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RESUME

La phylogénie moléculaire du genkdycobacteriumest compliquée parce qu'il y a une grande
similarité génomique entre les espéces Mycobactée® Le complexBlycobacterium tuberculosis
par exemple comprend des espéces tres apparemgeseles, en outre, ce complexe pose un
probleme trés sérieux de santé publique dans ladenentier. Ce constat concerne aussi d’autres
complexesMycobactérienccomme le complex&lycobacterium aviunou celui deMycobacterium

abscessus.



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH ; ,_
: FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F‘%@?
ST FES Département de Biologie k294

Inférer une phylogénie de ces complexes a partin deul locus s’aveére souvent moins robuste.
Ainsi, une analyse phylogénétique des trois congdeprécedents a été menée en utilisant les loci
suivants:ARNr 16S, hsp65, rpoB, tuf, sodA, ARNtm, ggtBceAl Dans le but de détecter une
combinaison pertinente pour réaliser la phylogétes Mycobactéries en question, ces loci sont
analysés individuellement puis collectivement (ML$dultilocus Sequence Analysis).

Les résultats obtenus montrent que les combinaidendeux ou de trois faites a partir des genes
d’ARNr 16Sde hsp65detuf et degyrB aboutissent a une phylogénie fiable.

Mots clés phylogénie, Mycobactéries loci, complexe M. tuberculosis complexe M. avium,

complexeM. abscessysvILSA, combinaison de génes.

INTRODUCTION

La Phylogénie (phylogenése) est une reconstruamr’histoire évolutive des étres vivants en
étudiant leurs liens de parentés. Elle permet agsel les étres vivants, d’étudier leur biodivérsie
faire des études épidémiologiques, ...etc. Cettapdiise de I'évolution reposait au début sur des
criteres phénotypiques. Actuellement la phylogén@éculaire, basée sur les séquences d’acides
nucléiques ou d’acides aminés, a largement amétione compréhension sur le changement et la
biodiversité du monde vivant y compris le mondetéaen.

Le genreMycobacteriumest le seul représentant de la famille Msobacteriaceaele I'ordre des
Actinomycetales Les especes de ce genre sont caractérisées pagnsgmble de criteres

morphologiquse, biochimiques et moléculaisgparmi ceux-ci leur capacité de résister aux acedes
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aux alcoo$, de ce fait, les mycobactéries sont qualifiees d&.BR. (bacilles acido-alcoolo-
résistants) [5]. L’espece type @édycobacterium tuberculos@u bacille de Koch (1896).
La tuberculose, la lepre et les mycobactérioses desm maladies sérieuses sknté publiquelLa
tuberculose est causémr des espéces mycobactériennes strictementgestb® appartenant au
complexeM. tuberculosiscomme M. tuberculosid.a lépre est due Blycobacterium lepraelLes
mycobactéries responsables des mycobactériosedesobictéries pathogenes opportunistes comme
Mycobacterium  avium-intracellulare, = Mycobacterium ankasii, Mycobacterium  xenopi,
Mycobacterium ulceransetc. [8]
La tuberculose touche un tiedg la population mondiale et cause environ deukang de déces
chaque année [47].
En se basant sur la vitesse de croissance, leshagtéries peuvent étre divisées en deux groupes:
les espéces a croissance rapide (RGM: rapidly gigpwiycobacteria) et les espéces a croissance
lente (SGM: slowly growing mycobacterigd], L'ajout du critere de pigmentation des colonies
permet de différencier 4 groupes au sein du gefyeobacterium(Cf. classification de Runyon,
Tableau 2).
La majorité des mycobactéries pathogénes sont @&sarwe lente (SGM). La culture des
mycobactéries, qui nécessite plusieurs semainete encore la méthode de référence dans le
diagnostic de la tuberculose et des mycobactéritegsaines. La lenteur de croissance des
mycobactéries est responsable du délai importanéridu des résultats. En effet, un délai minimum
de quatre semaines est requis pour que l'isolablmatérien puisse étre identifié. Actuellement, les
techniques moléculaires permettent un gain de teargaseux dans la prise en charge de la maladie,
notamment avec les méthodes d’amplification géniguplicables directement aux échantillons
cliniques [5]. Le séquencage des fragments d’ADMpldiés génétiqguement, permet d’'avoir les
séquences qui seront analysées par des méthogéyldgénie, ce qui permettra l'identification des
mycobactéries.
La phylogénie des mycobactéries a beaucoup pridiseavancées réalisées en terme de séquencage
des génomes mycobactériens et de la disponibié® stquences dans les banques de données
(Genbank, EMBL, DDBJ...etc.) qui contiennent la magodes séquences génomiques obtenues.
Il existe plusieurs traveaux publiés sur la phylagélu genréMycobacteriumla plupart d’entre eux
fixent les objectifs suivants:

> Différencier entre les especes appartenant au -déypcebacteriimsurtout celles qui sont

proches;
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> ldentifier des souches isolées a partir des édlmanticliniques;

> Tester la pertinence de certains genes de ménageae& marqueurs phylogénétiques fiables.
Les phylogénies moléculaires des mycobactériegesasur une seule cible moléculaire, sont jugées
inexactes et ayant une discrimination insuffisga6]. Aujourd’hui et depuis I'édition du rapport
de la commission de réévaluation de la définities dspeéces en bactériologie [42], I'approche de
'analyse multigénique (MLSA: multigene or multileg sequence Analysis,) est devenue dominante.
Ainsi plusieurs études ont été faites avec dewss,tquatre, cing, six, et méme avec sept [26] gene
de ménage.
Les travaux, basés sur I'approche MLSA, ont sigrplé les arbres phylogénétiques obtenus par
cette approche sont plus robustes que ceux résdkdianalyse d’un seul locus [26, 2, 13,...etc.].
La problématique de la phylogénie des mycobactériest pas encore résolue car il existe des
especes phylogénétiquement trés proches et séinilgiihent discernables, parmi celles-ci, on note:

» Les membres du complexil. tuberculosis(MTBC pour Mycobacterium tuberculosis
complex:M. tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterifnicanum, Mycobacterium
microti, Mycobacterium caprae et Mycobacterium déangl3, 19, 53, 25, 9, 23...etc.];

» Les membres du complek& avium(MAC pour M. aviumcomplex) [9];

» Les membres deMycobacterium abscessusensu lato (M. abscessussensu stricto
Mycobacterium bolleti et Mycobacterium massiliej2ep2, 52]

> Les membres de Mycobacterium fortiutum (M. fortuitsubsp. Acetamidolyticum, M.
fortuitum subsp. Fortuitunip, 9J;

» Les membres deéM. abscessusensu lato vis-a-vis d&lycobacterium immunogenum et

Mycobacterium chelong@, 53, 9, 22];

Mycobacterium marinum vis-a-vis de M. ulcerdb3, 19, 53, 9];
M. kansasii vis-a-vis de Mycobacterium gafif3, 19, 3, 53, 9];
Mycobacterium murale vis-a-vis de Mycobacteriunatekse[13];

YV V VYV V

Mycobacterium malmoensts-a-vis deMycobacterium szulgdl3, 19];

> ...eftc.
Cependant, le groupe qui pose un probleme sérimussi bien en santé publique qu’en analyse
phylogénétique, est le compleké tuberculosigfMTBC). Ce complexe est facilement identifiable

des autres espéces, mais il est trés difficileistndguer entre ses membres.
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A part un seul gengyrB qui code pour la sous-unifede I'enzyme ADN gyrase, dont les travaux
ont montré qu’il est pertinent dans ce sens [1928(], aucun autre géne n’est capable de distmgue
entre les membres du complexe MTBC.

En utilisant ce gene ainsi que 7 autres génes damageéreconnus comme étant utiles pour faire la
phylogénie du genr&lycobacterium(ARNr 16S, hsp65, rpoB, tuf, sodA, se@AARN tm), notre
objectif est de répondre a la question suivante:

Existe-t-il une combinaison de génes qui pourraféifencier entre les membres du complexe
MTBC?

Ce manuscrit contient deux parties:
= Une partie bibliographiquemet l'accent sur les principales méthodes utiispeur faire
'analyse phylogénétique d’'une part et sur les gipiales caractéristiques phénotypiques,
génotypiques, pathogéniques et taxonomiques de ¢yaobacteriund’autre part;
= Une partie pratique:dans laquelle, une analyse phylogénétique setesé&éaa partir des

especes et des séquences choisies.

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

. LA PHYLOGENIE; DEFINITION, INTERETS ET METHODES:

Malgré la diversité des formes de vie observéestd’unité qui se dégage du monde vivant:
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L’unité d’organistaion: Les étres vivants sont ddanés de cellules;

L’'unité de fonctionnement: le métabolisme fondarakast le méme pour toutes les cellules,
I’ADN est le support de I'information génétique,dénotype détermine toujours le phénotype
selon les mémes principes de synthese protéigea ettilisant toujours les mémes codes

génetiques.

Tous les étres vivants, ont donc entre eux degioetade parentés plus ou moins étroites que

'analyse phylogénétique tente d'étudier

Parmi entre autres roles, La phylogénie permet:

>

YV V. V V V

De classer les étres vivants et d’étudier leuribergité;
De faire des études épidémiologiques;

De mesurer le taux de mutation;

De déterminer l'origine géographique des especes;
De dater les événements évolutionnaires;

...etc.

1. L’arbre phylogénétique:

Le support formel de la représentation, admis @as {30], est I'arbre phylogénétique (fig.1).

racine

@ : Nceuds internes

@ Nceuds externes ou teuilles

= :branches

Figure 1: Un arbre phylogénétigue montrant ses @gipaux constituants.

Les feuilles: représentent les taxons ou les unités évolut®@ddJ( operational taxonomic units);

Les nceuds internesreprésentent les ancétres virtuels ayant diverge;

Les branches:définissent les relations entre les taxons endsme descendance.
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L’arbre enraciné possede une origine qui est undngeaire appelé racine ou ancétre, il est orienté

dans le temps, alors que I'arbre non enraciné est représentation intemporelle des relations

phylogénétiques (Fig.2).

racine
a c
b d a b ¢ d
() 2)
Figure 2: Arbre non enraciné (1) et arbre enracii2g. les lettres,b,cetd représentent les
taxons[30].
1.1. Enraciner un arbre phylogénétique:

Il existe 2 principales méthodes pour enracineanome [30]:
= Meéthode du groupe externe (outgroupjte consiste a inclure un groupe connu a priori
comme externe au groupe d'intérét; la racine cpomed alors a la branche qui relie le
groupe externe aux autres séquences.
= Méthode de mid-pointa racine est le point de I'arbre équidistantaldes les feuilles.

1.2.Nombre d’arbres possibles pour n taxons:
Le nombre d'arbres enracinés et non enracinés lpgesspour un nombre de taxons ou den

] (2n—3)! (2n-5)! _
séquence®st {2{“—33}(:1—2}! e {z{“—33}(n—3j! respectivement [30]. Comme ces formules le

montrent, le nombre de topologies croit expondstignt en fonction du nombre de séquences ou

de taxongtableau 1).
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Tableau 1: Nombre d'arbres possibles en fonctionalmbre de séquenci].

nombres de nombres d’arbres non enracinés nombres d’arbres enracinés
séquences possibles possibles
3 1 3
4 3 15
5 15 105
6 105 945
7 945 10395
8 10395 135135
9 135135 34459425
10 34459425 213 E15
15 2.13 E15 & 21

2. La phylogénie moléculaire:
Pour préciser les relations phylogénétiques erifférents taxons, il faut se limiter aux caractéres
communs qui peuvent apporter une information. Casatéres communs, correspondant aux
ressemblances, sont appelés homologies.
Les caracteres utilisés peuvent étre de naturéazamorphologiques, anatomiques, embryologiques,
chromosomiques, moléculaires...etc. Il faut ideéstiles caracteres informatifs qui peuvent présente
différents états au sein de I'échantillon. Les it&$s1 des observations ainsi réalisées sont relevés
dans une matrice taxons/caracteres, ou est pr@usé,chaque caractére et pour chaque organisme
I'état du caractere observé.
La phylogénie moléculaire étudie I'histoire évolatides especes étudiées a la base d’'une portion de
leur séquence moléculaire. Elle est due a la dé&rteide la variabilité des protéines et des acides
nucléiques homologues des espéces. Ses principantages sont l'universalité, la rapidité et
I'objectivité [30].

+ Hypothese de I'horloge moléculaire:
Cette hypothése considere que le taux d'accumnla&s mutations dans le génome d'organismes
différents est le méme dans des régions homologqiesij il est possible d'estimer le temps de

divergences des espéeces en comparant leur diversiéeulaire [30].
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3. Méthodes de reconstructions phylogénétiques:
Lors d'une reconstruction d’arbres phylogénétiquiess,premiére étape consiste a mettre en
correspondance les sites des séquences de mamieww@r comparer ce qui est comparable. Cette
étape est nommée alignement multiple. Les séquertitisées pour la reconstruction peuvent étre de

I'ADN, de 'ARN ou des séquences protéiques.

3.1. Alignement multiple des séquences:
L’Alignement multiple porte sur plusieurs séquenéefa fois et dans leur intégralité (Fig.3). Il

permet de mettre en évidence les relations enseséguences que I'on ne peut pas visualiser en
comparant les séquences 2 a 2.
Les principales applications de I'alignement mugtigont:

» Caractérisation des régions conservees des prset@imaifs et domaines conserves);

> Preédiction des structures 2D et 3D par comparases des structures connues;

» Construction d’arbres phylogénétiques des séqudraaslogues;

> ...etc. [7].
Dans le cas des séquences d’ADN, elles se compdssrmaractéres discontinus qui peuvent avoir 5
états différents: soit une adénine, soit une guansoit une cytosine, soit une thymine soit une
insertion ou une délétion. Les sites qui ont lesne® états dans chaque séquence s’appellent des
sites conservé@natch).Un changement d’état dans un site s’appelle ubstisution (mismatch)ou
un indel (insertion-délétion ogap). Les programmes d’alignement multiple les plutisés sont:
MUSCLE, CLUSTALW et T-Coffee.

sites

A
f |

CCAG-TCGTACTGCCAGTAC-CTGACATGCCAGTCAGA
CCAG-TCGTGCTGCC T CTGACATGACA-TCAGA
=TCGTGCAGC GT#=CTGTCCTGCCAGTCGGA
CGTACTGCC+CATA-~CTGGCCTGTCAGTCAGA
=TCGTACTGC CTGGCCTGTCAGTCAGA

taxonl
taxon2
taxon3
taxond

taxonS

‘ Site conserve

I<tats de caractere

Figure 3: Alignement multiple de cing séquencesésgntant cing taxons.
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Une fois les séquences alignées, une méthode desteaction d’arbres phylogénétiques peut étre
appliguée pour obtenir I'arbre qui reflete le midag données. Il existe actuellement au moins deux
approches de reconstruction phylogénétiques: ldhatés basées sur les distances et celles basées

sur les caractéres [27]:

3.2. Méthodes des distances:
Ce sont des méthodes basées sur la mesure decdsstamire séquences prises 2 a 2, c'est a dire le

nombre de substitutions de nucléotides ou d'a@desés entre ces 2 séquences.
Deux étapes sont nécessaires:

= Calcul des distances a partir d’'un jeu de donrg&guences alignées);

= Construction d'arbre phylogénétique en utilisare ométhode de distance.

3.2.1. Calcul des distances:

La méthode la plus simple de comparer deux ségeeast d’évaluer leur similitude et leur
différence. La similarit€S) entre deux séquences est égale au nombre desi@msymegM) divisé
par la longueur de la séquer(t¢. La distance observéP) entre deux séquences est donnée par la
formule:D=1-S ou S=M/L.Le résultat est une matrice dite de distances [30].
= Exemple: le tableau 2 ci-dessous montre comment on caleoée matrice de distances a
partir d'un jeu de données. Ce dernier est comgeséséquences nucléotidiques, chacune de

celles ci est composée de 5 sfiiesb).

Tableau 2: Un jeu de données composé de 4 séquenciéstidiques (1) et la matrice de
distances obtenue a partir de ce jeu de donnéesg €8)valeurs de la matrice sont a diviser

par la longueur des séquences qui est égale ap [55

1 2 3 4
Séquencé: AAAAA 1 0
Séquence: AAAAG 2 1 0
Séquencé: AACGC 3 3
Séquenceé: ATGGT 4 4 (;’) 0

(1)

3.2.2. Construction d'arbre de distances:
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Plusieurs méthodes ont été développées pour comstin arbre phylogénétique a partir d'une

matrice de distance.

« UPGMA (Unweighted Pair Group Method withArithmetilean):
C'est une méthode agglomérative qui regroupe psey@ment les séquences de plus en plus
proches. Elle impose que les distances soientmétaiques (fig.5), donc que les séquences évoluent
a une vitesse constante (hypothese d'horloge malézu
A partir de la matrice de distances précédentée@al?), la paire la plus proche est identifiéestcl
et 2, par la suite ces deux objets sont réunisneseul (virtuel) nommeé 5. La matrice de distancgs e
recalculée ainsi sur-1 objets, selon la formuleD (5, i)= [D (1, i) + D (2, i)] / 2[30]. La nouvelle

matrice de distance suivante est obtenue (tablpau 3

Tableau 3La nouvelle matrice de distances. Toutes les valsont a diviser par 4 (L=4).
5 3 4
5 0
2
4 4 0

On recommence tant que la matrice contient plu8 tignes et colonnes. A la fin on a un arbre a

trois branches qu'on redéveloppe en remontantlesls (Fig.4).

4

N S

-

Figure 4: Arbre phylogénétique obtenu a partir éu de données précédent. Les numeéros en gras

aux sommets représentent les séquences utilis@elss fjue ceux a coté des branches représentent

les distances entre ces séquences (la distance kensequences 1 et la séquence 3 par exemple est
égale a 0.5+1.5 +1=3)14].
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L'inconvénient majeur de la méthode UPGMA est swibdité a des taux de mutations différents
sur les différentes branches car elle considergajtes les branches ont le méme taux de mutations
[14].

% Neighbor Joining (NJ):
Cette méthode est développée pour corriger la rdéthid® GMA afin d'autoriser un taux de mutation
différent sur les branches. Elle assume que I¢arties sont proches de
L’additivité, mais pas ultramétrique (Fig.5), domtle n'implique pas I'hypothese d’horloge

moléculaire [37].

(a) (b))

Figure 5: (a) Arbre "ultramétrique” obtenu par laéthode UPGMA,; (b) le méme arbre
"additif" obtenu par la méthode de neighbor joini3F].

3.2.3. Avantages et désavantages des méthodes de distances
+ Avantages:
Les méthodes de distances sont les seules dispsniiolur analyser un certain type de données:
distances immunologiques, distances d’hybridatidacides nucléiques. Elles sont rapides et
permettent d’analyser de grandes bases de donnéds wester un grand nombre d’hypothéses
alternatives. Elles permettent aussi d’intégrermesliéles de changements évolutifs qui ne sont pas
intégrables dans d’autres méthodes [30, 14].
% Désavantages:
Le fait de réduire la matrice de caracteres a uatice de distance induit la perte d’une certaine
guantité d’'information. En plus, les méthodes dsattice ne permettent pas de combiner dans une
méme matrice des caractéres de nature différerde pemple caractéres morphologiques et
séquences d’ADN) [30, 14].
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3.3. Méthodes de caractéres:
L’approche basée sur les caracteres est statistepieplus robuste que les méthodes de distances.

Mais elles sont en contre partie tres lentes. Cagtfmoche regroupe les méthodes de parcimonie
(MP) et de maximum de vraisemblance (ML) [14, 30].
3.3.1. Méthode de parcimonie (MP):

Cette méthode postule que, pour un groupe d'espl@cphylogénie la plus vraisemblable est celle
qui nécessite le plus petit nombre de changemessités. L'arbre phylogénétique est concu de
maniere a impliquer le minimum d'événements évisluti
La méthode de parcimonie s’appuie sur deux hypethpencipales:

» Tous les sites changent indépendamment les ureuties;

» La vitesse du changement est lente et constandwers les lignées évolutives.

% Procédure d'analyse par la méthode de parcimonie:
Les principales étapes sont:

> ldentification des sites informatifs: Un site estormatif uniquement s'il y a au moins deux
types de nucléotides présents dans ce site etsmpés chacun dans au moins deux
séquences.
Génération de toutes les topologies d'arbres pessiour les séquences données;
Calcul du nombre minimum de substitutions pour clesgjte informatif;

Calcul de la somme de changements pour chaque arbre

YV V V VY

Choix de la topologie de I'arbre qui nécessite téns1de changements c.a.d. I'arbre le plus
court.
= Exemple: prenons le jeu de données suivant (tableau 4) cguiprend 4 séquences

nucléotidiques alignées a, b, c et d:

Tableau 4Jeu de données composé de 4 séquences nucléaidiggesites informatifs sont en gras
[55].
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Les sites informatifs sont: 5, 7 et 9. On peut dmduire les séquences aux seuls sites informatifs

(tableau 5):
Tableau 5Matrice réduite aux seuls sites informatifs du geudonnées précédent [55].
5 7 9
a G G A
b G G G
c A C A
d A C G

Pour les 4 séquences, il y a 3 arbres non enraposssbles (Fig.6). Ces trois arbres sont analgeés

recherchant la séquence ancestrale et en cometaatribre de mutations pour chacun.
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(a) AAGAGTGCA AGATATCCA (c)
\ 4 /2
4 /
AGCCGTGOG — AGAGATCCG Nombre de mutations - 10
/0 \ 0
(b) AGCCGTGCG AGAGATCCG (d)
(a) AAGAGTGCA AGCOGTGCG (b)
1 | I ]
5
AGGAGTGCA — AGAGGTCCG Nombre de mutations - 14
/4 1
(c) AGATATCCA AGAGATCCG (d)
(a) AAGAGTGCA AGCCGTGCG (b)
1 3
\ 5
AGGAGTGCA -— AGATGTCCG Nombre de mutations - 16
/s \2
(d) AGAGATCCG AGATATCCA (¢)
Figure 6: Les 3 arbres possibles pour le jeu derdims du tableau 4 [55].

L'arbre en haut de ces trois arbres (Fig.6) esii oélcessitant le moins de mutations (10 mutatjons)
c'est donc le plus parcimonieux.

% Avantages et inconvénients de la méthode de parciieto
La parcimonie est une méthode de caractéres guiifdinformation sur les séquences ancestrales
et qui permet I'évaluation des différents arbrespehdant, seulement une partie d'information (sites
informatifs) est utilisée. En plus, la méthode perige pas les substitutions multiples et ne calcul
pas les longueurs de branches et elle est aussidemutilisable lorsque I'on a un grand nombee d
séquences.

3.3.2. Méthode de maximum de vraisemblance (ML):

C’est une méthode probabiliste qui recherche ladptimal en attribuant une probabilité a chaque

changement dans les séquences.
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La vraisemblancel est la probabilité d'observer les donnd2ssachant que l'on considere
I'hypothésed, L = Pr (D/H).
La démarche consiste a rechercher la vraisembldasedonnée® sous différentes hypothéses
évolutivesH d'un modéleM et a retenir les hypotheses qui rendent cettesaemadlance maximale.
Les donnée® sont des séquences comparées et I'hypotthésst I'arbre phylogénétique. Le but est
de trouver l'arbre dont la vraisemblance est mabejren considérant un certain modéle d'évolution
[30,11]
Deux hypothéses principales sont posées:

» les changements affectant la méme séquence s@pendants;

> les changements, affectant 'ensemble des séquénadiges, sont indépendants.

= Exemple:soit le jeu de données suivant (tableau 6) cargstlie 4 séquences a, b, c et d.

Tableau 6Un jeu de données comprenant 4 séquences nuctpaili"j" est un site parmi N sites
[55].
1 j
a) C G A G A C
b) A G C G A C
C) A G A T T A
d) G G A T A G

Plusieurs arbres sont possibles a partir de calgedonnées. On veut estimer la probabilité que
l'arbre suivant (Fig.7) soit le plus vraisemblableax vraisemblance de l'arbre est en général

indépendante de la position de la racine, il paetd@onc enraciné d’'une maniere arbitraire (Fig.8).

fa) th) a b < d

N / AN

/

/ ~, \

(el ACGT ?

Figure 7: L’arbre dont on veut calculer la | Figure 8: Une des possibilités d’enracinement

vraisemblance. de l'arbre.
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La vraisemblance de cet arbre est égale a la saembogs de vraisemblance de chaque site, ce qui

revient a calculer la vraisemblance de chaque site.

N
InL=InL1l+InL2 + InL3 + -+ InLN =ZInLj

j=1

0 Ln L=log de la vraisemblance de l'arbre;

o In Lj=log de la vraisemblance d’un site j tel diel & N" [11].

La vraisemblance du site "|" (Fig.9) par exemplé lessomme des probabilités de toutes les

possibilités de reconstruction de I'état ancestvatk le modéle choisi.

C C A G

ACGT?

N\

Figure 9:La vraisemblance au site "j'.

Cette procédure est répétée pour tous les arbssibfes et I'arbre ayant la plus haute vraisemldanc
est choisi [55].
+ Avantages et inconvénients de la méthode ML:

La méthode deML est considérée comme la plus fiable de toutes nethodes
phylogénétiques, c’est celle qui conduit au résuéegplus proche de Il'arbre évolutif réel. En plus,
elle permet d'appliquer les différents modéles alidion (p.ex. le modéle de Kimura qui tient
compte de différences entre transitions et trasswes) et d'estimer la longueur des branches en
fonction de changement évolutif. Par contre, d&shéthode qui demande la plus grosse puissance
de calcul et prend le plus de temps.

La méthode du maximum de vraisemblance a ainsiéflud® de nombreuses améliorations
successives visant a décrire au mieux les procedsuslution des séquences biologiques. Cette

méthode est particulierement performante et segrigtés statistiques séduisantes en font la
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meéthode la plus utilisée a I'heure actuelle dangoaine de la reconstruction phylogénétique [30,
11].

4. Fiabilité des arbres phylogénétiques:
Le "Bootstraping" est la méthode la plus souvettisae pour tester la fiabilité des branches irgern
Le bootstraponsiste a effectuer un tirage des sites au hasec remise. Chaque tirage produit un
nouvel alignement "artificiel" qui est utilisé powonstruireun arbre "artificiel". Pour chaque
branche interne, le pourcentage des arbres "#&td#icontenant cette branche est calculé [30].

Prenons le jeu de données suivant: 4 séquence® @ites, c’est I'alignement réel (tableau 7).

Tableau 7: Alignement réel de 9 séquences [55].
1 2 3 4 5 6 7 8 9
a A A G A G T G C A
b A G C C G T G C G
c A G A T A T C C A
d A G A G A T C C G

Pour calculer le bootstrap, au moins 100 nouvedfigreaments "artificiels” sont réalisés, en prenant
arbitrairement les 9 colonnes. Une colonne peet @tesente plus d’'une fois alors qu’une autre peut
étre totalement absente dans un alignement agtifbdonné. Ainsi, 100 arbres (artificiels) sont
obtenus. Ensuite pour chague branche interne, nebre de fois ou elle est présente dans les 100
arbres est compté. Cette fréquence avec laqudlletesuvée une branche interne est la valeur de

bootstrap (plus elle est élevée plus la fiabiledalbranche est importante).

a

. c

d

Figure 10:L'arbre phylogénétique obtenu, les valeurs 90 es@% les valeurs de bootstrigb].
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Les valeurs de 90 et 95 dans l'arbre de la figi@antliquent que ces 2 branches sont retrouvées
respectivement dans 90 et 95 des arbres artifidiels branches définies par une valeubdetstrap

supérieure a 95% sont considérées comme des beafighies.

. LES MYCOBACTERIES:

1. Généralités:
Le genreMycobactériumest le seul représentant de la famille tgcobacteriaceaeDepuis la
découverte déVl. tuberculosispar R. Koch, et jusqu’a maintenant, les scienidig continuent de
découvrir de nouvelles espéces (Fig.11). Aujourdiius de 160 especes mycobactériennes ont été
décrites(www.bacterio.cict.fr/index.hthkt cela Grace a 'avéenement des techniques difaeiion

moléculaire [46].

160
140
120
100
80
&0
40
20

ﬂ -
Nﬁxﬁf’@@rﬁg@h@?@ﬁ?k@(}\éaﬁ \ﬁﬂt@“@'&

Year

MNumber

Figure 11: Nombre d'especes/sous-espéeces approdec€k396 a 2010 [8]

Ce genre comprend des bactéries dont le génome tenaur élevée en G et C (de 62 a 72%) [2] et
dont la paroi contient des acides mycoliques, dekistent que chez quelques genres voisins
(CorynebacteriumNocardia RhodococcusTsukamurellaDietziaet Gordonig.

Les mycobactéries sont des bacilles aérobiessstifamobiles, asporulés et acapsulés. La présence
d’acides mycoliques pariétaux est responsable dwopriété tinctoriale particuliére [5]: ce sonsde
bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR). Pourdeforer, il faut donc utiliser la technique de 4ieh

Neelsen ou la coloration a I'auramine. La croissanwitro des mycobactéries est souvent tres lente
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(de 1 a 8 semaines) et s’obtient classiquementdssr milieux spécifigues comme ceux de

Léwenstein-Jensen et de Coletsos [5].

2. Tuberculose et mycobactérioses humaines:
En bactériologie médicale, classiquement trois pesude mycobactéries sont a distinguer:
> les especes du complexe tuberculosis, respongablasuberculose;
> les mycobactéries atypiques ou non tuberculeusesponsables des mycobactérioses
humaines;
» Mycobacterium lepra®u bacille de Hansen, agent de la lepre, un dmigau de la santé
publique, aprés la tuberculose, qu’occupe 'OMS.
La tuberculose est une infection due le plus souaén. tuberculosisle bacille de Koch (BK), et
plus rarement dMycobacterium bovigagent de la tuberculose des bovins) dd.africanum Dans
le monde, la tuberculose est responsable de plua midlions de décés par an et son incidence
annuelle est de 8 a 9 millions de nouveaux t&dteinte respiratoire représente 75 a 80 % des
tuberculoses et les tuberculoses extrapulmonaicgsprennent notamment les formes miliaires,

ganglionnaires, osseuses et la méningite tubersai ).

3. Phylogénie et classification:

La taxinomie des mycobactéries est assez complidadkfférenciation des mycobactéries en deux
groupes, pathogénes et atypiques, est actuellatnemhante [40]. Selon la classification Banyon
(tableau 8)pasée sur le taux de croissance et la pigmentd#@srcolonis, les mycobactéries sont
divisées ainsi:

= GROUPE O: Les bacilles tuberculeux;

= GROUPE I: Mycobactéries a croissance lente, photochromogénes;

= GROUPE II: Mycobactéries a croissance lente, scotochromogenes

= GROUPE Illl: Mycobactéries a croissance lente, non chromogénes;

= GROUPE IV: Mycobactéries a croissance rapide, pigmentée®ou n

Tableau 8: Classification des mycobactéries sedovitesse de croissance et la pigmentation des

colonies (Kanai 1990).
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Croissance Groupe Pathogenicite pour Thomme
Oui Non
Croissance lente Bacilles tuberculeux M. tuberculosis M. microti
M. bovis
M. africanum
| M. kansasii
M. marinum
M. simiae
M. asiaticum
Il M. scrofulaceum M. gordonae
M. szulgai M. farcinogenes
1] M. avium M. gastri
M. intracellulare M.nonchromogenicum
M. xenopi M. terrae
M. malmoense M. triviale
M. haemophilum M. paratuberculosis
M. ulcerans M. lepraemurium
Croissance rapide v M. fortuitum M. smegmatis
M. chelonei subsp. M. phiei
chelonei M. chitae
M. chelonei subsp. M. flavescens
abscessus M. parafortuitum
M. thermoresistible
M. aurum
M. duvalii
M. neoaurum
M. glivum
M. vaccae
M. komossense
M. senegalense

Les sociétés American Thoracic Society and the Infectious DissaSociety of America” exigent
gue les mycobactéries doivent étre identifiéesylagniveau especes, chose qui aide beaucoup a
déterminer leur signification clinique ainsi que t@ptions d’un traitement consécutif [17].

Les méthodes d’identification basées sur les canatijues phénotypiques et biochimiques sont
lentes et peu précises pour déterminer les espagesbactériennes. Aujourd’hui les méthodes
moléculaires sont devenues de plus en plus uslidées principaux loci largement utilisés sont: le
géened’ARNr 16S(rrs) [21], I'espace intergéniqu@RNr 16S-23S (ITSTL, 38, 35], ethsp65[33,

45]. D’autres travaux ont utilisé d’autres loci aoegyrB [19], rpoB [16, 20],dnaJ1[18,19],recA

[3], sodA[54], secAl1[53], tuf [25], ssrA[25], smpB[26], et le géne d’'une protéine de 32-kDa [41].

Le probleme c’est que ces loci ne sont pas amgplditez toutes les espéces ou ils ne permettent pas
une discrimination suffisante entre les especderftent apparentées [58], par exemple:

Le gene dARNr 16She différencie pas entM. kansasspathogéene dMl. gastrinon pathogene [34]

ou entre M. fortuitum subsp. Acetamidolyticum et M. fortoitusubsp. Fortuitumqui sont
différenciables par les diagnostiques cliniqueditiannelles. Ce géne ne permet pas de différencier
les especes a l'intérieur du complexe detivberculosisMTBC ou a l'intérieur du complexe dd.
avium(MAC) [49].

Les premiers 500 pb du geneA&Nr 16Ssont identiques entrigl. marinumet M. ulcerans[49],

entre M. abscessugt M. chelonaeet entreM. vaccaeet M. vanbaalenii[13]. M. marinumet M.

ulceransont aussi I'espace intergénique ARNr 16S-23S idart[36].
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Le locusgyrB a été testé seulement chez les mycobactériesissamce lente (SGM) et a besoin
d’'une étude approfondie chez les mycobactériesiasance rapide (RGM) [9].

hsp65est le deuxieme locus le plus conservé apresie ABNr 16S cependant il est incapable de
différencier entre les membres de MTBC (a I'exaaptde M. africanun) [13, 5], entre ceux du
complexe MAC ou entre les espécesvidortuitum[24].

Le locusrpoB est également utilisé pour identifier les espergsobactériennes [20], mais il
n'arrive pas a différencier entre les membres deB&;Tun arbre phylogénétique basé sur le locus
rpoB est moins robuste par rapport a un arbre badéspéf sursodAou sur IARNr 1699].

Les analyses phylogénétigues reposant sur une cibldepour classer les bactéries au niveau genre
ou especes sont averées peu discriminantes [G]li¢ation combinée de plusieurs génes pour ce but
a vu le jour depuis le rapport de la "ad hoc coneait pour la réévaluation de la définition des
espéeces bactériennes [42] et elle est connue songnh de I'analyse multigénique des séquences
(MLSA pour multigene or multilocus sequence analydi’avantage de cette approche est sa bonne
résolution étant donné que les genes sélectioror@somniprésents dans le genre, présents en une
seule copie et ne subissent pas de transfert myaizd1GT pour horizontal gene transfer).

L’approche MLSA n’est pas encore exploré dans Bemsle du genre Mycobacterium, [2, 13].

PARTIE PRATIQUE

.  MATERIEL ET METHODES:

1. Souches bactériennes utilisées:
La présente étude est focalisée essentiellemerniesunembres du compleié. tuberculosis M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. caprae, Microti et M. canetti, car, comme il s’est
mentionné dans lintroduction de ce manuscrit, oat ceux qui posent des grands problemes
sanitaires et phylogénétiques, ainsi leur étudeé #abjectif de notre travail.
Cependant, létude a été élargie sur d'autres complgui posent les mémes problemes que le
complexe MTBC mais a moindre degré, ce sont:
» Le complexeMycobacterium abscessus sensu lato: M. abscesns) strictoM. bolleti et
M. massiliense;
» Et le complexe Mycobacterium avium (MAC): M. avium subsp.avium, B&uium
subsp.paratuberculoset M. avium subsp.silvaticum.
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En compatibilité avec ce qui est recommandé [4]|lesnent les souches types ont éte utilisées, sauf
dans le cas ou la séquence recherchée n’étaitiggaanible pour la souche type de I'espece (tableau
16; annexes).

Pour I'étude de la variabilité intraspécifique, desiches normales ont été utilisées avec la souche

type de I'espece (tableaux 17, 18 et 19; annexes).

2. Séguences géneétiques:
Comme a été signalé avant, 8 genes de ménagegartiaisis: ARNr 16S, hsp65, rpoB, tuf, sodA,
ARN tm, gyrBet secAl Ce choix est justifié par 2 raisons:
» Ce sont des genes jugés étre pertinents pourléapbylogénie du genre Mycobacterium [2,
26, 19, 53J;
> Les seéquences de ces geénes sont disponibles darsask de données Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Le gene dARNr 16Sest le premier gene utilisé pour l'identificatioradbérienne [29]. Il est
généralement admis comme étant la meilleure cible gtudier les relations phylogénétiques au
niveau de l'espéce, car il est présent chez tdatebactéries [15]. En plus, il est caractériséyvar
taux d’évolution qui conduit a une variabilité mtrspécifique faible et a une variabilité
interspécifique significative pour plusieurs esgds]. En outre, il est tres disponible dans lases

de données publiquest{p://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/

Le genehsp65 qui est présent dans toutes les mycobactérigariggnt a la famille des genes des
protéines de choc thermique (Hsp pour heat-shomtieipr). Ce géne est trés conserve [13].

Le generpoB code pour la sous-unifede I'ARN polymérase, une enzyme oligomérique nesable
de la synthése de 'ARN [13].

Le génetuf code pour le facteur d’élongation Tu (EF-Tu) [39].

Le geneARNtmcode pour un "Transfer messenger RNA ou TmRNA"pguit jouer a la fois le role
d’ARNt ou d’ARNm, il contribue aussi a la dégradatides peptides incompletement synthétisés et
au recyclage des ribosomes bloqués [39].

Le génesodA code pour une métallo-enzyme, une superoxyde d&sauqui constitue I'un des
principaux mécanismes de défense contre le strgsatf [13].

Le genegyrB code pour la sous unifede I'ADN gyrase, une enzyme universellement disée et

essentielle pour la réplication de I’'ADN [19].
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Finalement, le génsecAlcode pour une protéine SecAl qui est 'lhomologuyedbactérien de la
protéine SecA d’Escherichia coli. Il est impliqugnd I'exportation (sec pour sécrétion) des praseine
a travers la membrane plasmique [53.].

Les séquences de chaque gene ont été téléchargéespartir de Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbagkiine base de données publique, puis elles sgainisees

dans un classeur Excel pour faciliter leur manigoita Par la suite, ces séquences sont analysées en
effectuant un alignement multiple avec le logicBLAST (Basic Local Alignment Search

Tool:http://blast.ncbi.nim.nih.ggv Cette analyse a pour but d’uniformiser leurdlgsiet de ne

garder que les domaines conservés.

Le programme BLAST est basé sur un algorithme gouvie des régions similaires entre les
séquences. Le programme compare les séquencesldetitdes ou de protéines entre elles ou avec
les séquences contenues dans les bases de doBhéeST peut étre utilisé pour déduire les
relations fonctionnelles et évolutives entre legusdices, ainsi que pour identifier les membres de

familles de genestp://blast.ncbi.nlm.nih.ggv

3. Analyse phylogénétique des séquences:
Les séquences ainsi triees manuellement, sont seand une analyse phylogénétique grace a

I'interface web lttp://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/simple_phylogesi) (Fig.12).

& =2 C O phylogenylirmm.fr/phyio_cgifsimple_phylogeny.cg

% et
%% .
Lirmm
Hormie Mvlogeny Anabysis  Blast Sequence Explorar  Onkline Programs Your Workspace D e Deryemloacts Conlacts
Aligrmeeni Curation Phylogeny Tree Rendering
MUsCLER] |=| Gehoca [ =y T | | TreeDyn 1)

Figure 12: L'interface web utilisée pour obtenirsdarbres phylogénétiques. Noter les
principales étapes de I'analyse: alignement, cumatiphylogénie et finalement dessin de
l'arbre.

Cette interface comprend un ensemble de programnfesmatiques qui génerent des arbres

phylogénétiques en passant par les étapes suivantes
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N 1ére

étape: Alignement multiple le programme MUSCLE réalise un alignement

multiple des séquences nucléotidiques ou peptidigiableau 9). Ce programme est

plus précis et plus rapide que d’autres programecoesme CLUSTAW ou T-Coffee

[15];

Tableau 9: Alignement multiple par MUSCLE en for@atUSTAL,; les astérisques indiquent que

sites sont identiques; gene de 'ARNr 16S.

Nocardia_f
M._abscess
M. bolleti
M. massili
M._ tubercu
M._african
M. caprae

M. microti
M. canetti
M. bovis_C
M. avium p
M. _avium u
M. avium b

GTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAAGGCC—CTTCGG—GGTACACGAGCGCGCGAACG
GTGCTTAACACATGCARGTCGARCGGARAGGCC-CTTCGG~GGTACTCGAGTGGCGAACG
GITGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGCC-CTTCGG-GGTACTCGAGTGGCGAACG
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGCC-CTTCGG-GGTACTCGAGTGCCGAACG
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGTCTCTTCGGAGATACTCGAGTGGCGAACG
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGTCTCTTCGGAGATACTCGAGTGGCGAACG
GTGCTTAACACATGCAAGTCCAACGEGARAGCTCTCTTCGEAGATACTCGAGTGECGAACE
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGTCTCTTCGGAGATACTCGAGTGGCGAACG
GITGCTTAACACATGCARGTCGAACGGARAGGTCTCTTCGGAGATACTCGAGTGGCGARCG
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGTCTCTTCGGAGATACTCGAGTGGCGAACG
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGCCTCTTCGGAGGTACTCGAGTGGCGAACG
GTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGARAGGCCTCTTCGGAGGTACTCGAGTGGCGAACG

GrGCTTARCACATGCARGTCGAACGGARAGGCCTCTTCGGAGGTACTCGAGTGGCGARCG
dokkokhh ok d ok hk ok ok ok ok ok ke kodk ok ok dhh kdd ok ok hd ko d b kokk hokkd ko k ok ko

2éme

étape: curation; le programme Gblocks [4] élimine les positions rabidnées

les

ainsi que les régions divergentes, pour ne laigeerles parties conservées et bien

alignées sans insertions/délétions (Fig.13).
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Gblocks 0.91b Results

Processed file: input.fasta

Number of sequences: 13

Alignment assumed to be: DNA

New number of positions: 320 (selected positions are underlined in blue)

Nocardia farcin
M. abscessus CI
M. bolletii CCU
M. massiliense

M. tuberculosis
M. africanum CI
M. caprae CIP 1
M. microti CIP

M. canetti CIPT
M. bovis CIP 10
M. avium subs a
M. avium subs p
M. avium subs s

== =
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[
-

sl e el
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Figure 13: Curation des séquences alignées; legrégsoulignées en bleu sont les seules qui

seront prises en compte dans I'analyse phylogénétigene de 'ARNr 16S.

« 3™ étape: phylogénie;PhyML est un logiciel dédié a I'analyse phylogégéd [18]
basé sur le principe du maximum de vraisemblanck),(Momme s’est mentionné
précédemment, cette méthode probabiliste géneramipalusieurs arbres

phylogénétiques possibles, celui qui est le plassemblable (Fig.14).
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Phylogeny results

+M._avium subsp.avium CIP_104244_T
I
+M._avium subsp.paratuberculosis CIP_103963_T

+Nocardia_farcinica_IFM_10152

212-1 “T +M._massiliense_JCM_15300_T

’“T +M._bolletii_ CCUG_S0184_T
+“in._uaccs-ua_c:p_:.o4sas_r

o — ) - ——

+
1
1
1
1
1

-——
[ +M. canetti CIPT_140010059-
1 ==
I 1 1 +M. _microti CIP_104256_T
1 +==7
LI | +M. caprae CIP_105776_T

*==5 *==8
I I +M._africanum CIP_105147_T
1 +==9
I +M._zuberculosis CIP_64.31_T

1
1
1
I
a-
1
1
I
I
1
|
1
I
1
1
I
1
1
1
1
1 +M._bovis_CIP_105234_T
]

4M._avium subsp.silvaticum CIP_103317_T

Figure 14: Résultat obtenu aprés analyse phyloggnét géne de 'ARNr 16S.

* 4éme étape: dessin de l'arbre phylogénétique;

Finalement les arbres (fig.15) sont dessinés ealiges par le logiciel TreeDyn [12].

M._abscessus_CIP_104536_T
0,99 0.931M bolletii CCUG 50184 T
997 IM.“massiliense JCM_15300 T
Nocardia_farcinica IFM_10152

0.861 [M avium_subsp. paramberculosm CIP 103963 _T

M._avium_subsp.avium_CIP_104244 T
0.997 M._avium_subsp.silvaticum_CIP_103317_T
M._bovis_CIP_105234 T

M. tuberculosis CIP 64.31 T
M._africanum_CIP_105147 T
M._caprae_CIP_105776_T

M. mucroti CIP_104256 T

M. canetti CIPT 140010059-

0.812

0.03

Figure 15: Arbre phylogénétique généré par Treelygs numéros en gras sont les
valeurs de bootstrap qui renseignent sur le deg®sbutiens des branches; la
longueur des branches est proportionnelle au nondlereubstitutions par site; cas
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du gene de 'ARNTr 16S.

La procédure de "bootstraping” est utilisée powrlésr le degré de soutien des branches et ainsi la
robustesse des arbres.

Dans un premier temps, I'analyse phylogénétiqu afectuée avec une seule séquence, les arbres
ainsi obtenus sont basés sur une seule séquence.

Dans un deuxieme temps, les arbres sont obtenupasoa partir d’'une seule séquence, mais a partir
de plusieurs séquences concaténées. Pour concisrerquences, une fonction de concaténation
Excel a été utilisée. Le but est de détecter labioaison de genes qui permet d’avoir la phylogénie
la plus robuste.

4. Etude de la variabilité intraspécifique:
L’étude de la variabilité intraspécifique pour uang donné est un aspect tres important; cette
derniere doit étre nulle sinon tres faible carelg est grande, des souches appartenant a la méme
espeéce seront classées dans des espéces différentes
Parmi les 8 loci, I'étude de la variabilité intrasgfique a été réalisée pour 3 [0AIRNr 16S, hsp65,
gyrB et tuf) pour les membres du complexe MTBC. En plus dmlache type de I'espece considéree,
d’autres souches appartenant a la méme espécéeantkéises (tableaux 17, 18 et 19; annexes). Le
nombre des souches incluses a été déterminé pdisganibilité des séquences dans la base de
données, c’est pourquoi, pour une séquence dooaéajnes espéces ne sont représentées que par
une seule souche qui est la souche type. En utilBAAST (http://blast.ncbi.nim.nih.ggy la

mesure de la variabilité intraspécifique est etféeten déterminant le pourcentage d’identité entre

les séquences prises 2 a 2.

Tableau 10:Nombre de souches utilisées pour chggqoe.

gene
. hsp65 tuf gyrB
espéece
M. tuberculosis 14 14 15
M. bovis 3 2 4
M. africanum 3 2
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M. microti 2 1 1
M. caprae 1 1

M. canetti 3 1 4
nombre total 26 21 27

II.  RESULTATS ET DISCUSSION:
Cet axe comprend les sous-axes suivants:
> Les tailles des séquences triées par le programrASB;
> Les arbres phylogénétiques obtenus par I'analydigiduelle des différents loci;
> Les résultats de I'étude de la variabilité intrasipgue;
> Les arbres phylogénétiques généres par 'analyswiogée des 4 IocIARNr 16S, hsp65, tuf
etgyrB.

1. Taille des séquences:

Les séquences récupérées a partir de Genbdipk//www.ncbi.nlm.nih.gov/genbanksont ensuite

analysées par le programme BLA$iitp://blast.ncbi.nim.nih.ggvdans le but d’uniformiser leurs

tailles, ces derniéres sont devenues ainsi:
= 525 a 541 pb pour les séquencesSRNr 16S
372 pb pour les séquencestiip65

= 359 pb pour les séquencesrpeB,;

= 629 a 632 pb pour les séquencesutte

= 414 pb pour les séquencesstelA

= 287 a 289 pb pour les séquence$ AlRNtNt
= 943 pb pour les séquencesgyeB;

= 463 pb pour les séquencessideAl

Il est & signaler que la difféerence de taillegritérieur des gene8ARNr 16S d’ARNtm et detuf est

due a des insertions/délétions.
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2. La phylogénie avec un seul gene:
8 arbres sont obtenus chacun a partir de I'un dgan®s utilisesARNr16S hsp65 rpoB, tuf, sodA
ARNtm gyrB etsecA.
Pour chacun des 5 premiers genes, 12 souches noyénbanes ont été incluses dans I'analyse. A
I'exception deM. canetti,ces souches sont toutes des souches types.
Nocardia abscessudocardia farcinicaet Rhodococcus corynebacterioidssnt utilisées comme

groupes externes "outgroup" pour enraciner lesearbr

2.1. Arbre phylogénétique obtenu avec le gen&RNr 16S
Les séquences des membres des complexes MTBC et dAQne taille de 541 pb, celles du

complexeM. abscessusnt une taille de 527 pb. La séquenceNieardia abscessué-M 10152
"outgroup”, a une taille de 525 pb. Comme il eghalé ci-dessus, cette différence de taille estedue
des insertions/délétions.

L’Arbre phylogénétique généré par le geneld&Nr 16S (Fig.16) montre que Les 3 complexes

étudiés ont été séparés I'un de l'autre avec desursaade "bootstrap” plus au moins importantes:
0.785, 0.809 et 0.923 pour le complexe MTBC, le plexe MAC et le complex®d. abscessys
respectivement. Les 2 complexes MTBC et MAC ontcétésidérés comme un seul groupe soutenu

par un nceud ayant une valeur de "bootstrap" ég& 7.

0.809 M._avium_subsp.paratuberculosis_CIP_103963_T
M. avium_subsp.avium_CIP_104244 T
0.971 M._avium_subsp.silvaticum_CIP_103317_T
- M._bovis_CIP_105234 T
_M._tuberculosis CIP 64.31 T
0.78¢ M._africanum_CIP_ 105147 T
M._caprae_CIP_105776_T
M._microti_CIP_104256 T
M. canetti CIPT_140010059-
o~ M._abscessus CIP_104536_T
0.923M “bolletii CCUG_ 50184 T
IM. “massiliense JCM_15300 T
Nocardia_abscessus IFM 10152

0.08

Figure 16: Arbre phylogénétique obtenu avec la edge du gene d’ARNr 16S. Les numéros|en
gras sont les valeurs de "bootstrap”, seules lésura supérieures a 0.75 sont indiquées. La
longueur de la barre en dessous de l'arbre indiQu@8 substitutions par site. T: souche type|.
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A l'exception de la souch®. avium subsp. Silvaticumui a été séparée des autres membres du
complexe MAC, aucune autre souche n'a été ideatifissqu’au niveau espece. Le nombre de
substitutions par site est égal a 0.08, une vajauest inférieure aux valeurs trouvées pour léseau
loci. Aucun des nceuds des 3 complexes n'a étéraoyiar un "bootstrap” supérieur a 0.8 ce

fait, et bien que largement utilisé dans la taxomoet l'identification [13], ce géne n’est pas

approprié pour différencier entre les espéeces freshes comme celles qui forment le complexe
MTBC.

2.2. Arbre phylogénétiqueobtenu avec le genbsp65

Comme poute gene d¢ARNr 163 I'utilisation du genénsp65(Fig.17) permet de différencier entre
les 3 complexes mais avec des valeurs de "bootstessiblement supérieures: 0.985, 0.979 et 0.852

au lieu de 0.785, 0.809 et 0.923 (Fig.16), respentent pour les complexes MTBC, MAC Mt
abscessus

o~olM._avium_subsp.avium_ATCC_25291 T
0.9791M. _avium_subsp.paratuberculosis CIP 103963 T

0.821 M. _avium_subsp.silvaticum_CIP_103317_T

N gq.\-l\l canetti CIPT 140060007

M. bovis ATCC 19210 T

M. microti CIP 104256 T

L M. africanum ATCC 25420 T

M. tubelculons ATCC "f"94 T

M. caprae CIP 105776 T

esn M. abscessus ATCC 19977 T

0.852 N, massiliense CCUG 48898 T
LM. Dolletii CIP 108541 T

Nocardia_farcinica IFM 10152

0.2

Figure 17: Arbre phylogénétique obtenu avec le gespb5. Les numéros en gras sont le

valeurs de "bootstrap”, seules les valeurs supéeea 0.75 sont indiquées. La longueur de

2

a
barre en dessous de I'arbre correspond a 0.2 stuigin par site. T: souche type.

A la différence du gene d&ARNr 16S le géenehsp65permet de distinguer entre les 3 membres du
complexeM. abscessud! permet aussi de distinguer 2 espéces parmi lesp&ces du complexe
MTBC, ce soniM. canettiet M. africanum,ces dernieres different de leurs voisins MTBCD&NP
(single-nucleotide polymorphism) au niveau des tpmss 207 et 348 respectivement (Fig.18).
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canettia une thymine au lieu d’'une cytosine dans la @wsiR07 etM. africanumpossede une

guanine au lieu d’'une cytosine au niveau de latjoos848.

Le nombre des substitutions par site (0.2) estrseyréa celuid’ARNr 16S(0.08) ce qui confirme
gue le génésp65est plus variable que le geA&Nr16S[32]. 2 noeuds parmi les 3 ont des valeurs

de "bootstrap” supérieures a 0.95.

1 207 348 3=2

A niberculosis
AL bovis

AL africanim
A caprae

A micron

N ocomerti

A

i li
| |
L4

o~
S0 0.
Ay 4 a4

Figure 18: Carte physique de la séquence hsp65deag SNP (en gras) permettent de différengier

M. canetti et M. africanum des autres membres doptexe MTBC.1: début de la séquence; 372} fin

de la séquence.

Par rapport a I'arbrd’ARNr 16S(Fig.16), Cet arbre montre donc un bon pouvoidderimination
ainsi gu’une relative robustesse Un constat dgypadé par Devulder et al. [13]. Cependant, les
membres du complexe avium ne sont pas différermilds que 4 especes du complexe MTBC
(Fig.17).

2.3. Arbre phylogénétique obtenu avec le gengoB:
Comme les 2 génes précédemRKr 16S et hsp69, I'arbre du locusrpoB (Fig.19) permet de

différencier entre les 3 complexes en questiomambre de substitution par site est 0.2, une valeur

égale a celle du locusp65ce qui signifie quepoB a la méme variabilité quesp65
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0.768 (M._avium_subsp.silvaticum CIP 103317 T
M. avium_subsp.avium CIP 104244 T
0.974 M. avium_subsp. mlambelculosls CIP 103963 T
M. canetti CIPT 140010059
0.998 M. tuberculosis CIP 6431 T
M. bovis CIP 105234 T
M. _africanum_CIP 105147 T
0.921 M._caprae_CIP_105776_T
- M. mucroti. CIP 104256 T
M. abscessus CIP 104536 T
L M. massiliense CIP 108297 T
— M. bolletii. CCUG 50184 T

Nocardia_farcinica IFM_10152

0.2

Figure 19: Arbre phylogénétique généré par le ggpaB. Les numéros en gras sont les valeurs|de
"bootstrap"”, seules les valeurs supérieures a 8atk indiquées. La longueur de la barre en dessous

de l'arbre indique 0.2 substitutions par site. dushe type.

Aucun membre du complexe MTBC n’a été différen@écds voisins. Un seul membre du complexe
MAC (M. avium subsp.paratuberculokia été distingué des 3 autres. Les 3 membres mhplege

M. abscessuse sont pas considérés comme un seul groupe paedd.dpolleti a été placée avant le
nceud qui soutier¥l. abscessust M. massiliensell y a seulement un seul nceud, parmi les 3, qui a

une valeur de "bootstrap" supérieure a 0.95.

Aucun membre du complexe MTBC n’a été différenau’au niveau espéece. Le locpsB a été
recommandé, comme un géne additionnel du I#®BAIr 16§ pour étudier la phylogénie de des

mycobactéries [20].

2.4. Arbre phylogénétique obtenu avec le genif:

En se basant sur l'arbre inféré (Fig.20), Le giemeiscerne bien entre les 3 complexes étudiést Il es

aussi capable de distinguer les espéces suivantes:

= M. canettietM. microti des autres membres du complexe MTBC;
= Tous les membres du compleMe abscessys

= M. avium subsp. aviumhes autres membres du complexe MAC.
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M. tuberculosis CIP 6431 T
0.797IM. bovis CIP 105234 T
M. africanum CIP 105147 T
M. microt1 CIP 104256 T
M. canetti CIPT 140010059
M. caprae CIP 105776 T

M. abscessus CIP 104536 T
41|-M._massihense_CIP_l 08297 T
M. bolletii CCUG 50184 T

0.888] (M. avium_subsp.avium CIP 104244 T
0.973|M._avium_subsp.paratuberculosis_CIP_103963_T
M. avium subsp.silvaticum CIP 103317 T
Nocardia farcinica [FM 10152

0.2

Figure 20: Arbre phylogénétique obtenu par le gaurieLes numéros en gras sont les valeurs
de "bootstrap”, seules les valeurs supérieures/a 8ont indiquées. La longueur de la barre

en dessous de l'arbre indique 0.2 substitutionsgui@: T: souche type.

M. canettiet M. microti sont différenciées de leurs voisins par 2 SNP aeaui des positions 176 et
623 respectivement (Fig.21).. canettipossede une guanine au lieu d’'une cytosine au unigleda

position 176 alors quiel. microtia une adénine au lieu d’'une cytosine dans laipn$R3.

1 176 623 (29
M oibercidosis ( (::
AL Dhovis { (._‘
M oafriceannm - (:
M caprae . (
A nucron ( 3:
A canern A (.

Figure 21: Carte physique de la séquence tuf. leesx NP (en gras) par lesquels different M

canetti et M. microti des autres membres du congpXBC.1: début de la séquence; 629: fin de la

séquence.

Parmi les 3 nceuds (Fig.20), ceux qui soutienneoblaplexe MAC et le complex@l. abscessys
ont des valeurs de "bootstrap” supérieures a E@Sarmonie avec ce qui est signalé par d’autres
travaux [25], Le géne tuf possede une variabilitdélaire a celles désp65etrpoB (0.2 substitutions

par site).
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Le genetuf possede ainsi un pouvoir résolutif et une robgstggsoches dbasp65 de ce fait il est
suggéré comme un candidat fiable pour faire la qdémie des mycobactéries [25]. Toutefois, il

n'arrive pas a séparer toutes les espéces du ceenpléBC ou du complexe MAC.

2.5. Arbre phylogénétique du génesodA
D’aprés I'arbre obtenu (Fig.22), le locesdAest capable de:

= Séparer entre les 3 complexes;
= Séparer les membres du complexe MAC;

= Séparer les membres du complékeabscessus

Aucun membre du complexe MTBC n’a été discernéalgees. 2 des 3 nceuds ont une valeur de
"bootstrap” supérieure a 0.95 (Fig.22). Le tauwsdlestitutions par site (0.2) équivaut a ceuxude
rpoB ethsp65

M. canetti_ CIPT 140010059

0.975 M. tuberculosis CIP 64.31 T

M. bovis CIP 105234 T
M. africanum_CIP 105147 T
M. _caprae | CIP 105776 T
M. microti CIP_ 104256 T

M. bolletii CCUG 50184 T
1EM. abscessus CIP 104536 T
M. massiliense CCUG 48898 T
M. avium_subsp. palatubelculosls CIP 103963 T
M. avium_subsp.avium CIP 104244 T
M. avium_subsp.silvaticam CIP 103317 T
Nocardia_farcinica IFM 10152

0.9
0.795

0.2

Figure 22: Arbre phylogénétique obtenu par le géogA. Les numéros en gras sont les

\"ZJ

valeurs de "bootstrap"”, seules les valeurs supéeea 0.75 sont indiquées. La longueur de

la barre en dessous de l'arbre indique 0.2 substihs par site. T: souche type.

Vue sa variabilité élevée [13] et son taux d’éviolutrapide [26], il semble queodApourrait étre
tres utile pour faire une phylogénie avec d’autyéses de ménages ayant une faible variabilité
comme le gene dBARNr 16S Mais, comme les loci précédents, il est incapaldeséparer les

membres du complexe MTBC.
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2.6. Arbre phylogénétique obtenu avec le gend ARNtm:
En plus du groupe exteridocardia farcinicalFM 10152 utilisée pour I'enracinement de I'arbié,

souches seulement et pas 12 ont été incluses d#tesanalyse car la séquencel’d®kNtm de M.
canettiest indisponible dans la base de données Genbank.
Ce qui est important dans I'arbre (Fig.23) génénméde ce locus est que:

= Les 3 complexes sont différenciables;

= Aucun membre des 3 complexes n’a été differencséadéres;

= 2 des 3 nceuds ont un "bootstrap” supérieur a 0.95.

M. _microti_CIP_104256 T
M. tuberculosis CIP 6431 T
M. bovis_CIP_105234 T
M. caprae CIP 105776 T
M._africanum_CIP_105147 T
M._abscessus CIP 104536 T
|\I massiliense_ CIP_108297 T
IM. bolletii CCUG 50184 T
1 (M. avium_subsp.avium_CIP 104244 T
M. _avium_subsp.paratuberculosis CIP 103963 T
0.9641M. avium _subsp.silvaticum_CIP_ 103317 T
Nocardia_farcinica IFM_10152

0.2

Figure 23: Arbre phylogénétique inféré par le gei®®RNtm. Les numéros en gras sont les
valeurs de "bootstrap"”, seules les valeurs supéeiea 0.75 sont indiquées. La longueur de

la barre en dessous de l'arbre indique 0.2 substis par site. T: souche type.

Vu I'objectif fixé pour ce travail, ce locus ne gna pas un réle important.

2.7. Arbre phylogénétique obtenu avec le gene gyrB:
11 souches au lieu de 12 sont analysées. La séxggri8 pour M. avium subsp. silvaticurast

absente dans la base de données GenBdrddococcus corynebacterioidd®0 14404 a servi du

groupe externe.
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(0.985 ;M. _avium_subsp.avium_ATCC_ 25291
I M. avium_subsp.paratuberculosis Bovine 10
M. _canetti_CIPT_ 140010059
1 M-_caprae_5115/98

M. bovis ATCC_19210 T
M. microti NCTC 8710 T
M. africanum_ ATCC 25420 T
M. tuberculosis ATCC 27294 T

M._bolletii CCUG_50184
1L M. abscessus KPM 4410
L M. massiliense CCUG_48898
Rhodococcus corynebacterioides IFO 14404

0.2

Figure 24: Arbre phylogénétique obtenu par le ggyeB. Les numéros en gras sont les
valeurs de "bootstrap", seules les valeurs supéeea 0.75 sont indiquées. La longueur de
la barre en dessous de l'arbre correspond a 0.Z8tuiion par site. T: souche type.

L’arbre obtenu (Fig.24) montre qu’il ya une distina entre:
= Les 3 complexes analysés;
= Les membres du complexe MTBC;

= Les membres du complek& abscessys

Les 3 nceuds ont une valeur de "bootstrap” supéreer95.
Les membres du complexe MTBC sont différenciéseeatrx par des SNP présents au niveau
sites 54, 114, 135, 390, 690,789, 829 et 837 (b)g.2

[ 54114 133 3911 690 TRY 829 k37 943
N Tuherculosis ¢ 1) C¢oG ¢ T ¢ G
N Bovis 4 4) ¢ C A C T T T C
N fitcennnn (2 2) CoCG C T . T ¢
N Caprae 2 2) C ¢ A C G C T C
N Nerowndd D T ¢ G C T ¢ T ¢
Mocanetti CTPT 14000039 C T G T T C G T
Moearietii CIPT 1400000103 CoCG C T C G T
Aocaneni CIPT [H40060007 C ¢ G C T C G T
Mocanens CIUT 140060 ] C T G T T C G T

Figure 25: Carte physique de la séquence gyrB.8.88IP (en gras et en rouge) qui différencient

entre les membres du complexe MTBC. les 4 pos&idn$35, 789 et 829 sont décrites par Kasa
al. [19], la position 690 a été rapportee par NIEMN et al. [28], les positions 114, 390 et 837 s

des

et

DNt
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détectées dans cette étude. Noter que 2 sur 4sentales souches de M. canetti qui ont ces 3
nouveaux SNP. Les rapports renseignent sur le nemdisouches ayant le SNP en question sur le

nombre total des souches incluses. 1: début dédaence; 943: fin de la séquence.

Il est a signaler que les positions 54, 135, 78826t sont décrites par Kasai et al. [19], la positi
690 a été rapportée par NIEMANN et al. [28] alou® des positions 114, 390 et 837 sont détectées
dans cette étude. Ces nouvelles positions permateedistingueM. canettides autres membres.
Cependant seulement une position (position 837)ede3 nouvelles positions, est conservée chez
toutes les souches dé. canetti étudiées, on peut dire donc que c’est cette posifui permet
réellement de différenciéd. canettides autres MTBC.

Il apparait donc que le locugyrB est doué d’'un pouvoir résolutif trées importantrpettant de
différencier entre les espéces les plus prochesmmoelles du complexe MTBC. Du fait que les 3
nceuds ont une valeur de "bootstrap” supérieur®a Oarbre phylogénétique fourni pgyrB est
robuste. Ainsi, et comme il est rapporté auparayh®t 28], gyrB est tres utile pour identifier ou
faire la phylogénie de Mycobactéries.

Toutefois, les membres du complexes MAC n'ont fi@séparés.

2.8. Arbre phylogénétique obtenu avec le gensecAl

Les séquencesecAlde 2 souches manquent car elles n’existent pas @amase de données
Genbank. Pour cela I'analyse a porté seulement@wouches, méme le groupe externe n'a pas éte
introduit du fait qu’'une souche qui pourrait remgfficacement ce réle n’a pas été trouvée, I'arbre

est alors enraciné par la méthode alternative de-fymint".
Selon l'arbre obtenu (Fig.26), secAl permet deddéficier:

= Les membres du complek& abscessys
= Les membres du complexe MAC,;
= M. canettides autres MTBC.

Un seul nceud qui a une valeur de "bootstrap” segpéd 0.95. En outre, Ce locus est incapable de

différencier 5 espéces du complexe MTBC.
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M. tuberculosis ATCC 27294 T
0.894 IM. bovis ATCC 19210 T
M. ’1f11ca1111111 ATC C’7‘%4'?‘0 T
\\"-"._ M. avium_subsp. pa1arube1culosm ATCC 19698 T
S M. avium subsp.avium ATCC 25291 T
AM. avium_subsp. silvaticum ATCC 4988-1 T
0.785 M. abscessus ATCC 19977 T
1M, massﬂlense CCUG 48898 T
M. bolletii CCUG 50184 T
M. _canetti CIPT 140010059

0.3

Figure 26: Arbre phylogénétique obtenu a partirgine secAl. Les numéros en gras sont
les valeurs de "bootstrap”, seules les valeurs sapges a 0.75 sont indiquées. La longuegur

de la barre en dessous de I'arbre indique 0.2 stigins par site. T: souche type.

2.9. Synthése des résultats de I'analyse phylogénétigaeec un seul locus:

Les 2 tableaux 11 et 12 représentés ci-dessousnedgules principaux résultats de l'analyse
phylogénétique précédente, ils permettent de taieecomparaison rapide entre ces résultats.

Tableau 11: Capacité des différents loci a distegentre les membres de chacun des trois
complexes étudiés. Pour chaque locus, les rappenseignent sur le nombre des especes

différenciables d’un complexe sur le nombre totd thembres qui forment celui-ci.

Locus = > = = = % > Q %
o x| &| 8| 5| 8| mm| S| 8
SRR 1 - R

Propriété 3

complexe MTBC | 0/6 2/6| 0/6| 2/6 0/6 O0/6 6/6 1/6

proportion deg

membres complexe MAC | 1/3 | o/6| 13| 13 33 03 08 383
différenciables

complexe M.

0/3 3/3 | 3/3| 3/3| 3/3| 0/3] 3/3 3/3
abscessus
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Tableau 12: Résultats obtenus pour: les valeurthdotstrap” supportant les nceuds des 3
complexes, la proportion des nceuds ayant un "baptst 0.95 et le nombre de substitutions par

site. Le signe — indique que le nceud est absent.

Locus > 3| 3| | &| 3| 2| &
Z o)) w > Z w >
- ol — =
5 3
%)
propriété
MTBC 0.785| 0.985| 0.998| 0.797| 0.975/ 0.65 | 1 0.894
MAC 0.809| 0.979| 0.768| 0.973| 0.795| 0.964| 0.985| 0.893
"bootstrap”
ComplexeM. Abscessus0.923| 0.852] - 1 1 1 1 1
proportion des nceuds ayant
un "bootstrap” > 0,95 0/3 2/3 1/3 2/3 2/3 2/3 3/3 1/3
nombre de substitutions par site 0.08 0.2 0.2 0j2.2 0 0.2 0.2 0.3

L'objectif fixé pour ce travail est de trouver unembinaison de loci qui donnera une phylogénie
robuste des membres du compléketuberculosisen premier lieu et des complexXds aviumet M.
tuberculosisen deuxieme lieu.
D’aprés ces résultats, les loci qui semblent &réments sont:
= Le locushsp65 car il difféerencie 2 des 6 especes du complexe ®T& sonM. africanum
et M. canetti;
= Le locustuf: parce gu'’il permet de distingulst. microti etM. canettides autres membres du

complexe;
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» Le locusgyrB: Les 8 SNP qui se trouvent dans ce gene permeltedifférencier entre tous
les membres du complexe MTBC. Il doit étre donduscans n’importe quelle combinaison
suggérée.

» Le locusARNr 16S méme s'il ne différencie aucun membre du complNd&C, ce gene

est choisi car qu’il est largement utilisé en plygoie [13].

3. Variabilité intraspécifique:
La variabilité intraspécifique est une notion tiportante en analyse phylogénétique. En effet, un
locus qui présente une grande variabilité intragppée ne doit pas étre utilisé, car cela peut
conduire a la différenciation entre des soucheam@@pant a la méme espece.
Ainsi, la variabilité intraspécifique est étudiéeup 3 loci jugés étre intéressants dans ce travail
(hsp65 tuf etgyrB). Seuls les membres du complexe MTBC sont indlasgéened’ARNr 16Sn’est
pas concerné par cette analyse parce qu’il trésereé@ [13, 21] et méme la variabilité
interspécifique est nulle entre les especes du MTBC
Les résultats sont présentés sous forme de tabl®awx ne pas encombrer le texte, 2 tableaux sont
inclus avec le texte (tableaux 13 et 14) tandisigutroisieme est rattaché aux annexes (tableau 20).
Ces tableaux apportent des informatiansssi bien sur la variabilité intraspécifique que &
variabilité interspécifique.
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Tableau 13

€ par

Icul

s

ité ca

t le % d’ident

iquen

les valeurshiesta ind

chez 26 souches du complexe MTBC

N7 1 2 3 4 5 & 7 2 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 | 24| 235
M tubsreulosis ATCC 272047 1
M tubsreulosiz Erdman 2| 100
M tubsreulosiz EZN 4207 3| 100 | 100
M tubsrculosiz EIT 77710 4 | 100 | 100 | 100
M tubsreulosiz CCDCS1 50 5 100 | 100 100 | 100
M rubereulosiz EIT 77009 6 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M tubsreulosiz RGTE423 7| 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100
M rubsreulosiz CTRI-2 8100 | 100 | 10O | 100 | 100 | 100 | 100
M tubsreulosiz CCDCS070 | 100 | 100 | 10O | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M ruberculosiz: RGTE327 10| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Mtubsreulosiz: CDC1 55 11| 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Mrtubsreulosis EZN 143 5% 2( 100 ) 100 100 [ 10O | LOO ) 100 | 100 | 100 | 100 | 10O | 100
Mubsrculosiz F11 13| 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Mrubereulosi: H37Ra 14| 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 10O | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M bovis ATCC19210T 15) 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100
M bovis CIP 105050 16| 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 ( 10O | 100 | 100 | 100 | 100
M bovis AF2122707 17| 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 ( 10O | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M gfvicanum ATCC25420T | 18 (9973 99.73| 9973 (9973 | 9973|9973 | 9973 | 9973 ( 9973 (9973 | 9973 | 9973|9973 [ 99.73| 9973|9973 | 9973
M gfricanum CIP 105147 199973 (9973997319973 | 9973|9973 | 9973 ( 9973|9973 | 9973 | 9973 9973|9973 | 9973|9973 (9973 [ 99.73| 100
M gfricanun EIT 77710 20) 100 [ 100 ( LOO | 100 | 10O | 100 | 100 ( 10O | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9973|9973
M microri CIP104258T 21 100 ( 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 10O | 100 | 100 [ 100 | 100 | 9973|9973 100
M microni ATCC19422 22 100 | 100 [ 1OO | 100 | 10O | 100 | 100 | 10O ) 100 | 100 | TOO [ 10O | 10O | 100 | 100 [ 100 | 10O | 9973|9973 100 | 100
M capras CIP103776T 23 100 | 100 ( 10O | 100 | 10O | 100 | 100 ( 100 | 100 | OO | 10O [ 100 [ 10O | 100 | 100 [ 100 [ 10O | 9973|9973 100 | 100 | 100
M canenti CIPT 140060007 | 24 (9973 9973|9973 (9973 (99739973 | 9973 | 9973 ( 9973 (9973 | 9073 | 9073 | 9973 [ 9973 9973 | 9973 | 9973 | 9946 (9946 | 9973|9973 | 9973 ( 9973
M canstti CIPT 140060001 2519973 (9973 9973|9973 | 9973 9973 (9973 (9973|9073 | 9973 | 9973 [ 9973 (9973 | 9973 9973 (9973 [ 9973 | 9946 | 9046 | 9973 9973 (9973 | 9973 100
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chez 27 membres du complexe MTBC; les valeurshiiesta indiquent le % d’identité calculé par

BLAST.

Les résultats présentés dans les tableaux 13a@tdessus et le tableau 20 (annexes) montrentaque |

variabilité intraspécifique de I'ensemble des ge(rep65 tuf et gyrB) est trés faible; en effet le

pourcentage de variabilité dans tous les cas agils inférieur a 0.85%. Ce sont donc des bonnes

cibles moléculaires pour faire la phylogénie Mgsobactéries.

4. La phylogénie avec une combinaison de géne:

A partir des 4 loci choisis, lé&scombinaisons suivantes ont été effectuées:

Une premiere combinaison ay&sRNr 16SetgyrB;

Une deuxieme combinaison avesp65et gyrB;

Une troisieme combinaison aved etgyrB;

Une quatrieme combinaison avesp65 tuf etgyrB;

Une cinquieme combinaison avé&RNr 16S hsp65etgyrB.

Par la suite 5 arbres phylogénétiques ont été abtelnacun a partir de I'une de ces 5 combinaisons.

Pour ne pas alourdir le texte, 2 de ces 5 arbnglersent sont intégrés avec le texte, ce sont ceux

obtenus a partir de la combinaisdrsp65et gyrB" (Fig.27) et a partir de la combinaisamsp65, tuf

etgyrB" (Fig.28), les 3 arbres qui restent sont attactdsannexes.

1 I M. avium_ subsp.avium
M. avium_subsp.paratuberculosis
M. canetti
LIM. tuberculosis
0.905_ §M._africanum
4 M. bovis
0.784 / M._ca‘prae’
M. microti
M. abscessus
1 II-_M._massiliense
L M. bolletii
Nocardia

0.2

Figure 27: Arbre calculé a partir de la combinais(itsp65 + gyrB). Les numéros en gras
sont les valeurs de "bootstrap"”, seules les valsupgrieures a 0.75 sont indiquées. Le
nombre de substitutions par site est égal a 0.2.
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M. _caprae
M._bovis
M. africanum
M. _microti
M._canetti
M._tuberculosis
M._bolletii
1 [I\-I‘_abscessns
| M. massiliense
0.942 1 | M. avium_subsp.avium
M._avium_subsp.paratuberculosis
Nocardia_farcinica

0.998
0.764
0.781
0.797

0.2

Figure 28: Arbre obtenu a partir de la combinaisrsp65 + tuf + gyrB). Les numéros en
gras sont les valeurs de "bootstrap”, seules lésura supérieures a 0.75 sont indiquées.|Le

nombre de substitutions par site est égal a 0.2.

Le tableau 15 ci-dessous propose une comparaidom les résultats obtenus a partir de I'analyse
individuelle et combinée de ces genes.
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Tableau 15: Comparaison des principaux résultateobs avec I'analyse individuelle et combinée
des 4 loci ARNr 16S, hsp65, tuf et gyrB. Le sigmedique que la différenciation a eu lieu alors que

le signe — indique le contraire.

genes individuels genes conbinés

S9T INYV
godsy

in

gJAb

qlAb 19
S9T INYV
qih6 18 JIn|
glhb 19

Jm ‘godsy
g1k 10 gadsy
INHY

9146 18 godsy
‘'S9T

Taille de la séquence erb25- | 372 | 629-| 943 | 1468- 1315| 1572 | 2201- 1842-
pb 541 632 1484 2207 1856

Différenciation entre les
membres du complexe
MTBC

Différenciation entre le

JJ

membres du complexe - - - + + + + +
MAC

Différenciation entre le

\"2)

membres du complexXd.

abscessus

Nombre de substitutions
par site 0.08 | 0.2 | 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1

nombre totale des nceuds
ayant une valeur de
"bootstrap” >0.95
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noeuds ave
"bootstrap">0.75 a0 0 0 2 2 2 3 3 2
I'intérieur du MTBC

)

On constate généralement que:

La robustesse et fiabilité des arbres obtenus tir pi@s genes concaténés sont supérieures a
celles des arbres inférés a partir des génesnaligduellement car les valeurs de "bootstrap”
et le nombre des complexes différenciables augmente

Toutes les combinaisons permettent de difféererarine tous les membres des 3 complexes;
Les membres du compleXd. abscessusont facilement différenciables par rapport aux
membres des 2 autres complexes (MTBC et MAC);

Les membres du complexe MTBC sont mieux différdrlem avec une combinaison de 2 ou
de 3 genes;

La meilleure combinaison est celle qui comprendyiseyrB, hsp65et tuf.

Enfin, Les combinaisons qui comprennent 2 ou 3 semlirés intéressantes, non pas seulement pour

faire, la phylogénie de ces 3 complexes mycobaiénnais aussi pour leur identification.

Actuellement, il n’existe pas un kit commercial cuourrait différencier entre les membres du

complexeM. tuberculosis Ainsi, Un kit basé sur la meilleure combinaisastettée lfsp65, tuf et

gyrB) s’avere capable de remplir efficacement cettetion.
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CONCLUSION

Le genreMycobacteriumcomprend des especes phylogénétiquement trés emppeas, Plusieurs
d’entre elles sont pathogénes pour ’'Homme ou péunimal, Parmi les mycobactéries qui posent
des problemes aussi bien en santé publique qudngs#nie, on trouve le compleXé. tuberculosis

le complexeM. abscessust le complexé. avium.

Parmi les trois complexes étudiés, c’est surtoutdmplexeM. tuberculosisqui embarrasse les
phylogénéticiens car il regroupe des especes ayamtvariabilité interspécifique faible, ainsi la
majorité des loci n'arrive pas a séparer entrensesbres. L'aptitude de 8 locARNr 16S, hsp65,
rpoB, tuf, sodA, ARNtm, gyrBt secA) a générer une phylogénie fiable a été évaluée peu
complexe ainsi que pour les deux autres.

Les résultats montrent que quatR(r 16S, hsp65, tudt gyrB) de ces huit loci donnent des
phylogénies robustes et résolutives si on en fat combinaison de deux ou de trois. Il semble trés
intéressant d’inclure la meilleure combinaison dige gyrB, hsp65 et tyfdans un kit commercial
qui sera destiné a l'identification des especesddgctériennes trés proches comme celles qui ont

fait 'objet de ce travail.

PERSPECTIVES

Dans une future étude, Il est souhaitable de t&sfeabilité d’autres loci autres que ceux inctiaas

cette étude, ainsi que d’augmenter le nombre dehesuetudiées.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES




FST FES

UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH E N 2
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F‘%}
Département de Biologie RE

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Adekambi T., and al. 2004. Amoebal coculture of “Mycobacterium massgiehsp. nov.
from the sputum of a patient with hemoptoic pneurmoh Clin. Microbiol42:5493-5501.
Adekambi T., and M. Drancourt. 2004. Dissection of phylogenetic relationships aghdf
rapidly growing Mycobacterium species by 16S rRN&p65, sodA, recA and rpoB gene
sequencing. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54:209565.

Blackwood K. S., C. He, J. Gunton, C. Y. Turenne, .JWolfe, and A. M. Kabani. 2000.
Evaluation of recA sequences for identificatiorvbfcobacterium species. J. Clin. Microbiol.
38:2846—2852.

Castresana J.,2000. Selection of conserved blocks from multglignments for their use in
phylogenetic analysis. Molecular Biology and Evmlat 17: 540-552.

Cattoir V., 2004. Identification moléculaire des mycobactégesiétection de la résistance
aux antibiotiques, Ann Biol Cli. 62: 405-13.

Charles L., Carbone, I., Davies, K. G., Bird, D., Brke, M., Kerry, B. R. & Opperman

C. H. 2005. Phylogenetic analysis of Pasteuria penetogngse of multiple genetic loci. J
Bacteriol 187, 5700-5708.

Coutouly G., E. Klein, E. Barbieri and M. Kriat. 2006. Travaux dirigés de biochimie,
biologie moléculaire et bioinformatique. ChapitteGoupe liaison SA.

Dai J., Y. Chen and M. Lauzardo.2011. Web-Accessible Database of hsp65 Sequences
from Mycobacterium Reference Strains. J. Clin. Mimol. 49: 2296-2303.

Dai J., Y. Chen, S. Dean, J. G. Morris, M. Salfingeand J. A. Johnson.2011. Multiple-
Genome Comparison Reveals New Loci for Mycobaaterigpecies Identification. J. Clin.
Microbiol. 49: 144-153.

10)Dauendorffer J. N., I. Guillemin, A. Aubry, C. T. Pernot and others.2003. Identification

of Mycobacterial Species by PCR Sequencing of Qam®Resistance Determining Regions
of DNA Gyrase Genes. J. Clin. Microbiol. 4: 1311153

11) Delsuc F., Et E. J. P. Douzery.2004. Les méthodes probabilistes en phylogénie

moléculaire; Les modeles d’évolution des séqueratete maximum de vraisemblance.
Biosystema. 22:59-74.

12) Dereeper A., Guignon V., Blanc G., Audic S., Buffe., Chevenet F., DufayardJ.F.,

Guindon S., Lefort V., Lescot M., Claverie J.M., Gacuel O.2008. robust phylogenetic
analysis for the non-specialist.Nucleic Acids R3&.465-469



, Q UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
7 FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F—*}

FST FES Département de Biologie

13)Devulder G., M. Perouse de Montclos, and J. P. Flanois. 2005. A multigene approach to
phylogenetic analysis using the genus Mycobacterasna model. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 55:293-302.

14) Durbin R., S. Eddy, A. Krogh and G. Mitchison. 2002. Biological sequence analysis,
Probabilistic models of proteins and nucleic aci@bapitre 6 et 7. Cambridge university
press.

15)Edgar Robert C., 2004. MUSCLE: multiple sequence alignment withhh&ccuracy and
high throughputNucleic Acids Researc82(5), 1792-97

16)Gingeras T. R., G. Ghandour, E. Wang, A. Berno, PM. Small, F. Drobniewski, D.
Alland, E. Desmond, M. Holodniy, and J. Drenkow.1998. Simultaneous genotyping and

species identification wusing hybridization pattemecognition analysis of generic
Mycobacterium DNA arrays. Genome Res. 8:435-448.

17)Griffith D. E. and al., 2007. An official ATS/IDSA statement: diagnosisgatment, and
prevention of nontuberculous mycobacterial diseagen. J. Respir. Crit. Care Med.
175:367-416.

18)Guindon S., Dufayard J.F., Lefort V., Anisimova M., Hordijk W., Gascuel O., 2010.
New Algorithms and Methods to Estimate Maximum-Likkeod Phylogenies: Assessing the
Performance of PhyML 3.0. Systematic Biology, 5K3Y-21.

19)Kasai H., T. Ezaki, and S. Harayama 2000. Differentiation of phylogenetically related
slowly growing mycobacteria by their gyrB sequende<lin. Microbiol. 38:301-308.

200KimB. J., S. H. Lee, M. A. Lyu, S. J. Kim, G. H. B, G. T. Chae, E. C. Kim, C. Y. Cha,
and Y. H. Kook. 1999.Identification of mycobacterial species by compaeasequence
analysis of the RNA polymerase gene (rpoB). J..@liicrobiol. 37:1714-1720.

21)Kirschner P. and E. C. Bottger 1998. Species identification of mycobacteria g3iDNA
sequencing. Methods Mol. Biol. 101:349-361.

22)Macheras E., A. Roux, F. Ripoll, V. S. Tardy, C. Gtierrez, J. L. Gaillard and B. Heym.
2009. Inaccuracy of Single-Target Sequencing forscbininating Species of the
Mycobacterium abscessus Group. J. Clin. MicrolioR596-2600.

23)Marmiesse M., P. Brodin, C. Buchrieser, C. Gutierre, N. Simoes, V. Vincent, P. Glaser,
S. Cole and R. Brosch2004. Macro-array and bioinformatic analyses aéweycobacterial
‘core’ genes, variation in the ESAT-6 gene familydanew phylogenetic markers for the

Mycobacterium tuberculosis complex. Microbiolog$01 483—496.



Q UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH E N 2
i FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F‘,@*}
ST FES Département de Biologie Ay

24)McNabb A., D. Eisler, K. Adie, M. Amos, M. Rodrigues, G. Stephens, W. A. Black, and
J. Isaac-Renton.2004. Assessment of partial sequencing of theil@slkiton heat shock
protein gene (hsp65) for routine identification Mfycobacterium species isolated from
clinical sources. J. Clin. Microbiol. 42:3000-3011.

25)Mignard S., and J. P. Flandrois 2007. Identification of Mycobacterium using thé-Eu
encoding (tuf) gene and the tmRNA encoding (ss&¥)eg J. Med. Microbiol. 56:1033-1041.

26)Mignard S., and J. P. Flandrois.2008. A seven-gene, multilocus, genus-wide apfraac
the phylogeny of mycobacteria using supertreesJirfbyst. Evol. Microbiol. 58:1432—-1441.

27) Narayanan P., 2005. Bioinformatics a primer. Chapitre 12. Newe amternational
publishers.

28) Niemann S., D. Harmsen, S. R. Gerdes And E. Richte2000. Differentiation of Clinical
Mycobacterium tuberculosis Complex Isolates by gypBIA Sequence Polymorphism
Analysis. J. Clin. Microbiol. 38: 3231-3234.

29)Ninet B., M. Monod, S. Emler, J. Pawlowski, C. Metal, P. Rohner, R. Auckenthaler,
and B. Hirschel 1996. Two different 16S rRNA genes in a mycobaatestrain. J. Clin.
Microbiol. 34:2531-2536.

30)Ranwez V.,2002. Méthodes efficaces pour reconstruire dedgmiphylogénies suivant le
principe du maximum de vraisemblance. Chapitre2. et

31)Reischl U., K. Feldmann, L. Naumann, B. J. GauglerB. Ninet, B. Hirschel, and S.
Emler. 1998. 16S rRNA sequence diversity in Mycobactericelatum strains caused by
presence of two different copies of 16S rRNA gen&€lin. Microbiol. 36:1761-1764.

32)Ringuet, H., Akoua-Koffi, C., Honore, S., Varnerot, A., Vincent, V., Berche, P.,
Galillard, J. L. & Pierre-Audigier, C., 1999. hsp65 sequencing for identification of rapid
growing mycobacteria. J., Clin Microbiol. 37: 8%57.

33)Ringuet, H., C. Akoua-Koffi, S. Honore, A. Varnerot V. Vincent, P. Berche, J. L.
Gaillard, and C. Pierre-Audigier. 1999. hsp65 sequencing for identification of r&pid
growing mycobacteria. J. Clin. Microbiol. 37:852+485

34)Rogall T., T. Flohr, and E. C. Bottger.1990. Differentiation of Mycobacterium species by
direct sequencing of amplified DNA. J. Gen. Micralbil36:1915-1920.

35)Roth A., M. Fischer, M. E. Hamid and others 1998. Differentiation of Phylogenetically
Related Slowly Growing Mycobacteria Based on 16S-BBNA Gene Internal Transcribed
Spacer Sequences . J. Clin. Microbiol. 36: 139-147.



, Q UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH £
i FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F‘%}
ST FES Département de Biologie RE

36)Roth A., M. Fischer, M. E. Hamid, S. Michalke, W. Lludwig, and H. Mauch. 1998.
Differentiation of phylogenetically related slowfyrowing mycobacteria based on 16S-23S
rRNA gene internal transcribed spacer sequencé&ldin].Microbiol. 36:139-147.

37) Saitou N. and M. Neil987. The Neighbor-joining Method: A New Method for
Reconstructing Phylogenetic Trees. Mol. Biol. E4p#06-425.

38) Sansila R., P. Hongmanee and othersl998. Differentiation between Mycobacterium
tuberculosis and Mycobacterium avium by Amplificatiof the 16S-23S Ribosomal DNA
Spacer. J. Clin. Microbiol. 36: 2399-2403.

39)Shin J. Hyun, E. J. Cho, J. Y. Lee and other2009. Novel Diagnostic Algorithm Using tuf
Gene Amplification and Restriction Fragment Lengtblymorphism is Promising Tool for
Identification of Nontuberculous Mycobacteria. JchMbiol. Biotechnol. 19: 323-330.

40) Skrypnyk A.V., 2011. Molecular Phylogeny of Representatives of tlbenus
Mycobacterium Based on Structural Analysis of thgpétvariable Region A of the 16S
Ribosomal RNA Gene. Cytology and Genetics. 44: 134-

41)Soini H., E. C. Bottger, and M. K. Viljanen. 1994. Identification of mycobacteria by PCR-
based sequence determination of the 32-kilodaltotem gene. J. Clin. Microbiol. 32:2944—
2947.

42)Stackebrandt E., Frederiksen, W., Garrity, G.M., Grimont, P. A., Ka" mpfer, P.,
Maiden, M. C., Nesme, X., Rossello” -Mora, R., Swgs, J. & other authors.2002. Report
of the ad hoc committee for the reevaluation of ghecies definition in bacteriology. Int J
Syst Evol Microbiol 52, 1043-1047.

43)Stadthagen-Gomez, G., A. C. Helguera-Repetto, J. Eerna-Cortes, R. A. Goldstein, R.
A. Cox, and J. A. Gonzalez-y-Merchand.2008. The organization of two rRNA (rrn)
operons of the slow-growing pathogen Mycobactercetatum provides key insights into
mycobacterial evolution. FEMS Microbiol. Lett. 2802-112.

44)Takewaki S., K. Okuzumi, H. Ishiko, K. Nakahara, A. Ohkubo, and R. Nagai 1993.
Genus-specific polymerase chain reaction for thecabgcterial dnaJ gene and species
specific oligonucleotide probes. J. Clin. Microbi8lL:446—-450.

45)Telenti A., F. Marchesi, M. Balz, F. Bally, E. C. Bttger, and T. Bodmer. 1993. Rapid
identification of mycobacteria to the species lewsl polymerase chain reaction and

restriction enzyme analysis. J. Clin. Microbiol.Ba5-178.



, Q" UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
3 FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F?
FST FES Département de Biologie

46)Tortoli E. 2003. Impact of genotypic studies on mycobactet@atonomy: the new
mycobacteria of the 1990s. Clin Microbiol Rev. B&9-54.

47)Troesch A., H. Nguyen, C. G. Miyada, S. Desvarenng&, R. Gingeras, P. M. Kaplan, P.
Cros, and C. Mabilat. 1999.Mycobacteriumspecies identification and rifampin resistance
testing with high-density DNA probe arrays. J. CMicrobiol. 37:49-55.

48)Tsukamura M., I. Yano, and T. Imaeda. 1986. Mycobacterium fortuitum subspecies
acetamidolyticum, a new subspecies of Mycobacterfonuitum. Microbiol. Immunol.
30:97-110.

49)Turenne C. Y., L. Tschetter, J. Wolfe, and A. Kaban 2001. Necessity of quality-
controlled 16S rRNA gene sequence databases: figlagtinontuberculous Mycobacterium
species. J. Clin. Microbiol. 39:3637-3648.

50)Yamada-Noda, M., K. Ohkusu, H. Hata, M. M. Shah, P.H. Nhung, X. S. Sun, M.
Hayashi, and T. Ezaki.2007. Mycobacterium species identification a n@praach via dnal
gene sequencing. Syst. Appl. Microbiol. 30:453-462.

51)Zeigler D. R., 2003. Gene sequences useful for predictingedtess of whole genomes in
bacteria. Int J Syst Evol Microbiol 53, 1893-1900.

52)Zelazny A. M., J. M. Root , Y. R. Shea and others2009. Cohort Study of Molecular
Identification and Typing of Mycobacterium abscessMycobacterium massiliense, and
Mycobacterium bolleti. J. Clin. Microbiol. 4: 198895.

53)Zelazny A. M., L. B. Calhoun, L. Li, Y. R. Shea, ad S. H. Fischer.2005. Identification of
Mycobacterium species by secAl sequences. J.@ianobiol. 43:1051-1058.

54)Zolg J. W., and S. Philippi-Schulz.1994. The superoxide dismutase gene, a target for
detection and identification of mycobacteria by PGRClin. Microbiol. 32:2801-2812.

55)http://www.infobiogen.fr/doc/tutoriel/PHYLO/phylogee.html.



UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES F»ﬁ
Département de Biologie




UNIVERSITE SIDI MOHAMED BEN ABDELLAH
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE FES
Département de Biologie

ANNEXES

Tableau 16: Pour les 9 espéces, ce tableau moesreduches et les numéros d'accession. T: souche

type.
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Souches utilisées avec les numéros d accession pour chague géne

Espéces 165 RNA hsp6s rpoB tuf
Jo Jo o o
Souche N . Souche N . Souche N . Souche N .

d’accession d’accession d’accession d’accession
M tubereulosis CIP6431 T AF547977 | ATCC27294T | JF491311 CIP6431T AY3544074 CIP6431T | DQOZE023
M bovis CIP 105234 T AF547003 | ATCC 19210 T | JF491332 CIP105234 T | AYS544804 | CIP105234T | DQO86022
M africanum CIP105147 T AF347883 | ATCC23420T | JF491313 CIP105147T | AYS44880 | CIP105147T | DQ986020
M caprae CIP 105776 T AF547075 CIP105776 T | AF547884 CIP105776 T | AY544072 | CIP105776 T | DQO86024
M microti CIP 104256 T AF547047 CIP104256 T | AF347836 CIP104256 T | AYS544944 | CIP104236 T | DQO86019

] - CIPT CIPT - CIPT -

canstti . 74992 i 1 5 i 1 5
M canstti CIPT 140010059- | NC_015848 140060007 ATT40024 140010059 NC_0135848 140010050 | NC_013848
M avium subsp. avium | CIP 104244 T AF347808 | ATCC 235201 T | JF491201 CIP104244 T | AY544887 | CIF104244T | DQ986050
M avium subsp. CIP 103963 T AF547809 CIP 103963 T AF547809 CIP103963 T | AYS544888 | CIP103963 T | DQO8G040

»H_D..w.ﬁ.mwm_uww.ht..ﬁ.ﬂ_.m__h

Wrmmwwhaﬁu. CIP103317 T AF547900 CIP 103317 T AF547810 CIP103317T | AY344889 | CIP103317T | DQO26051
M absesssus CIP 104536 T AF547802 | ATCC 10077 T | JF491200 CIP104536 T | AYS544870 | CIP104536T | DQO8606D
M bolletii CCUGS0184 T | DQSETT40 CIP108541 T | AYS59675 | CCUGS0184T | DQ9s7717 oo:m%_“;ﬁ DQ9EE061
M massiliense JCM 15300 T AB348602 | CCUG48898 T | AYS96465 | CIP108297T | EUL91921 | CIP108297T | EU191941
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Suite du tableau 16; le signe — indique que la séga est absente
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Souches utilisées avec les W® d accession pour chaque géne

sod A mRNA gyrB secAl
Especes o © o
souche . N . souche . N . souche N daccession souche . N .
d’accession d’accession d’accession
M tuberculosis CIP6431T AY544875 | CIP6431T | DQUB0269 | ATCC 27294 T AB014194 ATCC 27294 T | AY724732
o - - CIP 105234 _ o
M bovis CIP 105234 T | AYS544%09 I DQ480270 | ATCC 19210 T AB014184 ATCC 19210 T | AY724705
M africanum CIP105147T | Avs4a796 | CFF Hg_“_.u: "| DQ480267 | ATCC 25420 T AB014192 ATCC25420T | AYT724702
M capras CIP105776 T | Avssagrs | CF J_“_.u__ "6 | poag0a71 5115/98- AT276122 . .
. . - CIP 104236 _ -
M microti CIP 104256 T | AY3544846 I DQ48026% | NCTC8710T AB014203 - -
. CIPT < CIPT < CIPT i
M canstti 110010050 NC_ 015848 - - 110010059 NC_ 015848 110010059 NC_ 015848
i
M avium subsp. avium CIP104244 T | Avsdagoz | CFF Hg_“_.#t DQ480276 | ATCC 25291- | NZ_ACFIO1000001 | ATCC 25291 T | AY724704
M avium subsp. CIP 103963 T | Avs44s03 | 193983 | pougoarr Bovine 10 AB014317 ATCC 19698 T | FI442856
paratuberculosis T
M avium subsp. silvaticum CIP103317T | Avsdagos | CFF Hg_“_.m:__ DQ480275 - - ATCC 49884 T | Fl442857
. . L CIP 104536 . i
M abscessus CIP 104536 T | AYS544795 I DQ480289 KPM 4410- ABO14186 ATCC 19977 T | AY724701
M bolletii nncm%_:f DQOETT32 noqmau_:ﬁ DQ985998 | CCUG 50184 G1I143882 CCUGS0184 T | Fl442830
207
M massiliense nncm%m%m Avsosors | CIF f_“_.mrm EU191937 | CCUG42208 G1143885 CCUG48%98 T | Fl442844
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Tableau 17: Souches et numéros d’accession utpisas étudier la variabilité intraspécifique du

genehsp65 T: souche type.

Espece hspes
souche N° d'accession
M. tuberculosis ATCC 27294 T JF491311
M.tuberculosis Erdman AP012340
M.tuberculosis KZN 4207 NC 016768
M.tuberculosis KIT 77710 AY299175
M.tuberculosis CCDC5180 NC_017522
M.tuberculosis KIT 77009 AY299174
M.tuberculosis RGTB423 NC_017528
M.tuberculosis CTRI-2 NC_ 017524
M.tuberculosis CCDC5079 NC_017523
M.tuberculosis RGTB327 NC_017026
M.tuberculosis CDC1551 NC_002755
M.tuberculosis KZN 1435 NC_012943
M.tuberculosis F11 NC_009565
M.tuberculosis H37Ra NC_009525
M. bovis ATCC 19210 T JF491332
M. bovis CIP 105050 AF547814
M. bovis AF2122/97 NC_002945
M. africanum ATCC 25420 T JF491313
M.africanum CIP 105147 AF547803
M.africanum?2 KIT 77710 AY299176
M. microti CIP 104256 T AF547856
M. microti ATCC 19422 AY299135
M. caprae CIP 105776 T AF547884
M. canetti CIPT 140060007 AJ749924
M. canetti CIPT 140060001 AJ749922
M. canetti CIPT 140060005 AJ749923
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Tableau 18: Souches et numéros d’accession utgisas étudier la variabilité intraspécifique du
genegyrB. T: souche type.

Espéce oyrB

Souche N° d’accession
M. tuberculosis TO021T AB014194
M. tuberculosis KPM KY590 AB014209
M. tuberculosis KPM KY631 AB014210
M. tuberculosis KPM KY643 AB014211
M. tuberculosis KPM KY673 AB014212
M. tuberculosis KPM KY677 AB014213
M. tuberculosis RKPMKY74T AB014242
M. tuberculosis KPM KY713 AB014231
M. tuberculosis KPM KY699 AB014220
M. tuberculosis KPM KY697 AB014218
M. tuberculosis H37Rv AL123456
M. tuberculosis CTRI-2 NC 017524
M. tuberculosis RGTB423 NC 017528
M. tuberculosis CCDC5079 NC_ 017523
M. tuberculosis RGTB327 NC 017026
M. tuberculosis CDC1551 NC_002755
M. tuberculosis KZN 1435 NC 012943
M. tuberculosis F11 NC_009565
M. tuberculosis H37Ra NC_009525
M. tuberculosis UT205 HE608151
M. bovis T704T AB014184
M. bovis IKEDA AB018554
M. bovis T702 AB014193
M. bovis AF2122/97 NC_002945
M. africanum T801T AB014192
M. africanum GM041182 NC_ 015758
M. caprae 5115/98- AJ276122
M. microti NCTC 8710 T AB014205
M. canettil CIPT 140010059- NC_015848
M.canetti2 CIPT 140060005 AJ749914
M. canetti3 CIPT 140060007 AJ749915
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M. canetti4

CIPT 140060001

AJ749913

Tableau 19: Souches et numéros d’accession utgisas étudier la variabilité intraspécifique du

genetuf. T: souche type.

Espece -

Souche N° d’accession
M. tuberculosis CIP64.31T DQ986023
M. tuberculosis Erdmann X63539
M. tuberculosis KZN 4207 NC 016768
M. tuberculosis RGTB423 NC_017528
M. tuberculosis CCDC5079 NC_017523
M. tuberculosis CTRI-2 NC_017524
M. tuberculosis UT205 HE608151
M. tuberculosis H37Rv AL123456
M. tuberculosis RGTB327 NC_017026
M. tuberculosis CDC1551 NC_002755
M. tuberculosis KZN 1435 NC_012943
M. tuberculosis F11 NC_009565
M. tuberculosis H37Ra NC_009525
M. tuberculosis CCDC5180 NC_ 017522
M. bovis CIP 105234 T DQ986022
M. bovis AF2122/97 NC_002945
M. africanum CIP 105147 T DQ986020
M. africanum GM041182 NC 015758
M. caprae CIP 105776 T DQ986024
M. microti CIP 104256 T DQ986019
M. canetti CIPT 140010059- NC 015848
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Tableau 20: Une matrice montrant la variation irgécifique et interspécifique du géné
mesurées chez 21 membres du complexe MTBC;leswdletableau indiquent le % d’identité
calculé par BLAST.
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Ne| 1 2 | 3| a|ls|e | 7|8 | e [20]11]12|13]14]15]16]17|2128] 19/ 20
M fuberculosisCIP 6437/ T | 1
M tubsrculosiz Epdmann 2| 100
M fuberculosiz KEZN 4207 3| 100 | 100
M fuberculosizs RGTB423 4 | 100 | 100 [ 100
M tuberculosis CCDC3079 | 5 | 100 | 100 | 100 | 100
M fuberculosis CTRIZ & | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M tuberculosiz UT203 7 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M fuberculosiz H37Rv g | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M tuberculozis RGIB327 Q| 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M fuberculosis CDCI33] 10| 100 | 100 | 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 100 | 100
M tuberculosiz EZN 1433 11| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 ( 100 | 100
M tuberculozizs Fi T 12 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M fuberculosiz H37Ra 13| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M tuberculosis CCDCFIg0 (14| 100 ) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 ) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M bovis CIPI03234T 51 100 ) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 10O { 100 | 100 | 100 | 100
M bovis AF2122/97 16| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 10O [ 100 100 | 100 | 100 (| 100
M africanum CIP 105147 T |17 100 ) 100 | 100 [ 100 [ 100 | 100 ( 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M africanum GMO41182 18 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 ( 100 | 100 | 100
M caprae CIP 103776 T 19| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
M microti CIP 104236 T 20| 9949954 (9954 | 904 | 9954 (99534 | 994 | 994 (9084 |99 | 994 (D084 | 9954 | 99R4 (D054 | 9034 | 994 | 9984 | 904
M canetti CIPT 1400100359-| 21 | 9968|9968 | 9968 | 9968 | 9965 [ 9968 | 9968 | 9965 | 9968 | 90965 | 9968 | 9965 | 9948 | 9965 | 9968 | 9965 | 9968 | 9948 | 9968| 9953
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0.774 —}M. microti
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M. canetti
M. tuberculosis
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11-M. abscessus
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Figure 29: Arbre obtenu a partir de la combinaispaf + gyrB). Les numeéros en gras sol

les valeurs de "bootstrap”, seules les valeurs sepées a 0.75 sont indiquées. Le nombfe

de substitutions par site est égal a 0.2.

1 | M. avium subsp.avium
M. _avium_subsp.paratuberculosis
M. canetti
HM. tuberculosis
M. _africanum
09148 M. bovis
0.793 YM. caprae
M. microti
M. abscessus
1 ‘-_M._massiliensc
L M. bolletii
Nocardia

(.85

’]
2

0.1

Figure 30: Arbre obtenu a partir de la combinais@RNr 16S + hsp65 + gyrB). Les

numeros en gras sont les valeurs de "bootstraplliesdes valeurs supérieures a 0.75 sont

indiquées. Le nombre de substitutions par sitégata 0.1.




