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Titre : Reconstruction d’arbres de transmission de la tuberculose bovine dans un système multi-hôtes en France 

: intégration de données génomiques et épidémiologiques. 

Mots clés : tuberculose bovine, phylodynamie, reconstruction d’arbres de transmission, système multi-hôtes 

Résumé : La plupart des agents pathogènes peuvent 

infecter plusieurs espèces. Dans un système multi-

hôtes, bien comprendre le rôle de chaque espèce est 

essentiel afin de mettre en place des mesures de 

prévention et de contrôle. Cependant, l’étude de 

systèmes multi-hôtes impliquant la faune sauvage 

(comme la tuberculose bovine ou bTB en France) 

peut être compliquée par des biais d’observation. 

Notre objectif était d’investiguer l’impact de ces biais 

dans l’estimation de la contribution de chaque 

espèce dans un système multi-hôtes, à partir de deux 

approches combinant des données génomiques et 

épidémiologiques. L’une reconstruit l’histoire 

évolutive de sous-populations de pathogènes, l’autre 

l’histoire de transmission individuelle. Nous avons 

commencé par reconstruire les états ancestraux dans 

un système bovins-blaireaux de bTB qui nous a  

permis d’estimer de rares évènements de 

transitions inter-espèces (à partir du blaireau). 

Nous avons ensuite répertorié et décrit 22 

méthodes permettant la reconstruction d’arbres de 

transmission. Enfin, nous avons évalué les 

performances de trois de ces méthodes sur des 

données simulées dans un système à trois espèces-

hôtes, avec ou sans biais d’observation. Les 

performances des méthodes étaient impactées 

négativement par le taux d’évolution lent 

(caractéristique de Mycobacterium bovis) et la 

complexité du système épidémiologique mais peu 

par les biais d’observation. Ce travail de thèse 

souligne l’importance de tester et de développer 

des méthodes de reconstruction d’arbres de 

transmission adaptées à des systèmes multi-hôtes. 

 

 

Title : Transmission tree reconstruction for bovine tuberculosis in a multi-host system in France: combining 

genomic and epidemiological data. 

Keywords : multi-host system, phylodynamics, transmission tree reconstruction, bovine tubreculosis 

Abstract : The majority of pathogens can infect 

multiple species. In a multi-host system, 

understanding the role played by each host-species 

is necessary to implement preventive and control 

measures. However, observation biases can 

complicate the study of multi-host systems 

implicating wildlife (as is the case for bovine 

tuberculosis or bTB in France). Our objective was to 

investigate the impact of these biases on the 

estimation of host-species contribution in a multi-

host system, using two approaches combining 

genomic and epidemiological data. The first 

reconstructs the evolutionary history of pathogen 

subpopulations and the other, the individual 

transmission history. We started by reconstructing  

the ancestral states in a badger-cattle system, 

which allowed us to estimate rare inter-species 

transition events (from badgers). We then listed 

and described 22 transmission tree reconstruction 

methods. Finally, we evaluated the performances of 

three transmission tree reconstruction methods on 

data simulated in a system with three host-species, 

with and without observation biases. Method 

performance was negatively impacted by the low 

evolutionary rate (characteristic of Mycobacterium 

bovis) and the complexity of the epidemiological 

system but less by observation biases. This work 

underlines the importance of testing and 

developing transmission tree reconstruction 

methods adapted to multi-host systems. 
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(méthode de reconstruction d’arbres de transmission) 

bTB : bovine TuBerculosis ou tuberculose bovine 

C : Cytosine (base nucléotidique) 

DR : Direct Repeat (locus dans la region conservée de M. bovis) 

ESA : Epidémiosurveillance Santé Animale (plateforme) 

ESS : Effective Sample Size ou taille effective de l’échantillon 

F84 :  modèle de substitution de Felstein 

FA : Fièvre Aphteuse 

G : Guanine (base nucléotidique) 

GLM(M) : Generalized Linear (Mixed) Model ou modèle lineaire généralisé 

(mixte) 
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GTR : Generalized-Time-Reversible (modèle de substitution) 

HKY : Hasegawa-Kishino-Yano (modèle de substitution) 

HPD : High Posterior Density (intervalle de crédibilité estimé par inférence 

Bayésienne) 

IC : Intervalle de Confiance 

ICM : Institut du Cerveau et de la Moelle épinière 

IDC : Intradermo-Tuberculination Comparée 

IDS : Intradermo-Tuberculination Simple 

JC : Jukes Cantor (modèle de substitution) 

LNR : Laboratoire Nationale de Référence 

Mascot : Marginal approximation of the structured coalescent (méthode de 

reconstruction des états ancestraux) 

MCC : Maximum de Crédibilité de Clade 

MCMC : Markov Chain Monte Carlo ou chaîne de Markov Monte Carlo 

MRCA : Most Recent Common Ancestor ou ancêtre commun le plus récent 

MRSA : Methicillin-Resistant Straphylococcus aureus 

NPF : Famille Non Phylogénétique (définie dans l’axe 2) 

NS : Nested Sampling (algorithme) 

OIT : Officiellement Indemne de Tuberculose bovine 

PA : Pyrénées-Atlantiques 

pb : paire de bases 

PCR : Polymerase Chain Reaction (test diagnostique) 

PF : Familles Phylogénétiques (définie dans l’axe 2) 

SCOTTI : Structured COalescent Transmission Tree Inference (méthode de 
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reconstruction d’arbres de transmission) 

SeqPF : Famille Phylogénétique Séquentielle (définie dans l’axe 2) 

SimPF : Famille Phylogénétique Simultanée (définie dans l’axe 2) 

SLAFEEL : Statistical Learning Approach For Estimating Epidemiological 

Links (méthode de reconstruction d’arbres de transmission) 

SNP : Single Nucleotide Polymorphism 

T : Thymine (base nucléotidique) 

TiTUS : Transmission Tree Uniform Sampler (méthode de reconstruction 

d’arbres de transmission) 

UE : Union Européenne 

VNTR : Variable Number of Tandem Repeats (technique de typage) 

ZPR : Zone de Prophylaxie Renforcée 



 

1 INTRODUCTION GENERALE 

1.1 LES SYSTEMES MULTI-HOTES 

 Importance et définition des systèmes multi-hôtes 

La majorité des agents pathogènes sont multi-hôtes, ce qui signifie 

qu’ils peuvent infecter plusieurs espèces. En 2001, un recensement de 1922 

agents pathogènes (comprenant bactéries, champignons, helminthes, virus 

et protozoaires) a mis en évidence le fait qu’environ 63 % des agents 

pathogènes répertoriés pouvaient infecter des hôtes de plus d’une espèce 

(1,2). Ce pourcentage variait selon les espèces chez qui ces agents 

pathogènes étaient principalement répertoriés : 62 % des agents pathogènes 

des humains, 77 % de ceux des animaux de production et 90 % de ceux des 

carnivores domestiques (1). Certains de ces agents pathogènes multi-hôtes 

sont transmissibles de l’animal à l’homme (zoonotiques) et présentent donc 

un intérêt en santé publique. En effet, bien que rares chez l’homme, certaines 

maladies zoonotiques endémiques dans les populations animales 

européennes font l’objet d’épidémies sporadiques avec des conséquences 

importantes en santé humaine (la brucellose en Grèce, la tularémie en Suède, 

Finlande et Norvège et la fièvre Q aux Pays-Bas) (3).  

Lorsque des espèces menacées sont concernées, les agents 

pathogènes multi-hôtes peuvent également avoir un impact sur la 

biodiversité. Ainsi, en Tanzanie, une épidémie du Morbillovirus responsable 

de la maladie de Carré a provoqué la mort d’environ 30 % des lions (Panthera 

leo) dans le Parc National de Serengeti dans les années 90 (4). Enfin, ils 

peuvent également avoir des conséquences économiques lorsqu’ils affectent 

les animaux de production. Nous pouvons prendre l’exemple de la 

tuberculose bovine ou encore de l’influenza aviaire, toutes deux des maladies 

qui affectent à la fois des animaux domestiques, de la faune sauvage et 

potentiellement l’homme (5). La gamme d’espèces-hôtes pouvant être 

infectées par des agents pathogènes multi-hôtes ainsi que leurs 

conséquences sur les espèces-hôtes infectées conditionnent l’intérêt que 

nous pouvons leur porter.   

Un système multi-hôtes correspond à l’ensemble des espèces-hôtes 

pouvant être infectées par un même agent pathogène dans une zone donnée 

ainsi qu’à leur dynamique de transmission dans cette zone. Dans un système 

multi-hôtes, nous nous intéressons souvent à une espèce-hôte ou une 

population en particulier, appelée population cible, pour laquelle l’objectif est 
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d’identifier le réservoir et de comprendre son fonctionnement afin de 

proposer des mesures de contrôle adaptées. Le réservoir se définit comme 

une ou plusieurs populations dans lesquelles l’agent pathogène peut 

persister (populations de maintenance) et à partir desquelles la population 

cible peut s’infecter (populations sources) (6).  

 Enjeux et difficultés rencontrées dans un système multi-hôtes 

impliquant la faune sauvage 

Plus les populations sources peuvent être identifiées de manière 

précise et plus il a été recueilli de données quantitatives par rapport à leur 

contribution à la transmission, plus les mesures de contrôle pourront être 

ciblées de manière efficace (6). En effet, dans un système multi-hôtes où le 

réservoir est bien identifié, trois stratégies de contrôle s’offrent à nous : a) 

mettre en place des mesures uniquement dans la population cible, b) bloquer 

les transmissions entre la population cible et le réservoir et enfin, c) contrôler 

l’infection au sein du réservoir (6). La stratégie a) ne considère pas le réservoir, 

par exemple lors de la vaccination de la population humaine contre des 

maladies vectorielles comme la fièvre jaune (7), l’objectif est de protéger la 

population cible. Cependant, avant le développement de ce vaccin au 20ème 

siècle, en l’absence de connaissances sur les modes de transmission, des 

quarantaines étaient mises en place à bord de navires touchés (8), cela 

correspond également à la stratégie a). De plus, une fois la transmission par 

les moustiques confirmée en 1901, le recours à l’utilisation de larvicides afin 

de limiter le nombre de vecteurs (7), et donc une stratégie c), pouvait être 

implémentée. La stratégie b) dans cet exemple correspondrait à toute mesure 

visant à prévenir les piqûres de moustiques, ex. la mise en place de 

moustiquaires.  

Dans le contexte plus général d’un système multi-hôtes, estimer les 

taux de transmission inter- et intra-espèces permet d’écarter les stratégies 

de lutte qui pourraient s’avérer inefficaces. Prenons un exemple historique 

concret, celui de la transmission de la rage dans un système multi-hôtes 

composé de chacals à flanc rayés (Canis adustus) et de chiens domestiques 

au Zimbabwe. Le taux de transmission des chiens (réservoir) vers les chacals 

(population cible) était très élevé, et, du fait d’une faible densité de 

population, le taux de transmission entre chacals était faible. L’épidémie chez 

les chacals était maintenue grâce à des réintroductions fréquentes de l’agent 

pathogène par le réservoir (9). Afin de diminuer la prévalence de l’infection 

dans la population cible, limiter les interactions chiens-chacals, stratégie b), 

ou vacciner les chiens, stratégie c), serait plus efficient. En effet, une stratégie 

a) centrée autour de la population cible uniquement, comme la vaccination 
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orale des chacals, n’aurait que peu d’impact (10). 

Cependant, quand un système multi-hôtes implique une espèce-hôte de 

la faune sauvage, le choix de l’une de ces trois stratégies de lutte n’est pas 

toujours évident. L’implémentation et l’adaptation des mesures de contrôle 

sont alors compliquées par l’impossibilité de restreindre les mouvements de 

la totalité de la population sauvage, la difficulté d’empêcher leurs interactions 

avec d’autres espèces-hôtes et l’absence d’estimation exacte de la taille de 

cette population (11). De plus, avant ou de manière conjointe à 

l’implémentation de mesures de contrôle (12), le manque d’accessibilité des 

espèces sauvages complique la collecte de données et donc la surveillance 

de la maladie dans la population sauvage. Au sein d’un même système multi-

hôtes, nous pouvons ainsi être confrontés à un contraste entre le taux 

d’échantillonnage des individus infectés dans la faune domestique et celui 

de la faune sauvage, qui demeure inconnu du fait d’une taille inconnue de la 

population. S’il n’est pas pris en compte, ce biais d’échantillonnage pourrait 

compromettre les efforts de quantification de la répartition des individus 

infectés par espèce et ainsi conduire à une mauvaise estimation de la 

contribution de chaque espèce-hôte à la transmission de l’agent pathogène 

en cause, puis à la mise en place de mesures de contrôle inadaptées. 

 Données nécessaires pour l’étude d’un système multi-hôtes 

Dans leur étude du système multi-hôtes de rage au Zimbabwe (9), 

Rhodes et al. ont utilisé, en plus de données écologiques générales à propos 

des deux populations, le nombre de cas incidents par an rapporté chez les 

chacals et chez les chiens dans la région. D’autres données épidémiologiques 

sur l’histoire naturelle de la maladie, telles que le temps d’incubation 

(intervalle entre l’infection et le début des symptômes) ou encore la durée de 

la phase symptomatique, ont été obtenues grâce à des études 

expérimentales plus anciennes. A partir de cet exemple, deux types de 

sources se distinguent : les données issues de la surveillance (incidence), 

propres au système multi-hôtes étudié, et celles issues d’études 

expérimentales, plus générales.  

Les systèmes de surveillance ont pour objectif d’identifier et de décrire 

les hôtes infectés. L’identification d’hôtes infectés dans un système multi-

hôtes peut faire l’objet de campagnes de dépistage spécifiques dans une 

population d’intérêt (ex. bovins dans le cas de la tuberculose bovine (13)) ou 

de détection d’agents pathogènes dans des vecteurs (ex. l’encéphalite 

japonaise (14)) (surveillance active). L’agent pathogène peut également être 

isolé sur des hôtes symptomatiques voire des carcasses animales 
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(surveillance passive) (ex. sangliers dans le cas de la peste porcine africaine 

(15)). La date de découverte d’infection ou de mort, la présence ou non de 

lésions ou symptômes, la localisation géographique et l’espèce-hôte sont des 

données épidémiologiques permettant de décrire les hôtes infectés détectés. 

Cependant, ces données épidémiologiques peuvent manquer de précision 

sur l’histoire de transmission, notamment les données géographiques dans 

le cas d’une maladie évoluant lentement ou d’espèces-hôtes très mobiles. 

Afin de tirer des conclusions plus précises sur les dynamiques de 

transmission, il est possible de compléter ces données épidémiologiques par 

des données génétiques obtenues après isolement puis séquençage des 

souches (16). Ces données génétiques permettent la reconstruction d’arbres 

phylogénétiques décrivant l’histoire évolutive des séquences isolées. Le lien 

entre données de séquences génétiques (ou arbres phylogénétiques) et 

dynamique des populations s’appelle la phylodynamique (17). 

1.2 LA RECONSTRUCTION D’ARBRES PHYLOGENETIQUES DANS UN 

SYSTEME MULTI-HOTES  

 Définition d’un arbre phylogénétique 

Un arbre phylogénétique est une représentation des liens de parenté 

qui existent entre des souches échantillonnées. Ces souches échantillonnées 

sont placées sur des feuilles (nœuds terminaux) alors que les nœuds internes 

représentent des ancêtres communs hypothétiques. Ces nœuds (internes et 

terminaux) sont reliés entre eux par des branches dont la longueur 

représente la distance qui les sépare. Nous allons prendre l’exemple de 

souches pour lesquelles nous avons les séquences génétiques, cette distance 

correspond alors à une distance génétique (Figure 1).  



 

 

Figure 1 : Arbre phylogénétique reconstruit à partir de séquences de MERS-CoV 

isolées chez sept dromadaires et six humains (simplification de l’arbre obtenu 

par Dudas et al. (18)). Le MRCA désigne l’ancêtre le plus récent commun à 

toutes les souches échantillonnées. 

Le chemin reliant un ancêtre hypothétique à un nœud terminal 

s’appelle une lignée (en jaune dans la Figure 1). Les descendants d’un même 

nœud interne correspondent à un clade (le rectangle gris dans la Figure 1). 

Enfin, certaines méthodes de reconstruction permettent l’identification d’un 

ancêtre commun à toutes les souches (MRCA pour « most recent common 

ancestor ») et transforment ainsi un arbre non enraciné en un arbre enraciné, 

le MRCA devient alors la racine de l’arbre. Pour un arbre non enraciné donné, 

plusieurs arbres enracinés existent, caractérisés par l’emplacement de la 

racine.  

Pour la suite, nous allons considérer uniquement l’utilisation de 

séquences hétérochrones, c’est-à-dire échantillonnées à des temps 

différents, dans la reconstruction d’un arbre phylogénétique enraciné. 

 Reconstruction d’un arbre phylogénétique 

1.2.2.1 Modèle de substitution 

L’alphabet des séquences nucléotidiques est composé de quatre 

lettres ou nucléotides {A, C, G, T}, il existe donc trois substitutions possibles 

pour un site nucléotidique donné. La distance génétique la plus simple à 

estimer entre deux séquences alignées est le nombre de sites pour lesquels 

elles ne possèdent pas le même nucléotide. Cette distance correspond à la 

distance de Hamming qui, divisée par la taille de la séquence considérée, 
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donne la proportion de sites différant entre les deux séquences (19). 

Cependant, cette distance ne prend pas en compte la possibilité de 

mutations reverses ou intermédiaires (ex. dans A→G→A et A→G→T, le 

passage par G n’est pas identifié) et sous-estime ainsi la distance génétique 

réelle. Il est possible de corriger l’estimation des distances génétiques grâce 

à des modèles de substitution. 

Un modèle de substitution décrit la probabilité qu’un nucléotide se 

substitue en un autre. Ce modèle précise la fréquence relative de chaque 

nucléotide et peut prendre en compte les nucléotides considérés ou plus 

simplement, la nature de leur base : purines (A, G) et pyrimidines (C, T). Le 

modèle le plus complexe et plus réaliste est le modèle Generalized-Time-

Reversible (GTR) (20), il considère que chaque nucléotide a sa propre 

fréquence et que la probabilité de substitution dépend de la combinaison de 

nucléotides considérée. Cependant, ce modèle comporte de nombreux 

paramètres à estimer et n’est donc pas toujours adapté aux données 

génétiques disponibles. Ainsi, dans le modèle Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) 

(21), on suppose que les nucléotides ont tous la même fréquence et la 

probabilité de substitution dépend de la nature des bases concernées. Deux 

types de substitution, définis pour la première fois par Ernst Freese en 1959, 

sont considérés. L’un correspond à la substitution entre deux nucléotides de 

même nature (appelé transition), l’autre entre deux nucléotides de natures 

différentes (appelé transversion) (22) (Figure 2). Le modèle HKY définit ainsi 

un paramètre kappa (κ) qui correspond au ratio entre le taux de transition et 

le taux de transversion. Dans le modèle le plus simple, celui de Jukes Cantor 

(23), tous les nucléotides ont la même fréquence et la probabilité pour qu’un 

nucléotide se substitue en un autre est la même, quelle que soit la 

combinaison de nucléotides considérée. La fréquence de ces évènements de 

substitution au cours du temps est définie par le taux de substitution, 

généralement exprimé en nombre de substitutions par site (ou génome) et 

par unité de temps. 
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Figure 2 : Représentation schématique des substitutions à considérer dans un 

modèle de substitution HKY. Les 4 nucléotides possibles {A, C, G, T} sont 

représentés par des cercles dont la couleur représente la nature de la base.  

1.2.2.2 Modèle d’horloge 

Le modèle d’horloge décrit la manière dont évolue le taux de 

substitution au cours du temps. En 1965, en comparant des séquences 

polypeptidiques provenant de différents mammifères, Zuckerkandl et 

Pauling ont émis l’hypothèse que le taux d’évolution à l’échelle 

macromoléculaire est constant au cours du temps et entre lignées (24).  

Autrement dit, la distance génétique entre deux espèces, déterminée par le 

nombre de mutations accumulées dans leurs séquences polypeptidiques (ou 

génétiques), est proportionnelle au temps qui s’est écoulé depuis leur dernier 

ancêtre commun (25). Cependant, cette hypothèse d’horloge moléculaire est 

contestée par plusieurs comparaisons de séquences d’ADN concluant à des 

différences notables de taux de substitution entre lignées de différentes 

espèces animales (26). Par la suite, les modèles permettant le relâchement de 

ce modèle d’horloge stricte dans les études phylogénétiques ont été 

développés à la fin des années 90 et début des années 2000, lors de la 

popularisation des méthodes Bayésiennes (25). Dans un modèle d’horloge 

relâchée, le taux de substitution peut varier entre les lignées (modèle 

autocorrélé) ou entres les branches (modèle non corrélé) (27). Ainsi, dans un 

modèle d’horloge relâchée non corrélé lognormal (ou exponentiel), le taux 

de substitution d’une branche est tiré au sort, indépendamment des autres 

branches, à partir d’une distribution lognormale (ou exponentielle). 

Aujourd’hui, il est généralement admis que, bien que cette horloge 

moléculaire ne soit pas universellement applicable, elle demeure une bonne 
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approximation de la réalité lors d’études d’espèces apparentées ou de 

données de population (25). 

1.2.2.3 Modèle de population 

Dans un arbre phylogénétique reconstruit à partir de séquences 

génomiques virales ou bactériennes, le modèle de population désigne celui 

de la population d’agents pathogènes, et non celui des hôtes chez qui les 

agents pathogènes ont été isolés.  

Un des modèles les plus utilisés en phylogénétique est le modèle 

coalescent (28). Ce modèle décrit les liens de parenté entre n échantillons 

d’une large population évoluant selon le modèle de Wright-Fisher (Figure 3). 

Dans le modèle de Wright-Fisher, la taille de la population est considérée 

comme constante, aucun évènement de migration n’a lieu et chaque individu 

descend d’un seul parent (population d’haploïdes). Les générations ne se 

chevauchent pas et aucune sélection n’est exercée sur la reproduction. En 

remontant le temps dans une telle population à partir des n individus 

échantillonnés, tout se passe comme si chaque individu choisissait un parent 

au hasard dans la génération précédente sans tenir compte du choix des 

autres (28). Quand un individu parent est l’ancêtre de plus d’un individu 

échantillonné, il coïncide avec un évènement de coalescence. Si, dans ce 

modèle de Wright-Fisher, nous nous concentrons exclusivement sur les 

évènements de coalescence, on obtient le modèle coalescent. Quand on 

applique un modèle coalescent à une population réelle, la taille effective de 

population estimée correspond à la taille d’une population idéale suivant un 

modèle de Wright-Fisher pour laquelle on observerait la même variance 

génétique. L’inverse de cette taille effective de population correspond à la 

vitesse de coalescence. 
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Figure 3 : Représentation schématique du modèle de Wright-Fisher ainsi que 

l’application du modèle coalescent à un échantillon de 10 individus. La taille 

de la population est constante (n=15) et les générations ne se chevauchent 

pas. Chaque individu n’a qu’un seul parent (population haploïde) et quand 

deux individus ont le même parent, cela correspond à un évènement de 

coalescence. 

Par la suite, l’hypothèse de taille constante de la population dans le 

modèle coalescent a été relâchée. Il est ainsi possible de reconstruire des 

arbres phylogénétiques en considérant que la population suit un modèle 

exponentiel (29). Le modèle non-paramétrique skyline permet quant à lui de 

considérer une évolution démographique plus complexe ; le temps est alors 

découpé en intervalles pendant lesquels la taille de la population est 

constante (30). 

Grâce au modèle coalescent, on reconstruit une généalogie en 

remontant le temps puis on y surimpose les mutations qui ont pu avoir lieu 

et on modélise ainsi l’obtention de séquences génétiques échantillonnées à 

partir d’individus clonaux soumis aux effets combinés d’une reproduction 

aléatoire (pas de sélection) et de mutations neutres (31). Cependant, le 

modèle coalescent n’est pas le seul modèle de population qui existe, et un 

autre modèle très utilisé est le modèle « Birth-Death ». Dans ce modèle, une 

seule lignée est présente au temps zéro, puis les lignées apparaissent 

(« birth » ou naissance) ou s’éteignent (« death » ou mort) dans les arbres 

phylogénétiques à des taux constants (32) ou évoluant au cours du temps 

(33), selon le modèle considéré.  
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 Reconstruction des états ancestraux dans un arbre phylogénétique 

Dans la Figure 1, le fait qu’il n’y ait pas un regroupement des 

séquences dans l’arbre selon leur espèce-hôte suggère l’existence d’un ou 

plusieurs évènements de transmission entre dromadaires et humains. De la 

même façon, après identification de la présence de multiples espèces-hôtes 

dans un même clade de l’arbre phylogénétique reconstruit à partir de 

séquences du virus responsable de la maladie d’Aujeszky, He et al. ont conclu 

à l’existence d’évènements de transmission inter-espèces (34). Cependant, il 

est possible d’aller plus loin dans l’étude de la dynamique de transmission 

entre espèces, à partir de l’arbre phylogénétique reconstruit. En effet, en 

considérant une caractéristique de l’agent pathogène (ici son espèce-hôte), 

des modèles dit « de trait » permettent de reconstruire l’évolution de cette 

caractéristique au cours du temps (Figure 4). Le changement d’état de cette 

caractéristique correspond ici à un saut inter-espèces (représenté par une 

étoile jaune dans la Figure 4). 

 

Figure 4 : Arbre phylogénétique dont l’évolution de l’espèce-hôte a été 

reconstruite au cours du temps (simplification de l’arbre obtenu par Dudas et 

al. (18)). L’arbre a été construit à partir de séquences de MERS-CoV isolées 

chez sept dromadaires et six humains. Le MRCA désigne l’ancêtre le plus 

récent commun à toutes les souches échantillonnées. Ici quatre transitions 

(représentées par des étoiles jaunes) de dromadaire à humain ont été 

prédites. 

La méthode par maximum de parcimonie permet d’assigner des états 

aux nœuds internes d’un arbre phylogénétique déjà reconstruit. Cette 

méthode considère que chaque changement d’état ayant lieu dans l’arbre a 

un coût et que la configuration optimale des états ancestraux minimise la 
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somme de ces coûts (35). Un des inconvénients majeurs de cette méthode 

est le fait qu’elle ignore l’incertitude, liée à la reconstruction de l’arbre 

phylogénétique mais également celle liée à l’évolution des traits dans cet 

arbre.  

L’emploi de méthodes Bayésiennes permet de supprimer la nécessité 

de fixer l’arbre phylogénétique ainsi que le modèle de transition d’un état à 

un autre (36). Une méthode Bayésienne fréquemment utilisée, le modèle de 

« mugration » (36), traite les changements d’états (ou migration quand les 

états sont des localisations) de la même manière que les mutations. Cette 

méthode considère donc que la forme de l’arbre phylogénétique n’est en 

aucune façon influencée par les changements d’états (37). Lorsque 

l’échantillonnage est biaisé, cette hypothèse peut alors conduire à des biais 

dans les estimations des taux de transition (38).  

Enfin, les modèles de coalescence structurée, considérant des sous-

populations définies par la valeur de leur trait (espèce ou localisation) et des 

phénomènes de migration ayant lieu entre ces sous-populations, ne font pas 

cette hypothèse d’indépendance entre la reconstruction phylogénétique et 

celle des états ancestraux (37,38). Avec une de ces méthodes, Dudas et al. 

ont ainsi identifié le dromadaire comme réservoir de MERS-CoV, au sein 

duquel la plus grand partie de l’histoire évolutive du virus a eu lieu, et la 

prédominance d’une transmission du dromadaire à l’humain (18) (similaire à 

la Figure 4). Cependant la reconstruction de ces états ancestraux ne permet 

pas d’identifier des évènements de transmission au sein d’une population 

d’hôtes (ex. au sein de la population de dromadaires), mais uniquement des 

évènements de transition entre sous-populations de pathogène définies par 

leur espèce-hôte. De plus, ces modèles de coalescence structurée font 

l’hypothèse d’une taille constante de la population au cours du temps, ce qui 

n’est pas forcément compatible avec le processus épidémique. Pour aller à 

une résolution plus fine de la transmission de l’agent pathogène au sein d’un 

système multi-hôtes, il faudrait identifier les évènements de transmission 

entre hôtes infectés. Pour ce faire, il est possible de reconstruire les chaînes 

de transmission représentées dans un arbre de transmission, retraçant ainsi 

« qui a infecté qui ? » dans une épidémie. 

1.3 NOTIONS PRELIMINAIRES SUR LES ARBRES DE TRANSMISSION 

 Définition d’un arbre de transmission 

Un arbre de transmission est un graphe orienté dont les nœuds 

représentent des hôtes infectés et les arcs des évènements de transmission 
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(datés ou non) (Figure 5). Un hôte correspond à une entité pouvant héberger 

l’agent pathogène, comme un individu ou un groupe d’individus (ex. un 

élevage (39–41)). Un évènement de transmission représente généralement 

l’infection initiale de l’hôte concerné, la possibilité de surinfection ou de 

réinfection étant négligée. Une surinfection correspond à une infection par 

une deuxième souche distincte de la première, alors que l’hôte est encore 

infecté. Ce phénomène a notamment pu être observé chez des patients 

atteints du VIH (42).  Une réinfection se définit comme une infection par une 

deuxième souche distincte qui survient après le rétablissement de l’hôte. Le 

virus de l’hépatite C est un exemple d’agent pathogène qui peut donner lieu 

à des surinfections ou des réinfections (43).  

 

Figure 5 : Arbre de transmission décrivant l’histoire de transmission de MERS-

CoV entre sept dromadaires et six humains. Les dromadaires ont été 

responsables des 12 évènements de transmission reconstruits (six de 

dromadaires et six d’humains). Aucun évènement de transmission à partir de 

l’humain n’a été reconstruit. 

Reconstruire l’histoire de transmission d’une épidémie permet de 

mieux comprendre les mécanismes de transmission. Ainsi, afin d’estimer la 

part de la transmission de H7N7 qui pouvait être attribuée à une diffusion 

par le vent dans l’épidémie de 2003 aux Pays-Bas, Ypma et al. ont comparé 

des données météorologiques de direction du vent avec les directions de 

transmission décrites dans l’arbre de transmission (44). Connaître l’histoire 

de transmission permet également d’estimer des paramètres de 

transmission, tels que le nombre de reproduction, R, défini comme le nombre 

moyen d’infections secondaires qui ont été produites par un hôte infecté (45). 

Par exemple, Faye et al. ont cherché à estimer ce R dans l’épidémie d’Ebola 

en Conakry, Guinée en 2004. En estimant ce R selon trois contextes différents 
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(dans la communauté, à l’hôpital et aux enterrements), ils ont pu en déduire 

dans quels lieux les mesures de contrôle avaient été efficaces ainsi que le 

nombre d’infections qui auraient pu être évitées par une augmentation de 

l’hospitalisation des personnes infectées (46).  

 

 Différences entre arbres de transmission et arbres phylogénétiques 

Comme vu précédemment, les séquences sont utilisées pour 

reconstruire des arbres phylogénétiques décrivant les liens de parenté entre 

les souches isolées. La proximité des souches dans l’arbre phylogénétique 

suggère l’existence d’un lien épidémiologique entre ces souches (47). Cette 

proximité dans l’arbre phylogénétique a notamment été utilisée comme 

argument en faveur de l’existence d’un évènement de transmission du VIH 

(ex. entre un dentiste et six de ses patients en Floride (48) ainsi qu’entre un 

chirurgien et un de ses patients en France (49)). Ceci implique la nécessité de 

définir précisément des « clusters de transmission » de VIH. La majorité des 

définitions utilisées dans la littérature se base sur la probabilité du nœud 

ancestral commun associée ou non à un seuil de distance génétique séparant 

les souches (50).  

Certains auteurs ont considéré un arbre phylogénétique comme un 

arbre de transmission partiellement observé et ce, afin d’inférer des 

paramètres épidémiologiques tels que la prévalence de la maladie dans une 

population (51). Cependant, nous allons ici, comme Ypma et al. (41) souligner 

la nette distinction entre les deux. Pour rappel, dans un arbre phylogénétique, 

les feuilles correspondent aux souches isolées et les nœuds internes à des 

ancêtres hypothétiques de ces souches. Ceci s’oppose aux arbres de 

transmission, dans lesquels les nœuds sont tous des hôtes infectés. Sans 

inférer dans quel hôte se trouvaient les lignées ancestrales présentes dans 

l’arbre phylogénétique, il n’est pas possible de reconstruire précisément 

l’histoire de transmission. De plus, dans un arbre phylogénétique, les nœuds 

ne sont pas reliés par des flèches représentant des évènements de 

transmission mais par des branches représentant la distance génétique qui 

les sépare (Figure 6). 
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Figure 6 : Différences entre un arbre phylogénétique (à gauche) et un arbre de 

transmission (à droite). L’arbre phylogénétique et l’arbre de transmission ont 

été reconstruits à partir de cinq souches isolées (A à E). Cependant, un hôte 

non échantillonné intermédiaire (entre D et C) a été inféré dans l’arbre de 

transmission. L’arbre phylogénétique retrace ainsi l’histoire évolutive, et 

l’arbre de transmission, l’histoire de transmission. 

 Limites des données épidémiologiques 

Le travail de reconstruction de l’arbre de transmission peut être 

réalisé à partir de données épidémiologiques seules, telles que la date de 

début des symptômes et des données de contact avec des personnes 

infectées. Ainsi, afin de reconstruire l’arbre de transmission d’une épidémie 

de SARS-CoV-1 à Toronto en 2003, un questionnaire portant sur 

d’éventuelles expositions au virus (ex. voyages) était administré aux patients 

(52). Cependant, ces données ne sont pas toujours disponibles (41) ni d’une 

résolution suffisante pour élucider l’histoire de transmission. De plus, ces 

données se basent sur la mémoire des personnes interrogées qui est loin 

d’être infaillible (53).  

Enfin, la possibilité d’interroger ou d’observer les hôtes infectés 

implique une étape préalable de détection de ces hôtes. Sans la mise en place 

d’une stratégie de dépistage (surveillance active), les hôtes asymptomatiques 

ne sont pas échantillonnés. Cependant, la sensibilité imparfaite des tests et 

les conditions du terrain, notamment lors de surveillance de la faune sauvage, 

font que même avec la mise en place de tests de dépistage, nous n’allons pas 

détecter la totalité des hôtes infectés. Prenons l’exemple de la tuberculose 

bovine, une étude réalisée en France a montré que les vétérinaires ne 

suivaient pas toujours les recommandations officielles et avaient recours à 
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des pratiques pouvant diminuer la sensibilité des tests utilisés (ex. un tiers 

des vétérinaires interrogés déclaraient ne pas toujours injecter dans la région 

cervicale et un quart réalisait une lecture qualitative des résultats) (54).  

 Limites des données génomiques 

Le taux de substitution ainsi que l’intervalle entre infection et 

échantillonnage d’un agent pathogène conditionne la distance génétique 

minimale qui permet de différencier les souches isolées dans une épidémie. 

Si le pathogène évolue lentement, il peut s’avérer difficile de reconstruire 

l’histoire de transmission à cause du faible nombre de différences entre 

séquences isolées (55). Prenons le cas de la bactérie Mycobacterium 

tuberculosis dont le taux de substitution s’élève à environ 1 x 10-7 

substitutions par site et par an (56). Le nombre de séquences de M. 

tuberculosis identiques, isolées chez des personnes impliquées dans des 

évènements de transmission au sein d’un même foyer, peut représenter 40 

% (15/38) des séquences (57). A l’inverse, un taux de substitution trop élevé, 

une évolution intra-hôte non-négligeable et/ou un « bottleneck » de 

transmission incomplet (c’est-à-dire un nombre de souches transmises 

strictement supérieur à 1) peuvent conduire à une dynamique de 

transmission trop complexe à reconstruire (58). 

Au vu des limites de données épidémiologiques et génomiques, il 

s’avère intéressant de combiner l’information apportée par ces deux types de 

données lors de la reconstruction d’arbres de transmission.  

 

1.4 EXEMPLE D’UN SYSTEME MULTI-HOTES IMPLIQUANT LA FAUNE 

SAUVAGE : LA TUBERCULOSE BOVINE 

 La constitution du système multi-hôtes de la tuberculose bovine 

La tuberculose bovine (bTB) est une maladie généralement 

asymptomatique qui touche principalement les bovins. Elle peut être due à 

trois espèces : Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium caprae et 

Mycobacterium bovis (59). Cependant, M. bovis, l’agent pathogène le plus 

fréquent de la bTB, peut affecter d’autres espèces domestiques (ex. petits 

ruminants et porcins) ainsi que de la faune sauvage (60). Certaines espèces 

de la faune sauvage ont été impliquées comme réservoirs de M. bovis dans 

le monde. Nous pouvons citer par exemple le phalanger-renard (Trichosurus 

vulpecula) en Nouvelle-Zélande (61) et le cerf de Virginie (Odocoileus 

virginianus) dans le Michigan aux Etats-Unis (62). En Europe, les données 

recueillies sont en faveur du blaireau (Meles meles) en Irlande et Grande-
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Bretagne (63) et du sanglier (Sus scrofa) en Espagne (64) en tant que 

réservoirs de bTB. La faune sauvage peut donc jouer un rôle important dans 

un système multi-hôtes de la bTB, dont la composition varie selon la région 

étudiée. 

En France, la première détection de M. bovis dans la faune sauvage date 

de 2001 et concerne des sangliers et des cerfs élaphes (Cervus elaphus) dans 

la forêt de Brotonne en Normandie (65). Depuis sa création en 2011, le réseau 

national de surveillance de la faune sauvage, appelé « Sylvatub », rapporte 

principalement des cas de blaireaux et sangliers infectés dans les Pyrénées-

Atlantiques, Landes, Dordogne et Côte-d’Or ainsi que des cerfs élaphes et 

chevreuils (Capreolus capreolus) en Dordogne et Côte-d’Or (66). A la suite de 

la découverte de renards infectés (4 sur 6 prélevés) en Dordogne en 2015 

(67), une étude a eu pour objectif d’estimer le taux d’infection à M. bovis chez 

les renards (Vulpes vulpes), espèce non ciblée par « Sylvatub ». Dans cette 

étude, des taux d’infection comparables avec ceux retrouvés chez les 

blaireaux (9 à 13,2 %) et les sangliers (4,3 à 17,9 %) ont été estimés chez des 

renards en Dordogne (7,1 %, intervalle de confiance à 95%, ou IC95%, de 

[3,8–11,8%]), Charente (9,2 %, IC95% [4,3–16,7 %]) et dans les Landes (5,0 %, 

IC95% [2,0–10,0 %]) (68). La connaissance d’un système multi-hôtes dans une 

région donnée peut donc s’avérer incomplète du fait du nécessaire ciblage 

des espèces soumises à la surveillance. 

 La surveillance de la tuberculose bovine en France 

1.4.2.1 Chez les bovins 

La surveillance chez les bovins est constituée de deux volets : a) 

l’inspection post-mortem systématique des carcasses à l’abattoir en vue de 

la détection de lésions compatibles avec la bTB, et b) le dépistage par 

intradermo-tuberculination réalisé de manière périodique en élevage. Ce 

dépistage en élevage détecte la majorité (actuellement plus de 70 %) des 

foyers de bTB et ce depuis 2007, avec la mise en place d’une surveillance plus 

ciblée en élevage qui se concentre sur les cheptels à risque (ex. autour de 

foyers initialement détectés grâce à la surveillance en abattoir) (13).  

L’intradermo-tuberculination simple (utilisation de tuberculine bovine 

seule, IDS) ou comparée (IDC, utilisation conjointe de tuberculine aviaire) est 

réalisée dans la région cervicale et la lecture des résultats se fait 72 h après 

injection. Les caractéristiques des tests de dépistage de la bTB varient selon 

les techniques utilisées et leur mise en œuvre. Ainsi, une étude a rapporté 

des estimations de sensibilité (Se égale au nombre d’individus infectés 
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positifs sur le nombre d’individus infectés) variant entre 58,6 et 91 % et de 

spécificité (Sp égale au nombre d’individus sains négatifs sur le nombre 

d’individus sains) variant entre 75 et 99,7 % pour l’IDS, ainsi qu’une Se 

d’environ 50 % et une Sp supérieure à 99,9 % pour l’IDC (69). Le rythme de 

dépistage en élevage se décide à l’échelle du département et peut varier du 

contraignant dépistage annuel concernant tous les animaux du troupeau 

âgés de plus de six semaines, à l’absence de dépistage. L’intradermo-

tuberculination est également réalisée avant l’introduction dans un troupeau 

d’un bovin, dont le transport a duré plus de six jours, provenant d’un 

troupeau à risque ou d’un département dont l’incidence cumulée à cinq ans 

est supérieure à la moyenne nationale, ainsi que lorsqu’il existe un lien 

épidémiologique entre l’élevage d’origine et un foyer déclaré infecté.  

Après abattage dû à un test positif ou à la détection de lésions 

caractéristiques de bTB, un test PCR puis une culture bactérienne sont 

réalisés afin de détecter des mycobactéries. Les souches sont envoyées au 

Laboratoire Nationale de Référence (LNR, ANSES Maisons-Alfort) pour 

spoligotypage et typage VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Le 

spoligotype et VNTR détermine le génotype, ce génotypage systématique 

des souches M. bovis a permis l’identification de génotypes régionaux (59).  

1.4.2.2 Dans la faune sauvage 

Sylvatub cherche à détecter la bTB chez les blaireaux, sangliers, cerfs 

élaphes et chevreuils en France (66). Il existe trois niveaux de surveillance qui 

définissent le protocole de surveillance de la faune sauvage, les mesures 

concernées vont du ramassage de carcasses d’animaux retrouvés sur le bord 

de la route à la mise en place de campagnes de piégeages de blaireaux 

(Tableau 1).  



 

Tableau 1 : Modalités de surveillance en fonction des niveaux de surveillance 

(note de service DGAL/SDSPA/2018-708). 

Type de 

surveillance 
Modalités de surveillance 

Niveau 

1 

Niveau 

2 

Niveau 

3 

Événementielle 

Recherche de lésions suspectes chez les 

cervidés et sangliers lors de l’examen de 

carcasse dans le cadre d’une pratique de 

chasse habituelle. 

X X X 

Recherche de lésions évocatrices de 

tuberculose chez les sangliers, cervidés et 

blaireaux collectés dans le cadre du 

réseau Sagir (animaux morts ou 

mourants) dans son fonctionnement 

normal. 

X X X 

Événementielle 

renforcée 

Recherche analytique systématique de 

tuberculose chez les sangliers, cerfs et 

blaireaux collectés dans le cadre du 

renforcement du réseau Sagir. 

 X X 

Recherche analytique systématique de 

tuberculose chez les cadavres de 

blaireaux collectés sur les routes dans le 

cadre du renforcement réseau Sagir. Ce 

renforcement des analyses doit 

s’accompagner d’un renfort de collecte 

sur l’ensemble des zones de prospection 

et des zones tampon. 

 X X 

Programmée 

Recherche systématique de tuberculose 

sur un échantillon de blaireaux prélevés 

dans les zones infectées de la zone à 

risque ou en zone de prospection. 

 X X 

Recherche systématique de tuberculose 

sur un échantillon de sangliers prélevés 

sur l’ensemble de la zone à risque. 

  X 

Ces niveaux de surveillance sont définis à l’échelle départementale, sauf 

pour certaines zones plus à risque appelées ZPR (Zone de Prophylaxie 

Renforcée). Le protocole est le même que pour les bovins, à savoir : test PCR, 

culture bactérienne et génotypage (66). Cependant, la dégradation des 

carcasses et la possible contamination par le milieu extérieur pourraient 

diminuer la Se de la culture bactérienne de 35 % par rapport à celles réalisées 

à partir d’échantillons de bovins (70). De plus, la réalisation de PCR sur des 

échantillons groupés provenant de la faune sauvage pourrait également 

diminuer la Se de ce test de 15 % (70). Ainsi, alors que nous détectons sans 
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doute la plupart des bovins infectés, la proportion des individus infectés dans 

la faune sauvage reste inconnue et les données provenant des espèces 

sauvages surveillées ne sont disponibles qu’à partir de 2012. Nous sommes 

donc bien confrontés dans ce système multi-hôtes à un biais 

d’échantillonnage entre la faune sauvage et les bovins. 

 Les enjeux de la tuberculose bovine en France 

1.4.3.1 Statut officiellement indemne de la France 

Dans l’Union Européenne (UE), la bTB a fait l’objet de programmes de 

contrôle (EU directive 64/432/EEC). En 1954, un programme d’éradication de 

la bTB chez les bovins a permis une baisse de l’incidence de la bTB dans les 

élevages français, de 13 % en 1965 à moins de 0,1 % en 2000 (71). L’obtention 

du statut officiellement indemne de bTB (OIT) en 2001 a été permis par le 

maintien de la prévalence de bTB strictement inférieure à 0,1 % pendant une 

période de six ans. Le succès des mesures de lutte mises en place (72) ainsi 

que la pasteurisation systématique du lait (décret du 21 mai 1955) limitent le 

risque zoonotique (73), et les cas humains de M. bovis en France demeurent 

actuellement très rares. Une étude rétrospective de 2018 a en effet mis en 

évidence le fait que seul 0,02 % (198/9397) des cas de tuberculose humaine 

de 2011 à 2016 était dû à M. bovis (74). Cependant, M. bovis est naturellement 

résistant au pyrazinamide, ce qui empêche l’utilisation de la quadrithérapie 

de six mois et impose le traitement de neuf mois sans pyrazinamide (d’après 

l’avis du Haut Conseil de la santé publique du 25 septembre 2020). Enfin, le 

fait que ce statut OIT facilite le commerce de bovins vivants dans l’UE et avec 

d’autres pays tiers (EU directive 64/432/EEC, (75)) lui confère un intérêt 

principalement économique. Cependant, la présence de foyers encore 

persistants dans le Sud-Ouest de la France (Figure 7) menace la conservation 

du statut OIT (76).  
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Figure 7 : Distribution des foyers incidents bovins détectés en France en 2019 

(carte construite et publiée par Delavenne et al., 2021, (13)).  Les départements 

en gris sont en surveillance programmée, en blanc sans surveillance. Les 

zones en jaunes correspondent à des ZPR. Les points en bleu clair sont les 

foyers détectés par la surveillance en élevage, et en bleu foncé, par la 

surveillance en abattoir. 

1.4.3.2 Mesures de contrôles et conséquences au niveau d’un élevage 

L’identification d’un cas positif à la bTB dans un élevage conduit à un 

arrêté préfectoral de déclaration d’infection (APDI). Cet APDI entraîne 
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l’implémentation de mesures de contrôle au sein de l’élevage déclaré 

infecté : recensement, isolement et séquestration des bovins puis abattage 

total (dans un délai de 60 jours maximum). Cependant, si les données 

épidémiologiques sont en faveur d’une infection récente et transmission 

faible au sein du troupeau (conditions définies dans l’article 24 de l’arrêté du 

8 octobre 2021), il est possible de recourir à un abattage sélectif (seuls les 

animaux réagissant aux tests sont alors abattus). Enfin, une enquête 

épidémiologique approfondie, visant à déterminer la source d’infection de 

l’élevage (amont) ainsi que les possibles transmissions à partir de l’élevage 

(aval), est mise en place. Cette enquête « en amont » et « en aval » conduit à 

la mise en place de mesures de dépistage dans les élevages ayant un lien 

épidémiologique établi (commerce de bovins) avec l’élevage infecté (77). 

La récupération de la qualification indemne s’obtient après trois contrôles 

négatifs du troupeau espacés d’un minimum de deux mois (en cas d’abattage 

partiel) (78) ainsi qu’un nettoyage-désinfection ; le temps avant obtention de 

cette requalification peut donc être très long (76). De plus, un troupeau ayant 

récupéré sa qualification après avoir été reconnu infecté est considéré à 

risque sanitaire pendant une durée de cinq ans (arrêté du 8 octobre 2021). 

Une étude, s’intéressant à l’impact de ces mesures de contrôle et 

d’assainissement sur la survie des élevages, a montré l’augmentation du 

risque d’arrêt à long terme de l’activité d’élevage (i.e. plus de 12 mois 

consécutifs sans aucun bovin dans l’élevage), après détection de bTB dans 

les élevages bovins vulnérables (79).  

 Le séquençage complet des souches de M. bovis  

1.4.4.1 Le génome de M. bovis 

M. bovis fait partie du complexe M. tuberculosis et son génome comprend 

environ 4,3 millions de paires de bases (pb) dont plus de 65 % sont des bases 

G ou C (80). Du fait d’un taux de mutation faible (inférieur à une substitution 

par génome et par an (81)) ainsi que l’absence d’échanges de matériel 

génétique entre mycobactéries, les souches de M. bovis sont clonales et peu 

variables dans le temps (59). Pour cette raison, comme souligné par Michelet 

et al., l’étude de certains caractères génotypiques peut être très informative 

et venir compléter les études épidémiologiques classiques. 

Dans le contexte de la surveillance de la bTB en France, le LNR procède 

au génotypage des souches de M. bovis isolées, c’est-à-dire au spoligotypage 

et au typage VNTR. Le spoligotypage est une technique basée sur le 

polymorphisme d’une région conservée de l’ADN, le locus Direct Repeat. Ce 
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locus contient un nombre variable de « direct repeats » (DR) qui 

correspondent à de courtes séquences nucléotidiques (36 pb) fréquemment 

répétées dans le génome. Ces DR sont séparés entre eux par des espaceurs 

de 34 à 41 pb de long. Le génome de M. tuberculosis possède 43 espaceurs 

dont la position est fortement conservée et dont la présence ou absence est 

codée de manière binaire (0/1). Le spoligotypage permet entre autres de 

distinguer le génome de M. bovis de celui de M. tuberculosis, car le génome 

de M. bovis ne possède jamais les espaceurs 3, 9, 16 et 39 à 43 (82).  

Le principal désavantage du spoligotypage est le fait qu’il se base 

exclusivement sur un seul locus du génome bactérien. Cependant, ce locus 

DR étant très stable, « les profils de spoligotypage permettent de 

reconstruire des évènements évolutifs de manière fiable » (59). A l’inverse, le 

typage VNTR s’intéresse à des loci répartis dans tout le génome bactérien et 

identifie le nombre de répétitions en tandem (séquences nucléotidiques qui 

se répètent à l’identique) qui y sont présentes (83). De plus, ces loci évoluant 

plus rapidement que le locus DR, « les profils VNTR permettent une analyse 

plus fine des souches » (59). Cependant, si un seul locus est étudié, il y a de 

grandes chances pour que le même nombre de répétitions soit retrouvé dans 

deux souches qui n’ont aucun lien entre elles (homoplasie), la comparaison 

de multiples loci augmente la résolution et la fiabilité de la méthode (81).  

Huit loci préconisés par le consortium européen sont utilisés en France (2165, 

2461, 0577, 580, 2163a, 2163b, 4052 et 3232) (84). 

1.4.4.2 Séquençage complet  

Le génotypage systématique des souches de M. bovis a permis la mise en 

évidence du fait que les souches isolées chez les bovins ainsi que celles 

isolées dans la faune sauvage à proximité de ces foyers bovins partagent 

souvent le même génotype (85). Du fait de ce partage de génotype entre 

souches, il est nécessaire de recourir à une méthode plus discriminante afin 

de les différencier et mieux comprendre les dynamiques de transmission. 

L’utilisation des données de séquençage complet de M. bovis de souches 

isolées en France a notamment permis une analyse plus fine des liens de 

parenté entre différents groupes génotypiques (86). Dans cet arbre (Figure 

8), la famille F4 dont les souches sont isolées dans le Sud-Ouest de la France, 

est représentée en rouge. 
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Figure 8 : Arbre phylogénétique reconstruit à partir des données de séquençage 

complet de souches de M. bovis isolées en France et de souches de référence 

(arbre construit et publié par Hauer et al., 2019, (86)). L’échelle et les nombres 

situés au-dessus des branches correspondent aux valeurs de coefficients de 
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similarité entre les souches isolées et leur ancêtre commun. 

Le séquençage complet du génome consiste à fragmenter l’ADN, 

séquencer les fragments d’ADN puis aligner les fragments à partir (ou non, 

séquençage de novo) d’une séquence de référence. La souche de référence 

dépend du spoligotype, AF2122/97 (souche anglaise isolée en 1997, (80)) 

représentée par la flèche rouge dans la Figure 8, est employée notamment 

pour les souches de la famille F4. Pour M. bovis, du fait de nombreuses zones 

du génome avec des répétitions, le génome complet n’est jamais obtenu 

mais ce séquençage permet toutefois l’identification de mutations 

ponctuelles aussi appelées SNP pour « Single Nucleotide Polymorphism ». 

Du fait de sa résolution plus fine, le séquençage complet de souches de M. 

bovis a précédemment été sélectionné afin d’investiguer la transmission de 

la bTB dans un système multi-hôtes (87,88). Pour ce faire, ces études ont eu 

recours à la reconstruction d’arbres phylogénétiques à partir des SNP 

identifiés dans les souches échantillonnées.  

 

1.5 OBJECTIFS DE LA THESE 

Dans un système multi-hôtes, l’estimation de la contribution de 

chaque espèce à la transmission est indispensable pour définir des stratégies 

efficaces de prévention et de lutte. La bTB est un exemple de système multi-

hôtes dont la composition et le fonctionnement varie selon la région étudiée. 

De plus, ce système multi-hôtes peut mettre en jeu à la fois la faune sauvage 

et la faune domestique, notamment dans des régions d’intérêt pour la 

conservation du statut OIT, comme le Sud-Ouest de la France. Le contraste 

entre une surveillance partielle de la faune sauvage mise en place récemment 

(2012) et une surveillance plus exhaustive des bovins, bien plus ancienne 

(1954), complique l’étude de ce système multi-hôtes, même quand tous les 

acteurs semblent bien identifiés dans une région donnée. Nous nous 

retrouvons donc bien face à un biais d’échantillonnage des individus infectés, 

entre la faune sauvage et la faune domestique, qui pourrait avoir un impact 

non négligeable sur un effort de quantification de la contribution de chaque 

espèce-hôte à la transmission de la bTB. 

Notre objectif principal était de mieux comprendre l’impact de ce 

biais d’échantillonnage dans les études basées sur les données de 

séquençage recueillis dans un système multi-hôtes, et ce, afin d’améliorer les 

conclusions tirées sur la contribution de chaque espèce. Dans ce but, notre 

premier objectif était d’étudier un système multi-hôtes de la bTB avec une 

méthode déjà bien utilisée dans des systèmes multi-hôtes (87,88) : la 
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reconstruction des espèces-hôtes des nœuds ancestraux dans un arbre 

phylogénétique. Cependant, cette méthode étudie la transmission entre 

populations de pathogènes et non entre individus, elle ne reconstruit donc 

que partiellement les dynamiques de transmission au sein d’un système 

multi-hôtes. Pour aller plus loin, nous avons ensuite procédé à l’identification 

des méthodes permettant de reconstruire plus précisément l’histoire de 

transmission dans un système multi-hôtes de la bTB. Pour ce faire, nous 

avons réalisé une revue systématique de la littérature des méthodes de 

reconstruction d’arbres de transmission, utilisant à la fois des données 

épidémiologiques et des données génomiques. Nous avons ensuite testé 

plusieurs de ces méthodes sur des données simulées de bTB afin d’évaluer la 

fiabilité de leurs résultats dans un tel contexte ainsi que leur robustesse aux 

biais d’échantillonnage. 



 

2 ETUDE D’UN SYSTEME MULTI-HOTES DE LA TUBERCULOSE 

BOVINE PAR RECONSTRUCTION D’ARBRES 

PHYLOGENETIQUES 

2.1 UN EXEMPLE DE SYSTEME MULTI-HOTES DE LA TUBERCULOSE BOVINE 

AVEC UN INTERET MAJEUR EN FRANCE 

Une des zones où l’évolution récente de la bTB menace le statut OIT 

en France se situe dans les Pyrénées-Atlantiques (PA) et les Landes. Les 

derniers bulletins publiés en 2021 par la plateforme d’Epidémiosurveillance 

en Santé Animale (ESA) montrent que la majorité des élevages infectés en 

France (68/92 (74 %) en 2019 et 84/104 (81 %) en 2020) ont été détectés en 

Nouvelle-Aquitaine. Les zones touchées se situent principalement dans les 

PA, les Landes, la Charente et la Dordogne. La surveillance des bovins ainsi 

que celle de la faune sauvage dans les PA et les Landes rapportent la 

présence de deux spoligotypes, SB0821 et SB0832, appartenant à la famille 

F4/cluster A (84,86). Ces deux spoligotypes (SB0821, majoritaire qui 

représente 32 % des foyers bovins de la région sur la période 2002-2017, et 

SB0832) sont partagés par trois espèces-hôtes : les bovins, les blaireaux et les 

sangliers (85).  

En 2012, année de mise en place de Sylvatub dans les PA et les Landes, 

le rythme de dépistage en élevage est devenu annuel dans les communes où 

des foyers de bTB avaient été déclarés l’année précédente. Avant la 

généralisation de ce rythme annuel à toutes les communes en 2018, le 

rythme de dépistage, dans les communes sans foyer déclaré l’année 

précédente, était de tous les deux ans dans les Landes et tous les trois ans 

dans les PA. Le nombre de foyers incidents annuels était compris entre 16 et 

31 de 2012 à 2017 et ne montrait aucune tendance à la hausse ni à la baisse 

(Boschiroli, communication personnelle). De plus, la prévalence de la bTB 

chez les blaireaux a été estimée à 5,9 % (IC95% [3,9-6,8 %]) en 2013-2014 

(par culture) et 7,9 % (IC95% [5,2-11,2 %]) en 2016-2017 (par PCR) (66).   

Notre objectif était de mieux comprendre les dynamiques de 

transmission des souches M. bovis SB0821 dans le système bovins-blaireaux 

des PA et Landes. Pour ce faire, nous avons reconstruit un arbre 

phylogénétique à partir de données de séquençage total. Le nombre de 

séquences isolées chez les sangliers se limitant à six, nous avons dû exclure 

cette espèce-hôte du système étudié. Puis, nous avons utilisé une méthode 
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Bayésienne de reconstruction des états ancestraux pour inférer les taux de 

transitions entre blaireaux et bovins ainsi qu’évaluer l’évolution temporelle 

des espèces-hôtes dans l’arbre reconstruit.  

2.2 MATERIEL ET METHODE 

 Collecte des données 

Notre zone d’étude était composée des communes précédemment 

sélectionnées dans deux études sur le système bovins-blaireaux dans le Sud-

Ouest de la France (89,90). Cette zone était restreinte à 3754 km2 comprenant 

335 communes (Figure 9), et se situait à cheval entre les PA et les Landes. Un 

maximum de trois souches SB0821 par APDI, collectées entre 2002 et 2017 

(période d’étude), ont été incluses. Toutes les souches SB0821 isolées chez 

des blaireaux et collectées par Sylvatub pendant notre période d’étude ont 

été incluses. La date d’échantillonnage considérée était soit la date 

d’abattage, pour les souches isolées chez des bovins, soit la date de piégeage 

enregistrée par Sylvatub, pour les souches isolées chez des blaireaux. Les 

données sur les bovins provenaient de la « base de données nationale 

d’identification » (BDNI), dans laquelle tous les mouvements des bovins en 

France sont enregistrés, de leur naissance (ou importation) à leur mort (ou 

exportation).  



 

44 

 

Figure 9 : Nombre et répartition dans la zone d’étude des souches incluses 

(isolées chez des bovins en jaune et blaireaux en bleu).  

 Données génomiques 

Après réception au LNR, les souches de M. bovis ont été mises en 

milieu de culture liquide (7H9 + ADC). Après chauffage et lavage, le lysat 

obtenu, composé d’ADN bactérien avec des débris cellulaires, était envoyé 

pour purification et séquençage Illumina (double lecture de fragments de 150 

bp en moyenne) à l’Institut du Cerveau et de la Moelle Epinière (ICM). A l’ICM, 

la qualité du séquençage était contrôlée avec FASTQC, en considérant 

comme seuil d’acceptabilité un score de Phred (Q) de 30. Ce score est défini 

par l’équation :  

Q = −10 ∗ log(p)  

avec p, la probabilité moyenne d’erreur de positionnement d’une base sur 

un fragment de lecture. Si Q=30, on accepte un risque d’avoir mal identifié 

une base donnée de 1 pour 1000. 
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L’alignement et l’assemblage des fragments par homologie à la 

souche de référence AF2122/97 puis l’identification de SNP ont été réalisés 

au LNR avec le logiciel Bionumerics, version (v.) 7.6 (AppliedMath, Belgium). 

Les critères de sélection des SNP étaient : (i) présence sur au moins cinq 

fragments de lecture, et ce, dans les deux sens de lecture, (ii) séparation de 

deux SNP par un minimum de 12 paires de base, (iii) localisation en-dehors 

des régions répétées du génome et (iv) les SNP ambigus (avec au moins une 

base incertaine (N), ambiguë (qui n’est pas ATCG) ou un trou) n’ont pas été 

inclus. Ces SNP ont alors été utilisés pour reconstruire un arbre par maximum 

de parcimonie sur Bionumerics afin d’identifier des « outliers génétiques » 

(souches aberrantes). Nous avons estimé la distance génétique entre chaque 

paire de séquences avec la fonction dist.dna disponible dans le package ape 

v.5.0 (91) sur R4.0.3. Le modèle de substitution considéré était le modèle F84 

(92) car il ressemble au modèle HKY (21) qui avait déjà été utilisé sur des 

séquences de M. bovis (93,94). Les distances génétiques étaient estimées : 

entre toutes les séquences, entre celles isolées uniquement chez des 

blaireaux et enfin entre celles isolées uniquement chez des bovins.  

 Modèle d’évolution Bayésien 

Dans le but d’identifier des transitions entre deux populations de 

pathogènes définies par leur espèce-hôte, nous avons utilisé un modèle 

d’évolution Bayésien qui intégrait un modèle de population coalescent 

structuré dans BEAST2 (pour « Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling 

Trees ») v.2.6.3 (95). Plus précisément, la structure de ces sous-populations 

de pathogènes était inférée à partir de l’approximation marginale de la 

coalescence structurée, implémentée dans le package Mascot v.2.1.2 (96).  

Nous avons sélectionné le modèle d’évolution (modèle de 

substitution combiné au modèle d’horloge) le plus approprié, après 

comparaison deux à deux de leur Facteur de Bayes (BF pour « Bayes Factor »). 

Le BF correspond au log du rapport des vraisemblances marginales des deux 

modèles testés. Ce BF était obtenu après estimation des vraisemblances 

marginales avec l’algorithme de “Nested Sampling” (NS) implémenté dans le 

package NS v.1.1.0 (97). Dans l’estimation par NS, le nombre de particules 

était de N=1 (ou 10, si les résultats n’étaient pas concluants avec N=1) et la 

longueur de la sous-chaîne était fixée à 100 000. Nous avons d’abord testé 

trois modèles de substitution avec un modèle d’horloge strict : le modèle JC 

(23), le modèle HKY (21), et enfin le modèle GTR (20). Nous avons ensuite 

testé trois modèles d’horloge avec le modèle de substitution sélectionné 

juste avant, l’horloge stricte et deux horloges relâchées : l’horloge non 

corrélée lognormale et exponentielle (27). Tous les modèles ont été testés 
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avec le logiciel BEAST2 après annotation sur l’interface BEAUti (pour 

« Bayesian Evolutionary Analysis Utility ») (95). Nous avons choisi une 

fréquence empirique des bases dans le modèle de substitution et une 

distribution lognormale (moyenne : 0, déviation standard : 1) comme 

distribution à priori de la population constante effective. Les autres 

paramètres conservaient leur valeur par défaut. Nous avons sélectionné une 

longueur de chaîne de 300 millions d’itérations, une période de burn-in de 

10 % et une fréquence d’échantillonnage de 1 sur 30 000. Quatre chaînes 

avec ces caractéristiques ont été combinées dans LogCombiner v.2.6.3 avec 

une fréquence d’échantillonnage de 1 sur 120 000. 

Nous avons vérifié la convergence des chaînes MCMC (Markov Chain 

Monte Carlo), i.e. distribution stationnaire (tracé en « chenille poilue ») et 

indépendance de l’échantillonnage (taille effective d’échantillon, ou ESS pour 

« Effective Sample Size », supérieure à 200 pour chaque paramètre), sur 

TRACER v.1.7.1 (98). Afin de résumer les arbres postérieurs échantillonnés, 

nous avons construit l’arbre avec maximum de crédibilité de clade (MCC) 

grâce à Tree Annotator, en sélectionnant l’option de la hauteur des ancêtres 

communs (99). Dans l’arbre MCC, l’espèce-hôte des nœuds internes a été 

considérée inconnue si la probabilité postérieure de l’espèce-hôte (‘Blaireau’ 

ou ‘Bovin’) était inférieure à 0,7, sinon nous avons distingué arbitrairement 

trois catégories de probabilités : ]0,7; 0,8], ]0,8; 0,9] et ]0,9; 1]. Nous avons 

ensuite inféré l’évolution de l’espèce-hôte des lignées au cours du temps, en 

considérant que la transition d’un nœud à un autre s’effectuait toujours au 

nœud parent. L’arbre MCC a été visualisé sur R4.0.3 avec les packages treeio 

(100) et ggtree (101). 

Nous avons ensuite ré-échantillonné les arbres postérieurs à une 

fréquence de 1 sur 1 200 000 avec LogCombiner. Puis, nous avons importé 

les 1004 arbres obtenus dans R. Dans chaque arbre phylogénétique, l’espèce-

hôte (blaireau ou bovin) est estimée pour chaque nœud. Nous pouvons ainsi 

compter le nombre de fois où un nœud parent et un de ses nœuds 

descendants ne sont pas hébergés par la même espèce-hôte. Ce nombre 

correspond au nombre de transitions inter-espèces au sein d’une lignée (de 

blaireau à bovin et de bovin à blaireau). Cependant, quand deux nœuds 

consécutifs sont hébergés par la même espèce-hôte, nous ne pouvons pas 

inférer avec cette méthode si la lignée réside dans le même animal, dans le 

même groupe d’animaux (groupe social si on considère des blaireaux ou 

élevage pour les bovins), ou si un ou plusieurs évènements de transmission 

intra-espèces ont eu lieu, au sein d’un même groupe ou entre plusieurs 

groupes d’animaux. De la même manière, entre deux nœuds hébergés dans 

des espèces-hôtes différentes, au moins un évènement de transmission a eu 
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lieu (entre un blaireau et un bovin), mais d’autres évènements de 

transmission (entre animaux d’une même espèce) pourraient également 

avoir eu lieu. Pour chaque arbre, nous avons compté le nombre de transitions 

au sein d’une lignée, le nombre de fois où une lignée restait dans la même 

espèce-hôte (que nous avons appelé persistance intra-espèce) ainsi que le 

nombre de transitions inconnues, i.e. le nombre de fois où au moins l’un des 

nœuds consécutifs est inconnu (probabilité de l’espèce-hôte inférieure à la 

valeur seuil : 0,7, 0,8 ou 0,9) (voir Figure 10).  

 

 

Figure 10 : Types de transitions pouvant être identifiés dans un arbre simple où 

l’espèce-hôte a été reconstruite pour chaque nœud interne. Le point 

d’interrogation marque un nœud interne inconnu, c’est-à-dire un nœud où la 

probabilité de l’espèce-hôte est inférieure à la valeur seuil. 

Nous avons ensuite calculé la proportion de transitions au cours du 

temps, en additionnant le nombre de chaque type de transitions par an puis 

en le divisant par le nombre de transitions ayant lieu dans l’année. Nous 

avons considéré que la transition entre deux nœuds avait lieu au niveau du 

nœud parent, et nous avons ainsi daté ces transitions avec le package castor 

v.1.7.0 (102). Par conséquent, le nombre de transitions au cours du temps 

correspond à la somme des nœuds internes à un temps donné, multipliée 

par deux (car un nœud interne donne naissance à deux lignées). De plus, la 

transition d’un nœud interne à un nœud terminal (représentant une souche 

isolée) ne date pas de l’année d’échantillonnage de la souche mais de l’année 

où se situe le nœud interne. La transition d’un nœud interne à un nœud 

terminal isolé chez un bovin (blaireau) peut soit correspondre à une transition 

blaireau-bovin (bovin-blaireau), une transition inconnue (si le nœud qui 

précède est inconnu) ou une persistance intra-bovins (intra-blaireaux).  
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De même que pour l’arbre MCC, nous avons défini trois seuils de 

probabilité pour déterminer l’espèce-hôte des nœuds internes : 0,7, 0,8 et 

0,9. Cependant, comme nous étudions ici 1004 arbres postérieurs et non pas 

l’arbre consensus, le MRCA d’un de ces 1004 arbres peut être plus ancien que 

le MRCA de l’arbre MCC. Par conséquent, la période de temps considérée est 

supérieure à la hauteur de l’arbre MCC.  

2.3 RESULTATS 

 Données génomiques  

Nous avons identifié 171 SNP à partir de 167 souches SB0821. Les 

distances génétiques entre deux paires de séquences variaient de 0 à 0,145 

en considérant toutes les séquences, ainsi que les séquences isolées chez des 

bovins uniquement (médiane à 0,042) et enfin de 0 à 0,108 en considérant 

uniquement les souches isolées chez les blaireaux (médiane à 0,036). De plus, 

37,1 % (62/167) des séquences isolées étaient uniques. Parmi ces 167 

souches SB0821, 146 ont été isolées chez des bovins et 21 chez des blaireaux 

(Figure 11). Les souches SB0821 étaient détectées chez des bovins dès 2002, 

ce qui précède la première souche SB0821 isolée chez un blaireau (en 2013).  

 

Figure 11 : Année d’échantillonnage et espèce-hôte (bovin en jaune et blaireau 

en bleu) des souches incluses dans l’étude. 
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 Modèle d’évolution Bayésien 

Nous avons sélectionné le modèle d’horloge strict à partir des 

comparaisons de BF (Annexe 1). Cependant, la comparaison des BF n’a pas 

permis de distinguer les modèles de substitution HKY et GTR. Nous avons 

donc choisi le modèle HKY déjà utilisé dans des études sur des séquences de 

M. bovis (93,94).  

Tableau 2 : Paramètres estimés et taille effective d’échantillon (ESS) estimée 

pour chaque paramètre. ESS devait être strictement supérieure à 200. 

Paramètre Médiane 

Borne 

inférieure 

95%HPD 

Borne 

supérieure 

95%HPD 

ESS 

Hauteur d’arbre 27,5 21,0 36,6 7995 

Taux d’horloge 2,4 x 10-3 1,7 x 10-3 3,2 x10-3 8967 

Taux de 

substitution = 

(Taux d’horloge 

* 171) 

0,41 0,29 0,55 / 

Kappa 5,9 4,2 8,2 8419 

Taille effective 

de la population 

(Ne) de 

blaireaux 

34 20 51 7777 

Taille effective 

de la population 

(Ne) de bovins 

1,2 0,27 2,7 7701 

Taux de 

transition de 

bovin à blaireau 

0,042 7,0 x 10-6 0,24 8736 

Taux de 

transition de 

blaireau à bovin 

2,2 0,79 4,7 8060 

La médiane du paramètre kappa (ratio transition/transversion) a été 

estimée à 5,9 (95%HPD pour “High Posterior Density” ou intervalle de 

crédibilité : [4,2; 8,2]) (Tableau 2). Nous avons estimé un taux de substitution 

médian de 0,41 substitutions/génome/an (95%HPD : [0,29; 0,55]) et une 

hauteur d’arbre médiane de 27,5 ans (95%HPD : [21,0; 36,6]). Par conséquent, 

la date de circulation du MRCA était estimée à 1990 (95%HPD : [1980; 1996]). 

Le taux de transition de blaireau à bovin estimé (médiane de 2,2 transitions 

par lignée et par an ; 95%HPD : [0,74; 4,5]) était 52 fois supérieur au taux de 

transition de bovin à blaireau (médiane de 0,042 transitions/lignée/an ; 
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95%HPD : [3,5 x 10-5; 0,24]).  La taille effective de la population estimée pour 

les blaireaux (médiane de 34 ; 95%HPD : [20; 51]) était supérieure à celle 

estimée pour les bovins (médiane de 1,2 ; 95%HPD : [0,27; 2,7]) (Tableau 2).  

Dans l’arbre MCC (Figure 12 et Annexe 2), 81 sur 166 des nœuds 

internes, dont la racine (avec une probabilité postérieure de l’espèce-hôte 

égale à 0,94) ainsi que les nœuds les plus proches de la racine, ont été 

identifiés comme étant hébergés par des blaireaux (55 avec une probabilité 

postérieure >0,9, 15 avec une probabilité postérieure entre 0,8 et 0,9 et 11 

entre 0,7 et 0,8). Parmi les 85 nœuds internes restants, l’espèce-hôte 

identifiée était le bovin pour 57 nœuds (42 avec une probabilité 

postérieure >0,9, 7 avec une probabilité postérieure entre 0,8 et 0,9 et 8 entre 

0,7 et 0,8) et inconnue pour 28 nœuds. La Figure 13 montre l’évolution au 

cours du temps de l’espèce-hôte des lignées dans l’arbre MCC. L’espèce-hôte 

estimée pour toutes les lignées jusqu’en 1996, ainsi que pour 75 % des 

lignées par an jusqu’en 2000, est le blaireau. De plus, nous avons prédit deux 

pics de lignées bovines, une au milieu des années 2000 et l’autre au milieu 

des années 2010, et ces deux pics suivaient chacun un pic dans les lignées 

circulant chez des blaireaux.  
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Figure 12 : Arbre consensus MCC où la couleur représente la probabilité de 

l’espèce-hôte. 
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Figure 13 : L’espèce-hôte des lignées dans l’arbre MCC au cours du temps. 

Parmi les 1004 arbres ré-échantillonnés, la hauteur d’arbre médiane 

estimée correspondait à un MRCA circulant en 1990 (1er quartile : 1978, 3ème 

quartile : 1996). De plus, quand nous avons considéré un seuil de probabilité 

de 0,9 dans ces arbres (Tableau 3), nous avons calculé une médiane de 64 

évènements de transition de blaireau à bovin (1er quartile : 10, 3ème quartile : 

91) et zéro transition de bovin à blaireau (1er quartile : 0, 3ème quartile : 3). 

Cependant, le nombre de fois où une lignée persistait dans la même espèce-

hôte était similaire que l’on considère la population de blaireaux (médiane : 

109, 1er quartile : 14, 3ème quartile : 137) ou celle de bovins (médiane : 112, 1er 

quartile : 78, 3ème quartile : 158). L’asymétrie entre le nombre de transitions 

inter-espèces et la similitude entre le nombre de persistances intra-espèces 

ont été observées quel que soit le seuil de probabilité considéré.  



 

Tableau 3 : Nombre de transitions inter-espèces et de persistances intra-

espèces calculé en fonction des seuils de probabilité (0,7, 0,8 et 0,9) parmi les 

1004 arbres postérieurs ré-échantillonnés. 

Type de 

transition 

Seuil de 

probabilité 

Médiane 

(1er quartile ; 3ème 

quartile) 

Minimum-

Maximum 

Persistance intra-

blaireaux 

0,7 118 (54 ; 140) 11-150 

0,8 115 (38 ; 139) 9-149 

0,9 109 (14 ; 137) 2-148 

Blaireau à bovin 

0,7 77 (38 ; 97) 2-106 

0,8 72 (26 ; 95) 1-104 

0,9 64 (10 ; 91) 0-103 

Bovin à blaireau 

0,7 1 (0 ; 8) 0-12 

0,8 1 (0 ; 5) 0-9 

0,9 0 (0 ; 3) 0-7 

Persistance intra-

bovins 

0,7 120 (86 ; 176) 68-273 

0,8 116 (81 ; 169) 66-256 

0,9 112 (78 ; 158) 64-241 

 

La Figure 14 montre l’évolution au cours du temps du type de 

transitions en fonction des seuils de probabilités (0,7, 0,8 et 0,9) dans les 1004 

arbres ré-échantillonnés. La proportion de persistances au sein de la 

population de blaireaux constituait plus de 50 % des transitions jusqu’en 

2001 (sauf en 1974, où 50 % des transitions dans les lignées étaient 

inconnues avec un seuil de probabilité de 0,9) alors que la persistance intra-

bovins a commencé au plus tôt en 1990. La persistance intra-bovins 

représentait plus de 50 % des transitions en 2005 puis en 2016 et 2017, ce 

qui correspond aux deux pics de lignées bovines dans l’arbre MCC. De plus, 

la proportion de transitions bovin à blaireau n’a jamais excédé 1,3 % des 

transitions.  
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Figure 14 : Evolution au cours du temps du nombre (A) ainsi que de la 

proportion des types de transitions avec un seuil de probabilité de 0,7 (B), 0,8 

(C) et 0,9 (D) dans les 1004 arbres ré-échantillonnés. 
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2.4 DISCUSSION 

Dans ce travail, nous avons reconstruit un arbre phylogénétique 

consensus à partir de données de séquençage total, et ce, afin de mieux 

comprendre le rôle joué par les blaireaux dans la transmission de souches M. 

bovis SB0821 dans les PA et les Landes. Cette région située dans le Sud-Ouest 

de la France présente un intérêt majeur dans le contrôle de la bTB en France, 

du fait de la présence de foyers persistants ces 10 dernières années (d’après 

les données de surveillance disponibles sur la plateforme ESA).  

 Estimation du taux de substitution 

En ce qui concerne le modèle d’évolution Bayésien, nous avons 

sélectionné une horloge moléculaire stricte. Nous avons également choisi un 

modèle de substitution HKY plutôt que GTR en se basant sur des études 

précédentes de M. bovis (93,94). Le taux de substitution que nous avons 

estimé de 0,41 substitutions par génome et par an (95%HPD : [0,29 ; 0,55]) 

est supérieur à ceux estimés dans des études précédentes en Irlande du Nord 

(0,15, 95%HPD : [0,04 ; 0,26] (103) et 0,2, 95%HPD : [0,1 ; 0,3] (104)) et au 

Michigan, dans les Etats-Unis (0,2, 95%HPD : [0,1 ; 0,3] (94)). Cependant, en 

2017, Crispell et al. ont estimé un taux supérieur au nôtre, à savoir 0,53 

substitutions par génome et par an, 95%HPD : [0,22 ; 0,94] (93).  

Les différences observées entre ces études pourraient être dues à la 

lignée de M. bovis considérée. En effet, des caractéristiques de lignées ont 

été mises en évidence pour M. tuberculosis (105). Les souches de M. bovis 

étudiées par Biek et al. et Trewby et al. font partie du complexe clonal Eu1 

(106). En France, les lignées M. bovis dépendent de la région étudiée (84). Nos 

estimations ici sont basées sur des souches SB0821 qui appartiennent à la 

famille F4/cluster A (86). De plus, les études sur des souches M. bovis qui ne 

partagent pas le même spoligotype ni profil VNTR (93) pourraient estimer un 

taux de substitution plus élevé. La variation entre les estimations pourrait 

aussi dépendre des espèces-hôtes échantillonnées. Les espèces sauvages 

étudiées variaient selon la région étudiée, le cerf de Virginie et l’élan au 

Michigan (94), le phalanger-renard en Nouvelle-Zélande (93) ou encore le 

blaireau en Irlande du Nord (103,104). 

 Estimation des taux de transitions inter-espèces 

La méthode d’inférence Bayésienne que nous avons choisie est une 

méthode de coalescence structurée. Ce choix permettait d’atténuer le biais 

d’échantillonnage dans l’estimation des taux de transitions inter-espèces. 
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Plus précisément, nous avons utilisé l’approximation marginale de la 

coalescence structurée (Mascot) (96) pour modéliser l’évolution de souches 

SB0821 dans deux sous-populations : les blaireaux et les bovins.  

Dans cette méthode, l’hypothèse de la taille effective de population 

constante au cours du temps est importante à considérer. Dans notre région 

d’étude, les dynamiques de population de M. bovis jusqu’en 2017 sont 

difficiles à estimer du fait de la mise en place tardive de la surveillance de la 

faune sauvage par rapport à celle des bovins. De plus, la découverte de la 

bTB dans la faune sauvage a provoqué une augmentation de la surveillance 

chez les bovins et de fait, une augmentation de la détection de bTB. 

Cependant, la prévalence apparente chez les blaireaux n’a pas eu l’air de 

varier de manière significative entre les deux estimations (2013-2014 et 2016-

2017) de Réveillaud et al. (66). De même, l’évolution du nombre d’élevages 

infectés n’a pas montré de tendance particulière sur la même période de 

temps (Boschiroli, communication personnelle). 

Des distances génétiques similaires ont été observées entre les 

séquences isolées chez les bovins et celles isolées chez les blaireaux. Etant 

donné le fait que ces distances ont été estimées sur 21 séquences isolées 

chez des blaireaux et 146 séquences isolées chez des bovins, les séquences 

isolées chez les blaireaux présentaient donc une plus grande diversité 

génétique. Ceci est en accord avec le fait que la taille effective estimée de la 

population de blaireaux est supérieure à celle estimée chez les bovins.  

Nous avons inféré un taux de transition de blaireau à bovin 52 fois 

plus grand que le taux de transition de bovin à blaireau. Nos résultats sont 

en accord avec ceux d’une étude de Crispell et al. datant de 2019. En effet, ils 

avaient estimé sur un sous-échantillon de 83 souches isolées chez des bovins 

et 97 souches isolées chez des blaireaux au Royaume-Uni, un taux de 

transition de blaireau à bovin (0,045 transitions/lignée/an) 10 fois supérieur 

au taux de transition de bovin à blaireau (0,0044 transitions/lignée/an) (88). 

A l’inverse, Rossi et al. ont estimé un taux de transition de bovin à blaireau 

supérieur à celui de blaireau vers bovin dans une région nouvellement 

infectée dans le Nord-Ouest de l’Angleterre.  Rossi et al. en ont conclu que 

l’infection doit être bien installée chez les blaireaux avant que les 

transmissions de blaireau à bovin ne deviennent probables (107). 

La densité de blaireaux dans une région donnée pourrait avoir une 

influence sur les dynamiques de transmission inter-espèces. La densité 

moyenne de blaireaux estimée dans 13 zones d’étude en France (dont 50 km2 

situés dans notre zone d’étude) était de 3,8 blaireaux par km2 (plage de 
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valeurs : 1,7-7,9), ce qui est “relativement plus faible que celles trouvées au 

Royaume-Uni et concorde avec les estimations globales réalisées en Irlande” 

(108).  

 Estimation du nombre de transitions au cours du temps 

En ce qui concerne les évènements de transmission inter-espèces, 

Crispell et al. ont eu des résultats semblables à ce que nous avons obtenu, à 

savoir une majorité de transmissions de blaireau à bovin et une médiane de 

zéro transmission de bovin à blaireau en Angleterre. De plus, l’évolution des 

espèces-hôtes des lignées au cours du temps dans notre arbre consensus a 

montré que l’augmentation des lignées de bovins suivait une augmentation 

de lignées de blaireaux. Ces résultats suggèrent que la transmission de 

blaireau à bovin pourrait être amplifiée à son tour par des transmissions entre 

bovins, une hypothèse proposée par Donnelly et Nouvellet sur des données 

provenant du Royaume-Uni (109). De plus, une analyse d’un réseau de 

contacts empirique d’élevages bovins dans la même région a mis en évidence 

l’importance des contacts médiés par les blaireaux dans la diffusion de la bTB 

(90).  

L’étude de Crispell et al. en 2019 avait une approche intéressante dans 

l’estimation du nombre minimum d’évènements de transmission intra- et 

inter-espèces à partir d’un arbre phylogénétique dont l’état des nœuds 

ancestraux était reconstitué (88). Ils ont émis l’hypothèse qu’un évènement 

de coalescence correspondait à au moins un évènement de transmission. 

Cela signifie qu’implicitement l’hypothèse de la présence d’une seule lignée 

de pathogènes au sein d’un hôte infecté était faite. Ici, nous n’avons fait 

aucune hypothèse quant à l’évolution intra-hôte ni sur les temps de 

transmission. Nous avons considéré qu’une transition inter-espèces 

correspondait à au moins un évènement de transmission entre un bovin et 

un blaireau, mais nous n’avons pas estimé le nombre d’évènements de 

transmission intra-espèces. Toutefois, le fait que la majorité des transitions 

soit des persistances suggère l’importance des évènements de transmission 

intra-espèces qui avait été mise en avant dans le travail de Crispell et al. (88). 

En effet, la majorité des transitions jusqu’à 2001 a été identifiée comme des 

persistances intra-blaireaux. Ceci peut correspondre soit à l’évolution de 

lignées de M. bovis au sein d’un blaireau ou à de la transmission entre 

blaireaux appartenant au même groupe social (terrier) ou à des terriers 

voisins. Cependant, Bouchez-Zacria et al. en utilisant un modèle stochastique 

de transmission de M. bovis au sein du système bovins-blaireaux dans les PA 

et les Landes, ont ainsi déterminé que la transmission de bTB était limitée 

entre groupes sociaux de blaireaux (110). De fait, la majorité de la persistance 
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intra-blaireaux jusqu’en 2001 suggère soit le portage à long-terme de bTB 

dans un blaireau et/ou une longue histoire de transmission au sein d’un 

groupe social.  

De même, la persistance intra-bovins peut soit correspondre à 

l’évolution de lignées M. bovis au sein d’un bovin ou à de la transmission 

intra- ou inter-élevages. Les données de mouvements de bovins obtenues 

grâce à la BDNI ont permis de déterminer leur rôle significatif dans la 

transmission de la bTB dans les PA et les Landes (90). Ces mouvements de 

bovins pourraient être à l’origine de transmissions inter-élevages. 

Cependant, la modélisation de la transmission dans ce système bovins-

blaireaux a permis de déterminer que 49,3 % des contaminations d’élevages 

étaient dues à la proximité de pâtures appartenant à un élevage infecté (110). 

 Limites et perspectives 

Les bovins et les blaireaux ne sont pas les seules sources de 

contamination possibles pour un élevage. Dans les deux modèles 

précédemment évoqués (90,110) ainsi que dans notre travail, la contribution 

d’autres espèces-hôtes à la transmission de bTB n’a pas pu être incluse. 

Cependant, dans les PA et les Landes, « Sylvatub » a détecté depuis son 

implémentation des sangliers infectés par M. bovis. De plus, une étude sur les 

mouvements de blaireaux en Europe a estimé que la distance moyenne 

parcourue par des blaireaux était de 1,7 km avec de rares déplacements 

atteignant les 22 km (111) alors que la distance moyenne parcourue par des 

sangliers en une journée est estimée à 7-13 km (112). Les sangliers pourraient 

donc contribuer plus aisément à la diffusion géographique de la bTB que les 

blaireaux, qui se déplacent généralement sur de plus courtes distances. 

Dans notre étude, nous avons utilisé des données génomiques 

obtenues chez des bovins et des blaireaux. Nous avons vu que ces deux 

espèces ne sont pas surveillées selon les mêmes modalités. De manière plus 

générale, pour la bTB, nous avons affaire à un biais d’échantillonnage entre 

la faune sauvage (surveillance récente et partielle) et les bovins (surveillance 

ancienne et quasi-exhaustive). De plus, même si la collecte de carcasses de 

blaireaux ne dépend pas de la présence de bTB dans les élevages, les 

protocoles de piégeage évoluent au cours du temps et dans l’espace selon 

la détection de bovins infectés dans les élevages alentours. Le choix de la 

méthode Mascot était motivé par le fait que cette méthode ne considère pas 

le nombre d’échantillons de chaque espèce-hôte comme une donnée 

informative et aide donc à réduire l’impact de ce biais d’échantillonnage (37).  
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 Conclusion 

Ce modèle d’évolution Bayésien nous a permis d’inférer des 

transitions inter-espèces et non intra-espèces contrairement aux études 

épidémiologiques précédentes, qui considéraient les élevages et les groupes 

sociaux de blaireaux comme unités épidémiologiques. Nous n’avons pas pu 

confirmer les groupes sociaux de blaireaux comme de possibles 

intermédiaires dans la transmission de bTB entre élevages. Cependant, nos 

résultats ont mis en évidence la présence à long-terme de M. bovis au sein 

de la population de blaireaux et un taux élevé de transitions de blaireau à 

bovin dans les PA et les Landes. Ceci justifie les mesures de contrôle visant à 

prévenir les contacts entre les bovins et les blaireaux. L’inclusion de données 

d’autres espèces-hôtes comme des séquences isolées chez des sangliers (en 

nombre trop faible lors de la réalisation de ce travail) pourraient améliorer 

notre compréhension de ce système. La reconstruction d’arbres de 

transmission permettrait d’inclure non seulement ces autres espèces-hôtes 

mais également d’explorer les dynamiques de transmission intra-espèces.
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3 LES METHODES DE RECONSTRUCTION D’ARBRES DE 

TRANSMISSION COMBINANT DES DONNEES 

EPIDEMIOLOGIQUES ET GENOMIQUES 

3.1 INTRODUCTION 

Avant de reconstruire un arbre de transmission, il est nécessaire de 

comprendre et choisir une méthode de reconstruction. Une possibilité serait 

de reconstruire tous les arbres possibles et de sélectionner le plus probable. 

D’après la théorie des graphes, le nombre d’arbres couvrant de poids minimal 

(arbre qui connecte tous les sommets, ici les hôtes, et dont le poids des 

arêtes, ici les liens de transmission, est minimale) qui peuvent être construits 

pour un ensemble de n nœuds est donné par la formule de Cayley : nn-2 où n 

est le nombre d’hôtes (113). Appliqué aux arbres de transmissions, ce nombre 

correspond au nombre d’arbres de transmission non enracinés compatibles 

avec n hôtes infectés. Si par exemple, nous considérons 10 hôtes infectés, 

cela correspondrait à 1010-2=108 arbres de transmission non enracinés. Il n’est 

donc pas envisageable d’énumérer tous les arbres de transmission enracinés 

et orientés quand n est élevé, et d’autres stratégies doivent être utilisées.  

Les méthodes de reconstruction d’arbres de transmission qui 

combinent des données génomiques et épidémiologiques peuvent 

modéliser quatre processus non observés mentionnés par Klinkenberg et al. 

(114) : la mutation, l’évolution intra-hôte, la transmission et l’observation des 

cas. Le processus de mutation inclut la délétion ou l’insertion d’un nucléotide 

(disparition ou addition d’un nucléotide dans la séquence) ainsi que la 

substitution déjà évoquée dans la reconstruction d’arbres phylogénétiques. 

L’évolution intra-hôte représente la manière dont le génome du pathogène 

change au sein d’un individu ou d’un groupe d’individus, conduisant à la 

diversification du génome. La transmission correspond au passage de l’agent 

pathogène d’un hôte infecté à un hôte susceptible puis au processus 

d’infection dans l’hôte nouvellement infecté. Dans les modèles de 

transmission, des hypothèses sont donc faites à propos de l’introduction de 

l’agent pathogène au sein de la population d’hôtes, sa diffusion d’un hôte à 

un autre et l’histoire naturelle de la maladie. L’observation de cas correspond 

à l’identification et l’échantillonnage d’hôtes infectés dans la population.  

Nous avons réalisé une revue systématique de la littérature dans le 

but d’identifier des méthodes qui combinent des données génomiques et 

épidémiologiques dans la reconstruction d’arbres de transmission. Dans 
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l’optique d’aider à sélectionner une méthode adaptée, nous avons analysé 

ces méthodes selon les données nécessaires à leur implémentation ainsi que 

selon les modèles sous-jacents de mutation, évolution intra-hôte, 

transmission et observation des cas. 

3.2 MATERIEL ET METHODE 

 Stratégie de recherche 

Nous avons utilisé la méthode PRISMA et avons tout d’abord 

parcouru deux bases de données électroniques, Pubmed et Scopus, du 13 

octobre au 17 novembre 2020. Nous avons choisi des mots clés à propos 

d’arbres de transmission (“transmission chain”, “transmission tree”, 

“transmission reconstruction”, “transmission network”, “who infected whom”) 

et faisant référence à l’utilisation de données génomiques (“genome”, “SNP”, 

“genetic data”, “phylogenetic data”). La requête de recherche était la 

suivante : (“transmission chain” OR “transmission tree” OR “transmission 

reconstruction” OR “transmission network” OR “who infected whom”) AND 

(“genome” OR “genomic” OR “sequence data” OR “genetic data” OR “phylo* 

data”). Selon la base de données, cette requête était entrée dans “all fields” 

(Pubmed) ou dans « Title, abstract, or author-specified keywords » (Scopus). 

Dans la base de données qui ne supportait pas le *, « phylo* data » était 

remplacé par « phylogenetic data ». Après sélection des articles qui nous 

intéressaient, nous avons regardé leur liste des références afin de trouver des 

études supplémentaires correspondant à nos critères de recherche. 

 Critères d’éligibilité 

Les études étaient incluses quand elles inféraient un arbre de 

transmission pour l’épidémie d’une maladie infectieuse à partir de données 

épidémiologiques et génomiques non simulées. Les données génomiques 

devaient correspondre à des SNP identifiés à partir de séquences consensus 

ou des séquences consensus de gènes entiers, et non des données de « deep 

sequencing » qui considèrent de multiples nucléotides pour un seul locus. 

Nous avons défini un arbre de transmission comme étant un graphe enraciné 

constitué de nœuds (représentant des cas, c’est-à-dire un individu ou un 

groupe d’individus infecté) connectés par des flèches (représentant des 

évènements de transmission). Les arbres de transmission reconstruits avec 

un seul type de données ont été exclus. Les méthodes qui estimaient les 

arbres de transmission compatibles avec les données épidémiologiques, 

séparément de l’estimation des arbres de transmission compatibles avec les 

données génomiques ont également été exclues. Même si ces méthodes 



 

62 

combinaient graphiquement les évènements de transmission ou 

comparaient les résultats obtenus par les deux types de données, 

lorsqu’aucun algorithme ne liait les deux types de données, nous avons 

considéré que ces méthodes ne combinaient pas formellement les données 

épidémiologiques et génomiques. 

 Gestion des données 

Les citations ont été exportées depuis les deux bases de données 

électroniques dans EndNote X9 (2018), où nous avons retiré les doublons et 

sélectionné les articles sur la base des titres, résumés et quand cela était 

nécessaire afin de prendre une décision, du matériel et des méthodes. Nous 

avons ensuite étudié le texte intégral des articles sélectionnés afin d’évaluer 

leur éligibilité, nous avons procédé par ordre chronologique dans le but de 

mieux comprendre comment les méthodes sont liées entre elles. 

 Collecte des données 

Nous avons répertorié la méthode d’inférence utilisée (par exemple, 

Bayésienne ou maximum de vraisemblance) ainsi que les limites d’une 

méthode de reconstruction quand elles étaient discutées dans un article. 

Etant donné le fait que la diversité génétique affecte la reconstruction de 

l’histoire de transmission (55), nous avons cherché de manière systématique 

les informations suivantes à propos des données génomiques : l’agent 

pathogène concerné et son taux de mutation, la période de temps 

considérée, le nombre de séquences génétiques étudiées ainsi que le 

nombre de SNP ou la taille des séquences utilisées dans la reconstruction des 

arbres. Quand le taux de mutation d’un agent pathogène n’était pas estimé 

ni mentionné dans l’article en question, nous avons réalisé une recherche 

bibliographique afin de trouver cette information. 

Nous avons répertorié l’unité épidémiologique considérée : un 

individu vs. un groupe d’individus. Cette information est importante car selon 

l’unité épidémiologique, l’évolution intra-hôte peut correspondre à 

l’évolution du pathogène au sein d’un individu ou à son évolution au sein 

d’un groupe d’individus. Dans ce dernier cas, l’évolution intra-hôte intègre 

également les dynamiques de transmission entre individus au sein du groupe 

qui constitue une seule unité épidémiologique. Nous étions également 

intéressés par le type de données épidémiologiques nécessaires à 

l’implémentation de la méthode ainsi que le temps de calcul quand il était 

disponible, ces informations permettant le choix d’une méthode par rapport 

à des considérations plus pratiques. Les types de données épidémiologiques 



 

63 

incluaient la date de début d’exposition, la date de début d’infectiosité, la 

date d’échantillonnage, la date de retrait, les données de contact et 

géographiques, ainsi que des caractéristiques intrinsèques pouvant 

influencer l’infectiosité ou la susceptibilité. Par exemple, l’espèce-hôte 

prédominante est une caractéristique intrinsèque d’un élevage qui pourrait 

être intéressante à inclure dans un modèle de transmission de la fièvre 

aphteuse (FA) (39). En effet, les porcins sont plus excréteurs que les 

ruminants, qui sont à leur tour plus susceptibles. La diffusion par aérosols du 

virus de la FA s’effectue donc plus probablement des porcins vers les bovins 

et ovins (115). 

Enfin, la modélisation explicite ou non des quatre processus non observés 

(1. mutation, 2. évolution intra-hôte, 3. transmission et 4. observation des cas) 

a été analysée.  

1. Les modèles de substitutions (par exemple le modèle de Kimura (116) 

ou de Jukes-Cantor (23)) sont souvent utilisés pour décrire la 

mutation de séquences. Nous avons répertorié le type de modèle de 

substitution utilisé dans chaque méthode.  

2. L’évolution intra-hôte peut être modélisée par les modèles de 

populations (par exemple le modèle coalescent (28) évoqué 

précédemment) souvent utilisés pour décrire les liens de parenté 

entre les agents pathogènes échantillonnés dans la reconstruction 

d’arbres phylogénétiques. 

3. Trois sous-catégories peuvent être considérées pour décrire le 

modèle de transmission.  

Tout d’abord, comme l’infectiosité d’un individu varie au cours 

du temps, en fonction de l’excrétion du pathogène (117), les modèles 

de transmission peuvent prendre en compte différents stades, en 

fonction du potentiel de transmission, pour une maladie infectieuse. 

De plus, des paramètres comme la période de latence ou le temps de 

génération peuvent être fixés en amont, ou bien être estimés lors de 

l’inférence. La période de latence correspond à la durée entre la date 

d’infection d’un hôte par un pathogène et le début de la période 

d’infectiosité. Cette période de latence est suivie par une période 

infectieuse pendant laquelle l’hôte peut transmettre le pathogène aux 

autres (118). Le temps de génération (Tg) correspond à l’intervalle de 

temps entre l’infection d’un cas et l’infection de cas secondaires par 

ce même cas. Ce Tg dépend donc des périodes infectieuses et de 
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latence, mais également de la variation de l’infectiosité de l’hôte au 

cours du temps (119). Pour chaque méthode, nous avons donc 

identifié les différents états considérés pour un hôte (par exemple, S 

pour susceptible, E pour exposé, I pour infectieux et R pour retiré) et 

si des périodes infectieuses et de latence ou des Tg étaient considérés 

pour modéliser l’histoire naturelle de la maladie.  

De plus, un évènement de transmission résultant d’un contact 

direct ou indirect entre un hôte infectieux et un hôte susceptible, ce 

contact peut être modélisé en faisant l’hypothèse que tous les 

individus ont la même probabilité d’entrer en contact (contacts 

homogènes), en considérant que la probabilité de transmission est 

fonction de la distance géographique (noyau de transmission spatial) 

ou en prenant en compte des données de contact. Nous nous 

sommes ainsi intéressés à la façon dont les contacts entre hôtes 

étaient modélisés (contacts homogènes, noyau de transmission 

spatial ou données de contact).  

Enfin, nous avons répertorié si une seule ou de multiples 

introductions de l’agent pathogène dans la population étai(en)t 

considérée(s) comme à l’origine de l’épidémie étudiée.  

4. En ce qui concerne l’observation des cas, nous nous sommes 

intéressés à la façon dont ces méthodes prenaient en compte la 

détection imparfaite des cas, si elles avaient besoin que tous les cas 

observés soient échantillonnés ou si l’existence de données 

génomiques manquantes pouvait être prise en compte. 

3.3 RESULTATS 

Après retrait des doublons, 496 articles ont été importés sur EndNote 

puis nous avons évalué leur pertinence par rapport aux méthodes de 

reconstruction d’arbres de transmission. Le texte intégral de 98 parmi ces 496 

articles a été évalué (Annexe 3). Les causes d’exclusions d’articles, pour 

lesquels nous avons évalué le texte intégral, sont détaillées en Annexe 4. Les 

principales causes étaient les suivantes : pas d’inférence d’un arbre de 

transmission selon la définition donnée dans notre matériel et méthodes 

(n=23), le type de données génétiques considérées (n=12), l’absence de 

combinaison formelle des deux types de données (n=21).  

Vingt-deux méthodes ont été identifiées dans les 41 articles restants, 

que nous avons regroupées en trois familles : une famille non 
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phylogénétique, une famille phylogénétique séquentielle et une famille 

phylogénétique simultanée. Dans la famille non phylogénétique (notée par 

la suite NPF), les distances génétiques entre chaque paire de séquences 

étaient estimées mais les arbres phylogénétiques n’étaient pas pris en 

compte dans la reconstruction des arbres de transmission. A l’inverse, dans 

les familles phylogénétiques (notées par la suite PF), les arbres de 

transmission étaient inférés à partir d’arbres phylogénétiques. Cette 

inférence était réalisée, soit en considérant les arbres phylogénétiques 

comme une source d’information, soit grâce à un lien établi entre les deux 

types d’arbres. L’étape de construction de ce lien entre les deux types 

d’arbres consistait à inférer l’hôte de chaque nœud ou chaque branche dans 

l’arbre phylogénétique. Dans la famille phylogénétique séquentielle (notée 

par la suite SeqPF), les arbres phylogénétiques devaient être reconstruits en 

amont de l’implémentation de la méthode de reconstruction d’arbres de 

transmission. Dans la famille phylogénétique simultanée (notée par la suite 

SimPF), les arbres phylogénétiques et de transmission étaient inférés 

simultanément. Nous avons décidé de faire cette distinction entre les deux 

familles phylogénétiques car l’approche de la famille phylogénétique 

séquentielle implique le choix d’une méthode appropriée de reconstruction 

d’arbres phylogénétiques puis son implémentation en amont de la méthode 

de reconstruction d’arbres de transmission. La famille phylogénétique 

séquentielle fait ainsi l’hypothèse que l’arbre phylogénétique ne dépend pas 

de la transmission.  

La Figure 15 illustre le problème que ces trois familles tentent de 

résoudre. Prenons l’exemple d’un scénario simple de transmission et 

d’évolution intra-hôte : D infecte U (un hôte non observé), qui à son tour 

infecte C et A puis enfin, C infecte B. Dans cette Figure 15, la longueur de 

chaque rectangle représentant un hôte correspond à la durée entre 

l’infection et le retrait (mort ou guérison) de l’hôte. Considérons les 

séquences a, b, c et d isolées respectivement chez les hôtes A, B, C et D aux 

temps TA, TB, TC et TD. Les temps de retrait des hôtes observés sont également 

inclus dans les données : RA, RB, RC et RD. A partir de ces données 

épidémiologiques et des distances génétiques (NPF) ou de l’arbre 

phylogénétique (Figure 15.B, PF), chaque famille de méthodes cherche à 

reconstruire l’arbre de transmission (Figure 15.C), voire à inférer les temps 

d’infection t[infecteur, infecté].  
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Figure 15 : Transmission d’un agent pathogène et évolution intra-hôte au sein 

de cinq hôtes (A), l’arbre phylogénétique reconstruit (B) et arbre de 

transmission inféré (C) à partir des quatre (a, b, c, d) séquences échantillonnées. 

L’hôte U n’est pas échantillonné. La longueur du rectangle représentant un 

hôte X correspond à sa durée d’infection (infection à t[,X] jusqu’au retrait à 

R[X]). Les pointillés rouges correspondent à des évènements de transmission. 

Le Tableau 4 présente les données épidémiologiques et génomiques 

nécessaires à l’implémentation de chaque méthode. La majorité des 

méthodes (20/22) avait au moins besoin des dates d’échantillonnages. Onze 

méthodes prenaient en compte les dates de retrait, sept le début 

d’infectiosité alors que peu (3/22) prenaient en compte le début d’exposition. 

De plus, seules deux méthodes (appartenant aux familles NPF et SimPF) 

respectivement Aldrin 2011 (120) et BORIS (pour « Bayesian Outbreak 

Reconstruction Inference and Simulation ») (39) prenaient en compte les 

caractéristiques intrinsèques (espèce-hôte prédominante, nombre 

d’animaux, période de production). Parallèlement, seules deux autres 

méthodes incluaient des données de contact dans leur modèle de 

transmission : une dans la NPF, outbreaker2 (121), l’autre dans la SeqPF, TiTUS 

(pour « Transmission Tree Uniform Sampler ») (122). Dix méthodes sur les 22 
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sélectionnées étaient implémentées dans des packages, dont sept dans des 

packages R (cependant, depuis leur publication, deux ont été retirées du 

CRAN, bitrugs et phybreak), une méthode avait son code disponible sur 

Github (TiTUS) et les deux méthodes restantes étaient disponibles sur BEAST 

(123) (beastlier) ou BEAST2 (95) (« Structured Coalescent Transmission Tree 

Inference » ou SCOTTI). 

L’évolution intra-hôte était explicitement modélisée dans moins de la 

moitié des méthodes (8/22) et la plupart des méthodes reposaient sur des 

hypothèses très contraignantes : tous les cas sont observés et échantillonnés, 

le bottleneck de transmission est complet (une seule souche transmise) ou 

encore, une seule introduction de la maladie a eu lieu dans la population 

d’hôtes (Tableau 5 à 7). Dans les tableaux, l’observation correspond à la 

détection d’un hôte infecté. De plus, quand une séquence du pathogène a 

été isolée chez un hôte, il est dit échantillonné. 

 Famille non-phylogénétique 

La famille non-phylogénétique (Figure 16) contient huit méthodes. La 

majorité de ces méthodes (5/8) attachaient à un modèle explicite de 

transmission, un modèle génétique qui décrivait la distance génétique entre 

deux hôtes, en fonction de leur position relative dans l’arbre de transmission. 

Dans les méthodes Bayésiennes (4/5), ces modèles étaient combinés dans 

une fonction de vraisemblance qui permettait d’explorer l’espace des arbres 

de transmission. 
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Tableau 4 : Données nécessaires à l’implémentation de chaque méthode en fonction de la famille. A ou S signifie arbre 

phylogénétique ou séquences génétiques. Des packages sont disponibles pour les méthodes en gras. La date de retrait 

correspond à la fin d’infectiosité (abattage ou fin d’hospitalisation) et les caractéristiques intrinsèques étaient soit le nombre 

d’individus présents sur site ou l’espèce prédominante. 

Famille Méthode (nom)  
Début 

d’exposition 

Début 

d’infectiosité 

Date 

d’échantillonnage 

Date de 

retrait 

Données 

de contact 

Données 

géographiques 

Caractéristiques 

intrinsèques 

A ou 

S 

NPF 

Aldrin et al., 2011  X  X  X X S 

Jombart et al., 2011 (seqTrack)   X     S 

Ypma et al., 2012  X  X  X  S 

Jombart et al., 2014 (outbreaker)   X     S 

Worby et al., 2014   X     S 

Famulare et al., 2015   X     S 

Worby et al., 2016 (bitrugs) X  X X    S 

Campbell et al., 2019 (outbreaker2)   X  X   S 

SeqPF 

Cottam et al., 2008  X X X    A 

Didelot et al., 2014   X   (X)  A 

Eldholm et al., 2016   X     A 

Didelot et al., 2017 

(TransPhylo) 
  X     A 

Sashittal et al., 2020 

(TiTUS) 
X  X X X   A 
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Tableau 4 (suite) : Données nécessaires à l’implémentation de chaque méthode en fonction de la famille. A ou S signifie arbre 

phylogénétique ou séquences génétiques. Des packages sont disponibles pour les méthodes en gras. La date de retrait 

correspond à la fin d’infectiosité (abattage ou fin d’hospitalisation) et les caractéristiques intrinsèques étaient soit le nombre 

d’individus présents sur site ou l’espèce prédominante. Didelot et al. ont pénalisé les arbres de transmission en fonction des 

données géographiques (56) mais ces données n’étaient pas incluses dans l’inférence de ces arbres d’où la présence de 

parenthèses. Dans beastlier (124), des données de contact peuvent être incluses mais des données géographiques ont été 

utilisées à la place. 

Famille Méthode (nom)  
Début 

d’exposition 

Début 

d’infectiosité 

Date 

d’échantillonnage 

Date de 

retrait 

Données 

de contact 

Données 

géographiques 

Caractéristiques 

intrinsèques 

A ou 

S 

SimPF 

Explicite 

Ypma et al., 2013  X X X  X  S 

Hall et al., 2015 

(beastlier) 
  X X (X) X  S 

De Maio et al., 2016 

(SCOTTI) 
X  X X    S 

Klinkenberg et al., 2017 

(phybreak) 
  X     S 

Implicite 

Morelli et al., 2012  X X X  X  S 

Mollentze et al., 2014   X   X  S 

Lau et al., 2015  X X X  X  S 

Firestone et al., 2020 (BORIS)  X X X  X X S 

Montazeri et al., 2020   X     S 
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Tableau 5 : Méthode de modélisation des quatre processus non observés et d’inférence dans les méthodes de la NPF. L’évolution 

intra-hôte inclut également le type de bottleneck (complet ou incomplet). Le processus de transmission est divisé en trois points : 

les états considérés pour les hôtes infectés (S, E, I ou R), les contacts entre hôtes (homogènes ou non, prise en compte des 

données géographiques dans un noyau de transmission spatial) et si l’épidémie est due à une unique ou de multiples 

introductions. 

Méthode (nom) 
Mutation des 

séquences 
Evolution intra-hôte Transmission Observation des cas Inférence 

Aldrin et al., 2011 Modèle de Kimura 

Aucun modèle explicite SIR (période infectieuse) 
Tous les cas sont observés mais 

pas toujours échantillonnés 

Maximum de vraisemblance 

partielle Complet 
Fonction des distances 

Multiples 

Jombart et al., 2011 

(Seqtrack) 
Choix 

Aucun modèle explicite 
Aucun modèle explicite 

Tous les cas sont observés et 

échantillonnés 
Algorithme d’Edmonds 

Complet 

Ypma et al., 2012 

Délétion + 

Transition + 

Transversion 

Aucun modèle explicite 
SEIR (période de 

latence/infectieuse) Tous les cas sont observés mais 

pas toujours échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
Noyau spatial 

Unique 

Jombart et al., 2014  

(outbreaker) 
Taux de mutation 

Aucun modèle explicite SI (temps de génération) 

Proportion des cas échantillonnés Bayésienne 
Complet 

Contacts homogènes 

Multiples 

Worby et al., 2014 Taux de mutation 

Taille de la population 

de pathogènes Aucun modèle explicite 
Tous les cas sont observés et 

échantillonnés 

Distances génétiques observées vs. 

distribution théorique 
Incomplet 



 

71 

Tableau 5 (suite) : Méthode de modélisation des quatre processus non observés et d’inférence dans les méthodes de la NPF. 

L’évolution intra-hôte inclut également le type de bottleneck (complet ou incomplet). Le processus de transmission est divisé en 

trois points : les états considérés pour les hôtes infectés (S, E, I ou R), les contacts entre hôtes (homogènes ou non, prise en 

compte des données géographiques dans un noyau de transmission spatial) et si l’épidémie est due à une unique ou de multiples 

introductions. 

Méthode (nom) 
Mutation des 

séquences 
Evolution intra-hôte Transmission Observation des cas Inférence 

Famulare et al., 2015 Taux de mutation Aucun modèle explicite Aucun modèle explicite Aucune hypothèse 
Test de rapport de vraisemblance + 

algorithme de pruning 

Worby et al., 2016 

(bitrugs) 

Aucun modèle 

explicite 

Aucun modèle explicite 
SEIR (période de 

latence/infectieuse) 
Sensibilité du test <1 Bayésienne 

Aucune hypothèse 
Contacts homogènes 

Multiples 

Campbell et al., 2019  

(outbreaker2) 
Taux de mutation 

Aucun modèle explicite SI (temps de génération) 

Proportion des cas échantillonnés Bayésienne 
Complete 

Contact data 

Multiples 
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Tableau 6 : Méthode de modélisation des quatre processus non observés et d’inférence dans les méthodes de la SeqPF. L’évolution 

intra-hôte inclut également le type de bottleneck (complet ou incomplet). Le processus de transmission est divisé en trois points : 

les états considérés pour les hôtes infectés (S, E, I ou R), les contacts entre hôtes (homogènes ou non, prise en compte des 

données géographiques dans un noyau de transmission spatial) et si l’épidémie est due à une unique ou de multiples 

introductions. * signifie que plusieurs séquences peuvent être considérées pour une seule unité épidémiologique. 

Méthode (nom) Mutation des séquences Evolution intra-hôte Transmission Observation des cas Inférence 

Cottam et al., 2008 Sans objet 

Aucun modèle explicite SEIR (période de latence/infectieuse) 
Tous les cas sont observés 

et échantillonnés 

Annotation des nœuds internes 

Complet 
Contacts homogènes 

Maximum de vraisemblance 
Unique 

Didelot et al., 2014 Sans objet 

Processus coalescent SIR (période infectieuse) 
Tous les cas sont observés 

et échantillonnés 

Annotation des branches 

Complet 
Contacts homogènes 

Bayésienne 
Unique 

Eldholm et al., 2016 Sans objet 

Processus coalescent SEIR (période de latence/infectieuse) 

Seuils de probabilité 

Source d’information 

Complet 
Contacts homogènes 

Algorithme d’Edmonds 
Unique 

Didelot et al., 2017  

(Transphylo) 
Sans objet 

Processus coalescent SI (temps de génération) 
Proportion des cas 

échantillonnés 

Annotation des branches 

Complet 
Contacts homogènes 

Bayésienne 
Unique 

Sashittal et al., 2020 

(TiTUS) 
Sans objet 

Aucun modèle explicite 
Aucun modèle explicite 

Tous les cas sont observés 

et échantillonnés 

Annotation des nœuds internes 

Incomplet* Problème de logique 
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Tableau 7 : Méthode de modélisation des quatre processus non observés et d’inférence dans les méthodes de la SimPF. L’évolution 

intra-hôte inclut également le type de bottleneck (complet ou incomplet). Le processus de transmission est divisé en trois points : 

les états considérés pour les hôtes infectés (S, E, I ou R), les contacts entre hôtes (homogènes ou non, prise en compte des 

données géographiques dans un noyau de transmission spatial) et si l’épidémie est due à une unique ou de multiples 

introductions. * signifie que plusieurs séquences peuvent être considérées pour une seule unité épidémiologique. 

Méthode (nom) Mutation des séquences Evolution intra-hôte Transmission Observation des cas Inférence 

Ypma et al., 2013 Taux de mutation 

Processus coalescent SEIR (période de latence/infectieuse) 
Tous les cas sont observés et 

échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
Noyau spatial 

Unique 

Hall et al., 2015 

(beastlier) 

Choix du modèle de 

substitution 

Processus coalescent SEIR (période de latence/infectieuse) 
Tous les cas sont observés mais 

pas toujours échantillonnés 
Bayésienne 

Complet* 
Noyau spatial 

Unique 

De Maio et al., 2016 

(SCOTTI) 

Choix du modèle de 

substitution 

Processus coalescent 
Modèle de migration Nombre maximum d’’hôtes Bayésienne 

Incomplet* 

Klinkenberg  

et al., 2017  

(phybreak) 

Taux de mutation 

Processus coalescent SI (temps de génération) 
Tous les cas sont observés mais 

pas toujours échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
Contacts homogènes 

Unique 
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Tableau 7 (suite) : Méthode de modélisation des quatre processus non observés et d’inférence dans les méthodes de la SimPF. 

L’évolution intra-hôte inclut également le type de bottleneck (complet ou incomplet). Le processus de transmission est divisé en 

trois points : les états considérés pour les hôtes infectés (S, E, I ou R), les contacts entre hôtes (homogènes ou non, prise en 

compte des données géographiques dans un noyau de transmission spatial) et si l’épidémie est due à une unique ou de multiples 

introductions. * signifie que plusieurs séquences peuvent être considérées pour une seule unité épidémiologique. 

Méthode (nom) Mutation des séquences Evolution intra-hôte Transmission Observation des cas Inférence 

Morelli et al., 2012 Modèle de JC 

Aucun modèle explicite SEIR (période de latence/infectieuse) 
Tous les cas sont observés et 

échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
Noyau spatial 

Unique 

Mollentze et al., 2014 Modèle de Kimura 

Aucun modèle explicite SEIR (période de latence/infectieuse) 
Les cas observes contribuent à la 

transmission après leur retrait 
Bayésienne 

Complet 
Noyau spatial 

Multiples 

Lau et al., 2015 Modèle de Kimura 

Aucun modèle explicite SEIR (période de latence/infectieuse) 
Tous les cas sont observés mais 

pas toujours échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
Noyau spatial 

Multiples 

Firestone et al., 2020 

(BORIS) 
Modèle de Kimura 

Aucun modèle explicite SEIR (période de latence/infectieuse) 
Tous les cas sont observés mais 

pas toujours échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
Noyau spatial 

Multiples 

Montazeri et al., 2020 Modèle de JC 
Aucun modèle explicite 

Aucun modèle explicite 
Tous les cas sont observés et 

échantillonnés 
Bayésienne 

Complet 
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Figure 16 : Liens entre les méthodes de la NPF. Les rectangles représentent les critères de choix pour une méthode, et les cercles 

gris les noms de package ou le nom du premier auteur et l’année de publication.
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3.3.1.1 Méthodes dans lesquelles mutation rime avec transmission 

La méthode Bayésienne proposée par Ypma et al. (2012) utilisait trois 

types de données (temporelles, géographiques et génétiques) provenant 

d’une épidémie de H7N7 dans des élevages aviaires néerlandais. Cette 

méthode considérait les trois types de données indépendantes les unes des 

autres. La fonction de vraisemblance était donc le produit des contributions 

des trois types de données (125). De manière similaire, Jombart et al. (2014) 

ont décomposé la vraisemblance en une vraisemblance génétique et une 

vraisemblance temporelle dans le package outbreaker (126). Campbell et al. 

(2019) ont étendu le modèle de transmission de cette méthode, afin d’inclure 

des données de contact dans une vraisemblance de contact dans outbreaker2 

(121). La probabilité de transmission entre deux hôtes était inférée à partir 

de deux distributions, celle du temps de génération et celle de l’intervalle 

infection-échantillonnage, toutes deux supposées connues. De plus, 

outbreaker et outbreaker2 considéraient deux paramètres permettant la 

modélisation des cas non observés : π, la proportion de cas échantillonnés et 

κ, le nombre maximum de générations entre un hôte échantillonné et son 

ancêtre échantillonné le plus récent dans l’arbre de transmission (121,126). 

Des épidémies de SARS-CoV-1 (121,126), de virus de la diarrhée bovine 

(BVD) (127), de Klebsiella pneumoniae (128) et Acinetobacter baumannii 

(129,130) (Annexe 5) ont été étudiées avec l’une de ces deux méthodes, 

outbreaker ou outbreaker2, disponibles sur R.  

Ces trois méthodes faisaient l’hypothèse que la mutation avait lieu au 

moment de la transmission et leur vraisemblance génétique dépendait donc 

uniquement du nombre d’évènements de transmission séparant deux hôtes 

et non du temps écoulé (126). 

3.3.1.2 Méthodes qui considèrent une diversité intra-hôte 

Worby et al. (2014) ont mis en avant le fait que les méthodes 

précédentes avaient construit leur modèle génétique sur des hypothèses 

fortes, telles qu’un bottleneck de transmission complet (121,126) ou encore 

le fait que les mutations ont lieu au moment de la transmission (121,125,126). 

La diversité intra-hôte était donc considérée comme nulle dans ces 

méthodes. A l’inverse, Worby et al. (2014) ont d’abord construit une 

approximation de la distribution des distances génétiques puis ont comparé 

cette distribution aux distances génétiques observées, et ce, afin de 

déterminer la probabilité de transmission directe de Straphylococcus aureus 

méthicilline-résistant (MRSA) entre des individus hospitalisés (131). Worby et 

al. (2016) ont ensuite intégré la distribution des distances génétiques à un 
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modèle de transmission adapté à un contexte d’épidémie nosocomiale. Ils 

ont ainsi élaboré une méthode Bayésienne disponible dans un package R 

appelée bitrugs (132). Cette approche a permis de considérer la diversité 

intra-hôte ignorée par les autres méthodes, sans pour autant faire 

d’hypothèses sur le processus d’évolution intra-hôte (132), contrairement à 

leur premier travail (131). Le modèle de transmission considérait un hôpital 

où les patients étaient soit susceptibles (S) soit infectieux (I) un jour après 

infection et le taux de transmission par patient infecté était constant jusqu’à 

leur sortie d’hôpital. Les contacts dans la population étaient supposés 

homogènes, ce qui signifie que chaque individu infectieux avait un contact 

équivalent avec tous les autres individus susceptibles. De plus, la détection 

imparfaite des cas était modélisée par un paramètre représentant la Se du 

test (132). 

3.3.1.3 Autres méthodes 

Dans leur travail sur l’anémie infectieuse du saumon, Aldrin et al. 

(2011) n’ont pas utilisé d’inférence Bayésienne. Ils ont bien construit un 

modèle de transmission mais ont effectué le calcul d’un maximum de 

vraisemblance partielle lors de l’estimation des paramètres du modèle. A 

partir de ces paramètres estimés, ils ont calculé la probabilité de transmission 

d’un élevage de saumons à un autre. Dans leur modèle, la probabilité de 

transmission diminuait de manière exponentielle lorsque les distances 

génétiques et géographiques augmentaient. La probabilité de transmission 

dépendait également de caractéristiques d’élevage telles que le nombre 

maximum de saumons dans une cohorte pendant la période de production 

ainsi que la période de production (printemps vs. automne) (120). Quand les 

données génétiques n’étaient pas disponibles pour un élevage, la distance 

génétique inconnue était remplacée par la valeur d’un paramètre estimée à 

partir des distances génétiques connues (120).  

Enfin, la méthode seqTrack (133) et celle proposée par Famulare et al. 

(2015) différaient de toutes les autres et ne modélisaient que le processus de 

mutation de manière explicite. En effet, Jombart et al. (2011) ont reconstruit 

un arbre de transmission dans lequel « les ancêtres précèdent toujours leurs 

descendants » (en faisant l’hypothèse que les dates d’échantillonnage 

suivent le même ordre chronologique que les dates d’infection) et la distance 

génétique totale entre les nœuds était minimale (arbre couvrant de poids 

minimal) en utilisant l’algorithme d’Edmonds (134). Cette méthode peut être 

utilisée uniquement à partir de données génétiques et des dates 

d’échantillonnage, cependant d’autres données épidémiologiques (ex. 

données géographiques) peuvent être prises en compte quand plusieurs 
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hôtes ont la même probabilité d’en infecter un autre. L’algorithme seqTrack 

a été implémenté dans le package adegenet et appliqué à la pandémie H1N1 

d’origine porcine en 2009 (133) et des épidémies d’influenza équin H3N8 

(135), de M. tuberculosis (136) et K. pneumoniae (137) (Annexe 5).  

A l’inverse, Famulare et al. ont identifié des liens de transmission 

directe en réalisant un test de rapport de vraisemblances afin de déterminer 

si la date du MRCA (tMRCA) d’une paire d’hôtes était égale à la date 

d’échantillonnage la plus ancienne des deux hôtes (138). Dans l’estimation 

de la vraisemblance du tMRCA, Famulare et al. ont fait l’hypothèse que le 

processus de mutation suivait un modèle de Poisson avec un taux constant 

connu. Les cas où plusieurs hôtes pouvaient avoir infecté le même hôte 

étaient résolus par un algorithme de « pruning » qui pouvait être spécifié par 

l’utilisateur, par exemple, en gardant le lien qui minimisait le temps entre le 

tMRCA et l’échantillonnage. Cette méthode a été appliquée à l’étude de 

l’épidémie d’Ebola en Sierra Leone, la pandémie à influenza H1N1 de 2001 et 

l’épidémie de poliomyélite au Nigéria (138) (Annexe 5).  

 Familles phylogénétiques 

Dans les deux familles phylogénétiques, un lien est établi entre les 

arbres phylogénétiques et ceux de transmission. A partir d’un scénario simple 

(Figure 17), trois modifications de l’arbre phylogénétique reconstruit 

permettent d’obtenir un arbre de transmission. La Figure 17.A montre un 

arbre phylogénétique dans lequel des hôtes échantillonnés sont attribués 

aux nœuds internes. L’arbre de transmission ainsi obtenu contient l’ordre de 

transmission mais pas les temps de transmission t (sauf si nous considérons 

que l’évènement de coalescence et la transmission ont lieu en même temps). 

Dans la Figure 17.B, les nœuds sont annotés dans l’arbre phylogénétique. 

Cependant, la branche entre deux nœuds hébergés par des hôtes différents 

est considérée comme une « branche d’infection » et l’évènement de 

transmission a lieu le long de cette branche. Nous obtenons ainsi un arbre 

de transmission daté dans lequel les évènements de transmission ne 

coïncident pas forcément avec les évènements de coalescence. Enfin, dans 

17C, il est possible d’attribuer un hôte non échantillonné à un nœud interne 

dans l’arbre phylogénétique, l’hôte U qui n’a pas été observé peut donc être 

inféré dans l’arbre de transmission. 
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Figure 17 : Trois types de liens entre les arbres phylogénétiques (à gauche) et 

les arbres de transmission (à droite). L’annotation des nœuds (A) permet 
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d’identifier des évènements de transmission. L’annotation des branches (B) 

ajoutent les temps de transmission et la prise en compte des hôtes non 

observés (C) permet d’identifier l’hôte U. 

3.3.2.1 Famille phylogénétique séquentielle 

Ces méthodes (Figure 18) nécessitent la reconstruction préalable d’un 

arbre phylogénétique. Dans une seule méthode, l’arbre phylogénétique était 

utilisé comme une source d’information à propos des temps de coalescence 

entre deux lignées (139). En effet, Eldholm et al. (2016) ont utilisé cette 

information combinée à un modèle de transmission SEIR afin de calculer la 

vraisemblance de liens orientés de transmission directe entre des individus 

échantillonnés lors d’une épidémie de M. tuberculosis (139). Une fois la 

vraisemblance de transmission calculée pour chaque paire d’individus, la 

direction correspondant à la vraisemblance la plus faible était retirée. Enfin, 

l’arbre couvrant de poids minimal était construit avec l’algorithme 

d’Edmonds (134), comme dans seqTrack. Afin de prendre en compte la 

détection imparfaite des cas, cette méthode a utilisé différents seuils de 

probabilité de transmission directe en reconstruisant les arbres de 

transmission (139). 

 

Figure 18 : Liens entre les méthodes de la SeqPF. Les rectangles représentent 

les critères de choix pour une méthode, et les cercles gris les noms de 

package ou le nom du premier auteur et l’année de publication. 

Les quatre méthodes restantes dans cette famille annotaient l’arbre 

phylogénétique pour reconstruire un arbre de transmission mais utilisaient 
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différentes méthodes d’échantillonnage lors de l’exploration de l’espace des 

arbres de transmission. Dans la méthode de Cottam et al. (2008), aucune 

stratégie d’échantillonnage n’a été mise en place car le nombre d’arbres de 

transmission compatibles avec leurs données et les connaissances à priori 

dont ils disposaient sur l’histoire de transmission (grâce à des données de 

mouvements) était relativement faible (1728 arbres). Chaque arbre de 

transmission était construit en attribuant à chaque nœud interne un de ses 

deux descendants tout en remontant l’arbre phylogénétique (140). Cela 

correspond à l’annotation des nœuds internes décrite dans 17A, mais avec 

des contraintes supplémentaires. En effet, seuls les deux descendants d’un 

nœud sont considérés pour son annotation. Puis, la vraisemblance d’un arbre 

de transmission était estimée à partir de la vraisemblance jointe de chaque 

paire de transmission, qui était elle-même basée sur la probabilité des 

données épidémiologiques (dates de retrait et début d’infectiosité) en 

fonction d’un modèle de transmission SEIR (Tableau 6). Cette méthode a été 

élaborée pour étudier une épidémie de FA en 2001 au Royaume-Uni (Annexe 

6). 

De manière similaire, la méthode proposée par Sashittal et El-Kabir 

(2020) avait pour but d’annoter les nœuds internes dans l’arbre 

phylogénétique reconstruit à partir de séquences de VIH (122) (annotation 

des nœuds similaire à 17A). Cependant, cette méthode considérait un 

bottleneck de transmission incomplet et l’annotation de chaque nœud 

interne n’était pas restreinte à l’un de ses deux descendants. De plus, la 

transmission n’était pas modélisée de manière explicite mais l’annotation 

devait satisfaire des contraintes dérivées de données épidémiologiques : 

fenêtres de transmission (date de début d’exposition jusqu’à la date de 

retrait) et données de contact (Tableau 4). La reconstruction d’arbres de 

transmission était traitée comme un problème de logique. Puis, les arbres de 

transmission étaient échantillonnés de manière uniforme parmi ceux qui 

satisfaisaient les contraintes temporelles et des données de contact. Enfin, 

l’arbre le plus parcimonieux était sélectionné parmi les arbres échantillonnés 

(122). 

Les méthodes qui identifient les évènements de coalescence dans un 

arbre phylogénétique comme autant d’évènements de transmission, ne 

considèrent pas l’évolution intra-hôte (56). A l’inverse, Didelot et al. (2014) 

ont inféré un arbre de transmission en décrivant les hôtes le long des 

branches de l’arbre phylogénétique (56,141) (annotation des branches 

similaire à 17B). Les hôtes pouvant changer le long des branches et pas 

seulement au niveau des nœuds internes, les évènements de transmission ne 

sont plus restreints aux temps de coalescence. Dans la méthode de Didelot 
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et al. (2014), l’inférence Bayésienne permettait d’estimer les paramètres de 

leur modèle SIR, ceux de leur modèle d’évolution intra-hôte (processus 

coalescent neutre avec une taille de population constante Ne et un temps 

moyen de génération de population g, qui ici désigne la durée du cycle de 

réplication) et enfin, d’inférer l’arbre de transmission. Contrairement à la 

simple énumération réalisée par Cottam et al. (2008) et l’échantillonnage 

uniforme dans la méthode de Sashittal et El-Kabir (2020), l’échantillonnage 

par MCMC était ici utilisé dans l’exploration de l’espace des arbres de 

transmission. De plus, Didelot et al. ont utilisé des données géographiques 

ainsi que des résultats de tests diagnostiques pour valoriser ou pénaliser les 

arbres de transmission (56).  

La limite principale des méthodes précédentes est le fait qu’elles 

considèrent l’épidémie finie et tous les cas échantillonnés (141). Didelot et al. 

(2017) ont donc implémenté une autre méthode Bayésienne appelée 

TransPhylo dans un package R, où l’utilisateur pouvait définir une distribution 

à priori de la probabilité qu’un hôte infecté soit échantillonné et sélectionner 

le scénario d’une épidémie finie ou encore en cours (annotation des branches 

avec prise en compte des hôtes non observés, comme dans 17C). 

Contrairement à leur premier travail, le modèle de transmission considéré ici 

était un processus de branchement (141). Ce processus de branchement était 

défini par la distribution du nombre de cas secondaires (nombre d’hôtes 

pouvant être infectés par un seul hôte) et la distribution du temps de 

génération (141). Le package TransPhylo a été choisi pour étudier des 

transmissions bactériennes (épidémies de M. tuberculosis (142–144) et K. 

pneumoniae (145,146)) et virales (pandémie due à SARS-CoV2 (147) et une 

grande épidémie d’oreillons au Canada (148)). Récemment, le package 

TransPhylo (141) a été étendu pour inférer des arbres de transmission à partir 

de plusieurs arbres phylogénétiques et non plus d’un seul arbre 

phylogénétique consensus comme le MCC (149). 

Aucune de ces méthodes de reconstruction d’arbres de transmission 

ne modélisait de manière explicite la mutation des séquences étant donné 

qu’elles étaient appliquées à un arbre phylogénétique déjà reconstruit (ceci 

explique le « sans objet » dans le Tableau 6). Cependant, certains articles 

(139,141,142,145,147–149) utilisaient un modèle de substitution dans la 

reconstruction de leur arbre phylogénétique.   
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3.3.2.2 Famille phylogénétique simultanée 

➢ Méthodes implicitement phylogénétiques 

Cinq méthodes dans cette famille (Figure 19) considéraient 

implicitement un arbre phylogénétique où les nœuds internes 

correspondaient aux évènements de transmission (annotation des nœuds 

comme dans 17A). Morelli et al. (2012) ont tout d’abord construit une 

fonction de vraisemblance qui prenait en compte les corrélations entre les 

données génétiques et épidémiologiques dans l’étude des épidémies de FA 

de 2001 et 2007 au Royaume-Uni (150). En effet, leur pseudo-vraisemblance 

génétique dépendait de l’intervalle de temps entre infection et détection, 

permettant donc indirectement l’occurrence de mutations au sein de l’hôte 

sans modéliser pour autant l’évolution intra-hôte. Ce modèle de transmission 

a été étendu par Mollentze et al. (2014) pour prendre en compte des 

introductions multiples du pathogène dans la population d’hôtes au lieu d’un 

seul cas index. La prise en compte d’introductions multiples est plus 

appropriée lors de l’étude de situations endémiques, ce modèle fut ainsi 

appliqué à une épidémie de rage canine en Afrique du Sud (151) (Annexe 7). 

Ces deux méthodes utilisaient un modèle de transmission SEIR (Tableau 7) et 

estimaient des paramètres dont la période de latence et l’intervalle infection-

échantillonnage (150,151). Cependant, Mollentze et al. (2014) modélisaient 

indirectement la présence de cas non observés car ils considéraient qu’un cas 

observé pouvait continuer à transmettre après sa date de retrait. De plus, ils 

prenaient en compte deux catégories d’hôtes, ceux qui pouvaient 

transmettre le virus (chiens) et ceux qui ne le pouvaient pas (151). 

Lau et al. (2015) ont noté que les méthodes précédentes ne 

permettaient pas d’inférer les séquences transmises (non observées). En effet, 

Morelli et al. (2012) et Mollentze et al. (2014) ont considéré une pseudo-

vraisemblance génétique uniquement pour les séquences observées 

(150,151). A l’inverse, Lau et al. (2015) ont proposé une inférence jointe en 

modélisant les données génétiques manquantes et inférant les séquences 

non observées en même temps que l’arbre de transmission (40). Dans leur 

modèle de transmission, deux types d’infections étaient pris en compte : les 

infections primaires, correspondant aux cas importés dont les séquences 

étaient dérivées d’une séquence universelle GM, et les infections secondaires 

qui suivaient un modèle SEIR (40). Hayama et al. (2019) ont appliqué cette 

méthode à l’épidémie de FA de 2010 au Japon (152) (Annexe 7). BORIS est 

une extension du modèle de Lau et al. qui incorpore des covariables à 

l’échelle de l’élevage, telles que le nombre d’animaux et l’espèce 

prédominante (Tableau 4), influençant la susceptibilité et l’infectiosité des 
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élevages dans le modèle de transmission (39). 

La méthode la plus récente de cette sous-catégorie (Figure 19) ne 

prenait pas en compte de modèle explicite de transmission (153). En effet, 

Montazeri et al. (2020) ont élaboré deux algorithmes reconstruisant un arbre 

phylogénétique à partir d’un arbre de transmission possible. Pour ce faire, 

ces algorithmes considéraient des estimations de dates d’infection des hôtes 

et une diversité intra-hôte nulle. Montazeri et al. ont utilisé cette méthode 

dans l’étude d’un cluster de transmission du VIH provenant de San Diego, 

Californie et de l’épidémie d’Ebola de 2014 en Sierra Leone.  

➢ Méthodes explicitement phylogénétiques 

Contrairement à ces cinq méthodes précédentes, quatre autres 

méthodes avaient pour objectif d’inférer simultanément les arbres 

phylogénétiques et les arbres de transmission. Dans ces quatre méthodes 

Bayésiennes, un lien était établi entre les arbres phylogénétiques et les arbres 

de transmission et à chaque étape du MCMC, les deux types d’arbres étaient 

modifiés de manière à conserver leur compatibilité. Ypma et al. (2013) 

considéraient un arbre hiérarchique, où toutes les phylogénies intra-hôtes 

étaient connectées entre elles par des liens de transmission (114). En 

s’intéressant à l’épidémie de FA de 2001 au Royaume-Uni précédemment 

étudiée avec d’autres méthodes (140,150), ils ont considéré que tous les 

hôtes infectés étaient observés (Tableau 7) (41). La méthode de Klinkenberg 

et al. (2017) (114) considérait également un arbre hiérarchique. Cette 

méthode, implémentée dans le package R phybreak, a été appliquée à cinq 

jeux de données publiés : M. tuberculosis (56), MRSA, deux épidémies de FA 

(41,140,150) et une de H7N7 (124) (Annexe 7). 

Au lieu de modifier individuellement chaque phylogénie intra-hôte 

comme dans l’approche de l’arbre hiérarchique, la méthode de Hall et al. 

(2015) découpait l’arbre phylogénétique en attribuant des hôtes aux nœuds 

internes. Puis, un paramètre permettant de déterminer le temps d’infection 

le long de la branche de l’arbre était estimé pour chaque hôte (annotation 

des branches similaire à 17B) (124). Hall et al. (2015) ont ainsi étudié 

l’épidémie de H7N7 datant de 2003 en prenant l’élevage comme unité 

épidémiologique. De plus, ils ont considéré deux catégories d’élevages 

aviaires (ceux avec un « risque élevé » et ceux avec un « risque faible »), qui 

se distinguaient par une distribution différente de la période de latence du 

fait d’implémentations de mesures de contrôle (124). L’observation des cas 

n’était pas modélisée mais les données génétiques manquantes (cas 

observés non échantillonnés) étaient remplacées par des séquences non 
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informatives (répétition du nucléotide « N ») (124). Cette méthode, 

implémentée dans le package beastlier disponible dans BEAST, a également 

été appliquée à une épidémie de H5N8 (Annexe 7). L’unité épidémiologique 

était cette fois-ci l’oiseau (154).  

Dans ces trois méthodes, le processus de transmission était modélisé 

par un des modèles épidémiologiques déjà mentionnés dans la littérature, 

tels qu’un processus de branchement homogène (114) ou un modèle SEIR 

individu-centré incluant une fonction décrivant les caractéristiques 

intrinsèques pouvant influencer la transmission (ex. données géographiques 

dans un noyau de transmission spatial (41,124) ou des groupes basés sur le 

risque (124)). Cependant, De Maio et al. (2016) ont proposé une approche 

Bayésienne originale (155) et ont utilisé une approximation de la coalescence 

structurée (BASTA, (38)). Ils ont considéré les hôtes comme des populations 

distinctes caractérisées par leur intervalle d’exposition (du début de 

l’exposition jusqu’à leur retrait, Tableau 4) et entre lesquelles les pathogènes 

pouvaient migrer. Ce modèle de transmission autorise les infections 

multiples au sein d’un même hôte et la transmission de plusieurs souches 

lors d’une infection. Cette méthode, implémentée dans le package SCOTTI 

(155) disponible dans BEAST2 (95), est donc plus appropriée dans l’étude 

d’épidémies où les infections mixtes et les inocula de transmission larges sont 

fréquents ; par exemple, des épidémies de FA et K. pneumoniae (Annexe 7). 

De plus, cette méthode est la seule dans la SimPF (Tableau 7) à modéliser 

l’observation des cas (l’utilisateur pouvait spécifier un nombre maximum 

d’hôtes dans l’épidémie) (annotation des branches et prise en compte des 

hôtes non observés comme dans 17C). 

Toutes ces méthodes modélisaient explicitement la mutation des 

séquences avec un modèle de substitution, et quatre méthodes sur neuf 

modélisaient l’évolution intra-hôte avec un processus coalescent (Tableau 7). 
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Figure 19 : Liens entre les méthodes de la SimPF. Les rectangles représentent les critères de choix pour une méthode, et les cercles 

gris les noms de package ou le nom du premier auteur et l’année de publication.



 

 

 Exemples d’application des méthodes de reconstruction 

3.3.3.1 Epidémie de M. tuberculosis 

M. tuberculosis est caractérisé par un taux de mutation lent (~1 x 10-7 

substitutions par site et par an, Annexe 8) avec une proportion élevée de 

séquences échantillonnées identiques (57). Une infection à M. tuberculosis 

peut conduire à une longue période de latence et la majorité des cas infectés 

sont asymptomatiques. Nous ne devrions donc pas faire l’hypothèse que 

tous les cas sont observés. De plus, ne pas prendre en compte la possible 

longue période de latence pourrait conduire à inférer un arbre de 

transmission incorrect. Cependant, l’évolution intra-hôte pourrait être 

négligée du fait du taux de mutation faible. Les méthodes (disponibles dans 

un package) qui autorisent la détection imparfaite des cas sont outbreaker(2), 

bitrugs, TransPhylo et SCOTTI (Tableau 5 à 7). Parmi ces cinq méthodes, 

TransPhylo, outbreaker et outbreaker2 pouvaient autoriser une longue 

période de latence en sélectionnant une distribution appropriée pour le 

temps de génération, comme cela a été montré avec une distribution Gamma 

dans TransPhylo (141). Des épidémies à M. tuberculosis ont été reconstruites 

avec cinq méthodes : seqTrack (NPF), Didelot et al. (2014), Eldholm et al. 

(2016) et TransPhylo (SeqPF) et phybreak (SimPF) (Annexes 5 à 7). 

3.3.3.2 Epidémie de FA 

A l’inverse, le virus de la FA présente un taux de mutation élevé (~2 x 

10-5 substitutions par site et par jour, Annexe 8) et l’unité épidémiologique la 

plus pertinente dans une épidémie de FA est l’élevage. De plus, le vent peut 

jouer un rôle dans la propagation du virus de la FA (44) et les porcins sont 

plus excréteurs que les ruminants, qui sont quant à eux plus susceptibles 

(115). Quand l’hôte considéré est un élevage et l’agent pathogène présente 

un taux de mutation élevé, il semble difficile d’ignorer l’évolution intra-hôte. 

De plus, les élevages ayant des localisations fixes et la transmission indirecte 

pouvant jouer un rôle, nous ne devrions pas faire l’hypothèse d’un mélange 

homogène des hôtes ni mettre de côté l’information apportée par les 

données géographiques. Enfin, prendre en compte l’espèce prédominante 

dans le modèle de transmission permettrait d’exploiter la dissymétrie des 

rôles joués par les élevages porcins et bovins. Les méthodes (disponibles 

dans un package) qui avaient un modèle de transmission individu-centré 

avec un noyau de transmission spatial sont BORIS et beastlier (Tableau 5 à 7). 

Cependant, alors que BORIS prend en compte les caractéristiques 
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intrinsèques des élevages, beastlier modélise l’évolution intra-hôte. Sept 

méthodes ont été utilisées pour étudier une épidémie de FA : Cottam et al. 

(2008) (SeqPF), Ypma et al., SCOTTI, phybreak, Morelli et al. (2012), Lau et al. 

(2015) et BORIS (SimPF) (Annexes 5 à 7). 

3.3.3.3 Epidémie de MRSA 

Les MRSA présentent un taux de mutation faible (~4 x 10-6 

substitutions par site et par an) (Annexe 8). Cependant, la diversité intra-hôte 

est importante à prendre en compte lors de l’étude de S. aureus (141). Les 

épidémies étudiées dans les articles sélectionnés avait lieu dans les services 

de soins intensifs néonatals (121,132,156) (Annexes 5 à 7). Le contexte 

hospitalier implique une forte proportion de cas échantillonnés ou a minima 

détectés ainsi que de multiples introductions possibles de l’agent pathogène. 

Des données de contact pourraient être également disponibles et être 

intéressantes à considérer.  

Les méthodes utilisées pour reconstruire une épidémie dans un tel 

contexte pourraient donc faire l’hypothèse que tous les cas sont observés. 

Cependant, il semble inapproprié de supposer une seule introduction de 

l’agent pathogène. Les méthodes (disponibles dans un package) qui ne font 

pas l’hypothèse d’une introduction unique de l’agent pathogène sont 

seqTrack, outbreaker et outbreaker2, bitrugs et BORIS (Tableau 5 à 7). Parmi 

ces méthodes, seule bitrugs autorise la diversité intra-hôte et a été élaborée 

pour étudier une épidémie nosocomiale, alors que outbreaker2 permet de 

prendre en compte des données de contact. Le choix entre ces deux 

méthodes dépend donc des types de données disponibles et si la prise en 

compte de la diversité intra-hôte est nécessaire afin de répondre aux 

questions posées à propos de l’épidémie.  

3.4 DISCUSSION 

Nous avons réalisé une revue systématique de la littérature, à la 

recherche de méthodes de reconstruction d’arbres de transmission qui 

combinaient des données génomiques et épidémiologiques. Les données 

épidémiologiques nécessaires à l’implémentation de chaque méthode 

étaient un premier critère de différenciation. Les méthodes étaient ensuite 

divisées en trois familles définies par la manière dont les données génétiques 

étaient intégrées dans l’inférence de l’arbre de transmission. Nous avons ainsi 

mis en avant des considérations pratiques permettant de sélectionner la 

méthode de reconstruction appropriée au contexte. Enfin, nous avons discuté 

le choix de méthodes appropriées pour trois épidémies bien différentes.  
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 La combinaison des données épidémiologiques et génomiques 

Nous nous sommes intéressés à l’intégration des données 

génomiques et épidémiologiques dans l’inférence d’arbres de transmission. 

Cependant, deux méthodes (Cottam et al. (2008) et seqTrack) ont été 

critiquées par d’autres car elles n’intégreraient pas toute l’information 

apportée par les deux types de données. Même si les arbres de transmission 

étaient reconstruits à partir de l’arbre phylogénétique, Cottam et al. (2008) 

ont calculé la vraisemblance de ces mêmes arbres seulement à partir des 

données épidémiologiques, mettant de côté toute information 

supplémentaire que les données génétiques auraient pu contenir (125). A 

l’inverse, seqTrack ne considère les données épidémiologiques autres que les 

dates d’échantillonnage seulement pour résoudre les cas où les séquences 

génétiques des hôtes considérés ne permettent pas de les distinguer (125). 

 La séparation en trois familles de méthodes  

Dans la famille non-phylogénétique, la probabilité de transmission 

était estimée à partir des distances génétiques entre paires de séquences. 

Cependant, les méthodes de deux familles utilisaient les arbres 

phylogénétiques pour reconstruire les arbres de transmission. Ainsi, ces 

méthodes inféraient l’hôte hébergeant chaque nœud ou branche dans l’arbre 

phylogénétique, considéraient que les arbres phylogénétiques intra-hôtes 

faisaient partie d’un arbre hiérarchique ou utilisaient l’arbre phylogénétique 

comme une source d’information. Dans la famille phylogénétique 

séquentielle, les arbres phylogénétiques étaient reconstruits avant 

d’implémenter la méthode et cela nécessitait donc un choix supplémentaire, 

celui de la méthode de reconstruction de l’arbre phylogénétique. De plus, 

l’arbre phylogénétique devait être correctement reconstruit pour ne pas 

conduire à des erreurs dans l’arbre de transmission. Toutes les méthodes 

phylogénétiques séquentielles ont d’abord utilisé un seul arbre fixe généré 

au préalable par une méthode de reconstruction standard. Ces méthodes 

ignoraient donc toute incertitude dans l’estimation de l’arbre phylogénétique 

(124) et ne prenaient ainsi pas en compte l’incertitude associé au processus 

évolutif (114). Cependant, le package TransPhylo a ensuite été étendu pour 

reconstruire les arbres de transmission à partir de multiples arbres 

phylogénétiques (149). Une autre manière de prendre en compte 

l’incertitude du processus évolutif était d’inférer simultanément les arbres 

phylogénétiques et de transmission, nous avons regroupé ces méthodes 

dans la famille phylogénétique simultanée. 
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 Les quatre processus non observés 

3.4.3.1 La mutation des séquences 

Comme mentionné par Klinkenberg et al., quatre processus non 

observés pouvaient être pris en compte ou ignorés (114) : la mutation des 

séquences, l’évolution intra-hôte, la transmission et l’observation des cas. Les 

modèles de substitution modélisent explicitement la mutation des séquences 

alors que les distances génétiques calculées sans modèle de substitution ne 

considèrent pas les mutations intermédiaires (dans A → G → T, le passage 

par G n’est pas pris en compte) ou reverses (A → G → A) et peuvent donc 

conduire à des estimations incorrectes. Les méthodes dans la SeqPF 

modélisaient indirectement ce processus de mutation ou ne le modélisaient 

pas du tout, selon la méthode utilisée pour générer l’arbre phylogénétique. 

Cottam et al. (2008) ont utilisé une méthode par parcimonie alors que les 

autres ont généralement opté pour une méthode Bayésienne avec un modèle 

de substitution. Dans les deux familles restantes (NPF et SimPF), toutes les 

méthodes proposaient l’option de prendre en compte un modèle de 

substitution. 

3.4.3.2 L’évolution intra-hôte 

Nous nous attendons à une évolution intra-hôte non négligeable lors 

d’infections par des agents pathogènes avec un temps de génération long 

(141), combiné à un taux de mutation élevé. Ignorer les mutations intra-hôtes 

(comme c’est le cas dans outbreaker qui considère que les mutations ont lieu 

au moment de la transmission (114,124)) n’est donc pas approprié dans ce 

cas. De plus, certaines méthodes (Morelli et al. (2012), Mollentze et al. (2014) 

et Lau et al. (2015)) considèrent que les mutations peuvent avoir lieu au sein 

de l’hôte mais qu’une seule lignée y est présente (124), ignorant ainsi la 

diversité intra-hôte. Cependant, Ypma et al. ont remarqué qu’ignorer la 

contribution de la diversité intra-hôte aux différences observées entre les 

séquences échantillonnées pouvait conduire à une inférence incorrecte de 

l’arbre de transmission, et ce, quand la proportion d’échantillonnage est 

élevée dans une épidémie (41). Les méthodes modélisant l’évolution intra-

hôte l’assimilaient généralement à un processus coalescent, ce qui requiert 

l’hypothèse d’une fraction d’échantillonnage faible au sein de l’hôte (124). 

Cette condition est généralement vérifiée quand l’hôte correspond à un 

individu mais nous devrions garder à l’esprit cette hypothèse quand l’hôte 

s’avère en réalité un groupe d’individus comme c’est le cas dans un élevage. 

Si nous considérons les élevages comme unités épidémiologiques, il 
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pourrait être plus difficile de faire l’hypothèse d’une seule infection (de 

multiples introductions pouvant avoir lieu) et/ou d’une seule lignée intra-

hôte. Cependant, les arbres de transmission reconstruits ne considéraient 

généralement que le premier évènement de transmission ou, quand cela était 

nécessaire de prendre en compte les évènements de transmission suivants, 

les hôtes étaient simplement dupliqués et les infections étaient supposées 

indépendantes (126). Aldrin et al. ont complétement ignoré les infections 

multiples d’un même élevage. En effet, quand plusieurs séquences étaient 

disponibles pour un élevage, ils sélectionnaient celle qui présentait la 

distance génétique la plus faible par rapport aux autres élevages (120). La 

possibilité de transmettre des souches génétiques diverses était négligée 

dans la majorité des méthodes du fait de l’hypothèse d’un bottleneck de 

transmission complet (une seule souche transmise) (131). Cette hypothèse 

n’était relâchée que dans trois méthodes : Worby et al. (2014) faisait varier la 

taille du bottleneck (131) alors que De Maio et al. (2016) et Sashittal et al. 

(2020) ne considéraient pas de bottleneck et autorisaient la transmission de 

plusieurs souches (122,155) voire de multiples infections dans SCOTTI (155). 

3.4.3.3 La transmission 

Les modèles épidémiologiques contribuent à l’estimation de l’arbre 

de transmission le plus probable. Cependant, un nombre d’hypothèses sur 

l’histoire naturelle de la maladie et la diffusion de la maladie les régissent et 

doivent être prises en compte avant de choisir une méthode. Par exemple, 

les contacts homogènes entre hôtes signifient que tous les hôtes infectés ont 

autant de chances d’infecter n’importe quel hôte susceptible (comme dans 

Didelot et al. (2014), Eldholm et al. (2016) et bitrugs). Ceci pourrait poser 

problème quand nous considérons par exemple une épidémie de FA 

touchant des élevages et dans laquelle le vent pourrait jouer un rôle dans la 

transmission (44). La transmission entre élevages n’est plus équivalente mais 

dépend de la direction du vent et des distances géographiques. Les auteurs 

de certaines méthodes ont donc opté pour un modèle de transmission 

individu-centré avec un noyau de transmission spatial voire inclus des 

caractéristiques intrinsèques d’élevages influençant l’infectiosité et la 

susceptibilité, telles que l’espèce prédominante et la taille du cheptel (BORIS) 

(39). Enfin, l’hypothèse d’une unique introduction de l’agent pathogène dans 

la population n’est pas appropriée lors de l’étude d’une situation endémique 

(151) ou encore d’une infection nosocomiale dans un hôpital où des 

introductions multiples peuvent avoir lieu (132). Les auteurs de certaines 

méthodes ont donc identifié les séquences génétiques trop différentes des 

autres afin de les exclure voire ont inclus l’introduction de l’agent pathogène 

dans le modèle de transmission. Cinq méthodes (seqTrack, Worby et al. 
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(2014), Famulare et al. (2015), Montazeri et al. (2020) et TiTUS) n’ont pas 

modélisé le processus de transmission. 

3.4.3.4 L’observation des cas 

Le dernier processus non observé qui peut être pris en compte est 

l’observation des cas. Selon Didelot et al. (2017), la limite principale de 

certaines méthodes précédant le développement de TransPhylo était 

l’hypothèse selon laquelle l’épidémie était terminée et tous les cas étaient 

échantillonnés (141). En effet, considérer que tous les cas peuvent être liés 

par des évènements de transmission directe peut conduire à des estimations 

incorrectes de l’histoire naturelle de la maladie ou encore des liens de 

transmission. Les auteurs de certaines méthodes ont donc modélisé 

l’observation des cas en estimant la proportion d’hôtes observés 

(121,126,141), la Se du test utilisé (132) ou encore le nombre maximum 

d’hôtes dans l’épidémie (155). Mollentze et al. (2014) ont indirectement pris 

en compte les cas non observés en autorisant les hôtes à transmettre le 

pathogène après leur date de retrait (151). La nécessité de modéliser 

l’observation des cas dépend de la possibilité de passer à côté d’hôtes 

infectés dans l’épidémie étudiée. L’histoire naturelle de la maladie, la 

stratégie de détection des hôtes infectés et son efficacité doivent donc être 

considérées.  

 Considérations pratiques dans le choix d’une méthode 

Le choix d’une méthode dépend également de sa facilité d’utilisation 

ainsi que de son applicabilité à un large éventail de jeux de données. Ceci se 

retrouve dans le nombre d’études, trouvées dans notre recherche, qui 

utilisaient une méthode disponible dans un package (n=4 pour seqTrack, n=4 

pour outbreaker et n=9 pour TransPhylo). A l’inverse, des méthodes comme 

celles de Ypma et al. (2013) et Morelli et al. (2012) étaient élaborées pour un 

jeu de données spécifique et donc rarement utilisées pour autre chose. 

Malheureusement, le temps de calcul n’était pas toujours précisé dans les 

articles sélectionnés, ce qui complique l’estimation de la taille des jeux de 

données pouvant être étudiés par une méthode. 

 Limites dans l’inclusion de méthodes dans la revue systématique 

Nous avons décidé d’exclure les méthodes qui utilisaient des données 

de « deep-sequencing » car nous n’avions pas accès à ce type de données 

pour M. bovis en France. Nous allons en citer deux ici pour information : la 

première, une méthode Bayésienne appelée BadTrIP (pour « Bayesian 
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epidemiological Transmission Inference from Polymorphisms ») considérait 

un format de données génétiques (nombre de nucléotides pour une même 

position du génome) différant grandement des autres méthodes (157). La 

deuxième appelée SLAFEEL (pour « Statistical Learning Approach For 

Estimating Epidemiological Links ») considérait un jeu de séquences pour 

chaque hôte et les données épidémiologiques étaient utilisées pour calibrer 

une pénalisation de la pseudo-vraisemblance (décrivant la probabilité 

d’obtenir le jeu de séquences d’un hôte infecté à partir du jeu de séquences 

présent dans l’infecteur) (158). Ces méthodes (ne constituant pas une liste 

exhaustive) pourraient être intéressantes quand plusieurs séquences sont 

disponibles pour un hôte, quand les hypothèses usuelles ne sont pas 

appropriées (SLAFEEL) ou quand nous ne pouvons pas ignorer la possibilité 

de recombinaisons (BadTrIP). 

 Conclusion 

Le choix d’une méthode de reconstruction d’arbres de transmission 

dépend des caractéristiques du pathogène telles que le taux de mutation ou 

l’histoire naturelle de la maladie, les données génétiques et 

épidémiologiques disponibles et les questions auxquelles nous souhaitons 

apporter une réponse. L’impact que pourrait avoir des données biaisées ou 

l’inadéquation des hypothèses sous-jacentes des modèles d’évolution et 

épidémiologiques, sur la reconstruction d’arbres de transmission, n’a pas été 

analysé dans les publications étudiées et serait intéressant à investiguer. 



 

4 EVALUATION DE LA PERFORMANCE DES METHODES DE 

RECONSTRUCTION D’ARBRES DE TRANSMISSION DANS LE 

CONTEXTE D’UN SYSTEME MULTI-HOTES 

4.1 INTRODUCTION 

Certaines méthodes de reconstruction d’arbres de transmission ont 

été développées afin d’étudier la transmission d’un agent pathogène au sein 

d’un système multi-hôtes spécifique, comme la méthode de Firestone et al. 

(BORIS) pour le virus de la FA (39). Cependant, la plupart des méthodes que 

nous avons répertoriées se basaient sur un système mono-hôte (un seul type 

d’hôtes). Ces méthodes étudiaient ainsi la transmission d’agents pathogènes 

évoluant lentement comme M. tuberculosis (114,141) ou plus rapidement 

comme MRSA (114,132) ou SARS-CoV-1 (121), dans une population 

humaine. Le fait que ces méthodes aient été développées sur des systèmes 

mono-hôtes ne les empêche pas pour autant de donner des résultats 

intéressants dans le cas de systèmes multi-hôtes. Par exemple, Willgert et al. 

ont récemment reconstruit l’histoire de transmission du SARS-CoV-2 dans un 

système humains-cerfs dans l’Iowa, aux Etats-Unis (159). Dans un système 

multi-hôtes, en plus de la reconstruction exacte d’évènements de 

transmission entre individus et l’estimation de la taille de l’épidémie 

(indicateurs épidémiologiques généraux), nous souhaiterions que ces 

méthodes permettent l’estimation de la contribution de chaque espèce-hôte 

ainsi que l’identification de l’espèce-hôte du cas index (qui sont des 

indicateurs épidémiologiques spécifiques aux systèmes multi-hôtes). 

Un autre point qui ressort de notre revue systématique de la 

littérature est la différence dans la prise en compte des cas non observés. 

Certaines méthodes de reconstruction font l’hypothèse que tous les cas sont 

connus et échantillonnés (122,133,140), d’autres autorisent l’annotation 

d’hôtes non observés dans l’arbre phylogénétique (141) ou encore la 

présence d’hôtes intermédiaires entre deux hôtes échantillonnés (121,126). 

Si l’échantillonnage est incomplet dans une épidémie, il existe une différence 

entre l’épidémie qui a eu lieu et l’épidémie qui peut être reconstruite par ces 

méthodes à partir des séquences échantillonnées. En effet, même si la 

méthode de reconstruction prend en compte l’observation imparfaite des cas 

(121,141), les hôtes infectés non échantillonnés ne peuvent être inférés que 

s’ils ont des descendants échantillonnés (159). L’arbre de transmission ainsi 

reconstruit est alors une sous-partie de l’arbre réel, induite par le processus 
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d’échantillonnage. 

 Notre objectif était d’évaluer et de comparer la performance de trois 

méthodes de reconstruction dans des systèmes multi-hôtes de bTB ainsi que 

d’étudier si ces performances étaient influencées par des biais 

d’échantillonnage. Nous avons donc simulé la transmission de bTB dans le 

système multi-hôtes des PA et Landes. Nous avons ensuite implémenté 

plusieurs schémas d’échantillonnage afin de refléter la surveillance tardive de 

la faune sauvage (biais temporel) et le fait que toutes les espèces ne sont pas 

surveillées (biais d’espèce). Afin d’évaluer la qualité des arbres de 

transmission reconstruits, nous avons calculé à la fois des indicateurs 

épidémiologiques généraux et des indicateurs spécifiques à un système 

multi-hôtes. 

4.2 MATERIEL ET METHODE 

 Simulation d’arbres de référence 

4.2.1.1 Modèle de transmission 

Nous avons étendu un modèle simulant des arbres de transmission 

de bTB pour les 11 génotypes identifiés dans le système bovins-blaireaux des 

PA et Landes, de janvier 2007 à janvier 2020 (13 ans) (160). Le modèle 

d’origine était un modèle stochastique avec un pas de temps mensuel qui 

considérait deux métapopulations (élevages bovins et groupes sociaux de 

blaireaux), les animaux étaient répartis en compartiments en fonction de 

l’âge et de l’état de santé. Au sein d’une métapopulation, trois voies de 

transmission existaient : intra-groupe (élevage ou groupe social), entre 

groupes voisins (d’après les données de pâtures de 2013 (90) et les domaines 

vitaux estimés pour les blaireaux), et enfin, entre groupes distants (d’après 

les données de mouvements de bovins au cours de la période d’étude (90) 

et la dispersion simulée des blaireaux). Bouchez-Zacria et al. ont fait 

l’hypothèse que la transmission entre élevages de bovins et groupes sociaux 

de blaireaux était médiée par l’environnement, dans lequel M. bovis pouvait 

survivre pendant trois mois. Le modèle de Bouchez-Zacria et al. prenait 

également en compte les mesures de détection (surveillance) et de contrôle 

(abattage) mises en place dans la région. Nous avons gardé les paramètres 

de transmission estimés dans leur étude par ABC (pour « Approximate 

Bayesian Computation ») (160). Nous avons restreint notre étude à l’un des 

deux génotypes de M. bovis qui étaient isolés à la fois dans la faune sauvage 

et chez les bovins dans cette région.  
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Des sangliers infectés ayant été détectés dans la région d’étude 

(84,86) et notre objectif étant d’étudier un système multi-hôtes complexe, 

nous avons ajouté une métapopulation de sangliers au modèle 

épidémiologique. Nous avons simulé les mouvements de cette troisième 

population en considérant qu’une proportion arbitraire de 0,01 des sangliers 

migrait d’une commune à une autre chaque mois. Dans un souci de 

simplicité, nous avons supposé que la taille de la population de sangliers 

demeurait constante au cours du temps au sein de chaque commune : les 

mouvements de sangliers étaient donc simulés comme des échanges 

aléatoires d’animaux entre deux communes voisines. De plus, à partir d’un 

taux de naissance estimé précédemment (161), le taux de mortalité 

correspondant et le nombre de sangliers tués à la chasse chaque année (seule 

cause de mort considérée), nous avons estimé le nombre de sangliers par 

commune (162). Nous avons fait l’hypothèse que la détection (supposée 

parfaite) de sangliers infectés lors de la chasse ne conduisait pas à la mise en 

place de mesures de contrôle ni de surveillance. 

Comme dans la population de blaireaux, les sangliers pouvaient être 

susceptibles (S) ou infectés (I) alors que les bovins avaient un état 

supplémentaire de latence (E pour exposé), pendant lequel l’infection pouvait 

être détectée mais les bovins infectés ne pouvaient pas encore transmettre 

le pathogène (160). Nous avons implémenté des paramètres additionnels de 

transmission inter- et intra-espèces : βC-Br (de bovins à sangliers), βBg-Br (de 

blaireaux à sangliers), βBr-C (de sangliers à bovins), βBr-Bg (de sangliers à 

blaireaux) et βBr-Br (entre sangliers). Etant donné l’absence de données 

disponibles concernant cette population de sangliers, nous avons fixé les 

valeurs de ces paramètres de transmission de façon à obtenir un nombre de 

sangliers infectés semblable au nombre de blaireaux infectés. Un nombre 

plus faible aurait compliqué l’implémentation des schémas d’échantillonnage 

(expression définie dans le Tableau 9). Le modèle ainsi modifié est représenté 

schématiquement en Annexe 9. 

Tableau 8 : Paramètres de transmission concernant les sangliers et leur valeur 

fixée. 

Paramètre 

 Sangliers à 

bovins  

 (βBr-C) 

Sangliers à 

blaireaux 

(βBr-Bg) 

Entre 

sangliers 

(βBr-Br) 

Bovins à 

sangliers 

(βC-Br) 

Blaireaux à 

sangliers 

(βBg-Br) 

Valeur 

fixée 
0,001 0,01 0,01 0,01 0,001 

De plus, les arbres de transmission simulés avec le modèle existant 

considéraient les élevages et les groupes sociaux de blaireaux comme unités 
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épidémiologiques, alors que notre but était de reconstruire des liens de 

transmission individuels. Nous avons donc modifié le modèle pour qu’il 

sélectionne aléatoirement des animaux infectés au sein de ces groupes selon 

les dynamiques des systèmes SEI/SI, le modèle simulait ainsi la transmission 

entre individus. Nous appellerons par la suite ces nouveaux arbres, les arbres 

(de transmission) de référence (Tableau 9). 

4.2.1.2 Arbres de référence 

Nous avons simulé dans un premier temps des bovins en cas index. 

Nous avons généré 30 arbres de référence afin d’investiguer des épidémies 

variées tout en limitant le temps de calcul. Ces 30 arbres devaient inclure 

moins de 500 hôtes infectés au total, pour limiter le temps de calcul, et au 

moins 15 hôtes infectés par espèce, afin de pouvoir implémenter les schémas 

d’échantillonnage. Un arbre de référence était représenté par une liste de six 

variables : identifiant de l’infecteur, identifiant de l’infecté, espèce-hôte de 

l’infecteur, l’espèce-hôte de l’infecté, date d’infection et date de mort de 

l’infecté.  

Nous avons simulé des séquences génétiques le long des arbres de 

référence avec un taux de mutation fixe (µ) et selon un modèle de 

substitution HKY (21), puisque ce modèle avait déjà été utilisé pour 

reconstruire des arbres phylogénétiques à partir de séquences de M. bovis 

(93,94,163). Nous avons choisi µ égal à 0,0024 substitutions par site et par an 

et κ (ratio transition/transversion) égal à 5,9. En effet, ces valeurs avaient été 

estimées dans le premier axe de la thèse à partir des 167 séquences M. bovis 

(171 SNP de long) isolées chez des bovins et des blaireaux dans les PA et 

Landes (163). 

A t=0, nous avons considéré que le cas index était infecté par une 

seule séquence tirée au sort parmi les 167 séquences isolées dans la zone 

d’étude du premier axe de la thèse (163). Notre algorithme de substitution 

était basé sur l’approche de Gillespie (164) implémentée dans le package 

phastSim (165) (Figure 20). Etant donné la faible diversité génétique observée 

à partir des séquences de M. bovis dans la région, nous avons supposé qu’il 

n’y avait pas de diversité intra-hôte en considérant une seule lignée par hôte 

tout en autorisant l’évolution intra-hôte (les mutations ont lieu au sein des 

hôtes infectés et non à la transmission). 



 

 

Figure 20 : Simulation de séquences au sein de deux hôtes infectés A et B. 

L’hôte A, représenté par le rectangle gris à gauche (infecté à Tinfection_A), 

transmet le pathogène à l’hôte B à Tinfection_B. Cet évènement de transmission 

est représenté par une flèche noire épaisse. Les hôtes étaient retirés de la 

simulation (représentés par les croix) à Tretrait_A et Tretrait_B. Si le temps de 

mutation était inférieur au temps de retrait (voir Tmutation_A1 et Tmutation_A2 dans 

l’hôte A), le nucléotide qui mutait était alors tiré au sort (le 3ème puis le 2ème 

nucléotide dans l’hôte A, en blanc) et était modifié selon le modèle de 

substitution. Si le temps de mutation était supérieur au temps de retrait de 

l’hôte (voir l’hôte B), la séquence restait inchangée jusqu’au retrait, puis elle 

était échantillonnée. 

Nous avons simulé des séquences jusqu’en février 2020, date à 

laquelle nous avons considéré que tous les hôtes encore vivants étaient 

échantillonnés. La dernière séquence simulée au sein de chaque hôte était 

celle présente à leur mort ou celle présente en février 2020, pour les hôtes 

encore vivants à cette date. Pour chaque arbre de référence, nous avons ainsi 

obtenu un ensemble de cas de référence (Tableau 9), c’est-à-dire une liste de 

quatre variables : identifiant de l’infecté, espèce-hôte de l’infecté, date de 

mort (ou février 2020 si hôte encore vivant) et séquence échantillonnée. 

 Schémas d’échantillonnage et arbres de transmission reconstruits 

4.2.2.1 Schémas d’échantillonnage 

Nous avons d’abord considéré la situation hypothétique où tous les 

hôtes infectés étaient observés (schéma d’échantillonnage de référence), ce 

qui correspondait à l’ensemble de cas de référence. Puis, nous avons simulé 

cinq schémas d’échantillonnage qui reproduisaient des biais d’observation 

identifiés dans les données épidémiologiques de bTB. Dans le schéma T 

(« biais temporel »), l’implémentation tardive de la surveillance de la faune 
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sauvage dans la région d’étude était simulée et nous n’avons considéré de la 

faune sauvage que les cas échantillonnés après 2012. De plus, le fait que 

toutes les espèces ne sont pas surveillées était simulé dans les schémas S 

(« biais d’espèces ») : soit les sangliers n’étaient pas échantillonnés, schéma 

SW, soit les blaireaux, schéma SB. Enfin, dans les schémas T+SW (T+SB), nous 

n’avons pas pris en compte les cas échantillonnés avant 2012 dans l’espèce 

sauvage restante (respectivement les blaireaux et les sangliers). 

Pour chaque arbre de référence, nous avons ainsi simulé en plus de 

l’ensemble de cas de référence, un ensemble de cas biaisé (Tableau 9) par 

schéma d’échantillonnage biaisé (T, SB, SW, T+SB, T+SW), contenant les mêmes 

variables. Avec 30 arbres de référence, nous avons ainsi obtenu un total de 

30*6=180 ensembles de cas. Pour chaque ensemble de cas, nous avons 

extrait l’épidémie reconstructible (Tableau 9) à partir des arbres de référence, 

c’est-à-dire le sous-arbre ne contenant que les cas échantillonnés et leurs 

ancêtres. 

Nous avons évalué le signal temporel présent dans les séquences 

simulées pour chaque ensemble de cas (biaisé ou non) en utilisant TempEst 

v1.5.3 (166). Si la valeur du R2 (obtenue en sélectionnant la racine qui 

maximisait la valeur du coefficient de corrélation) était strictement supérieure 

à 0,1 (par convention) dans chaque ensemble de cas pour un même arbre de 

référence, nous avons gardé ces séquences. Sinon, nous avons simulé à 

nouveau les séquences jusqu’à satisfaire cette condition. 

4.2.2.2 Reconstruction des arbres de transmission 

A partir de la revue systématique de la littérature réalisée dans le 

deuxième axe de cette thèse (167), nous avons identifié trois méthodes de 

reconstruction disponibles dans un package R et qui ne nécessitaient que les 

dates d’échantillonnage et/ou les dates de retrait (seqTrack, outbreaker2 et 

TransPhylo). Dans seqTrack et outbreaker2, l’estimation des liens de 

transmission se base sur les distances génétiques entre paires d’individus 

(NPF), alors que dans TransPhylo, un lien est établi entre les arbres 

phylogénétiques et ceux de transmission (PF) (167). 

➢ seqTrack 

A partir de l’algorithme d’Edmonds, seqTrack reconstruit l’arbre de 

transmission dans lequel la distance génétique totale entre nœuds est 

minimale, en supposant que l’infecteur est toujours échantillonné avant le ou 

les hôtes qu’il infecte (133). Afin d’utiliser cette méthode, nous avons estimé 

la distance génétique entre chaque paire d’individus avec la fonction dist.dna 
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(package ape (91)) et le modèle de substitution F84 qui ressemble au modèle 

HKY (21). Le format de l’arbre reconstruit par seqTrack était un tableau de 

cinq colonnes correspondant aux variables suivantes : id (indice de l’hôte 

infecté), ances (indice de son infecteur), weight (nombre de mutations 

séparant l’hôte infecté de son infecteur), date (date d’échantillonnage de 

l’hôte infecté), ances.date (date d’échantillonnage de son infecteur). 

➢ outbreaker2 

outbreaker2 est une méthode Bayésienne qui considère quatre 

vraisemblances : génétique, temporelle, d’observation des cas et de contact 

(121). Dans cette méthode, la probabilité de transmission est inférée à partir 

des distributions supposées connues du temps de génération et de 

l’intervalle infection-échantillonnage. Ici, nous supposons que les 

distributions non-paramétriques du temps de génération et de l’intervalle 

infection-échantillonnage pouvaient être obtenues sans biais à partir des 

arbres de référence.  

Nous avons sélectionné une longueur de chaîne de 100 000 itérations, une 

fréquence d’échantillonnage de 1 sur 50 et une période de burn-in de 10 % 

(voir Annexe 10 à 12 pour détails sur les paramètres et les distributions à 

priori utilisés). Nous avons vérifié graphiquement que la chaîne avait bien 

convergé ainsi que l’indépendance de l’échantillonnage (ESS > 200) après 

estimation des ESS avec le package coda (168). Quand les ESS étaient 

inférieures à 200, nous avons ajouté 100 000 itérations à la chaîne puis vérifié 

à nouveau les ESS. Cette étape a été répétée jusqu’à l’obtention d’une valeur 

supérieure à 200 pour chaque ESS. 

Nous avons ensuite construit l’arbre consensus, comme cela était 

suggéré par les auteurs : l’infecteur le plus fréquent a été estimé pour chaque 

hôte infecté ainsi que la probabilité postérieure de chaque évènement de 

transmission retenu. Par construction, des cycles peuvent être présents dans 

cet arbre consensus (qui devient alors un graphe orienté), ce qui veut dire 

qu’un hôte infecté peut à la fois être l’ancêtre et le descendant d’un même 

hôte. De plus, cette méthode prenant en compte l’observation imparfaite des 

cas, la proportion d’hôtes échantillonnés est estimée et des hôtes non 

échantillonnés peuvent être présents de manière indirecte dans l’arbre 

consensus, sous la forme d’un nombre de générations séparant deux hôtes 

échantillonnés.  

Le format de l’arbre consensus reconstruit par outbreaker2 était un 

tableau de cinq colonnes correspondant aux variables suivantes : from (indice 

de l’infecteur), to (indice de l’hôte infecté), support (probabilité de 
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transmission), time (date d’infection estimée) et generations (nombre d’hôtes 

intermédiaires + 1). 

➢ TransPhylo 

TransPhylo, une autre méthode Bayésienne, infère les hôtes infectés 

le long des branches de l’arbre phylogénétique reconstruit au préalable 

(SeqPF) (141). 

• Étape préliminaire de reconstruction phylogénétique 

Nous avons reconstruit les arbres phylogénétiques à partir des 

séquences simulées en utilisant BEAST2 v2.6.3 (95). Nous avons choisi un 

modèle d’horloge stricte, un modèle de substitution HKY ainsi qu’un modèle 

de population skyline (avec quatre intervalles) Bayésien (plus approprié étant 

donné la multitude des profils épidémiques simulés). Nous avons choisi une 

fréquence empirique des bases dans le modèle de substitution et les autres 

paramètres conservaient leur valeur par défaut. Nous avons sélectionné une 

longueur de chaîne de 500 millions d’itérations, une période de burn-in de 

10 % et une fréquence d’échantillonnage de 1 sur 50 000. Nous avons vérifié 

graphiquement que la chaîne avait bien convergé ainsi que l’indépendance 

de l’échantillonnage (ESS > 200) sur TRACER v.1.7.1 (98). Quand les ESS 

étaient inférieures à 200 mais supérieures à 100, nous avons ajouté 300 

millions d’itérations à la chaîne puis vérifié à nouveau les ESS. Après cette 

étape, si la chaîne ne convergeait toujours pas, l’arbre de référence concerné 

était exclu. Afin de résumer les arbres postérieurs échantillonnés, nous avons 

construit l’arbre MCC grâce à Tree Annotator, en sélectionnant l’option de la 

hauteur des ancêtres communs (99). 

•  Reconstruction de deux types de résultats 

Nous avons supposé que le temps de génération et l’intervalle infection-

échantillonnage suivaient une distribution Gamma et que la moyenne et la 

déviation standard pouvaient être obtenues sans biais à partir des arbres de 

référence en utilisant le package epitrix (169). Nous avons sélectionné une 

longueur de chaîne de 500 000 itérations, une fréquence d’échantillonnage 

de 1 sur 50 et une période de burn-in de 20 % (voir Annexe 10 à 12 pour 

détails sur les paramètres et les distributions à priori utilisés). Nous avons 

utilisé la même méthode que pour outbreaker2 afin de vérifier la 

convergence de la chaîne ainsi que l’indépendance d’échantillonnage. 

Cependant, nous avons considéré un seuil de 100 pour les ESS, comme cela 

avait été suggéré par les auteurs (170). Quand les ESS avaient une valeur 

inférieure à 100, nous avons ajouté 500 000 itérations à la chaîne puis vérifié 
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à nouveau les valeurs des ESS. Cette étape était répétée jusqu’à satisfaction 

des paramètres de convergence et d’indépendance d’échantillonnage ou 

jusqu’à l’obtention d’une longueur de chaîne supérieure à 2 500 000 

itérations. Si les paramètres de convergence n'étaient pas satisfaits, les arbres 

de référence étaient exclus. 

▪ Arbre médoïde 

Puis, comme décrit par Didelot et al. (170), nous avons sélectionné 

l’arbre médoïde (arbre qui différait le moins des autres arbres postérieurs 

selon une mesure de distances définie par Kendall et al. (171)). Puisque cette 

méthode prend en compte la présence d’hôtes non échantillonnés lors de 

l’inférence des hôtes le long des branches, des hôtes non échantillonnés 

peuvent être présents directement dans l’arbre de transmission médoïde. 

Cela signifie que dans l’arbre médoïde, contrairement à l’arbre consensus 

d’outbreaker2, les hôtes infectés non échantillonnés peuvent être 

responsables de plus d’un évènement de transmission. De la même manière 

qu’outbreaker2 estime une proportion d’hôtes échantillonnés, TransPhylo 

estime la probabilité d’observer et d’échantillonner un hôte infecté. Cette 

probabilité d’échantillonnage, dans le cas d’une épidémie terminée (comme 

nous avons considéré ici), est la même pour tous les hôtes infectés et 

correspond donc à une proportion d’échantillonnage. 

Le format de l’arbre médoïde reconstruit par TransPhylo était un 

tableau avec cinq colonnes correspondant aux variables suivantes : tinfection 

(date d’infection estimée), tremoved (date de retrait de l’hôte infecté), 

infector_id (identifiant de l’infecteur) et infected_id (identifiant de l’hôte 

infecté). 

▪ Matrice des probabilités de transmission 

A partir des arbres postérieurs échantillonnés, nous avons reconstruit 

une matrice n x n des probabilités de transmission avec la fonction 

computeMatWIW implémentée dans TransPhylo, où n désigne le nombre 

d’hôtes infectés échantillonnés. Puis, nous avons identifié pour chaque hôte 

infecté, l’infecteur ayant la probabilité la plus haute de l’infecter. Si cette 

probabilité était nulle, nous avons considéré que l’infecteur le plus probable 

était inconnu. Comme avec outbreaker2, des cycles peuvent être présents 

dans la matrice ainsi reconstruite. De plus, la date d’infection n’étant pas 

estimée, nous ne pouvons pas inférer le cas index à partir de cette matrice. 
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 Information génétique et indicateurs épidémiologiques 

4.2.3.1 Information génétique 

Afin de comprendre l’influence du modèle de simulation des 

séquences sur la reconstruction d’arbres de transmission et faciliter la 

comparaison avec d’autres travaux, nous avons quantifié la diversité 

génétique présente dans les ensembles de cas. Nous avons estimé la 

proportion de séquences uniques dans chaque ensemble de cas de référence 

ainsi que la moyenne de l’écart après transmission (ou « transmission 

divergence »). L’écart après transmission était défini par Campbell et al. (55) 

comme le nombre de SNP séparant deux individus liés par un lien de 

transmission direct. A partir des arbres de référence, nous avons identifié tous 

les hôtes liés par un lien de transmission direct puis nous avons calculé pour 

chaque arbre de référence, le nombre moyen de SNP séparant deux hôtes 

ainsi liés. 

 

4.2.3.2 Indicateurs épidémiologiques 

TransPhylo produit deux sorties (l’arbre médoïde et la matrice des 

probabilités de transmission), nous avons considéré la matrice pour évaluer 

l’exactitude de la méthode et l’arbre médoïde pour tous les autres 

indicateurs. 

➢ Exactitude 

Afin d’évaluer la performance des trois méthodes de reconstruction, 

nous avons d’abord déterminé les évènements de transmission corrects 

pouvant être reconstruits dans chaque ensemble de cas. Pour un ensemble 

de cas de référence, ces évènements de transmission corrects étaient ceux 

présents dans l’arbre de référence. Cependant, pour un ensemble de cas 

biaisé, nous avons considéré qu’un évènement de transmission correct 

connectait deux cas observés, ne prenant ainsi pas en compte les cas 

intermédiaires non échantillonnés. Par exemple, la chaîne de transmission 

Hôte n°1 (échantillonné) → Hôte n°2 (non observé) → Hôte n°3 

(échantillonné) devient Hôte n°1 (échantillonné) → Hôte n°3 (échantillonné). 

Pour les trois méthodes, nous avons évalué la proportion des paires 

infecteur-infecté (cela veut dire tous les couples “id”-“ances” pour seqTrack, 

“from”-“to” pour outbreaker2 et “infector_id”-“infected_id” pour TransPhylo) 

correspondant à l’un de ces évènements de transmission corrects. 
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➢ Présence de super-spreaders 

Nous avons considéré que des super-spreaders étaient présents dans 

l’arbre reconstruit quand moins de 10 % des hôtes infectés étaient 

responsables de plus de 80 % des évènements de transmission. De plus, 

quand des super-spreaders étaient présents, nous avons identifié le nombre 

maximum d’évènements de transmission dont un seul hôte pouvait être 

responsable, ainsi que l’espèce-hôte du super-spreader le plus prolifique. 

➢ Espèce-hôte du cas index 

Nous avons évalué la capacité de ces trois méthodes à reconstruire 

l’espèce-hôte du cas index (bovin). Contrairement à l’arbre médoïde de 

TransPhylo, dans lequel il est aisé d’identifier le cas index (« infected_id » avec 

la date d’infection la plus ancienne), la présence de cycles dans outbreaker2 

et la possibilité de reconstruire de multiples cas index dans seqTrack 

compliquent l’identification du cas index. Pour seqTrack, nous avons 

considéré l’espèce-hôte la plus fréquente parmi les cas index reconstruits 

(« id » pour lesquels « ances » est inconnu). Pour outbreaker2, nous avons 

considéré l’espèce-hôte la plus fréquente parmi les hôtes infectés à la date 

la plus ancienne (“to” avec le plus ancien “time”).  

➢ Taille de l’épidémie 

Nous avons évalué la capacité de TransPhylo et outbreaker2 à estimer 

la taille de l’épidémie (seqTrack n’estime pas la taille de l’épidémie et a été 

exclu pour cet indicateur). La taille simulée de l’épidémie correspondait au 

nombre d’hôtes infectés présents dans chaque arbre de référence. Nous 

avons calculé l’estimation correspondante en divisant le nombre d’hôtes 

échantillonnés dans chaque arbre reconstruit par la médiane de la proportion 

d’échantillonnage estimée par outbreaker2 et TransPhylo. De plus, nous 

avons testé si les résultats pour cet indicateur différaient si nous considérions 

l’épidémie reconstructible ou l’arbre de référence. Nous avons ainsi calculé 

le nombre d’hôtes infectés présent dans l’épidémie reconstructible puis nous 

l’avons comparé au nombre d’hôtes (échantillonnés ou non) présents dans 

les arbres reconstruits par outbreaker2 et TransPhylo.  

➢ Contribution des espèces-hôtes 

Etant donné l’importance d’identifier l’espèce-hôte ayant contribué le 

plus à la transmission au sein d’un système multi-hôtes, nous avons évalué la 

capacité de TransPhylo et outbreaker2 à estimer le nombre d’évènements de 

transmission dus à chaque espèce-hôte. Comme pour la taille de l’épidémie 
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et pour les mêmes raisons, seqTrack était exclu. Le nombre d’évènements de 

transmission dus à chaque espèce-hôte était calculé dans les arbres de 

référence. Nous avons calculé l’estimation correspondante pour chaque 

arbre reconstruit en divisant le nombre d’évènements de transmission entre 

hôtes échantillonnés par la médiane de la proportion d’échantillonnage 

estimée par outbreaker2 et TransPhylo. Nous avons ensuite calculé le nombre 

d’évènements de transmission dus à chaque espèce-hôte dans l’épidémie 

reconstructible. Ce nombre a été comparé au nombre d’évènements de 

transmissions (vers des hôtes échantillonnés ou non) dus à chaque espèce-

hôte, présents dans les arbres reconstruits par les deux méthodes. 

➢ Analyses statistiques 

Pour la taille de l’épidémie et la contribution des espèces-hôtes, nous 

avons calculé un intervalle de crédibilité en utilisant les bornes de l’intervalle 

95%HPD de la proportion d’échantillonnage. Pour chaque arbre reconstruit, 

nous avons évalué si l’intervalle calculé contenait la taille réelle de l’épidémie 

ou le nombre d’évènements de transmission dus à chaque espèce-hôte. 

Pour tous les indicateurs épidémiologiques sauf la présence de super-

spreaders, nous avons testé l’effet sur la valeur de l’indicateur, de la méthode 

de reconstruction ainsi que son interaction avec l’effet du schéma 

d’échantillonnage. Afin de prendre en compte la non-indépendance des 

arbres reconstruits (six ensembles de cas ayant été construits à partir de 

chacun des arbres de référence), nous avons utilisé un modèle à effets mixtes 

(GLMM pour « Generalized Linear Mixed Model »), l’effet aléatoire considéré 

était l’identifiant de l’arbre de référence. Pour l’exactitude et le cas index, 

nous avons sélectionné une distribution Binomiale et la probabilité de 

reconstruire un évènement de transmission correct (ou l’espèce-hôte 

correcte pour le cas index) était la variable à expliquer. Du fait d’une 

surdispersion dans les estimations de la taille d’épidémie et du nombre 

d’évènements de transmission dus à chaque espèce-hôte, nous avons 

sélectionné une distribution Binomiale Négative pour ces deux indicateurs. 

Afin de comparer les estimations avec les valeurs de référence (de l’arbre de 

référence ou de l’épidémie reconstructible), ces valeurs de référence ont été 

prises comme offset et l’intercept était fixé à zéro. Les IRR (rapport des taux 

d’incidence) estimés pouvaient alors être interprétés comme des coefficients 

multiplicateurs de la taille de l’épidémie (ou de la contribution des espèces-

hôtes) dans l’arbre de référence (ou l’épidémie reconstructible). 
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 Scénarios de transmission alternatifs 

Nous avons testé l’influence du taux de mutation faible, 

caractéristique de M. bovis, sur nos résultats. Pour cela, nous avons simulé de 

nouvelles séquences le long des 30 arbres de référence en multipliant le taux 

de mutation par 10 (µh = 0,024 substitutions par site par an), puis nous avons 

implémenté les trois méthodes de reconstruction d’arbres de transmission 

sur les ensembles de cas de référence. 

Afin de tester si l’estimation de la taille de l’épidémie et l’exactitude 

étaient influencées par la complexité du système épidémiologique, nous 

avons ensuite simulé 30 nouveaux arbres de référence d’un système mono-

hôte en fixant les paramètres de transmission concernant la faune sauvage à 

zéro. Nous avons ainsi obtenu 30 arbres ne contenant que des bovins. Nous 

avons ensuite simulé des séquences le long de ces arbres avec µ (0,0024 

substitutions par site par an), puis nous avons implémenté les trois méthodes 

sur ces séquences. 

Nous avons ensuite testé si l’asymétrie des rôles des différentes 

espèces pouvait influencer la reconstruction de la contribution des espèces-

hôtes. Avec le même protocole (30 nouveaux arbres de référence et un taux 

de mutation faible), nous avons testé le scénario de transmission où l’une des 

espèces-hôtes (le sanglier) pouvait s’infecter mais pas transmettre l’agent 

pathogène (cul-de-sac épidémiologique), en fixant les paramètres entre et à 

partir des sangliers à zéro. Nous avons ainsi obtenu un système multi-hôtes 

dans lequel les sangliers ne jouaient aucun rôle dans la transmission de la 

bTB. 

Finalement, afin d’évaluer la reconstruction de l’espèce-hôte du cas 

index, nous avons simulé 30 nouveaux arbres de référence avec des blaireaux 

comme cas index, dans le système multi-hôtes où chaque espèce-hôte 

contribuait à la transmission. 



 

Tableau 9 : Définition des expressions utilisées dans l’étude (par ordre de 

présentation dans le matériel et méthodes). 

Arbre (de 

transmission) de 

référence 

Liste de six variables (identifiant de l’infecteur, 

identifiant de l’hôte infecté, espèce-hôte de 

l’infecteur, espèce-hôte de l’infecté, date d’infection 

et date de mort) obtenue avec le modèle de 

transmission modifié (développé à l’origine par 

Bouchez-Zacria et al. (160)). 

Ensemble de cas 

de référence 

Liste de quatre variables (identifiant de l’hôte 

infecté, espèce-hôte de l’infecté, date de mort et 

séquence échantillonnée) obtenue à partir de 

l’arbre de référence après simulation des 

séquences. 

Schéma 

d’échantillonnage 

Un des six processus de sélection appliqué à un 

ensemble de cas de référence, cinq de ces 

processus reproduisent des biais d’observation 

identifiés dans les données épidémiologiques de 

bTB. 

Ensemble de cas 

biaisé 

Ensemble de cas obtenu après application d’un 

schéma d’échantillonnage biaisé à un ensemble de 

cas de référence. 

Épidémie 

reconstructible 

Une sous-partie de l’arbre de référence qui ne 

contient que les hôtes infectés échantillonnés et 

leurs ancêtres. 

Scenario de 

transmission 

Combinaison de critères : type de système 

épidémiologique (multi-hôtes ou mono-hôte), 

contribution des espèces-hôtes à la transmission 

(présence ou absence de culs-de-sac 

épidémiologiques), espèce-hôte du cas index 

(bovin ou blaireau) et le taux de mutation (faible ou 

élevé). 

4.3 RESULTATS 

 Reconstruction d’arbres de transmission 

La convergence n’a pas été un facteur limitant pour outbreaker2. A 

l’opposé, elle n’a pas pu être obtenue pour tous les ensembles de cas dans 

BEAST2 ni tous les arbres phylogénétiques consensus avec TransPhylo. Nous 

avons ainsi été restreints à 21 des 30 arbres de référence (126 arbres 

reconstruits au total). Les arbres de référence pour lesquels nous n’avons pas 
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pu reconstruire les arbres de transmission avec TransPhylo montraient une 

médiane du nombre d’hôtes infectés plus élevée que les arbres de référence 

qui ont convergé (Tableau 10).  

Tableau 10 : Comparaison des arbres de référence en fonction de leur 

convergence ou non dans BEAST2 et TransPhylo. Valeur médiane (plage des 

valeurs). 

Paramètre 
Arbres ayant 

convergé 

Arbres n’ayant 

pas convergé 

Nombre d’arbres 21 9 

Nombre d’hôtes 

infectés 
245 (118-458) 336 (114-376) 

Proportion de 

séquences uniques 
6,1 (1,8-8,7) 5,8 (3,4-8,1) 

Moyenne de l’écart 

après la 

transmission (en 

nombre de SNP) 

0,19 (0,11-0,28) 0,18 (0,09-0,25) 

Le temps de calcul variait en fonction de l’ensemble de cas (ou l’arbre 

phylogénétique) considéré ainsi qu’en fonction de la méthode : moins de 10 

minutes pour les 126 arbres reconstruits par seqTrack, de moins de 20 

minutes (quand 100 000 itérations avaient suffi) à plus de deux heures par 

arbre reconstruit par outbreaker2, et enfin de moins d’une heure à plus de 12 

heures (pour 2 500 000 itérations) par arbre reconstruit par TransPhylo. De 

plus, la reconstruction d’un arbre phylogénétique nécessaire avant 

l’implémentation de TransPhylo variait également en fonction de l’ensemble 

de cas : de cinq heures à deux jours. Au total, le temps de calcul pour ces 378 

(126*3) arbres reconstruits s’est élevé à trois mois environ. 

La proportion médiane de séquences uniques dans les ensembles de 

cas de référence ayant convergé était de 6,1 % (Tableau 10). La médiane de 

l’écart moyen après transmission était de 0,19 (Tableau 10) et la majorité des 

paires de transmission partageait la même séquence (Annexe 13). 

Tous les arbres reconstruits par outbreaker2 ainsi que toutes les 

matrices de probabilités de transmission estimées par TransPhylo et pour 

lesquelles nous avons gardé l’infecteur le plus probable, présentaient des 

cycles. 
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 Indicateurs épidémiologiques 

4.3.2.1 Exactitude 

Quand toutes les séquences étaient échantillonnées, la proportion 

médiane d’évènements de transmission correctement reconstruits (Figure 21) 

était de 3,4 % (valeurs allant de 1,3 à 12,1) pour les arbres reconstruits par 

seqTrack, de 8,0 % (2,2-11,3) pour outbreaker2 et de 8,9 % (6,0-16,8) pour 

TransPhylo (Annexe 14). 

 

Figure 21 : Proportion d’évènements de transmission reconstruits à partir de 

toutes les séquences et présents dans l’arbre de référence en fonction de la 

méthode de reconstruction utilisée. 

Comparée à outbreaker2, la probabilité de reconstruire un évènement 

de transmission correct était significativement plus basse pour seqTrack 

(OR=0,51, p<0,001) mais significativement plus élevée pour TransPhylo 

(OR=1,30, p<0,001) (Tableau 11). Dans les arbres reconstruits par seqTrack, 

quand les sangliers n’étaient pas échantillonnés, la probabilité de 

reconstruire un évènement de transmission correct augmentait 

significativement (OR=1,37 et 1,30, p=0,001 et 0,008 pour SW et T+SW 

respectivement). Les résultats n’ont pas montré d’effet significatif du schéma 

d’échantillonnage pour les deux autres méthodes (Tableau 11). 



 

Tableau 11 : Présence des évènements de transmission reconstruits dans les 

arbres de référence testée avec un GLMM Binomial, en utilisant la méthode 

ainsi que l’interaction entre la méthode et le schéma d’échantillonnage comme 

effets fixes. OR signifie « odds ratio ». Les nombres en gras signalent les OR 

significativement différents de 1 (p<0,05). La méthode outbreaker2 et le 

schéma d’échantillonnage de référence étaient considérés comme la 

référence, d’où le “-“ présent à la ligne sur les effets des méthodes et 

l’absence du schéma de référence. T signifie “biais temporel”, SB “biais 

blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel et le 

biais blaireau (sanglier). 

Effets fixes 
outbreaker2 seqTrack TransPhylo 

OR p OR p OR p 

Méthode - - 0,51 <0,001 1,30 <0,001 

Méthode :T 0,99 0,89 0,94 0,54 0,91 0,17 

Méthode :SB 0,91 0,21 0,95 0,60 1,08 0,30 

Méthode :T+SB 0,92 0,32 0,94 0,57 1,11 0,14 

Méthode :SW 1,08 0,33 1,37 0,001 1,03 0,64 

Méthode :T+SW 1,07 0,41 1,30 0,008 1,01 0,88 

 

4.3.2.2 Super-spreaders 

Dans les arbres de référence, aucun super-spreader n’était présent et 

le nombre maximum d’évènements de transmission dus à un seul hôte 

infecté était compris entre 9 et 27 (médiane : 14). Tous les arbres reconstruits 

par seqTrack présentaient des super-spreaders. La médiane du nombre 

maximum d’évènements de transmission dus à un seul super-spreader était 

comprise entre 90 et 108, alors que la médiane du nombre d’évènements de 

transmission présents dans un arbre reconstruit était comprise entre 200 et 

244 (Annexe 15). Le super-spreader le plus prolifique était très fréquemment 

un bovin (57 % des super-spreaders les plus prolifiques dans le schéma de 

référence jusqu’à 86 % lorsque le biais temporel et le biais sanglier étaient 

combinés). Aucun des arbres reconstruits par les deux autres méthodes ne 

présentait de super-spreaders. 

4.3.2.3 Espèce-hôte du cas index 

Quand toutes les séquences étaient échantillonnées, la proportion 

des cas index pour lesquels l’espèce-hôte était correctement reconstruite 

(bovin) était de 76 % pour seqTrack, 81 % pour outbreaker2 et 57 % pour 

TransPhylo (Tableau 12). Mis à part le cas où l’on considère un biais temporel 
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seul avec TransPhylo, les biais temporel et blaireau (combinés ou non) 

augmentaient la proportion de cas index correctement reconstruits. 

Tableau 12 : Pourcentage (%) de cas index pour lesquels l’espèce-hôte était 

correctement reconstruite en fonction de la méthode et du schéma 

d’échantillonnage. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” et SW “biais 

sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel et le biais blaireau (sanglier). 

Schéma 

d’échantillonnage 
outbreaker2 seqTrack TransPhylo 

Référence 81 76 57 

T 95 100 52 

SB 100 100 91 

T+SB 100 100 86 

SW 81 76 57 

T+SW 95 100 81 

 

4.3.2.4 Taille de l’épidémie 

Dans les arbres de référence, le nombre médian d’hôtes infectés était 

de 245 (Annexe 16). La taille de l’épidémie simulée était globalement 

cohérente avec l’intervalle de crédibilité estimé par outbreaker2 (Figure 22). 

Ainsi, cet intervalle de crédibilité contenait la taille de l’épidémie simulée 

pour tous les arbres reconstruits avec le schéma d’échantillonnage de 

référence et le biais temporel. Cependant, un biais d’espèce (combiné ou non 

à un biais temporel) diminuait le nombre d’arbres qui estimaient 

correctement la taille de l’épidémie, et conduisait à une majorité d’arbres qui 

sous-estimaient la taille de l’épidémie (20/21 avec SB et T+SB, 16/21 avec SW 

et 18/21 avec T+SW). Cependant, selon le modèle statistique, la taille de 

l’épidémie estimée par outbreaker2 n’était pas statistiquement différente de 

la taille de l’arbre de référence (IRR=1,14, p=0,43) et les schémas 

d’échantillonnage n’avaient pas d’effet significatif sur la taille de l’épidémie 

estimée (Tableau 13). 
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Figure 22 : Intervalle de crédibilité de la taille de l’épidémie estimée par 

outbreaker2 et TransPhylo comparé (couleur) à la taille de l’épidémie simulée 

(point), en fonction du schéma d’échantillonnage. T signifie “biais temporel”, 

SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais 
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temporel et le biais blaireau (sanglier). Chaque ligne représente un arbre 

reconstruit. 

TransPhylo pouvait fortement surestimer la taille de l’épidémie et la 

différence entre la borne inférieure de l’intervalle et la taille de l’épidémie 

simulée pouvait excéder 10 000 hôtes infectés (Figure 22). Le schéma 

d’échantillonnage de référence et temporel conduisaient à une surestimation 

de la taille de l’épidémie dans la majorité des arbres reconstruits (19/21 et 

16/21) : les intervalles de crédibilité contenaient la taille de l’épidémie 

simulée dans respectivement trois et cinq des 21 arbres. Le nombre 

d’estimations correctes restait bas avec les autres types de biais. Le modèle 

statistique a confirmé ces résultats, puisque la taille de l’épidémie estimée 

par TransPhylo était significativement plus élevée que la taille de l’épidémie 

simulée (IRR=2,92, p<0,001). De plus, tous les biais d’échantillonnage, à part 

le biais temporel, diminuaient de manière significative la taille de l’épidémie 

estimée (IRR compris entre 0,49 et 0,68, p<0,01). 

Tableau 13 : Estimation de la taille de l’épidémie testée avec un GLMM Négatif 

Binomial, en utilisant la méthode ainsi que l’interaction entre la méthode et le 

schéma d’échantillonnage comme effets fixes. IRR signifie « rapport des taux 

d’incidence ». Les nombres en gras signalent les IRR significativement 

différents de 1 (p<0,05). Le schéma d’échantillonnage de référence était 

considéré comme la référence, d’où son absence. T signifie “biais temporel”, 

SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais 

temporel et le biais blaireau (sanglier). 

Effets fixes 
outbreaker2 TransPhylo 

IRR p IRR p 

Méthode 1,14  0,43 2,92 <0,001 

Méthode :T 0,98  0,90 0,96 0,80 

Méthode :SB 0,83  0,24 0,50 <0,001 

Méthode :T+SB  0,83  0,23 0,49 <0,001 

Méthode :SW 0,87  0,34 0,68 0,01 

Méthode :T+SW 0,85  0,28 0,65 0,005 

 

4.3.2.5 Contribution des espèces-hôtes 

Le nombre médian d’évènements de transmission dus à chaque 

espèce-hôte dans l’arbre de référence était de 175 pour les bovins, 24 pour 

les blaireaux et 40 pour les sangliers (Annexe 18). 
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Figure 23 : Intervalle de crédibilité du nombre d’évènements de transmission 

dus à chaque espèce-hôte estimé par outbreaker2 et TransPhylo, avec le 

schéma d’échantillonnage de référence, comparé (couleur) au nombre simulé 

(point), en fonction de l’espèce-hôte. Chaque ligne représente un arbre 

reconstruit. 

Avec le schéma d’échantillonnage de référence, l’intervalle de 

crédibilité contenait le nombre simulé d’évènements de transmission dus à 

chaque espèce-hôte dans peu d’arbres reconstruits par outbreaker2 (2/21 

arbres pour les bovins et aucun pour les blaireaux et les sangliers) et 

TransPhylo (5/21 arbres pour les bovins, 4/21 pour les blaireaux et 3/21 pour 

les sangliers) (Figure 23). Sinon, dans la majorité des arbres de transmission, 

ce nombre d’évènements de transmission était sous-estimé pour les 

bovins (14/21 arbres pour outbreaker2 et 13/21 arbres pour TransPhylo), 

surestimé pour les blaireaux (19/21 arbres pour outbreaker2 et 13/21 arbres 

pour TransPhylo) et aucune tendance n’était observée pour les sangliers. Des 
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résultats similaires étaient obtenus pour les cinq autres schémas 

d’échantillonnage (Annexe 19 à 20). 

Tableau 14 : Nombre d’évènements de transmission dus à chaque espèce-hôte 

testé avec un GLMM Négatif Binomial par espèce-hôte, en utilisant la méthode 

ainsi que l’interaction entre la méthode et le schéma d’échantillonnage comme 

effets fixes. IRR signifie « rapport des taux d’incidence ». Les nombres en gras 

signalent les IRR significativement différents de 1 (p<0,05). Le schéma 

d’échantillonnage de référence était considéré comme la référence, d’où son 

absence. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. 

T+SB (T+SW) combine le biais temporel et le biais blaireau (sanglier). 

Effets fixes 
outbreaker2 TransPhylo 

IRR p IRR  p 

1. Contribution des bovins 

Méthode 0,86 0,09 0,95 0,58 

Méthode :T 1,04 0,58 1,02 0,77 

Méthode :SB 1,06 0,41 0,95 0,45 

Méthode :T+SB  1,06 0,39 0,91 0,20 

Méthode :SW 1,01 0,91 1,03 0,63 

Méthode :T+SW 1,06 0,37 1,09 0,20 

2. Contribution des blaireaux 

Méthode 2,06 <0,001 1,70 <0,001 

Méthode :T 0,80 0,09 0,84 0,20 

Méthode :SW 1,12 0,39 0,91 0,47 

Méthode :T+SW 0,87 0,27 0,74 0,02 

3. Contribution des sangliers 

Méthode 1,33 0,12 1,04 0,85 

Méthode :T 0,92 0,62 1,29 0,13 

Méthode :SB 1,08 0,65 1,06 0,72 

Méthode :T+SB  1,03 0,87 1,05 0,80 

D’après le modèle statistique, la sous-estimation du nombre 

d’évènements de transmission dus aux bovins (Figure 23) n’était significative 

pour aucune des deux méthodes (Tableau 14). Le modèle statistique a 

confirmé les résultats obtenus pour les blaireaux, puisque le nombre 

d’évènements de transmission estimé par les deux méthodes était 

significativement plus élevé que le nombre simulé (IRR=2,06 pour 

outbreaker2 et 1,70 pour TransPhylo, p<0,001) (Tableau 14). Les résultats 

n’ont pas montré d’effet significatif du schéma d’échantillonnage sur la 

contribution des blaireaux pour outbreaker2. Cependant, le biais temporel 

avec le moins d’hôtes échantillonnés (combinaison des biais temporel et 
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sanglier) diminuait significativement le nombre d’évènements de 

transmission dus aux blaireaux estimé par TransPhylo. Enfin, le nombre 

d’évènements de transmission dus aux sangliers estimé par les deux 

méthodes n’était pas significativement différent du nombre simulé dans 

l’arbre de référence (Tableau 14). 

 Scénarios de transmission alternatifs 

4.3.3.1 Taux de mutation élevé 

Les séquences simulées avec un taux de mutation plus élevé ont bien 

montré une proportion de séquences uniques (médiane : 33,4 %) et un écart 

moyen après transmission (médiane : 0,69) plus élevés (Annexe 23). 

Un taux de mutation plus élevé augmentait nettement la valeur 

médiane de l’exactitude pour les trois méthodes : 25,7 % (+17,7, plage de 

valeurs : 15,9-33,3) pour outbreaker2, 15,3 % (+11,9, 8,2-33,3) pour seqTrack 

et 21,3 % (+12,3, 13,2-29,3) pour TransPhylo (Annexe 24). La majorité des 

arbres reconstruits par seqTrack contenaient à nouveau des super-spreaders 

(20/21), cependant la médiane du nombre maximum d’évènements de 

transmission dus à un seul super-spreader était plus faible avec un taux de 

mutation plus élevé (35 vs. 108, Annexe 26).  

 

Figure 24 : Intervalle de crédibilité de la taille de l’épidémie estimée par 

outbreaker2 et TransPhylo comparé (couleur) à la taille de l’épidémie simulée 

(point), avec le schéma d’échantillonnage de référence et un taux de mutation 

élevé. Chaque ligne représente un arbre reconstruit. 
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L’intervalle de crédibilité contenait la taille de l’épidémie simulée pour 

16/21 arbres reconstruits par outbreaker2 et seulement 4/21 arbres 

reconstruits par TransPhylo, sinon la taille de l’épidémie était surestimée 

(Figure 24 et Annexe 28). Pour les deux méthodes, l’intervalle de crédibilité 

contenait le nombre d’évènements de transmission dus à chaque espèce-

hôte dans seulement 4/21 arbres pour les bovins, 3/21 (outbreaker2) et 5/21 

(TransPhylo) pour les blaireaux et 1/21 pour les sangliers (Figure 25). Sinon la 

contribution des bovins était sous-estimée par TransPhylo (16/21 arbres dans 

la Figure 25, Annexe 30) et celle de la faune sauvage était surestimée par 

outbreaker2 (13/21 arbres pour les blaireaux et les sangliers dans la Figure 

25, Annexe 30). 

 

Figure 25 : Intervalle de crédibilité du nombre d’évènements de transmission 

dus à chaque espèce-hôte estimé par outbreaker2 et TransPhylo comparé 

(couleur) au nombre simulé (point), en fonction de l’espèce-hôte, avec le 

schéma d’échantillonnage de référence et un taux de mutation élevé. Chaque 
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ligne représente un arbre reconstruit. 

4.3.3.2 Système simple composé de bovins 

Les séquences simulées dans un système composé uniquement de 

bovins présentaient une proportion de séquences uniques (médiane : 3,6 %) 

et un écart moyen après transmission (médiane : 0,14) plus faibles (Annexe 

23). 

De même que pour les systèmes multi-hôtes, l’exactitude était plus 

élevée pour TransPhylo (6,5 %), puis outbreaker2 (5,5 %) et la plus basse pour 

seqTrack (2 %) (Annexe 24). Cependant, des super-spreaders étaient présents 

dans tous les arbres reconstruits par seqTrack mais également dans certains 

des arbres reconstruits par outbreaker2 (5/26 arbres, médiane du nombre 

maximum d’évènements de transmission dus à un seul super-spreaders : 39) 

et TransPhylo (10/26 arbres, médiane : 39,5). (Annexe 26) 

 

Figure 26 : Intervalle de crédibilité de la taille de l’épidémie estimée par 

outbreaker2 et TransPhylo comparé (couleur) à la taille de l’épidémie simulée 

(point), avec le schéma d’échantillonnage de référence, dans le scénario de 

transmission impliquant uniquement des bovins. Chaque ligne représente un 

arbre reconstruit. 

L’intervalle de crédibilité contenait la taille de l’épidémie simulée pour 

les 26 arbres reconstruits par outbreaker2 et pour 16/26 arbres reconstruits 

par TransPhylo, sinon la taille de l’épidémie était surestimée (Figure 26, 

Annexe 28). 



 

119 

4.3.3.3 Les sangliers comme culs-de-sac épidémiologiques 

L’intervalle de crédibilité ne contenait jamais le nombre simulé 

d’évènements de transmission dus aux sangliers et la contribution des 

sangliers était surestimée dans les 17 arbres reconstruits (Figure 27). Sinon, 

de même que pour les systèmes multi-hôtes sans culs-de-sac 

épidémiologiques, la contribution des bovins avait tendance à être sous-

estimée par les deux méthodes (17/17 arbres pour outbreaker2 et 10/17 

arbres pour TransPhylo) et celle des blaireaux, surestimée par outbreaker2 

(15/17 arbres dans la Figure 27 et Annexe 30). 

 

Figure 27 : Intervalle de crédibilité du nombre d’évènements de transmission 

dus à chaque espèce-hôte estimé par outbreaker2 et TransPhylo comparé 

(couleur) au nombre simulé (point), en fonction de l’espèce-hôte, avec le 

schéma d’échantillonnage de référence, dans le scénario de transmission où le 

sanglier est un cul-de-sac épidémiologique. Chaque ligne représente un arbre 



 

120 

reconstruit. 

4.3.3.4 Des blaireaux en cas index 

La proportion de cas index pour lesquels l’espèce-hôte était 

correctement reconstruite était nettement plus faible pour outbreaker2 (81 % 

puis 28 %), seqTrack (76 % puis 28 %) et TransPhylo (57 % puis 11 %) avec 

des blaireaux en cas index (Tableau 15). 

Tableau 15 : Pourcentage (%) de cas index pour lesquels l’espèce-hôte était 

correctement reconstruite en fonction du scénario de transmission. 

Scénario de transmission outbreaker2 seqTrack TransPhylo 

Bovins en cas index (n=21) 81 76 57 

Blaireaux en cas index (n=18) 28 28 11 

Pour tous les scénarios de transmission, y compris le scénario multi-

hôtes de référence, des résultats similaires étaient obtenus, que l’on 

considère l’arbre de référence ou l’épidémie reconstructible (Annexe 17, 21, 

27 et 29). 

4.4 DISCUSSION 

Dans ce travail, nous avons évalué et comparé les performances de 

trois méthodes de reconstruction d’arbres de transmission sur des données 

de M. bovis simulées dans un système multi-hôtes. Nous avons également 

évalué l’impact de biais d’observation sur ces performances. M. bovis, 

caractérisé par un taux de mutation lent, est un excellent exemple d’agent 

pathogène multi-hôtes pour lequel des biais d’observation compliquent 

l’estimation de la contribution de chaque espèce-hôte à la transmission. 

Cette estimation est nécessaire afin de sélectionner des mesures de contrôle 

appropriées. Contrairement aux évaluations précédentes de méthodes de 

reconstruction, le modèle de transmission que nous avons utilisé pour 

simuler les données n’était pas adapté à une méthode en particulier 

(55,121,141) mais spécifique de l’agent pathogène multi-hôtes évoluant 

lentement. De plus, certains des indicateurs épidémiologiques que nous 

avons estimés étaient spécifiques des systèmes multi-hôtes, et pas seulement 

des indicateurs généraux de performance (172). 

 Reconstruction de « qui a infecté qui ? » 

4.4.1.1 Exactitude 

La reconstruction d’arbres de transmission peut avoir plusieurs 
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objectifs selon l’agent pathogène et le système épidémiologique étudié, 

l’objectif premier est la reconstruction exacte de « qui a infecté qui ? ». La 

proportion d’évènements de transmission correctement reconstruits (que 

nous avons appelé exactitude) a déjà été utilisée dans l’évaluation des 

performances de méthodes de reconstruction (121,172). Avec le taux de 

mutation lent caractéristique de M. bovis, nous avons estimé de mauvaises 

performances pour l’exactitude (médiane inférieure à 9 % pour les trois 

méthodes). Sobkowiak et al. ont comparé la performance de méthodes de 

reconstruction sur des données réelles de M. tuberculosis, qui est également 

un agent pathogène évoluant lentement. Ils ont estimé la valeur prédictive 

positive (VPP) qui correspondait à la proportion de paires de cas, ayant un 

lien épidémiologique, correctement identifiés dans l’arbre reconstruit (pré-

print, (173)). Contrairement à l’exactitude que nous avons estimée, les liens 

n’étaient pas dirigés, nous nous attendions donc à une proportion de cas 

correctement reconstruits plus élevée dans cette étude que dans la nôtre. La 

VPP estimée par Sobkowiak et al. était de 15 % pour TransPhylo, 11 % pour 

outbreaker2 et 10 % pour seqTrack. Ces valeurs de VPP étaient comprises 

dans les plages des valeurs d’exactitude que nous avons estimées et le 

classement des méthodes était le même que le nôtre (TransPhylo en premier, 

suivi par outbreaker2). 

 L’exactitude n’était que peu influencée par les biais d’échantillonnage 

ou la complexité du système épidémiologique, cependant elle dépendait 

grandement du taux de mutation. Quand le taux de mutation était multiplié 

par 10 (0,024 substitutions par site et par an soit ~6,6 x 10-5 substitutions par 

site et par jour), les valeurs estimées pour l’exactitude étaient plus que 

doublées. Dans l’étude qui présentait et testait outbreaker2, Campbell et al. 

ont estimé une proportion moyenne d’évènements de transmission 

correctement inférés quand seules des données temporelles et génétiques 

issues d’épidémies simulées d’Ebola (taux de mutation : 0,31 x 10-5 

substitutions par site et par jour) et de SARS-CoV-1 (1,14 x 10-5 substitutions 

par site et par jour) étaient utilisées (121). De plus, Firestone et al. ont 

comparé les performances de TransPhylo et outbreaker2 sur des données 

simulées de FA (2,2 x 10-5 substitutions par site et par jour). Ils ont estimé la 

proportion d’hôtes infectés (élevages) pour lesquels la source d’infection la 

plus probable était la source simulée (172). Ces deux indicateurs 

correspondent à ce que nous avons appelé exactitude, nous nous attendions 

donc à des résultats similaires. Cependant, Campbell et al. ont estimé une 

exactitude moyenne de 29 % (Ebola) et 70 % (SARS-CoV-1). De plus, 

l’exactitude estimée par Firestone et al. était de 4 % pour TransPhylo et 35 % 

pour outbreaker2. Par rapport aux plages de valeurs que nous avons 

estimées, ces valeurs sont respectivement plus élevées pour outbreaker2 et 
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plus faibles pour TransPhylo. Cependant, le classement des méthodes 

obtenues par Firestone et al. était le même que le nôtre (à savoir outbreaker2 

en premier). 

4.4.1.2 Présence de super-spreaders 

L’exactitude la plus faible toujours estimée pour seqTrack pourrait 

être due à l’absence de modèle de transmission dans cette méthode (133), 

qui considère uniquement des dates d’échantillonnage et des distances 

génétiques. Comme évoqué par Nigsch et al., seqTrack dépend donc 

fortement de l’ordre chronologique des dates d’échantillonnage, et lorsque 

l’ordre d’échantillonnage ne suit pas l’ordre d’infection (ici, du fait de la 

détection imparfaite des cas et du protocole changeant en fonction de 

l’espèce-hôte), « l’ordre des ancêtres ne peut pas être inféré avec certitude » 

(174). Contrairement à ce que nous avons observé avec outbreaker2 et 

TransPhylo, les arbres reconstruits par seqTrack présentaient des super-

spreaders avec des nombres extrêmes d’évènements de transmission dus à 

un seul hôte infecté (plus d’une centaine de transmissions). Ces nombres ont 

diminué lorsque nous avons considéré un taux de mutation plus élevé. La 

faible diversité génétique combinée à l’absence de modèle de transmission 

pourrait donc expliquer la reconstruction de super-spreaders, qui à son tour 

pourrait contribuer à la faible exactitude. De la même façon, la faible diversité 

génétique obtenue dans un système impliquant uniquement des bovins 

pourrait expliquer la présence de super-spreaders moins prolifiques dans les 

arbres reconstruits avec TransPhylo et outbreaker2. 

Nous avons donc estimé de faibles exactitudes pour les trois 

méthodes. Cependant, reconstruire avec exactitude une proportion élevée 

de liens de transmission dirigés est difficile et n’est pas forcément l’objectif 

principal lors de l’étude d’un système multi-hôtes impliquant la faune 

sauvage ou avec une proportion faible d’hôtes échantillonnés. A l’inverse, la 

présence de super-spreaders est un indicateur important à considérer car il 

a permis de mettre en évidence des dynamiques de transmission peu 

réalistes (super-spreaders très prolifiques) reconstruites par seqTrack. 

 Indicateurs épidémiologiques 

4.4.2.1 Taille de l’épidémie 

Outre la reconstruction de « qui a infecté qui ? », les méthodes de 

reconstruction d’arbres de transmission peuvent chercher à estimer des 

indicateurs épidémiologiques à partir desquels il est possible d’inférer des 

mesures pratiques à mettre en œuvre. Le premier que nous avons étudié est 
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la taille de l’épidémie, qui en comparaison avec le nombre de cas 

échantillonnés peut indiquer par exemple la nécessité d’augmenter les 

efforts d’échantillonnage (159). L’estimation de la taille de l’épidémie était 

sensible aux biais d’échantillonnage, à la complexité du système 

épidémiologique et au taux de mutation. La taille de l’épidémie était 

correctement estimée par outbreaker2 mais surestimée par TransPhylo, 

même si nous avons considéré la même distribution à priori non informative 

pour la proportion d’échantillonnage lors de l’implémentation des deux 

méthodes. Cette surestimation pourrait donc être due au fait que cette 

méthode a été développée pour étudier une épidémie de M. tuberculosis 

partiellement échantillonnée tout en prenant en compte la diversité intra-

hôte (141). En effet, nous avons à l’inverse fait l’hypothèse que tous les cas 

étaient échantillonnés dans le schéma de référence et n’avons simulé aucune 

diversité intra-hôte. De plus, quand toutes les séquences n’étaient pas 

échantillonnées, de meilleurs résultats étaient obtenus pour TransPhylo et la 

taille de l’épidémie estimée diminuait significativement. 

Avec un taux de mutation plus élevé, TransPhylo surestimait 

également la taille de l’épidémie mais dans une moindre mesure. Xu et al. 

ont développé en 2019 une méthode d’inférence simultanée sur plusieurs 

clusters de M. tuberculosis à partir de TransPhylo. A partir de cette étude, Xu 

et al. ont discuté le lien entre le taux de mutation et la proportion 

d’échantillonnage, en expliquant qu’en faisant l’hypothèse d’une horloge 

plus rapide, les branches dans les arbres phylogénétiques étaient plus 

courtes et TransPhylo était moins susceptible d’y placer des cas non 

échantillonnés (143). Ceci pourrait expliquer l’effet moindre que nous avons 

observé. 

4.4.2.2 Espèce-hôte du cas index 

Certains indicateurs épidémiologiques sont pertinents uniquement 

dans un système multi-hôtes et révèlent l’espèce-hôte à cibler en priorité, 

tels que l’identification de l’espèce-hôte à l’origine de l’épidémie et la 

reconstruction exacte de la contribution à la transmission de chaque espèce-

hôte. L’identification de l’espèce-hôte du cas index était sensible aux biais 

d’échantillonnage et à l’espèce-hôte considérée (bovin ou blaireau). La 

proportion de cas index pour lesquels l’espèce-hôte a été correctement 

reconstruite était élevée pour outbreaker2 et seqTrack (plus de 75 %). 

Cependant, le fait que TransPhylo puisse désigner des hôtes non 

échantillonnés comme des cas index, combiné à sa tendance à surestimer la 

taille de l’épidémie, et donc le nombre d’hôtes non échantillonnés, pourrait 

expliquer sa moins bonne performance. De plus, les biais d’échantillonnage 
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conduisaient généralement à une meilleure performance, ce qui pourrait être 

expliqué par le fait que seuls les cas non-index (faune sauvage) étaient 

concernés par ces schémas d’échantillonnage. Enfin, cet indicateur était 

sensible à l’espèce-hôte du cas index et une moins bonne performance était 

observée quand le cas index était un blaireau. 

4.4.2.3 Contribution des espèces-hôtes 

L’estimation de la contribution des espèces-hôtes était influencée par 

les biais d’échantillonnage et la complexité du système épidémiologique 

mais pas par le taux de mutation. Avec les deux taux de mutation, la 

reconstruction par outbreaker2 et TransPhylo de la contribution des espèces-

hôtes était mauvaise et l’espèce-hôte contribuant le plus (bovins) était sous-

estimée alors que celles qui contribuaient le moins (faune sauvage) étaient 

surestimées. Les deux méthodes de reconstruction ont été développées et 

testées sur des systèmes mono-hôtes (121,141), et pas sur des systèmes 

multi-hôtes dans lesquels chaque espèce-hôte joue un rôle différent. 

TransPhylo a déjà été appliqué à des systèmes multi-hôtes, un système 

humains-cerfs de SARS-CoV-2 (159), et deux systèmes bovins-blaireaux de 

bTB (175,176). Cependant, l’estimation de la contribution des espèces-hôtes 

dans ces systèmes n’était pas forcément évidente. Le nombre élevé de cas 

non échantillonnés estimé dans le système humains-cerfs (probabilité 

d’échantillonnage moyenne de 0,1 %) compliquait l’inférence des 

évènements de transmission. Les données phylogénétiques semblaient en 

accord avec des évènements multiples de « spillover » de l’humain au cerf, 

mais la transmission du cerf à l’humain n’a pas pour autant pu être écartée 

(159). Dans un système bovins-blaireaux dans le Sud-Ouest de l’Angleterre, 

van Tonder et al. cherchaient à estimer la transmission inter-espèces et ont 

donc implémenté TransPhylo en plus d’une méthode de reconstruction des 

états ancestraux (BASTA (38)), qui a été principalement utilisée pour estimer 

le nombre de transitions intra- et inter-espèces (175). Enfin, Akhmetova et al. 

ont également implémenté TransPhylo en plus de méthodes Bayésiennes 

phylogénétiques dans un système bovins-blaireaux en Irlande du Nord. Ils 

ont ainsi mis en évidence le rôle prédominant des bovins (concernant plus 

de 90 % des évènements de transmission reconstruits avec une probabilité 

postérieure élevée) dans la région (176).  

Les biais simulés avec les schémas d’échantillonnage entraînaient une 

diminution du nombre d’hôtes infectés dont la contribution était surestimée. 

De fait, quand les schémas d’échantillonnages avaient un effet significatif sur 

l’estimation de la contribution des espèces-hôtes, ils avaient tendance à 

améliorer les résultats obtenus dans ce système multi-hôtes. Ainsi, ils 
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diminuaient (pour la faune sauvage) ou augmentaient (pour les bovins) le 

nombre estimé d’évènements de transmission. De plus, aucune des deux 

méthodes ne pouvait reconstruire correctement des rôles asymétriques entre 

espèces-hôtes, c’est-à-dire la présence d’une espèce-hôte cul-de-sac 

épidémiologique. 

Dans le système épidémiologique multi-hôtes que nous avons 

étendu, le nombre de reproduction effectif variait selon la combinaison 

d’espèces-hôtes considérée (160). De plus, Bouchez-Zacria et al. ont calculé 

des distributions du temps de génération inter- et intra-espèces, qui 

montraient une diffusion plus rapide de l’agent pathogène à partir d’élevages 

de bovins qu’à partir de groupes sociaux de blaireaux. Nous avons ajouté à 

ce modèle de transmission, une troisième population d’espèce-hôte (les 

sangliers) qui pouvait transmettre ou non l’agent pathogène. La complexité 

de ce système multi-hôtes aurait pu contribuer aux mauvais résultats obtenus 

dans l’estimation de la contribution des espèces-hôtes. En effet, outbreaker2 

et TransPhylo considéraient toutes deux une seule distribution du temps de 

génération et/ou du nombre de cas secondaires pour les trois espèces-hôtes, 

ne prenant ainsi pas en compte la variation inter-espèces de l’histoire 

naturelle de la maladie ni les dynamiques de transmission inégales. Un 

système multi-hôtes dans lequel trois espèces-hôtes contribuent de manière 

inégale à la transmission n’est pas rare. Les résultats obtenus par 

reconstruction d’états ancestraux avec une méthode Bayésienne (Mascot, 

(96)) dans deux autres régions de France semblent indiquer la présence de 

systèmes multi-hôtes de bTB aussi complexes qui diffèrent selon la région 

d’étude (177). De plus, l’impact d’une telle complexité sur la performance de 

la méthode ne concerne pas uniquement les systèmes avec plusieurs 

espèces-hôtes, les pathogènes pour lesquels différentes catégories d’hôtes 

(ex. en fonction de l’âge et/ou du statut vaccinal (178)) peuvent être définies 

(par rapport à l’infectiosité et/ou la durée d’infection) constituent également 

des systèmes épidémiologiques complexes. Enfin, considérer ce qui peut être 

reconstruit par la méthode (épidémie reconstructible) au lieu de l’arbre de 

référence n’a pas permis d’améliorer les résultats obtenus pour la taille de 

l’épidémie ni pour la contribution des espèces-hôtes. 

 Limites de l’étude 

4.4.3.1 Reconstruction des arbres de transmission 

Nous avons été limité par des considérations pratiques et les choix 

qui en ont découlé. Avec les données de M. bovis que nous avons simulées, 

la convergence n’était pas un facteur limitant pour outbreaker2 mais elle 
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l’était pour TransPhylo. En effet, afin de limiter le temps de calcul, nous avons 

fixé un nombre maximum d’itérations. Ceci a limité le nombre d’arbres que 

nous pouvions comparer à ceux qui convergeaient en moins de 48 heures 

dans BEAST2 et moins de 12 heures dans TransPhylo. De plus, afin de mieux 

comparer les reconstructions, nous avons utilisé le même modèle d’évolution 

pour tous les ensembles de cas lors de la reconstruction phylogénétique dans 

BEAST2. Un modèle d’évolution plus adapté à chaque épidémie simulée 

pourrait conduire à une reconstruction plus exacte de l’arbre phylogénétique, 

et donc à une meilleure performance de TransPhylo. 

4.4.3.2 Simulation des séquences 

Avec le modèle de simulation de séquences que nous avons 

implémenté, nous avons simulé une proportion faible de séquences uniques 

dans ces épidémies de 13 ans, ce qui est cohérent avec le taux de mutation 

faible de M. bovis. Dans l’étude des 167 séquences de M. bovis des PA et 

Landes à partir de laquelle nous avons sélectionné la valeur du taux de 

mutation (163), la proportion de séquences uniques isolées (37,1 %) était 

environ six fois plus élevée que la proportion médiane que nous avons 

simulée. La proportion plus élevée de séquences uniques dans cette étude 

pourrait être due au fait que toutes les séquences ne sont pas 

échantillonnées dans des données réelles et que l’épidémie a duré plus 

longtemps (MRCA datant de 27 ans plus tôt). Dans le modèle de simulation 

de séquences, nous avons également considéré le même taux de mutation 

au sein de chaque espèce-hôte. Cependant, le fait que M. bovis évolue ou 

non de la même façon au sein d’espèces-hôtes différentes reste inconnu. En 

effet, les taux de mutation de M. tuberculosis peuvent diminuer chez les 

humains lors de périodes de latence, ce qui diffère de ce qui a pu être observé 

chez des primates non-humains (179). Un phénomène similaire pourrait 

conduire à une variabilité de l’évolution de M. bovis au sein d’une espèce-

hôte mais aussi entre espèces-hôtes (81), et donc à une différence entre la 

proportion de séquences uniques observée et celle qui a été simulée. 

4.4.3.3 Données épidémiologiques considérées 

Nous avons choisi de comparer les résultats obtenus à partir des 

mêmes données épidémiologiques et génétiques pour les trois méthodes. 

Dans outbreaker2, bien que cela soit difficile à implémenter lors de l’étude 

d’un système multi-hôtes impliquant la faune sauvage, les données de 

contact peuvent être directement incorporées dans l’inférence de l’arbre de 

transmission. L’ajout de données de contact a permis l’obtention de 

meilleures valeurs d’exactitude dans l’étude d’épidémies simulées d’Ebola et 
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de SARS-CoV-1 (121). De façon similaire, quand une faible diversité 

génétique était attendue dans leur étude sur M. avium ssp paratuberculosis, 

Nigsch et al. ont exploité le fait que seqTrack puisse prendre en compte des 

données additionnelles sous forme d’une matrice de poids (174). Ils ont ainsi 

résolu des liens de transmission équiprobables en utilisant les temps 

d’exposition et des caractéristiques influençant la susceptibilité. Même quand 

la méthode ne permettait pas d’ajouter d’autres types de données 

épidémiologiques, Xu et al. ont souligné le fait qu’une des forces de leur 

étude sur la transmission de M. tuberculosis dans une cohorte espagnole 

résidait dans la validation des résultats génomiques et de TransPhylo par des 

données de contact extensives (142). L’utilisation de ces options ou stratégies 

aurait pu améliorer les résultats obtenus par outbreaker2 et seqTrack ainsi 

qu’évaluer ceux obtenus par TransPhylo. Cependant, peu de données de 

contact peuvent être collectées pour la faune sauvage, nous avons donc 

choisi de ne pas inclure d’autres types de données épidémiologiques dans 

cette étude. De plus, nous avons limité notre étude à trois méthodes 

disponibles dans un package et ne nécessitant que des dates 

d’échantillonnage. D’autres méthodes seraient intéressantes à tester avec ces 

données simulées, surtout des méthodes inférant simultanément les arbres 

phylogénétiques et de transmission (SimPF), comme phybreak (114), 

puisqu’aucune n’a été considérée ici. Enfin, les données que nous avons 

simulées dans un système multi-hôtes pourraient être utilisées pour tester 

les performances des méthodes Bayésiennes de reconstruction des états 

ancestraux, telles que Mascot (96) qui a déjà été utilisée pour étudier des 

systèmes multi-hôtes complexes de bTB (177). 

 Conclusion 

Les mauvaises performances que nous avons obtenues pour 

l’exactitude et la contribution des espèces-hôtes, avec ou sans biais, 

suggèrent la nécessité de combiner des méthodes épidémiologiques et 

phylogénétiques à des méthodes de reconstruction d’arbres de transmission 

lors de l’étude d’un pathogène multi-hôtes évoluant lentement. Elles 

soulignent également le besoin de développer de nouvelles méthodes de 

reconstruction adaptées à des systèmes épidémiologiques complexes, ainsi 

que d’évaluer ces méthodes sur des données simulées dans des systèmes 

multi-hôtes, et non sur des données spécifiques à chaque méthode. 



 

 

5 DISCUSSION GENERALE 

5.1 RAPPEL DES OBJECTIFS 

Notre objectif principal était d’investiguer comment estimer la 

contribution à la transmission de chaque espèce dans un système multi-

hôtes. Pour cela, nous avons sélectionné deux types d’approches combinant 

l’information apportée par des données épidémiologiques et génomiques : 

la reconstruction des états ancestraux dans un arbre phylogénétique et la 

reconstruction d’arbres de transmission. Nous avons pris l’exemple de la 

tuberculose bovine en France, un système multi-hôtes ayant des enjeux 

économiques et impliquant la faune sauvage. L’implication de la faune 

sauvage conduit à la présence de disparités dans la surveillance entre les 

différentes espèces du système multi-hôtes et donc la nécessité de prendre 

en compte des biais d’observation. 

Nous avons commencé par la reconstruction des états ancestraux 

d’arbres phylogénétiques dans un système bovins-blaireaux d’intérêt en 

France. Cette méthode a effectivement déjà été utilisée dans des systèmes 

multi-hôtes avec pour objectif d’estimer le patron de transmission inter-

espèces (18,88,93,175–177). Cependant, cette méthode ne permet d’inférer 

que les transitions entre des sous-populations de pathogènes, définies ici par 

leur espèce-hôte, et non les transmissions entre individus. Cette 

reconstruction partielle des dynamiques de transmission nous a conduit à 

investiguer l’utilisation de méthodes de reconstruction de « qui a infecté 

qui ? ». Pour cela, nous avons réalisé une revue systématique de la littérature 

dans le but d’identifier des méthodes de reconstruction d’arbres de 

transmission qui pourraient être adaptées aux données épidémiologiques et 

génomiques disponibles et faciles à implémenter. Ces méthodes n’étaient 

pas développées spécifiquement pour un pathogène évoluant lentement 

dans un système multi-hôtes partiellement observé. Nous avons donc simulé 

des données de transmission de M. bovis dans un système à trois espèces-

hôtes puis avons testé trois méthodes populaires en simulant plusieurs types 

de biais d’observation. 
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5.2 RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS 

 Reconstruction de l’histoire évolutive de M. bovis dans un système 

bovins-blaireaux 

Nous avons choisi d’étudier un système bovins-blaireaux dans les PA 

et Landes, qui sont deux départements où l’évolution défavorable de la bTB 

pourrait représenter une menace pour le statut officiellement indemne de 

tuberculose bovine en France. A partir de 167 séquences (171 SNP) et de 

dates d’échantillonnage nous avons pu reconstruire les espèces-hôtes 

(‘Bovin’ ou ‘Blaireau’) des nœuds ancestraux hypothétiques dans les arbres 

phylogénétiques. Le taux de transition de blaireau-à-bovin estimé par le 

modèle était nettement supérieur au taux de transition de bovin-à-blaireau. 

Cependant, dans les arbres phylogénétiques postérieurs ré-échantillonnés, 

les évènements de transitions inter-espèces restaient rares et la persistance 

des lignées au sein d’une espèce-hôte prédominait. Enfin, les pics du nombre 

de lignées chez les bovins au milieu des années 2000 et 2010 étaient 

précédés par des pics chez les bovins.  

La dynamique de transmission dans ce système bovins-blaireaux 

semblerait donc dominée par des transmissions, ou du portage long, au sein 

des deux espèces-hôtes. L’impact de rares transmissions par les blaireaux aux 

bovins serait amplifié par des évènements de transmission bovin-bovin. Pour 

aller plus loin, la description des transmissions à l’échelle individuelle et au 

sein de chaque espèce nécessitait l’utilisation d’autres méthodes 

d’investigation. 

 Description de vingt-deux méthodes de reconstruction d’arbres de 

transmission 

En l’absence d’outil permettant le choix d’une méthode de 

reconstruction d’arbres de transmission, nous avons procédé à une revue 

systématique de la littérature en ayant pour objectif de donner des critères 

méthodologiques et pratiques pour faciliter le travail des utilisateurs de ces 

méthodes. Nous avons regroupé 22 méthodes en trois familles selon 

l’utilisation de l’information génétique (NPF vs. PF) et la nécessité ou non de 

reconstruire auparavant un arbre phylogénétique (SeqPF vs. SimPF). 

L’existence d’un package et les données nécessaires afin d’implémenter 

chaque méthode répertoriée ont notamment permis de choisir les méthodes 

que nous avons testées par la suite. 
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 Evaluation des performances de trois méthodes de reconstruction 

d’arbres de transmission dans un système M. bovis multi-hôtes 

Nous avons choisi trois méthodes de reconstruction d’arbres de 

transmission : outbreaker2, seqTrack et TransPhylo. Nous avons ensuite 

étendu un modèle de transmission de M. bovis dans le système bovins-

blaireaux des PA et Landes (160) en y ajoutant une population de sangliers 

qui pouvait transmettre (ou non) l’agent pathogène. Les mauvaises 

performances estimées pour la plupart des indicateurs épidémiologiques, en 

présence ou non de biais d’observation, pourraient être expliquées par le 

taux d’évolution lent de M. bovis et le peu d’information génétique présent 

dans les séquences simulées qui en découle. Ce taux d’évolution lent a 

notamment impacté la reconstruction de « qui a infecté qui ? » et la taille de 

l’épidémie estimée par TransPhylo. A l’inverse, l’estimation de la contribution 

de chaque espèce-hôte n’était pas influencée par ce taux d’évolution lent 

mais plutôt par la complexité du système épidémiologique simulé. 

5.3 PARTICIPATION A LA COMPREHENSION DES SYSTEMES MULTI-HOTES 

DE TUBERCULOSE BOVINE EN FRANCE 

 Rappel bref des études précédentes 

La reconstruction de l’histoire évolutive de M. bovis dans le système 

bovins-blaireaux des PA et Landes (premier axe de cette thèse) s’inscrit dans 

le cadre plus large de multiples travaux ayant pour but de mieux comprendre 

la dynamique de transmission de la tuberculose bovine dans cette région 

ainsi que d’autres régions de France.  

Bouchez-Zacria et al. ont réalisé trois études dans ce système bovins-

blaireaux. Ils ont commencé par étudier les facteurs environnementaux 

associés à la présence concomitante de M. bovis chez des blaireaux et des 

bovins dans les PA et Landes (89). Ils ont ainsi mis en évidence le fait que les 

facteurs favorisant la survie de M. bovis dans l’environnement et/ou la 

présence de blaireaux sur des pâtures étaient associés à la présence de 

l’agent pathogène chez les deux espèces-hôtes. Puis, une analyse du réseau 

de voisinage entre les pâtures utilisées par les élevages bovins et domaines 

vitaux des blaireaux a permis de souligner l’importance des mouvements de 

bovins, mais aussi le rôle intermédiaire des blaireaux dans la transmission de 

bTB entre élevages de la région (90). Enfin, Bouchez-Zacria et al. ont simulé 

la transmission de 11 génotypes de M. bovis dans ce système bovins-

blaireaux de 2007 à 2019 (160), modèle que nous avons étendu dans ce 

travail de thèse. Parallèlement, Canini et al. ont reconstruit l’histoire évolutive 
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de M. bovis dans deux systèmes à trois espèces-hôtes (bovins, blaireaux et 

sangliers) en Côte-d’Or et Dordogne/Haute-Vienne (177).  

 Trois systèmes multi-hôtes en France 

5.3.2.1 Importance de la persistance intra-espèce 

La comparaison de nos résultats avec ces deux dernières études 

permet de relever des caractéristiques intéressantes dans les systèmes multi-

hôtes de bTB en France. Premièrement, la taille effective de population était 

la plus élevée chez les blaireaux dans les trois systèmes multi-hôtes : PA et 

Landes, Côte-d’Or et Dordogne/Haute-Vienne. Cela signifie que la 

coalescence est plus lente entre deux lignées hébergées par des blaireaux 

qu’entre deux lignées hébergées par des bovins ou des sangliers (177). Dans 

le modèle de Bouchez-Zacria et al., les groupes de blaireaux montraient une 

durée d’infection plus longue que les bovins (160), ce qui pourrait expliquer 

une diversité génétique plus élevée chez les blaireaux et donc les différences 

dans les tailles de population effectives estimées. 

Ensuite, les évènements de transmission inter-espèces étaient rares 

dans les trois systèmes multi-hôtes. Ainsi, dans les arbres phylogénétiques 

postérieurs ré-échantillonnés, la persistance intra-espèces était le type de 

transition le plus fréquent. Cependant, l’espèce-hôte concernée dépendait 

du système multi-hôtes ainsi que de la période de temps considérée. Comme 

dans les PA et Landes, la persistance chez les bovins commençait tardivement 

(2009) en Dordogne/Haute-Vienne et était précédée par de la persistance 

dans la faune sauvage. A l’inverse, la persistance chez les bovins commençait 

dès 1990 dans la Côte-d’Or. 

5.3.2.2 Un rôle variable en fonction du système et au cours du temps  

Dans une épidémie en pleine expansion (Dordogne/Haute-Vienne) 

ou n’ayant pas de tendance particulière (PA et Landes), un sens de 

transmission prédominant inter-espèces similaire a été inféré par une 

méthode de reconstruction des état ancestraux (Mascot, (96)) : de la faune 

sauvage aux bovins. A l’inverse, dans une épidémie en déclin (Côte-d’Or), la 

transmission des bovins à la faune sauvage prédominait. Ces différences dans 

le sens de transmission prédominant pourraient être dues à des protocoles 

de biosécurité plus sévères vis-à-vis de la faune sauvage ou encore moins 

d’interfaces de contacts indirects entre les bovins et la faune sauvage (Côte-

d’Or par rapport à Dordogne/Haute-Vienne) (177). 

Dans le travail de Bouchez-Zacria et al., au début de chaque 
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simulation, un bovin était infecté par génotype (sauf un génotype présent 

dans quatre élevages) alors que seul un blaireau était infecté (160). Dans leur 

modèle, les auteurs ont reconstruit une inversion au cours du temps du ratio 

entre le nombre d’évènements des transmissions de bovins à blaireaux et 

celui de blaireaux à bovin. Ils ont ainsi fait l’hypothèse que la transmission 

plus rapide à partir de bovins avait conduit à l’installation de l’infection dans 

les élevages de bovins parallèlement à des évènements de « spillover » des 

bovins aux blaireaux. Puis, après une longue période de circulation de l’agent 

pathogène au sein des groupes de blaireaux, le sens prédominant de la 

transmission inter-espèce s’est inversé, favorisant ainsi la transmission à 

partir des blaireaux. En plus du système multi-hôtes concerné, le sens de 

transmission prédominant pourrait donc également être influencé par la 

phase de l’épidémie dans laquelle le système multi-hôtes se trouve. 

5.4 LIMITES DES DEUX APPROCHES SELECTIONNEES DANS L’ETUDE D’UN 

SYSTEME MULTI-HOTES 

 Problème de l’espèce-hôte fantôme 

Dans le premier axe de cette thèse, nous avons étudié un système 

bovins-blaireaux dans les PA et les Landes, cependant les données de 

surveillance ont rapporté la présence de sangliers infectés dans cette région. 

Le peu de données disponibles chez les sangliers (6 séquences) aurait 

perturbé l’inférence des paramètres de population, nous avons donc décidé 

d’exclure cette sous-population dans cette partie de notre travail. Canini et 

al. ont également dû exclure des espèces-hôtes dans l’étude de la Côte d’Or 

et la Dordogne/Haute-Vienne, le nombre de séquences isolées chez les cerfs, 

chevreuils et renards étant respectivement de deux, un et cinq (177). Ici, nous 

avons donc intégré dans le modèle Bayésien uniquement des séquences 

isolées chez les bovins et les blaireaux. L’état ancestral qui pouvait être 

reconstruit était alors soit ‘Bovin’ soit ‘Blaireau’. L’addition de données de 

sangliers dans les systèmes multi-hôtes de la Côte-d’Or et Dordogne/Haute-

Vienne a permis de mettre en évidence son rôle d’hôte intermédiaire entre 

les blaireaux et les bovins (177). Le travail de reconstruction des dynamiques 

de transmission inter-espèces dans les PA et Landes a donc pu être fortement 

impacté par l’absence de prise en compte du rôle du sanglier.  

Avec certaines méthodes de reconstruction des états ancestraux, il est 

possible de considérer un « dème fantôme », c’est-à-dire un dème pour 

lequel aucune donnée génétique n’est disponible. Avec la méthode BASTA, 

De Maio et al. ont ainsi inférer des évènements indépendants de 

transmissions zoonotiques à l’origine d’épidémies d’Ebola dans la population 
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humaine (38). Cependant, ils avaient considéré un modèle de transmission 

unidirectionnelle très simplifié entre deux dèmes. En l’absence de 

connaissances a priori sur les dynamiques de transmission inter-espèces, il 

nous était difficile de procéder de la même façon. 

Ce problème de l’espèce-hôte fantôme n’est pas résolu pour autant 

par l’utilisation de méthodes de reconstruction d’arbres de transmission. Ces 

méthodes ne prenant pas en compte l’espèce-hôte, elles ne demandent pas 

explicitement une quantité suffisante de données par espèce-hôte. Dans le 

cas du système épidémiologique des PA et Landes, les six séquences isolées 

chez des sangliers pourraient être incluses lors de la reconstruction d’un 

arbre de transmission. Cependant, nous avons vu (troisième axe de cette 

thèse) que le manque d’information génétique et la complexité du système 

multi-hôtes pouvaient conduire à une estimation inexacte du rôle des 

espèces-hôtes. La possibilité d’inclure ces données dans l’inférence d’un 

arbre de transmission ne garantit en rien la qualité de la reconstruction de 

cet arbre. Le nombre de données disponibles impacte donc les deux 

approches que nous avons choisies pour étudier des systèmes multi-hôtes. 

 Les biais d’observation inhérents aux systèmes multi-hôtes 

Inclure toutes les espèces-hôtes contribuant au système multi-hôtes 

est donc nécessaire pour reconstruire les dynamiques de transmission inter- 

et intra-espèces. Cependant, dans le système multi-hôtes de la bTB en France 

impliquant la faune sauvage, nous sommes confrontés à un problème de 

différences dans le niveau de surveillance entre espèces-hôtes, qui 

correspond à un biais d’observation. Pour les méthodes de reconstruction 

d’arbres de transmission, nous avons testé dans le troisième axe comment la 

performance de trois méthodes était impactée par quelques biais 

d’observation (temporel et espèce-dépendant) spécifiques d’un système 

multi-hôtes de la bTB en France. Dans ce système multi-hôtes, les biais 

tendaient à corriger les erreurs d’estimation inhérentes aux méthodes 

inadaptées à un système multi-hôtes. Il est difficile de généraliser ces 

résultats à d’autres systèmes multi-hôtes du fait de la diversité des 

dynamiques de transmission possibles. En effet, deux systèmes multi-hôtes 

de la bTB en France impliquant les mêmes espèces-hôtes (Dordogne/Haute-

Vienne et Côte-d’Or) montraient deux dynamiques de transmission bien 

distinctes (177). De plus, nous n’avons testé que trois méthodes, les autres 

pourraient avoir un comportement différent vis-à-vis des biais d’observation.  

Les méthodes de coalescence structurée ne prennent pas en compte 

le nombre d’échantillons par espèce-hôte dans leur inférence et ne séparent 
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pas la reconstruction de l’arbre phylogénétique avec celle des états 

ancestraux. Pour ces raisons, il est admis que leur utilisation par rapport à 

une méthode de « mugration » diminue l’impact de biais d’observation (38). 

Cependant, l’évaluation de différentes méthodes de reconstruction de 

coalescence structurée s’est effectuée sur des pathogènes évoluant 

rapidement (ex. virus de la rage (180), influenza aviaire (38)) au sein d’un 

système à une seule espèce-hôte (ex. population de chiens ou humaine). De 

plus, quand des schémas d’échantillonnage étaient appliqués sur des 

données simulées, ils ne reflétaient pas forcément les biais d’observation 

spécifiques des systèmes multi-hôtes de bTB en France (ex. prise en compte 

d’un biais entre « localisations » mais pas de biais temporel (180)). Nous ne 

savons donc pas comment ces biais auraient pu impacter la reconstruction 

des états ancestraux dans le premier axe de cette thèse.  

De plus, le choix de cette méthode de coalescence structurée 

impliquait l’hypothèse d’une taille de population et de taux de transition 

constants au cours du temps. Il est admis que des variations significatives 

dans la taille effective de population et les taux de transitions inter-espèces 

conduisent à une mauvaise reconstruction des dynamiques de population 

avec ce type de méthodes (96,176). Lorsque cette dynamique de population 

est inadaptée, la performance des méthodes de coalescence structurée peut 

même s’avérer inférieure à celle d’une méthode « mugration », en présence 

ou non de biais (180). Les données dont nous disposions dans le premier axe 

de cette thèse ne semblaient pas contredire de manière flagrante cette 

hypothèse, mais elles étaient incomplètes du fait des biais d’observation. 

Nous ne savons donc pas comment la reconstruction des états ancestraux 

(premier axe de cette thèse) a pu être impactée par cette hypothèse d’une 

taille de population constante.  

5.5 PISTES D’AMELIORATION DANS L’ETUDE D’UN SYSTEME MULTI-

HOTES 

 Choix des données épidémiologiques 

Les données épidémiologiques disponibles dépendent du système 

multi-hôtes étudié. Dans le premier axe de cette thèse, nous avions à notre 

disposition des séquences et des dates d’échantillonnage lors de la 

reconstruction de l’histoire évolutive de M. bovis dans les PA et Landes. Pour 

cette raison, nous avons choisi de considérer ce même type de données lors 

de la reconstruction d’arbres de transmission dans des épidémies simulées 

dans la région (troisième axe de cette thèse). Considérer des données 

épidémiologiques supplémentaires telles que des données de contact, 
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comme dans le travail de Campbell et al. (121), permettrait sans doute 

d’améliorer la reconstruction de ces arbres de transmission.  

Dans le travail de Bouchez Zacria et al., les contacts entre élevages de 

bovins provenaient des données de mouvements de la BDNI sur la période 

d’étude ainsi que des données de pâtures du « Registre Parcellaire 

Graphique » de 2013 (160). Concernant les groupes de blaireaux, les auteurs 

avaient reconstruit des domaines vitaux, et défini sur cette base une relation 

de voisinage spatial entre groupes. Enfin, la possibilité de transmission 

indirecte de M. bovis entre les deux métapopulations (bovins et blaireaux) 

était déterminée par l’intersection de leurs zones d’usage (domaines vitaux 

pour les groupes de blaireaux et pâtures pour les élevages de bovins).  En 

plus de cette intersection des espaces vitaux, Marsot et al. ont considéré 

l’utilisation de ces espaces et la densité des espèces afin de calculer un indice 

spatial de contacts indirects entre les bovins et les blaireaux (BACACIX) en 

France (181). Les sangliers n’étaient pas pris en compte dans ces deux 

modèles. Cependant, un raisonnement similaire basé sur des données de 

mouvements de sangliers (112) pourrait être appliqué, et la possibilité de 

contact pourrait être déterminée par la proximité entre pâtures ou domaines 

vitaux et les communes dans lesquelles ils étaient simulés. Nous pourrions 

ainsi considérer ces données de contact/indices spatiaux dans la 

reconstruction d’arbres de transmission.  

 Choix de la méthode 

Considérer des données épidémiologiques additionnelles permet de 

prendre en compte ou de croiser les informations apportées par différentes 

sources. Les performances que nous avons estimées pour trois méthodes de 

reconstruction d’arbres de transmission (troisième axe de cette thèse) 

soulignent également l’importance de croiser les résultats de différentes 

approches. Nous allons donc ici considérer le choix de deux types de 

méthodes : reconstruction phylogénétique et reconstruction d’arbres de 

transmission. 

5.5.2.1 Reconstruction phylogénétique 

Dans la reconstruction des états ancestraux dans le système bovins-

blaireaux dans les PA et Landes (premier axe de cette thèse), nous avons 

choisi d’utiliser la méthode de coalescence structurée Mascot. Cette méthode 

a notamment été utilisée dans l’étude d’autres systèmes multi-hôtes, de bTB 

(177) ou encore de MERS-CoV (18). Nous avons déjà évoqué les limites de la 

méthode de « mugration » qui nous avaient amenés à choisir une méthode 
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de coalescence structurée. Cependant, d’autres méthodes de reconstruction 

des états ancestraux différentes de la méthode de « mugration » existent. 

Ainsi, nous aurions pu choisir une autre méthode de coalescence structurée 

comme BASTA (38), déjà utilisée pour étudier des systèmes multi-hôtes de 

bTB (88,175). Enfin, Akhmetova et al. ont commencé par une analyse 

préliminaire phylogénétique de leurs données de M. bovis. Cette analyse les 

a conduit à conclure qu’une méthode de coalescence structurée était 

inappropriée, du fait de l’inférence d’une augmentation de la taille de 

population effective de l’agent pathogène, coïncidant avec une 

augmentation de l’incidence de bTB dans la région (pré-print, (182)). Afin de 

prendre en compte l’évolution au cours de temps des paramètres de 

population, Müller et al. ont introduit une nouvelle approche combinant un 

GLM (permettant de prédire des variations dans les tailles efficaces des sous-

populations ou des taux de migrations) avec leur méthode (Mascot) (183). 

Cependant, cette approche nécessite des prédicteurs et donc des données 

épidémiologiques supplémentaires (tels que des données d’incidence) non 

biaisées, car la présence de biais dans ces données semblerait biaiser 

l’inférence des dynamiques de population (180). Akhmetova et al. ont quant 

à eux privilégié une méthode structurée de « Birth-Death » disponible dans 

le package BDMM de BEAST2. Cette méthode est basée sur le modèle « Birth-

Death » skyline et permet donc de prendre en compte des variations de taille 

effective de population au cours du temps (176).  

5.5.2.2 Reconstruction d’arbres de transmission 

Dans notre étude sur les performances des méthodes de 

reconstruction d’arbres de transmission (troisième axe de cette thèse), nous 

nous sommes limités à trois méthodes adaptées aux données disponibles de 

bTB en France. Une quatrième méthode répondant à ces critères, appelée 

phybreak (SimPF), mise de côté par manque de temps, serait intéressante à 

évaluer dans un tel contexte. Dans d’autres systèmes multi-hôtes, les 

données disponibles peuvent varier et les méthodes que nous avons testées 

ne sont alors pas forcément les plus adaptées. La revue systématique de la 

littérature que nous avons effectuée (deuxième axe de cette thèse) permet 

de choisir une méthode adaptée à des données génomiques basée sur des 

séquences consensus. Cependant, lorsque des données de « deep 

sequencing » sont disponibles, les méthodes que nous avons simplement 

évoquées (SLAFEEL et BadTriP) permettraient d’exploiter la totalité de 

l’information génomique. Enfin, Akhmetova et al. ont fait le choix d’exploiter 

les résultats de TransPhylo obtenus à partir d’arbres phylogénétiques 

consensus reconstruits avec plusieurs modèles d’horloge (176). Nous 

pourrions ainsi utiliser différents modèles d’évolution pour reconstruire les 
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arbres phylogénétiques avant l’application de méthodes SeqPF sur l’arbre 

consensus, ou encore sur un sous-échantillon d’arbres postérieurs comme 

cela a été rendu possible avec TransPhylo par Xu et al. (149). 

5.6 PERSPECTIVES 

Pour aller plus loin dans l’étude de systèmes multi-hôtes de bTB en 

France, la prochaine étape serait d’utiliser des données de terrain différentes 

(autres régions de France) ou actualisées (depuis 2014 pour la Côte-d’Or et 

depuis 2017 pour les PA et Landes et la Dordogne/Haute-Vienne) de M. bovis. 

Premièrement, les données actualisées pourraient être utilisées pour 

reconstruire des arbres de transmission. Puis, ces arbres de transmission 

pourraient être comparés avec les résultats obtenus lors de la reconstruction 

des états ancestraux déjà effectuée dans les PA et Landes, Côte-d’Or et 

Dordogne/Haute-Vienne. Ensuite de nouveaux systèmes multi-hôtes 

pourraient être étudiés avec les deux types d’approches. Les cerfs élaphes, 

sangliers et bovins de la forêt de Brotonne ont constitué le premier système 

multi-hôtes de bTB impliquant la faune sauvage découvert en France. 

Contrairement aux autres systèmes multi-hôtes en France, c’est un système 

épidémiologique clos, bordé par l’autoroute et la Seine qui empêchent les 

mouvements d’animaux sauvages au-delà de cette zone. Les résultats de 

travaux de modélisation réalisés par Zanella et al. dans le système cerfs-

sangliers sont en faveur d’une dynamique de transmission très différente des 

trois autres systèmes multi-hôtes de bTB en France. En effet, le cerf élaphe 

semblerait plus contagieux et le sanglier plus sensible (162). Enfin, les 

données que nous avons simulées dans le système de bTB à trois espèces-

hôtes dans les PA et Landes pourraient être utilisées afin d’évaluer d’autres 

méthodes de reconstruction d’arbres de transmission. Ces données simulées 

de bTB pourraient également être utilisées pour évaluer la performance des 

méthodes de reconstruction des états ancestraux en présence ou non de 

biais d’observation.  

5.7 CONCLUSION GENERALE 

Nous avons donc testé deux approches permettant l’estimation de la 

contribution de chaque espèce dans un système multi-hôtes, l’une sur des 

données réelles, l’autre sur des données simulées. La reconstruction d’états 

ancestraux et celle d’arbres de transmission sont deux approches 

complémentaires. L’une permet d’estimer des paramètres de population et 

l’autre des paramètres épidémiologiques généraux ou spécifiques d’un 

système multi-hôtes. Cependant, leur application à des systèmes multi-hôtes 
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complexes soumis à des biais d’observation n’est pas toujours évidente. Il 

reste à explorer l’impact de la complexité du système épidémiologique et des 

biais d’observation sur des méthodes de reconstruction d’états ancestraux et 

développer des méthodes de reconstruction d’arbres de transmission plus 

adaptées aux systèmes multi-hôtes.
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Annexe 1 : Résultats de la comparaison deux à deux par le BF des différents 

modèles d’évolution. Chaque modèle est décrit par le modèle de substitution 

puis le modèle d’horloge et enfin le modèle de population. N est le nombre de 

particules, VM, la vraisemblance marginale et SD, la déviation standard. 

Modèle 1 Modèle 2 N VM1 VM2 SD1 SD2 Log(BF) 

Modèle 

favorisé 

(choisi) 

JC 

Stricte 

Constant 

HKY 

Stricte 

Constant 

10 -1995,24 -1933,18 6,84 6,96 -62,06 2 

HKY 

Stricte 

Constant 

GTR 

Stricte 

Constant 

10 - - - - - (2) 

HKY 

Stricte 

Constant 

HKY 

Exponentielle 

Constant 

1 -1894,05 -39504,85 21,57 6,29 37610,8 1 

HKY 

Stricte 

Constant 

HKY 

Lognormale 

Constant 

1 -1894,05 -2203,36 21,57 22,97 309,31 1 

HKY 

Stricte 

Constant 

HKY 

Stricte 

Exponentiel 

10 -1933,18 -2004,58 6,96 7,4 71,4 1 

HKY 

Stricte 

Constant 

HKY 

Stricte 

Skyline 

10 -1933,18 -1958,8 6,96 7,03 25,62 1 

 



 

Annexe 2 : Arbre MCC avec la probabilité postérieure de chaque nœud 

interne (couleur). 

 



 

Annexe 3 : Diagramme PRISMA du processus de sélection des articles 



 

Annexe 4 : Articles exclus de la revue systématique 

 Title Reference Reasons for exclusion 

1 

Source identification in 

two criminal cases using 

phylogenetic analysis of 

HIV-1 DNA sequences 

Scaduto et al., 

2010 (184) 

Only uses genetic data 

to infer transmission 

2 

High-resolution typing by 

integration of genome 

sequencing data in a 

large tuberculosis cluster 

Schurch et al., 

2010 (185) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data 

3 
Phylodynamic analysis of 

a viral infection network 

Schiino, 2012 

(186) 

Review on transmission 

clusters 

4 

Combining 

epidemiological and 

genetic networks signifies 

the importance of early 

treatment in HIV-1 

transmission 

Zarrabi et al., 

2012 (187) 

Graphical representation 

of contact info with a 

SNP cut-off 

5 

Detectable signals of 

episodic risk effects on 

acute HIV transmission 

systems using genetic 

data 

Alam et al., 

2013 (188) 

Only uses a transmission 

model and not genetic 

data 

6 

Inferring the inter-host 

transmission of influenza 

A virus using patterns of 

intra-host genetic 

variation 

Stack et al., 

2013 (189) 

Cannot use consensus 

sequence 

7 

Inferring the source of 

transmission with 

phylogenetic data 

Volz et al., 

2013 (51) 
Uses simulated data 

8 

Bayesian Inference of 

Sampled Ancestor Trees 

for Epidemiology and 

Fossil Calibration 

Gavryushkina 

et al., 2014 

(190) 

Reconstructs a 

phylogenetic tree with 

sampled ancestors and 

not a transmission tree 

9 

Marked microevolution of 

a unique Mycobacterium 

tuberculosis strain in 17 

years of ongoing 

transmission in a high risk 

population 

Mehaffy et al., 

2014 (191) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data 

10 

Two-phase importance 

sampling for inference 

about transmission trees 

Numminen et 

al., 2014 (192) 

Each data cluster was 

analyzed independently 

from others 
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11 

Within-host bacterial 

diversity hinders accurate 

reconstruction of 

transmission networks 

from genomic distance 

data 

Worby et al., 

2014 (58) 

Uses only (simulated) 

genetic data 

12 

The application of 

genomics to tracing 

bacterial pathogen 

transmission 

Croucher et 

Didelot, 2015 

(193) 

General overview of use 

of WGS 

13 

Phylogenetic visualization 

of the spread of H7 

influenza A viruses 

Janies et al., 

2015 (194) 

Phylogeographic 

reconstruction 

represented by a 

transmission network 

14 

The impact of within-herd 

genetic variation upon 

inferred transmission 

trees for foot-and-mouth 

disease virus 

Valdazo-

Gonzalez et al., 

2015 (195) 

Only uses genetic data 

to infer transmission 

15 
Ebola Virus Epidemiology 

and Evolution in Nigeria 

Folarin et al., 

2016 (196) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data 

16 

Using genomics data to 

reconstruct transmission 

trees during disease 

outbreaks 

Hall et al., 2016 

(197) 
Review 

17 

Tracing Origins of the 

Salmonella Bareilly Strain 

Causing a Food-borne 

Outbreak in the United 

States 

Hoffman et al., 

2016 (198) 

Geographic mapping of 

a phylogeny 

18 

Molecular Infectious 

Disease Epidemiology: 

Survival Analysis and 

Algorithms Linking 

Phylogenies to 

Transmission Trees 

Kenah et al., 

2016 (199) 

Enumerates 

transmission trees 

compatible with 

phylogeny and 

epidemiological data, 

doesn't select 

19 

Infectious Disease 

Dynamics in 

Heterogeneous 

Landscapes 

Parratt et al., 

2016 (200) 
Review 

20 

Network inference from 

multimodal data: A 

review of approaches 

from infectious disease 

Ray et al., 2016 

(201) 
Review 
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transmission 

21 

Ecological dynamics of 

influenza A viruses: cross-

species transmission and 

global migration 

Ren et al., 2016 

(202) 

Phylogeographic 

reconstruction 

represented by a 

transmission network 

22 
Genomic Analysis of Viral 

Outbreaks 

Wohl et al., 

2016 (203) 
Review 

23 

Epidemiological and 

Evolutionary Inference of 

the Transmission Network 

of the 2014 Highly 

Pathogenic Avian 

Influenza H5N2 Outbreak 

in British Columbia, 

Canada 

Xu et al., 2016 

(204) 

Compares two network 

one from genetic data 

and the other from 

epidemiological data 

24 

Transmission patterns 

and evolution of 

respiratory syncytial virus 

in a community outbreak 

identified by genomic 

analysis 

Agoti et al., 

2017 (205) 

Only uses genetic data 

to infer transmission 

25 

Emerging Concepts of 

Data Integration in 

Pathogen Phylodynamics 

Baele et al., 

2017 (206) 
Review 

26 

Inference of genetic 

relatedness between viral 

quasispecies from 

sequencing data 

Glebova et al., 

2017 (207) 

Only uses genetic data 

to infer transmission and 

cannot use consensus 

sequence 

27 

Integrated genomic and 

interfacility patient-

transfer data reveal the 

transmission pathways of 

multidrug-resistant 

Klebsiella pneumoniae in 

a regional outbreak 

Snitkin et al., 

2017 (208) 

Phylogeographic 

reconstruction 

represented by a 

transmission network 

28 

Shared Genomic Variants: 

Identification of 

Transmission Routes 

Using Pathogen Deep-

Sequence Data 

Worby et al., 

2017 (209) 

Only uses deep 

sequencing data data to 

infer transmission 

29 

outbreaker2: a modular 

platform for outbreak 

reconstruction 

Campbell et 

al., 2018 (210) 

Implements Transphylo 

method into 

outbreaker2 using 

simulated data 

(phybreak package) 
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30 

Genomic epidemiology 

for microbial evolutionary 

studies and the use of 

Oxford Nanopore 

sequencing technology 

Choi et al., 

2018 (211) 
Review 

31 

Bayesian reconstruction 

of transmission within 

outbreaks using genomic 

variants 

De Maio et al., 

2018 (157) 

Only at a single locus 

resolution (deep 

sequencing data), 

cannot use consensus 

sequence 

32 

Tracking a serial killer: 

Integrating phylogenetic 

relationships, 

epidemiology, and 

geography for two 

invasive meningococcal 

disease outbreaks 

Ezeoke et al., 

2018 (212) 

Phylogeographic 

reconstruction 

represented by a 

transmission network 

33 

Multi-step genomic 

dissection of a suspected 

intra-hospital 

Helicobacter cinaedi 

outbreak 

Gotoh et al., 

2018 (213) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data 

34 

Estimating Transmission 

from Genetic and 

Epidemiological Data: A 

Metric to Compare 

Transmission Trees 

Kendall et al., 

2018 (171) 

Transmission tree 

comparaison 

35 

Phylogenetic patterns 

recover known HIV 

epidemiological 

relationships and reveal 

common transmission of 

multiple variants 

Leitner et 

Romero-

Severson, 2018 

(214) 

Uses topology of 

phylogenetic trees to 

determine whether 

direct transmission 

occured 

36 

The relationship between 

transmission time and 

clustering methods in 

Mycobacterium 

tuberculosis 

epidemiology 

Meehan et al., 

2018 (215) 

Estimates transmission 

events with the age 

difference between 

MRCA node and 

youngest node in a 

cluster 

37 

When are pathogen 

genome sequences 

informative of 

transmission events? 

Campbell et 

al., 2018 (55) 

Uses simulated data to 

compare two methods 

38 
Multihospital Outbreak of 

a Middle East Respiratory 

Payne et al., 

2018 (216) 

Only uses 

epidemiological data to 
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Syndrome Coronavirus 

Deletion Variant, Jordan: 

A Molecular, Serologic, 

and Epidemiologic 

Investigation 

infer transmission 

39 

Nosocomial transmission 

of influenza: A 

retrospective cross-

sectional study using next 

generation sequencing at 

a hospital in England 

(2012-2014) 

Blackburn et 

al., 2019 (217) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data 

40 

Inferring epidemiological 

links from deep 

sequencing data: a 

statistical learning 

approach for human, 

animal and plant diseases 

Alamil et al., 

2019 (158) 
Deep sequencing data 

41 

Introduction of Ebola 

virus into a remote 

border district of Sierra 

Leone, 2014: use of field 

epidemiology and RNA 

sequencing to describe 

chains of transmission 

DeSilva et al., 

2019 (218) 

Only uses 

epidemiological data to 

infer transmission 

42 

Reconstructing foot-and-

mouth disease outbreaks: 

a methods comparison of 

transmission network 

models 

Firestone et al., 

2019 (172) 

Transmission tree 

comparaison on 

simulated data 

43 

Whole genome 

sequencing for improved 

understanding of 

Mycobacterium 

tuberculosis transmission 

in a remote circumpolar 

region 

Guthrie et al., 

2019 (219) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data 

44 

Transmission Trees on a 

Known Pathogen 

Phylogeny: Enumeration 

and Sampling 

Hall et Colijn, 

2019 (220) 

Aim is not to reconstruct 

a transmission tree 

45 

Improved characterisation 

of MRSA transmission 

using within-host 

bacterial sequence 

Hall et al., 2019 

(221) 

Only uses genetic data 

to infer transmission 
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diversity 

46 

Inferring HIV-1 

transmission networks 

and sources of epidemic 

spread in Africa with 

deep-sequence 

phylogenetic analysis 

Ratmann et al., 

2019 (222) 
Deep sequencing data 

47 

SharpTNI: Counting and 

Sampling Parsimonious 

Transmission Networks 

under a Weak Bottleneck 

Sashittal et al., 

2019 (223) 

Similar to Hall et Colijn, 

2019 

48 

Tracing local and regional 

clusters of 

carbapenemase-

producing Klebsiella 

pneumoniae ST512 with 

whole genome 

sequencing, Finland, 2013 

to 2018 

van Beek et al., 

2019 (224) 

No formal combination 

of genetic and 

epidemiological data + 

uses allele differences 

49 

Estimating Epidemic 

Incidence and Prevalence 

from Genomic Data 

Vaughan et al., 

2019 (225) 

No difference between 

phylogeny and 

transmission tree 

50 

Phylogenetic and 

Demographic 

Characterization of 

Directed HIV-1 

Transmission Using Deep 

Sequences from High-

Risk and General 

Population 

Cohorts/Groups in 

Uganda 

Bbosa et al., 

2020 (226) 
Deep sequencing data 

51 

StrainHub: a phylogenetic 

tool to construct 

pathogen transmission 

networks 

de Bernardi 

Schneider et 

al., 2020 (227) 

Phylogeographic 

reconstruction 

represented by a 

transmission network 

52 

TNet: Phylogeny-Based 

Inference of Disease 

Transmission Networks 

Using Within-Host Strain 

Diversity 

Dhar et al., 

2020 (228) 
Deep sequencing data 

53 

Modeling Missing Cases 

and Transmission Links in 

Networks of Extensively 

Drug-Resistant 

Nelson et al., 

2020 (229) a 

Compares an empirical 

network (> or = to 5 

SNPs difference) with 

network reconstructed 
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Tuberculosis in KwaZulu-

Natal, South Africa 

using ergm with 

different missing cases 

scenarios 

54 

Social Mixing and Clinical 

Features Linked With 

Transmission in a 

Network of Extensively 

Drug-resistant 

Tuberculosis Cases in 

KwaZulu-Natal, South 

Africa 

Nelson et al., 

2020 (230) b 

Graphical representation 

of contact info with a 

SNP cut-off 

55 

Nosocomial outbreak of 

COVID-19 pneumonia in 

Wuhan, China 

Wang et al., 

2020 (231) 

Only uses 

epidemiological data to 

infer transmission 

56 

The emergence of SARS-

CoV-2 in Europe and 

North America 

Worobey et al., 

2020 (232) 

Compares simulated 

data to obtained 

sequence data then took 

a phylogeographic 

approach 

 

 

 



 

Annexe 5 : Séquences de pathogènes étudiées par des méthodes de la NPF. 

D’abord, nous avons enregistré la période d’étude (J signifie jours, M mois et A 

années) puis le nombre de séquences et enfin la taille du génome étudié (en 

nombre de nucléotides N ou SNP). TC signifie temps de calcul et NT, non 

trouvé. 

Méthodes Pathogène 
Période 

d’étude 

Nombre de 

séquences 

Taille du 

génome 
Références TC 

Unité 

épidémiologique 

Aldrin 2011 Salmon isavirus 6 A 61 891 N (120) NT Elevage 

seqTrack 

H1N1 105 J 433 3,025 N (133) 

NT 

Individu 

H3N8 56 J 48 903 N (135) Individu 

Mycobacterium 

tuberculosis 
15 A 1687 ~4.1 x 106 N (136) Individu 

Klebsiella 

pneumoniae 
3 A 71 ~5.5 x 106 N (137) Individu 

Ypma 2012 H7N7 51 J 185 5,354 N (125) NT Elevage 

Outbreaker 

SARS-CoV1 48 J 13 29,731 N (126) 

NT 

Individu 

Acinetobacter 

baumanii 

9 M 19 1207 SNP (130) Individu 

3 A 42 4,461,520 N (129) Individu 

Klebsiella 

pneumoniae 
305 J 34 51 SNP (128) 

Individu 

BVDV ~2 A 12 381 N (127) 

Worby 2014 MRSA 300 J 35 ~2.8 x 106 N (131) NT Individu 

Famulare 

2015 

Ebola 25 J 78 ~19,000 N 

(138) NT Individu H1N1 105 J 433 3025 N 

poliovirus ~6 A 358 ~2600 N 

Bitrugs MRSA 

300 J 35 ~2.8 x 106 N (132) 

NT Individu 
~3 A 

40 345 SNP (156) 

16 209 SNP (156) 

Outbreaker2 

SARS-CoV1 48 J 13 29,731 N (121)  Individu 

Données 

simulées 
 20  (210) 

4,5 

sec/1000 

iterations 

/ 

 



 

Annexe 6 : Séquences de pathogènes étudiées par des méthodes de la SeqPF. 

D’abord, nous avons enregistré la période d’étude (J signifie jours, M mois et A 

années) puis le nombre de séquences et enfin la taille du génome étudié (en 

nombre de nucléotides N ou SNP). TC signifie temps de calcul et NT, non 

trouvé. 

Méthodes Pathogène 
Période 

d’étude 

Nombre de 

séquences 

Taille du 

génome 
Références TC 

Unité 

épidémiologique 

Cottam 

2008 
FMDV 96 J 22 8,176 N (140) NT Elevage 

Didelot 

2014 

Mycobacterium 

tuberculosis 
~3 A 33 20 SNP (56) 

100 000 

iterations en 5 

min 

Individu 

Eldoholm 

2016 

Mycobacterium 

tuberculosis 
13 A 252 509 SNP (139) NT Individu 

Transphylo 

SARS-CoV2 ~60 J 208 29,718 N (147) 

 

Individu 

Myxovirus 

parotidis 
~1 A 24 51 SNP (148) Individu 

Mycobacterium 

tuberculosis 

13 A 86 85 SNP (141) 
Individu 

7 A 21 134 SNP (142) 

19 A 1857 
~4.1 x 106 N 

(144) Individu 

3 A 117 (143) Individu 

~15 A 329 269 SNP (149) Individu 

Klebsiella 

pneumoniae 

~3 A 73 
~5.5 x 106 N 

(145) 
Individu 

14 M 82 (146) 

Données 

simulées 
 20  (210) 

4,6 s/1000 

iterations 
/ 

TiTUS HIV 18 A 212 1620 N (122) NT Individu 

 

 



 

Annexe 7 : Séquences de pathogènes étudiées par des méthodes de la SimPF. 

D’abord, nous avons enregistré la période d’étude (J signifie jours, M mois et A 

années) puis le nombre de séquences et enfin la taille du génome étudié (en 

nombre de nucléotides N ou SNP). TC signifie temps de calcul et NT, non 

trouvé. 

Méthodes Pathogène 
Période 

d’étude 

Nombre de 

séquences 

Taille du 

génome 
Références TC 

Unité 

épidémiologique 

Ypma 2013 FMDV 64 J 12 8176 N (41) NT Elevage 

Beastlier 
H7N7 51 J 185 5354 N (124) 

NT 
Elevage 

H5N8  37 83 SNP (154) Elevage 

SCOTTI 

FMDV 57 J 11 8176 N (155) 

 

Elevage 

HIV    (233) Individu 

Klebsiella 

pneumoniae 
305 J 34 51 SNP (155) Individu 

Données 

simulées 
 100  (155) 1-2 h / 

Phybreak 

FMDV 
57 J 11 30 SNP 

(114) 

 Elevage 
65 J 15 58 SNP 

H7N7 71 J 241 293 N 
7 h/ 25000 

iterations 
Elevage 

Mycobacterium 

tuberculosis 
~3 A 33 21 SNP 

30 min/ 

25000 

iterations 

Individu 

MRSA 204 J 36 27 SNP 

30 min/ 

25000 

iterations 

Individu 

Données 

simulées 
 50 10,000 N 

1 min/1000 

iterations 
/ 

Morelli 

2012 
FMDV 

57 J 10 
8176 N (150) NT Elevage 

65 J 15 

Mollentze 

2014 
RABV 464 J 176 760 N (151) NT Individu 

Lau 2015 

FMDV 64 J 12 8176 N (40) 
 Elevage 

 

Données 

simulées 

~3 M 104 7667 N (152) 

 150 8000 N (40) 

400 000 

iterations 

17,7 h 

/ 

BORIS FMDV 2.5 M 104 7667 N (39) NT Elevage 

Montazeri 

2020 

HIV ~15 A 19 ~3000 N 

(153) 

 Individu 
Ebola ~5 M 78 ~19,000 N 

Données 

simulées 
 50 3000 3 h  

 

 



 

Annexe 8 : Agents pathogènes étudiés dans les articles sélectionnés et 

l’estimation de leur taux de mutation. 

Pathogène Taux de mutation 

FMDV 2,1 × 10-5/site/jour (140) 

H7N7 
Gènes HA et NA ~1 × 10−2 

ET gène PB2 0.54 × 10−2/site/an (234) 

H1N1 
Gènes HA et NA 

3,6 × 10−3/site/an (235) 

H5N8 6,68 × 10–3/site/an (236) 

H3N8 
Gène HA 

1,74 × 10−3/site/an (237) 

RABV 2,9 × 10−4/site/an (238) 

SARS-CoV1 5,7 × 10-6/site/jour (239) 

SARS-CoV2 9,90 × 10−4/site/an (240) 

HIV gène env 7,4 × 10−3/site/an (241) 

Ebola virus ~2 × 10-3/site/an (242) 

poliovirus 1,1 × 10−2 /site/an (243) 

BVDV 3,9 × 10−3 /site/an (127) 

Salmon isavirus 

Gène HE  

[6,1 x 10−6; 1,13 x 10−3]/site/an 

(244,245) 

Myxovirus parotidis 2,24 × 10−3/site/an (148) 

Mycobacterium tuberculosis 1,15 × 10-7/site/an (56) 

Acinetobacter baumanii 
10-6 mutation par division cellulaire 

(246) 

Klebsiella pneumoniae 3,65 × 10−6/site/an (128) 

Staphylococcus areus 3 × 10−6/site/an (247) 

 



 

Annexe 9 : Représentation schématique du modèle de simulation d’après 

Bouchez-Zacria et al., 2023. Ce qui a été ajouté dans ce travail de thèse est 

représenté en rouge. L’unité épidémiologique considérée pour les sangliers n’a 

pas de valeur écologique (commune et non horde) du fait du manque de 

données disponibles pour cette population. La force d’infection exercée sur un 

individu de chaque groupe est la somme de la force exercée au sein du groupe, 

de la force exercée par les groupes voisins (fraction ε de celle exercée au sein 

des groupes voisins ou nulle pour les sangliers) et par l’environnement. 

 



 

Annexe 10 : Nom, définition, classe et valeur des paramètres MCMC dans 

outbreaker2 et TransPhylo.  

Méthode Nom Définition Classe Valeur 

outbreaker2 

n_iter 
Nombre 

d’itérations 
Integer 

n_iter = 1e5 (or 

2e5) 

sample_every 
Fréquence 

d’échantillonnage 
Integer 

sample_every = 

50 

init_tree Arbre initial Character 

init_tree = 

SeqTrack (uses 

seqTrack 

algorithm to 

generate the 

initial tree) 

(default) 

TransPhylo 

mcmcIterations 
Nombre 

d’itérations 
Numeric 

mcmcIterations 

= 5e5 

thinning 
Fréquence 

d’échantillonnage 
Numeric thinning = 50 

 



 

Annexe 11 : Nom, définition, classe et valeur des données implémentées dans 

outbreaker2 et TransPhylo. 

Méthode Nom Définition Classe Valeur 

outbreaker2 

dates 
Dates 

d’échantillonnage 

Vector of integers 

(numbers or 

dates) 

Selon la 

simulation 

(en mois) 

dna Séquences ADN DNAbin 
Selon la 

simulation 

ctd 
Données de 

contact 

Matrix/dataframe  

of two columns 
NULL 

TransPhylo 

p Phylogénie datée ptree 
Selon la 

simulation 

dateT 
Date de fin 

d’observation 
Numeric 

dateT = 

2020.1 

 



 

Annexe 12 : Nom, définition, classe, type (fixe or estimé) et valeur des 

paramètres du modèle dans outbreaker2 et TransPhylo. 

Méthode Nom Définition Prior OR classe Type Valeur 

outbreaker2 

w_dens 

Distribution du 

temps de 

génération 

Vector of numeric 

values 
Fixe Selon la simulation 

f_dens 

Distribution de 

l’intervalle 

infection- 

échantillonnage 

Vector of numeric 

values 
Fixe Selon la simulation 

t_inf Date d’infection Vector of integers Estimé 

init_t_inf = NULL, 

(défaut) 

move_t_inf = TRUE 

(défaut) 

prop_t_inf_move = 

0.2 (défaut) 

alpha Ancêtres Vector of integers Estimé 

init_alpha = NULL 

(défaut) 

move_alpha = 

TRUE (défaut) 

prop_alpha_move 

= 0.25 (défaut) 

kappa 

Nombre de 

générations 

séparant deux 

cas 

Vector of integers Estimé 
init_kappa = 1 

(défaut) 

max_kappa 

Nombre 

maximum de 

générations entre 

deux cas 

Integer Fixe 

max_kappa = 5 

(défaut) 

move_kappa = 

TRUE (défaut) 

min_date 
Date minimale 

d’infection 
Double Fixe Selon la simulation 

mu 

Taux de mutation 

(par site par 

génération 

d’infection) 

Exp(prior_mu) Estimé 

prior_mu = 1 

(défaut) 

init_mu = 1 e-04 

(défaut) 

move_mu = TRUE 

(défaut) 

sd_mu = 1 e-04 

(défaut) 

pi 
Probabilité 

d’échantillonnage 

Beta(prior_pi1, 

prior_pi2) 
Estimé 

prior_pi1 = 1 

prior_pi2 = 1 

(défaut) 

init_pi = 0.9 

(défaut) 
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move_pi  = TRUE 

(défaut) 

sd_pi = 0.1 (défaut) 

eps 
Taux de 

reportage 

Beta(prior_eps1, 

prior_eps2) 
Estimé 

Aucune données 

de contact 

lambda 
Taux de contact 

non-infectieux 

Beta(prior_lambda1, 

prior_lambda2) 
Estimé 

Aucune données 

de contact 

TransPhylo 

w 
Temps de 

génération 

Gamma(w.shape, 

w.scale) OR 

Gamma(w.mean, 

w.std) 

Fixe Selon la simulation 

ws 
Temps 

d’échantillonnage 

Gamma(ws.shape, 

ws.scale) OR 

Gamma(ws.mean, 

ws.std) 

Fixe Selon la simulation 

Neg 

Temps de 

coalescence 

moyen 

Exp(1) Estimé 

Neg = 100/365 

(défaut) 

updateNeg = TRUE 

(défaut) 

Off 
Distribution des 

cas secondaires 

NegBinom(Off.r, 

Off.p) 

Off.r → Exp(1) 

Off.p → Unif([0;1]) 

Off.r 

estimé 

Off.p 

fixe 

(défaut) 

startOff.r = 1 

updateOff.r = TRUE 

(défaut) 

startOff.p = 0.5 

updateOff.p = 

FALSE (défaut) 

pi 
Probabilité 

d’échantillonnage 
Unif([0;1]) Estimé 

startPi = 0.9 

updatePi = TRUE 

(défaut) 
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Annexe 13 : Proportion de paires de transmission séparées par 0, 1 et 2 SNP selon le scénario 

de transmission. La référence correspond au système multi-hôtes où les bovins sont des cas index 

et les sangliers contribuent à la transmission. High mutation rate correspond au même scénario 

simulé avec un taux de mutation plus élevé. Single-host correspond au système avec uniquement 

des bovins. Dead-end host correspond au scénario où les sangliers ne contribuent pas et badger 

index, au scénario de référence avec des blaireaux en cas index. 

 

 

Annexe 14 : Proportion d’évènements de transmission présents dans les arbres de référence 

en fonction de la méthode et du schéma d’échantillonnage. Les () représentent les plages de 

valeurs. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine 

le biais temporel avec le biais blaireau (sanglier). 

Schéma 

d’échantillonnage 
outbreaker2 seqTrack TransPhylo 

Référence 8,0 (2,2-11,3) 3,4 (1,3-12,1) 8,9 (6,0-16,8) 

T 8,0 (2,8-13,3) 3,2 (0,9-12,3) 8,4 (5,8-15,0) 

SB 6,9 (3,2-16,0) 3,0 (1,3-10,7) 10,2 (6,5-15,7) 

T+SB 7,0 (3,2-16,0) 3,0 (1,3-10,7) 10,7 (4,9-16,7) 

SW 8,2 (4,3-12,6) 5,0 (1,1-14,4) 10,2 (7,4-13,0) 

T+SW 8,0 (3,8-13,4) 4,6 (0,8-18,3) 9,4 (6,6-16,3) 
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Annexe 15 : Nombre maximum d’évènements de transmission dus à un seul super-spreader 

dans un arbre reconstruit par seqTrack et l’espèce-hôte de ce super-spreader, selon le schéma 

d’échantillonnage. Les () représentent les plages de valeurs. T signifie “biais temporel”, SB “biais 

blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec le biais blaireau 

(sanglier). 

Schéma 

d’échantillonnage 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

reconstruits 

Nombre 

maximum 

d’évènements 

de 

transmission 

dus à un seul 

super-

spreader 

Nombre 

de 

bovins 

(%) 

Nombre 

de 

blaireaux 

(%) 

Nombre 

de 

sangliers 

(%) 

Référence 244 (116-449) 108 (52-275) 12 (57 %) 6 (29 %) 3 (14 %) 

T 240 (114-443) 108 (52-273) 15 (71 %) 3 (14 %) 3 (14 %) 

SB 200 (75-406) 90 (40-253) 16 (76 %) 0 5 (24 %) 

T+SB 200 (75-406) 90 (40-252) 17 (81 %) 0 4 (19 %) 

SW 210 (98-404) 93 (50-257) 14 (67 %) 7 (33 %) 0 

T+SW 204 (96-398) 93 (45-256) 18 (86 %) 3 (14 %) 0 

 

Annexe 16 : Nombre d’hôtes infectés présents dans l’épidémie reconstructible et dans les 

arbres reconstruits selon la méthode et le schéma d’échantillonnage. T signifie “biais temporel”, 

SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec le biais 

blaireau (sanglier). 

Schéma 

d’échantillonnage 

Taille de 

l’épidémie 

reconstructible 

outbreaker2 TransPhylo 

Nombre 

d’hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’hôtes 

dans 

l’arbre 

reconstruit 

Nombre 

d’hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’hôtes 

dans 

l’arbre 

reconstruit 

Référence 
245 

(118-458) 

250  

(125-462) 

245  

(118-458) 

407  

(190-15666) 

393  

(180-

1219) 

T 
242  

(116-452) 

246  

(123-456) 

241  

(116-452) 

368  

(166-16490) 

380  

(180-

1222) 

SB 
212  

(87-428) 

204  

(84-418) 

201  

(77-415) 

257  

(118-8669) 

312  

(109-945) 

T+SB 
212  

(87-428) 

204  

(84-418) 

201  

(77-415) 

255  

(120-8438) 

313  

(112-947) 

SW 
222  

(103-432) 

217  

(107-417) 

211  

(100-413) 

269  

(127-4965) 

307  

(129-

1063) 

T+SW 
219  

(101-426) 

210  

(105-411) 

205  

(98-407) 

270  

(134-5885) 

310  

(131-

1001) 
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Annexe 17 : Estimation de la taille de l’épidémie testée par un GLMM Négatif Binomial avec la 

méthode et l’interaction entre la méthode et le schéma d’échantillonnage en effets fixes. IRR 

signifie ratio des taux d’incidence. Les nombres en gras signalent des IRRs significativement 

différent de 1 (p<0,05). La taille de l’épidémie reconstructible était l’offset et le schema de 

référence, la référence. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB 

(T+SW) combine le biais temporel avec le biais blaireau (sanglier). 

Effets fixes 
outbreaker2 TransPhylo 

IRR p IRR p 

Méthode 1,01  0,85 1,83  <0,001 

Méthode :T 0,99  0,93 0,98  0,75 

Méthode :SB 0,94 0,32 0,77  <0,001 

Méthode :T+SB  0,94  0,31 0,76  <0,001 

Méthode :SW 0,94 0,31 0,85 0,008 

Méthode :T+SW 0,93 0,27 0,83  0,004 
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Annexe 18 : Nombre médian d’évènements de transmission dus à chaque espèce-hôte dans 

l’épidémie reconstructible et dans les arbres reconstruits, selon la méthode et le schéma 

d’échantillonnage. Les () représentent les plages de valeurs. T signifie “biais temporel”, SB “biais 

blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec le biais blaireau 

(sanglier). 

Schéma 

d’échantillonnage 

Espèce-

hôte 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

dans 

l’épidémie 

reconstructible 

outbreaker2 TransPhylo 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

entre hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

dus aux hôtes 

échantillonnés 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

entre hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

dus aux hôtes 

échantillonnés 

Référence 

Bovin 175 (89-374) 
151 

(38-314) 

148 

(36-311) 

124 

(58-1102) 

87 

(18-279) 

Blaireau 24 (10-77) 
50 

(13-84) 

49 

(13-83) 

37 

(12-232) 

22 

(2-45) 

Sanglier 40 (4-123) 
37 

(7-86) 

37 

(7-85) 

25 

(0-464) 

18 

(1-48) 

T 

Bovin 175 (84-369) 
156 

(40-326) 

154 

(37-323) 

151 

(58-738) 

98 

(16-283) 

Blaireau 23 (9-76) 
40 

(14-81) 

40 

(14-80) 

 26 

(12-229) 

21 

(3-56) 

Sanglier 40 (4-123) 
30 

(5-88) 

30 

(5-87) 

30 

(7-738) 

22 

(3-62) 

SB 

Bovin 158 (50-354) 
160 

(49-337) 

157 

(45-335) 

149 

(65-492) 

135 

(31-348) 

Sanglier 40 (4-109) 
38 

(9-90) 

38 

(9-89) 

29 

(5-151) 

27 

(7-48) 

T+SB 

Bovin 158 (50-354) 
162 

(49-337) 

160 

(45-335) 

136 

(56-626) 

119 

(35-326) 

Sanglier 40 (4-109) 
37 

(9-90) 

36 

(9-89) 

28 

(11-111) 

25 

(4-60) 

SW 

Bovin 160 (87-351) 
157 

(48-319) 

154 

(45-316) 

165 

(65-765) 

98 

(39-345) 

Blaireau 21 (8-74) 
57 

(18-102) 

56 

(18-99) 

33 

(13-165) 

22 

(8-57) 

T+SW 

Bovin 159 (82-346) 
167 

(49-342) 

164 

(46-339) 

162 

(68-1088) 

114 

(48-361) 

Blaireau 21 (8-73) 
43 

(14-80) 

42 

(14-78) 

23 

(12-173) 

17 

(7-53) 
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Annexe 19 : Intervalle de crédibilité du nombre d’évènements de transmission dus aux bovins 

estimé par outbreaker2 et TransPhylo comparé (couleur) au nombre dans l’épidémie simulée 

(point), selon le schéma d’échantillonnage. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” et SW 

“biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec le biais blaireau (sanglier). Chaque 

ligne représente un arbre reconstruit. 
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Annexe 20 : Intervalle de crédibilité du nombre d’évènements de transmission dus aux 

blaireaux estimé par outbreaker2 et TransPhylo comparé (couleur) au nombre dans l’épidémie 

simulée (point), selon le schéma d’échantillonnage. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” 

et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec le biais blaireau (sanglier). 

Chaque ligne représente un arbre reconstruit. 
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Annexe 21 : Intervalle de crédibilité du nombre d’évènements de transmission dus aux sangliers 

estimé par outbreaker2 et TransPhylo comparé (couleur) au nombre dans l’épidémie simulée 

(point), selon le schéma d’échantillonnage. T signifie “biais temporel”, SB “biais blaireau” et SW 

“biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec le biais blaireau (sanglier). Chaque 

ligne représente un arbre reconstruit. 
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Annexe 22 : Nombre d’évènements de transmission dus à chaque espèce-hôte testé par un 

GLMM Négatif Binomial avec la méthode et l’interaction entre la méthode et le schéma 

d’échantillonnage en effets fixes. IRR signifie ratio des taux d’incidence. Les nombres en gras 

signalent des IRRs significativement différent de 1 (p<0,05). Le nombre d’évènements dans 

l’épidémie reconstructible était l’offset et le schema de référence, la référence.  T signifie “biais 

temporel”, SB “biais blaireau” et SW “biais sanglier”. T+SB (T+SW) combine le biais temporel avec 

le biais blaireau (sanglier). 

Effets fixes 
outbreaker2 TransPhylo 

IRR p IRR p 

1. Contribution des bovins 

Méthode 0,85 0,02 0,55 <0,001 

Méthode :T 1,05 0,54 1,02 0,81 

Méthode :SB 1,19 0,04 1,45 <0,001 

Méthode :T+SB  1,20 0,04 1,42 <0,001 

Méthode :SW 1,08 0,40 1,22 0,02 

Méthode :T+SW 1,14 0,13 1,30 0,003 

2. Contribution des blaireaux 

Méthode 1,96 <0,001 0,92 0,54 

Méthode :T 0,82 0,06 0,87 0,23 

Méthode :SW 1,27 0,03 1,19 0,13 

Méthode :T+SW 1,04 0,71 0,95 0,69 

3. Contribution des sangliers 

Méthode 1,24 0,26 0,61 0,01 

Méthode :T 0,92 0,46 1,16 0,24 

Méthode :SB 1,11 0,35 1,40 0,006 

Méthode :T+SB  1,06 0,60 1,42 0,004 
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Annexe 23 : Comparaison entre les arbres de référence ayant convergé dans BEAST2 et 

TransPhylo et ceux qui n’ont pas convergé, selon le scénario de transmission.  

Paramètre Convergence 
Résultats 

précédents 

Taux de 

mutation 

élevé 

Système à 

un seul 

type d’hôte 

Cul-de-sac 

épidémio-

logique 

Index 

blaireau 

Nombre 

d’arbres 

Oui 21 21 26 17 18 

Non 9 9 4 13 12 

Taille de 

l’épidémie 

Oui 
245  

(118-458) 

243 

(114-392) 

101.5 

(47-495) 

219 

(98-468) 

183.5 

(120-369) 

Non 
336  

(114-376) 

327 

(251-458) 

464.5 

(238-486) 

390 

(130-490) 

371 

(113-489) 

Proportion 

de 

séquences 

uniques  

Oui 
6.1  

(1.8-8.7) 

33.4 

(24.9-48.1) 

3.6 

(0.9-9.4) 

8.0 

(3.8-13.7) 

5.4 

(1.5-4.4) 

Non 
5.8  

(3.4-8.1) 

30.6 

(27.6-40.5) 

3.5 

(1.7-3.8) 

6.3 

(5.2-16.7) 

5.2 

(1.5-9.8) 

Ecart moyen 

après 

transmission 

Oui 
0.19  

(0.11-0.28) 

0.69 

(0.54-0.98) 

0.14 

(0.04-0.28) 

0.19 

(0.14-0.38) 

0.16 

(0.07-0.33) 

Non 
0.18  

(0.09-0.25) 

0.67 

(0.57-0.84) 

0.12 

(0.07-0.17) 

0.18 

(0.14-0.43) 

0.16 

(0.11-0.26) 
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Annexe 24 : Pourcentage (%) d’évènements de transmission présents dans les arbres de 

référence selon la méthode et le scénario de transmission. () correspond aux plages de valeurs. 

n est le nombre d’arbres par scénario pour lesquels la reconstruction a été possible.  

Méthode 

Résultats 

précédents 

(n=21) 

Taux de 

mutation 

élevé (n=21) 

Système à 

un seul 

type 

d’hôte 

(n=26) 

Cul-de-

sac 

épidémio-

logique 

(n=17) 

outbreaker2 
8,0 

(2,2-11,3) 

25,7 

(15,9-33,3) 

5,5 

(0-11,4) 

6,8 

(2,9-14,6) 

seqTrack 
3,4  

(1,3-12,1) 

15,3 

(8,2-33,3) 

2 

(0-11,4) 

3,8 

(1,1-9,7) 

TransPhylo 
8,9  

(6,0-16,8) 

21,2 

(13,2-29,3) 

6,5 

(1,9-14,3) 

8,2 

(4,1-14,4) 

 

Annexe 25 : Exactitude testée par un GLM Binomial avec la méthode en variable explicative, 

selon le scénario de transmission. Les nombres en gras signalent des ORs significativement 

différent de 1 (p<0,05). 

Scénario de 

transmission 

outbreaker2 seqTrack TransPhylo 

OR p OR p OR p 

Taux de mutation 

élevé (n=21) 

- - 0,54 <0,001 0,82 <0,001 

Système à un seul 

type d’hôte 

(n=26) 

- - 0,48 <0,001 1,23 0,03 
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Annexe 26 : Nombre d’arbres reconstruits avec des super-spreaders et le nombre maximum 

d’évènements de transmission dus à un seul super-spreader, selon la méthode et le scénario 

de transmission. () correspond aux plages de valeurs. n est le nombre d’arbres par scénario pour 

lesquels la reconstruction a été possible. 

Méthode Scénario 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

reconstruits 

Nombre 

maximum 

d’évènements 

de 

transmission 

dus à un seul 

super-

spreader 

Nombre de 

bovins 

(%) 

Nombre de 

blaireaux 

(%) 

Nombre de 

sangliers 

(%) 

outbreaker2 

Taux de 

mutation 

élevé 

(n=21) 

0 NA NA NA NA 

Système à 

un seul 

type 

d’hôte 

(n=26) 

5 
39 

(22-69) 
26 (100 %) NA NA 

Cul-de-

sac 

épidémio-

logique 

(n=17) 

0 NA NA NA NA 

seqTrack 

Taux de 

mutation 

élevé 

(n=21) 

20 
35 

(22-61) 
12 (57 %) 4 (19 %) 4 (19 %) 

Système à 

un seul 

type 

d’hôte 

(n=26) 

26 
79 

(33-371) 
26 (100 %) NA NA 

Cul-de-

sac 

épidémio-

logique 

(n=17) 

17 
108 

(42-237) 
14 (67 %) 3 (14 %) 1 (5 %) 

TransPhylo 

Taux de 

mutation 

élevé 

(n=21) 

0 NA NA NA NA 

Système à 

un seul 

type 

d’hôte 

(n=26) 

10 
39.5 

(19-85) 
26 (100 %) NA NA 

Cul-de-

sac 
0 NA NA NA NA 
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épidémio-

logique 

(n=17) 
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Annexe 27 : Nombre médian d’hôtes infectés présents dans l’épidémie reconstructible et dans 

les arbres reconstruits, selon la méthode et le schéma d’échantillonnage. () correspond aux 

plages de valeurs. n est le nombre d’arbres par scénario pour lesquels la reconstruction a été 

possible. 

Scénario 

Taille de 

l’épidémie 

reconstructible 

outbreaker2 TransPhylo 

Nombre 

d’hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’hôtes dans 

l’arbre 

reconstruit 

Nombre 

d’hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’hôtes dans 

l’arbre 

reconstruit 

Taux de 

mutation 

élevé 

(n=21) 

243 

(114-392) 

247 

(121-397) 

243 

(115-392) 

280 

(120-552) 

323 

(151-691) 

Système à 

un seul 

type 

d’hôte 

(n=26) 

101.5 

(47-495) 

103 

(48-497) 

101.5 

(47-495) 

139.5 

(48-1157) 

118.5 

(47-747) 

Cul-de-sac 

épidémio-

logique 

(n=17) 

219  

(98-468) 

225  

(108-471) 

219  

(98-468) 

484  

(103-1946) 

351  

(112-656) 

  

 

Annexe 28 : Taille de l’épidémie testée par un GLM Négatif Binomial avec la méthode en 

variable explicative, selon le scénario de transmission. Les nombres en gras signalent des IRRs 

significativement différent de 1 (p<0,05). 

Scénario de 

transmission 

Référence Reconstructible 

outbreaker2 TransPhylo outbreaker2 TransPhylo 

IRR p IRR p IRR p IRR p 

Taux de 

mutation 

élevé (n=21) 

1,04 0,48 1,25 <0,001 1,01 0,84 1,46 <0,001 

Système à un 

seul type 

d’hôte (n=26) 

1,02 0,75 1,26 <0,001 1,00 0,99 1,10 <0,001 

 



 

Annexe 29 : Nombre médian d’évènements de transmission dus à chaque 

espèce-hôte dans l’épidémie reconstructible et dans les arbres reconstruits, 

selon la méthode et scénario de transmission. () correspond aux plages de 

valeurs. n est le nombre d’arbres par scénario pour lesquels la reconstruction a 

été possible. 

Scénario 
Espèce-

hôte 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

dans 

l’épidémie 

reconstructible 

outbreaker2 TransPhylo 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

entre hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

dus aux hôtes 

échantillonnés 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

entre hôtes 

échantillonnés 

divisé par π 

Nombre 

d’évènements 

de 

transmission 

dus aux hôtes 

échantillonnés 

Taux de 

mutation 

élevé 

(n=21) 

Bovin 171 (89-289) 

180  

(76-310) 

178  

(68-307) 

140  

(59-294) 

144  

(22-294) 

Blaireau 24 (10-77) 31 (10-56) 30 (9-55) 32 (7-59) 32 (11-63) 

Sanglier 25 (4-123) 30 (7-65) 30 (7-64) 25 (8-59) 24 (5-65) 

Cul-de-

sac 

épidémio-

logique 

(n=17) 

Bovin 187 (66-363) 

128  

(38-248) 

124  

(37-244) 

159  

(36-323) 

104  

(6-236) 

Blaireau 32 (6-104) 55 (6-151) 54 (6-147) 31 (10-117) 32 (2-101) 

Sanglier 0 35 (13-112) 34 (13-111) 34 (11-97) 16 (3-76) 
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Annexe 30 : Contribution des espèces-hôtes testée par un GLM Négatif 

Binomial avec la méthode en variable explicative, selon le scénario de 

transmission. Les nombres en gras signalent des IRRs significativement 

différent de 1 (p<0,05). 

Scénario 

Référence Reconstructible 

outbreaker2 TransPhylo outbreaker2 TransPhylo 

IRR p IRR p 

a) Contribution des bovins 

Taux de mutation 

élevé (n=21) 
1,02 0,61 0,80 <0,001 0,99 0,77 0,82 <0,001 

Dead-end host 

(n=17) 

0,65 <0,001 0,77 <0,001 0,64 <0,001 0,52 <0,001 

b) Contribution des blaireaux 

Taux de mutation 

élevé (n=21) 
1,34 0,006 1,20 0,09 1,29 0,01 1,26 0,02 

Dead-end host 

(n=17) 

1,89 <0,001 1,32 0,03 1,84 <0,001 0,89 0,44 

c) Contribution des sangliers 

Taux de mutation 

élevé (n=21) 
1,46 0,03 1,38 0,07 1,41 0,05 1,40 0,05 

 

  

Annexe 31 : Cas index (blaireau) testé par un GLM Binomial avec la méthode 

en variable explicative. Les nombres en gras signalent des ORs 

significativement différent de 1 (p<0,05). 

outbreaker2 seqTrack TransPhylo 

OR p-value OR p OR p 

- - 1,00 1,00 0,33 0,22 
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Abstract 

In two “départements” in the South-West of France, bovine tuberculosis (bTB) outbreaks due to Mycobacterium 
bovis spoligotype SB0821 have been identified in cattle since 2002 and in wildlife since 2013. Using whole genome 
sequencing, the aim of our study was to clarify badger contribution to bTB transmission in this area. We used a Bayes‑
ian evolutionary model, to infer phylogenetic trees and migration rates between two pathogen populations defined 
by their host-species. In order to account for sampling bias, sub-population structure was inferred using the marginal 
approximation of the structured coalescent (Mascot) implemented in BEAST2. We included 167 SB0821 strains (21 
isolated from badgers and 146 from cattle) and identified 171 single nucleotide polymorphisms. We selected a HKY 
model and a strict molecular clock. We estimated a badger-to-cattle transition rate (median: 2.2 transitions/lineage/
year) 52 times superior to the cattle-to-badger rate (median: 0.042 transitions/lineage/year). Using the maximum 
clade credibility tree, we identified that over 75% of the lineages from 1989 to 2000 were present in badgers. In 
addition, we calculated a median of 64 transition events from badger-to-cattle (IQR: 10–91) and a median of zero 
transition event from cattle-to-badger (IQR: 0–3). Our model enabled us to infer inter-species transitions but not intra-
population transmission as in previous epidemiological studies, where relevant units were farms and badger social 
groups. Thus, while we could not confirm badgers as possible intermediaries in farm-to-farm transmission, badger-
to-cattle transition rate was high and we confirmed long-term presence of M. bovis in the badger population in the 
South-West of France.

Keywords:  Multi-host system, bovine tuberculosis, genomic epidemiology
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Introduction
Bovine tuberculosis (bTB) mainly affects cattle, however 
bTB’s most frequent etiological agent, Mycobacterium 
bovis, can also infect other domestic species as well as 
wildlife species [1]. M. bovis host-species depend on 
the studied area and the role played by wildlife in these 

various multi-host systems can sometimes prove to be 
substantial. Indeed, different wildlife species have been 
implicated as reservoirs of M. bovis around the world; 
e.g. brush-tailed possums (Trichosurus vulpecula) in 
New Zealand [2] and white-tailed deer (Odocoileus vir-
ginianus) in Michigan, USA [3]. In Europe, evidence sup-
ports badgers (Meles meles) in Ireland and Britain [4] and 
wild boars (Sus scrofa) in Spain [5] as bTB reservoirs. In 
France, wildlife M. bovis infection was first detected in 
red deer (Cervus elaphus) and wild boars in Normandy 
in 2001 [6]. Since then, a national wildlife surveillance 

Open Access

*Correspondence:  laetitia.canini@anses.fr
1 Epidemiology Unit, Laboratory for Animal Health, Paris-Est University, 
Anses, 94700 Maisons‑Alfort, France
Full list of author information is available at the end of the article

http://orcid.org/0000-0001-7643-1219
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s13567-022-01044-x&domain=pdf


Page 2 of 12Duault et al. Veterinary Research           (2022) 53:28 

program, “Sylvatub” has reported infected badgers and 
boars in persistent clusters of infection such as the Pyré-
nées-Atlantiques, Landes and Dordogne “départements” 
(a French administrative subdivision) as well as infected 
red deer and roe deer (Capreolus capreolus) in Dordogne 
[7]. In addition, M. bovis infection has recently been 
investigated in red foxes (Vulpes vulpes) and infection 
rates comparable to those in badgers and wild boars were 
found in Dordogne, Charente and Landes [8].

In the European Union (EU), bTB has been until now 
subject to control programs (EU directive 64/432/EEC). 
In France, the program for eradication of bTB in cattle, 
which started in 1954 was quickly followed by a decrease 
of bTB herd incidence from 13% in 1965 to <0.1% in 2000 
[9]. Following a 6 year period with herd prevalence <0.1%, 
the officially free of bTB (OTF) status was obtained in 
2001. The OTF status mainly presents an economic 
interest since it facilitates live cattle trade in the EU and 
with other countries (EU directive 64/432/EEC, [10]). 
However, this status is currently endangered by persis-
tent clusters of infection, especially in the South-West of 
France [11]. These past 2 years, the majority of infected 
herds (68/92 (74%) in 2019 and 84/104 (81%) in 2020) 
were detected in Nouvelle-Aquitaine (according to the 
Animal Health Epidemiological platform ESA), a “région”, 
which contains the Pyrénées-Atlantiques, Landes, 
Charente and Dordogne, amongst other “départements”.

Systematic post mortem inspection of bovine carcasses 
for lesions compatible with bTB in French abattoirs con-
stitutes the first component of cattle surveillance and 
periodical herd skin-testing, the second and main com-
ponent, which currently detects around 70% of bTB 
clusters (according to the Animal Health Epidemiologi-
cal platform ESA). Single intradermal tuberculin tests 
(SITT) or single intradermal comparative tuberculin tests 
(SICTT) are performed in the cervical region and results 
are read 72  h post-injection. Herd skin-testing regular-
ity, ranging from annual testing of all animals older than 
6  weeks to no testing, is decided at the “département” 
level. In the Pyrénées-Atlantiques and Landes, herd 
skin-testing was reinforced in 2012 to an annual regular-
ity in “communes” (i.e. the smallest French administra-
tive subdivision) where bTB outbreaks were detected the 
previous year. Before the generalization of this annual 
regularity to all “communes” in 2018, herd skin-testing 
regularity for the “communes” where bTB outbreaks had 
not been detected the previous year, was every 2  years 
in the Landes and every 3  years in the Pyrénées-Atlan-
tiques. Skin-testing is also performed before introduction 
of all cattle in transit for more than 6 days, coming from 
at-risk herd, transiting through a high-risk herd with high 
turnover or coming from a “département” with a 5 year 
cumulative incidence higher than the national average 

incidence and when investigating an epidemiological link 
to a confirmed outbreak.

After culling following a positive skin-testing or after 
a post mortem lesion detection, subsequent PCR testing 
and bacterial culture are conducted in order to detect 
mycobacteria. Strains are then sent to the National Refer-
ence Laboratory (NRL) where genotypes are determined 
using spoligotyping and VNTR (Variable Number Tan-
dem Repeat) typing methods, this has led to the identi-
fication of regional genotypes [12]. Positive identification 
of a bTB case in a farm leads to an official declaration of 
infection and control measures are then implemented; 
depending on the control strategy, this official declara-
tion of infection could cause long-term depopulation of 
vulnerable cattle farms [13].

Following the report of Mycobacterium bovis infec-
tion in red deer and wild boars in 2001, with genotyping 
linking this wildlife outbreak to cases in nearby cattle [6] 
and the discovery of infected wildlife in other affected 
regions elsewhere in France, “Sylvatub”, was started in 
2011 to investigate bTB infection in badgers, boars, red 
deer and roe deer [7]. “Sylvatub” submits road-kill, hunt-
ing carcasses and animals captured in annual campaigns 
designed at the “département” level, to a protocol similar 
to cattle surveillance, i.e. PCR testing, bacterial culture 
and genotyping [7].

The majority of M. bovis detection in wildlife are 
located in the vicinity of cattle outbreaks and present the 
same genotypes [14]. A current example of this can be 
found in the Pyrénées-Atlantiques and Landes “départe-
ments”, where “Sylvatub” was started in 2012 and surveil-
lance data reported two spoligotypes belonging to the 
F4-family/cluster A [15, 16] shared by cattle, badgers and 
wild boars: SB0821 and SB0832 [14]. In the Pyrénées-
Atlantiques and Landes, the number of newly infected 
herds declared each year ranged from 16 to 31 between 
2012 and 2017, without any obvious trend (Boschiroli, 
personal communication). Moreover, the apparent prev-
alence of bTB in badgers in the region was estimated at 
5.9% [3.9–6.8%] 95% CI in 2013–2014 (by culture) and 
7.9% [5.2–11.2%] 95% CI in 2016–2017 (by PCR testing) 
[7].

Since the same genotype profile is shared by both cattle 
and wildlife, a more discriminating method to differenti-
ate strains is necessary in order to understand transmis-
sion dynamics. Whole genome sequencing data has been 
previously selected for its higher resolution to investigate 
bTB transmission [17, 18].

When studying transmission dynamics between differ-
ent populations, a Bayesian evolutionary model applied 
to M. bovis transmission between cattle and wildlife, 
while not always conclusive on the direction of trans-
mission [17], has recently brought insights to badger 
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intervention in bTB transmission in the UK [19]. In a 
Bayesian evolutionary model, genetic sequences are 
annotated by a state e.g. geographical locations [20, 21] 
or host-species [22, 23]. Reconstruction of ancestral node 
states in the phylogeny enables estimation of migration 
processes between populations. In this study, our aim 
was to analyze whole genome sequencing data using a 
Bayesian evolutionary model in order to better under-
stand badger contribution to transmission in a SB0821 
bTB multi-host system, in the Pyrénées-Atlantiques and 
Landes French “départements”.

Materials and methods
Study area and data collection
Our study area consisted of the “communes” selected 
in previous works on the badger-cattle bTB system in 
the South-West of France [24, 25]. This study area was 
restricted to a 3754  km2 area of 335 “communes” (Fig-
ure 1), straddling the border of Pyrénées-Atlantiques and 
Landes.

A maximum of three SB0821 strains per official dec-
laration of infection per farm, collected between 2002 
and 2017, were included in the study. All SB0821 badger 

strains collected during our study period by “Sylvatub” 
were included.

The sampling date considered was either the date 
of slaughter for cattle strains or the date of capture 
recorded by “Sylvatub” for badger strains. Cattle infor-
mation was provided by the “Base de données nationale 
d’identification” (BDNI), in which every bovine is regis-
tered in France. BDNI records date of birth, date of death, 
cattle movements and their cause (e.g. trade, slaughter).

Genomic data
Upon reception at the NRL, liquid culture media 
(7H9 + ADC) was employed to grow the M. bovis 
strains. After a heating step, the lysate obtained was sent 
for purification and Illumina sequencing (paired-end 
2*150 bp) to the Paris Brain Institute (ICM). At the ICM, 
sequencing quality was controlled using FASTQC with 
an acceptability Phred score threshold of 30. Sequence 
alignment and Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 
calling were computed at the NRL using the AF2122/97 
reference strain on Bionumerics software, version 7.6 
(AppliedMath, Belgium). SNPs identified were selected 
according to strict criteria of wgSNP module: (i) they 
had to be present on at least 5 reads in both forward 
and reverse direction, (ii) 12 base pairs had to separate 

Figure 1  Study area with the location of isolated SB0821 strains according to host-species and number of cases. Black polygons represent 
“commune” limits. Colors represent host-species.
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them, (iii) they were not present in repetitive regions of 
the genome and (iv) ambiguous SNPs (at least one unre-
liable (N) base, ambiguous (non ATCG) base or gap) 
were not included. SNPs were then used to reconstruct 
a maximum parsimony tree on Bionumerics in order to 
identify genetic outliers. We estimated pairwise distances 
between sequences using the dist.dna function available 
in the ape package version 5.0 [26] on R4.0.3. The model 
considered was the F84 model [27] since it closely resem-
bles the HKY model [28] that was previously used on M. 
bovis strains [17, 29]. Distances were estimated between 
all, badger and then cattle sequences.

Bayesian evolutionary model
We used a Bayesian evolutionary model consisting of a 
structured coalescent population model, in order to cap-
ture the transition between two pathogen populations 
defined by their host-species, using BEAST2 (Bayesian 
Evolutionary Analysis by Sampling Trees) v2.6.3 [30]. The 
probability of nucleotide substitutions was described by 
the substitution model and the molecular clock mod-
eled the evolution of substitution rates across branches. 
Moreover, the pathogen sub-population structure was 
inferred using the marginal approximation implemented 
in the Mascot package v2.1.2 [21].

We needed to select the most appropriate substitution 
and molecular clock models. Models were finally com-
pared using the Bayes Factor (BF) after estimating their 
marginal likelihoods with the “Nested Sampling” algo-
rithm implemented in the NS package v1.1.0 [31]. In the 
NS estimation, the number of particles was N = 1 (or 10 if 
results were inconclusive with N = 1) and subchain length 
was fixed to 100  000. We first tested three substitution 
models: the Jukes-Cantor (JC) model [32], in which all 
substitutions are equally likely and base frequencies are 
equal, the Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) [28], in which 
substitution probabilities depend on the nature of bases 
and all base frequencies differ, and Generalized-Time-
Reversible (GTR) [33] model, where all substitution 
probabilities and base frequencies are independent. We 
then tested three molecular clock models: the strict clock 
with constant substitution rates across branches [34], 
and the relaxed uncorrelated lognormal and exponen-
tial clocks with substitution rates varying over branches 
[35]. All models were tested in BEAST2 software after 
annotation on BEAUti interface [30]. We set the site 
model frequencies parameter to empirical and the con-
stant effective population prior to a lognormal distribu-
tion (mean: 0, standard deviation: 1); other parameters 
kept their default settings. We selected a chain length 
of 300 million iterations, a burn-in period of 10% and a 
sampling frequency of 1 in 30 000. Four replicates were 

performed and combined in LogCombiner v.2.6.3 with a 
lower sampling frequency of 1 in 120 000.

We checked for convergence i.e. stationary distribu-
tion of the MCMC (Markov chain Monte Carlo), and 
independence of sampling (Effective Sample Size (ESS) 
above 200 for each parameter), on TRACER v1.7.1 [36]. 
To summarize the posterior sampled trees, a maximum 
clade credibility (MCC) tree was built via Tree Annotator 
using the common ancestor heights option [37]. In the 
MCC tree, host-species of internal nodes were consid-
ered unknown if the posterior probability of their “host” 
(i.e. “Badger” or “Cattle”) was lower than 0.70, otherwise 
three host-species probability categories were repre-
sented: ]0.7; 0.8], ]0.8; 0.9] and ]0.9; 1]. We then inferred 
the lineages’ host-species through time by considering 
that state transition between two nodes occurred at the 
parental node. The MCC tree was visualized on R4.0.3 
with treeio [38] and ggtree packages [39].

In addition, we resampled the posterior trees at a 
frequency of 1 in 1  200  000 using LogCombiner and 
imported the resulting 1004 trees in R. In a phyloge-
netic tree, we have information on the host-species 
(badger or cattle) of each node. We can therefore count 
the number of times a parental node and a descend-
ant node do not belong to the same host-species. This 
number corresponds to inter-species lineage transi-
tions (badger-to-cattle and cattle-to-badger). How-
ever, when two consecutive nodes belong to the same 
host-species, we cannot infer with our method whether 
the lineage remains in the same animal, in the same 
group of animals (social group for badgers, farm for 
cattle), or if there is one or multiple within-species 
transmission events, within and/or between groups of 
animals. Similarly, between two nodes hosted by differ-
ent species, at least one transmission event took place 
(between a badger and cattle) however, other transmis-
sion events could have taken place. Therefore for each 
tree, we counted the number of inter-species lineage 
transitions, the number of times lineages remained in 
the same host-species between two nodes (which we 
called intra-species persistence) as well as the number 
of unknown transitions, i.e. the number of times one or 
both consecutive nodes are considered unknown (host-
species probability lower than 0.70). We then calculated 
the proportion of lineage transitions through time by 
summing the number of each transition type per year 
divided by the number of transitions occurring in that 
year. We considered that state transition between two 
nodes occurred at the parental node and dated these 
transitions using the castor package version 1.7.0 [40]. 
Thus, the number of transitions through time corre-
sponds to the sum of internal nodes dated from each 
year multiplied by two (since one node diverges into 



Page 5 of 12Duault et al. Veterinary Research           (2022) 53:28 	

two lineages). So transition from an internal node to a 
tip (representing the isolates) will not be represented at 
the time of sampling of isolates but at the time of the 
internal node, that immediately precedes the isolate in 
the tree. Transition from an internal node to a tip rep-
resenting a cattle (badger) isolate could correspond to 
either a badger-to-cattle (cattle-to-badger) transition, 
an unknown transition or cattle (badger) persistence.

Similarly to the MCC tree, three probability thresh-
olds were used to determine the host-species of internal 
nodes: 0.7, 0.8 and 0.9. However, since all 1004 resam-
pled trees are studied rather than the consensus tree, 
the most recent common ancestor (MRCA) of some 
trees can be dated from before the MRCA of the MCC 
tree. Therefore, the time range considered is wider than 
for the MCC tree.

Results
Genomic data
From 167 SB0821 strains, 171 SNPs were identified. Pair-
wise distances between sequences ranged from 0 to 0.145 
for all and cattle strains (median: 0.042) and from 0 to 
0.108 for badger strains (median: 0.036). Among these 
167 SB0821 strains, 146 were isolated from cattle and 
21 from badgers (Figure 2). In 2002, SB0821 strains were 
first detected in cattle, which preceded our first SB0821 
badger strain (2013).

Bayesian evolutionary model
We selected a strict molecular clock based on the BF 
comparisons (Additional file  1). However, we could not 
differentiate between the HKY and GTR substitution 
models; HKY was chosen based on previous works [17, 
29].

Figure 2  Number of SB0821 strains isolated by year of death. Colors represent host-species.
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The median transition/transversion ratio (kappa) 
parameter of the HKY model was estimated at 5.9 (95% 
HPD: “High Posterior Density”: [4.2; 8.2]) (Additional 
file  2). Estimations of median substitution rate and tree 
height were respectively 0.41 substitutions/genome/
year (95% HPD: [0.29; 0.55]) and 27.5  years (95% HPD: 
[21.0; 36.6]). Therefore, the MRCA was estimated to 
have been circulating in 1990 (95% HPD: [1980; 1996]). 
The model estimated a badger-to-cattle transition rate 
(median of 2.2 transitions/lineage/year, 95% HPD: [0.74; 
4.5]) 52 times superior to the cattle-to-badger transition 
rate (median 0.042 transitions/lineage/year, 95% HPD: 
[3.5 × 10–5; 0.24]). Estimation of effective population 

sizes Ne was higher for the badger population (median 
of 34, 95% HPD: [20; 51]) than for the cattle population 
(median of 1.2, 95% HPD: [0.27; 2.7]) (Additional file 2).

In the MCC tree (Figure 3 and Additional files 3, 4), 
81 out of 166 internal nodes including the root (with a 
host probability equal to 0.94) and the nodes closest to 
the root were identified as hosted by badgers (55 with 
a posterior probability > 0.9, 15 with a posterior prob-
ability between 0.8 and 0.9 and 11 between 0.7 and 0.8). 
Among the remaining 85 internal nodes, host-species 
were identified as cattle for 57 nodes (42 with a pos-
terior probability > 0.9, 7 with a posterior probability 
between 0.8 and 0.9 and 8 between 0.7 and 0.8) and 

Figure 3  Maximum Clade Credibility (MCC) tree reconstructed with 146 SB0821 strains isolated in cattle and 21 isolated from badgers. 
Colors represent either host-species, in which the strains were isolated (for tree tips) or the reconstructed host-species (internal nodes). Host-species 
are considered unknown if the host probability is inferior to 0.70.
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unknown for 28. Figure  4 depicts the host-species of 
lineages in the MCC tree through time, lineages were 
estimated to have been circulating solely in badgers 
until 1996 and over 75% of lineages per year were pre-
sent in badgers until 2000. Moreover, we predicted two 
peaks of cattle lineages, one occurring in the mid-2000s 
and another in the mid-2010s, following a badger peak. 

Among the 1004 resampled trees, the median tree 
height was estimated and corresponded to a MRCA 
circulating in 1990 (1st quartile: 1978, 3rd quartile: 
1996). Moreover, in these trees and when considering 
the 0.9 probability threshold, we calculated a median 
of 64 badger-to-cattle transition events (1st quartile: 
10, 3rd quartile: 91) and zero cattle-to-badger transi-
tion (1st quartile: 0, 3rd quartile: 3). However, the num-
ber of times a lineage persists in the same host-species 
are similar when considering the badger (median: 109, 
1st quartile: 14, 3rd quartile: 137) and the cattle popu-
lation (median: 112, 1st quartile: 78, 3rd quartile: 158). 
This asymmetry between the number of inter-species 
transitions as well as the similarity between the intra-
species persistence were observed for the three differ-
ent thresholds (Additional file 5).

Figure  5 shows that the type of lineage transitions 
observed in the 1004 trees varies over time. The propor-
tion of badger persistence constituted over 50% of lineage 
transitions from 1964 to 2001 (excepted in 1974, where 
50% of lineages were unknown with the 0.9 probability 
threshold) while cattle persistence started in 1990 at the 
earliest. Cattle persistence represented over 50% of tran-
sitions in 2005 and again in 2016 and 2017, which corre-
sponds to the dates of the two cattle lineage peaks in the 
MCC tree. In addition, the proportion of cattle-to-badger 
transitions never exceeded 1.3% of lineage transitions.

Discussion
In this work, we used whole genome sequencing data in 
order to investigate the role played by badgers in SB0821 
M. bovis strains transmission in the Pyrénées-Atlantiques 
and Landes. This region situated in the South-West of 
France is of major interest concerning bTB control in the 
country since it has been continuously harboring persis-
tent clusters of infection, especially in the past decade 
(according to surveillance data available on the Animal 
Health Epidemiological platform ESA).

For the Bayesian evolutionary model, we selected 
a strict molecular clock. We also chose a HKY 

Figure 4  Host-species of lineages through time estimated in the Maximum Clade Credibility (MCC) tree. Colors represent host-species and 
posterior probability. Host-species are considered unknown if the host probability is inferior to 0.70.
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substitution model over GTR according to past Bayes-
ian studies [17, 29]. Estimated substitution rate of 0.41 
substitutions/genome/year (95% HPD: [0.29; 0.55]) was 
higher than estimations from past studies in North-
ern Ireland (0.15, 95% HPD: [0.04–0.26] [41] and 0.2, 
95% HPD: [0.1–0.3] [42]) and in Michigan, USA (0.2, 
95% HPD: [0.1–0.3] [29]). However, Crispell et  al. in 
2017 [17] estimated a higher rate of 0.53 substitutions/
genome/year, 95% HPD: [0.22–0.94]. Observed dif-
ferences between these studies could be attributed to 
the M. bovis lineage; specific lineage characteristics 
have been highlighted in M. tuberculosis [43]. M. bovis 
strains studied by Biek et al. and Trewby et al. [41, 42] 
are part of the Eu1 clonal complex [44]. In France, M. 
bovis lineages differ according to the area studied [15], 
our estimations were based on SB0821 strains, which 
belong to the F4-family/cluster A [16]. Lastly, studies 
based on M. bovis strains, which did not share the same 
spoligotype nor VNTR profile [17] could estimate a 
higher substitution rate. Variation between estimations 
could also depend on the sampled host-species. Wild-
life species studied vary, e.g. the white-tailed deer and 
the elk in Michigan [29] or even the badger in Northern 
Ireland [41, 42].

Bayesian inference methods are used to reconstruct 
ancestral node states (e.g. in our case, host-species) and 
to estimate parameters such as inter-species transition 
rates. In order to mitigate the bias due to sampling pro-
cess in the migration rate estimation, we chose to use a 
structured coalescent method. More specifically, we used 
the Marginal Approximation of the Structured COa-
lescenT (MASCOT) to model the evolution of SB0821 
strains isolated from cattle and badgers [21]. This method 
assumes a constant effective population size over time. 
The past demographics until 2017 are difficult to esti-
mate in the region due to the late implementation of the 
wildlife surveillance system in 2012. The discovery of 
bTB in wildlife caused an increase in cattle surveillance 
and thus an increase in bTB detection in cattle. However, 
the apparent prevalence in badgers did not seem to vary 
significantly between the two estimations (2013–2014 
and 2016–2017) by Réveillaud et  al. [7] and the num-
ber of newly infected farms did not follow an obvious 
trend over the same period of time (Boschiroli, personal 
communication).

Similar genetic distances were estimated between cattle 
and badger sequences. However, considering the fact that 
this was based on 21 badger sequences and 146 cattle 

Figure 5  Proportion of lineage transitions estimated in the 1004 resampled trees. We used a 0.7 (A), 0.8 (B) and a 0.9 (C) probability 
threshold. In (D), the number of transitions per tree from the 1004 trees is represented over time. Colors represent transition type.
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sequences, this means that badger strains presented a 
higher genetic diversity. This was consistent with the 
higher effective population size estimated in the badger 
population compared to the cattle population.

The average badger density in 13 study sites (includ-
ing a 50  km2 site situated in our study area) in France 
was estimated at 3.8 badgers per km2 (range: 1.7–7.9), 
which is “relatively lower than those found in the UK 
and concordant with global estimates from Ireland” [45]. 
We inferred a badger-to-cattle transition rate 52 times 
greater than the cattle-to-badger rate. Our results are 
consistent with a previous study by Crispell et al. show-
ing a badger-to-cattle transition rate (0.045 transitions/
lineage/year) 10 times superior to the cattle-to-badger 
transition rate (0.0044 per lineage per year) on a subset 
of cattle (n = 83) and badger (n = 97) strains isolated in 
the UK [19]. Conversely, Rossi et  al. estimated a higher 
cattle-to-badger transition rate in a newly infected region 
in the North-West of England and concluded on the pos-
sible requirement of a “build-up in badger infections […] 
before badger-to-cattle infections become probable” [46].

Crispell et al. estimated similar results than in our work 
concerning inter-species transmission events comprised 
mainly of badger-to-cattle transmission and a median of 
zero cattle-to-badger transmission. Moreover, the varia-
tion of lineages’ host-species through time in our consen-
sus tree showed an increase in cattle lineages following 
an increase in badger lineages. These results suggest that 
badger-to-cattle transmission may be amplified by 
onward cattle-to-cattle transmission, a hypothesis pro-
posed by Donnelly and Nouvellet in the UK [47]. Simi-
larly, a study that analyzed an empirical contact network 
of cattle farms in the same region, concluded on the 
importance of badger-mediated contacts in bTB spread 
[24].

Crispell et  al. had an interesting approach and esti-
mated the minimum number of intra-species and inter-
species transmission events [19]. To this end, the authors 
assumed that a coalescent event corresponded to at least 
one transmission event. Therefore, the existence of a 
single pathogen lineage within an infected animal was 
implied. We did not make any assumptions on the within-
host evolution nor on the timing of transmission. While 
we considered  an inter-species transition to correspond 
to at least one transmission event between cattle and 
badger, we did not estimate the number of within-species 
transmission events. However, the majority of transitions 
being identified as persistence suggests the importance of 
intra-species transmission events highlighted in Crispell 
et al.’s work [19]. Indeed, the majority of the lineage tran-
sitions until 2001 were identified as badger persistence, 
which either correspond to the evolution of M. bovis lin-
eages in the same badger or bTB transmission between 

badgers belonging to the same social group (i.e. sett) or 
to neighboring setts. Conversely, Bouchez-Zacria et  al. 
used a stochastic model of M. bovis transmission within 
the badger-cattle system in the Pyrénées-Atlantiques and 
Landes and determined limited inter-social group bTB 
transmission [48]. Therefore, the majority of badger-to-
badger persistence until 2001 suggest either long-term 
carriage of bTB in a badger and/or a long transmission 
history within a social group.

Similarly to badger persistence, cattle persistence could 
either correspond to the evolution of M. bovis lineages in 
the same animal, intra-farm or between-farm bTB trans-
mission. Trade data provided by the BDNI determined 
the significant role of cattle movements in bTB transmis-
sion in the Pyrénées-Atlantiques and Landes [24], which 
could explain between-farm bTB transmission. However, 
transmission modeling of this badger-cattle system deter-
mined that 49.3% of farm infections were due to proxim-
ity to pastures belonging to an infected farm [48].

Nonetheless, badger-to-cattle and cattle-to-cattle 
transmissions are not the only possible source of farm 
infection. In these two models [24, 48] as well as in our 
work, contribution of other wildlife species were not 
included. Infected wild boars have been detected in the 
Pyrénées-Atlantiques and Landes since the implementa-
tion of “Sylvatub” in the area. While a badger movement 
study in Europe estimated a mean distance of 1.7  km 
traveled by badgers with some rare long distance travels 
of up to 22  km [49], the mean daily distances traveled 
by wild boars is estimated to be around 7–13  km [50]. 
Therefore, wild boars could have contributed to M. bovis 
spread in a way badgers, typically traveling shorter dis-
tances, could not have.

We used genomic data to study the role of badgers 
in bTB transmission in the Pyrénées-Atlantiques and 
Landes. However, the sampling process differs between 
cattle and wildlife strains. According to expert opinions, 
possible environmental contamination and deterioration 
of wildlife carcasses could lower the culture sensitivity by 
35% and since wildlife samples are pooled, PCR test sen-
sitivity could decrease by 15% [51].

Moreover, in practice, while herd skin-testing rhythm 
varies between “communes”, cattle surveillance con-
cerns all animals over 24  months. In our study area, 
while the testing of road-killed badgers did not depend 
on the presence of bTB in cattle, badger capture proto-
col changed over the years and varied from one place 
to another according to the detection of nearby cases 
in cattle. Contrary to the registered and easily accessi-
ble cattle population, the entirety of the badger popu-
lation cannot be surveilled for practical (free-ranging 
population) and financial reasons, which contributes to 
an unavoidable underestimation of cases. However, our 
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choice in the MASCOT method was motivated by the 
fact that it does not treat the number of each host-spe-
cies as data and thus helps reduce the impact of sam-
pling bias [52].

In conclusion, our Bayesian evolutionary model ena-
bled us to infer inter-species (badger-to-cattle and cattle-
to-badger) transitions but not intra-species transmission 
as in previous epidemiological studies, where relevant 
units were farms and badger social groups. Therefore, we 
could not confirm badger social groups as possible inter-
mediaries in farm-to-farm transmission. However, our 
results highlighted long-term M. bovis presence in the 
badger population and a high badger-to-cattle transition 
rate in the Pyrénées-Atlantiques and Landes, which jus-
tifies control measures implemented to prevent contacts 
between cattle and badgers. Further research including 
transmission tree reconstruction of this multi-host sys-
tem could help us better understand intra-species bTB 
transmission and integrate the contribution of other 
wildlife species in this bTB multi-host system. Including 
further genomic data isolated from cattle, badgers and 
especially wild boars would improve our work.
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Abstract: In order to better understand transmission dynamics and appropriately target control
and preventive measures, studies have aimed to identify who-infected-whom in actual outbreaks.
Numerous reconstruction methods exist, each with their own assumptions, types of data, and
inference strategy. Thus, selecting a method can be difficult. Following PRISMA guidelines, we
systematically reviewed the literature for methods combing epidemiological and genomic data
in transmission tree reconstruction. We identified 22 methods from the 41 selected articles. We
defined three families according to how genomic data was handled: a non-phylogenetic family, a
sequential phylogenetic family, and a simultaneous phylogenetic family. We discussed methods
according to the data needed as well as the underlying sequence mutation, within-host evolution,
transmission, and case observation. In the non-phylogenetic family consisting of eight methods,
pairwise genetic distances were estimated. In the phylogenetic families, transmission trees were
inferred from phylogenetic trees either simultaneously (nine methods) or sequentially (five methods).
While a majority of methods (17/22) modeled the transmission process, few (8/22) took into account
imperfect case detection. Within-host evolution was generally (7/8) modeled as a coalescent process.
These practical and theoretical considerations were highlighted in order to help select the appropriate
method for an outbreak.

Keywords: transmission tree; genomic epidemiology; who-infected-whom

1. Introduction

Understanding transmission dynamics is pivotal in controlling and preventing infec-
tious diseases. Studies have aimed to reconstruct transmission trees depicting transmission
histories of actual outbreaks in order to draw conclusions on how the disease spread [1,2].
For instance, transmission trees have been used to explore hypotheses on mechanisms
of transmission [3] and evaluate key transmission parameters, such as the reproduction
number R, that is, the number of secondary cases caused by one infected individual [4].
In a transmission tree, nodes represent infected hosts (i.e., entities that the pathogen can
infect, e.g., individuals or groups of individuals like farms in a foot-and-mouth disease
(FMD) outbreak [5]), connected by transmission events represented by directed edges [6].
Transmission events in a transmission tree generally correspond to the first infection of
each host, as superinfections (infection with an additional strain) or reinfections (second
infection after clearance) are usually disregarded.

One way to infer transmission history in an outbreak has been the use of contact
tracing methods, in which infected individuals are interrogated regarding time of symptom
onset, duration of disease, and potential exposures to pathogen [7]. However, data collected
by epidemiological investigations are not always available, reliable, or detailed enough
for accurate reconstructions [8]. In addition, the fact that not all infected individuals are
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known hinders the reconstruction of an observed outbreak. Indeed, asymptomatic infected
individuals are less likely to be detected unless a testing strategy has been implemented,
and even then, test sensitivity (Se) and field conditions are sometimes mediocre. For
instance, on-the-field implementation of the intradermal tuberculin skin test for bovine
tuberculosis can differ from the official guidelines (e.g., not respecting the recommended
injection area, qualitative reading of results), which in turn lowers the Se [9].

Complementary to epidemiological data, pathogen isolation and subsequent partial
or total sequencing of pathogen genomes can inform on the relative closeness of strains.
The increasing availability and affordability of sequencing contributes to its mounting pop-
ularity and its frequent use in molecular epidemiology. Genomic data have been frequently
applied to the reconstruction of phylogenetic trees, which describe the evolutionary rela-
tionships between sequences [10]. Indeed, numerous methods and tools exist to reconstruct
phylogenetic trees (e.g., [11–14]). Some studies have considered phylogenetic trees to be
partially observed transmission trees [15]. However, others have highlighted the differences
between these two notions [5,16–18]. Contrary to a transmission tree, internal nodes in a
phylogenetic tree represent hypothetical common ancestors and tips correspond to sampled
sequences, therefore ancestries between sampled sequences cannot be recovered from a
phylogenetic tree on its own [16]. Moreover, nodes are linked by branches, which represent
genetic distances, and the timing of nodes correspond to within-host diversification events
(reconstructed as coalescent events), which precede transmission when considering a com-
plete bottleneck [5,18]. A complete bottleneck means that during infection, only one strain
can be transmitted, as opposed to a weak transmission bottleneck that allows multiple
strains to be transmitted. Thus, without explicitly representing the hosts in which each
pathogen lineage was present, we cannot identify and time transmission events from a
phylogenetic tree. Phylogenetic tree reconstruction has been used to identify “transmission
clusters”, that is, clusters of sequences more closely related in the evolutionary process and
therefore considered epidemiologically linked. For instance, a review on HIV “transmis-
sion clusters” definitions showed that a majority were based on statistical criteria defining
how likely the existence of the node was (phylogenetic node support) or a combination of
phylogenetic node support and a genetic distance threshold [19].

However, inferring actual transmission trees solely from genetic data proves challeng-
ing. Indeed, genetic diversity between sampled sequences hinges on the evolutionary rate
of the pathogen as well as time-to-sampling, and when diversity is limited, the ability to
infer correct transmission histories is affected [20]. For example, in a Mycobacterium bovis
outbreak, a high proportion of sampled sequences isolated from different hosts can be iden-
tical [21] due to the low evolutionary rate. While sequenced strains from pathogens that
tend to have a high evolutionary rate show greater dissimilarity, a non-negligible within-
host diversity and/or a weak bottleneck complicates the inference of the transmission tree
solely from genetic data [22]. Thus, methods were developed to combine epidemiological
and genomic data, whether in a simultaneous [5,23,24] or sequential (integrating one type
of data then the other, e.g., [2,17]) manner to infer possible transmission trees.

According to graph theory, the number of spanning trees that can be constructed from
a complete graph of n nodes is given by Cayley’s tree formula: nn−2 [25]. When applied to
transmission trees, this number corresponds to the number of unrooted transmission trees
compatible with n hosts. For instance, when considering 10 hosts, 108 transmissions trees
are compatible. Therefore, simply enumerating all possible oriented transmission trees is
not a viable option when n is high and other strategies need to be applied. Methods that
combine both epidemiological and genomic data can model four unobserved processes
mentioned by Klinkenberg et al. (2017) [26] that can be defined as follows:

• Mutation: includes nucleotide “indel” (either a deletion or an insertion, i.e., a nu-
cleotide disappears from or is added to the sequence) and substitution (a nucleotide in
the sequence changes into another).

• Within-host evolution: represents how the pathogen genome changes within an
individual or a group of individuals, which leads to genome diversification.
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• Transmission: passage of a pathogen from an infected host to a susceptible host and the
subsequent infection in the newly infected host. In transmission models, assumptions
are thus made regarding how the disease was introduced in the host population then
spread from host to host, as well as regarding the natural history of the disease.

• Case observation: process of identifying and sampling infected hosts in the host
population.

We systematically reviewed the literature for methods combining genomic and epi-
demiological data to reconstruct transmission trees. A problem arises from the existence of
numerous methods: how to select the appropriate method for the studied outbreak. There-
fore, our goal was to discuss methods according to the epidemiological and genomic data
necessary to implement them, as well as the underlying sequence mutation, within-host
evolution, transmission, and case observation models.

2. Results

After removal of duplicates, 496 articles were imported to EndNote and screened for
their relevance to transmission tree reconstruction methodology. Among these 496 articles,
the full texts of 98 articles were screened for eligibility (Figure 1). The reasons for exclusion of
full-text articles are detailed in Supplementary Table S1. The main reasons were as follows:
the article did not actually aim to infer a transmission tree according to our definition (n = 23),
the kind of genetic data considered (n = 12), or the lack of a formal combination of the two
types of data (n = 21).
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Twenty-two different methods were used in the remaining 41 articles, and we de-
fined three families: a non-phylogenetic family, a sequential phylogenetic family, and a
simultaneous phylogenetic family. In the non-phylogenetic family (NPF), phylogenetic
trees were not considered in the transmission tree reconstruction, and instead, pairwise
genetic distances were estimated. In the phylogenetic families (PF), transmission trees
were inferred from phylogenetic trees either by using the phylogenetic tree as a source of
information or by establishing a method to link the two types of trees, that is, a transmission
tree was obtained by inferring the host of each node or branch in the phylogenetic tree.
In the sequential phylogenetic family (SeqPF), phylogenetic trees had to be reconstructed
prior to the implementation of the transmission tree reconstruction methods. However, in
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the simultaneous phylogenetic family (SimPF), phylogenetic and transmission trees were
simultaneously inferred. We decided to distinguish between the two since the two-step
approach in the sequential phylogenetic family means the users need to choose an appropri-
ate method to reconstruct the phylogenetic tree and implement it, prior to the transmission
tree reconstruction method. Thus, the sequential phylogenetic family assumes that the
phylogenetic tree does not depend on the transmission process.

To illustrate the problem these three families tried to address, Figure 2A shows a
simplistic transmission and within-host evolution scenario: D transmits to U (an unob-
served individual), who in turn transmits to C and A, and finally, C transmits to B. In
this figure, the length of each host rectangle represents the time from infection to removal
(either recovery or death). From this small outbreak, we consider the sequences a, b, c,
and d collected respectively from hosts A, B, C, and D at times TA, TB, TC, and TD. The
removal times of known hosts are also included in the data: RA, RB, RC, and RD. From the
known epidemiological data and either pairwise genetic distances (NPF) or the phyloge-
netic tree (Figure 2B, PF), each family of methods aimed to reconstruct the transmission tree
(Figure 2C), with or without inferring the unknown transmission times t[infector, infected].
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Figure 2. A simple transmission scenario (A), the reconstructed phylogenetic tree (B), and the
transmission tree (C). Rectangles represent hosts, and black lines within a rectangle represent within-
host evolution of the pathogen. Black circles correspond to sampled strains, red circles to transmitted
strains, and red dotted lines to a transmission event. Length of host rectangles represent time from
infection (t) to removal (R). The phylogenetic tree is reconstructed from sequences (a, b, c, and d)
sampled at time T. The transmission tree considered the unobserved host U.
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Table 1 presents the epidemiological and genomic data needed to implement each
method. A majority (20/22) of methods used at least sampling times (Table 1). Eleven
methods considered removal times, seven the onset of infectiousness, while few (3/22)
considered the start of exposure (Table 1). Moreover, intrinsic characteristics (predominant
species, number of animals, production period) are only considered in two methods, belong-
ing to the NPF and SimPF, respectively: Aldrin 2011 [28] and BORIS (Bayesian Outbreak
Reconstruction Inference and Simulation) [29] (Table 1). Similarly, only two other methods
included contact data in their transmission model: one in the NPF, outbreaker2 [30], and
one in the SeqPF, TiTUS [31] (Table 1). Ten out of the twenty-two methods (Table 1) were
implemented in packages, 7 available as R packages (however, since their implementation,
two have been removed from the CRAN repository; for details see Table S6), one code on
github (Transmission Tree Uniform Sampler, TiTUS), and the remaining two on BEAST [13]
(beastlier) or BEAST2 [14] (Structured COalescent Transmission Tree Inference, SCOTTI).

Within-host evolution was explicitly modeled in fewer than half of the methods (8/22),
and most methods made restricting assumptions on the outbreak: all cases are observed
and sampled, the transmission bottleneck is complete, or a single introduction event took
place (Tables 2–4). Observation is the detection of an infected host, and a host is sampled
when a pathogen sequence was isolated.

2.1. Non-Phylogenetic Family

The non-phylogenetic family (Figure 3) contained eight methods. The majority of these
methods (5/8) attached a genetic model that described the pairwise genetic distance between
two individuals according to their relationship in the transmission tree to an explicit model
of disease transmission. In the Bayesian methods (4/5), these models were combined in a
likelihood function, which was used to sample from the transmission tree space.

2.1.1. Methods That Consider Mutations to Occur at Transmission

The Bayesian method proposed by Ypma et al. (2012) used three types of data
(temporal, geographical, and genetic) from an H7N7 outbreak in poultry farms in the
Netherlands and considered them all independent of each other. The likelihood function
was therefore a product of contributions given by the three types of data [32]. Similarly,
Jombart et al. (2014) decomposed the likelihood into a genetic likelihood and a tempo-
ral likelihood in the outbreaker package [24]. Campbell et al. (2019) then extended the
transmission model in this method to include contact data in a reporting likelihood in
outbreaker2 [30]. Probability of transmission between two sampled individuals was in-
ferred from known generation time Tg and time-to-sampling distributions. In addition,
outbreaker and outbreaker2 considered two parameters to model unobserved cases: π, the
proportion of sampled cases in the outbreak, and κ, the maximum number of generations
separating a sampled infected individual and his sampled ancestor in the transmission
tree [24,30]. SARS-CoV-1 [24,30], bovine viral diarrhea virus [33], Klebsiella pneumoniae [34],
and Acinetobacter baumannii [35,36] outbreaks (Table S3) have been studied using outbreaker
and outbreaker2, available in R.

In these three methods, mutation was considered to occur during transmission, and
thus, the genetic likelihood depended solely on the number of transmission events separat-
ing two individuals and not on time [24].
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Table 1. Epidemiological and genomic data necessary for each method. S stands for sequences, and P for phylogenetic trees. Packages are available for methods
in bold. Removal time corresponds to time at which an individual becomes non-infectious, generally the culling time or end of hospitalization, and intrinsic
characteristics are either number of individuals present on site or predominant animal species. Didelot et al.’s (2014) [17] method, while not based on a spatial
kernel, penalized transmission trees after reconstruction if they did not respect geographical data, hence the parentheses surrounding the geographical data.
Hall et al.’s (2015) [18] method could include contact data, but geographical data was used instead.

Family Method (Name)
[Reference]

Start of
Exposure

Onset of In-
fectiousness

Sampling
Time

Removal
Time

Contact
Data

Geographical
Data

Intrinsic
Characteristics

Phylogenetic
Tree or

Sequences

Non-phylogenetic

Aldrin et al., 2011 [28] X X X X S

Jombart et al., 2011
(Seqtrack) [16] X S

Ypma et al., 2012 [32] X X X S

Jombart et al., 2014
(outbreaker) [24] X S

Worby et al., 2014 [37] X S

Famulare et al. 2015 [38] X S

Worby et al., 2016
(bitrugs) [6] X X X S

Campbell et al., 2019
(outbreaker2) [30] X X S

Sequential phylogenetic

Cottam et al., 2008 [2] X X X P

Didelot et al., 2014 [17] X (X) P

Eldholm et al., 2016 [39] X P

Didelot et al., 2017
(Transphylo) [40] X P

Sashittal et al., 2020
(TiTUS) [31] X X X X P
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Table 1. Cont.

Family Method (Name)
[Reference]

Start of
Exposure

Onset of In-
fectiousness

Sampling
Time

Removal
Time

Contact
Data

Geographical
Data

Intrinsic
Characteristics

Phylogenetic
Tree or

Sequences

Simultaneous
phyloge-

netic

Explicitly
phylogenetic

Ypma et al., 2013 [5] X X X X S

Hall et al., 2015
(beastlier) [18] X X (X) X S

De Maio et al., 2016
(SCOTTI) [41] X X X S

Klinkenberg et al., 2017
(phybreak) [26] X S

Implicitly
phylogenetic

Morelli et al., 2012 [23] X X X X S

Mollentze et al., 2014 [1] X X S

Lau et al., 2015 [42] X X X X S

Firestone et al., 2020
(BORIS) [29] X X X X X S

Montazeri et al., 2020 [43] X S
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Table 2. Modeling of unobserved processes in the non-phylogenetic family. Within-host evolution (modeled or not) includes whether the transmission bottleneck is
complete or weak. When transmission is modeled, we mention the states hosts can find themselves in (S: susceptible, E: latent, I: infectious, R: removed). In addition,
either geographical distance (spatial kernel), contact data, or random mixing are considered. Finally, the transmission model mentions whether there is only one
index case possible (single introduction) or multiple.

Method (Name) [Reference] Sequence Mutation Within-Host Evolution Transmission Case Observation Inference Method

Aldrin et al., 2011 [28] Kimura model

No explicit model SIR (infectious period)
All cases are observed but not

always sampled Partial Maximum Likelihood
Complete

Distance kernel

Multiple

Jombart et al.,
2011 (Seqtrack) [16]

User’s choice
No explicit model

No explicit model All cases are observed and
sampled

Edmonds algorithm
Complete

Ypma et al., 2012 [32]
Deletion + Transition +

Transversion

No explicit model SEIR (latency/infectious
period) All cases are observed but not

always sampled Bayesian
Complete

Spatial kernel

Single

Jombart et al., 2014
(outbreaker) [24] Mutation rate

No explicit model SI (generation times)

Proportion of sampled cases Bayesian
Complete

Random mixing

Multiple

Worby et al., 2014 [37] Mutation rate
Pathogen population size

No explicit model All cases are observed and
sampled

Observed genetic distance vs.
theoretical distributionWeak

Famulare et al., 2015 [38] Mutation rate No explicit model No explicit model No assumption Likelihood ratio test +
Pruning algorithm

Worby et al., 2016 (bitrugs) [6] No explicit model

No explicit model SEIR (latency/infectious
period)

Test sensitivity < 1 Bayesian
No assumption Random mixing

Multiple

Campbell et al., 2019
(outbreaker2) [30] Mutation rate

No explicit model SI (generation times)

Proportion of sampled cases Bayesian
Complete Contact data

Multiple
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Table 3. Modeling of unobserved processes in the sequential phylogenetic family. For the sequence
mutation process, NA stands for not applicable. Within-host evolution (modeled or not) includes
whether the transmission bottleneck is complete or weak. When transmission is modeled, we mention
the states hosts can find themselves in (S: susceptible, E: latent, I: infectious, R: removed). In addition,
either geographical distance (spatial kernel), contact data, or random mixing are considered. Finally,
the transmission model mentions whether there is only one index case possible (single introduction) or
multiple. In the inference method, we mention how phylogenetic trees are used to infer transmission
trees (either internal nodes or branches are labelled with the host or phylogenetic trees are used as a
source of information). * means multiple sequences can be considered per epidemiological unit.

Method (Name)
[Reference]

Sequence
Mutation

Within-Host
Evolution Transmission Case Observation Inference Method

Cottam et al.,
2008 [2] NA

No explicit model
SEIR

(latency/infectious
period)

All cases are
observed and

sampled

Label internal
nodes

Complete
Random mixing Maximum

LikelihoodSingle

Didelot et al.,
2014 [17] NA

Coalescent process SIR (infectious period) All cases are
observed and

sampled

Label branches

Complete
Random mixing

Bayesian
Single

Eldholm et al.,
2016 [39] NA

Coalescent process
SEIR

(latency/infectious
period) Probability threshold

Information source

Complete
Random mixing Edmonds’

algorithmSingle

Didelot et al., 2017
(Transphylo) [40] NA

Coalescent process SI (generation times)
Proportion of
sampled cases

Label branches

Complete
Random mixing

Bayesian
Single

Sashittal et al.,
2020 (TiTUS) [31] NA

No explicit model
No explicit model

All cases are
observed and

sampled

Label internal
nodes

Weak * Logical problem

2.1.2. Methods That Allow Within-Host Diversity

Worby et al. (2014) noted that previous methods based their genetic model on strong
assumptions, such as a complete transmission bottleneck [24,30] or mutations occurring
at time of transmission [24,30,32], thus disregarding within-host diversity. First, they
constructed an approximation of the genetic distance distribution and compared it to
observed genetic distances in order to determine the probability of direct methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) transmission between individuals in a hospital [37].
Then, Worby et al. (2016) incorporated a genetic distance distribution approximation with
an explicit transmission model tailored to a nosocomial outbreak, in a Bayesian inference
framework, available in a bitrugs package in R [6]. This approach allowed for the within-
host diversity previously lacking in other methods while avoiding having to make any
assumptions about the within-host evolution process [6], as was necessary in their first
work [37]. The transmission model considered a hospital setting, where patients were
either susceptible (S) or infectious (I) one day after infection, and transmission rate per
infected patient was constant until their discharge. Homogeneous mixing was assumed,
meaning that each infected patient had equivalent contact with each susceptible individual.
In addition, imperfect case detection was modeled by incorporating test sensibility as a
model parameter [6].
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Table 4. Modeling of unobserved processes in the simultaneous phylogenetic family. For the
sequence mutation process, the user could either use a single substitution model or choose. Within-
host evolution (modeled or not) includes whether the transmission bottleneck is complete or weak.
When transmission is modeled, we mention the states hosts can find themselves in (S: susceptible,
E: latent, I: infectious, R: removed). In addition, either geographical distance (spatial kernel), contact
data, or random mixing are considered. Finally, the transmission model mentions whether there is
only one index case possible (single introduction) or multiple. * means multiple sequences can be
considered per epidemiological unit.

Method (Name)
[Reference]

Sequence
Mutation

Within-Host
Evolution Transmission Case Observation Inference

Method

Ypma et al.,
2013 [5] Mutation rate

Coalescent process
SEIR

(latency/infectious
period) All cases are observed

and sampled
Bayesian

Complete
Spatial kernel

Single

Hall et al., 2015
(beastlier) [18] User’s choice

Coalescent process
SEIR

(latency/infectious
period)

All cases are observed
but not always

sampled
Bayesian

Complete *
Spatial kernel

Single

De Maio et al.,
2016 (SCOTTI) [41] User’s choice

Coalescent process
Migration model Maximum number of

hosts
Bayesian

Weak *

Klinkenberg
et al., 2017

(phybreak) [26]
Mutation rate

Coalescent process SI (generation times) All cases are observed
but not always

sampled
Bayesian

Complete
Random mixing

Single

Morelli et al.,
2012 [23]

Jukes Cantor
model

No explicit model
SEIR

(latency/infectious
period) All cases are observed

and sampled
Bayesian

Complete
Spatial kernel

Single

Mollentze et al.,
2014 [1] Kimura model

No explicit model
SEIR

(latency/infectious
period)

Observed cases
contribute to

transmission after
removal time

Bayesian

Complete
Spatial kernel

Multiple

Lau et al., 2015 [42] Kimura model

No explicit model
SEIR

(latency/infectious
period)

All cases are observed
but not always

sampled
Bayesian

Complete
Spatial kernel

Multiple

Firestone et al.,
2020 (BORIS) [29]

Kimura model

No explicit model
SEIR

(latency/infectious
period)

All cases are observed
but not always

sampled
Bayesian

Complete
Spatial kernel

Multiple

Montazeri et al.,
2020 [43]

Jukes Cantor
model

No explicit model
No explicit model All cases are observed

and sampled
Bayesian

Complete
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2.1.3. Other Methods

Conversely, in their work on infectious salmon anemia, Aldrin et al. (2011) did
not use the same Bayesian approach. While they did establish a transmission model, a
maximum partial likelihood approach was then used to estimate model parameters. From
these estimated parameters, they calculated the probability that one salmon farm infected
another. In their model, transmission probability exponentially decreased with increasing
sea and genetic distances between farms and depended on farm-level characteristics such
as the maximum number of fish in a cohort during the production period and when that
production period was (spring vs. autumn) [28]. When genetic data was unavailable for a
farm, the unknown genetic distance was imputed with the value of a parameter computed
from the known genetic data [28].

Finally, the Seqtrack method [16] and Famulare et al. (2015) differ from all the others
and only explicitly modeled the mutation process. Indeed, Jombart et al. (2011) computed
the transmission tree for which “ancestors always precede [d] their descendants in time”
(assuming sampling times follow the same chronological order as infection times) and the
total genetic distance between linked nodes was minimal (i.e., the optimum branching,
also named minimum spanning tree, of the graph in which all the possible links between
infector and infected host are represented) using Edmonds’ algorithm [44]. While this
method can be used solely with sampling times and genetic data (Table 1), other epidemio-
logical data (e.g., locations) can also be considered to resolve equally likely ancestries. The
Seqtrack algorithm was implemented in the adegenet package and has been applied to
H1N1 2009 swine-origin pandemic [16], H3N8 equine influenza [45], M. tuberculosis [46],
and K. pneumonia [47] outbreaks (Table S3). Conversely, Famulare et al. identified pairs
linked by direct transmission by performing a likelihood ratio test to determine whether the
time of the most recent common ancestor of the considered pair (tMRCA) was equal to the
earliest sampling time [38]. In order to compute the likelihood for the tMRCA, Famulare et al.
assumed the mutation process followed a Poisson model with a known constant mutation
rate. Competing ancestries were resolved using a pruning algorithm that the user could
specify, for example, by keeping the link minimizing the time between tMCRA and sampling.
This method was applied to study the Ebola virus outbreak in Sierra Leone, the 2001 H1N1
influenza pandemic, and the 2005–2008 polio outbreak in Nigeria [38] (Table S3).

2.2. Phylogenetic Families

In phylogenetic families, links were established between phylogenetic and transmis-
sion trees. From the small imaginary outbreak (Figure 2), Figure 4 depicts three ways
to modify the basic phylogenetic tree (Figure 2A) in order to obtain a transmission tree.
Figure 4A shows a phylogenetic tree in which internal nodes are annotated with a sampled
host. The transmission tree reconstructed (on the right) from this annotated phylogenetic
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tree contains the order of transmission but does not estimate the unknown transmission
times t (unless we assume that coalescence and transmission occur at the same time). In
Figure 4B, the internal nodes are annotated in the phylogenetic tree (on the left); however,
the branch between two nodes hosted by different individuals is considered to be an “infec-
tion branch,” and transmission occurs along this infection branch. Therefore, we obtain a
timed transmission tree (on the right) that does not assume coalescence and transmission to
coincide. Finally, in 4C the possibility of annotating unobserved hosts in the phylogenetic
tree is added (on the left), thus the unobserved host U can be inferred in the transmission
tree (on the right).
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2.2.1. Sequential Phylogenetic Family

These methods (Figure 5, n = 5) required a phylogenetic tree to be reconstructed prior
to their implementation. In one method, the phylogenetic tree was used as a source of
information on the time of coalescence between two lineages [39]. Indeed, Eldholm et al. (2016)
used this information in association with a SEIR model to calculate the likelihood of direct
and oriented transmissions between sampled individuals of an M. tuberculosis outbreak [39].
When the likelihoods of transmission between every pair of individuals were calculated, the
direction of transmission corresponding to the lowest likelihood was removed. Finally, the
optimum branching graph was computed using Edmonds’ algorithm [44] as in Seqtrack.
In order to account for unobserved cases, this method used various thresholds of direct
transmission likelihoods to plot the transmission trees [39].
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The four remaining methods annotated the phylogenetic tree in order to recon-
struct the transmission tree using different sampling strategies of the tree space. In
Cottam et al.’s (2008) method, no sampling strategy per se was implemented since the
number of transmission trees compatible with their data and previous knowledge on trans-
mission events between five farms (identified via animal movements) was relatively small
(1728 trees). Every possible transmission tree was enumerated by assigning to every ances-
tral node one of its two descendants, while moving backwards in time on the phylogeny [2]
(node annotation similar to Figure 4A, with added constraints). Then, the likelihood of a
transmission tree was computed from the joint likelihood of each transmission pair, which
was based on the probability of the epidemiological data (removal dates and onset of
infectiousness, Table 1) according to the SEIR transmission model (Table 3). This method
was applied to the 2001 FMD outbreak in the United Kingdom (Table S4).

Similarly, Sashittal and El-Kabir (2020) aimed to label the internal nodes in a phyloge-
netic tree reconstructed from HIV sequences [31] (node annotation similar to Figure 4A).
However, in this method, a weak transmission bottleneck was considered. Moreover, the
labelling was not restricted to the two descendants of each node. While the transmission
process was not explicitly modeled (Table 3), the labelling had to satisfy a number of con-
straints derived from the known transmission windows (i.e., from exposure time to removal
time) and contact information (Table 1). The transmission tree reconstruction was treated
as a logical problem and a parsimonious consensus tree was then selected from uniformly
sampled transmission trees that satisfied the temporal and contact constraints [31].
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Methods that identify transmission events as branching events in a phylogeny and as-
sume a complete bottleneck do not consider within-host evolution [17]. Thus,
Didelot et al. (2014) inferred the transmission tree by affecting hosts along branches in the
phylogenetic tree [17,40] (branch annotation similar to Figure 4B). Since hosts could change
along branches and not only at the nodes, transmission events were no longer restrained to
the timing of coalescent events. In their method, Bayesian inference was used to infer the
epidemiological parameters of their SIR (Susceptible-Infected-Removed) model, the within-
host evolutionary parameters (for which they considered a neutral coalescent process with
constant population size Ne and average population generation time g, i.e., duration of the
replication cycle), and the transmission tree. Thus, contrary to the complete enumeration in
Cottam et al.’s (2008) method and the uniform sampling used in Sashittal and El-Kabir (2020),
MCMC (Markov Chain Monte Carlo) sampling was used to explore the transmission tree
space. In addition, they used geographical data as well as diagnostic test results to penalize
transmission trees [17].

The main limitation of previous methods is the assumption that the outbreak is fin-
ished and that all cases were sampled [40]. Didelot et al. (2017) therefore implemented
another Bayesian method in an R package called Transphylo, where the user could define
the probability for an individual to be sampled and either select the completed or the
ongoing outbreak scenario (branch annotation and unobserved hosts similar to Figure 4C).
Contrasting with their previous work, the transmission model considered was a branching
process [40]. The branching process was defined by a number of offspring distribution (i.e.,
number of individuals one individual can infect) and a generation time distribution [40].
The Transphylo package was chosen to study (Table S4) bacterial transmission (such as
M. tuberculosis [48–50] and K. pneumoniae outbreaks [51,52]), as well as viral transmis-
sion (e.g., part of the recent SARS-CoV-2 pandemic [53] and a large mumps outbreak in
Canada [54]). Recently, the Transphylo package [40] was extended to infer transmission
trees from multiple phylogenetic trees [55].

None of these transmission tree reconstruction methods explicitly modeled sequence
mutation since the method is applied to an already fully reconstructed phylogenetic tree
(hence the “not applicable” in Table 3). However, some articles [39,40,48,51,53–55] have
used substitution models to reconstruct the phylogenetic tree prior to the implementation
of their method.

2.2.2. Simultaneous Phylogenetic Family

Five methods from this family (Figure 6) implicitly considered a phylogenetic tree
where internal nodes corresponded to transmission events (node annotation similar to
Figure 4A). Morelli et al. (2012) built a likelihood function taking into account correlations
between genetic and epidemiological data to study the 2001 and 2007 FMD outbreaks in
the United Kingdom [23]. Indeed, the genetic pseudo-likelihood depended on the time
from infection to observation and therefore indirectly permitted mutations to occur within
the host without explicitly modeling within-host evolution. The transmission model was
then extended by Mollentze et al. (2014) to allow multiple introductions of the disease instead
of a single index case, which is more suited to endemic situations, and was applied to a canine
rabies outbreak in South Africa [1] (Table S5). Both works otherwise used a similar SEIR
transmission model (Table 4) and estimated parameters including time-to-infectiousness (or
latency period) and time-to-sampling distributions [1,23]. However, Mollentze et al. (2014)
indirectly modeled unobserved cases by allowing observed cases to transmit after their
removal time and considered two categories of individuals, those that could transmit the virus
(dogs) and those that could not [1].
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Lau et al. (2015) noted that these previous methods lacked a way to explicitly infer the
unobserved transmitted sequences. Indeed, Morelli et al. (2012) and Mollentze et al. (2014)
considered a genetic pseudo-likelihood computed for only observed sequences [1,23]. There-
fore, Lau et al. (2015) proposed a genuine joint inference by modeling missing genetic data
and inferring the unobserved sequences alongside the transmission tree [42]. In their trans-
mission model, two types of infections were considered: primary infections correspond-
ing to imported cases whose sequences were derived from a universal sequence GM and
secondary infections. Secondary infections were modeled according to a SEIR model [42].
Hayama et al. (2019) applied this method to the 2010 FMD outbreak in Japan [56] (Table S5).
BORIS is an extension of Lau et al.’s model that incorporates farm-level covariates, such as
the number of animals and predominant species (Table 1), which are considered to influence
susceptibility and infectiousness of farms in the transmission model [29].

The most recent method from this sub-category did not take into account an explicit
transmission model [43]. Montazeri et al. (2020) provided two algorithms that reconstructed
the phylogenetic tree from a possible transmission tree by considering estimates of infection
times and the absence of within-host diversity. Montazeri et al. applied this method to an
HIV transmission cluster in San Diego, California, and the 2014 Ebola virus outbreak in
Sierra Leone.

Contrary to these five previous methods, four methods aimed to simultaneously infer
phylogenetic and transmission trees. In these four Bayesian methods, a formal link is estab-
lished between phylogenies and transmission trees and in each MCMC step, both trees are
updated in a way that guarantees they remain compatible. Ypma et al. (2013) considered a
hierarchical tree where every within-host phylogeny was connected through transmission [26].
They focused on a previously studied 2001 FMD outbreak [2,23] and assumed all infected
individuals were known [5] (Table 4). Similarly, Klinkenberg et al.’s (2017) method [26] consid-
ered a hierarchical tree. This method was implemented in the R package phybreak and was
applied to five published datasets: M. tuberculosis [17], MRSA, two FMD outbreaks [2,5,23],
and H7N7 [18] (Table S5).

Instead of individually modifying within-host phylogenies as in the hierarchical tree
approach, Hall et al.’s (2015) method partitioned the phylogeny by annotating internal
nodes with hosts then estimating a parameter for each host to determine their time of
infection along the branch (branch annotation similar to Figure 4B) [18]. Hall et al. (2015)
studied a 2003 H7N7 outbreak at a farm-level and divided avian farms into two categories
(“high-risk” vs. “low-risk”), which differed in the distribution of their infectious period due
to the implementation of control measures [18]. Case observation was not modeled, while
missing genetic data was replaced by non-informative sequences (repetition of nucleotide
“N”) [18]. This method implemented in the beastlier package in BEAST [18] was then
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applied to a H5N8 avian influenza outbreak (Table S5) with birds as epidemiological
units [57].

In these three methods, the transmission process was modeled by epidemiological
models previously mentioned in the literature, such as a homogeneous branching pro-
cess [26] or an individual-based SEIR model, which included a function describing host
characteristics affecting transmission, such as geographical distances (via a spatial ker-
nel) [5,18] or risk group [18]. However, De Maio et al. (2016) [41] had an original approach
and used the Bayesian structured coalescent approximation (BASTA, [58]). They considered
hosts as separate populations characterized by their exposure interval (time from start of
exposure to removal, Table 1) and between which pathogens can migrate. This transmission
model allowed multiple infections of the same host and transmission of multiple strains
during an infection. Therefore, this method implemented in the SCOTTI package [41]
in BEAST2 [14] was more suited to outbreaks with frequent mixed infections and large
transmission inocula and was applied to FMDV and K. pneumoniae outbreaks (Table S5).
In addition, this method is the only one in this family (Table 4) that modeled the case
observation process (the user could specify a maximum number of hosts in the outbreak)
(branch annotation and unobserved hosts similar to Figure 4C).

All these methods explicitly modeled the sequence mutation process with a substi-
tution model, and four out of nine modeled the within-host evolution with a coalescent
process (Table 4).

2.3. Application to M. tuberculosis, FMDV, and MRSA Outbreaks

M. tuberculosis is characterized by a low mutation rate (Table S2) coupled with a high
proportion of identical sampled sequences [21]. Infection by M. tuberculosis can lead to
a long latency period, and the majority of cases are asymptomatic. Thus, we should not
assume that all cases are observed, and not accounting for the possible long latency could
lead to incorrect transmission tree inference. However, the within-host evolution could be
disregarded considering the low mutation rate. Methods (included in a package) that allow
imperfect case detection are outbreaker and outbreaker2, bitrugs, Transphylo, and SCOTTI
(Tables 2 and 4). Among these five methods, Transphylo, outbreaker, and outbreaker2 could
allow for a long latency period by selecting an appropriate generation time distribution
(Table S6), as has previously been demonstrated with the Gamma generation time density in
Transphylo [40]). M. tuberculosis outbreaks have been reconstructed using five methods from
phylogenetic and non-phylogenetic families: Seqtrack (NPF) [46], Didelot et al. (2014) [17],
Eldholm et al. (2016) [39], and Transphylo [40,48–50,55] from the SeqPF and phybreak
(SimPF) [26] (Tables S3–S5).

Conversely, FMDV has a high mutation rate (Table S2), and farms are generally the
most relevant epidemiological units in an FMDV outbreak. In addition, wind-mediated
transmission can play a role in disease spread [3], and pigs shed more than ruminants,
who are more susceptible to FMDV [59]. Thus, disregarding within-host evolution seems
difficult to justify when the “host” is a farm and the pathogen has a high mutation rate.
Moreover, considering the fact that farms have fixed locations and the role played by indi-
rect transmission, it seems unwise to assume random mixing of hosts as well as disregard
the information provided by geographical data. Finally, considering the predominant
species in the transmission model could help exploit the dissymmetry in roles played by
pig and cattle farms. The methods (included in a package) that have an individual-based
transmission model with a spatial kernel are BORIS and beastlier (Table 4). However,
while BORIS takes into account farm characteristics, beastlier models within-host evolution
(Table 4). Seven methods have been applied to FMDV outbreaks: Cottam et al. (2008)
(SeqPF) [2], Ypma et al. (2013) [5], SCOTTI [41], phybreak [26], Morelli et al. (2012) [23],
Lau et al. (2015) [42,56], and BORIS [29] from the SimPF (Tables S4 and S5).

MRSA has a low mutation rate (Table S2); however, within-host diversity is important
to consider when studying S. aureus [40]. Studied outbreaks have taken place in neonatal
ICUs [6,30,60]. A hospital setting implies a higher proportion of sampled or at least de-
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tected cases and multiple possible introductions. Detailed contact data could be available.
Therefore, methods used to reconstruct a MRSA outbreak could assume that all cases are
observed. However, depending on the outbreak, assuming a single disease introduction
could be inappropriate. In addition, contact data would be interesting to consider. Methods
(included in a package) that do not assume a single disease introduction are Seqtrack, out-
breaker and outbreaker2, bitrugs, and BORIS (Tables 2 and 4). Among these, only bitrugs
allows within-host diversity and was specifically designed to study a nosocomial outbreak,
while outbreaker2 considers contact data (Table 1). Therefore, the choice between the two
methods depends on the type of data available and whether accounting for within-host
evolution is necessary to answer our question about the studied outbreak. Bitrugs [6,60] and
phybreak [26] were chosen to study MRSA outbreaks in neonatal ICUs (Tables S3 and S5).

3. Discussion

We systematically reviewed the literature for methods combining genomic and epi-
demiological data to reconstruct transmission trees. The epidemiological data necessary to
implement each method was first used to differentiate them. Methods were then divided
into three families according to the way genetic data was integrated in the transmission
tree inference. We thus differentiated the methods in order to offer practical considerations
to examine when selecting transmission tree reconstruction methods.

We were interested in the integration of epidemiological and genetic data in transmis-
sion tree inference; however, two methods (Cottam et al. 2008 and Seqtrack) [2,16] were
criticized by others for not fully integrating the information provided by both types of
data. Even though the possible transmission trees were based on the phylogenetic tree,
Cottam et al. (2008) [2] calculated transmission tree likelihood solely from epidemiolog-
ical data, disregarding any further information that could have been derived from the
genetic data [32]. Similarly, Seqtrack [16] only considered additional epidemiological data
to distinguish multiple cases when their genetic sequences were identical [32].

The non-phylogenetic family estimated transmission probability from calculated pair-
wise genetic distances. However, two families used phylogenetic trees to reconstruct
transmission trees, either by inferring the host of each node or branch in the phylogenetic
tree [2,17,18,31,40,41], considering within-host phylogenetic trees as part of a hierarchical
tree [5,26], or by using the phylogenetic tree as a source of information [39]. In the sequen-
tial phylogenetic family, phylogenetic trees were reconstructed prior to the implementation
of the method and thus called for an additional choice, the phylogenetic tree reconstruction
method. Moreover, the phylogenetic tree needs to be correctly reconstructed, or it will
lead to errors in the transmission tree. At first, all sequential phylogenetic methods used
a single fixed tree generated beforehand by a standard phylogenetic method as an input.
As such, these methods ignored any uncertainty in the estimation of the phylogeny [18]
and therefore did not take the full uncertainty in the evolutionary process into account [26].
Thus, the Transphylo package was extended to reconstruct transmission trees from mul-
tiple phylogenetic trees [55]. However, another strategy was to infer transmission trees
and phylogenetic trees simultaneously; we grouped these methods in the simultaneous
phylogenetic family.

As mentioned by Klinkenberg et al. (2017), four unobserved processes could be taken
into account or ignored [26]: sequence mutation, within-host evolution, transmission,
and case observation. Substitution models explicitly model sequence mutation, while
genetic distances calculated without a substitution model do not consider intermediary
or back mutations and can therefore lead to incorrect estimates. Sequential phylogenetic
methods either modeled the mutation process indirectly or did not model it, depending
on the method used to pre-generate the phylogenetic tree. Cottam et al. (2008) used a
parsimony method [2], while the others [17,39,40] generally opted for Bayesian methods,
which supported a number of substitution models. In the two remaining families (non-
phylogenetic family and simultaneous phylogenetic family), all methods had the similar
option to take into account an explicit substitution model.
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Since we expect a non-negligible within-host evolution in infections by pathogens
with long generation times [17] combined with a high evolutionary rate, ignoring the fact
that mutations occur within-host (e.g., by considering mutations that occur at transmission,
such as in outbreaker [18,26]) is inappropriate in this case. In addition, some methods
(Morelli et al. 2012, Mollentze et al. 2014, and Lau et al. 2015), while allowing for within-
host mutation, only allowed a single pathogen lineage to exist within each host at any
given time [18], therefore disregarding any within-host diversity. However, when dealing
with a highly sampled outbreak, Ypma et al. stated in 2013 that ignoring within-host
diversity’s contribution to the observed differences between sampled sequences could
lead to incorrect inference of the transmission tree [5]. Methods that modeled within-
host evolution generally assimilated it into a coalescent process [5,17,18,26,39–41], which
requires the assumption of a low sampling fraction within the host [18]. While this condition
is usually verified at an individual scale, it should be kept in mind when reconstructing an
outbreak between farms, where the “host” is actually a group of individuals.

Furthermore, farms as epidemiological units could also make it more difficult to disre-
gard within-host population diversity and assume a single infection (multiple introductions
are likely to occur), as well as a single within-host pathogen lineage. The reconstructed
transmission trees generally considered only the first transmission event, or when it was
necessary to account for these secondary transmission events, hosts could simply be du-
plicated in the transmission tree and infection events were considered independent [24].
Aldrin et al. disregarded completely the possibility of multiple infections of the same farm
and chose the least distant genetic data when multiple sequences were available for one
farm [28]. The possibility of transmitting genetically diverse strains was overlooked in most
methods due to a strong assumption, that is, a transmission bottleneck size of one transmitted
sequence [37]. This assumption was relaxed in three methods, Worby et al. (2014), for whom
transmission bottleneck size varied [37], and De Maio et al. (2016) and Sashittal et al. (2020),
who disregarded transmission bottlenecks completely, allowing the transmission of multiple
strains [31,41] and even multiple infections in SCOTTI [41].

While epidemiological models contribute to estimating the most probable transmission
tree, a number of underlying assumptions are made on the natural history of the disease
and how the disease spread, which need to be considered before choosing a method. For
instance, assuming random mixing between hosts means that every infected host is equally
likely to infect any susceptible host (used in Didelot et al. 2014, Eldholm et al. 2016, and
bitrugs) [6,17,39]. This could be problematic, for example, when considering an FMD outbreak
between farms where wind-mediated transmission can play a role in disease spread [3], and
thus transmission between farms is no longer equally likely but depends on wind direction
and geographical distances. Therefore, some methods have used an individual-based
model with a spatial kernel [1,5,18,23,42] or even included farm characteristics influenc-
ing infectivity and susceptibility, such as predominant species or herd size (BORIS) [29].
Lastly, considering that the outbreak has a single introduction event is not suited to an
endemic situation [1] or even the spread of nosocomial infections in a hospital setting,
where multiple introductions can occur [6]. Therefore, some methods did not assume a
single disease introduction and either identified genetic outliers [1,24,30] or included disease
introduction in the transmission model [6,29,42]. Five methods (Seqtrack, Worby et al. 2014,
Famulare et al. 2015, Montazeri et al. 2020, and TiTUS) did not explicitly model transmission.

The final unobserved process to be considered is case observation. According to
Didelot et al. (2017), the main limitation of some works preceding the development of
Transphylo was the assumption that the outbreak was over and that all cases had been
sampled [40]. Indeed, assuming all cases to be linked by direct transmission leads to
incorrect estimates on the natural history of the disease or false transmission links. Thus,
some methods explicitly modeled case observation by estimating a proportion of observed
cases [24,30,40], test sensitivity [6], or the maximum number of hosts in the outbreak [41].
Mollentze et al. (2014) indirectly accounted for unobserved cases by allowing hosts to
transmit the pathogen after their removal [1]. Whether the case observation process needs
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to be modeled in a transmission tree reconstruction method depends on the possibility of
missing infected individuals in the studied outbreak. Therefore, natural disease history,
testing strategies, and their effectiveness should be considered.

Moreover, the choice of a method also depends on its availability, as well as its
applicability to a wide range of datasets. This can be attested by the number of studies found
in our search that reconstructed transmission trees with methods available in packages (e.g.,
Seqtrack algorithm, n = 4 [16,45–47], outbreaker, n = 4 [24,34–36], and especially Transphylo,
n = 9 [40,48–55]) compared to methods like Ypma et al. (2013) and Morelli et al. (2012) [5,23],
which are designed for specific datasets and rarely used for other purposes. Unfortunately,
computational time was not always available in the selected articles, which makes it difficult
to estimate the size of the dataset that can be studied.

Finally, we decided to exclude methods that needed deep-sequencing data. For
instance, a Bayesian inference method called BadTrIP (BAyesian epiDemiological TRans-
mission Inference from Polymorphisms) using genetic and epidemiological data considered
a genetic data format (in the form of nucleotide counts for each position in the genome) [61]
that greatly differed from the other methods. Another method called SLAFEEL (Statistical
Learning Approach For Estimating Epidemiological Links) considered a set of sequences
for each host, and epidemiological data was used to calibrate a penalization of the pseudo-
likelihood (describing the probability of obtaining the set of sequences in the infected
host from the set of sequences present in the infector) [62]. These methods (which do
not constitute an exhaustive list) could be interesting to use when multiple sequences are
available for a host, when usual model assumptions are unsuitable (SLAFEEL), or when
we cannot assume the absence of recombination (BadTrIP).

The choice of a transmission tree reconstruction method thus depends on the char-
acteristics of the pathogen such as mutation rate and natural history of the disease, the
epidemiological and genetic data available from the outbreak, as well as the questions we
wish to see answered. The impact that violating underlying assumptions of the evolution-
ary and epidemiological models has on the reconstructed transmission tree, as well as the
use of biased data, would be interesting to further investigate.

4. Materials and Methods
4.1. Search Strategy

We searched two electronic databases, Pubmed and Scopus, from 13 October to
17 November 2020. The list of references from the selected studies were screened in
order to find further studies to be included. We selected keywords revolving around
transmission trees (“transmission chain”, “transmission tree”, “transmission reconstruc-
tion”, “transmission network”, “who infected whom”) and those pertaining to the use of
genomic data (“genome”, “SNP”, “genetic data”, “phylogenetic data”). We formulated the
following search query: (“transmission chain” OR “transmission tree” OR “transmission
reconstruction” OR “transmission network” OR “who infected whom”) AND (“genome”
OR “genomic” OR “sequence data” OR “genetic data” OR “phylo* data”). Depending
on search databases, the search query was entered in “all fields” (Pubmed) or in “Title,
abstract, or author-specified keywords” (Scopus). In the database that did not support wild
cards (Scopus), “phylo* data” was replaced by “phylogenetic data”.

4.2. Eligibility Criteria

Studies were included when they inferred a transmission tree for an infectious disease
outbreak using non-simulated epidemiological and genomic data. The genomic data
considered was single-nucleotide polymorphisms identified from consensus sequences or
the consensus sequences of entire genes themselves and not deep sequencing data, where
multiple nucleotides are available for a single locus. We defined a transmission tree as a
rooted graph consisting of nodes (representing cases, i.e., infected individuals or groups
of individuals) connected by edges (representing transmission events). Transmission
trees reconstructed using solely one type of data were excluded. Methods that estimated
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possible transmission events compatible with the epidemiological data separately from
those compatible with the genomic data were excluded. Even if they graphically combined
these transmission events or compared the results obtained by each type of data, in the
absence of an algorithm linking the two types of data to reconstruct a transmission tree, we
considered them to not formally combine epidemiological and genomic data.

4.3. Data Management

Citations were exported from the two electronic databases to EndNote X9 (2018), where
we proceeded to remove duplicates and screened the title, abstract, and when necessary
to reach a decision, the material and methods section of the remaining articles. The full
texts of selected articles were then assessed for eligibility in chronological order to better
understand how the methods relate to one another and their interdependency.

4.4. Data Collection Process

We recorded the inference method (e.g., Bayesian, maximum-likelihood) and the limits
of a reconstruction method when they were discussed in an article.

Since genetic diversity affects the ability to reconstruct transmission histories [20],
we systematically sought the following information concerning the genomic data. We
documented the pathogen, the mutation rate, the number of genetic sequences, and the
number of single-nucleotide polymorphisms or the sequence length used to reconstruct the
trees, as well as the time period covered. When pathogen mutation rate was not estimated
in the article, we searched the literature for this information.

We recorded the epidemiological unit studied, for example, individual or group of
individuals. We sought this information because depending on the epidemiological unit,
within-host evolution can mean either intra-individual pathogen evolution or intra-group,
and therefore incorporate transmission dynamics between individuals within the group
considered as a host. Moreover, we identified the type of epidemiological data needed
and recorded computational time when available, in order to give practical reasons for
method selection. Types of epidemiological data included start of exposure, onset of
infectiousness, sampling time, removal time, contact and geographical data, as well as
intrinsic characteristics that could influence either infectiousness or susceptibility. For
instance, predominant species are intrinsic characteristics of a farm that could be interesting
to include in the transmission model of an FMD outbreak [29]. Indeed, pigs shed more virus
than ruminants, who are more susceptible; therefore, the most likely pattern of airborne
FMDV spread is from pig to cattle and sheep [59].

Finally, we were interested in whether unobserved processes (e.g., mutation, within-
host evolution, transmission, and case observation) were explicitly modeled.

1. Substitution models (e.g., Kimura [63] and Jukes Cantor [64] models) are often used
to describe sequence mutation. We recorded the type of substitution model used for
the sequence mutation.

2. Within-host evolution can be modeled by population models (e.g., the coalescent [65])
that are commonly used in phylogenetic tree reconstruction to describe the ancestry
between sampled pathogens. When possible, we recorded the population model
describing the within-host evolution.

3. Three sub-categories were considered to describe the transmission model. Since an
individual’s infectiousness varies over time depending on pathogen shedding [66],
transmission models consider different stages of an infectious disease according to
transmission potential. Parameters such as latency period and generation time can
be fixed beforehand or estimated in the inference. The latency period corresponds
to the time from infection by a pathogen to onset of infectiousness and is followed
by an infectious period during which the individual can transmit the pathogen to
others [67]. Generation times (Tg) represent the time interval between the infection of
an index case and the time of transmission from that index case to secondary cases;
Tg are related to the latency and infectious periods but also to the variation of an
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individual’s infectiousness over time [68]. Thus, we identified the different states
considered for a host (for instance, S: susceptible, E: exposed, I: infectious, R: removed)
and whether latency and infectious periods or generation times were considered to
model the natural history of the disease. Moreover, since a transmission event is the
result of direct or indirect contact between an infectious individual and a susceptible
individual, this contact can be modeled by assuming a random mixing of individuals,
considering transmission probability as a function of geographical distances (i.e.,
a spatial transmission kernel) or taking into account explicit contact data. In our
second subcategory, we were interested in how contacts between hosts were modeled
(random mixing, spatial kernel, or contact data). Finally, we recorded whether the
method assumed that a single introduction of the disease was responsible for the
outbreak or if multiple introductions into the host population were possible.

4. For case observation, we were interested in how the methods accounted for imperfect
case detection and whether all observed cases were sampled or if the method had a
way to handle missing genomic data.
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