peut employer un
dispositif de SHD différent.

De plus amples informations sur les technologies de SHD sont présentées dans I’appendice 1.

A L’INTENTION
Des parties contractantes et des organisations régionales de la protection des végétaux.

RECOMMANDATIONS

La Commission prend acte qu’il y a actuellement des problémes a régler et qu’il est nécessaire de
continuer a travailler sur la question des technologies de SHD utilisées pour détecter et identifier des
organismes nuisibles comme préalable a 1’application de regles phytosanitaires a leur sujet. Il est
nécessaire de compléter les conclusions relatives a un micro-organisme inconnu obtenues grace au SHD
par des analyses plus poussées pour prouver que ce micro-organisme pourrait étre nuisible et pourrait
étre considéré comme organisme nuisible réglementé.

La Commission préconise que les parties contractantes, avant de proposer d’employer les technologies
de SHD et leurs résultats pour étayer I’application de régles phytosanitaires particuliéres:

a)  établissent des directives sur les mesures phytosanitaires a entreprendre —y compris, Si nécessaire,
une analyse du risque phytosanitaire — quand un organisme inconnu (champignon, bactérie ou
virus, par exemple) ou des organismes non viables sont détectés dans du matériel végétal;

b)  s’assurent que les infrastructures et investissements en matiére d’informatique, de bio-
informatique ainsi que d’éducation et formation sur la bio-informatique nécessaires a un stockage
des données et a une interprétation des résultats d’essai adéquats sont en place et que ces
technologies sont mises en ceuvre efficacement;

L Voir aussi la recommandation n° 7 de la CMP (R-07): L importance de la diagnose des organismes nuisibles
(https://www.ippc.int/fr/publications/84234/).
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c) normalisent et appliquent des directives opérationnelles concernant les pratiques optimales en

d)

f)

9)

h)

matiere de SHD qui précisent comment interpréter correctement les résultats et indiquent les
mesures de contrdle de la qualité adéquates (par exemple au moyen de contrdles des procédures)
permettant de garantir la fiabilité¢ et I’exactitude des résultats obtenus par SHD, ayant une
importance biologique dans le contexte phytosanitaire et pouvant étre mises en ceuvre de manicre
harmonisée.

valident la fiabilité et la précision du SHD au moyen d’essais comparatifs avec d’autres dispositifs
diagnostiques existants;

communiquent a ’ONPV du pays exportateur les informations relatives a 1’interprétation des
résultats du SHD, en particulier s’agissant des conclusions sur le risque phytosanitaire que
présentent les organismes détectés;

mettent en ceuvre des programmes de formation sur le SHD comprenant des cours en ligne sur les
pratiques optimales en laboratoire et coordonnent un examen international destiné a évaluer les
capacités des laboratoires de fagon indépendante;

publient des protocoles de SHD (adaptés a chaque dispositif de SHD) et mettent a disposition les
directives et les supports didactiques a des fins de transparence;

publient des informations concernant les associations biologiques inattendues entre des
organismes de quarantaine infestant des végétaux ou produits végétaux mises en lumiére par le
SHD.

RECOMMANDATION(S) REMPLACEE(S) PAR LA RECOMMANDATION

CI-DESSUS

Aucune.
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Le présent appendice figure ici uniquement a titre de référence et ne constitue pas une partie prescriptive de la
recommandation de la CMP.

APPENDICE 1

Contexte

En décembre 2017, le Bureau de la Commission des mesures phytosanitaires (CMP) a examiné un
document rédigé par le Comité des normes (CN) faisant état des échanges au sein du Groupe technique
sur les protocoles de diagnostic (GTPD) les possibilités et les défis associés a I’utilisation des
technologies de séquencage a haut débit (SHD) comme outil diagnostique a des fins phytosanitaires. Le
Bureau a été invité a approuver la présentation du document d’information a la treiziéme session de la
CMP et a appeler la Commission a prendre note des défis associés a 1’utilisation des technologies de
SHD ainsi que des travaux complémentaires qui s’imposent concernant 1’emploi de ces technologies
pour détecter et identifier les organismes nuisibles.

Le CN a ¢élaboré un document sur 1’utilisation des technologies de SHD comme outil diagnostique a des
fins phytosanitaires a partir des échanges au sein du Groupe technique sur les protocoles de diagnostic
portant sur les atouts et les problémes que présentent ces technologies.

En décembre 2017, le Bureau de la CMP a été invité a approuver la présentation du document
d’information a la treiziéme session de la CMP et a appeler la Commission a prendre note des problémes
liés a I'utilisation des technologies de SHD et a reconnaitre que des travaux complémentaires sont
nécessaires concernant I’emploi de ces technologies pour détecter et identifier des organismes nuisibles.

Le Bureau de la CMP est convenu que, s’agissant d’une question émergente susceptible d’intéresser les
parties contractantes, une recommandation de la CMP devrait étre rédigée afin de fournir des
orientations et des conseils aux parties contractantes et aux organisations régionales de la protection des
végétaux (ORPV) concernant le recours aux technologies de SHD comme outil diagnostique a des fins
phytosanitaires.

A la treiziéme session de la Commission, 1’ Australie, la Nouvelle-Zélande et I’Organisation européenne
et méditerranéenne pour la protection des plantes (OEPP) ont présenté un projet de recommandation de
la CMP et les participants sont convenus d’ajouter ce théme au programme de travail de la CIPV en vue
de I’élaboration d’une recommandation de la CMP sur «les technologies de séquencage a haut débit
comme outil diagnostique a usage phytosanitaire».

Qu’est-ce que le SHD et en quoi différe-t-il des autres méthodes d’essai?

Les technologies de séquencage a haut débit (SHD), ou séquencage nouvelle génération (SNG) ou
séquengage profond, permettent de séquencer I’intégralité du génome de tous types d’organismes, ce
qui est particuliérement intéressant pour les organismes non cultivables (par exemple les virus et viroides
ainsi que certains types de bactéries, oomycétes et champignons). Les technologies de SHD peuvent
servir a la détection ciblée d’organismes nuisibles réglementés tout comme a détecter des organismes
inconnus (c’est-a-dire sur lesquels il n’existe pas encore de données). Elles permettent de séquencer le
matériel génétique et d’ainsi identifier le génome de micro-organismes qui présentent un intérét sur le
plan phytosanitaire mais qui n’ont pas encore été identifiés avec les technologies classiques. Ces
technologies ont récemment abouti a la découverte de micro-organismes jamais détectés auparavant,
notamment des champignons, des bactéries, des phytoplasmes et surtout des virus dont le dépistage
exige des techniques plus élaborées que pour d’autres pathogénes (les exemples cités dans le présent
document s’appliquent a des virus ou viroides). Dans la mesure ou un grand nombre d’organismes
restent a decouvrir, les chercheurs et les diagnosticiens qui font appel aux technologies de SHD
continueront a identifier et & décrire des organismes jusqu’alors inconnus, a propos desquels les
organisations nationales de la protection des végétaux (ONPV) devront rapidement prendre des
décisions délicates compte tenu du peu d’information disponible et d’une évaluation imprécise des
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risques phytosanitaires potentiels (Olmos et al., 2018). Ces technologies constituent donc un moyen
nouveau et exhaustif de détecter et de caractériser les organismes potentiellement nuisibles présents dans
un échantillon biologique.

Pour I’heure, les essais phytosanitaires visant a détecter les virus et les viroides présents dans les
végétaux et les produits végétaux combinent des approches spécifiques (moléculaires et sérologiques)
et des approches générales (inspection visuelle, examen au microscope électronique, indicateurs
biologiques et bioessais). Bien que ces méthodes trés répandues dans les laboratoires de diagnostic des
organismes nuisibles soient les meilleures disponibles aujourd’hui, elles accusent plusieurs faiblesses
intrinseques. Dans le cas des essais spécifiques, il est généralement nécessaire d’avoir des connaissances
préalables sur les pathogenes viraux, et il faut mettre au point et valider chaque essai (et ce pour les
différentes combinaisons organisme nuisible/h6te), ce qui impose aux ONPV de disposer d’importantes
ressources. De plus, ces essais spécifiques peuvent également permettre de détecter les traces d’acide
nucléigue ou de protéine produites par la désintégration de particules de pathogenes, ce qui peut conduire
a surestimer la présence réelle d’agents pathogeénes. La gamme de végétaux hdtes de nombreux
pathogénes demeure mal connue, et il se peut que les virus ou les viroides exotiques ne soient pas
détectés en cas de combinaison organisme nuisible/héte inédite. Les bioessais sont normalement utilisés
pour détecter les virus inconnus, mais il faut généralement les compléter par des analyses moléculaires
ou sérologiques afin de confirmer I’identité de I’agent étiologique lorsque des symptomes sont observés.
Les bioessais dépendent fortement des conditions environnementales, qui influencent 1’expression des
symptdmes, si bien que ces essais aboutissent souvent a des résultats ambigus ou a de faux positifs ou
faux négatifs.

En outre, du fait de la durée nécessaire aux bioessais, les végétaux passent de longues périodes en station
de quarantaine post-entrée, ce qui alourdit considérablement les colts et allonge les délais pour les
importateurs. Les bioessais présentent encore un inconvénient: il arrive que les souches ne soient pas
détectées si I’infection est asymptomatique sur 1’hote qui sert d’indicateur. Les études menées jusqu’a
présent ont prouvé que le SHD est aussi au moins aussi performant que les essais d’indexation
biologique s’agissant de détecter les virus et les viroides importants sur le plan agronomique
(Al Rwahnih et al., 2015; Barrero et al., 2017; Mackie etal., 2017; Rott etal., 2017). 1l en ressort
principalement que le SHD peut livrer des résultats nettement plus rapidement que les bioessais. Cela
étant, les technologies de SHD sont employées en complément d’autres essais et ne dispensent pas de
confirmer I’importance biologique de 1I’organisme détecté.

Du fait des limites des méthodes de diagnostic classiques, de nouvelles méthodes éprouvées, fiables et
peu colteuses sont nécessaires pour le dépistage rapide et fiable des virus et des viroides dans les
végétaux et les produits végétaux, mais aussi d’autres organismes nuisibles non cultivables et
particulierement difficiles a isoler, ce que permettent justement les technologies de SHD. Le codage a
barres d’un large spectre d’ADN (aussi appelé métabarcoding), qui consiste a détecter par SHD des
amplicons de PCR (amplification en chaine par polymérase) correspondant chacun a une région de
I’ADN définie comme code-barres d’un organisme, peut servir comme outil diagnostique a des fins
phytosanitaires. Ces méthodes qui font appel au SHD sont celles qui pourraient avoir le plus de chances
d’avoir une application diagnostique, y compris pour les organismes nuisibles autres que des virus.

Dans le cadre de diagnostics de routine, les technologies de SHD ouvrent les possibilités suivantes:
1) comprendre la situation d’un organisme nuisible dans une région grace a des programmes de
surveillance, 2) certifier le matériel de départ entreposé en conservatoire et le matériel de propagation
végétale, 3) réaliser les essais de quarantaine (post-entrée) et 4) assurer le suivi des marchandises
importées pour déterminer les nouveaux risques phytosanitaires potentiels y afférents. Le SHD offre un
grand nombre d’avantages pour toutes ces applications (Al Rwahnih et al., 2015; Hadidi et al., 2016;
Rott eral., 2017). La mise en ceuvre de ces technologies pose toutefois des difficultés, en raison
notamment des exigences connexes en matiére d’infrastructure, de bioinformatique, de partage et de
validation des données (OImos et al., 2018).
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Problemes réglementaires et scientifiques

L’avénement de nouvelles technologies s’accompagne de problémes inhérents a chacune de celles-Ci.
Les technologies de SHD posent des difficultés similaires a celles d’autres méthodes fondées sur la
détection de molécules ou de séquences d’ADN. Quoi qu’il en soit, les avancées qu’on leur doit ont des
conséquences importantes sur le plan phytosanitaire. A titre d’exemple, les déplacements de matériel
végétal risquent d’étre limités apres la détection d’un micro-organisme (jusqu’alors inconnu) qui n’est
pas forcément pathogénique pour le matériel végétal concerné. Les organismes associés a des végétaux
ne sont pas tous nuisibles et peuvent faire partie du microbiome de ceux-ci; certains d’entre eux peuvent
y entretenir des interactions mutualistes, c’est-a-dire favorables au végétal hdte, ou commensales.
L’assurance que les décisions prises ne visent que des organismes nuisibles — et pas des organismes
mutualistes ni commensaux — est un critére essentiel dans le choix d’adopter ou non le séquencage du
génome complet comme méthode diagnostique. Par ailleurs, les technologies de SHD peuvent avoir
I’inconvénient, comme d’autres méthodes indirectes, de détecter des organismes non viables.

Il'y a deux difficultés distinctes, mais également importantes, avec ces technologies: identifier
précisément, a partir de séquences du génome entier, les organismes nuisibles ou en prévoir la présence.
L’interprétation correcte des résultats est un autre défi majeur de 1’utilisation du SHD. 11 faudra disposer
de bases de données trés fournies et bien gérées regroupant le génome entier ou des codes-barres ADN
des organismes nuisibles et des micro-organismes connus a titre de référence pour les comparer aux
résultats obtenus par SHD. Compte tenu que de nouveaux micro-organismes sont découverts a un
rythme de plus en plus rapide, les ONPV seront confrontées a une tache délicate: prendre des décisions
relatives a I’importance biologique d’une découverte — par exemple la capacité d’un micro-organisme
d’infester des végétaux ou des produits végétaux — sur la base d’analyses de données de séquencage
d’acide nucléique, sans toutefois disposer d’informations complétes, voire sans la moindre information.
Ce processus décisionnel vise a déterminer si un organisme est nuisible, mais il établit des diagnostics
sans analyser la pathogénicité, si bien qu’on peut se demander si les données traduisent la présence
effective d’une entité biologique viable et pathogénique pouvant étre considérée comme un organisme
de quarantaine. Cela étant, le probléme n’est pas nouveau: les mémes difficultés se posent avec les
méthodes de séquengage moléculaire et avec les méthodes de séquencage de premiere génération, en
particulier dans le cas de virus encore inconnus. Martin et al. (2016), Massart et al. (2017) et Olmos et
al. (2018) ont souligné d’autres défis liés a I’utilisation du SHD a des fins réglementaires.

Pour que les ONPV se fient aux technologies de SHD pour le diagnostic d’organismes nuisibles, il
convient d’adopter des approches harmonisées au plan international, en élaborant notamment des
directives opérationnelles qui permettent de réaliser des SHD de maniére fiable et répétable et prévoient
des controles de la qualité et des données de validation pour interpréter les résultats du SHD (Boonham
et al., 2014). 1l est également nécessaire de valider ces technologies en regard des méthodes existantes,
en tenant compte des limites des procédures actuelles. Il faut que les technologies de SHD soient
validées minutieusement pour chaque organisme nuisible ciblé et chaque matrice afin de démontrer
qu’elles sont bien appropriées. Il faudrait que des protocoles de laboratoire soient mis a disposition et
indiquent la méthode de préparation des échantillons, le processus d’analyse des données et les bases de
données a exploiter.

Collaboration mondiale

Plusieurs initiatives sont en cours dans différentes régions du monde pour étudier 1’exploitation des
technologies de SHD comme outil diagnostique a usage phytosanitaire (par exemple en Australasie, en
Europe et en Amérique du Nord), et visent notamment & examiner les politiques qui pourraient étre
élaborées en lien avec ces technologies. Il est impératif de coordonner ces initiatives afin de progresser
rapidement dans 1’¢laboration de normes internationales harmonisées encadrant 1’utilisation du SHD a
des fins réglementaires.
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CIPV

La Convention Internationale pour la Protection des Végétaux
(CIPV) est un accord international sur la santé des végétaux
qui vise a protéger les plantes cultivées et sauvages en
prévenant l'introduction et la dissémination d'organismes
nuisibles. Les voyages et les échanges internationaux n'ont
jamais été aussi développés qu'aujourd’hui. Cette circulation
des personnes et des biens a travers le monde s'accompagne
d'une dissémination des organismes nuisibles qui constituent
une menace pour les végétaux.

Organization

¢ La CIPV compte plus de 180 parties contractantes.

¢ Chaque partie contractante est rattachée a une
Organisation nationale de la protection des végétaux
(ONPV) et dispose d'un Point de contact officiel de la CIPV.

¢ Neuf organisations régionales de la protection des
végétaux (ORPV) agissent pour faciliter la mise en ceuvre
de la CIPV dans les pays.

¢ La CIPV assure la liaison avec les organisations
internationales compétentes pour aider au renforcement
des capacités régionales et nationales.

& e Secrétariat est fourni par I'Organisation des Nations
Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO).

Convention Internationale pour la Protection des Végétaux (CIPV)

Viale delle Terme di Caracalla, 00153 Rome (Italie)
Tél: +39 06 5705 4812
Courriel: ippc@fao.org | Site Internet: www.ippc.int




