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Introduction

La tuberculose demeure un probléme de santé publique mondial. Environ,2
millions de décés dus a la maladie sont recensés chaque année dans le monde. [a
plupart des cas de tuberculose est retrouvée dans les pays en voie de dévelgppement.
Malgré I'existence d’un traitement efficace et d’un vaccin largement utilisé, |/@rganisation
Mondiale de la Santé (OMS) estime que le tiers de la population mondiale est infecté par
M. tuberculosis (Mtb), l'agent pathogéne de la maladie. L'ampleur de'la ‘maladie est
aujourd’hui aggravée par I’émergence de maladies touchant le systéme imniuihitaire de
I'hn6te comme le VIH-SIDA, ainsi que par l'apparition de souches bactériennes multi-
résistantes aux antibiotiques utilisés pour contrbler la maladiehLes stratégies de lutte
contre la tuberculose se sont de ce fait orientées vers I'amélioration des traitements, des
moyens de diagnostic et la recherche de vaccins plus efficaces. Aujourd’hui, par exemple,
de nouveaux candidats vaccins contre la tuberculose ont ainsi étéidéveloppés et nombre

d’entre eux sont en cours d’essais cliniques chez I'homme.

Chez I'homme, la réponse immunitaire contre'lasmaladie peut étre évaluée selon
la production d'IFNy et/ou la prolifération des” lymphocytes T chez les individus
immunisés. Ces techniques sont notamment utilisées lors des essais cliniques vaccinaux.
Il existe cependant une grande diversité génétigue au,sein des bactéries du complexe M.
tuberculosis. Cette diversité génétique semble influer sur les phénotypes bactériens et
sur la présentation de la tuberculose. Par ailleurs, |la réponse immune contre l'infection

des bactéries du complexe Mtb (MTBC) semble varier selon le génotype de ces derniéres.

Parmi les régions hypervariablés.du génome des MTBC, le locus DR permet la
classification des souches en familles, en particulier par la technique de spoligotyping.
Les lignées de souches générées par le spoligotying semblent étre associées aux
localisations géographiqueside ces bactéries. Ce locus DR appartient a la famille des
séquences CRISPR. Les séguences CRISPR seraient étroitement associées aux transferts
horizontaux de geénes.{En effet, les séquences CRISPR auraient été faconnées par des
épisodes de transferts herizontaux de matériel génétique. D’'autres séquences d’ADN
regroupées en filots génomigues ont été récemment détectées chez quelques souches
MTBC. Certains /&e ces ilots, dont le locus DR, sont spécifiques des bactéries MTBC et
auraient été aequis par des transferts horizontaux a partir du matériel génétique d’autres

organismes.

La compréhension des liens existants entre diversité bactérienne obtenue a partir
de marqueur. génétique, comme le locus DR, et les variations phénotypiques observées
pourrait permettre d’affiner les stratégies de lutte contre la tuberculose, comme dans le

choix de cibles potentiels pour les antituberculeux ou dans l'adaptation des stratégies
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d’évaluation de l'efficacité des futurs vaccins selon la prévalence des souches dans les

zones d’études.

Lors des travaux présentés dans cet ouvrage, la relation entre la diversité
génétique des souches cliniques de M. tuberculosis et les caractéres de virulence qui
pourraient étre associés a cette diversité est étudiée. Ainsi, les effets de la diversité de
souches clinigues MTBC au niveau du locus DR sur la réponse immunitaire de I'hote
infecté, en particulier la réponse IFNy, seront d'abord traités dans ces travaux. Puis, les
facteurs génétiques bactériens pouvant étre liés a cette diversité génétique, en particulier
les flots génomiques spécifiques des MTBC seront étudiés en fonction de la lignée des
souches générée par le spoligotyping.

La présentation de ces travaux sera précédée de généralités et d’'une synthese
bibliographique sur les différentes composantes de la tuberculose. En particulier le
complexe M. tuberculosis, la diversité génétique associée aux bactéries de ce complexe,
les transferts horizontaux et Iimmunité antituberculeuse seront successivement abordés

avant de donner la problématique de I'étude.
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I. GENERALITES SUR LA TUBERCULOSE

I.1. Historique de la tuberculose

La tuberculose est une maladie infectieuse que I’étre humain semble avoir cotoyé
depuis des milliers d'années. En effet, les premiéres traces de la maladie chez I'homme
ont été retrouvées chez des momies égyptiennes humaines, datant d’environ 5400 avant
Jésus-Christ. Les ossements de ces momies présentent en effet des lésions et des
déformations caractéristiques de la tuberculose osseuse plus connue comme étant la
« maladie de Pott » (Crubezy et al. 1998). Avec le développement de la science,
plusieurs milliers d’années plus tard, les études sur I'’ADN isolé de ces momies

égyptiennes confirmeront une infection bactérienne tuberculeuse (Zink et al. 2003).

Le caractére contagieux de la tuberculose n'a été décrit qu’en 1865 par Jean-
Antoine Villemin. Et, ce n’est qu’en 1882 que l'agent pathogéne responsable de la
maladie, Mycobacterium tuberculosis, a été identifié et cultivé par Robert Koch qui a
donné une origine bactériologique a la tuberculose. La bactérie porte aussi le nom de
Bacille de Koch ou BK. Robert Koch a recgu le prix Nobel de Médecine et de Physiologie

pour ses travaux (Sakula 1982).

D’autres études montrent des traces d’ADN de bacilles tuberculeux sur des os d’une
espéece éteinte de bisons vieille d’environ 17.000 ans de I’époque Pléistocéne (Rothschild
et al. 2001). Les bactéries de la tuberculose et d’autres mycobactéries affiliées seront
regroupées dans le Complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC) qui peuvent étre a
I'origine de pathologies, touchant aussi bien les animaux que I'homme et qui auraient

émergées il y a environ 3 millions d’années (Wirth et al. 2008).

I.2. Epidémiologie mondiale actuelle de la tuberculose

La tuberculose, dont I'agent pathogéne est principalement Mycobacterium

tuberculosis (M. tuberculosis), figure aujourd’hui aux premiers rangs mondiaux des

infections d’origine bactérienne chez I'homme (Parry and Davies 1996). Environ le tiers

de la population mondiale est infecté par la bactérie.

13



Introduction

En 2007, d’aprés |'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le nombre de
nouveaux cas de tuberculose a été estimé a 9,27 millions d‘individus dans le monde, soit
139 nouveaux cas pour 100.000 habitants. Le nombre de morts dus a la tuberculose
dans le monde en 2007 est estimé a environ 1,8 millions d’'individus. La tuberculose reste
un probléme de santé publique majeur dans les pays en développement ol |'on recense
chaque année plus de 90% des nouveaux cas dans le monde (WHO 2009). Toujours en
2007, 13 des pays avec le plus grand nombre de nouveaux cas de tuberculose sont des
pays africains (Figure 1 et Figure 2). Plus de la moitié des cas recensés surviennent chez
des sujets dgés de 15 a 49 ans, c’est-a-dire, les années les plus productives de la vie,
causant de graves impacts socio-économiques pour les pays touchés. La tuberculose
occupe, le 7°™ rang mondial des causes de mortalité dans le monde avec environ 3
millions de décés par an et est responsable d’'une morbidité importante (Raviglione
2003, Dye 2006).

Figure 1. Estimation du nombre de nouveaux cas de tuberculeux dans chaque
pays dans le monde en 2007 (tiré du rapport de 'OMS 2009)
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Figure 2. Taux estimé de lI'incidence de la tuberculose par pays en 2007 (tiré du
rapport de I'OMS 2009)
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1.3 La tuberculose a Madagascar

A Madagascar, un Etat insulaire peuplé par environ 18 millions d’habitants, la
tuberculose est une maladie endémique. On y compte 18.000 a 20.000 nouveaux cas de
tuberculose recensés par an, avec un taux de mortalité des malades de la tuberculose
estimé a 6% (Auregan et al. 1995). De l'autre c6té, le taux de prévalence du VIH dans le
pays est trés faible, estimé a 0,14% en 2007.

Antananarivo, la capitale de Madagascar, est une mégalopole de 1,1 millions
d’habitants et une superficie de 90 km?. C’est la ville avec la plus grande densité de
population dans toute I7le avec 8687 habitants/km?. L’incidence de la tuberculose
pulmonaire dans la ville d’Antananarivo en 2004 serait la plus élevée de tout le pays

avec 141 cas pour 100.000 personnes (données du Ministére de la Santé Malgache).
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II. LE COMPLEXE Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

I1.1. Systématique des bactéries MTBC

Les bactéries du complexe M. tuberculosis appartiennent a la classe des
Actinobactéries (Tableau 1). Les Actinobactéries regroupent des bactéries Gram-positif
possédant un taux en guanine plus cytosine (G+C %) élevé. Les MTBC ont la capacité de
former des colonies en forme de champignons (mycoses) avec des filaments qui irradient
par croissance centrifuge. Les bactéries ayant cette caractéristique sont regroupées dans
I'ordre des Actinomycétales (signifiant « Champignons a rayons »). D’autre part, les
MTBC sont classées parmi les bactéries du Sous-ordre des Corynebacterineae. Le sous-
ordre des Corynebacterineae regroupe la plupart des bactéries acido-alcoolo résistantes
(BAAR). La Famille des Mycobacteriaceae, posséde un genre unique, le genre
Mycobacterium regroupant les mycobactéries ou l'on retrouve les bactéries MTBC

(Ventura et al. 2007 pour revue).

Tableau 1. Classification systématique des mycobactéries.

Régne Bacteria
Embranchement Actinobacteria

Ordre Actinomycétales
Sous-Ordre Corynebacterineae
Famille Mycobacteriaceae
Genre Mycobacterium
Complexe Mycobacterium tuberculosis
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I1.1.1. Le genre Mycobacterium

Les mycobactéries sont des bactéries aérobies et immobiles. Elles ont une longueur
de 1 a 10um et un diamétre 0,2 a 0,6 um. Bien que la plupart des mycobactéries soient
non sporulées, de récentes observations sur Mycobacterium marinum et Mycobacterium
bovis (M. bovis) semblent indiquer un « état de sporulation » aprés une étape
d’adaptation suite a un changement brutal des conditions du milieu environnant (Ghosh
et al. 2009). Ces observations sont cependant remises en question par d’autres
chercheurs qui n‘ont pas observé d’endospores chez ces mycobactéries (Traag et al.
2010). Ce qui est admis, c’est que les mycobactéries sont caractérisées par i) une paroi
bactérienne particulierement épaisse. Cette paroi est hydrophobe et riche en acides gras
O-ramifiés et B-hydroxylés avec 60 a 90 atomes de carbones appelés acides mycoliques
ou mycolates. Ces acides mycoliques sont a l'origine des formes mycéliennes observées
chez les mycobactéries (Besra et al. 1994, Leite et al. 2005). ii) la séquence des

génomes avec un taux en G+C % élevé, allant de 61 a 71%.

Le genre Mycobacterium regroupe prés d'une centaine d’especes. Ces différentes
especes de mycobactéries sont classées en mycobactéries a croissance rapide ou a
croissance lente selon les temps de génération sur milieu optimal (Tortoli 2003). Les
colonies de mycobactéries a croissance rapide peuvent étre visibles sur le milieu adéquat
aprés quelques heures a 7 jours d’incubation. On y retrouve notamment des bactéries
environnementales et des espéces saprophytes (Figure 3). Par contre, les mycobactéries
a croissance lente poussent plus longtemps avant que les premiéres colonies ne soient
nettement visibles. Ces mycobactéries a croissance lente sont souvent pathogénes, avec
une étape intracellulaire obligatoire. Sur le plan phylogénétique, I'alignement de
séquences de génes codant pour I’ARNr 16S de mycobactéries (rrnA et rrnB) a permis de
corréler 'apparition des mycobactéries a croissance lente a la délétion d’une portion du
géne rrmB (Stahl and Urbance 1990, Ji et al. 1994). En effet, il existe une corrélation
entre le temps de croissance d’une bactérie et le nombre de ribosomes qu’elle produit. La
production de ces ribosomes est elle méme liée a la production d’ARNr dépendant du
nombre d’opérons ARNr (rrn). Chez les bactéries a croissance rapide, deux opérons rrn
(rrnA et rrB) ont été observés alors qu’un seul opéron est observé chez les bactéries a
croissance lente (Ji et al. 1994). Ces observations ont servi de bases génétiques a la

phylogénie des mycobactéries (Devulder et al. 2005).
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Figure 3. Disposition phylogénétique des bacilles MTBC dans le
Mycobacterium (adapté de Gutierrez et al. 2005).
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I1.1.2. Le Complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC)

genre

Les bactéries MTBC sont groupées dans les bactéries a croissance lente. On vy

retrouve notamment le genre M. tuberculosis qui a un temps de génération de 15 a 20

heures. Ce complexe regroupe 7 espéces : M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M.

microti, M. caprae, M. pinnipedii et M. canettii. Les espéces bactériennes retrouvées chez

les MTBC sont toutes pathogénes ou potentiellement pathogénes pour I'homme et les

animaux (Tortoli 2003). Certaines propriétés des bactéries du complexe sont dues a la

concentration élevée en lipides dans leurs parois bactériennes. Ces propriétés concernent

non seulement les caractéristiques tinctoriales qui leur sont associées (ce sont des

bacilles acido-alcoolo résistants ou BAAR visibles par microscopie), mais permettent aussi

la survie des bactéries dans leur environnement (résistance naturelle aux antibiotiques,

résistance a la destruction par les macrophages,...) (Morris et al. 2005).
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I1.2. Caractéristiques du génome des bactéries MTBC

I1.2.1. Caractéristiques du génome de M. tuberculosis H37Rv

L'une des avancées les plus notables en mycobactériologie fut le premier
séquencage en 1998 par I'équipe menée par Stewart Cole du génome complet d’une
souche virulente de laboratoire de M. tuberculosis, la souche H37Rv. La séquence de ce
génome a ensuite été ré annotée en 2002 (Cole et al. 1998, Camus et al. 2002). La
disponibilité de cette séquence H37Rv, qui sert encore aujourd’hui de référence en
mycobactériologie, permet de comprendre certains phénotypes de M. tuberculosis. La
séquence de ce génome a aussi ouvert de nouveaux débats sur les différents caractéres
du pathogéne, en particulier sur ses origines et son évolution. Les données relatives au
génome de H37Rv sont disponibles sur la base de données en ligne de I'Institut Pasteur,

http://genolist.pasteur.fr/tuberculist.

La souche H37Rv posséde 4.411.532 nucléotides répartis en 3995 phases de
lectures pouvant coder pour des protéines dont plus de 52% ont des fonctions
potentiellement connues (Cole et al. 1998). Ce génome est aussi caractérisé par
I'utilisation de Guanine-Thyrosine-Guanine (GTG) comme codon d’initiation dans plus de
35% des genes. Par comparaison, ce taux d’utilisation de GTG comme codon d'initiation
est de 9% chez Escherichia Coli et de 14% chez Bacillus subtilis. Le taux élevé en codon
d’initiation GTG explique en partie le taux élevé du G+C chez les MTBC qui tourne autour
de 65,5%. Bien que ce taux de G+C soit au premier abord uniforme sur tout le génome
de la souche H37Rv, pour certaines régions particulieres du génome, codant notamment
pour des PE/PPE (voir page 21), ce taux de G+C peut passer a 80%. Ce taux G+C % est
cependant inférieur a 50% pour d‘autres régions codant pour des protéines
transmembranaires ou des polykétides synthétases.

Unes des caractéristiques notables du génome de H37Rv est le nombre
particulierement élevé de génes codant pour des protéines impliquées dans le
métabolisme des acides gras. Le nombre élevé de ces génes liés aux acides gras souligne
Iimportance des lipides dans le mode de vie pathogéne des mycobactéries (Dubnau et al.
2005). Le génome de M. tuberculosis H37Rv est par ailleurs caractérisé par la présence
de séquences nucléotidiques répétées comme les éléments d’insertion (IS ou « insertion
séquences ») du type « IS6110» ainsi que les 32 séquences répétées de la famille des
séquences nucléotidiques répétées REP13E12 décrites plus bas (Cole et al. 1998 , Gordon
et al. 1999a).
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I1.2.2. Les séquences répétées du génome de M. tuberculosis H37Rv

Les séquences nucléotidiques répétées du génome peuvent étre a l'origine de la
variabilité génétique et de l'identification des bactéries. Ces séquences nucléotidiques
peuvent aussi affecter le phénotype, voire le mode de vie de ces organismes (Britten and
Kohne 1968, Eisenach et al. 1988). Certaines de ces séquences répétées sont
retrouvées dans le génome de M. tuberculosis H37Rv aussi bien que dans les autres
mycobactéries. Ces séquences nucléotidiques peuvent étre répétées en tandem (exemple
les PE_PGRS et les MIRU), ou répétées en séquences entrecoupées (exemple des
éléments mobiles comme les IS, les séquences REP13E12, les prophages ou les
séguences CRISPR) (Cole et al. 1998 , Gordon et al. 1999a).

a) Les1S6110

Une des particularités du génome de H37Rv et celle de bon nombre de bactéries
MTBC, est la présence d'IS. Les IS ou séquences d'insertion sont des séquences
nucléotidiques, transposables, généralement inférieures a 2,5 kb, pouvant s’insérer dans
de multiples sites du génome. Plusieurs familles d’IS sont retrouvées dans le génome de
H37Rv et sont classées selon leurs caractéristiques.

Les IS6110 sont conservées et trés répandues dans les bactéries MTBC. Le génome
de H37Rv en possede un trés grand nombre de copies (Cole et al. 1998). Les familles
1S3, dont fait partie IS6110, sont des séquences nucléotidiques d’environ 1,5 kb a plus
de 2 kb. Les IS6110 possédent a leurs extrémités des séquences inversées associées a
des répétitions de 3pb aidant probablement a leur transposition dans les différentes
régions du génome (Figure 4) (McAdam et al. 1990, Thierry et al. 1990a). Le génome de
H37Rv posséde 16 copies d’'IS6110 réparties de maniére inéquitable sur tout le génome.
Des régions « hot-spot » d’intégration sont en effet observées. Ces régions « hot-spot
d’intégration » sont retrouvées au niveau d’autres familles de séquences ou motifs
répétés (les DR, cf pages 23, ou les PE/PPE en page 21 ) ou des génes codant pour des
antigénes potentiels (comme ceux de la phospholipase C). (Cole et al. 1998, Warren et
al. 2000 ).

Le role biologique des IS6110, n'est pas clairement établi. Ces IS seraient a
I'origine de recombinaisons génétiques et de délétions de certaines régions du génome
(Figure 5). Les familles IS3 sont composées de deux a quatre phases de lecture.
Certaines de ces phases de lecture codent pour des transposases qui sont probablement

impliquées dans la génération et l'insertion de copies de I'IS dans le génome (McAdam et
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al. 1990). La transposition des IS6110 ainsi que le nombre de copies dans le génome
semble apporter un avantage sélectif aux mycobactéries. Des expérimentations sur M.
smegmatis, un modéle mycobactérien, ont montré que la transposition d’'IS6110 était
stimulée par un environnement microaérobie (Ghanekar et al. 1999). Les transpositions
d'IS6110 pourraient de

I'environnement en participant a I’'adaptation phénotypique des bactéries (McEvoy et al.

servir pour faire face aux conditions défavorables

2007 pour revue).

Figure 4. Séquence compléte d'une IS6110 avec les séquences inversées
soulignées aux extrémités (Thierry et al. 1990a)
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Figure 5. Mécanisme de délétion médiée par IS6110 et montrant le role des

régions inversées (IR). Exemple de Ila délétion de la région RvD2.
(http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Pmi/IS-del2.gif)
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b) Les motifs PE et PPE

Les séquences nucléotidiqgues PE/PPE sont des régions du génome des
mycobactéries qui codent pour des protéines acides particulierement riches en Glycine et
Alanine (Cole et al. 1998). Ces protéines sont caractérisées par la présence de motifs
« Proline-Glutamine » (PE) ou « Proline-Proline-Glutamine » (PPE) au niveau de leur
proximité N-terminale. Les régions PE/PPE représentent environ 10% des nucléotides du
génome de H37Rv. Les génes de ces séquences PE/PPE sont groupés en clusters et
répartis en multiples copies polymorphes sur tout le génome. Dans le génome de H37Ry,
une centaine de régions PE/PPE ont été identifiées. Celles-ci ont été classées en 3 sous-
familles, selon la nature et la présence ou non de motifs répétés associés aux PE/PPE. La
sous-famille la plus importante est celle des PGRS ou « polymorphic GC-rich sequences »
particulierement riche en G+C. Les régions PGRS sont organisées en microsatellites dont
les motifs varient d’'une souche de mycobactérie a une autre. La classe PE_PGRS
comporte 61 membres. Elle est caractérisée par des motifs Gly-Gly-Ala répétées en
tandem, c’est-a-dire en unité monomérique associées aux PE ou aux PPE. Les PE_PGRS
sont retrouvées exclusivement dans les bactéries MTBC. Par ailleurs, les mycobactéries
non pathogénes semblent en avoir moins comparées aux souches virulentes (Marri et al.
2006). Plusieurs protéines PE_PGRS ont été retrouvées dans la paroi bactérienne. L'une
d’entre elles, la PPE18, interagit avec le TLR2. Cette interaction PPE18/TLR2 induirait la
synthése d’IL10. Cette interleukine est connue pour inhiber la synthése d'IFNy et d’IL12,
qui jouent un role important dans I'établissement de la réponse protectrice Th1 contre la
tuberculose (Cole 1999, Brennan and Delogu 2002, Nair et al. 2009). Méme si la
fonction de tous les génes PE/PPE n'a pas été précisée a ce jour, il semble que ces
derniers soient impliqués dans la persistance des mycobactéries et la pathogenése de la

tuberculose chez I'h6te (Camacho et al. 1999, Talarico et al. 2005).

c) Les M.I.R.U.

Les MIRU ou « mycobacterial interspersed repetitive units » sont des séquences
nucléotidiques répétées en tandem caractérisant les bactéries MTBC et M. leprae. Les
séquences des MIRU ont la structure des minisatellites et sont présentes sur différents
loci dans le génome des mycobactéries. Les unités de séquences répétées font entre 46
pb et 101 pb et sont retrouvées principalement dans les régions intergéniques (Supply et
al. 2000). Chez les mycobactéries, contrairement aux minisatellites des autres bactéries,
les MIRU ne possédent pas de séquences palindromiques. Dans le génome de H37Rv, on

en retrouve 65 copies réparties dans 41 loci (Cole et al. 1998). Le rbéle des MIRU est
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encore inconnu. Cependant, il existe un polymorphisme dans la taille des séquences ou
des motifs composants les MIRU. Ce polymorphisme est a la base du typage MIRU-VNTR
(« Variable number of tandem repeats »). Le MIRU-VNTR est en plein essor dans le

domaine du typage des bactéries MTBC.

d) La famille REP13E12

Il s'agit de séquences répétées, de la famille des séquences entrecoupées ou
«Interspersded sequences », de 1,3 kb a 1,5 kb. Leur dénomination vient des répétitions
(REP) mises en évidence dans le cosmide MTCY13E12. On retrouve 7 types de répétitions
REP13E12 dans le génome de la souche H37Rv. Les protéines REP13E12 n’ont aucune
homologie de séquences avec des protéines connues. Ces REP13E12 semblent étre
uniquement observées dans les bactéries MTBC. Le rbéle des REP13E12 semble encore
assez flou. Leur expression serait induite en réponse a une altération de I’ADN. Dans le
génome de H37Rv, 4 régions REP13E12 possedent des sites d’insertion potentiels pour
des groupes de génes ressemblant a un prophage, le PhiRvl (Cole et al. 1998 , Gordon
et al. 1999a, Bibb et al. 2005 ).

e) Les prophages PhiRv1 et PhiRv2

Deux régions du génome de H37Rv correspondent a des prophages PhiRv1 et
PhiRv2. Ces prophages possédent des organisations similaires avec des génes phagiques
adjacents situés dans le méme loci (Cole et al. 1998). La présence ou la localisation des
genes de PhiRvl semble étre assez variable d’une souche a une autre. Une étude
comparative des régions de différences entre quelques mycobactéries a en effet montré
que le prophage PhiRv1 est absent dans 16% des souches cliniques étudiées. De méme,
la souche vaccinale M. bovis BCG en est exempt (Mahairas et al. 1996). Les genes du
prophage PhiRv2, eux semblent toujours étre présents et sont assez stables.

Dans le génome de H37Rv, le prophage PhiRv1 interrompt 'opéron biotine. Par
ailleurs, on y retrouve aussi une recombinase (Rv1586¢) et une intégrase. La présence
de génes codant pour ces enzymes suggeére la possibilité de recombinaison site spécifique
de la part du prophage PhiRvl. Le prophage PhiRvl posséde 7 sites d’attachements
potentiels (att) dans le génome de H37Rv (Hendrix et al. 1999 , Bibb and Hatfull 2002,
Bibb et al. 2005 ).

Le prophage PhiRvl est par ailleurs flanqué de séquences REP13E12. Il a été

suggéré que l'opéron biotine de la souche H37Rv a d’abord été interrompu par des
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séquences REP13E12 suite a un stress. Cette séquence REP13E12 aurait ensuite servi de
site d'insertion du prophage PhiRv1 dans le génome de H37Rv (Gordon et al. 1999a).

Le rOle biologique de ces prophages dans les bactéries MTBC n’est pas encore
clairement établi. Leur présence semble cependant indiquer la contribution des transferts

horizontaux dans la dynamique et la structure du génome des bactéries MTBC.

f) La famille CRISPR et le locus DR

Les séquences CRISPR ou « Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats » ont été décrites et séquencées pour la premiére fois chez Escherichia coli par
Ishino en 1987. La disponibilité de plus en plus de séquence de génome a ensuite permis
a Mojica et ses collaborateurs de caractériser les CRISPR. Ce sont des séquences
nucléotidiques caractérisées par une série de répétitions directes de séquences
identiques de 24 a 48 pb. Ces séquences identiques répétées sont entrecoupées de
courtes séquences uniques, variables, de 20 a 40 pb appelées « spacers » (Figure 6). Ces
régions présentent souvent une certaine symétrie mais ne sont pas exactement
palindromiques. Les CRISPR sont retrouvées aussi bien dans le génome des bactéries
que chez les archéobactéries. Ces séquences sont par contre absentes chez les
eucaryotes et les virus. Les séquences CRISPR ont été retrouvées dans environ 40% des
génomes séquencés jusqu’en 2000 (Mojica et al. 2000). Les séquences répétées des
CRISPR sont conservées au sein d’'une méme espéce (conservation intra-espéce) (Jansen
et al. 2002). Cependant, ces séquences varient d’'une espece a l‘autre (variation inter-

especes).

Figure 6. Structures des séquences CRISPR (Marraffini et al. 2010)
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L'unique région CRISPR retrouvée chez M. tuberculosis, le locus DR, est trés

polymorphe d’une souche a une autre. Elle est utilisée pour typer les souches MTBC.
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Celles-ci peuvent en effet étre différentiées a partir de la présence ou l'absence de
certains spacers par la technique du « spoligotyping » ou « spacer oligotyping »
(Tableau 2) (Groenen et al. 1993, Kamerbeek et al. 1997). La diversité retrouvée au
sein des loci CRISPR dans différents génomes peut étre utilisée pour l'identification des

bactéries pathogénes (Grissa et al. 2007).

Des études in silico sur cette famille de séquence ont montré la présence de génes
appelés cas pour « CRISPR-associated » adjacents aux séquences CRISPR. On peut
retrouver jusqu’a 20 copies de génes cas selon les génomes (Jansen et al. 2002, Haft et
al. 2005). Il semblerait que seuls 2 génes cas soient associés aux séquences CRISPR de
M. tuberculosis (H37Rv et CDC1551) (Godde and Bickerton 2006). Ces génes cas ont des

homologies avec des protéines impliquées dans la recombinaison et la réparation d’ADN.

Les CRIPSR seraient impliqués dans le maintien de lintégrité du génome
bactérien. Ils auraient un rble de protection des bactéries contre les infections d’ADN
d’origine exogéne en empéchant ces derniers de s’introduire dans le génome bactérien.
De récentes découvertes ont en effet montré que les séquences des spacers composant
les CRISPR correspondent a des portions d’éléments mobiles, comme des ADN de
bactériophages ou de plasmides. Une fois incorporées dans le systéme CRISPR, ces
séguences spacers vont aider a prévenir spécifiquement d’autres invasions par ces
éléments exogénes (Figure 7) (Barrangou et al. 2007, Comas et al. 2009, van der Oost
et al. 2009).
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Tableau 2. Les séquences connues de spacers dans les bactéries MTBC. Les
spacers utilisés pour le spoligotyping sont nun&rate 1 a 43 dans la seconde colonne (van
Embden et al. 2000).
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Figure 7. Acquisition de spacers et fonctionnement du mécanisme
d’interférence des CRISPR (Horvath et Barrangou 2010).
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A. Acquisition d’'une nouvelle unité de spacer a padtéhDN invasif. L'ADN d’origine
exogene (plasmide ou phage) serait « découpé neepartie des séquences est incorporée
dans le CRISPR comme nouveau spdg8elMécanisme d’interférence par CRISPR a partir de
spacers transcrits. En cas de ré-invasion par 'A@tdgene, les séquences de spacers
correspondantes vont étre transcrites en précwsg®NA, devenir matures (crRNA) et

servir dans la reconnaissance spécifique de I'éiémegéne et son élimination.
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I1.3. Epidémiologie Moléculaire et Evolution

Les caractéres génétiques des mycobactéries ont permis le développement de
nombreux outils moléculaires qui servent a étudier aussi bien la phylogénie que

|’épidémie des populations de mycobactéries.

I1.3.1. Utilisation des marqueurs génétiques dans le typage des MTBC

Les marqueurs génétiques utilisés pour étudier les souches de M. tuberculosis
proviennent pour la plupart des variations génétiques observées dans les différents
génomes des souches bactériennes. Ces marqueurs génétiques peuvent étre issus des
réarrangement intra-génomiques ou de délétions de certaines régions du génome. Tels
est le cas des séquences répétées, 1S6110, DR, MIRU-VNTR, etc... Des changements
mineurs ou des mutations localisés au niveau de certaines séquences du génome
peuvent aussi étre utilisés comme marqueurs génétiques (cas des SNPs) (Arber 2003).
Enfin, des régions de différences (RD) correspondant a des séquences nucléotidiques de
grande taille peuvent aussi étre utilisées pour différencier les espéces et les souches,

voire de retracer leur phylogénie (Figure 8) (Gordon et al. 1999b , Brosch et al. 2002).
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Figure 8. Représentation proposée du schéma évolutif des bacilles de la
tuberculose, illustrant les pertes successives d’ADN dans certaines lignées de
bactéries MTBC (Brosch et al. 2002).
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a) LaIS6110-RFLP

La RFLP (« restriction fragment length polymorphism ») est une méthode
permettant de comparer les produits de digestion d’ADN par des enzymes de restriction.
Le typage 1S6110-RFLP permet de déterminer le nombre d1S6110 présent au sein de
chaque souche étudiée. La méthode est basée sur la digestion du génome par des
enzymes de restriction. Puis, les produits de digestion sont hybridés avec des sondes
IS6110 marquées. Le nombre de copies d’IS6110 varie d’'une souche a une autre. Ce
nombre peut aller jusqu’a 25 copies selon les génomes (Hermans et al. 1990 , Thierry et
al. 1990b, van Soolingen et al. 1993). La IS6110-RFLP est assez discriminante pour les
études épidémiologiques. Elle est souvent utilisée comme technique de référence dans
certaines études épidémiologiques sur le typage des souches MTBC (Otal et al. 1991,
Kremer et al. 1999). Les premiéres utilisations de la technique 1S6110-RFLP ont permis
d’étudier la transmission des souches issues de patients atteints de tuberculose dans des
agglomérations des Etats-Unis comme New York (Alland et al. 1994) ou San Francisco
(Small et al. 1994).
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Les profils IS6110, c'est-a-dire le nombre et la position de copies d’ 1S6110, d'une
méme souche peuvent cependant varier chez un méme patient au cours du temps (de
Boer et al. 2000). Ces variations temporelles dans une méme souche font de I'IS6110 un
marqueur génétique avec un faible pouvoir discriminant pour I’étude de I’évolution
moléculaire des souches. De plus, la IS6110-RFLP est une technique trés laborieuse. Elle
nécessite en effet une quantité élevée d’ADN, plusieurs jours de manipulation a la
paillasse et des logiciels sophistiqués qui rendent les échanges de données entre
laboratoires indépendants difficiles (Warren et al. 2001). Certaines souches avec un petit
nombre de copies IS6110 (<6 copies) sont assez difficiles a discerner les une des autres.
D’autres techniques basées sur le polymorphisme d’autres séquences répétées comme
les PGRS ou les DR doivent étre utilisées pour discriminer ces souches (van Soolingen et
al. 1993, Chaves et al. 1996, Yang et al. 2000, Dale et al. 2003). Les IS6110 semblent
étre uniquement retrouvées dans les bactéries MTBC. Cependant, des homologues de
IS6110 ont été retrouvés chez d’autres espéces de mycobactéries (Kent et al. 1995) et
de récentes études semblent indiquer la présence d'IS (annoté ISMs6110) ayant de trés
grandes similarités avec 1S6110 chez une mycobactérie a croissance rapide,
Mycobacterium smegmatis. Cet 1S6110 semble y avoir été acquis par transfert
horizontal (Coros et al. 2008).

b) Le Spoligotyping ou spoligotypage

Le « spoligotyping » (pour « spacers oligotyping ») permet de typer des souches
MTBC en détectant |la présence ou |'absence de 43 spacers localisés sur le locus DR
(Figure 9). La méthode consiste a amplifier les spacers par PCR a partir des séquences
DR flanquantes. L'amplification est faite avec des amorces (dont une généralement
marquée a la biotine) spécifiques des DR flanquant les spacers. Les amplicons marqués
sont ensuite hybridés a des oligonucléotides complémentaires des spacers immobilisés
sur une membrane. La présence des amplicons de spacers est alors révélée par
chimioluminescence. Le profil obtenu a partir des 43 spacers utilisés est appelé

spoligotype (Groenen et al. 1993 , Kamerbeek et al. 1997 , van Embden et al. 2000).

30



Introduction

Ay

Figure 9. Obtention de spoligotypes a partir du locus DR. A. Représentation
schématique du locus DR avec les séquences enpepuwle DR et la présence d'une
IS611Q B. Sites d’amplification des régiori3R avec les amorces Dra et DRb et profils
spoligotypes obtenus a partir de I'hybridation dedoits PCR marqués de différentes
souches
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La diversité des spoligotypes des différentes souches provenant de plusieurs pays a
pu étre collectée dans des bases de données (Sola et al. 1999). Ces bases de données
peuvent étre utilisées pour la phylogénie et surtout I’épidémiologie de souches MTBC. La
présence ou l'absence de chacun des 43 spacers a été standardisée. Le spoligotype peut
étre exprimée de fagon binaire ou octale selon la présence ou I'absence de chacun des 43
spacers utilisés. Cette standardisation facilite les comparaisons des profils spoligotypes et
permet la construction des bases de données. Dans les bases de données de
spoligotypes, les souches sont classées selon le profil spoligotype en « Shared
Types »(ST). Les ST sont ensuite eux méme regroupés en « familles » selon des
parametres géographiques et épidémiologiques (Dale et al. 2001 , Sola et al. 2001). Les
bases de données de spoligotypes ont permis de retracer la phylogéographie des souches
MTBC dans plusieurs pays (Filliol et al. 2002, Filliol et al. 2003). Aujourd'hui, la
quatrieme base de données internationale de spoligotypage SpolDB4 (« Fourth
International Spoligotyping Database ») regroupe des spoligotypes de 39.609 souches de
M. tuberculosis provenant de 122 pays. Grace a leurs spoligotypes, ces souches ont été
classées en 62 familles et 1939 ST (Brudey et al. 2006). Cette base de données est
accessible sur le site Internet de SITVIT ou « Spoligotype International Typing - VNTR
International Typing » (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/).
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Bien qu’étant moins discriminant que la méthode 1S6110-RFLP, le spoligotyping
est moins coliteux, plus simple a réaliser, avec des bases de données plus accessibles.
Les bases de données spoligotypes permettent par ailleurs les échanges entre
laboratoires indépendants (Mostowy et al. 2002, Kwara et al. 2003, Kremer et al.
2005, Brudey et al. 2006). Cependant, la neutralité des CRISPRs comme marqueurs
génétiques de I'évolution est aujourd’hui sujet a controverse. Les CRISPR auraient en
effet un r6le dans la protection de l'intégrité du génome bactérien. La pression de
sélection de I'hote qui en résulterait pourrait alors étre un biais dans les études

phylogénétiques utilisant le spoligotypage (Hale et al. 2009).

c) Les typages MIRU-VNTR :

Le typage VNTR (“Variable Number of Tandem Repeats typing “) est une méthode
de génotypage reposant sur le polymorphisme du nombre de séquences répétées en
tandem dans le génome (Frothingham and Meeker-O'Connell 1998). Le but du typage
MIRU-VNTR est de connaitre la taille de chaque locus MIRU. Pour cela, différents loci
MIRU-VNTR du génome sont amplifiés par PCR a partir de leurs régions flanquantes non
polymorphes. La taille des amplicons est relative au nombre de copies MIRU-VNTR. Ce
nombre peut alors étre déterminé par ce systéme (Supply et al. 2001, Kwara et al. 2003,
Allix et al. 2004). La détermination de la taille des amplicons peut étre faite par
électrophorése sur gel (Mazars et al. 2001), ou par chromatographie en phase liquide de
haute performance non dénaturante (Evans et al. 2004). L'analyse du polymorphisme
des VNTR peut se faire sur plusieurs loci. Cette technique est aussi appelée MLVA ou
« Multiple Loci VNTR Analysis ».

Le polymorphisme de 12 de ces loci MIRU semble étre suffisamment discriminant et
assez stable d'une souche a une autre pour des études épidémiologiques et
phylogénétiques (Mazars et al. 2001, Supply et al. 2001 , Savine et al. 2002, Hawkey et
al. 2003, Kwara et al. 2003 ). Ces 12 loci sont notamment utilisés pour le systeme de
contr6le de la tuberculose aux Etats-Unis. Ces techniques doivent cependant étre
associées a d’autres typages (IS6110, spoligotyping) dans des cas ou les études
épidémiologiques ne permettent pas de classer ou de distinguer les souches (Cowan et
al. 2005). D'autres loci MIRU peuvent étre ajoutés aux 12 décrits pour affiner le pouvoir
discriminant du typage. Plusieurs nombres différents de loci VNTR ont été suggérés pour
améliorer le pouvoir discriminant de la méthode. Ce nombre varie de 8 a 48 loci selon les
auteurs : 18 loci VNTR (Kremer et al. 2005, Kam et al. 2006), 21 loci (Le Fleche et al.
2002), 48 loci (Smittipat et al. 2005) ainsi que d’autres loci testés séparément (Roring
et al. 2002 , Surikova et al. 2005).
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En 2006, dans un souci de standardisation de la méthode, 24 loci VNTR les plus
optimisés ont été utilisés pour typer plus de 800 souches de bactéries MTBC. Supply et
ses collaborateurs ont en déduit que l'utilisation de 15 loci les plus discriminants suffisent
dans les études épidémiologiques utilisant les MIRU-VNTR (Supply et al. 2006). Le
typage MIRU-VNTR est en train aujourd’hui de devenir la méthode de référence en
épidémiologie moléculaire de la tuberculose. Cette technique remplace petit a petit le
typage 1S6110. Elle souffre cependant des mémes inconvénients que le spoligotypage.
Des événements de recombinaison peuvent avoir lieu au niveau des répétitions générant

des profils similaires chez des souches treés différentes.

d) Génomique Comparative: Les LSPs et SNPs

i. Les Régions de différences:

Il s'agit de différences de séquences nucléotidiques de grande taille entre les
différentes souches. La comparaison de génomes de mycobactéries a permis d'avancer
dans la compréhension de I’évolution des mycobactéries. Elle a aussi permis de mieux
comprendre les origines et la pathogénicité des espéces de mycobactéries.

Les premiéres comparaisons de génomes entiers ont été réalisées par 'analyse de
profils de restrictions par électrophorése sur gel a champs pulsé (PFGE pour « Pulsed
Field Gel Electrophoresis »). Cette méthode a permis de dresser les premiéres cartes
physiques et intégrées de M. tuberculosis (Philipp et al. 1996). Cette méthode a aussi
permis la comparaison des cosmides de chromosomes artificiels bactériens ou BAC
(« bacteria artificial chromosome hybridization »). Plus tard, ces cosmides ont servi pour
le séquencage des génomes. La séparation des fragments de restriction sur champ pulsé
a été utilisée pour différencier différentes souches vaccinales M. bovis BCG ainsi que des

souches cliniques de M. tuberculosis (Zhang et al. 1995).

D’autres techniques, comme la soustraction génomique ont permis de comparer le
génome de la souche vaccinale atténuée M. bovis BCG Pasteur a celui de la souche
virulente M. bovis (Mahairas et al. 1996). Grace a cette technique, I'absence de 3 régions
de différences (RD1 a RD3) de M. bovis BCG a été observée. La région RD3 absente de la
souche vaccinale correspond au prophage PhiRvl qui est aussi absente dans 84% des
souches MTBC étudiées. La région RD2 correspond a des séquences répétées dont la
délétion ne semble cependant étre observée que chez les souches vaccinales repiquées
aprés l'année 1925 (Mahairas et al. 1996). La région RD1 est la seule région délétée des
souches M. bovis BCG qui soit présente dans toutes les souches virulentes. Cette région

RD1 est aussi présente dans d’autres bactéries MTBC (Brosch et al. 1999 , Warren et al.
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2006). La région RD1 contient notamment les génes codant pour I'ESAT-6 (« Early
Secreted Antigenic Target 6 »). Cet antigene majeur de M. tuberculosis semble jouer un
role important dans la pathogénicité de ces bactéries (Gordon et al. 1999b, Brodin et al.
2002 , Brosch et al. 2002 ). En effet, grace a des mutants par transposition sur la région
RD1, il a été observé que I'ESAT-6 et le CFP-10 (dont le géne est aussi retrouvé dans la
région RD1) permettaient la translocation des mycobactéries virulentes du
phagolysosome vers le cytosol des cellules dendritiques infectées échappant ainsi au
phagosome (van der Wel et al. 2007). L'hybridation des BACs issus de M. tuberculosis,
M. bovis BCG sur le génome de H37Rv a par ailleurs permis de mettre en évidence

d’autres régions de différences (Gordon et al. 1999b).

L'utilisation de puces a ADN (DNA microarrays) associée aux BACs a permis
d’affiner la comparaison des génomes. Avec les puces a ADN, la comparaison de génome
a pu s‘étendre aux autres bactéries MTBC. Grace a cette technologie, 16 régions de
différence absentes de M. bovis BCG ont été observées chez M. tuberculosis H37Rv en
plus de celles qui ont été trouvées par Mahairas et ses collaborateurs, en 1996. Neuf de
ces 16 RD absentes de M. bovis BCG sont délétées dans d’autres souches pathogénes de
M. bovis. Ces RD contribuent au polymorphisme des souches M. bovis. Par ailleurs, deux
régions (RvD1 et RvD2) sont absentes du génome de H37Rv. Ces 2 régions sont
cependant retrouvées dans les génomes des souches M. bovis BCG et M. bovis (Behr et
al. 1999, Gordon et al. 1999b ).

La comparaison de génome par hybridation d’ADN entre H37Rv et une souche
avirulente M. tuberculosis H37Ra montre aussi des régions délétées dans la souche
virulente (RvD3 a 5). Ces régions sont intactes dans la souche non virulente. Les
délétions retrouvées dans le génome de la souche H37Rv se feraient a partir des
séquences IS6110 qui se trouvent a proximité. La complémentation des souches H37Ra
avec ces régions délétées ne rendent cependant pas les souches complémentées aussi

virulentes que la souche H37Rv (Brosch et al. 1999).

ii. La génomique Comparative in silico :
D’autres génomes de mycobactéries ont été entiérement séquencés ou le sont
partiellement. Ces séquences (ou projet de séquengage) sont accessibles sur Internet

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi?view=1, ou

http://genome.tbdb.org/annotation/genome/tbdb/GenomesIndex.html).

Grace au séquengage complet de ces génomes, des comparaisons in silico entre

différents génomes de mycobactéries ont pu étre réalisées. Parmi les génomes
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séquencés figurent d’‘autres souches de M. tuberculosis, comme la souche clinique
CDC1551, séquencée en 2002 (Fleischmann et al. 2002).

La comparaison in silico des séquences complétes des 2 génomes de M.
tuberculosis (H37Rv et CDC1551) a mis en évidence plusieurs différences notables. Ainsi,
de larges séquences nucléotidiques polymorphes, nommés les LSPs, correspondant a la
fois aux RD et a des régions insérées, ont été observées entre les deux souches. Les
autres variations concernent un ou plusieurs nucléotides dans un géne ou une région
donnée du génome, les SNPs (« Single Nucleotide Polymorphisme »). Par comparaison
avec le génome de H37Rv, 49 insertions de plus sont observées dans le génome de
CDC1551. 35 de ces insertions sont retrouvées dans des génes et affectent la phase de
lecture de ces derniers. D'un autre c6té, 37 insertions différentes sont observés dans le
génome de H37Rv. Ces inserts sont absents du génome de CDC1551. De plus, la souche
CDC1551 ne posséde que quatre IS6110 dans son génome alors que dans celui de
H37Rv, on en retrouve seize. Dans les 2 génomes, 45% des inserts sont retrouvés dans
des séquences nucléotidiques correspondant a la famille PE/PPE. Par ailleurs, une autre
différence est a noter entre les 2 souches pour le prophage PhiRvl. Ce prophage PhiRv1
est en effet retrouvé sur des brins d’ADN différents et dans des positions différentes
(position 1779312 pour H37Rv et position sur le brin complémentaire 3870803 pour
CDC1551). Dans les deux cas cependant, le prophage PhiRv1 est toujours associé a une
séquence REP13E12. En plus de ces variations génomiques, les deux génomes
présentent une différence de 1075 SNPs avec une répartition moyenne d’environ 1 SNP
tous les 4 kb (Fleischmann et al. 2002, Hughes et al. 2002).

La comparaison entre le génome de la souche avirulente H37Ra ATCC25177
séquencée en 2008 et les deux souches virulentes M. tuberculosis (CDC1551 et H37Rv)
révele 74 insertions et délétions différentes entre le génome des souches. De plus, 76
SNPs ont été observés sur 32 génes. Les SNPs non synonymes peuvent affecter entre
autre les facteurs de transcription, la régulation des voies métaboliques ainsi que
I’enveloppe cellulaire (Zheng et al. 2008). Le génome complet de M. tuberculosis H37Rv
aligné avec celui de M. bovis AF2122/97 montre 99,5 % de similarité. M. tuberculosis
posséde 60 kb de nucléotides de plus dans son génome par rapport a M. bovis. Les
différences entre les deux génomes consistent principalement en des délétions
génomiques de RD ainsi que des SNPs. On y observe cependant une région spécifique de
2 kb environ, absente de M. tuberculosis mais présente chez M. bovis appelée région
TbD1. Cette région TbD1 contient notamment deux génes codant pour des protéines
membranaires dont I'un, mmplL6, est tronqué tandis que l'autre, mmpS6 est totalement
absent chez M. bovis (Brosch et al. 2002 , Garnier et al. 2003).
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L'essor des techniques de séquencage en haut débit de génes, des ARN ou des
génomes contribuent aujourd’hui de maniere non négligeable au développement de la
génomique comparative et a la compréhension des processus biologiques, notamment
chez les pathogénes (Gingeras et al. 1998, Ansorge 2009 pour revue, Gilad et al.
2009 ). Jusqu’en Aout 2010, 144 projets de séquencage de génomes et de plasmides de
mycobactéries ont été réalisées ou sont en cours de réalisation, dont 52 sont disponibles.
Les séquences disponibles concernent les séquences de 20 génomes de souches M.
tuberculosis, d'autres espéces MTBC, comme M. bovis AF2122/97 et les deux souches
vaccinales M. bovis BCG Pasteur 1113P2 (Brosch et al. 2007) et M. bovis BCG Tokyo 172
(Seki et al. 2009). Deux séquences de génomes de souches de M. leprae sont aussi
disponibles (Cole et al. 2001 , Monot et al. 2009). Des génomes d’autres mycobactéries
comme M. avium paratuberculosis (Li et al. 2005), M. intracellulare ATCC 13950, M.
smegmatis MC2 155, M. marinum (Stinear et al. 2008), M. ulcerans Agy99 (Stinear et al.
2007), M. kansasii ATCC 12478, M. abscessus (Ripoll et al. 2009) sont disponibles sur le

site internet de genomes en ligne (http://www.genomesonline.org/).

Les études phylogénétiques basées sur les SNPs sont exposées a certains biais. Tel
est le cas quand ces SNPs sont associés a des genes de résistance aux antibiotiques ou
sont soumis a une pression de sélection de I’'héte. Parfois, les SNPs sont sélectionnés a
partir de génomes non représentatifs des M. tuberculosis. Par contre, I’évolution des LSPs
n'est pas assez rapide pour retracer I’évolution des souches actuelles (Baker et al. 2004 ,
Filliol et al. 2006, Gutacker et al. 2006 ).

I1.3.2. Evolution et phylogénie des souches MTBC :

L'observation des différents génomes de bactéries MTBC a mis en évidence
I’existence de variations génétiques entre les souches. Ces variations sont apparentées a
des SNPs, des LSPs et des régions de différences. Ces marqueurs génétiques sont utilisés
pour étudier I'épidémiologie des souches de la tuberculose. Ils servent surtout a typer les
bactéries. Ces typages de souches permettent de retracer et de comprendre I’expansion,
la pathogénicité et I'évolution des souches de M. tuberculosis (Fleischmann et al. 2002 ,
Gutacker et al. 2002, Tsolaki et al. 2004 , Filliol et al. 2006). La majorité des espéces
constituant le genre des mycobactéries sont des bactéries saprophytes non pathogénes.
L'évolution de la plupart des bactéries MTBC vers un mode de vie pathogéne contre les
mammiféres et les disparités au sein des bactéries du complexe suscitent encore de

grandes interrogations.
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Les régions de différence (RD) ainsi que des SNPs sont utilisés comme marqueurs
génétiques. Ils permettent de comprendre en partie I'évolution de ces bactéries MTBC.
Grace a |'étude de la distribution de 20 régions variables correspondant a des délétions et
des insertions observées sur 100 bactéries appartenant a 6 sous-espéces différentes
MTBC, Brosch et ses collaborateurs ont révélé un nouveau scénario de |’évolution des
bactéries MTBC. Les différences observées entre souches de M. tuberculosis et M. bovis
montrent que cette derniére serait apparue plus récemment dans le processus de
I’évolution et dériverait de M. tuberculosis ou d’un ancétre commun. Selon cette étude, la
tuberculose humaine aurait donc précédé celle des bovins (Figure 8) (Brosch et al. 2002 ,
Garnier et al. 2003). Les polymorphismes observés au niveau des régions variables
semblent irréversibles et permettent de retracer I'historique de I’évolution des souches.
La présence ou l'absence de la région TbD1 permet de diviser les souches de M.
tuberculosis en souches « anciennes » (celles ol TbD1 est présente) et en souches
« récentes » ou la région TbD1 a été délétée. Par ailleurs, la délétion de la région RD9,
antérieure a TbD1, marque la divergence entre M. tuberculosis et les espéces M.
africanum, M. microti et M. bovis (Brosch et al. 2002). L'analyse de LSPs associée au
séquencage de ces régions dans d’autres souches MTBC par d’autres laboratoires semble

confirmer ce schéma évolutif (Mostowy et al. 2002).

L'étude de SNPs dans le codon 463 du géne de la catalase-péroxydase G (katG) et
du codon 95 du géne gyrA (sous-unité A de I'ADN Gyrase) permet de dresser une
relation phylogénétique entre plus de 840 bactéries MTBC provenant de plusieurs pays.
Grace a ces, SNPs les souches ont été classées en trois groupes principaux (Figure 10).
La classification des souches a partir des variations des RD observées par Brosch et ses
collaborateurs, en 2002 semblent corréler avec celle observée avec ces SNPs (Sreevatsan
et al. 1997, Brosch et al. 2002). L'augmentation du nombre de SNPs étudié par
Gutacker et ses collaborateurs sur plus de 5000 souches de M. tuberculosis de 4 sites
géographiques différents (principalement des Etats-Unis) a par la suite permis le
classement des souches en 9 branches phylogénétiques majeures. Ces branches
phylogénétiques semblent étre associées aux spoligotypes, aux profils 1IS6110 et MIRU
des souches. Une répartition clonale des souches a par ailleurs été observée (Gutacker et
al. 2002).

Les branches phylogénétiques obtenues de I'analyse des SNPs ne sont cependant
pas toujours les mémes. Elles peuvent conduire a une estimation de la diversité
génétique discordante des souches (Gingeras et al. 1998). Des études associant d’autres
SNPs avec les marqueurs phylogénétiques (spoligotype et MIRU) font état de 7 groupes

phylogénétiques distincts, incluant les souches M. bovis (Filliol et al. 2006). Un nombre

37



Introduction

important de SNPs a par ailleurs été observé au niveau de genes de réparation, de
recombinaison et de réplication de I’ADN (génes « 3R ») qui sont liés a I’évolution et la
diversité des bactéries MTBC et qui permettent notamment de distinguer les souches
monoclonales bactériennes (Dos Vultos et al. 2008). Les différents auteurs s’accordent
cependant sur une certaine corrélation entre génotype des souches M. tuberculosis et

I’'origine géographique des populations humaines hotes.

Figure 10. Classification des souches MTBC selon les polymorphismes retrouvés
sur les génes katG et gyrA95 (Sreevatsan et al. 1997)

Group 1 Group 2 Group 3
katGd63 CTG (Leu) | — ™ | katc463 coo (Arg) | — P | kate463 ceG (Arg)
gyrA95 ACC (Thr) gyraf95 ACC (Thr) gyrAs AGC (sSer)

| P
M. microti M. tubsrculosis M. tuberculosis
M. africanum
M. tuberculosis
katG463 CTG (Leu)
g¥rA95 ACC (Thr)
M. tuberculesis
complex precursor \
M. bovis

katGi63 CTG (Leu)
gyrA95 ACC (Thr)

D’autres études confirment la corrélation entre le génotype des souches et les
branches phylogénétiques observées. La phylogéographie des souches obtenue grace a
I’étude de LSPs indique que les grandes lignées clonales de M. tuberculosis sont
spécifiguement associées aux sites géographiques des souches ou a l'origine des patients
tuberculeux. En utilisant ces LSPs, Gagneux et ses collaborateurs ont classé les souches
en lignée de I'Océan Indien, lignée Est-Asiatique, lignée Est-Africaine Indienne, lignée
Euro-Américaine et lignée Ouest Africaine. Cette classification des souches semble
concorder de maniére plus précise avec les origines géographiques des patients

tuberculeux (Gagneux et al. 2006).
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I1.3.3. Les familles de souches de M. tuberculosis :

Aujourd’hui, I'épidémie globale de la tuberculose semble étre structurée de maniére
phylogéographique. Aprés des milliers d'années d’évolution, certains clones de MTBC
semblent en extinction alors que d’autres réemergent (Tanaka and Francis 2006). Grace
a l'association de plusieurs marqueurs génétiques, différentes familles ou lignées
principales de souches M. tuberculosis ont émergé (Figure 11) et sont décrites

succinctement ici.

Figure 11. Représentation schématique des événements génétiques dans les
MTBC a l’échelle du temps. Cette représentation a été obtenue a partir de la
combinaison de spoligotype, MIRU-VNTR et SNPs au niveau de KatG et GyrA.
(Arnold 2007).

Time
Present Day
7
C=T
Lose spacer 39 Lose spacers 40-43
Lose RD2 gqyrB1470C =T
gyrB 1450 | M.africanum Other deletions o aron | ';;;le;ers e}
G-=T Type1 Lbse spacer |CAST B.IHHE
Commaon Ancestor
Full spoligatype Medern (| Lose FEp
complement Lose ThD1 | Group spacer | Gﬂ:up s
MIRLZ4=2 MIRU24=1 |Ancestor [§ 34 Ancestor gy.rA s H‘BTRV]

428 acer 34 Lose spagers
5 spacer
qyrh 95=C 33.35.36 Modern Group 2|
qyrB&75=C, 756=G KatG 463 T-> G|Haarlem, X, LAM

1410=C, 1450=0

Lﬁﬂ' spacer| Mafricanum

b i @
29-32,34

Ancient Group 1 (EAI)
East African Indian |

e) La Lignée EAI ou « East African- Indian »

Cette lignée de souches M. tuberculosis est caractérisée par un nombre trés peu
élevé d'IS6110. Elles ont 4 copies ou plus de VNTR- alléle ETR-A et un profil spoligotype

caractéristique (Figure 12). Le profil spoligotype des souches EAI se présente avec
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I'absence des spacers 29 a 32, la présence du spacer 33 et |'absence du spacer 34 (Filliol
et al. 2003). L'étude des SNPs observés sur katG et gyrA placent les souches EAI dans le
groupe génétique I de Sreevatsan (Sreevatsan et al. 1997). La présence de la région
TbD1 dans les souches EAI les placent dans la lignée des souches « anciennes » (Brosch
et al. 2002, Arnold 2007). Les souches de la lignée EAI ont récemment été dénommées
lignée de I'Océan Indien (« Indean Oceanic lineage ») par Gagneux et ses collaborateurs
(Gagneux et al. 2006). L'étude de différents SNPs dans ces souches place respectivement
la lignée EAI dans le SNPs Cluster Group 1 de Gutacker et dans le groupe I d’apreés la
phylogénie issue des SNPs de Filliol (Filliol et al. 2006, Gutacker et al. 2006 ).

Bien que décrite pour la premiére fois au Burkina-Faso (Afrique de I'Ouest), les
souches M. tuberculosis avec un profil de la lignée EAI sont principalement retrouvées
dans tout le pourtour de I'Océan Indien. Elles sont plus fréquentes en Afrique de I'Est, en
Inde du Sud et en Asie de Sud-Est. Cette distribution géographique des souches EAI
laisse suggérer une transmission possible de la tuberculose par les migrations de
populations de cette région (Kremer et al. 1999, Gagneux et al. 2006). Plusieurs
variantes ou share-type (ST) du profil EAI existent. Ces variantes sont plus ou moins
prévalentes selon les régions géographiques. Le profil ST19 assimilé aux EAI-2 semble
trés fréquent a Manille. Les souches EAI ST19 ont les spacers 3, 20 et 21 absents en plus
du profil-spoligotype EAI (Douglas et al. 2003). A Madagascar, le profil EAI8 ST109
caractérisé par |'absence des spacers 2,3 et 18 en plus du profil type EAI semble trés
fréquent (Ferdinand et al. 2005) (http://www.biomedcentral.com/1471-
2180/6/23/figure/F1?highres=y).

f) La Lignée Beijing

La lignée Beijing a été caractérisée en 1995 a partir de souches de M. tuberculosis
provenant de Chine, plus précisément de provinces aux alentours de la capitale Beijing,
ainsi que de Mongolie. Le profil spoligotype des souches Beijing est trés caractéristique
avec la présence de seulement 9 des 43 spacers du co6té 3’ dans les profils spoligotype
(Figure 12) (van Soolingen et al. 1995). A partir de I'étude des SNPs d’Ingrid Filliol ainsi
que de Gutacker et leurs collaborateurs, les souches de la lignée Beijing sont
respectivement classées dans le groupe des clusters SNP 2 et dans le groupe SNP-II.
Sebastien Gagneux et ses collaborateurs placent ces souches Beijing dans la lignée dite
« Est-Asiatique ». Les souches de la lignée Beijing sont par ailleurs caractérisées par une
mutation G81A au niveau du géne Rv3815c qui code pour une acyltransférase (Filliol et

al. 2006, Gagneux et al. 2006 , Gutacker et al. 2006 ). Une large délétion de la région
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RD105 est observée dans toutes les souches Beijing de la sous-famille W (Beijing/W
family). L'utilisation d’autres LSPs complémentaires (RD142, RD150, et RD181) permet
par la suite de subdiviser cette famille en 4 sous-groupes. Certains auteurs soupgonnent
des différences phénotypiques entre ces différents sous-groupes de souches Beijing
(Tsolaki et al. 2005).

De plus, une autre source de polymorphisme est unique a la lignée des souches
Beijing : des mutations non synonymes au niveau de génes codant pour des enzymes
impliquées dans la réparation de I'’ADN, comme les génes mutT et les génes ogt. Ces
mutations semblent contribuer au polymorphisme des souches Beijing (Ebrahimi-Rad et
al. 2003). Les RD et les mutations sur des génes de réparation de I’ADN (ou génes 3R)
ont servi a retracer I’'évolution des souches Beijing (Dos Vultos et al. 2008, Rindi et al.
2009).

Certaines souches de la famille Beijing ont la particularité d’induire une réponse
cellulaire du type Th2, antagoniste de la réponse protectrice Thl par comparaison a
d’autres lignées de souches (Manca et al. 2004) et peuvent étre associées a une
virulence plus importante (Lopez et al. 2003). Les souches de la lignée Beijing peuvent
parfois étre associées a des échecs de traitement contre la tuberculose (van Crevel et al.
2001, Lopez et al. 2003 ). Des études rapportent des résistances aux traitements
associées au génotype Beijing un peu partout dans le monde (Almeida et al. 2005,
Drobniewski et al. 2005, Glynn 2006 pour revue, Iwamoto et al. 2008 ). Les souches
Beijing seraient originaires de I'Asie du Sud Est ou la vaccination BCG de masse aurait
été un facteur sélectif. Cette vaccination de masse au BCG aurait favorisé les caractéres
phénotypiques et génotypiques acquis par la famille Beijing (Glynn et al. 2002, Abebe
and Bjune 2006 ). Les études épidémiologiques et moléculaires des souches Beijing
montrent que, bien gu’elles soient plus prévalentes en Asie, ces souches sont répandues
un peu partout dans le monde et ont la capacité de disséminer trés rapidement (Glynn et
al. 2002).

g) La Lignée Centre Asiatique ou CAS :

Cette lignée de souches M. tuberculosis, quelquefois appelée lignée « Delhi », a été
caractérisée par comparaison des profils de restriction RFLP-IS6110 et des spoligotypes
de souches en Inde, du coté de Delhi, ou sa prévalence semble particulierement élevée
(Bhanu et al. 2002, Filliol et al. 2003). Les souches de la lignée CAS sont caractérisées
par un profil spoligotype ol les spacers 4 a 7 et 23 a 34 sont absents (Figure 12). Les

profils spoligotypes et MIRU des souches CAS semblent étre trés proches de ceux des
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souches Beijing (Sola et al. 2003). D'ailleurs, la lignée Beijing pourrait étre issue de
souches CAS (Arnold 2007). D'autres variantes de ce spoligotype peuvent étre
retrouvées. Le profil CAS1-Kili (Kili pour Kilimanjaro), avec 4 autres spacers en moins, a
été caractérisé en Tanzanie ou la lignée CAS semble étre plus prévalente que les autres
familles de M. tuberculosis (McHugh et al. 2005, Eldholm et al. 2006). Les souches de
cette lignée correspondent a la lignée Est-Africaine Indienne de Gagneux et ses
collaborateurs et au principal groupe génétique 1 de Sreevetsan et ses collaborateurs
(Sreevatsan et al. 1997, Gagnheux and Small 2007 ).

Par ailleurs, les souches CAS sont caractérisées par un large polymorphisme au
niveau de la RD750. Une mutation silencieuse a été retrouvée au niveau du géne rpoB
(T2646G) des souches CAS. Le géne rpoB code pour une sous unité de I’ARN polymérase
impliquée dans la résistance a la rifampicine (Baker et al. 2004, Gagneux et al. 2006 ).
Les souches de la lignée CAS sont particulierement plus prévalentes aussi bien en Inde
(Bhanu et al. 2002) qu’au Pakistan (Hasan et al. 2006) ainsi qu’en Afrique de I'Est
(Eldholm et al. 2006). Cette lignée semble étre associée a des formes extrapulmonaires
plus élevées de tuberculose (Lari et al. 2009). Des formes de résistance aux traitements
antituberculeux plus importants sont observées au niveau de la lignée CAS,
probablement a cause de l'existence de mutations spécifiques au sein des geénes

impliqués dans ces résistances (Suresh et al. 2006 , Stavrum et al. 2009).

h) Les Lignées Haarlem, LAM, T et X :

Ces 4 lignées de souches M. tuberculosis sont classées parmi les souches de la
lignée Euro-Américaine a partir de leurs LSPs (Gagneux et al. 2006). Elles ont en
commun l'existence de 2 mutations caractéristiques : une mutation T/G au niveau du
codon 388 du géne codant pour la catalase-péroxydase G (katG), et une autre mutation
C/T au niveau du codon 3243 du géne rpoB (Sreevatsan et al. 1997 , Baker et al. 2004).
En général, le spoligotype de ces familles est caractérisé par |I'absence des spacers 33 a
36 (Soini et al. 2000).

Ces souches sont toutes caractérisées par I'existence d’'une délétion de 7 paires de
bases causant un déplacement de la phase de lecture du géne Pksi5/1 et son
inactivation. Ce géne code pour une polykétide synthétase. Ces enzymes sont impliquées
dans le métabolisme des glycolipides phénoliques (PGL) qui entrent dans la structure de
la paroi bactérienne. Les variations au niveau du géne Pks15/1 auraient des impacts sur
le phénotype et la virulence des mycobactéries (Constant et al. 2002 , Reed et al. 2004 ,
Huet et al. 2009).
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i. La Lignée Haarlem :

Les souches de la famille Haarlem ont été identifiées a partir d'une souche M.
tuberculosis de patient provenant de Haarlem, en Hollande, en 1999 (Kremer et al.
1999). Le spoligotype de ces souches est caractérisé par I'absence du spacers 31 dont la
détection est génée par la présence d’une 1S6110 (Groenen et al. 1993, Legrand et al.
2001), en plus des spacers 33 a 36 (Figure 12) (Brudey et al. 2006). Par ailleurs, une
mutation non synonyme au niveau du codon 182 (H182R) du géne mgtC est associée
aux souches de la famille Haarlem. Ce géne code pour une protéine impliquée dans la
virulence de plusieurs pathogénes intracellulaires (Alix et al. 2006). D’autres variantes de
la famille Haarlem sont observées a partir du spoligotype. Ces variantes sont annotées
Haarlem 1 a 4. Le variant Haarlem 2 (ou H2) est caractérisé par I'absence de tous les
spacers 1 a 24 en plus de la signature spoligotype habituelle des souches de la famille
Haarlem (Filliol et al. 2003).

De récentes observations sur des souches de la famille Haarlem montrent des
associations du génotype Haarlem avec des SNP synonymes au niveau de génes de
réparation de I’ADN, dont ogt44 et ung501 (Olano et al. 2007). D'autres études montrent
I'association de la famille Haarlem avec des multi-résistances aux traitements chez des
enfants tuberculeux (Marais et al. 2006). Les souches de la famille Haarlem semblent
étre répandues un peu partout dans le monde, en particulier en Asie et sur le continent

Européen (Kremer et al. 1999).

ii. La lignée LAM ou Latino-Américaine Méditerranéenne :

Les souches de la famille LAM ont un spoligotype caractérisé par |I'absence des
spacers 21 a 24 (Sola et al. 2001 , Brudey et al. 2006). Plusieurs variantes de la famille
LAM existent. Désignées LAMO1 a LAM12, les profils spoligotypes de ces variantes sont
parfois trés ambigus (Figure 12). Chez les souches LAM3/S, tous les spacers de 1 a 24
ont disparu. Cette disparition ferait probablement suite a une convergence du spoligotype
de ces souches (Warren et al. 2002). D’autres variantes sont spécifiques de certains sites
géographiques localisés. La signature spoligotype au niveau des spacers 21 a 24 n’est
pas toujours respectée. Tel est le cas des souches LAM0O7-TUR de Turquie ou les LAM10-
CAM. Chez les variants LAM11-SWE de Suéde et LAM12-Madridl d’Espagne, on observe
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des spacers en moins (Brudey et al. 2006). D’autres marqueurs génétiques sont souvent
utilisés en plus des spoligotypes pour typer les souches de la famille LAM. Ainsi pour
différencier les souches LAM, les typages de 1S6110, les SNPs ou le typage VNTR sont
utilisés. Le typage MIRU-VNTR des souches LAM montre un déséquilibre de liaison d’un
alléle ETR-A égal a 2 pour les LAM en général (Sola et al. 2001). Dans les souches LAM-
RUS de Russie centrale, une insertion spécifique d'IS6110 est observée dans le géne
plcA, un des génes codant pour la phospholipase-C qui est impliquée dans la virulence de
M. tuberculosis (Raynaud et al. 2002, Dubiley et al. 2007, Raynaud, 2002 #317).

Récemment, une autre souche de la famille LAM appelée RDR° a été décrite chez
des souches du Brésil. Cette sous-famille RDR° est caractérisée par l'existence d’une
région de différence spécifique de 26 kb contenant des régions PPE. Les souches LAM
RDR® ont aussi une RD174 caractéristique associée a des sSNP au niveau du géne
Ag85C!%, Ce géne code pour un antigéne immuno-dominant de la tuberculose. Cette
mutation semble étre spécifique des souches LAM (Lazzarini et al. 2007 , Gibson et al.
2008, Von Groll et al. 2009). Au regard des génes katG et gyrA, les souches de la famille
LAM appartiennent au PGG 2 et au cluster phylogénétique VI de Gutacker et al.,
(Sreevatsan et al. 1997 , Gutacker et al. 2006).

Les souches de la famille LAM semblent avoir une prévalence élevée dans le
pourtour méditerranéen et en Amérique Latine. Cependant, elles sont retrouvées un peu
partout dans le monde. On estime aujourd’hui que les souches M. tuberculosis de la
famille LAM sont a l'origine des 15% des cas de tuberculose dans le monde. Une étude
menée en Russie en 2006 rapporte un nombre élevé de résistance au traitement anti-

tuberculeux associé aux souches LAM (Ignatova et al. 2006).

iii. La Lignée X

Les souches de M. tuberculosis de la famille X ont un spoligotype caractérisé par
I'absence des spacers 33 a 36 associées a l'absence du spacer 18. Des variants de la
famille X sont numérotées de X1 a X3 selon les spacers absents en plus de la signature
type de la famille (Torrea et al. 1995, Sola et al. 1999, Brudey et al. 2006). Les études
associant le typage des IS6110 et des DR montrent que les souches de la famille X sont
aussi caractérisées par un nombre de copies trés faible d’IS6110 (Soini et al. 2000,
Sebban et al. 2002 , Dale et al. 2003). La souche CDC1551 séquencée en 2002 posséde

les caractéristiques de la famille X (Fleischmann et al. 2002).
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Les souches de la lignée X ont une prévalence assez élevée en Europe,
principalement dans certains pays anglo-saxons (Sebban et al. 2002 , Dale et al. 2003).
Une étude récente sur des souches M. tuberculosis des Caraibes semble indiquer que la
souche responsable de plus de la moitié des cas de tuberculose dans les fles de Trinidad
et Tobago posséde les caractéristiques d’une souche récente de la famille X1. Cette
souche y aurait sévi avec les immigrants d’origine anglo-saxonne dans ces iles (Millet et
al. 2009). Une autre étude menée en Afrique du Sud semble aussi indiquer que le taux
de souches résistantes au traitement anti-tuberculeux des souches de la famille X

avoisine celle des souches Beijing (Streicher et al. 2004).

iv. La Lignée T

Cette branche de souches M. tuberculosis regroupe des familles ou des profils
génotypiques encore mal définis. Le spoligotype de ces souches est juste caractérisé par
I'absence des spacers 33 a 36. De plus, sont inclus dans cette lignée les souches avec au
moins un des spacers de 1 a 30 présent, ainsi que la présence des spacers 9, 10 et 31
(Figure 12).

Plus de 600 profils spoligotypes non définis sont classés dans cette lignée (Sebban
et al. 2002, Brudey et al. 2006). On y retrouve différents variants (T1 a T5) dont les
spoligotypes sont parfois trés différents. La souche H37Rv est classée dans la lignée T.
D’autres variants ont donné une sous-famille distincte, la lignée S, décrite sur des
souches provenant de Sicile et de Sardaigne et qui sont parfois englobées dans la lignée
des souches T (Brudey et al. 2006). Cette ambiguité et le grand nombre de sous-familles
retrouvés chez la lignée T sont probablement la raison pour laquelle les souches classées
dans la lignée T sont prédominantes dans plusieurs pays. Elle est particulierement
présente en Europe comme en Suéde (Brudey et al. 2004), ou en Toscane en Italie (Lari
et al. 2007). Cependant des profils spoligotypes sont retrouvés plus souvent que d’autres
dans des régions spécifiques dans le monde. Les souches T1 ont des prévalences élevées
en Turquie et au Norvege (Kinander et al. 2009, Otlu et al. 2009 ). Une étude récente
montre par ailleurs que la majorité des souches INH résistantes en Pologne ont le profil

des lignées T et Haarlem (Augustynowicz-Kopec et al. 2008).

45



Introduction

Figure 12. Les grandes familles de profils spoligotypes avec certaines de leurs
variantes. Les numéros des spacers sont donnés. Les casebkddareprésentent les spacers
absents, les noires les spacers présents
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III. TRANSFERT HORIZONTAL DE MATERIEL GENETIQUE CHEZ LES BACTERIES

II1.1. Les Transferts horizontaux

Afin de s’adapter a un environnement donné ou d’explorer d’autres niches
écologiques, beaucoup d’organismes vivants, sont capables d’adapter leur mode de vie a
celui de leur environnement. Cette adaptation passe généralement par une modification
de leur expression génétique, voire de leur génome. L’'accumulation des seules mutations
ponctuelles n‘est en effet pas suffisante pour permettre a une bactérie d’exploiter de
nouveaux environnements. Les microorganismes ont développé des mécanismes leurs
permettant d’acquérir directement et de maniére plus rapide des génes ou de nouveaux
caractéres a partir d’autres organismes. L'ensemble de ces phénoménes d’acquisition
d’ADN d’un génome a un autre est appelé transfert horizontal ou HGT (« Horizontal Gene

Transfer ») (Ochman et al. 2000 , Dobrindt et al. 2003). Ces transferts passent soit par
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des transferts directs d’ADN par « contact » ou conjugaison a partir de plasmides, soit
par capture de I’ADN du milieu environnant ou transformation, soit par l'intermédiaire
des bactériophages infectant les microorganismes par transduction (Frost et al. 2005).
Ces transferts horizontaux de matériels génétiques sont impliqués dans I’évolution des
bactéries. Ils peuvent conduire au basculement vers un mode de vie pathogene. Les HGT
permettent aux bactéries d’acquérir des génes qui ont bénéficiés aux organismes

préexistants dans le milieu les possédant déja (Ochman et al. 2000).

La disponibilité de plus de séquences de génomes de microorganismes pathogénes
ou non pathogénes a permis de suivre |'évolution de ces microorganismes. L’acquisition
de nouvelles fonctions, dont ceux pouvant induire la pathogénicité, par les transferts
horizontaux de génes a pu étre mieux étudiée. Dans I’ensemble, les génes acquis par

HGT concernent 3 principaux caractéres qui sont :

La résistance aux antibiotiques. Chez les bactéries, l'acquisition de génes de
résistance aux antibiotiques est souvent associée aux éléments mobiles ou aux éléments
transférables comme les plasmides, les transposons ou les intégrons (Hacker et al.
2003 , Hawkey and Jones 2009). Un groupe de génes de résistance aux antibiotiques, la
ICEHIin1056 a été séquencée chez Haemophilus influenzae. Ces dgroupes de geénes
semblent avoir été transférés d’'une bactérie a une autre par HGT et sont retrouvés chez
un grand nombre de protobactéries (Mohd-Zain et al. 2004). Les génes de résistance aux
antibiotiques B-lactames ou B-lactamines sont souvent acquis par conjugaison a partir de
plasmides portant des génes de la B-lactamase, une enzyme capable de métaboliser
I'antibiotique (Hawkey and Jones 2009). Par ailleurs, des transposons responsables de la
résistance a la vancomycine sont retrouvées identiques chez des entérocoques
résistantes a I'antibiotique (Paulsen et al. 2003). D’autres génes de résistance peuvent se
transmettre par des super-intégrons. Ces super-intégrons sont capables de s’exprimer de
facon autonome. Ils ont permis aux entérobactéries Gram-négatifs de capturer et

d’intégrer les génes de résistances aux antibiotiques (Rowe-Magnus et al. 2003).

La pathogénicité. Les premiéres observations de I'acquisition de caractéres virulents
par HGT concernent le transfert de caractéres pathogénes par les plasmides et les
bactériophages. Ces transferts ont permis aux bactéries réceptrices de pouvoir coloniser
de nouvelles niches écologiques et de causer des dommages a I’'hote infecté (Smith and
Linggood 1971, Brussow et al. 2004). Chez les microorganismes pathogénes, le groupe
de génes de virulence est souvent retrouvé associé a des éléments mobiles ou qui ont
été mobiles. Ce groupe de geénes est appelé flots de pathogénicité ou PAI

(« Pathogenicity Islands »). Les PAI sont des blocks de génes de 10 a 200 kb présents
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chez les souches pathogénes et absents des souches affiliées non pathogenes (Hacker
and Kaper 2000, Schmidt and Hensel 2004). L'usage des codons de ces ilots ainsi que
leur taux en G+C sont souvent atypiques par rapport au reste du génome les
hébergeant. Ces caractéristiques atypiques suggérent qu’ils proviennent d‘un autre
organisme et permettent de déduire une acquisition par un transfert horizontal. Souvent,
un ou plusieurs PAI peuvent étre retrouvés en méme temps dans le génome d’une
bactérie pathogene. Ce phénomeéne suggeére que le transfert des flots de pathogénicité se
sont fait en block, avec une possible synergie entre les différents génes acquis (Groisman
and Ochman 1996 , Ochman et al. 2000 , Ho et al. 2002).

Les propriétés métaboliques permettant de s‘adapter a un environnement
particulier (« fitness traits »). Les transferts horizontaux peuvent aussi conférer des
propriétés physiologiques nouvelles aux organismes récepteurs. Il peut s’agir des voies
métaboliques permettant aux bactéries réceptrices de s’adapter a un environnement
particulier ou d'assurer leur survie face a un environnement hostile. Ces caractéres sont
retrouvés aussi bien chez les bactéries commensales que chez les pathogénes (Ochman
et al. 2000). Ainsi, les «ilots de haute pathogénicité » retrouvés chez des souches
virulentes de Yersiniae sont aussi observés dans des souches non pathogénes
d’entérobactéries. D’autres ilots sont a la fois retrouvés sur les souches pathogénes et
commensales d’'Escherichia coli (Dobrindt et al. 2003, Oelschlaeger et al. 2003 ). Ces
flots de génes y jouent plus un r6le dans l'adaptation et la conquéte du milieu ou
évoluent les bactéries, que dans la virulence. Les autres caractéres apportés peuvent
permettre la symbiose, la synthése de sidérophore ou de composés aromatiques la ou ils
sont nécessaires (Larbig et al. 2002, Sullivan et al. 2002, Gaillard et al. 2006 ). La
pérennité des génes acquis sera sous le controle de la sélection naturelle. S'il s'avere que
ces genes sont inutiles ou insignifiants pour la bactérie réceptrice, ces caractéres seront

« abondonnés » et, souvent, les génes sont délétés (Ochman et al. 2000).

II1.2. Les ilots génomiques (GEI ou « Genomic Islands »)

II1.2.1. Caractéristiques des ilots génomiques
Les filots génomiques définissent les blocks de génes acquis par HGT et

comprennent aussi bien les PAI, les ilots de résistance aux antibiotiques que les filots

d’ « adaptation ». La présence ou l'absence de ces GEI difféerent entre des souches
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bactériennes proches. Des traces de mobilité ou des éléments mobiles sont souvent

observables dans ces ilots génomiques (Dobrindt et al. 2004 , Juhas et al. 2009).

Les caractéristiques atypiques communes a la plupart des flots génomiques peuvent
permettre de les identifier. La taille des GEI varie beaucoup, allant de 10 a 200 kb.
Cependant, des flots inférieurs a 10 kb, pouvant aller jusqu’a quelques centaines de
bases ont été détectés grace a la génomique comparative de génomes (Hacker and
Kaper 2000 , Becq et al. 2007). Par ailleurs, comme la plupart des GEI ont été acquis par
HGT a partir d’autres organismes, leurs séquences nucléotidiques ont souvent des traits
atypiques par rapport au reste du génome. Les analyses statistiques des nucléotides
appuyées par des outils bioinformatiques permettent de retrouver ces traits atypiques.
Ces méthodes utilisent le taux en G+C, la fréquence de tétranucléotides ou l'usage des
codons. Ces caractéres different généralement du reste du génome. Les caractéristiques
atypiques des GEI permettent parfois de retracer leurs origines par comparaison avec les
caractéres des génomes connus (Dufraigne et al. 2005, Rosas-Magallanes et al. 2006 ,
Becq et al. 2007). Les GEI sont souvent insérés a c6té de génes codant pour les ARNt ou
flanqués par des DR de 16 a 20 pb qui pourraient servir de site de reconnaissance pour
certains enzymes et pourraient étre impliguées dans l'insertion des GEI (Schmidt et
Hensel 2004). La plupart des GEI porte des éléments mobiles ou des génes codant pour
des intégrases, des phages ou d’‘autres genes impliqués dans |'acquisition de génes par
HGT. Certains génes des GEI peuvent étre apportés ou délétés par des éléments mobiles,
comme les éléments d’insertion (IS), ou les transposases qui sont aussi retrouvés dans
les GEI (Buchrieser et al. 1998 , Gal-Mor and Finlay 2006).

II1.2.2. Détections de régions potentiellement acquises par transferts

horizontaux

A partir de leurs différentes caractéristiques, plusieurs techniques permettent de
détecter les flots génomiques. La comparaison de génomes par soustraction génomique
ou I'hybridation ADN-ADN permet de détecter les délétions ou les insertions différentes
entre les souches pour en déduire les nouveaux nucléotides. Ces techniques sont souvent

associées au criblage des ARNt flanquant les régions différentes entre les souches.

Des analyses in silico permettent par ailleurs de retrouver les traits caractéristiques
des GEI a partir de génomes ou de régions génomiques (Dobrindt et al. 2004). Ainsi, la
méthode d’analyse in silico dite « méthode phylogénétique » se base sur la détection des

disparités des génes potentiellement acquis par HGT dans les souches comparées. Elle se
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base sur I'analyse de la phylogénie de régions génomiques (Veyrier et al. 2009). La

méthode « paramétrique » se base sur la détection des traits atypiques des régions des

génomes a étudier (Lecointre et al. 1998 , Maynard Smith and Smith 1998 , Nakamura et

al. 2004).

Ces méthodes paramétriques comprennent notamment les techniques

suivantes (Dufraigne et al. 2005, Rosas-Magallanes et al. 2006 , Becq et al. 2007, Jang
et al. 2008) (Figure 13):

a)

b)

c)

Le calcul G+C%: le contenu en G+C des génes ou des régions d’intérét est
calculé a partir du premier et du troisieme codon. Les régions dont les valeurs
en G+C sont supérieures ou inférieures a un seuil ou une référence donnée
sont considérées comme atypiques (Figure 13B).

L’usage du codon : certains acides aminés peuvent étre codés par plus d’un
triplet de nucléotides ou codon : ce sont les « codons synonymes ». La
fréequence d’utilisation de ces codons synonymes varie d’'un génome a un
autre. La détermination de la fréquence d’utilisation de ces codons dans une
région ou un géne donné permet de détecter les régions potentiellement
acquises par transferts horizontaux (Ermolaeva 2001) pour revue).

La signature tétranucléotidique : le génome est scanné en déterminant la
fréquence (signature) de tétranucléotides sur une fenétre de 5 kb. Les
fenétres présentant une distance Euclidienne par comparaison a la signature-
seuil d’'une référence ou de tout le génome est considéré comme atypique
(Dufraigne et al. 2005).
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Figure 13. Caractéres atypiques de la région Rv0986-8 dans le génome de M.
tuberculosis. A) Signature tétranucléotidique. B) Taux en G+C %
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II1.3. Les Transferts Horizontaux et les bactéries MTBC :

Le taux uniforme en G+C de 65,5% chez M. tuberculosis H37Rv supposait qu’il n'y
avait pas de transfert de géne dans les souches M. tuberculosis (Sreevatsan et al. 1997).
D’autre part, I'analyse et la comparaison des premiers génomes de M. tuberculosis et M.
bovis n'avaient montré aucune différence. Les variations entre les souches semblaient
minimes (Cole et al. 1998 , Brosch et al. 2002 , Garnier et al. 2003). Cependant, un
nombre limité de génes et d’éléments mobiles ont été observés comme ayant été acquis
par HGT chez les mycobactéries. La plupart de ces éléments mobiles semblent avoir été
acquis avant I'émergence de ces derniéeres (Saves et al. 2001 , Blanc-Potard and Lafay
2003, Kinsella et al. 2003). Une étude menée sur plusieurs espéces de mycobactéries a
montré que plusieurs épisodes d’HGT ont contribué a l'assemblage du génome de la
souche ancestrale M. prototuberculosis. Le génome de ces mycobactéries aurait été
faconné avant leur expansion clonale et serait a 'origine de I'émergence des bactéries
MTBC (Figure 3, (Gutierrez et al. 2005).

Une étude utilisant des analyses paramétriques et des techniques d’hybridation
d’ADN de Rosa-Magallanes et de ses collaborateurs a permis d’identifier |'opéron Rv0986-
8 comme ayant des traits atypiques. Ces génes auraient été acquis par HGT a partir de
y-protéobactéries. Cet opéron est notamment impliqué dans la fixation de M. tuberculosis
aux cellules eucaryotes et au trafficking intracellulaire (Rosas-Magallanes et al. 2006 ,

Rosas-Magallanes et al. 2007). Plus tard, en appliquant des analyses paramétriques in
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silico sur I'ensemble du génome de 3 souches de M. tuberculosis, M. bovis et 3 autres
mycobactéries, d’autres régions atypiques potentiellement acquises par HGT ont été
identifiées. Quarante-huit de ces flots sont spécifiques des bactéries MTBC. Ces flots
spécifiques comprennent des génes de virulence et d’autres fonctions, pour la plupart
non encore connues (Becq et al. 2007). Trés récemment, I'analyse phylogénétique d'une
vingtaine de génes sur des souches de mycobactéries a permis d’identifier 137 génes
acquis par plusieurs séries d’'HGT dans les différentes strates phylogénétiques des
mycobactéries. La plupart de ces régions détectées correspondent a ceux identifiés par la
méthode paramétrique. Ces génes semblent avoir fagonné les génomes des bactéries
MTBC (Veyrier et al. 2009).

IV. LA TUBERCULOSE : DE L'INFECTION A LA MALADIE

IV.1. La primo-infection a la bactérie de la tuberculose

L'homme est le seul réservoir connu de M. tuberculosis. La transmission de la
tuberculose a lieu par voie aérienne, par linhalation de gouttelettes contenant les
bactéries émises par un individu bacillifere, en toussant, en éternuant ou simplement en
parlant (Figure 14). La tuberculose est une maladie typique des poumons (forme
pulmonaire) qui constituent a la fois la porte d’entrée de la bactérie et le lieu de
dissémination de la maladie (Raja 2004). M. tuberculosis est en effet une bactérie
aérobie obligatoire qui est principalement retrouvée dans les voies respiratoires

supérieures (dans 75% des cas) ou elles vont proliférer.

Le premier contact d’un sujet avec M. tuberculosis est appelé « primo-infection

tuberculeuse ».
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Figure 14:Transmission de la tuberculose par voie aérienne et passage vers les
organes pulmonaires

(http://pathport.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/Tuberculosis 2.htmI#CDC CoreCurricul
um

IV.1.1. La Réponse immunitaire a médiation cellulaire contre la

tuberculose

M. tuberculosis est un parasite intracellulaire facultatif. Cette bactérie infecte surtout
les macrophages. Comme pour la plupart des infections par des microorganismes
intracellulaires, I'hn6te infecté par M. tuberculosis est protégé principalement par une
immunité a médiation cellulaire qui peut stopper la multiplication bactérienne. Le systéme
immunitaire de I'hote semble efficace pour contenir le pathogéne mais il n’élimine souvent

pas complétement les bactéries (Kaufmann 2002, Cooper and Khader 2008).

a) Les premiers contacts des bactéries avec les cellules immunitaires de
I’héte

Apres l'inhalation de gouttelettes infestées par des BK, le premier contact de la
bactérie avec le systeme immunitaire se fait au niveau des macrophages alvéolaires. Les
bactéries M. tuberculosis sont alors internalisés par les macrophages. Ces derniers
peuvent servir de refuge pour les bactéries olu elles vont se multiplier. Des études
immunologiques sur l'infection in vitro de monocytes humains ont montré que la pupart
des bactéries M. tuberculosis internalisées vont échapper a la lyse phagocytaire en
inhibant la maturation du phagosome (Sturgill-Koszycki et al. 1994, Clemens and Horwitz
1995). Dans les macrophages non activés, les bactéries inhibent la fusion des lysosomes
avec les phagosomes, empéchant la maturation de ces derniers en phagolysosomes
(Armstrong and Hart 1971). La multiplication du bacille dans le phagosome peut conduire

a la destruction de la cellule infectée. Les nombreuses bactéries libérées seront a leur tour
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phagocytées par d’autres monocytes et macrophages pour reprendre leur cycle de

multiplication (Dannenberg 1994). Par contre, les macrophages activés par l'interféron
gamma (IFNy) résistent mieux a l'infection par la bactérie en favorisant la maturation des

phagosomes contenant les bactéries (MacMicking et al. 2003).

Les mycobactéries interagissent avec les cellules immunitaires grace aux récepteurs
de reconnaissance cellulaires. Ainsi, les récepteurs de mannose retrouvés sur les
macrophages sont impliqués dans I'adhérence des souches virulentes de M. tuberculosis
puis de leur internalisation dans la cellule (Schlesinger 1993). Par ailleurs, l'interaction des
lipoprotéines bactériennes avec des récepteurs « Toll-like », en particulier TLR-2, des
macrophages stimule la réponse immunitaire et la sécrétion de molécule effectrices.
L'interaction de la lipoprotéine bactérienne de 19 kDa de M. tuberculosis avec le TLR-2 de
macrophages active ces derniers. Une fois activés, ces macrophages sécrétent des
interleukines protectrices comme I'IL-12 ou des agents microbicides comme |‘oxyde
nitrique produit par une synthétase inductible ou iNOS (Brightbill et al. 1999 , Means et al.
1999, Underhill et al. 1999). Selon diverses études, les macrophages alvéolaires
interagissent avec les molécules de la paroi bactérienne de M. tuberculosis au niveau de
ces récepteurs cellulaires. Cette interaction déterminerait souvent l'issue de la réponse
immunitaire du macrophage (Brightbill et al. 1999, Nau, 2002 #199, Thoma-Uszynski et
al. 2001, Nau et al. 2002, Loeuillet et al. 2006, Torrelles et al. 2008a, Torrelles et al.
2008b). D'autres récepteurs cellulaires comme le récepteur 3 du complément (CR3) sont
impliqués dans l'internalisation de M. tuberculosis dans les macrophages (Schlesinger
1993). Par contre, ces CR3 ne semblent pas influencer l'induction de molécules effectrices
permettant d’éliminer les bactéries infectantes (Le Cabec et al. 2000, Rooyakkers and
Stokes 2005).

En plus des macrophages, les neutrophiles sont des cellules phagocytaires
intervenant dans lI'immunité innée de I’hGte. Ces neutrophiles sont parmi les premiers
leucocytes a étre recrutés au niveau du site d’infection. Avec les macrophages
alvéolaires, les neutrophiles interviennent dans la réponse précoce a une infection par M.
tuberculosis. 1ls permettent de controler l'infection et la multiplication des bactéries par
la production de chémokines aidant dans de la formation des granulomes (Seiler et al.
2003). L’étude de l'infection par certaines mycobactéries a indiqué que les défensines
produites par neutrophiles humains sont par ailleurs capables d’éliminer les bactéries
(Ogata et al. 1992). Les neutrophiles seraient cependant aussi impliqués dans la
transmission de la tuberculose. Trés récemment, les analyses bactériologiques et
cellulaires de différents prélévements biologiques provenant de patients tuberculeux ont

montré que les bactéries M. tuberculosis intracellulaires étaient principalement
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retrouvées dans les neutrophiles oUu ces bactéries se répliquent trés rapidement. Ces
neutrophiles sont par ailleurs les populations cellulaires prédominantes au niveau des

sites infections de ces patients tuberculeux (Eum et al. 2010).

b) Activation de la réponse cellulaire adaptative spécifique

Ce sont des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) qui sont impliquées dans le
déclenchement de la réponse adaptative de I’'hGte au niveau des organes lymphatiques
secondaires. Parmi ces CPA, les cellules dendritiques sont assez résistantes a une
infection par la bactérie et sont caractérisées par des prolongements cytoplasmiques
appelés « dendrites » (Wolf et al. 2007). Les cellules dendritiques sont retrouvées en trés
grand nombre dans les lésions tuberculeuses. M. tuberculosis est internalisée dans ces
cellules dendritiques apreés fixation de leur lipoarabinomananne (LAM) au récepteur DC-
SIGN (Dendritic Cell-specific Intracellular-adhesion-molecule-grabbing non-integrin), un
récepteur lectine de type-C (Tailleux et al. 2003, Torrelles, 2006 #225, Torrelles et al.
2006). En étudiant I'internalisation cellulaire de bactéries M. tuberculosis exprimant un
marqueur fluorescent chez la souris, il a été montré que les cellules dendritiques sont
impliquées dans le transport des bactéries internalisées des muqueuses pulmonaires aux
nodules lymphatiques. Une fois arrivées aux ganglions lymphatiques, les cellules
dendritiques vont présenter les antigénes aux cellules T naives qui vont étre activées et
proliférer en CD4* et CD8" spécifiques grace aux complexes majeurs d’histocompatibilités
CMHII ou CMHI au niveau des ganglions lymphatiques (Wolf et al. 2008). En plus des ces
cellules, les cellules Ty/d (gamma/delta) caractérisées par des récepteur antigéniques T
(TCR) composés de chaines y et & et des cellules T CD1-restreintes vont aussi étre

activées.

En présence de M. tuberculosis, les macrophages alvéolaires issus de liquide
broncho-alvéolaire de patients tuberculeux expriment aussi le récepteur DC-SIGN.
L'interaction des bactéries avec ces DC-SIGN macrophagiques semble inhiber les
secrétions d’IL10 par ces macrophages (Tailleux et al. 2005). Les cellules T induites par
les cellules dendritiques répondent notamment par la secrétion de cytokines au profil du
type Thl, dont I'IL-12 ou I'IFNy qui activent par la suite les macrophages et permettent

de controdler la multiplication des bactéries.

Le systéeme immunitaire spécifique est alors activé engendrant par la suite les
cellules mémoires qui seront présentes jusqu’a la mort du sujet infecté. Les différentes

cellules activées vont alors migrer vers le site infectieux.

55



Introduction

c) Les réponses cellulaires immunes au niveau du site infectieux

Les cellules T CD4 auxilliaires activées spécifiques vont jouer un réle important dans
la production d'IFNy et l'induction des mécanismes apoptotiques des cellules infectées

grace au profil de secrétion de cytokines du type Th1l (T helper 1).

Les cellules activées T CD8+, Ty/3, T CD1-restreintes sont capables de lyser des
cellules étrangeéres ou des cellules infectées. Le réle de ces cellules dans I'immunité anti-
tuberculeuse est de réduire la prolifération des mycobactéries intracellulaires en
éliminant leur habitat, c’est-a-dire la cellule infectée. Ces cellules stimulent aussi la
sécrétion de cytokines du type Thil, induisant la formation de granulomes dans les
premiéres heures de linfection (Thoma-Uszynski et al. 2000). Les cellules T CD8
humaines activées par M. tuberculosis expriment des molécules cytolytiques comme les
perforines, les granzymes, la granulysine ou le ligand Fas (Fas-L). Ces différentes
molécules vont participer a lyser les macrophages infectés par les bactéries (Canaday et
al. 2001). Les T CD8 secretent aussi I'IFNy. La majorité de ces cellules T CDS8
sensibilisées reconnaissent les antigénes grace au CMH de classe I. Des antigénes
spécifiques de mycobactéries comme I'ESAT-6, |'antigéne 85 ou le CFP-10 sont ainsi
reconnus. Ces propriétés des cellules T CD8 sont mises a profit dans diverses techniques
de diagnostic de la tuberculose (Lalvani et al. 1997 , Boom et al. 2003 pour revue). Les
cellules Ty/d (gamma/delta) sont caractérisées par des récepteur antigéniques T (TCR)
composés de chaines y et 8. Des études menées sur les cellules T humaines semblent
indiquer que, comme les cellules T CD8, les T CD4 et Ty/d ont une activité cytotoxique et
sont capables de secréter de I'IFNy avec cependant des proportions différentes
(Tsukaguchi et al. 1995).

A cause de la structure riche en dérivés lipidiques des mycobactéries, les cellules T
CD1-restreintes ont un role important dans I'immunité anti-tuberculeuse. Les molécules
CD1 sont en effet impliquées dans la présentation des antigenes d’origine lipidique pour
activer l'activité cytolytique des cellules T CD1-restreintes contre les macrophages
infectés. Le role de ces cellules T CD1-restreintes dans les sujets humains exposés a M.
tuberculosis a été confirmé grace a des études ex vivo faites a partir de lymphocytes du

sang périphérique humain (Kaufmann 2002 pour revue, Ulrichs et al. 2003) .

En plus de la réponse cellulaire adaptative, les cellules T-NK (T-Natural-Killer)
peuvent lyser des cellules de maniére indépendante a l'antigéne contrairement aux

autres cellules T effectrices. De plus, a partir d’expérimentations sur la souris, il a été
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démontré que les cellules NK figurent parmi les premiéres cellules a produire de I'IFNy
lors de l'infection par M. tuberculosis (Junqueira-Kipnis et al. 2003) accentuant les effets
bactéricides des cellules infectées grace a linterféron secrété (Vankayalapati et al.
2004). De récentes observations mentionnent l'interaction entre cellules NK et cellules
dendritiques associant ainsi la réponse immune inné, non spécifique des cellules NK, avec
la réponse immune adaptative antigénes-spécifique des cellules dendritiques. Ces
interactions permettraient I'activation des cellules NK ainsi que la maturation des cellules

dendritiques (Cooper et al. 2004).

IV.1.2. Le granulome tuberculeux

Une fois activées, les cellules T vont proliférer, puis sont recrutées au niveau du site
infectieux, notamment par I'IL-12 et I'IL23 (Cruz et al. 2006). Arrivées au niveau du site
infectieux, les différentes cellules recrutées vont s’agréger en formant les granulomes
tuberculeux. Des études immuno-histochimiques, histologiques et de cytométrie de flux
sur les granulomes humains et murins ont montré une organisation structurale du
recrutement cellulaire et de la disposition de ces derniéres dans les granulomes (Tsai et
al. 2006). L'ensemble des populations lymphocytaires sensibilisées reconnaissant les
antigénes de M. tuberculosis sont recrutées au niveau du ganglion périphérique vers le
site d’infection et s’y agrégent dans les granulomes, avec les lymphocytes entourant les
macrophages infectés (Figure 15). Le granulome permet de retenir les mycobactéries dans
un environnement qui leur est hostile a cause du pH acide et de I’'anoxie qui y subsiste. Le
granulome tuberculeux offre aussi un environnement confiné ou les cellules effectrices et
les molécules bactéricides se cotoient et peuvent interagir rapidement pour éliminer les
bactéries au niveau du site infectieux (Russell 2007). De récentes observations a partir de
I'infection de larves de poissons zébres (« zebra fish ») suggérent que le recrutement des
macrophages pour former les granulomes est induit indirectement par les antigénes
bactériens secrétées dont I'ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6) (Volkman et al.
2009).

Au niveau du granulome, ces cellules vont contr6ler la multiplication des bactéries en
activant les phagocytes infectés grace a l'induction par I'IFNy et la réponse Th1l (Cooper
and Khader 2008). Ces cytokines de la famille de la réponse Th1 agissent comme agents
bactéricides, en paralléle avec les composés comme I'iINOS ou le peroxyde d’hydrogéne
(H,05) (Chan et al. 1992, Flynn and Chan 2003, MacMicking et al. 2003, Axelrod et al.
2008). Ces derniers enclenchent alors leur activité bactéricide et facilite la phagocytose

des pathogénes internalisés (Flynn et al. 1993, Ehrt and Schnappinger 2009).
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Figure 15. Réponse de I'hote infecté par M. tuberculosis dans le granulome.
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produire des cytokines pour éliminer les cellulggdtées et les mycobactéries intracellulaire,ig
qgue des chémokines qui vont recruter d’autres leslleffectrices a partir du sang périphérique.
intermédiaires réactifs d’oxygene (« reactive oxygaermediates ou ROI ») et d’azote (« reac

nitrogen intermediates » ou RNI) contribue ausslitniner les bactéries intracellulaires. (B)

ins

Les
ive

Un

granulome observé par microscope électronique.

IV.1.3. La réponse Th1l

L'interaction entre les antigenes présentés par les cellules présentatrices d‘antigénes
et les récepteurs des cellules T sert de signal d’activation de ces derniéres. Les
lymphocytes sensibilisés proliférerent et migrent vers le site d’infection pour y secréter
des lymphokines médiatrices. Ces lymphokines vont activer les macrophages qui vont a
leur tour produire I'IL-12. L'interleukine 12 va orienter les lymphocytes T CD4+ vers une
différenciation en lymphocytes T auxiliaires ou T « helper » (Th) de type Thl (T « helper
type 1 »). Le profil de sécrétion cytokine Thl est connu pour activer les cellules
inflammatoires ainsi que la phagocytose. Cette réponse est impliquée dans l'inhibition de
la croissance des bactéries pathogenes (Schluger and Rom 1998). Cette réponse Thi,
notamment caractérisée par la sécrétion d’IFNy et TNFa (Herrera et al. 2009), est résumée
sur la Figure 16.

L'inhibition de la maturation des phagosomes par M. tuberculosis chez le
macrophage peut étre levée par les cytokines, comme I'IFNy. Des études in vitro de
systémes cellulaires sur I'action antibactérienne des macrophages humains montrent que
I'IFNy et les lymphocytes sont essentiels contre une infection par M. tuberculosis
(Bonecini-Almeida et al. 1998). L'IFNy est aussi une lymphokine activant les macrophages.
D’autres cytokines comme le « Tumor Necrosis Factor alpha » (TNFa) semblent aussi étre
impliqués dans la réponse immune protectrice contre la bactérie (Flynn et al. 1995). La
plupart de ces cytokines possédant une activité protectrice contre la tuberculose font

partie de la famille de la réponse Thl.
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Figure 16. Les effecteurs de I'immunité anti-tuberculeuse et la formation
de granulome.
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en cas de défaillance du systeme immunitaire (@ddypsite http://www.nature.com).

Réle de linterféron gamma dans la réponse Th1l: L'IFNy va faciliter la prolifération
des cellules T CD4+ et des cellules T cytolytiques. Ces derniéres ont une activité lytique
directe sur les cellules infectées (Flynn et al. 1993). L'IFNy tient donc une place
prépondérante dans l'immunité anti-tuberculeuse et peut servir pour le diagnostic de
I'infection a M. tuberculosis. Des études sur des modeéles murins ont montré que l'arrét de
la croissance des bactéries M. tuberculosis chez I'hGte infecté correspond souvent a la
prolifération de cellules T productrices d’IFNy ainsi qu’a une augmentation d’ARNm d'IFNy
(Schwander et al. 2000, Khader et al. 2007). Chez la souris aussi bien que chez I'homme,
des perturbations de la réponse immune du type Thl associées a des déficiences
génétiques en IFNy (Filipe-Santos et al. 2006) ou aux voies métaboliques liées a d’autres
molécules du systéme immunitaire rendent extrémement susceptibles aux infections a M.
tuberculosis (Dorman and Holland 2000, Eliner et al. 2000).

Réle du TNFa dans la réponse Thl : le TNFa, quant a lui, a la capacité d’induire la
production de chémokines chez les monocytes/macrophages. De plus, il est impliqué dans

I’expression de génes d’oxydants cellulaires qui vont induire la mort ou la nécrose d'une
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cellule infectée. L'élimination des cellules infectées va contribuer a la diminution et a la
limitation du parasitisme intracellulaire de M. tuberculosis (Zganiacz et al. 2004). Le TNFa
est également a l'origine du maintien de l'intégrité du granulome tuberculeux ou s’effectue
I'isolement et I'élimination des bactéries par les effecteurs cellulaires de I'immunité (Clay
et al. 2008).

Ainsi, plusieurs études montrent que l'arrét de la multiplication des mycobactéries
par le systéme immunitaire ne se produit pas en l'absence d’ IFNy, de TNFa ni d'IL-12
(Cooper and Khader 2008).

IV.1.4. La réponse Th17 et Th2 dans I'immunité anti-tuberculeuse

A cOté de la réponse Thi, la réponse Th17, dépendante de I'IL23, semble aussi étre
protectrice contre les infections mycobactériennes (Cooper and Khader 2008). Cette
réponse Th17 est notamment caractérisée par la sécrétion d'IL17A, IL17F, IL21 et IL22
par les cellules T sensibilisées. L'IL17 produite par les cellules T CD4 est impliquée dans le
recrutement rapide de cellules Thl capables de produire I'IFNy aprés une stimulation ou
une vaccination de modéles murins avec des antigenes spécifiques de M. tuberculosis
(Khader et al. 2007). L'étude de la réponse Th17 chez des souris IFNy-KO semble indiquer
que I'IFNy peut agir comme un régulateur de la prolifération des cellules T productrices
d'IL17 suite a une infection par des mycobactéries (Cruz et al. 2010). Les cellules Th17
induisent par ailleurs la production de cytokines comme le GM-CSF ou le G-CSF chez une
grande majorité de cellules. Ces deux cytokines favorisent la formation du granulome lors
des infections mycobactériennes. La réponse Th17 serait aussi impliquée dans I'immunité

contre les microorganismes extracellulaires et les champignons (Curtis and Way 2009).

Les réponses Thl et Th17 semblent agir a des niveaux différents lors des infections
mycobactériennes. Alors que la réponse Thl est requise au niveau du site infectieux avec
une durée d'action limitée dans le temps, les cellules Th17 spécifiques des mycobactéries
contribuent au maintien de la réponse inflammatoire en amplifiant la réponse cellulaire,
notamment lors des réponses secondaires aux infections mycobactériennes (Cooper and
Khader 2008). Une étude récente montre d’ailleurs que des stimulations répétées du
systéme immunitaire par des antigénes mycobactériens dans les modéles murins
conduisaient a une réponse pathologique. Une augmentation de IL17 serait impliquée

dans cette pathologie (Cruz et al. 2010).

La réponse Thl et Th1l7 sont associées a une immunité protectrice contre les

infections mycobactériennes. Les cellules Th2 et les cytokines qui leur sont associées,
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comme |I'IL4, I'IL5 ou I'IL10 sont par contre corrélées a une sensibilité plus accrue a la
tuberculose (Rook and Zumla 2001). En effet, I'IL10, une cytokine de type Th2, est
associée a une désactivation des macrophages et a une réduction de la sécrétion de
cytokines Thil. D’autre part, une diminution de la réponse Th1l (IFNy et IL12 en particulier)
et une augmentation de la réponse IL-10 sont observées chez les patients tuberculeux
(Manca et al. 2001). Des études menées en Ethiopie sur des sujets sains infectés par M.
tuberculosis montrent que ces derniers produisent |'antagoniste de I'IL4, I'IL432, de
maniére plus importante que les patients tuberculeux ou les sujets non infectés,
soulignant I'importance de la régulation de la réponse Th2 dans lI'immunité protectrice

contre la tuberculose (Demissie et al. 2006).

IV.2. Progression d’une infection tuberculeuse

Le systéme immunitaire répond généralement efficacement contre les infections de
mycobactéries. Selon la capacité du systéme immunitaire a contrOler la croissance des
bacilles, la lésion tuberculeuse peut régresser ou au contraire s’étendre. Dans environ
10% des cas (10% des personnes immunocompétentes et 8% des personnes
immunodéprimées), l'infection par M. tuberculosis échappe au controle immunitaire et le
sujet infecté développera la tuberculose maladie. Dans 90% des cas, la « tuberculose
infection » est asymptomatique. L'organisme infecté contréle la prolifération des bactéries
et la Iésion tuberculeuse va se calcifier. Cependant, certains bacilles ayant un métabolisme
extrémement ralenti pourront survivre. Ces bacilles, dits quiescents ou persistants,
pourront se développer a nouveau sous l'influence de différents facteurs entrainant une
baisse de I'immunité de I'hote. Le sujet concerné présentera alors une tuberculose active
(Mohan et al. 2001, Kaufmann 2002, Houben et al. 2006 pour revues). En effet, a
tuberculose fait souvent suite a une diminution du systéme immunitaire des individus
infectés (Dolin et al. 1994, Hernandez-Pando et al. 2009). Le développement de la
tuberculose est souvent lié a des facteurs de risque comme la malnutrition (Zachariah et
al. 2002, Cegielski and McMurray 2004, Kim et al. 2008), l'alcoolisme, la précarité du
logement ou la présence d’autres maladies respiratoires (Lin et al. 2007, Hernandez-
Pando et al. 2009 ).

La carence en vitamine D est aussi associée a la tuberculose (Wilkinson et al. 2000).
La vitamine D est issue de |'exposition de la peau aux rayons solaires et est aussi
retrouvée dans l'alimentation. Elle a été exploitée dans les sanatoriums pour traiter la
tuberculose par la cure d‘air, de lumiére et de soleil. En effet, les macrophages et les

monocytes exposés a M. tuberculosis produisent plus de récepteurs de la vitamine D et les
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réactions en chaine issues de l'interaction de la vitamine D avec ces récepteurs favorisent
la destruction des bactéries (Wilkinson et al. 2000, Holick 2007).

IV.2.1 Les facteurs génétiques liés a la susceptibilité de I’'hote a une

tuberculose active

Le fait que seuls 8 a 10% des sujets infectés par M. tuberculosis développent une
tuberculose et l'observation de tuberculose chez certains jumeaux ont orienté des
chercheurs a penser a une susceptibilité génétique de I’'h6te a la maladie (Newport and
Levin 1999 pour revue).

Des polymorphismes peuvent étre retrouvés au niveau de génes codant pour les
interleukines ou les récepteurs cellulaires impliqués dans la protection de I'hGte contre les
pathogénes intracellulaires. Ces polymorphismes génétiques peuvent affecter la réponse
immunitaire et rendre les sujets portant ces défaillances génétiques plus susceptibles aux
infections (Casanova and Abel 2007). Plusieurs expérimentations sur des modeéles murins
ont montré que les blocages de l‘activité des cytokines, soit par [|‘utilisation
d’antagonistes, soit par génération de souris KO par altération des génes, peuvent
affecter la susceptibilité aux infections bactériennes (van de Vosse and van Agtmael 2007
pour revue). Des mutations génétiques au niveau des génes codant pour des molécules
intervenant dans lI'immunité médiée par I'IFNy et l'axe IL12/IL23 rendent les sujets
particulierement susceptibles aux infections aux mycobactéries qui sont normalement
peu pathogénes. Tel est le cas pour M. bovis BCG et certaines mycobactéries
environnementales non-tuberculeuses. Des mutations génétiques au niveau du gene de
I'IL12p40, ou du gene codant pour le récepteur IL12R peuvent aussi entrainer une nette
diminution du taux de production d'IFNy, réduisant de ce fait la réponse bactéricide de ce
dernier (de Jong et al. 1998). Des altérations génétiques au niveau du géne de I'IL23
peuvent par ailleurs affecter non seulement la production de I'IFNy par les cellules T,
mais surtout la prolifération des cellules T mémoires, dépendante de I'IL23. D’autres
défaillances génétiques au niveau des génes impliqués dans la structure de récepteurs de
IIFNy, ou IFNGR ont aussi été étudiées. Ces altérations génétiques rendent
particulierement sensibles aux mycobactérioses (Newport and Levin 1999). Cependant,
aucune altération génétique touchant directement I'IFNy ou le TNFa n’'a été décrite
jusqu’a présent. Les susceptibilités génétiques touchant I'axe IFNy/IL12/IL23 concernent
principalement les infections aux mycobactéries normalement peu pathogénes alors que
les susceptibilités a M. tuberculosis sont assez rares chez les individus portant ces

défaillances génétiques (Casanova and Abel 2007, Cooper and Khader 2008).
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Des études de génétique conventionnelle semblent lier le polymorphisme de
certains génes de I'h6te a la tuberculose. Se référant a des observations faites sur des
modeles murins, une étude sur |'association de la tuberculose et les variations des génes
codant pour NRAMP1l (« natural resistance-associated macrophage protein »), une
protéine impliquée dans la phagocytose chez les macrophages, a été menée sur des
patients tuberculeux d’Afrique de ['Ouest. Cette étude a montré que certains
polymorphismes au niveau des génes nrampl étaient statistiguement associés a la
maladie (Bellamy et al. 1998). Des observations similaires ont été trouvées avec le
polymorphisme sur le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) (Bothamley et al.
1989), le récepteur toll-like (TLR-2) (Ben-Ali et al. 2004) ou le récepteur de la vitamine D
(Bellamy et al. 1999, Wilkinson et al. 2000). Des études récentes sur des populations de
patients tuberculeux indiquent aussi l'existence d’'un géne majeur associé a la maladie
sur la région chromosomique 8g12-13 indiquant la présence d’un géne potentiellement
associé a la tuberculose dans le locus (Baghdadi et al. 2006). En 2006, en étudiant une
cohorte de sujets provenant d’une zone a forte incidence en tuberculose d’Afrique du
Sud, Barreiro et ses collaborateurs ont observé que le risque de développer la maladie
diminue suivant les variations observées sur les régions -871G et —-336A du CD209, géne
codant pour la molécule de reconnaissance DC-SIGN des cellules dendritiques. Le
polymorphisme du DC-SIGN pourrait donc étre étudié pour déterminer des marqueurs
génétiques de protection contre la tuberculose (Pitarque et al. 2005, Barreiro et al.
2006).

IV.2.2. Dynamique de la production de I'IFNy de l'infection a une

tuberculose active

La réponse immunitaire a médiation cellulaire suite a une infection par M.
tuberculosis, peut étre appréciée en suivant la dynamique de la production des cytokines
de type Thil, en particulier la production d'IFNy grdace aux tests IGRA (« Interferon

gamma release assays »), par les cellules de I'héte.

Différents tests basés sur la production d'IFNy apres stimulation in vitro par des
antigénes spécifiques de M. tuberculosis ont montré que les premiers contacts de la
bactérie avec le systéme immunitaire de I'hO6te se traduisent par une réponse
immunitaire a médiation cellulaire (Andersen et al. 2007). En effet, par cette technique,
la réponse immune cellulaire peut-étre détectée dés deux semaines aprés une infection

par la bactérie. De plus, cette production d’IFNy, augmenterait avec la charge bacillaire.
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Ce phénomene s’explique par le fait que les antigénes utilisés dans ces tests
correspondent a ceux secrétés massivement lors de la réplication des bactéries pendant
I'infection par M. tuberculosis et sont parmi les premiers antigenes reconnus par le
systéeme immunitaire lors de la phase précoce de l'infection (Sorensen et al. 1995). Cette
réponse serait maintenue tout le long du processus infectieux (Figure 17) (Andersen et
al. 2007).

Figure 17. Représentation de la relation existant entre la charge bacillaire et la
réponse IFNy-ESAT-6 selon Andersen et al. 2007. CFU= colony forming unit
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La réponse immunitaire a médiation cellulaire (appréciée par la production d'IFNy)
permettrait a I’h6te de contenir I'infection bactérienne. Suite a cette réponse immune, les
bactéries peuvent étre éliminées ou peuvent entrer dans un métabolisme ralenti et entrer
dans un état dormant ou latent donnant une tuberculose latente, asymptomatique. La
réponse immunitaire utilisée en permanence pour contenir les bactérie expliquerait le

maintient d’'une production importante d’IFNy lors de l'infection (Ferrara et al. 2009).

Il arrive cependant que le systéme immunitaire n’arrive pas a contenir l'infection et
les bactéries peuvent se multiplier et donner une tuberculose maladie. Lors de la
tuberculose maladie, la réplication active des mycobactéries se refléte par une production
plus accrue d'IFNy chez les malades (Andersen et al. 2007, Lienhardt et al. 2010). Alors
que le taux d’IFNy retrouvé chez les patients TB serait significativement supérieur a celui
retrouvé chez les individus avec une TB latente, le large spectre de réponse IFNy des

deux groupes de sujets ne permet pas de distinguer les sujets avec une tuberculose
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active, de ceux avec une tuberculose latente (Chee et al. 2009). Cependant, dans les
deux cas, la réponse IFNy est significativement différente de celle des sujets non infectés
et ces tests permettent donc d’identifier une infection par M. tuberculosis (Figure 17
(Ferrara et al. 2009).

Plusieurs études longitudinales ont par ailleurs montré que la production d’IFNy en
réponse a la stimulation par ESAT-6 peu aprés |'exposition par M. tuberculosis
permettrait de prédire un risque de voir une infection latente progresser en tuberculose
active (Andersen et al. 2007 , del Corral et al. 2009). En effet, chez les individus infectés
gui vont tomber malades de la tuberculose dans les 2 ans aprés |'exposition a la bactérie,
la production d’ IFNy mesurée aprés une infection récente est 2 a 10 fois plus importante

que pour celle des individus infectés restés asymptomatiques.

Il y a aussi une dynamique de la production d’ IFNy lors du traitement anti-
tuberculeux. Dans certains cas, notamment chez les enfants, le traitement anti-
tuberculeux provoque une augmentation significative de la réponse IFNy suite a la
restauration de la réponse T peu de temps aprés le traitement (Herrmann et al. 2009).
Plusieurs études ont en effet montré qu’au de-la d'un seuil de réplication des bactéries, |la
réponse cellulaire peut étre dépassée ou pourrait étre séquestrée dans le site infectieux.
L'effet du traitement antituberculeux se traduirait par une libération de cette réponse
cellulaire. La production IFNy diminue ensuite avec I'élimination des bactéries (et des

antigénes bactériens) sous les effets du traitement (Pathan et al. 2001).

IV.3. Diagnostic de la tuberculose

IV.3.1. Le diagnostic de la tuberculose active

Les signes cliniques de la tuberculose. Les symptémes associés a la tuberculose
pulmonaire sont la présence de toux productives et persistantes souvent sanguinolentes
Ces toux sont souvent accompagnées de douleurs au niveau des poumons. Les bactéries
peuvent aussi se répandre dans l'organisme de I'hGte infecté et atteindre d’autres
organes, donnant alors lieu a une forme extrapulmonaire de la tuberculose. Des bactéries
peuvent étre ainsi retrouvées dans la moelle osseuse, le foie, la rate, les os, les reins,
I'appareil génito-urinaire voire le cerveau pour la méningite tuberculeuse

(http://textbookofbacteriology.net/tuberculosis).

En général, les formes aussi bien pulmonaires qu’extrapulmonaires de Ila

tuberculose se présentent avec une fiévre généralement associée a des sueurs
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nocturnes, une perte d’appétit et de poids. Les formes disséminées de la maladie sont
souvent associées a une anémie et le diagnostic d’une tuberculose extrapulmonaire est
souvent associé a des constatations histologiques ou des signes cliniques manifestes

évocateurs.

Chez le tuberculeux pulmonaire actif, des consolidations pulmonaires ou des cavités
tuberculeuses peuvent étre observées dans la partie supérieure des poumons par
radiographie aux rayons-X. Chez I'homme, les signes cliniques et radiologiques ne sont

souvent pas spécifiques de la tuberculose et n’ont qu’une valeur d’orientation

diagnostique (Wu et al. 2009) (http://www.istcweb.org/documents/istcenglish.pdf). Les
méthodes de référence pour diagnostiquer une tuberculose de maniére plus précise sont
celles qui permettent de mettre en évidence la présence des bactéries dans les
prélévements biologiques. Jusqu’a présent, les méthodes de diagnostic les plus
fréquemment utilisées pour cela sont la microscopie pour la recherche de bactéries acido-

alcoolo résistantes ou BAAR et la culture des bactéries sur le milieu adéquat.

La microscopie. La microscopie permet d‘observer les bacilles a partir de
d’expectorations ou d’autres prélevements biologiques. Elle permet un diagnostic rapide
des infections a8 mycobactéries BAAR. La coloration des bactéries utilise la technique de
coloration de Ziehl-Neelsen ou la technique de coloration a I'auramine ou a la rhodamine.
Le principe de la coloration des bactéries BAAR repose sur la richesse en lipides de la paroi
des bactéries. Cette paroi bactérienne les rend résistantes a la décoloration a I'alcool et a
|'acide aprés une premiére coloration. Une microscopie BAAR positive se présente avec
des bactéries roses pour la technique de Ziehl-Neelsen et sous forme verte fluorescente
pour la technique a I'auramine. La sensibilité de la microscopie BAAR varie selon le type
de prélévement, les espéces de mycobactéries et d’autres facteurs (Somoskovi et al.
2001 , Van Deun et al. 2005).

La culture des mycobactéries. L'étalement des prélévements biologiques contenant
des mycobactéries sur les milieux de culture adéquats pour y laisser pousser les BK
permettent de détecter les mycobactéries de maniére plus sensible que la microscopie.
Pour la culture bactérienne, la sensibilité varie de 80 % a 85% avec une spécificité de
98%, alors que la sensibilité varie de 50% a 80% pour la microscopie BAAR (Ichiyama et
al. 1993). La culture des bactéries permet de mieux identifier les espéces bactériennes et
d’en détecter les susceptibilités aux anti-tuberculeux.

Les milieux de culture a base d’ceufs comme le milieu solide Léwenstein-Jensen (LJ)
ou le milieu Coletsos sont les plus couramment utilisés pour cultiver les mycobactéries.

Pour le milieu LJ, du vert malachite est ajouté pour diminuer la croissance des bactéries
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contaminantes. En milieu LJ, les cultures ne croissent qu’en 4 a 8 semaines. D’autres
milieux de culture permettant une croissance plus rapide des mycobactéries ont été
formulés a base de gélose d’acide oléique-albumine, solide ou liquide : les milieux
Middelbrook. Ces derniers semblent moins favoriser les bactéries contaminantes
comparés aux milieux a base d’ceufs. Cependant, malgré une incubation plus longue, le
milieu Léwenstein-Jensen semble étre le plus adéquat pour la croissance des bactéries.
Les souches atypiques de mycobactéries ne poussent généralement que sur milieux a
base d'ceufs a cause de l'albumine apportée par ces derniers qui est un meilleur
nutriment pour les bactéries. Sur les milieux solides, les souches de M. tuberculosis se

présentent sous forme de colonies rugueuses en « feuille de chou » incolores (Figure 18).

Aujourd’hui, des systémes commerciaux de culture automatisés en milieux liquides
comme le « BACTEC 460 TB » ou le systeme MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube)
permettent d’augmenter la sensibilité et de diminuer le temps d’incubation des cultures.

Ces systémes sont cependant plus onéreux.

Figure 18. Mycobactéries poussant sur milieu Lowenstein-Jensen
(http:/ /tuberculosistextbook.com/tb/clinbact.htm).

Figure 3-3: Mycobacieria growing on Liwenstein-Jensen slants. a. Mycobacferium gordonae;
. Mycobacterium fortuitum, c. Mycobacterium avium, d. Mycobacterium tuberculosis.

Identification biochimique des bactéries de MTBC. Certains phénotypes
biochimiques des bactéries MTBC sont mis a profit dans différents tests permettant de les
identifier. Ces tests biochimiques permettent de discerner les espéeces du complexe. En
effet, la détection de certains intermédiaires métaboliques ou certaines enzymes
participant a la pathogénicité des bactéries permettent d’identifier ces derniéres. Par
exemple, la détection de l'accumulation de la niacine (ou acide nicotinique) permet de
caractériser les souches M. tuberculosis, M. canettii, et M. africanum. La niacine est

impliquée dans des réactions d’oxydoréductions sur le NADH de voies métaboliques
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énergétiques bactériennes ainsi que dans la réparation d’ADN chez ces mycobactéries
(Kasarov and Moat 1972). Ces bactéries possédent par ailleurs une activité catalasique
due a des enzymes du type catalase-péroxidase. Ces enzymes permettent aux bactéries
de détoxiquer certains composants oxygénés létaux produits notamment par les
phagocytes comme le peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Ces mycobactéries possédent aussi
une activité nitrate réductase. La réduction du nitrate en nitrite par cette enzyme confére
aux bactéries une source supplémentaire d’azote en absence d‘oxygéne leur permettant
une respiration en milieu anaérobie (Weber et al. 2000, Sohaskey 2005). Enfin, M.
tuberculosis est capable de produire de I'ammoniac a partir d’'urée grace a des uréases,
offrant a la bactérie une source d’azote supplémentaire. L’expression de l’enzyme

augmente en effet en absence d'azote (Clemens et al. 1995, Reyrat et al. 1995).

Identification moléculaire des bactéries MTBC. Les techniques d’identification
moléculaire utilisées en mycobactériologie sont pour la plupart basées sur I'amplification
d’acides nucléiques en utilisant la PCR. Cette technique permet d’amplifier de maniére
spécifique des séquences d’ADN ou d’ARN. Ces techniques permettent une identification
plus spécifique et plus rapide des bactéries (Palomino 2009). L‘addition de tests
d’hybridation des amplicons avec des sondes marquées permet par la suite de détecter et
d’identifier les souches bactériennes.

Le test Amplicor est basé sur I'amplification d’'une région de 584 pb de I’ARN 1685,
spécifique des mycobactéries, suivi d'une détection colorimétrique aprés hybridation avec
des sondes marquées. Cette technique permet la détection de M. tuberculosis en 24h
(D'Amato et al. 1995). Utilisant le méme principe, la MTD (M. tuberculosis Direct Test)
utilise des sondes marquées par des esters d’acridium pour détecter les ARNr 16S (Abe et
al. 1993).

La technique LAMP (« Loop-mediated isothermal AMPIlification ») permet
I'identification de mycobactéries en 1h. Cette technique est basée sur la synthése d’ADN
par la Bst DNA polymérase a une température spécifique de 63°C, suivie de la détection
des brins d’ADN néoformés. L'’ADN néoformé forme des boucles qui produisent du
magnésium pyrophosphate détectable en temps réel par la turbidité du milieu ou par
I'utilisation de sonde d’insertion comme le Sybr green (Mori et al. 2001).

Le test GenoType MTBC est basé sur I'amplification de I’ARN 23S spécifique de M.
tuberculosis combiné au polymorphisme du géne gyrB (codant pour une gyrase) ou aux
génes associés a la résistance au traitement ainsi qu’a la région RD1 pour l'identification
de M. bovis BCG. Les amplicons du test GenoType MTBC sont ensuite hybridés sur une
membrane ou sont fixés les oligonucléotides spécifiques (Richter et al. 2003). Ce test
permet une identification des MTBC en 2-3 heures et de prédire une éventuelle résistance

au traitement.
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IV.3.2. Le diagnostic de la tuberculose latente

L'infection d’un sujet par M. tuberculosis peut étre détectée a partir de la réponse

immunitaire spécifique de I'hGte infecté au contact avec des antigénes mycobactériens.

Diagnostic d’une infection a M. tuberculosis a partir de réaction d’hypersensibilité
retardée :

La plupart des individus exposés a M. tuberculosis générent et maintiennent souvent
une réaction d’hypersensibilité retardée suite au contact du systéme immunitaire de I’'hGte
avec des antigénes du pathogéne. Ce phénoméne est a l'origine du test cutané a la
tuberculine. Ce test est aussi appelé réaction d’intradermoréaction ou IDR a cause de
I'injection intradermique des antigénes mycobactériens utilisés pour la réaction. L'IDR
permet d’identifier une infection a M. tuberculosis, en particulier, chez des individus
jamais entrés en contact avec la tuberculose (Wallis et al. 2009). Ce test est basé sur la
réaction d’hypersensibilité retardée de l'organisme au contact d’un filtrat de cultures de
mycobactéries appelé « tuberculine ». Pour le test cutané a la tuberculine, un extrait
bactérien appelé PPD (« tuberculine Protein Purified Derivative ») est injectée de maniere
sous-cutanée au niveau du bras du sujet. Les cellules T déja sensibilisées par un contact
antérieur avec les antigénes sont alors recrutées au niveau du site d’injection de la
tuberculine. Les cellules déja pré-sensibilisées vont alors sécréter des lymphokines pro-
inflammatoires. Ces lymphokines vont en 48h a 72h provoquer une induration au niveau
du site d’'injection de la PPD. La taille de I'induration va alors déterminer la positivité du
test (Jasmer et al. 2002 , Ayub et al. 2004). Certains antigénes de la PPD sont cependant
retrouvés dans les mycobactéries environnementales et peuvent engendrer des réactions
croisées dans la réponse IDR. De méme que la vaccination contre la tuberculose, qui peut

fausser le test (Dye and Raviglione 2005).

Diagnostic d’une infection a M. tuberculosis basée sur I'IFNy :

Les tests reposant sur la détection de la sécrétion d’IFNy (IGRA) sont souvent utilisés
pour le diagnostic de maladies infectieuses dont la tuberculose. Dans le cas de la
tuberculose, ils utilisent souvent la capacité des antigenes spécifiques de M. tuberculosis,
comme |I'ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6) ou le CFP-10 (Culture Filtred Protein-
10) a stimuler la production d’IFNy chez I’'h6te. Comme ces antigénes sont spécifiques de
M. tuberculosis et ne se retrouvent ni dans la souche vaccinale BCG ni dans la plupart des
mycobactéries environnementales, ces tests permettent de distinguer de maniére plus

spécifique une infection latente a la tuberculose (Harboe et al. 1996).
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Deux techniques basées sur la production d’IFNy sont utilisées. La premiére permet
de détecter une réponse immune a des antigénes de M. tuberculosis dans le sang par le
test ELISA (Enzyme-linked ImmunoSorbent assay). Elle permet de quantifier le taux
d'IFNy secrété sur du sang total. La seconde technique, le test ELISPOT (ou Enzyme-linked
Immunospot assay), permet de détecter les cellules activées sécrétant I'IFNy grace aux
empreintes révélées par des réactions colorimétriques de chacune de ces cellules aprés
une stimulation spécifique (Lalvani et al. 1997).

Selon le choix du seuil de détection recommandé dans les tests commercialisés, des
études de comparaison des deux techniques semblent montrer que le test ELISA est plus
pratique avec une spécificité plus importante pour détecter une tuberculose latente. Le
test ELISPOT semble par contre étre plus sensible avec moins de résultats indéterminés. Il
est cependant admis que les 2 tests sont plus spécifiques dans la détection d’une infection
par M. tuberculosis que le test IDR (Lee et al. 2006). Le test ELISPOT permet d’apprécier
I'intensité de la sécrétion de molécules effectrices par les lymphocytes en réponse a une
stimulation ex vivo par des antigénes aussi bien que le nombre de ces cellules sécrétrices
(Lalvani et al. 2001b). Contrairement aux tests commerciaux utilisant les test ELISA qui
ne peuvent étre utilisés qu’avec des prélévements sanguins, les tests ELISPOT peuvent
aussi étre utilisés sur des cellules d’autres types de prélevement comme les liquides
broncho-alvéolaires (BAL) (Ferrara et al. 2009). Les premiéres utilisations du test ELISPOT
avec des antigénes spécifiques de M. tuberculosis ont permis d’estimer la prévalence de
tuberculose latente a8 Bombay en Inde, sans réaction croisée avec une vaccination

préalable avec le BCG (Lalvani et al. 2001a).

IV.4. Le traitement de la tuberculose et la stratégie DOTS

Le premier antibiotique efficace contre la tuberculose, la streptomycine, a été
découvert en 1944 dans le laboratoire de Selman Waksman, qui a recu le prix Nobel de
Médecine en 1952. Il s’est cependant avéré que cet antibiotique présente une certaine
ototoxicité pouvant conduire a une surdité parfois totale (Curry et al. 1956). D'autre part,
I'apparition de plus en plus de souches résistantes a l'antibiotique chez les patients
tuberculeux a I’époque a orienté vers la recherche et [I'utilisation d’autres

antituberculeux.
Aujourd’hui, le traitement de la tuberculose consiste en un régime composé de

plusieurs antibiotiques : l'isoniazide, I’éthambutol, le pyrazinamide et la rifampicine. Ces

différents antibiotiques ont des mécanismes d’action différents. L'isoniazide (abrégé INH
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ou H) est un agent bactéricide contre les bactéries en réplication alors que I'’éthambutol
(EMB ou E) est un agent bactériostatique a faible dose et bactéricide a forte dose. La
rifampicine (RMP ou R) a un effet bactéricide. Par contre le pyrazinamide (PZA ou Z) est
faiblement bactéricide mais est cependant particulierement actif contre les bactéries
vivant dans I’environnement acide des granulomes. Le pyrazinamide est actif contre les
bactéries vivant dans les phagocytes ou les zones d’inflammation en général (WHO 2003,
Paramasivan et al. 2005 ).

Lors de son traitement, un patient tuberculeux recgoit un régime combinant une
phase initiale de INH, RMP, PZA et EMB, tous les jours pendant 2 mois. Puis, s’ensuit une
phase d’entretien de INH et RIF, trois fois par semaine pendant 4 mois. La combinaison

des 2 phases est connue sous la formule 2HREZ/4HR3.

Un traitement long de 6 (parfois 8 mois) a été préconisé par I'OMS afin d’éliminer
les bactéries persistantes. Ces bactéries persistantes sont en phase stationnaire de
croissance et ont un métabolisme trés ralenti. Elles ne sont pas tuées par les
antibiotiques lors des premiéres semaines de traitement. L'utilisation d’'une combinaison
de plusieurs antibiotiques permet de prévenir la sélection de mutants résistants qui
résultent de I'apparition de mutations spontanées dans les génes associés aux activités
des antibiotiques utilisés. Ces mutations sont observées a des fréquences de |'ordre de 1
pour 107 bactéries pour EMB, 1 pour 108 bactéries pour INH et 1 pour 10'° bactéries pour
RMP (David 1970). La variabilité du mode d’action des antibiotiques utilisés permet une
action combinée plus efficace.

Le patient est considéré comme guéri si aprés son traitement et au moins a une
occasion précédente, il ne présente plus les symptomes de la tuberculose et ses

expectorations ou les prélevements biologiques sont exempts de bactéries (WHO 2003).

Généralement, les symptomes de la tuberculose disparaissent quelques semaines
aprés le début du traitement ce qui incite souvent les patients a abandonner leur prise de
médicaments. L’'abandon du traitement antituberculeux avant terme augmente le risque
de rechutes ou d’apparition de résistances aux antibiotiques. Afin de Iutter plus
efficacement contre la maladie, la stratégie DOTS ou « Directly Observed Therapy, Short-
course » a été adoptée par I'OMS

(http://www.who.int/tb/dots/whatisdots/en/index.html). Il s'agit d’observer et de suivre

directement par une tierce personne chaque prise d'antibiotique de chaque patient traité
pendant au moins les deux premiers mois du traitement. La stratégie DOTS implique par
conséquent que la détection et I'enregistrement des tuberculeux se fassent de maniere
rigoureuse, avec un traitement standardisé et un approvisionnement en médicaments

suffisant, tout cela sous une évaluation et un suivi stricts (Elzinga et al. 2004).
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L'usage abusif des antibiotiques ou le non suivi du traitement de maniere
rigoureuse peuvent engendrer des tuberculoses multi-résistantes ou MDR-TB (Multi-Drug
Resistance). Une souche résistante a au moins l'isoniazide et la rifampicine est qualifiée de
souche MDR. Plus tard, d’autres formes de résistance aux antibiotiques appelées XDR-TB
pour « EXtensively Drug-Resistant tuberculosis » ont été identifiées. Les souches XDR
concernent des souches MDR résistantes aux fluoroquinolones et a un antibiotique de
seconde ligne injectable, I'aminoglycoside ou la capréomycine. Ces antibiotiques de
seconde ligne sont aussi utilisés pour le traitement des tuberculoses MDR (WHO 2003).
D’aprés le rapport 2009 de I'OMS, on a estimé a environ 5% le taux de résistance
multiples aux antituberculeux chez les nouveaux cas en 2007. Le traitement des patients
avec des souches MDR prend plus de temps. Le traitement des souches MDR peut en effet
aller jusqu’a une durée d’environ 2 ans et co(te plus cher (Jasmer et al. 2002, WHO
2009).

IV.5. La Prévention de la tuberculose

Le seul vaccin antituberculeux disponible a I'heure actuelle est le vaccin mis au point
en 1921 par Albert Calmette et Camille Guérin, le BCG (Bacille Calmette-Guérin). Il s'agit
d’un variant d’'une souche M. bovis. Pour obtenir le vaccin, une souche M. bovis a été
atténuée par des séries de repiquages in vitro pendant 13 ans (Behr 2002). Ce vaccin est
administré a environ 100 millions d’individus par an (WHO 1999). Bien que le BCG puisse
prévenir contre les complications graves de la tuberculose chez I'enfant, son efficacité
dans la prévention de la tuberculose pulmonaire est trés controversée. Selon les
populations étudiées, |'efficacité du vaccin BCG peut aller de 40% a 70% chez les enfants
de 0 a 14 ans, et de 0 a 85% chez I'adulte (Bannon 1999). Par ailleurs, la vaccination par
le BCG n‘empéche pas la transmission de la maladie. Ce vaccin peut aussi étre a l'origine
d’effets secondaires graves chez les sujets immunodéprimés, en particulier les personnes

infectées par le VIH et les nouveau-nés de meres séropositives (Colditz et al. 1995).

Diverses stratégies ont été déployées pour la recherche de vaccins plus efficaces
aussi bien chez I’'enfant que chez I'adulte. Ces recherches se sont aussi tournées vers des
vaccins dont I'utilisation serait sans danger pour les sujets immunodéprimés et
séropositifs au VIH (Ginsberg 2002 , Okkels et al. 2003, Nor and Musa 2004 ). Plus d’une
centaine de candidats vaccins ont été développés jusqu’a présents. En 2009, nombre

d’entre eux sont en cours d‘essais cliniques (Tableau 3). Parmi eux, des candidats vaccins,
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développés a partir de souches vivantes ou de sous-unités vaccinales, ont été testés ou
vont |'étre chez I'"homme. Trois sont actuellement en Phase II pour les tests d’efficacité,
I’évaluation de la posologie optimale et des effets secondaires. Ces candidats vaccins
devront au moins permettre d’amplifier ou d’égaler la protection apportée par la
vaccination au BCG (Hoft et al. 2008). En général, les candidats vaccins peuvent étre
développés de plusieurs maniéres. Ces candidats vaccins peuvent étre produits, soit a
partir de souches vivantes recombinantes de la souche BCG, modifiées pour étre plus
immunogénes (Grode et al. 2005, Hoft et al. 2008), soit a partir des antigénes de M.
tuberculosis exprimés dans un vecteur viral, comme l’'antigéne Ag85A porté par le virus
Vaccinia. Ces vaccins permettraient d’amplifier la protection initialement apportée par le
BCG (Warren et al. 2000, Brookes et al. 2008 , Hawkridge et al. 2008). D’'autres vaccins
sont développés a partir de protéines recombinantes associant des antigénes
immunogénes et des adjuvants (Dietrich et al. 2006 , Magalhaes et al. 2008 , Skeiky et al.
2009, Von Eschen et al. 2009 ). Enfin, des candidats vaccins sont issus de l'inactivation de
parois de mycobactéries comme M. vaccae. Ce genre de candidat vaccin a été testés sur
des sujets séropositifs au VIH et semble ne pas générer d’effets secondaires mais au
contraire stimuler la réponse immunitaire chez ces individus (Waddell et al. 2000, Vuola et
al. 2003 ).

Les expérimentations sur modeles souris des candidats vaccins exploitant les
proriétés de Ag85 et ESAT-6 semblent montrer une bonne protection contre la tuberculose
(Dietrich et al. 2005). Cependant, étant donné que I'ESAT-6 est aussi utilisé efficacement
dans le diagnostic d’une infection aux MTBC, d’autres antigénes comme le CFP-7 ou
TB10.4, avec un pouvoir immunogéne tout aussi important ont été utilisés dans les
candidats vaccins (Magalhaes et al. 2008 , Skeiky et al. 2009, Billeskov et al. 2010 ). Le
CFP-7 fait partie de la famille ESAT-6, dont les génes sont retrouvés dans les bactéries
MTBC, incluant le BCG mais qui semble ne pas étre retrouvé chez les autres
mycobactéries (Skjot et al. 2002).

Apres |'évaluation de la protection apportée par ces vaccins chez différents modéles
animaux, les tests d'immunogénicité chez I'homme se réalisent en étudiant la capacité des
individus immunisés a stimuler une réponse immunitaire cellulaire et une réponse
humorale avec un profil de sécrétion de cytokine du type Th1l. La sécrétion d’IFNy détectée
par les IGRA et la prolifération des cellules immunitaires effectrices, en particulier les
cellules T, impliquées dans la réponse immune contre la tuberculose par la cytométrie de
flux sont généralement utilisées pour évaluer les candidats vaccins dans les essais
cliniques chez I'homme. Une étude récente a comparé l'efficacité de différents tests de

détection de I'IFNy utilisés pour évaluer la réponse immunitaire pour un candidat vaccin (le
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MVA85A ou M. vaccae Antigen 85A). Cette étude a montré que bien que le seuil de
détection d’ IFNy soit le plus élevé pour les tests ELISA sur sang total, le test ex vivo
ELISPOT était le plus sensible a long terme pour la détection d’une réponse immunitaire

post-vaccinale (Beveridge et al. 2008).
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Tableau 3. Liste des candidats vaccins en cours d’essais cliniques en 2009 (Source Stob TB Partnership Working Group New
TB Vaccines)

Type de vaccin

Produit Description du produit Sponsor Indications Status en 2009
Max Plank, Vakzine
. Souche rBCG de Prague exprimant la listeriolysine et Projekt Management
Reco.mbn;ant VPM 1002 portant une mutation par délétion d'une uréase GmbH, TBVI Primovaccination Phase I
vivan
Souche rBCG de Tice exprimant de I'antigéne 85B de Phase I [non
rBCG30 30 kDa de Mtb, Phase I complétée aux USA UCLA, NIH, NIAID, Areas Primovaccination concluante]
Oxford MVAS85A / Vecteur Vaccinia Ankara modifiée exprimant Booster, Post-infection,
AERAS-485 I'antigéne 85A de Mtb OETC, Aeras Immunothérapie Phase Il b
Vecteur Viral Vecteur adenovirus 35 ayant une deficienc de
Crucell Ad35 / réplication et exprimant les antigénes 85A, 85B et
AERAS-402 TB10.4 Crucell, Aeras Booster Phase II
AdAg85A Vecteur adenovirus 5 exprimant |'antigéne 85A McMaster University Primovaccination, Booster Phase I
Proteine recombinante adjuvantée composée des Primovaccination,
Hybrid-1+I1C-31 antigénes de Mtb 85B et ESAT-6 SSI, TBVI, Intercell Booster, post-infection Phase II a
Proteine recombinante adjuvantée composée des Primovaccination,
Protéines Hybrid-I+CAF01 antigenes de Mtb 85B et ESAT-6 SSI Booster, post-infection Phase I
Recombinantes Protéine recombinante composée de la fusion
M72 d'antigénes Mtb Rv1196 et Rv0125 avec adjuvant GSK, Aeras Booster, post-infection Phase II
HyVac4 / AERAS- Proteine recombinante adjuvantée composée des SSI, Sanofi-Pasteur,
404 antigénes de Mtb 85B et TB10.4 fusionnés Aeras, Intercell Booster Phase I
Archivel Farma, SI; Booster, Post-infection,
RUTI Fragments cellulaires de Mtb Badalogne, Espagne Immunothérapie Phase I
Phase III
complétée chez
des sujets VIH
Autres vaccinés par le
BCG;
Booster, Post-infection, reformulation en
M. vaccae Cellules de mycobactéries non-TB inactivées NIH, Aeras, Immodulon Immunothérapie attente

M. smegmatis

Extrats cellulaires; Phase I complétée en Chine

Wuhan Inst. Of Biol.
Products

Booster, Post-infection,
Immunothérapie

Phase I [non
concluante]
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V. LA DIVERSITE GENETIQUE DES BACTERIES ET LES PHENOTYPES

Alors que les observations faites suite a la comparaison de souches MTBC avaient
conduit a penser que ces variations étaient minimes, |’'essor des outils génétiques et de la
génomique mycobactérienne suggere aujourd’hui l'existence d’une diversité génétique
plus importante au sein des bactéries MTBC. La structure phylogéographique des
populations de M. tuberculosis avec des groupes ethniques humains montre une certaine
corrélation entre les familles de souches de pathogénes et leur hote humain (Gagneux
and Small 2007). Cette corrélation peut étre due, d'une part, au fait qu’il n'y a pas ou
peu de compétition de la part des autres souches, ou d’‘autre part, a cause d'une
transmission non contr6lée ou défaillance des outils de détection des souches.
Aujourd’hui, de plus en plus d’études suggeérent le facteur d’origine bactérienne comme
I'un des plus importants dans le processus de développement et de dissémination de la
tuberculose (Hirsh et al. 2004 , Wirth et al. 2008).

V.1. Diversité génétique et virulence des souches M. tuberculosis

Les études menées chez le cobaye furent parmi les premiéres a suggérer l'existence
d’une variation de la virulence selon les souches M. tuberculosis. L'infection de cobayes
par différentes souches suggeére que les isolats cliniques de patients tuberculeux d’origine
indienne semblent moins virulents que ceux isolés de patients provenant de Grande-
Bretagne (Mitchison et al. 1961, Collins and Smith 1969). D’autres expérimentations
animales montrérent plus tard I'existence d’une variation du phénotype entre différentes
souches de M. tuberculosis. L'infection de lapins par la souche CDC1551 produit des
tubercules de plus petite taille avec moins de bacilles par comparaison avec la souche de
laboratoire H37Rv (Bishai et al. 1999). Une croissance plus rapide de la souche H37Rv
dans les modeéles animaux suggere par ailleurs que celle-ci est plus virulente que la
souche CDC1551 (North et al. 1999). L’expression différentielle d’'un certain nombre de
geénes entre souches virulentes et non virulentes contribuerait aux phénotypes observés
(Gao et al. 2005).

En étudiant le polymorphisme de 19 souches différentes de M. tuberculosis, Kato-
Maeda et ses collegues ont observé une augmentation du nombre de délétions
génomiques selon les différentes souches étudiées (Figure 19). La diminution de la taille

du génome de ces souches a été associée a une diminution de la cavité tuberculeuse
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chez I'héte infecté. Les souches ayant le plus de délétions dans leur génome semblent
moins transmissibles et moins virulentes (Kato-Maeda et al. 2001). D’'aprés d’autres
études, la délétion au niveau du géne Pks15/1 a été étudiée. Il semble que le géne
Pks15/1 soit impliqué dans |'évasion du systeme immunitaire de I'héte par les bactéries
du complexe ou il est intact (Reed et al. 2004). Chez les souches Euro-Américaines
(Haarlem, LAM, X et T) I'existence de la délétion de 7 paires de bases inactivant le géne
Pks15/1 est associé a une diminution de la mortalité des patients atteints de tuberculose
pulmonaire, ainsi qu‘a un faible taux de tuberculose de type extrapulmonaire (Caws et al.
2008).

Figure 19. Comparaison des délétions génomiques de plusieurs génomes de M.
tuberculosis, représentés par des cercles (Kato-Maeda et al. 2001)
0

Les délétions génomiques peuvent étre avantageuses pour la bactérie. Les
délétions de certaines régions permettent d’échapper au systéme immunitaire de I'héte.
Dans le cas de certaines souches retrouvés des délétions sur des génes de régulation ou
d’autres génes peuvent rendre le systéme immunitaire de I’'h6te moins efficace. Ces
délétions rendent alors des souches hypervirulentes (Tsolaki et al. 2004 , ten Bokum et
al. 2008).
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V.2. Diversité génétique des souches M. tuberculosis et variations de la

réponse immunitaire chez I'hote

Plusieurs études suggérent que la réponse immunitaire de I'hote varie avec la
nature des souches bactériennes infectantes. L'expression des cytokines par le systeme
immunitaire peut varier selon la nature de la souche infectante. Par exemple, la souche
CDC1551 semble induire une forte réponse pro-inflammatoire avec une production plus
élevée de TNFa, IL-1B, IL-12 et IFNy chez les macrophages. Par contre, la souche HN878
(de la famille Beijing) induit I'expression de cytokines modulatrices de la production de
macrophages (Manca et al. 1999). La différence entre ces deux souches semble étre liée
a la délétion de 7bp au niveau du géne Pks15/1. Cette délétion entrainerait une
différence de la composition lipidigue de leur paroi bactérienne et influencerait
Iimmunigénicité des souches (Reed et al. 2004 , Tsenova et al. 2005, Sinsimer et al.
2008).

L'infection in vitro de macrophages issus de moelle osseuse de souris par 3 souches
de génotypes différents de mycobactéries indique que la souche Beijing stimule une
sécrétion de iNOS plus importante par rapport aux souches M. canetti et H37Rv. Les
souches Beijing induirait une réponse de type Thl plus importante au dépend de I'IL-10,
contrairement aux réponses des autres souches. Cependant, in vivo, cette réponse
protectrice de I’'hn6te diminue pendant une infection chronique a des souches Beijing
(Chacon-Salinas et al. 2005). En effet, d’autres études ont montré que les souches
W/Beijing induisent la production d’un profil d’expression de cytokines de type Th2 chez
des monocytes du sang périphérique humain, modérant la réponse immunitaire de type
Thl de I’'h6te (Manca et al. 2004). Par ailleurs, a partir d’expérimentations sur des
macrophages issus du sang humain activés par I'IFNy, il a été observé qu’aprés l'infection
par des isolats cliniques hypervirulents de M. tuberculosis, les profils d’expression de
cytokines des cellules variaient selon les profils IS6110 des souches. Les souches avec un
profil Beijing induiraient ainsi une réponse TNFa significativement plus faible comparée

aux autres familles de souches M. tuberculosis testées (Wong et al. 2007).

D’autres observations semblent indiquer une variation de la production d’IFNy selon
la nature des souches ou des antigénes utilisés pour stimuler cette production. En effet,
une étude sur la protection contre la tuberculose chez les bovins apportée par deux
souches vaccinales M. bovis Pasteur et M. bovis du Danemark a montré que la production
d'IFNy variait selon la nature des souches vaccinales utilisées chez I'h6te (Wedlock et al.
2007). Cette étude a cependant montré que malgré cette différence, les deux vaccins

étaient apparemment protecteurs. Par ailleurs, dans une autre étude, la sécrétion d'IFNy
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aprés la stimulation de cellules T par la PPD issue de mycobactéries environnementales
est plus élevée que la production d’IFNy aprés stimulation par la PPD provenant de M.
tuberculosis (Black et al. 2002, Black et al. 2003). Une étude récente montre que les
souches Beijing induisent une méme réponse de type Thl que les souches non-Beijing.
Cependant, la tuberculose observée chez les patients infectés par des souches Beijing est
moins symptomatique. Elle est caractérisée par une réponse immune avec un profil de
cytokine de type Th2 plus important que la tuberculose causée par des souches non-
Beijing (Sun et al. 2006).

V.3. Diversité génétique des souches M. tuberculosis et variation des

signes cliniques de la tuberculose

Des facteurs génétiques de la bactérie sont associés aux formes cliniques de
tuberculose. La présence d’insertions d'IS6110 ou de délétions au niveau des genes
codant pour la phospholipase C, comme le gene plc D, impliquée dans la structure de la
paroi bactérienne, semble favoriser |'apparition de la forme extrapulmonaire de la
tuberculose. Ces observations varient cependant selon les patients (Kong et al. 2005).
Par ailleurs, les insertions/délétions de grande taille ou les mutations pouvant changer la
phase de lecture au niveau du géne de PE_PGRS33 sont associées a |'absence de cavités
dans les poumons par comparaison au géne non muté (Talarico et al. 2005). La
tuberculose causée par des souches Beijing est moins symptomatique, avec moins de
fievre, moins de cavitations tuberculeuses. Les sujets infectés par des souches Beijing
semble produire moins de sueurs nocturnes que la tuberculose causée par des souches
non-Beijing (Sun et al. 2006).

Des études plus récentes sur les signes cliniques de la tuberculose pulmonaire et de
la méningite tuberculeuse montrent que la radiographie pulmonaire de patients infectés
par des souches d’origine Euro-américaines présente des consolidations pulmonaires plus
nettes par comparaison aux radiographies obtenues de patients infectées par d’autres
lignées de M. tuberculosis. Les consolidations pulmonaires sont causées par les espaces
d'air remplies par des cellules inflammatoires. Les variations de ces consolidations
peuvent étre dues a une réponse inflammatoire différentielle selon les lignées
bactériennes. Par ailleurs, la durée de la méningite tuberculeuse semble étre altérée par
les souches d’origine Est-asiatiques et les souches Beijing. Les méningites causées par

ces souches ont en effet une durée plus courte. Ces méningites sont précédées de fievre
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avec moins de fluide cérébrospinale par comparaison a la méningite causée par des

souches appartenant a d’autres lignées (Thwaites et al. 2008).

Des études réalisées sur différents modéles d’infection montrent que la réponse
immune et le développement du processus infectieux varient selon le génotype de la
souche M. tuberculosis infectante. Chez la souris, certaines souches de M. tuberculosis
ont une virulence plus élevée que d’autres. La souche HN878 de la famille Beijing conduit
a un taux de mortalité plus élevé dans le modéle murin (Manca et al. 2001). La souche
Beijing semble induire une réponse immunitaire non protectrice aprés injection intra-
trachéale chez la souris BALB/c, accentuant sa virulence par comparaison avec 4 autres
lignées différentes de M. tuberculosis (Lopez et al. 2003). Chez I'homme, la transmission
des bactéries semble étre influencée par la vitesse de croissance intracellulaire chez
I’'n6te ainsi que le profil d’expression des cytokines. Ces deux facteurs sont tous deux
associés au génotype des souches de M. tuberculosis. En effet, les isolats bactériens de la
famille Beijing semblent se multiplier plus rapidement dans les cellules THP-1 que les
souches isolées appartenant a d’autres familles. Une souche de la famille Beijing (la
souche 210) a causé plus de 25% des cas de tuberculose au centre de Los Angeles en
1996-1999 et elle est largement répandue dans le monde (Zhang et al. 1999 , Theus et
al. 2005).

V.4. Corrélation entre génotype de la bactérie et celui de I’'hote

Des observations assez récentes suggérent qu’il existe une certaine corrélation
entre la variabilité génétique des pathogénes et la structure génétique des populations
humaines ho6te (Cavalli-Sforza and Feldman 2003). L'étude de microsatellites chez
I'homme permet de classer les variations génétiques humaines en 6 grands groupes
génétiques. Ces groupes génétiques humains semblent correspondre eux aussi avec les
grandes régions géographiques retrouvées chez les mycobactéries (Rosenberg et al.
2002 , Gagneux et al. 2006). Dans une étude récente, Intemann et ses collaborateurs
ont montré une association entre la délétion des 7 paires de bases inactivant le géne
Pks15/1 retrouvée chez les souches M. tuberculosis de la lignée Euro-Américaine avec la
protection de I’'h6te apportée par un variant -261TT du géne IRGM (Immunity-Related
GTPase M). Ce géne est impliqué dans l'autophagie des bactéries chez I'homme
(Intemann et al. 2009). De méme, une autre étude sur des patients d’origine

Viethnamienne montre que les individus portant l'alléle C du géene du récepteur TLR-2
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(T59C) sont plus associées a une infection causée par les souches de types Est-

Asiatiques et Beijing que les autres individus (Caws et al. 2008).

Les différents phénotypes issus de la diversité génétique des souches de M.
tuberculosis doivent étre pris en considération pour le développement de nouveaux outils

afin de lutter contre la tuberculose (Gagneux and Small 2007 , Palanisamy et al. 2009).

VI. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

La tuberculose est responsable d’'une morbidité importante dans le monde. Cette
maladie tue environ 2 millions de personnes chaque année. Les pays en voie de
développement ou sévit chaque année plus des 90% des nouveaux cas de tuberculose
sont les plus touchés par le fléau (Parry and Davies 1996). L'ampleur de la maladie est
par ailleurs aggravée par |I'’émergence de maladies touchant le systéeme immunitaire
comme le VIH-SIDA, ainsi que par l|'apparition de souches multi-résistantes aux
antibiotiques qui rendent les traitements insuffisants pour controler la maladie. La lutte
contre la tuberculose nécessite de ce fait le développement de nouveaux traitements, de

moyens de diagnostic rapide et de nouveaux vaccins (Raviglione 2003).

De nouveaux candidats vaccins contre la tuberculose sont aujourd’hui en cours de
développement afin d‘améliorer |'efficacité ou de supplanter le seul vaccin utilisé
massivement en ce moment, le BCG. Certains d’entre eux sont en cours d’essais
clinigues chez I'homme et devraient étre évalués dans les pays les plus touchés par la
maladie (Baldwin et al. 1998, Ginsberg 2002 ). L’évaluation de l'efficacité d’un nouveau
vaccin est en principe réalisée en comparant le risque de développer la maladie chez un
groupe de sujets ayant regu ce candidat vaccin avec un groupe de sujets non vaccinés ou
vaccinés par le vaccin préexistant. Or, le délai entre le moment de l'infection et le début
de la maladie peut prendre plusieurs années dans le cas de la tuberculose. Par
conséquent, I’'évaluation de I'efficacité d’un nouveau vaccin chez I’homme demandera de
longues années de suivi. Cela entrainerait aussi un co(t élevé (WHO 1999). L'alternative
a ces problemes est d’utiliser des marqueurs de susceptibilité ou des marqueurs de
protection pour évaluer les vaccins potentiels contre la tuberculose chez I'homme.

Lors des essais cliniques vaccinaux chez I'homme, la réponse immunitaire vaccinale
est généralement évaluée par la production d’IFNy et la prolifération des lymphocytes T
chez les individus immunisés par les antigénes du candidat vaccin. La réponse

immunitaire de I’'hote contre la tuberculose est liée a une immunité a médiation cellulaire
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associée a un profil de sécrétion de cytokine du type Th1l. L'interféron gamma tient une
place importante dans cette immunité anti-tuberculeuse. L'IFNy entre dans l'activation de
la phagocytose des cellules infectées et I'arrét de la multiplication et de la prolifération
des bactéries MTBC en général (Dorman and Holland 2000 , Ellner et al. 2000).

La réponse immune contre l'infection des bactéries MTBC varie cependant selon le
génotype des souches BK. Plusieurs études in vitro et ex vivo ont montré la variation de
la sécrétion de cytokines par les cellules ou les individus infectés selon la nature des
souches BK utilisées (Dietrich et al. 2006 , Magalhaes et al. 2008 , Skeiky et al. 2009,
Von Eschen et al. 2009 , Wallis et al. 2009).

En effet, il existe une grande diversité génétique au sein des bactéries du complexe
M. tuberculosis. Ces variations génétiques ont des répercussions sur le phénotype des
souches. Elles influent aussi bien sur la virulence des souches, la présentation des signes
cliniques de la tuberculose que sur la réponse immunitaire de I'hote infecté. Parmi ces
variations génétiques, il y a le locus DR, une région hypervariable du génome bactérien.
Le polymorphisme du locus DR semble étre associé a l'origine géographique des patients
tuberculeux.

Ce locus DR appartient a une famille de séquences répétées entrecoupées,
partiellement palindromiques, la famille des séquences CRISPR (Gordon et al. 1999a).
Grace au polymorphisme des spacers au niveau de ce locus, il est utilisé pour typer des
souches MTBC par le spoligotypage (Groenen et al. 1993, Kamerbeek et al. 1997).
Plusieurs observations mentionnent |'existence de souches mycobactériennes plus
virulentes selon les modeéles expérimentaux utilisés ou des souches avec des profils
spoligotypes plus prévalentes selon les régions d’étude. Des souches ayant des profils

spoligotypes différents semblent aussi présenter des réponses immunitaires différentes.

L'influence du polymorphisme génétique des souches M. tuberculosis au niveau du
locus DR sur la réponse immunitaire, traduite par la production d'IFNy devrait étre
connue. Elle permettrait d’adapter les essais cliniques aux régions géographiques ou ils
sont menés. Cela permettrait d’évaluer plus efficacement la protection apportée par les
candidats vaccins et affiner ainsi les stratégies menées dans la lutte contre la

tuberculose.

De récentes observations sur les CRISPR et les génes qui leurs sont associés
montrent qu’ils sont impliqués dans le maintien de l'intégrité génomique des bactéries
qui les posséde. Ainsi, le polymorphisme observé au sein des spacers des CRISPR semble
étre lié a une « immunité » bactérienne contre les invasions des bactériophages. Ces

CRISPR semblent associés aux échanges de matériels génétiques par les transferts
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horizontaux de génes (Horvath and Barrangou 2010). Ces transferts horizontaux auraient
ainsi fagonné les CRISPR et seraient a |'origine des spacers retrouvés dans ces régions
(Marraffini and Sontheimer 2009).

D'autres épisodes de transferts horizontaux de génes auraient aussi fagonné le
génome de mycobactéries. Des séquences d’ADN regroupées en modules, ayant des
caractéristiques des flots génomiques ont été récemment détectées chez quelques
souches appartenant au MTBC. Les transferts horizontaux de matériels génétiques ont
aussi participé a fagonner les génomes de ces bactéries. Alors que ces transferts
horizontaux semblent avoir contribué a I’évolution des bactéries du genre
Mycobacterium, jusqu’a l'apparition des bactéries MTBC, l'importance de ces transferts
horizontaux dans la diversité et la virulence des souches MTBC demeure aujourd’hui

presque inexplorée.

- Objectifs de I'étude :

L'objectif de ces travaux est de mieux comprendre la relation entre la diversité
génétique des souches cliniques de M. tuberculosis et les caractéeres de virulence.

Le présent travail a consisté a étudier la diversité génétique des souches M.
tuberculosis, d'abord en évaluant les effets de la diversité des souches sur la réponse
immunitaire de I’'h6te infecté puis, en étudiant les facteurs génétiques bactériens pouvant

étre a l'origine de cette diversité, en particulier les transferts horizontaux.

Il s'agit ici:

1. De déterminer les impacts du polymorphisme génétique au niveau du locus DR
sur la réponse immunitaire associée a la tuberculose, en évaluant la production
d'IFNy, chez différents sujets comprenant des patients tuberculeux et leurs

contacts proches.

2. D’étudier le polymorphisme génétique d'llots génomiques spécifiques MTBC a
partir de souches cliniques isolées des patients pour déterminer |'existence

éventuelle d’une corrélation entre le génotype des souches et leur phylogénie.
3. D’étudier les corrélations entre le polymorphisme de différentes régions

acquises par transferts horizontaux dans le génome des MTBC: les filots

génomiques et le locus CRISPR.
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I. VARIATIONS DE LA REPONSE IMMUNITAIRE EN FONCTION DU GENOTYPE DES
SOUCHES M. tuberculosis CHEZ LES TUBERCULEUX ET LEURS CONTACTS (ARTICLE
EN ANNEXE).

I.1. Présentation des travaux

La majorité des sujets exposés a M. tuberculosis ne développent pas la tuberculose
car beaucoup de ces sujets infectés restent asymptomatiques, avec une tuberculose latente.
Une évaluation plus précise de la réponse immunitaire chez I’'homme face aux infections a
M. tuberculosis permettrait de distinguer les sujets risquant de développer une tuberculose
active. La production d'IFNy est largement utilisée comme biomarqueur pour étudier
I'infection et examiner la réponse immune spécifique aux antigénes de M. tuberculosis chez
I'hnomme. La diversité génétique des souches entraine cependant des variations dans les
réponses immunitaires. Les influences de cette diversité génétique sur la réponse
immunitaire et l'issue clinique d’une infection demeurent encore peu explorées.

Lors de ces travaux, nous avons évalué la production d’IFNy de cellules mononuclées
du sang périphérique (PBMC) suite a la stimulation d’antigénes de M. tuberculosis chez 2
cohortes d’individus recrutés a Antananarivo, Madagascar. Les cohortes recrutées sont
composées de patients tuberculeux pulmonaires a microscopie positive (cas index) et leurs
contacts proches du méme foyer que les cas index. Les isolats cliniques des patients ont été

typés par typage du locus DR par la technique du spoligotyping.
Les analyses des réponses IFNy en fonction du spoligotype des isolats cliniques des
patients montrent que les souches « modernes », dont celles de la famille Beijing et CAS,

ont tendance a stimuler moins d’ IFNy que les souches anciennes, notamment celles de la

famille EAI chez les patients et leurs contacts.

I.2. Méthodologie

I.2.1. Site et sujets d’étude :
Les nouveaux patients tuberculeux avec crachats a microscopie positive (appelé cas

index —-CI) agés de plus de 15 ans ont été recrutés dans le principal centre anti-tuberculeux

d’Antananarivo. Les sujets contacts proches, de méme foyer que les cas index ont été
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visités a domiciles par les cliniciens pour étre invités a rejoindre I'étude. Ceux agés de plus
de 1 an et ayant vécu dans le méme foyer que le cas index au moins pendant 6 mois ont
été inclus dans I'étude. Seuls les individus ayant consentis a effectuer un test VIH et a
donner leur consentement éclairé pour toute |'’étude ont été inclus. Des préléevements
sanguins veineux ont été réalisés pour chaque sujet. Le sang a été collecté dans un tube
hépariné pour le test ELISPOT et dans un tube sec pour le test VIH. Les sujets séro-positifs

au VIH ont été exclus de I'étude.

Les sujets contacts ont été soumis a des tests IDR. Une radiographie des poumons et
des examens cliniques plus poussés ont été réalisés sur les sujets positifs au test IDR au
moment de l'inclusion dans |’étude ou aprés une conversion lors du suivi. Les individus
diagnostiqués avec une TB maladie ont alors été acheminés vers les centres de traitements
anti-tuberculeux. Pour tous les sujets, les données épidémiologiques, cliniques et

bactériologiques ont été archivées.

L'étude a été approuvée par le Comité national d’éthique ainsi que par le Ministére de

la Santé de Madagascar.

I.2.2. Procédures de mycobactériologie:

Les procédures ont été décrites par Rakotosamimanana et al., (Rakotosamimanana et
al. 2010 article en annexe). Brievement, les crachats collectés des patients tuberculeux ont
d’abord été décontaminés puis une partie examinée sous microscope pour la détection des
bactéries BAAR. Les crachats décontaminés ont été inoculés dans des tubes contenant du
milieu LJ puis incubés a 37°C pendant plus de 3 semaines. Les mycobactéries ont alors été
identifiées selon leur croissance sur milieu LJ, leur morphologie et selon les tests
biochimiques (production de niacine, catalase, uréase et nitrate réductase).

Des antibiogrammes ont ensuite été réalisés sur les souches M. tuberculosis isolées

avec les anti-tuberculeux de premiére ligne, selon la méthode des proportions sur milieu LJ.
1.2.3. Spoligotypage:

L'’ADN génomique a été extrait des cultures de M. tuberculosis. Le spoligotypage des

M. tuberculosis isolées a été réalisé selon la méthode décrite par Kamerbeek et ses

collaborateurs (Kamerbeek et al. 1997). Les groupes de souches M. tuberculosis ont été

définis quand un ou plusieurs isolats ont des profils spoligotypes identiques. Les
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spoligotypes ainsi que les familles spoligotypes ont été asssignés par comparaison des

profils spoligotypes avec ceux des bases de données spoligotypes (SITVIT et SPolDb4).

1.2.4. Tests ELISPOTS:

Les procédures sont celles décrites dans Rakotosamimanana et al., (article en
annexe). Brievement, dans les 4h aprés la collecte des prélévements, les PBMC ont été
séparées du sang hépariné par centrifugation sur gradient de Ficoll-Hypaque. Les PBMC
isolées ont ensuite été lavées puis diluées de facon a avoir 2x10° cellules viables/ mL par
échantillons pour les tests ELISPOT. Les tests ex vivo ELISPOT ont été réalisés avec
I'anticorps de capture anti-IFNy humain de souris. Pour cette étude, le PPD ainsi que les
antigénes recombinants ESAT-6 et CFP-7 ont été utilisés comme stimulateurs de la
production d'IFNy par les PBMC. La phytohémaglutinine a été utilisée comme contréle positif
et le RPMI comme contrble négatif. Les spots de chaque puits ont été comptés par deux
lecteurs indépendants. Le point de décision pour la positivité du test ELISPOT est égal au
nombre moyen de cellules formant des spots retrouvé chez les puits non stimulés + 1,64

écarts-types.

I.2.5. Gestion des données et analyses statistiques:

Les données ont été enregistrées dans des bases de données Access et Excel ou les
erreurs ont été vérifiées. Les analyses statistiques ont été faites sur les programmes
Statistica et Epilnfo (version 6). Les différentes comparaisons ont été testées par Kruskal-
Wallis, le test exact de Fischer ou par le test U de Mann-Whitney. Une valeur de p<0,05 est

considérée comme statistiquement significative.

I.3. Sujets retenus pour I'étude

Quatre-vingt cing patients tuberculeux (appelés cas index) et 293 de leurs contacts
proches, de méme foyer que les cas index, ont été recrutés pour |I'’étude et ont été suivis
pendant une période de 1 a 2 ans. Suite a des résultats non interprétables pendant la mise
en place de I'étude lors de l'inclusion des sujets, certains résultats ELISPOT n’‘ont pas été
considérés (Figure 20). Tous les sujets sont d’origine Malgache et sont séronégatifs au VIH
(Tableau 4).
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Figure 20. Répartition des sujets de I'étude selon les groupes de sujets et les tests
effectués a I'inclusion.
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La proportion des sujets testés par ELISPOT et @8Rdonnée. Cult : Proportion de cas
index avec une culture TB ; Cl Cult : Proportionatmtacts avec un cas index ayant réalisé une

culture TB.
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Tableau 4. Caractéristiques des individus pour lesquels les données ELISPOT ont
été obtenues a la période d’inclusion.

Cohort CasIndex Contacts TB Contacts sain$
No. individus 55 6 169
Moyenne d’age 35,38 [17-70] 21 [2-47] 20,95 [1-79]
[répartition]
Sexe M 31 3 79
F 24 3 90
TST a D zéro
Negatif 4 0 38 (22,5%)
5-14 mm 10 0 46 (27,2)
>15mm 12 6 (100%) 84 (49,7%)
NF 29 0 1

Vaccination BCG

Oui 40 6 150
Non 9
IND 9 0 10

IFNy ELISPOT positif*

avec les antigenes

CFP7 65,45% 66,6% 51,48% P=0,16
ESAT6 61,8% 50% 43,78% P=0,066
PPD 94,54% 100% 74,55% P=0,0026

! Contacts sains a l'inclusion et tombés maladeardue suivi lors de I'étude

% Contacts restés sains jusqu’a la fin de I'étude
3_e seuil de positivité est déterminé a partir dmhee de spots obtenu des puits avec les PBMC non

stimulées + 1,64 écart-types.
M : masculin, F : féminain ; NF : non fait ; INDndéterminé.

Les isolats cliniques de 81 cas index ont été typés par spoligotypage. A partir de la

comparaison des profils spoligotypes avec ceux de la base de données SpolDb4, les
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différentes souches ont été classées en 10 familles différentes (Figure 21). La distribution
des familles des souches typées est ainsi similaire a celle de familles de souches d’études
ultérieures. Pour les différentes analyses, les familles de souches obtenues a partir des
profils spoligotypes ont été classées selon le schéma évolutif préétabli des souches MTBC,
généré a partir de la combinaison de plusieurs marqueurs génétiques fréquemment utilisés
en mycobactériologie, spoligotyping, MIRU-VNTR, et SNP sur katG et gyrA (Figure 8 et
Figure 11). Les souches typées ont ainsi été groupées en souches « anciennes »,
regroupant principalement les souches Est-africaines et Indiennes (EAI), ainsi qu’en groupe
de souches « modernes », avec le sous-groupe « moderne 1 », incluant les familles Beijing
et CAS et le sous-groupe « moderne-2 » contenant les souches T, Haarlem, LAM, X et S
(Figure 21b).

Figure 21. Répartition des familles de spoligotype retrouvées parmi les souches
cliniques isolées des cas index. (A) Familles de profils spoligotypes selon les donrea
base SpolDB4 (Brudey et al, 2008) (Répartition des groupes de familles de souclwéds
des souches cliniques de patients tuberculeux; CAdtral Asian; EAI: East African Indian;
LAM: Latino-Ameéricaine méditerranéenne.

A)
Bovis Beijin
ND jing
EAI 8.2% A ks i
B)
Bov(i)s Modern 1
ND 3.5% 16.5%

Ancient
11,8%

Modern 2
58.8%
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1.4. Influence du spoligotype des souches sur la charge bacillaire

La charge bacillaire dans les préléevements obtenus des 81 patients tuberculeux
pulmonaire a microscopie positive a d’abord été étudiée par énumération des bactéries
aprés microscopie BAAR a partir d’expectorations des patients (Tableau 5). D’autre part, le
nombre de colonies observées sur milieu LJ aprés culture des isolats cliniques a aussi été
considéré. Bien que non significatif statistiquement, les souches ayant des spoligotypes avec
un profil CAS et Beijing donnent une charge bacillaire plus faible que les autres profils.
Toutes les souches sont susceptibles aux anti-tuberculeux excepté une souche ayant un
profil LAM, résistante a l'isoniazide, et une autre souche avec un spoligotype de type
HAARLEM, multi-résistante a la fois a la streptomycine, l'isoniazide, la rifampicine et

|’éthambutol.

Tableau 5. Charge bacillaire obtenue chez les patients tuberculeux a microscopie
positive selon le spoligotype des souches infectantes.

Spoligotypes M. bovis CAS/ groupe EAI p
Beijing Modern 2

No. BAAR

> 100 BAAR / champs nd 4 (28,6%) 23 (45,1%) 4 (40%) NS
<100 BAAR / champs nd 10 (71,4%) 28 (54,9%) 6 (60%) NS
No. d’'UFC sur

milieu LJ

> 300 UFC / tube 1 8 (57,1%) 35 (68,6%) 5 (50%) NS
< 300 UFC / tube 2 6 (42,9%) 16 (31,4%) 5 (50%) NS

nd: non déterminé
NS : non significatif

UFC: unité formant les colonies

92



Résultats expérimentaux

I.5. Influence du spoligotype des souches sur la réponse IFNy-ELISPOT des

patients tuberculeux

Les tests IFNy-ELISPOT ont été réalisés a partir de prélevements de sang périphérique
de 230 personnes recrutées, comprenant 55 cas index et 175 de leurs contacts proches,
remplissant les critéres d’inclusion de |'étude. La stimulation des PBMC avec tous les
antigénes étudiés (la PPD, le CFP-7 et I'ESAT-6) montre que la proportion de cellules
produisant I'IFNy est plus importante chez les cas index par comparaison avec leurs
contacts proches sains, avec cependant des différences non significatives pour CFP-7 et
ESAT-6 (Tableau 4).

Par ailleurs, aprés stimulation par I'ESAT-6, les PBMC prélevées de patients infectés
par des bactéries ayant un profil spoligotype correspondant aux familles Beijing et CAS
produisent significativement moins d’IFNy que les cellules prélevées sur des patients
infectés par des bactéries appartenant aux autres familles de spoligotype (Figure 22a,
p=0,037). A la fin du traitement anti-tuberculeux, les PBMC de patients guéris qui ont été
infectés par des bactéries avec des profils spoligotypes différents, ne montrent aucune
différence significative dans la production d’IFNy. La stimulation des PBMC par le PPD et le
CFP-7 ne montre aucune différence statistiquement significative entre les familles de

spoligotype (Figure 22b).

I.6. Influence du spoligotype des souches sur la réponse IFNy-ELISPOT des

contacts proches de patients tuberculeux

Les tests IFNy-ELISPOT ont été réalisés sur les contacts proches des patients
tuberculeux (les cas index). Les analyses ont été faites en fonction du spoligotype de la
souche isolée de chacun de ces cas index (Figure 23). Ainsi, la stimulation par les antigénes
ESAT-6 et PPD de PBMC prélevés de contacts proches dont les patients tuberculeux ont été
infectés par des souches bactériennes correspondant aux souches EAI produisent
significativement plus d'IFNy que les PBMC de contacts de tuberculeux infectés par les
souches modernes 1 ou modernes 2 (p=0,010 et p=0,003 respectivement). D'un autre
coté, la stimulation par I'antigene CFP-7 des PBMC de contacts de patients infectés par les
souches ayant un spoligotype EAI, induit une production significativement plus élevée
d'IFNy par comparaison aux individus en contact de patients infectés par des souches avec

un spoligotype de type « moderne 1». Aucune différence significative n’est cependant
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observée chez les PBMC de contacts de patients infectés par les autres spoligotypes de
bactéries (Figure 23a). Par ailleurs, au moment de l'inclusion des sujets d’étude, la
production d'IFNy par les PBMC stimulées par ESAT-6 et CFP-7 de contacts dont les patients
ont été infectés par des bactéries avec un spoligotype avec des profils CAS et Beijing, est
significativement moins élevée que celle des PBMC issus de contacts dont les cas index
tuberculeux ont été infectés par des bactéries avec d’autres spoligotypes (p=0,047 et

p=0,016 respectivement).

La réponse IFNy obtenue par ELISPOT semble étre proportionnelle a la réponse au test
d’intradermoréaction (IDR) a la tuberculine observée chez les sujets contacts (Tableau 6).
Cependant, aucune corrélation statistiquement significative n’a été observée entre test IDR

des sujets contacts et génotype des souches isolées des patients correspondant (Figure 24).

Enfin, aprés stimulation des PBMC avec les différents antigénes utilisés pour I'étude,
aucune différence significative n‘a été observée entre la réponse IFNy induite par les
souches M. bovis et les souches M. tuberculosis, ni chez les patients, ni chez leurs contacts
(p>0,05).

Tableau 6. Corrélation entre réponse IFN-gamma induite par ESAT-6, PPD et CFP7
et le test d’intradermoréaction obtenu chez les contacts de patients tuberculeux.

Nb. Médian de spots par 2.10cells

Résultats IDR <5mm 5-14mm >14mm  Valeur deP

No. sujets 34 40 75

Antigenes
ESAT-6 3,5 7,5 23 0,000006
PPD 18,5 26 35 0,0034
CFP7 4,5 9 27 0,00012
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1.7. Issue clinique de la tuberculose chez les patients, suivi des sujets

contacts et génotype des souches M. tuberculosis

Suivi des contacts. Trois mois aprés l'inclusion des individus, les PBMC issus de
contacts dont les patients ont été infectés par des souches EAI produisent toujours
significativement plus d'IFNy que les souches modernes 1 apres stimulation par la PPD. De
plus, aprés stimulations par I'ESAT-6, les PBMC obtenus de contacts dont les patients ont
été infectés par des souches modernes 1 produisent significativement moins d’IFNy que les

autres familles selon les spoligotypes (Figure 23b).

Issue clinique de la tuberculose active. Un cas index infecté par une souche de type
LAM a décédé. Deux patients infectés par des souches de type T différents ont présenté une
rechute de tuberculose et sont aussi décédés. Un autre cas de rechute chez un patient
infecté par une souche de type CAS a aussi été observé mais guéri aprées retraitement et
deux autres patients, infectés par des souches T différentes n‘ont pas répondu au

traitement (Figure 22b).

Aprés suivi des contacts des patients tuberculeux, 12 d’entre eux ont présenté une
tuberculose active, dont 10 sont des contacts de patients infectés par des souches de type
T, un de type LAM et le dernier est un contact de patient infecté par une souche de type M.

bovis.
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Figure 22. Réponse-IFN gamma ex vivo de PBMC isolées des cas index apreés
restimulation avec les antigenes de M. tuberculosis ESAT-6, PPD et CFP7 (A) a la
période d’inclusion, (B) apreés leur traitement, selon la famille des souches
infectantes de M. tuberculosis.
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Figure 23. Réponse-IFNgamma ex vivo de PBMC isolées des sujets contacts apreés
restimulation avec les antigénes de M. tuberculosis ESAT-6, PPD et CFP7. (A) a la
période d’inclusion, (B) apres 3 mois de suivi aprés la période d’inclusion, selon la
famille des souches infectantes de M. tuberculosis. Les différences significatives
(test de Mann-Whitney) de production d’IFNyentre les différents groupes sont
indiquées. Les barres horizontales rouges indiquent le nombre médian de spots
pour 10° PBMC.e: Contacts sains ; ¢: Contacts TB.
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Figure 24. Résultats de lI'intradermoréaction chez les sujets contacts (HC) selon le
génotype des souches isolées des cas index leur correspondant.
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Tableau 7. Caractéristiques des patients tuberculeux d’'ou ont été isolées les
souches cliniques.

Caractéristiques Valeurs

Ages
Moyennes 31
Mediane (spectre) 30 (1-77)

Sexe Ratio 1,09 (M/F)
Masculins 51% (93)
Féminins 49% (85)

Données Cliniques

Forme de tuberculose

Extrapulmonaire 34,6% (63)

Pulmonaire 65,4% (119)
Microscopie

0 30,3% (54)

1+ 9% (16)

2+ 18% (32)

3+ 24,7% (44)

4+ 18% (32)

1.8. Discussions et Perspectives 1

Un nombre important d’études utilise la réponse IFNy de lymphocytes en réponse a
des stimulations d’antigénes spécifiques de M. tuberculosis aussi bien dans le diagnostic
d’une infection latente a ces bactéries (Arend et al. 2000 , Munk et al. 2001 , Hill et al.
2005, Demissie et al. 2006), que dans |’évaluation d'une réponse immune apportée
notamment par les candidats vaccins, aussi bien chez I'hnomme que dans les modéles
animaux (Brookes et al. 2008 , Hawkridge et al. 2008 , Hoft et al. 2008 , Whelan et al.
2008). Cette étude menée a Madagascar se propose d‘analyser la réponse IFNy chez les
patients tuberculeux et leurs contacts proches en y associant les influences du génotype des

souches infectant le patient dans I'étude. Plusieurs études suggeérent en effet des variations
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de la réponse immune en fonction du génotype de la souche infectant le sujet. A
Madagascar, la tuberculose est encore un sérieux probléme de santé publique et comme
dans beaucoup de pays ou la tuberculose est endémique, un Programme National pour le
Controle de la Tuberculose s’occupe notamment du diagnostic et du traitement des
tuberculeux pour stopper la transmission de la maladie. Cependant, les stratégies de
diagnostic actuelles ne tiennent en compte ni de la détection des infections de M.
tuberculosis au sein des familles et de contacts des cas contagieux, ni de l'existence de
diversité génétique au sein de M. tuberculosis. La couverture vaccinale au BCG a
Madagascar ainsi que |'exposition aux mycobactéries atypiques rendent une grande majorité
de la population sensible aux tests cutanés a la tuberculine chez les personnes saines
(Champetier de Ribes et al. 1997). L'un des antigénes utilisé pour stimuler la production
d'IFNy par les PBMC est I'ESAT-6. L'ESAT-6 est codé par des génes du locus esat-6 retrouvé
sur la région RD1 (Sorensen et al. 1995, Berthet et al. 1998, Brosch et al. 1999). Cette
région RD1 est présente chez la souche M. tuberculosis et les souches M. bovis pathogénes,
mais elle est par contre délétée chez les souches vaccinale BCG (Harboe et al. 1996 , Gey
Van Pittius et al. 2001). Les protéines de la famille ESAT-6 sont des facteurs de virulence
hautement conservés dans les souches cliniques de BK et sont parmi les premiers antigénes
reconnus par le systéme immunitaire des sujets infectés. Ces antigénes ne sont cependant
pas reconnus par les individus sains, mémes vaccinés (Behr et al. 1999, Skjot et al. 2000).
Nous avons donc utilisé le PPD, I'ESAT-6 et le CFP-7 pour stimuler les PBMC prélevées des
différentes cohortes. La CFP-7 aussi appelée TB10.4 est aussi membre de la famille ESAT-6
mais est présente chez la souche BCG. Le niveau de production d’ IFNy est ensuite associé
au génotype des souches des patients pour en voir les influences sur la réponse

immunitaire.

Les virulences particuliéres associées a des souches bactériennes spécifiques ont été
observées sur des modeles animaux et cellulaires. Une étude d’épidémiologie moléculaire
dans différents modeles expérimentaux montre que la vitesse de croissance de souches
bactériennes regroupées dans des « clusters » est plus élevée dans des cellules THP-1 que
les souches isolées (Theus et al. 2005). De plus, les souches bactériennes isolées a
I’extérieur des poumons infectent plus efficacement les macrophages dérivés de monocytes
humains que les souches isolées au sein du poumon (Garcia de Viedma et al. 2005). De
méme, une étude menée en Ouganda a permis de classer des isolats cliniques de M.
tuberculosis selon la fréquence de la transmission de ces derniéres chez les contacts de
méme foyer que les patients. Ainsi, il semble que les souches ayant une forte transmission
croissent plus rapidement dans les cellules THP-1 que les isolats moins transmissibles
(Theus et al. 2005). Cependant, jusque la, peu de données sur les effets de la diversité des

souches sur la présentation clinique ou l'issue de la maladie n‘ont été évoquées. Lors d’une
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étude précédente, nous n’avons globalement observé aucune corrélation entre les profils
IS6110-RFLP et la présentation clinique de la tuberculose (Rasolofo Razanamparany et al.
2002). Cependant, certains profils RFLP-IS6110 spécifiques semblent étre respectivement
associés a des tuberculoses pulmonaires ou extrapulmonaires ou a une tuberculose pleurale
chez les patients, suggérant que certaines souches ont une plus grande capacité a
disséminer que d'autres. De méme, des études menées au Vietham montre que les souches
appartenant aux lignées Euro-Américaines (correspondant a la lignée moderne 2 d’Arnold
C., 2007), est associée a une radiographie plus nette montrant des cavités tuberculeuse au

niveau de la partie supérieure des poumons (Thwaites et al. 2008).

Bien que nos résultats ne confirment aucune influence statistique du spoligotype des
souches sur la charge bacillaire dans les expectorations des patients tuberculeux, on
observe cependant une différence de la réponse immunitaire entre les patients infectés par
les souches CAS et Beijing ol le nombre de cellules produisant I'IFNy est moins élevé que
les patients infectés par les autres génotypes de souches aprés une stimulation par I'ESAT-
6. Ces observations sont compatibles avec celles de Lopez et ses collaborateurs qui, en
étudiant l'infection de souris, ont constaté une expression diminuée de I'IFNy chez les souris
infectées avec des souches Beijing par rapport a 4 autres lignées de M. tuberculosis. Les
auteurs suggerent que l'inefficacité de l'activation de la réponse Th1l conduirait a faire
progresser l'infection vers la maladie (Lopez et al. 2003). Les résultats de la présente étude
sont aussi compatibles avec ceux observés a partir des expérimentations sur des lignées
cellulaires de monocytes THP-1 et des modeéles ex vivo de cellules sanguines de volontaires
sains vaccinés au BCG, ou les souches Beijing et CAS induisent une réduction de la
production de TNFa et d'IFNy (Tanveer et al. 2009). D’autres modéles expérimentaux
suggeérent que l'induction de la diminution de la production de cytokine pro-inflammatoires
semble associée a la présence de PGL sur la paroi bactérienne des mycobactéries
pathogénes (Reed et al. 2004, Tsenova et al. 2005, Ordway et al. 2007, Sinsimer et al.
2008, Huet et al. 2009 ).

La fréquence élevée des souches de la famille EAI (23,5% d’aprés de récentes études)
observé a Madagascar par comparaison aux autres souches (Ferdinand et al. 2005, Brudey
et al. 2006) suggere que cette souche est hautement transmissible au sein de la population
malgache. D’apreés les résultats de cette étude, en réponse a la stimulation par ESAT-6, le
nombre de PBMC produisant I'IFNy est nettement plus important chez les contacts dont les
patients ont été infectés par ces souches de type EAI. Ces observations semblent confirmer
que les souches modernes du groupe 1 induisent une réponse de type Thl moins
importante que les souches EAI ou les souches modernes 2. La faible production d'IFNy

suite a la stimulation par ESAT-6 des cellules prélevées de sujets contacts dont les patients
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ont été infectés par des souches modernes 1 pourrait étre la conséquence d’une faible
transmissibilité de ces souches suite a une compétition avec les souches EAI qui sont
présentes et peut-étre mieux adaptées a la population malgache. Cependant, cette
hypothése n’est pas confirmée par |'expansion des souches modernes 1 et 2 dans la région.
Une autre explication serait que le taux de transmission est le méme pour toute les
souches. Cependant, les souches EAI induiraient une réponse immunitaire plus importante
chez les sujets infectés que les souches modernes. Ces souches EAI seraient donc
relativement moins virulentes comparées aux souches de lignée modernes expliquant la

faible prévalence de ces souches modernes a Madagascar (Brudey et al. 2006).

Cette étude est la premiére, a notre connaissance, qui traite de la réponse IFNy de
I'n6te en tenant compte du génotype des souches chez les patients tuberculeux et leurs
contacts. Cependant elle est limitée par plusieurs points. D'abord, afin de standardiser les
tests ELISPOT, seuls les résultats provenant de PBMC fraichement prélevées ont été
utilisées (Doherty et al. 2005), limitant le nombre de données. Par ailleurs, a cause de
I'effectif de certaines souches bactériennes, bien que statistiquement robustes, les résultats
doivent étre pris comme préliminaires. Enfin, nos résultats se basent sur les PBMC et
peuvent ne pas refléter la réponse immune au sein du site d’infection. Pour analyser nos
données, nous nous sommes concentrés sur la production d’IFNy par stimulation avec
ESAT-6 qui semble étre le mieux associé a la charge bacillaire (Millington et al. 2007) et par
conséquent aux risques conduisant vers la tuberculose active (Doherty et al. 2002,
Andersen et al. 2007). Il serait intéressant de déterminer le réle d’autres cytokines, comme
I'IL-4 qui a été associée a la survenue d’une tuberculose et semble étre préférentiellement
induite par les PGL de souches Beijing (Demissie et al. 2004, Fletcher et al. 2004, Ordway
et al. 2004).

Par ailleurs, il serait aussi intéressant d'approfondir I'étude des facteurs génétiques de
la bactérie pouvant étre a l'origine de ces variations de la réponse immune. Le génotypage
des souches cliniques de M. tuberculosis et les réponses immunitaires induites par ces
souches peuvent permettre lidentification de facteurs de virulence impliqués dans le
processus de développement de la tuberculose active et les facteurs de protection de I'hote

qui y sont associés.

L'association existant entre réponse immunitaire de I’'h6te infecté et le spoligotype des
souches demeure intriguant. Le locus DR, typé par spoligotype, est une région CRISPR,
c'est-a-dire, constituée de séquences nucléotidiques répétées, palindromiques localisées.
Par ailleurs, les séquences nucléotidiques du locus DR ne semblent pas coder pour des

génes pouvant intervenir dans une quelconque modulation de la réponse immunitaire de
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I'n6te, voire ne semblent pas coder pour des génes. Par contre, de récentes observations
suggeérent le role primordial des transferts horizontaux dans |'acquisition des spacers dans
les régions CRISPR. Alors que les roles des délétions des spacers ainsi que les insertions
d'1S6110 dans la génération de polymorphisme au sein du locus DR ont été établis, d’autres
études ont montré que des ilots génomiques acquis par transferts horizontaux a partir de
divers microorganismes ont contribué a I’évolution des MTBC. Certains de ces filots sont
uniguement retrouvés sur les génomes des souches MTBC qui sont pour la plupart
pathogénes ou potentiellement pathogénes et mériterait de ce fait une attention

particuliére.

Rapport- gratuif.com @
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II. LE POLYMORPHISME DES ILOTS GENOMIQUES SPECIFIQUES DES MTBC EST
ASSOCIE A LA DIVERSITE GENETIQUE DES SOUCHES CLINIQUES ISSUES DE
PATIENTS TUBERCULEUX

Grace a différents types de marqueurs génétiques et d’outils moléculaires, les
bactéries MTBC ont pu étre classées en familles ou en lignées définies. La diversité
génétique observée au niveau de ces familles de souches semble influer sur la présentation
de la tuberculose chez I'hGte. Par ailleurs, la prévalence des familles de souches MTBC
semble varier selon les populations humaines et les régions géographiques d’ou elles ont

été isolées.

Les processus biologiques ayant généré cette diversité aussi bien que les
conséquences cliniques et les manifestations phénotypiques qui en découlent demeurent
cependant obscures. Dans le but de comprendre la relation entre la diversité génétique des
souches cliniques de M. tuberculosis et leurs caractéres de virulence, les facteurs génétiques
bactériens pouvant étre a l'origine de cette diversité, en particulier les transferts

horizontaux, ont été étudiés dans cette seconde partie des travaux.

La technique de spoligotyping du locus DR, une région hypervariable du génome des
bactéries MTBC a permis la classification des souches en familles. Ces familles de
spoligotypes sont associées a la localisation géographique des souches. Le locus DR
appartient a la famille des séquences CRISPR. Ces régions CRISPR auraient été fagonnées
par plusieurs épisodes de transferts horizontaux de génes dans la bactérie réceptrice. Le
transfert horizontal de matériel génétique est I'un des mécanismes les plus importants
impliqué dans |’évolution des organismes microbiens. Des séquences d’ADN regroupées en
flots génomiques (GEI ou « genomic islands ») ont été récemment détectées chez quelques
souches MTBC. Certains de ces ilots (dont le locus DR) sont spécifiques des bactéries MTBC
et ne sont pas retrouvés chez les autres mycobactéries. Ces ilots auraient été acquis par
des transferts horizontaux a partir d’autres bactéries. Les flots génomiques acquis par

transferts horizontaux auraient contribué a I’évolution des MTBC.

Alors que le polymorphisme des spacers au niveau du locus DR a largement été utilisé
dans les études épidémiologiques ou phylogénétiques des MTBC, les polymorphismes
éventuels pouvant exister sur les autres régions acquises par transferts horizontaux,
localisés ailleurs dans le génome et leurs répercussions sur I'évolution des MTBC, demeurent

inexplorés. De plus, le role des flots génomiques spécifiques des MTBC dans I’évolution du
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pathogéne est trés peu connu. Les corrélations éventuelles entre les différents épisodes de
transferts de génes dans les CRISPR et les GEI ont été trés peu étudiées jusqu’a

maintenant.

Dans le chapitre qui suit seront traités les travaux qui ont consisté a étudier la
contribution du polymorphisme des régions acquises par transferts horizontaux dans le

processus évolutif des bactéries MTBC.

Pour cela:

- L'existence de polymorphisme génétique d'ilots génomiques spécifiques MTBC
dans des souches cliniques isolées de patients tuberculeux a été étudiée.

- Puis, les corrélations entre le polymorphisme de différentes régions acquises
par transferts horizontaux dans le génome des MTBC, en particulier, les flots
génomiques et le locus CRISPR, ont été recherchées pour déterminer
I’'existence éventuelle d’une corrélation entre le génotype des souches et leur

phylogénie.

I1.1. Méthodologie

II.1.1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes cliniques étudiées (n=182) ont été isolées a partir de
patients tuberculeux pulmonaires (n=119) et extrapulmonaires (n=83) provenant du
laboratoire national de référence de I'Unité des Mycobactéries de I'Institut Pasteur de

Madagascar.

Les patients tuberculeux pulmonaires sont des sujets malgaches, séro-négatifs au
VIH, recrutés entre 2004 et 2005, inclus dans le projet VACSIS. Les souches bactériennes
provenant de patients tuberculeux extrapulmonaires ont été, quant a elles, sélectionnées de

maniére a avoir des prélévements de différents sites infectieux.
Les isolats ont été cultivés sur milieu de Lowenstein-Jensen (LJ) et identifiés comme

appartenant au MTBC par des techniques biochimiques. Une partie des souches cliniques

(n=102) a été traitée par antibiogramme sur L] avec des antituberculeux de premieére ligne
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(Annexe 4). Les ADN génomiques ont ensuite été extraits des cultures bactériennes pour les

études ultérieures.

I1.1.2. Typages et analyses moléculaires

A partir des ADN génomiques, les isolats cliniques ont d‘abord été typés par
spoligotypage avec la méthode décrite par Kamerbeek et ses collaborateurs (Kamerbeek et
al. 1997). Les souches ont ensuite été classées en familles de spoligotypes attribuées par la
comparaison des profils spoligotypes avec ceux des bases de données SITVIT et SpolDB4
(Brudey et al. 2006).

Les ilots génomiques identifiés comme étant spécifiques des MTBC (Becq et al. 2007)
ont, quant a eux, été criblés par PCR a partir de leurs régions flanquantes. Des PCR ont
ainsi été réalisées sur les ADN génomiques des 182 isolats cliniques (Tableau 7). Les tailles
des produits PCR obtenus ont ensuite été comparées a celles dllots génomiques
correspondants a I’ADN génomique de la souche de laboratoire de référence H37Rv. Sur les
48 GEI criblés qui sont spécifiques des MTBC, la région Rv2801c-Rv2824c possede le locus
DR (donc est polymorphe), 3 flots n‘ont pas pu étre amplifiés avec les conditions PCR mis au
point (Tableau 8). Afin de caractériser les flots génomiques polymorphes observés, les
amplicons obtenus a l'aide des ilots génomiques avec des tailles différentes par rapport a
ceux de H37Rv ont été séquencés a partir des mémes amorces de leurs régions

flanquantes.

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans des plaques PCR 96 puits avec un

volume final de 25 ul. Chague Master Mix est composé de :

- 20 ng d’ADN génomique,

- 0,8 uM de chaque couple d'amorces,
- 400 pM de dNTPs,

- 1X de tampon GC TaKaRa II

- 1,25 U de LA Taq TaKaRa (TaKaRa)

Les conditions PCR utilisées varient selon la taille attendue des amplicons.
Pour les amplicons dont les tailles sont supérieures a 1 kb :

- dénaturation HOTSTART : 94°C pendant 1 min;
- 14 cycles : 98°C pendant 10s + 68°C pendant 15 min,
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- 16 cycles : 98°C pendant 10s + 68°C pendant 15 min avec 15 sec de plus par cycle
- 1 cycle de 72°C pendant 10 min

Pour les amplicons dont les tailles sont inférieures a 1 kb :

- dénaturation HOTSTART : 94°C pendant 1 min

- 30 cycles de 94°C pendant 30 sec + étape d'annealing de (Tm des amorces-5 °C) pendant
30 sec + une étape d’extension de 72°C pendant 1 min 15 sec,

- 1 cycle de 72°C pendant 10.

Les produits PCR sont ensuite migrés par électrophorése sur gel d’agarose 0,5-1,2% et
observés sur un GelScann. Les filots génomiques polymorphes observés avec les PCR

multiplexes sont ré-amplifiés en simplex pour vérification.

Pour étudier le lien entre les transferts horizontaux et la diversité génétique des souches
MTBC, la répartition ainsi que la fréquence des filots génomiques polymorphes (par
comparaison avec H37Rv) ont été étudiées en fonction des familles spoligotypes des

souches cliniques.
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FW(5'-3")

Tableau 8. Liste des amorces PCR utilisées dans cette étude.

RV (539

Taille Attendue (bp)

Fwl0784
Rw0112-Rw0115
RV0295-Rw0303
RW0323c-Rvl0331
Rwl0347-Rwl349
REwl595c-Rylal4
Rvil6ZEc
RV0656c-Rvlaad
RV0739-Rw0750
Rwl836c-Rv0837c
Rwl393c-Ryls9s
Rw0986-Rwl989¢c
Ewl041c-Ryl055
Rwl089A-Rv1090
Rwllidc
Rwl344
Rwl351
Rv1356c
Rw1397c-Rwl1398c
REvldidc
Rv1439c
Rw1498%
Rwl57ic-Rvl588c
Rvl305c
Rwl988-Rv1991c
Rw2084-Rv2058
Rw2159c-Rvildlc
Rwa22d7c-Rvi2ffc
Rw2290
Rw2302-Rw2312
Rw233a-Rwd3i39
Rw2491-Rw2494
Rw2730
FEwi734-Rwl735c
RviHic
Rw2871-Rv2g72
Rw2928
Rwi954c-Rvafil
Rvw3098c
Rw3108-Rw3l2dc
Rw3173c-Rvilflc
Rw3376-Rw3iiTec
Rw3466
Rv35isc
Rw3749c-Ry3751

CCCAGTAGGCTTTGAGTGTGGCAGT
CAATTCAACGGAGCAGAAGTCGATA
TCCGGATTCACCGAGTCTGTAGATA
TTCCCTACCTTGAACTATGCGGTTT
AATCGGAAACAATCGATCGGTCAAC
CTACAACCATITACGACGTGCAGAC
GTGTGGAGATCATTCGGGTCTGACT
GTCGAGTGGATCACACATTTCGAG
GCCOTGATGTCGGATTACAGTCTC
CATTTTCAGACCGACTTGCGTGAAC
GCAATACCTGGATTTCCGAACTTCT
TGAGAGGTTATCCACAAGGGGATTT
ACCTCGGGCATCAATGCTT
ATGTGGOTAAAGCGATTGCGGATGTC
GOTCTGATATTTGCCGUTTCGATGT
COTAGACGCAGAACCAAGCAAACAA
CCGTTCAGCGATGACAGAAGCTATG
ATAATAGGCCCATCGCTTCGCTTCT
TGGATTCTTCATCGAGCGCGATATT
CGAAAGACGCTGTAGCCGGACGTATT
CCAATTCCATGACGGGTAGCGTACT
CCCCTCACATTCTTITACCCGCTCT
GCOTGCCGAGTACCTGCT
CAACGEAATGCTGAGTAGCGTTGAC
ACTACGTTCTCAGCCCAGCGAATTG
ACAAGGACTTCGGACGCATA
AATGACGCCTTGGCOCTCGAAGTAGT
GCAGTTCATTCACGGAATCAAGACG
COTTCGAATCGCTGTCGGAGCTA
TCCOTGOTCATATCAAGACAAGAAG
TTTGGAAAGCTCTTGCTGTCAAATC
TAGATTGCTCCGAATTCTGTCGAAC
CCOTGCAATTGACCGTTGCTTAC
GAGTCGTGGACGTTCATCTGACAGT
TGTGGCGGGACTACTTCGATGTCTA
GATCCGTATCGATGACGAGCTGTACT
GATGTAGCTGGCCGAAGATCCAACT
ATTAGTTATGCCATGGGCACATTAG
CTGTAGACCGCTCCCCGAATCAC
GACTGTAGCGCTTGCGTCTCCT
CAGGAAGTCTGGGTCGTAGTAGTGCT
CATTTCAGCAAGTCACCGGGTATCA
GGTCTCTGCAACGTCTGGAATGCTT
ATCGGTTACGACAGGGTGGCTATTG
CACCACATCGAGTTCGAGCTACC

GOCTCATCGACGGGATGCTTAACT
ACACGTTCGTGGAACAACAAMAAGTCA
GOCGGETTTICTTITAGGGGATAAC
AGCGGTTATCCACAGTCTGGTGTTT
GAGCTGAGCCTGATGCACTCAACTT
CCTACAGGCCCTCTTCGTICATCTA
COCGACTTTGACATCGCATACACGAS
CAMACAGATTGACCCGTITAGCGTCT
ACCGCGTTGATGAACAAGGAC
ACCACATCGAACATCCTGACCTGAA
TGCCCCACTAAGTGCTTATAGCTGA
GCCGAAATATCCAACAAMGGACCTA
CTAGGTGETCAGTGCTGGGGTGTTG
CAAGGACGCCGATCATTCCATTAAC
CCGGGACGTGGCTGACTAAGATATG
COGCTCGGTCATGGTCTAGCA
COGGCCATATTCTCCTCCCTATCAT
COOTATCACCGTCACTGCAAAGCTA
ACAACCTGCCCGTGGTTGTCTACTA
GGCAACGGTCCAGTTTGTAGGACAT
ACAACCTCGAGTACCGTCTGGAACA
AACTCCAGCACGTAAGGCTCTGACA
TATCAGCACTCGCACTCGAC
AGCGCATCTGCACAGACAAGAACAS
CCAAGACACCTGATCGGACTATCCC
GTGCTGTGTCTGTCAACAACTG
CAACGACAACAGCTCCACCCTTG
GTCGCCGACTTCGAAGGTTAATCCAG
GTGTGTAACTCTTGCCCTGCCTGGT
ACGCTGTGGTTCGTATACGTTGACT
TTATGCGGTACCCGATGTCCTATTT
GACGATGACGTTGACTTGTGTGTTC
GAAGCAAGTATTGAGGCCGCTTGAC
ACTTCGCOCGAACAATGGGTTCAGT
AATACACGAACGGCGATCGAGAATCGG
CTAACTGCCGAAAGGCCATCCAGT
COTCCCOTTCOTGACGAGATTAACA R
CGAaAAAGTGACGGCCGACTAAGTCGAG
CACCGATCCGTGTGGETGCAG
GAGCAGCTCTACCTCGCTAACATCC
GOTGTCGCAACACATCTCTAGGTTC
ACCATCCTGATTCCGGCGATAGTTA
GTCGTCGTCTTGGTTGTGGAGGAAT
GTCATGATCCGGGTGCTTTTTATCG
TCCCTTTGACTGTTAGTGCAGTTCA

917
3585
3061
7077
2665
10151
1299
6587
11712
4009
4481
6393
6199
4804
1464
695
717
1597
4100
1235
1093
554
11101
790
3708
4490
3913
3563
413
11253
9465
2326
205
2488
2681
519
229
7200
401
16352
17329
3284
1266
536
1639
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Amorces supplémentaires permettant d’amplifier les régions internes respectives de
Rv1572c-Rv1588c¢, Rv3108-Rv3126¢, Rv0595c-Rv0614 et Rv1041c-Rv1055

intPhi Fw :  5’ACATCGAACCGATCCTGTATCACAT
intPhi Rv : 5'CACGGGTTTCAGGTAAAGAGAGGTT

Rv3114Ift : 5'CATCAATCGAGACCCTTATCCAGTG
Moeb2rgt : 5'GCTGCTGATTCTACTTTCGGCCTAC

Rv0595c-Rv0614 interne

Fw 5'GAACGATGGCAGCGTCTACAAAAT

Rv 5'GTGACCACCAGATCTCCCATCAG

Rv1047int : 5’GAACGCCTCAACCGAGAGGTACGAC

Fw : Amorce « forward » en 5’ ; Rv : amorce « reverse » en 3’.

I1.2. Spoligotyping et classification des souches cliniques en famille

A partir de la comparaison des profils spoligotypes avec ceux de la base de données

SpolDb4, les différentes souches ont été classées en 11 familles différentes regroupant 49

share-types (Figure 25). De méme, les différentes familles de souches obtenues ont été

classées selon le schéma évolutif préétabli des souches MTBC (Figure 11). Les souches

typées ont ainsi été groupées en souches « anciennes », regroupant principalement les

souches Est-africaines et Indiennes (EAI), ainsi qu’en groupe de souches « modernes »,

avec le sous-groupe « moderne 1 », incluant les familles Beijing et CAS et le sous-groupe

« moderne-2 » contenant les souches Haarlem, LAM, X, MANU et S, ainsi que la famille des

souches T qui regroupent des profils spoligotypes mal définis (Figure 26).
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Figure 25. Répartition des familles de spoligotypes isolées des souches cliniques
de patients tuberculeux

EAl; 18,10%

BOVIS; 3,80%
T; 31,90% BEMWING; 10,40%
CAS,; 6,60%

H; 6,60%

S; 0,50%
Manu; 0,50%
LAM; 11,50%

Familles de profils spoligotypes selon les donrdseka base SpolDB4 (Brudey et al, 2006; CAS:
Central Asian; EAI: East African Indian; LAM: LatnAmerican Mediterranean; H: Haarlem;
T:famille non définie, ND non décrit dans SpolDB4).

Figure 26. Répartition des groupes de familles de souches isolées des souches
cliniques de patients tuberculeux

ND; 3,30% Ancien; 18,10%
Bov; 3,80%

Modern 2; 57,60% Modern 1; 17,00%

(Regroupement des familles spoligotypes retrougéésn le schéma évolutif décrit par Arnold
2007)

I1.3. Criblage des ilots génomiques dans les isolats cliniques de M.

tuberculosis

Alors que la plupart des flots génomiques spécifiques des MTBC semblent intacts dans
les souches cliniques, le criblage des ilots génomiques de ces souches cliniques par PCR
montre l'existence de polymorphisme sur certains ilots par comparaison avec la souche

H37Rv.
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I1.3.1. Les ilots génomiques conservés dans les souches cliniques

Par comparaison avec les ilots génomiques de H37Rv, sur les 45 GEI criblés, 32 GEI
sont retrouvés a la méme taille dans les différents isolats cliniques de I’'étude (Tableau 9,
Figure 27). Alors que la fonction d’environ la moitié des génes constituants ces flots
génomiques conservés n'est pas encore définie, les génes connus semblent étre impliqués
dans la mobilité génétique, les séquences répétées, le métabolisme intermédiaire ou des
protéines de structure. De plus 8 génes retrouvés dans ces ilots conservés ont été décrits
dans la littérature comme étant liés a la virulence de souches MTBC
(http://genolist.pasteur.fr/tuberculist ; (Becq et al. 2007).

Figure 27. Position des ilots génomiques polymorphes sur le génome de M.
tuberculosis.

Rv3376-Rv3378c

Rv0836c-Rv0837C
Rv0893c-Rv 0895

Locus DR 3%’_!;‘ RV1089A-Rv1090
34

Rv2734-Rv2735¢ 1

\ \ ,..\ i 13[& :I,-'—.

\ . 9 . P
Rv2491-Rv2494 /} Rv1356¢
RV2336-Rv2339 X . -
Rv1572c-Rv1588¢
RV2267¢-Rv2269¢ RV1805¢
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Tableau 9. Liste des ilots génomiques intacts dans les génomes bactériens criblés

ainsi que leurs fréquence (par comparaison a H37Rv)

GEl Polymorph  Freq, %

RV0078A N 162 89,0%

nd 20 11,0%

Rv0112-Rv0115 N 170 93,4%
nd 12 6,6%

RV0298-Rv0303 N 162 89,0%
nd 20 11.0%

RV0323c-Rv0331 N 140 76,9%
nd 42 23,1%

RvV0347-Rv0349 N 152 83,5%
nd 30 16,5%

RV0595¢-Rv0614 N 168 92.3%
nd 14 7.7%

RV0628¢ N 163 89,6%

nd 19 10,4%

RV0656c-Rv0666 N 135 74,2%
nd 47 25.8%

RV0739-Rv0750 N 135 74,2%
nd 47 25.8%

RV0986-Rv0989¢ N 170 93,4%
nd 12 6.6%

RV1184c N 152 83,5%

nd 30 16,5%

RV1344 N 152 83,5%

nd 30 16,5%

RV135] N 140 76,9%

nd 42 23,1%

Rv1397c-Rv1398¢c N 124 68,1%

nd 58 31.9%
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RV1424c N 150 82,4%
nd 32 17,6%

Rv1439¢C N 149 81.8%
nd 33 18,2%

RV1499 N 150 82,4%

nd 32 17,6%

Rv2084-Rv2088 N 139 76,4%
nd 43 23,6%

Rv2159¢-Rv2161c N 148 81,3%
nd 34 18,7%

RV2290 N 163 89,6%

nd 19 10,4%

Rv2302-Rv2312 N 167 91.8%
nd 15 8,2%

RV2730 N 144 79.1%

nd 38 20,9%

RV2742¢ N 166 91.2%
nd 16 8,8%

Rv2871-Rv2872 N 160 87.9%

nd 22 12.1%

RV2929 N 160 87.9%

nd 22 12.1%

Rv2954¢-Rv2961 N 158 86,8%

nd 24 13,2%

RV3098c N 162 89.0%

nd 20 11,0%

Rv3173c-Rv3191c N 135 74,2%

nd 47 25.8%

RV3466 N 163 89,6%

nd 19 10,4%

RV3528c N 161 88 5%
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nd 21 11.5%
Rv3749¢c-Rv3751 N 164 90.1%
nd 18 9.9%

N= GEI non polymorphes
nd= non déterminé (Pas de bande PCR observé apigstion de plusieurs conditions PCR)
Freg= frequence

I1.3.2. Les ilots génomiques polymorphes dans les souches cliniques

Aprés comparaison avec les ilots génomiques de H37Rv, 13 des ilots criblés dans les
souches cliniques sont retrouvés avec des amplicons de tailles différentes. Ces amplicons de
différentes tailles correspondent a des délétions ou des insertions de nucléotides dans les

flots génomiques (Figure 28).

Sur les 13 flots polymorphes, une insertion d’environ 1,5 kb de nucléotides a été
observée sur 10 flots. Des délétions sont observées pour 5 des 13 ilots polymorphes. Parmi
les cing flots délétés, certains semblent avoir été complétement délétés car on ne retrouve
plus que la taille des régions flanquantes a ces ilots. Tel est le cas de I'llot Rv0836¢c-Rv0837c¢
ou de l'llot Rv1572c-Rv1588c contenant les génes codant pour le prophage PhiRv1. Pour la
région Rv3108c-Rv3126¢c, une délétion partielle est par contre observée. Dans cet filot, la
taille des amplicons passe en effet de 15,1 kb a 6,5 kb chez certaines souches. Enfin, pour
les flots Rv0836¢c-Rv0837c et Rv0893c-Rv0895, selon les souches, des insertions et des
délétions de nucléotides peuvent étre observées (Tableau 10).

La fréquence d’apparition du polymorphisme dans chacun de ces 13 flots est variable.
Pour certains de ces flots, le polymorphisme n’est retrouvé que trés rarement. En effet,
dans 5 de ces flots, chacun des polymorphismes n’est retrouvé que dans des souches
uniques. Tel est le cas de la délétion retrouvée sur I'flot Rv0836¢c-Rv0837c, de l'insertion
observée sur I'flot Rv0893c-Rv0895, ainsi que du polymorphisme observé sur les flots
Rv1041c-Rv1055, Rv1089A-Rvi090 et Rv2267c-Rv2269c. Le polymorphisme le plus
fréguemment observé est la diminution de la taille des amplicons observée au niveau de la
région Rv1572c-Rv1588c ou sont retrouvés les genes codant pour le prophage PhiRvl. Ce
polymorphisme est observé chez la moitié des souches criblées dans cette étude.

Afin de vérifier I'’éventuelle présence des genes codant pour le prophage PhiRv1

ailleurs dans le génome, une région interne de PhiRvl a été amplifiée a partir d’amorces
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spécifiques du prophage. Ainsi, il a été confirmé que la plupart des souches cliniques
étudiées ont perdu les geénes codant pour le prophage PhiRvl. Cependant, la présence
d’amplicons a partir d’amorces internes au prophage PhiRv1 indique que chez 7,1% de ces
souches polymorphes au niveau de la région Rv1572c-Rv1588c, les génes codant pour le

prophage PhiRv1 sont placés ailleurs dans le génome par comparaison a H37Ruv.

Figure 28. Gels d’agarose montrant des amplicons d’ilots génomiques obtenus a
partir d’ADN génomiques de souches cliniques de MTBC. (A) Amplicons de GEI
obtenus par PCR multiplexB) Vérification des polymorphismes par PCR simplgX) Gels
montrant les différents types de polymorphisme’itte Rv0836¢c-Rv0837c. Les isolats cliniques
sont nommés a partir du type de souche et de leuéro ST.
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C)

Rv0836¢c-Rv0837¢

Mith LAMN_ 59
Mith T 1214
ith LAMAE2
it LAM_ 59
With LAM 1525
it X119
’Mtb H37Ry
MNeg Control

Mt ND

10 Kb
4 Kb
3 Kb

2Kb
1 Kb

0.8Kb

Tableau 10. Description des ilots génomiques polymorphes et des familles de
souches dans lesquelles elles sont observées (par comparaison a H37Rv)

Taille Amplicon n. Freq FAMILLE SPOLIGOTYPE
GEI H37Rv observé souche %
D_1,2 kb 1 0,5% X-119
Exgggsz 4009 bp 15,2 kb 7 3,8% LAM(162; 59; 1525)
N 130 71,4%
nd 44 24,2%
RV0893c- D_2 kb 2 1,1% EAI-7, H-273
Rv0895 4481 bp -6 Kb 1 0,5% H-1678
N 167 91,8%
Nd 12 6,6%
Rv1041c- I1_8,75 kb 1 0,5% H-50
Rv1055 6199 bp N 169  92,9%
Nd 12 6,6%
Rv1089A- D_3,8 kb 1 0,5% ND
Rv1090 4804 bp N 151  83,0%
nd 30 16,5%
I_2,5kb 20 11,0% H(50 ;273 ;47 ;62 ;1678),
U-46,EAI-1062, T-28
RV1356¢c 1597 bp N 119 65,4%
23,60
nd 43 %
Rv1572c- 11101 D 78 42,9% BEIJ1, BoviBCG-482, CAS(24;16),
Rv1588c bp EAI(109;10;11), H(50 ;62 ;1678),
LAM(162 ;9 ;74 ;136 ;1525), S-34
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T(53 ;52 ;65 ;174 ;118 ;1214 ;136 ;156
;17 ;13 ;15 ;
1672), U (46 ;1904), X-302
T 13 7,1% X(336;119),
H(50;62),
U-46,
T(73;86;156,1679)
N 76  41,8%
nd 15 8,2%
RV1805c I 2,1kb 5 2,7% Beij-1, LAM-162, CAS-26
790 bp N 136  74,7%
nd 41 22,5%
RvV2734- 1.3,8kb 10 5,5% MANU-54, CAS(16;21;26;1675)
Rv2735c 2488 bp N 131 72,0%
nd 41 22,5%
Rv2267c- I_5kb 1 0,5% T-65
Rv2269c 3563 bp N 140  76,9%
nd 41 22,5%
I_10,5kb 25 13,7% EAI(6;18;109;1062)
H(47;50;62;1678)
T(28;53;78;118;242;1332)
Rv2336- 9465 U-46
Rv2339
N 68 37,4%
nd 89  48,9%
Rv2491- I_4,1kb 2 1,1% LAM-162
Rv2494 2326 bp N 149  81,9%
nd 31 17,0%
Rv3108- 16352 D_6,5 kb 2 1,1% LAM-162
Rv3126¢ bp N 133 73,1%
nd 47 25,8%
Rv3376- I_4,3kb 4 2,2% LAM-61
Rv3378c 3284 bp N 137 75,3%
nd 41 22,5%

N= GEI non polymorphes , nd= non déterminé (Pasadele PCR observé apres utilisation de plusieurditons
PCR), Freq= frequence, D= deleté, = Présenceatlios
T= localisé allleurs dans le génome
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I1.4. Caractérisation des ilots génomiques polymorphes par séquencage

I1.4.1. Les insertions dans les ilots génomiques

Le séquencage des flots génomiques présentant une augmentation de la taille des
amplicons a montré l'insertion d'IS6110 dans ces ilots (Tableau 11, Figure 29). Les IS
observées peuvent étre insérées soit de maniére intra-génique, altérant directement les
genes touchés (comme dans le cas des génes Rv2267c, Rv2735c ou Rv2336) ou de maniére
inter-génique, s’insérant entre 2 genes, comme dans le cas de Rv2491-Rv2494 ou Rv1804c-
Rv1805c (Figure 29). Le séquencage des régions ou sont insérées les IS dans lilot
Rv1804c-Rv1805c montre différents sites d’insertions selon les souches. En effet, I'IS a été
localisée a la fois a 1339 pb en amont du géne Rv1805c et a 168 pb en amont de Rv1805c¢
selon les souches (Figure 29). Dans les 2 cas, I'IS est insérée entre les genes Rv1804c et
Rv1805c.

Dans tous les cas observés ici, la présence d'IS semble affecter la phase de lecture

des génes voisins, étant donné que ces derniers semblent pour la plupart étre exprimés en

opérons  (prédit par http://www.microbesonline.org/operons/gnc83332.named et
http://operondb.cdcb.umd.edu) (Figure 29B).

Les fonctions potentielles des génes composant les flots affectés par les IS ont été

recherchées sur Tuberculist Pasteur (http://genolist.pasteur.fr/tuberculist). Ainsi,

I’expression de la plupart des génes retrouvés dans ces ilots varieraient selon les conditions
du milieu de culture in vitro (cas de Rv0836c¢c-Rv0837c, Rv1804c-Rv1805c, Rv2336-Rv2339
et Rv2267c-Rv2269) ou dans un milieu intracellulaire, comme le cas de lllot Rv3376¢c-
Rv3378c (Tableau 12).
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Figure 29. Représentation schématique des séquences d’flotsnggiques polymorphes. (A)
Insertion intragénique d'BL10 dans deux GEI différents. (B) Insertion intergémiqd’1S611Q Les
points d’insertion de I'lS dans I'llot Rv1805c vamt selon la souche séquencée. (C) Déletion d'lot
génomique. Les schémas ont été dessinés sur LinBasteur. La regle donne la localisation selon le
génome de H37Ruv.
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Tableau 11. Description des différents polymorphismes observés au niveau des
flots génomiqes. D= deletion, I= insertion, Dep= localisation ailleurs dans le

génome par comparaison a H37Rv

Taille des Tailles
GEI GEI dans approximatives Observations
H37Rv observées
Rv0836c-Rv0837c 1,8 kb Délétion de la position 931208 a
D_1,2 kb 933819
I 52kb
Rv0893c-Rv0895 4 kb D_2 kb
I_6kb
Rv1041c-Rv1055 12,8 kb I1_8,75 kb
Rv1089A-Rv1090 4,8 kb D_3,8 kb
RV1356¢ 0,6 kb I 2,5kb
_ Délétion de la position 1779276
Rv1572c-Rv1588c 10,6 kb D totale 3 1788526
De Déplacement vers la position
P 3870803 - 3879990
IS6110 en amont du géne
RV1805c 0,3 kb [.2,1kb Rv1805c aux positions 2047368
et 2047519
) IS6110 dans le géne Rv2735c a
Rv2734-Rv2735c 1,7 kb I 3,8kb la position 3048409
) IS6110 dans le géne Rv2267c a
Rv2267c-Rv2269c 3 kb I 5kb la position 2541734
I1S6110 dans le géne Rv2336 a la
Rv2336-Rv2339 6,7 kb I_10,5kb position 2610865
Rv2491-Rv2494 2,1 kb 1. 4,1kb Vérifié par PCR
) Délétion partielle de nucléotides
Rv3108-Rv3126c 15,1 kb D_6,5 kb décrite par Becq et al., 2007
Rv3376-Rv3378c 3,1 kb 1. 4,3kb
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I1.4.2. Les délétions dans les ilots génomiques

Des délétions d'llots observées par PCR ont aussi été confirmées par le séquengage.
Outre les flots qui ont des génes dont les expressions varient selon les conditions du milieu
(Rv0836¢c-Rv0893c, Rv1572c-Rv1588c), les autres filots, ou des délétions ont été
retrouvées, possédent des génes intervenant dans des voies métaboliques comme Rv0893c-
Rv0895, Rv1089A-Rv1090 ou Rv3108c-Rv3126¢ (Tableau 12).

I1.5. Polymorphisme des GEI et association avec les familles de spoligotypes

des souches cliniques

Pour étudier le lien entre les transferts horizontaux et la diversité génétique des
souches MTBC, la répartition des ilots génomiques polymorphes dans les différentes familles

spoligotypes des souches cliniques a été étudiée.

I1.5.1. Délétion d’ilots génomiques dans les familles spoligotypes de

souches

Les ilots génomiques portant des délétions ont été analysés selon les familles de

spoligotypes.

Délétions d’7lots chez des souches cliniques isolées. Par comparaison avec les flots
génomiques de H37Rv, la plupart des ilots génomiques avec des délétions de nucléotides se
retrouve dans des souches isolées. Chez une souche clinique unique ayant un profil
spoligotype inconnu dans la base de données SITVIT, I'llot Rv1089A-Rv1090 (codant pour
des enzymes entrant dans la composition de cellulases/endoglucanases) est retrouvé
délété. La région Rv0893c-Rv0895 est aussi délétée chez 2 souches cliniques distinctes qui

appartiennent respectivement aux familles spoligotypes EAI ST17 et Haarlem ST273.

Polymorphisme au niveau de [flot Rv1572c-RV1588c (Tableau 13). Le type de
polymorphisme le plus fréguemment observé au niveau des GEI spécifiques des MTBC est la
délétion des génes du prophage PhiRvl dans l'flot Rvi572c-RV1588c. La présence de

polymorphisme observé sur les génes PhiRvl du locus Rv1572c-Rvi588c semble étre
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globalement associée a la famille des souches. Cependant, pour certains profils
spoligotypes, différentes formes de I'llot Rv1572c-Rv1588c peuvent étre retrouvées chez un
méme ST. Les génes PhiRvl peuvent y étre soit intacts, soit complétement délétés
indépendamment du profil spoligotype.

Par comparaison avec la souche H37Rv, les souches « modernes » avec un flot
Rv1572c-RV1588c polymorphe sont significativement plus nombreuses par comparaison aux
souches avec un spoligotype « ancestral » (p= 0,034). Par contre, la proportion d‘ilot
Rv1572c-RV1588c polymorphe est significativement plus importante chez les souches

« modernes 1 » par comparaison avec les souches « modernes 2 » (p=0,009).

I1.5.2. Association de l'insertion d'IS6110 dans les GEI avec les familles de

spoligotypes des souches cliniques

La présence d’ilots génomiques portant des insertions de nucléotides a été étudiée en
fonction du spoligotype des souches cliniques. La présence d'IS dans les ilots génomiques
étudiés peut étre soit observée dans des souches isolées, soit associée a des familles de

souches (Tableau 14).

a) Les ilots avec IS insérée retrouvées dans des souches isolées

Pour certains flots génomiques, la présence d’'IS n’est retrouvée que chez des souches
isolées. Tel est le cas chez une unique souche avec un profil Haarlem ST678 ou une IS est
observée au niveau l'ilot génomique Rv0893c-Rv0895. De méme pour I'IS dans Iilot
Rv1041c qui n'a été observée que dans une souche Haarlem ST50 ou I'IS dans llot
Rv2267c-Rv2269c, observée dans une souche T ST65.

b) Les ilots avec IS insérée retrouvées dans des familles particuliéres de
souches

- IS dans lilot Rv0836¢c-Rv0837c de souches LAM : la présence d’IS dans llot
Rv0836¢c-Rv0837c est associée aux souches avec un profil LAM (p<0,001). En effet, une IS
est présente dans l'llot pour les isolats cliniques LAM ST162 (n=2), ST59 (n=4) et LAM
ST1525 (n=1). Cependant, dans les souches LAM ST61 (n=3), ST74 (n=6), ST12 (n=1) et
ST136 (n=1), I'llot Rv0836¢c-Rv0837c semble intact.
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- IS dans lilot Rv1356¢c de souches U et Haarlem : toutes les souches U (n=7) et

Haarlem (n=11) de I’étude ont une IS dans l'llot Rv1356¢ qui leur est associée (p<0,001).

- IS dans I'llot Rv1805c¢ de certaines souches « modernes » : bien que ce type d'ilot
ne soit pas statistiquement associé aux souches modernes (p>0,05), il a été observé dans
une souche CAS ST26, deux souches LAM ST162 et dans 2 souches Beijing ST1. Le
séquencage des régions olU sont insérées les IS dans I'llot montre que chez les deux
souches du type LAM, I'IS est localisée a 1339 pb en amont du géne Rv1805c alors que chez
les deux souches du type Beijing, cette IS est localisée a 168 pb en amont de Rv1805c
(Figure 29).

- IS dans l'ilot Rv2336-Rv2339 : Ce type de polymorphisme est associé aux souches
EAI (n=10 souches, p<0,001), ainsi qu’aux souches Haarlem (n=6 souches, p=0,0013).
Cependant, quelques souches T (n=8) et une souche U possédent aussi une IS dans I'ilot (p
non significatif). Par ailleurs, malgré le fait que les souches « modern 2 » ont un nombre
plus élevé de souches possédant une IS dans lllot, ce type de polymorphisme est
statistiguement associé aux souches anciennes (p<0,05). L'llot Rv2336-Rv2339 des souches

Beijing, M. bovis, CAS, LAM, U ou X semble conservé par comparaison a H37Rv.

- IS dans l'ilot Rv2491-Rv2494 dans les souches LAM9 ST162 : |la présence d’'IS dans
Ilot Rv2491-Rv2494 a été uniquement observée dans 2 souches LAM9 ST162.

- IS dans lllot Rv2734-Rv2735c des souches CAS : la présence d’IS dans lilot
Rv2734-Rv2735c est observée dans les souches avec un profil CAS (n=9, p<0,05)
regroupant 4 ST différents. Bien que ce type de polymorphisme de l|'llot Rv2734-Rv2735¢c
soit statistiquement associé aux souches « modern 1 » (p<0,001), il a aussi été observé
dans une souche du type MANU ST 54.

- IS dans lilot Rv3376-Rv3378 de souches LAM : la présence d’IS dans l'llot Rv3376-
Rv3378 est observée dans les souches LAM (p<0,001), en particulier celles avec un profil
ST61 (n=4).

Tandis que la plupart des délétions au niveau des GEI sont relativement peu
fréequentes dans les familles d’isolats cliniques étudiées, la présence d’'IS dans les flots
semble par contre plus fréquente et plus spécifiguement associée aux familles de
spoligotype des souches cliniques. Ainsi, il semble que la présence d’'IS dans certains filots
génomiques soit plus fréquemment observée chez des familles spécifiques de profils

spoligotypes dont la plupart sont associées a des groupes de souches modernes suggérant
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un réle du polymorphisme des régions acquises par transferts horizontaux dans I’évolution
des souches MTBC.

I1.6. Association du polymorphisme des GEI-spécifiques de MTBC avec le

schéma évolutif des familles de souches

Afin d’étudier la corrélation entre le polymorphisme des régions potentiellement
acquises par les transferts horizontaux et la diversité génétique ainsi que le processus
évolutif des familles de souches MTBC, le polymorphisme global des ilot génomiques dans
chaque famille de souche a été recherché. Ainsi, le polymorphisme des GEI-spécifiques des
MTBC est significativement plus élevé dans les souches Haarlem, LAM et Beijing (p<0,05,
Tableau 15). Par contre, les ilots génomiques sont statistiquement plus conservés pour les
souches T et M. bovis (p<0,05).

Pour pouvoir comparer le niveau de polymorphisme des flots génomiques entre les
différentes familles de souches, le taux global de polymorphisme des GEI spécifiques des
MTBC a été déterminé dans chaque famille spoligotype. Ainsi, dans chaque famille de

souches, le rapport suivant a été calculé:

Nombre de GEI-MTBC polymorphes
Nombre de GEI-MTBC criblés

Ce taux a ensuite été comparé entre les différentes familles de souches.

Le calcul du taux de GEI polymorphes dans chaque famille de souches indique une
variation du taux de polymorphisme des GEI en fonction des familles de souches (Tableau
16). En effet, la majorité des souches Haarlem, LAM, CAS, X, U et Beijing possédent un taux
élevé de GEI-spécifiques des MTBC polymorphes. Les souches T, EAI et M. bovis ont leurs
GEI-spécifiques des MTBC plus conservés par comparaison a H37Rv. Les souches cliniques
avec le nombre d’ilots génomiques polymorphes le plus élevé sont celles avec le profil LAM9
ST162 (n=2). Dans ces souches ST162, 5 ilots génomiques sont différents de ceux de
H37Rv (IS dans les flots Rv0836¢c-Rv0837c, Rv1805c et Rv2491-Rv2494, délétion compléte
des génes du prophage PhiRv1, délétion partielle de I'llot Rv3108c-Rv3126c).
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Pour affiner le lien trouvé entre le polymorphisme des flots génomiques spécifiques
des MTBC et la diversité du locus DR des souches cliniques, les familles de profils
spoligotypes ont été groupées selon des schémas évolutifs préétablis des familles de
souches MTBC (Gagneux et al. 2006, Arnold 2007 ). En classant les taux de polymorphisme
des filots génomiques de chaque famille dans un ordre croissant, on constate une

concordance avec ces schémas évolutifs préétablis des souches MTBC (Figure 30).

En assignant une valeur croissante aux familles de souches selon leur ordre
d’apparition théorique, nos observations montrent une corrélation entre le taux d'llots
génomiques polymorphes et le schéma évolutif des familles MTBC. Ce taux d‘llots
génomiques polymorphes est statistiquement différent d’une famille de souches a une autre
(p<0,0001 selon le test de Kruskal-Wallis). En effet, d'abord, le taux de GEI polymorphes le
plus faible est observé dans les souches M. bovis (0,75% de GEI polymorphes), puis ce taux
de polymorphisme augmente dans les groupes de familles de souches. Cette augmentation
du taux de polymorphisme est observée respectivement dans les souches « non définies »
T, puis dans les souches ancestrales EAI, les souches « modernes 1 » (CAS et Beijing) et les
souches « modernes 2 » (les souches X, LAM, U et Haarlem). Pour ces derniers groupes de
familles de souches, le taux de GEI polymorphes retrouvé est d’environ 6,2 % (Figure 30 et
Figure 31).

L'ordre d’agencement des spacers polymorphes du locus DR a aussi contribué a
générer les schémas évolutifs des MBTC. Afin de voir si les liens observés entre
I'augmentation du taux de polymorphisme des ilots génomiques spécifiques des MTBC et les
groupes évolutifs de familles de souches sont aussi retrouvés au niveau du locus DR, le taux
global de polymorphisme des spacers observé par spoligotyping a été déterminé puis
comparé entre chaque famille de souches. Ainsi, contrairement a |'ordre d’agencement des
spacers, le taux global de polymorphisme des spacers du locus DR (calculé a partir de
I'absence de spacers) entre les différentes familles de souches ne concorde pas avec le
schéma évolutif des MTBC (Figure 32).

L'évolution des souches MTBC semble étre associée a une augmentation du taux du
polymorphisme global des ilots génomiques spécifiques. Les familles de souches avec des
profils spoligotypes « modernes » semblent avoir plus d’llot génomiques polymorphes.
Cependant, au niveau du locus DR, le taux de polymorphisme global des spacers ne refléte

pas le schéma évolutif proposé pour les MTBC.
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Figure 30. Courbes représentant le taux de polymorphisme des ilots génomiques
criblés en fonction de la famille de spoligotype des souches cliniques MTBC.
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Figure 31. Représentation de I’arbre phylogénétique proposé pour les MTBC et des
flots génétiques polymorphes. L'arbre montre le polymorphisme du locus DR et de
celui des GEI et repose sur le schéma évolutif proposé par Arnold et al., 2007 et

Brosch et al., 2002.
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A Sp 4043 absents

B Sp 29-32, 34 Absents
C Sp 34 Absent

D Sp 33 Absent
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Figure 32. Courbe représentant le taux de polymorphisme des spacers du locus DR
typés par spoligotypage en fonction de la famille des souches cliniques MTBC.
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I1.7. Association entre le polymorphisme des GEI et celui de chaque spacer
dans le locus DR

L'augmentation du taux d’llots génomiques polymorphes avec I’évolution des familles
spoligotypes des souches n’est pas observée sur les spoligotypes du locus DR. Afin d’étudier

la corrélation entre le polymorphisme des flots génomiques et celui des spacers du locus DR,
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les spacers associés aux GEI les plus polymorphes ont été recherchés. Ainsi, la fréquence du
polymorphisme de chacun des 43 spacers utilisés dans le spoligotypage a été comparée

selon le polymorphisme des flots génomiques par des tests statistiques.

I1.7.1. Etude de l'association entre la présence des génes PhiRvl et le

polymorphisme des spacers dans les familles de spoligotypes

Les séquences CRISPR, dont le locus DR fait partie, ont pour particularité d'étre
constituées de nucléotides provenant pour la plupart de bactériophages. La corrélation entre
le polymorphisme des spacers du locus DR et celui observé sur les génes du prophage
PhiRv1 de IMlot Rv1572c-RV1588c a donc d’abord été étudiée ici.

La comparaison du polymorphisme des spacers entre souches cliniques avec et sans
génes PhiRv1 a été réalisée a l'intérieur de chaque famille de spoligotype.

Ainsi, I'absence de génes du prophage PhiRv1l chez certaines familles de souches est
accompagnée par la délétion de spacers au niveau du locus DR. En effet, pour les souches
LAM, la fréquence de la présence de chacun des 43 spacers entre souches possédant les
genes PhiRvl (n=5) et celles qui n‘en ont pas (n=15) montre une différence significative
pour les fréquences du spacer 21 (p<0,001), du spacer 22 (p<0,001), du spacer 25
(p=0,023), 27 (p=0,0054), 28 (p=0,0054) et du spacer 29 (p=0,0054) (Figure 33A). Ces
spacers sont moins fréquemment présents dans le génome des souches LAM ou les génes
PhirRv1 ont été délétés.

Pour la famille T criblée (n=56), les spacers 9 (p<0,001), 10 (p<0,001) et 11
(p<0,001) sont moins présents dans les souches ou les géenes des prophages PhiRv1 ont été
délétés (n=19). Cependant, chez les souches T les spacers 40 (p=0,01) et 41 (p=0,045)

sont plus fréquents dans les spoligotypes des souches T sans génes PhiRv1 (Figure 33B).

Nos observations montrent donc que le polymorphisme retrouvé sur I'llot Rv1572c-

Rv1588c est associé a celui de certains spacers du locus DR.
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Figure 33. Représentation de la variation de la fréquence des spacers du locus DR

en fonction du polymorphisme des génes PhiRv1l de I'illot Rv1572c-Rv1588c. (A)
Comparaison des spoligotypes des souches LAM dalpnésence ou non des genes du phage
PhiRv1. B) Comparaison des spoligotypes des souches T kefiésence ou non des genes du
phage PhiRv1. Les doubles fleches rouges indigesrdifférences statistiquement significatives
(p<0,05). Les représentations ont été généréesta gas spoligotypes sur weblogo.edu. N=
Présence du spacer ; O = absence du spacer.
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Spoligotype des souches T avec les g&eRv1
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I1.7.2. Etude de l’association entre la présence des IS dans les ilots

génomiques et celui des spacers dans les familles de spoligotypes

En plus des délétions de spacers, des insertions d'IS dans les spacers sont impliquées
dans la diversité du locus DR. Les éventuelles corrélations entre spoligotype et la présence
d’'IS dans les GEI ont été étudiées dans chaque famille de souches.

Ainsi, au sein des souches LAM, les spoligotypes ont été comparés entre souches
possédant une IS dans Illot Rv0836¢c-Rv0837c (n=7) et celles qui en sont dépourvues
(n=11). Ainsi, les fréquences de trois spacers sont significativement différentes entre les
deux groupes. Les spacers 25 et 26 sont significativement plus fréquents chez les souches
LAM ol une IS est présente dans l'llot Rv0836¢c-Rv0837c (n=7 sur 7 souches avec IS ;
p<0,001 et 0,0087 respectivement), alors que le spacer 30 est plus fréquent chez les
souches LAM avec une Rv0836¢c-Rv0837c conservée (n=11 souches LAM criblées sans IS,
p=0,0057) (Figure 34A).
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Concernant I'flot Rvi356c, la présence d'IS dans lllot est principalement observée
dans les souches U et Haarlem. Les souches de la famille Haarlem sont caractérisées par
I'absence des spacers 31, 33 et 36, alors que les souches U n’ont pas les spacers 31 a 43.
En tenant compte de cette différence dans I'alignement des spoligotypes des souches des 2
familles, il semble que le spacer 15 soit significativement plus fréquent chez les souches U
et Haarlem ayant une IS dans Illot Rvi356¢ (n=21/21 souches avec IS ; p=0,027 (Figure
34 B).

Par ailleurs, la comparaison des souches T avec une IS dans la région Rv2336-Rv2339
et celles dont I'llot n‘en posséde pas, montre que les spacers 3 (n=5 souches sur 8 avec IS ;
p=0,009298) , 38 (n=6 souches sur 8 avec IS ; p=0,008361) et 39 (n=6 souches sur 8
avec IS ; p=0,008361) sont plus fréquemment présents dans les souches T avec une IS
dans la région Rv2336-Rv2339 (Figure 34C).

Le locus DR et les iflot génomiques auraient été tous deux acquis par des transferts
horizontaux. Le polymorphisme observé sur certains spacers caractérisant des familles de
spoligotypes est aussi associé aux délétions et insertions d’IS observées au niveau de
certains flots génomiques. Nos résultats montrent que les polymorphismes observés sur les
flots génomiques spécifiques des MTBC sont associés a ceux retrouvés sur certains spacers

du locus DR.

132



Résultats expérimentaux

Figure 34. Représentation de la variation de la fréquence des spacers du locus DR
obtenu par spoligotyping en fonction de la présence d’'IS dans les ilots
génomiques. (A) Comparaison des spoligotypes des souches LAM dal@nésence ou non
d’'IS dans IMlot Rv0836¢-rv0837.c(B) Comparaison des spoligotypes des souches selon la
présence ou non d’lIS dans I'l&v1356¢ (C) Comparaison des spoligotypes des souches T
selon la présence ou non d'lS dans I'b12336-Rv233%es doubles fleches rouges indiquent
les différences statistiqguement significatives (#8). Les représentations ont été géenérées a
partir des spoligotypes sur weblogo.edu. N= Présehcspacer ; O = absence du spacer ; T=
non déterming.
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I1.8. Fonctions des GEI délétés ou altérés par les IS

Les fonctions potentielles des GEI altérés ont été recherchées a partir de Tuberculist

(http://genolist.pasteur.fr/tuberculist). La plupart des genes affectés par les

polymorphismes ne sont pas essentiels pour la croissance des bactéries. Les GEI
polymorphes sont pour la plupart impliqués dans |'adaptation de la bactérie aux conditions
de I'environnement (Tableau 12). Certains de ces GEI ont les caractéristiques des flots de
pathogénicité avec des geénes de virulence comme I'flot Rv2336-Rv2339. L'expression du
gene Rv2336 est en effet diminuée chez une souche avirulente de M. tuberculosis, H37Ra
(Rindi et al. 2009). D’autres filots seraient impliqués dans la survie des bactéries dans la
cellule-héte alors que d’‘autres sont impliqués dans des voies métaboliques, tels que la

biosynthése de cofacteur molybdiques.

I1.9. Association entre données cliniques des patients et génotype des

souches

Nos précédents résultats (résultats I et Rakotosamimanana et al. 2010 en annexe)
ont montré l'existence d’une corrélation entre réponse IFNy de I'hote et le spoligotype des
souches cliniques infectantes. Les corrélations éventuelles entre données cliniques
collectées des patients (dge, sexe, forme de tuberculose, issue des traitements anti-
tuberculeux, etc...cf tableau 2 en ANNEXE) et génotype des souches ont aussi été analysées
ici.

Le génotype des souches (aussi bien au niveau du polymorphisme des filots
génomiques que du spoligotype) ne semble présenter aucune corrélation ni avec I'age des
patients, ni la forme clinique de la tuberculose (pulmonaire ou extrapulmonaire). Par contre,
le nombre de patients masculins infectés par des souches de la famille CAS (n=11) est plus
importante que celui des sujets féminins (n=2 ; p=0,016). Etant donné que les souches de
la famille CAS ont une IS dans Illot Rv2734-Rv2735, les mémes proportions sont observées

en analysant le polymorphisme de I'llot selon le sexe des patients (p= 0,026).
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Tableau 12. Liste des fonctions possibles des ilots polymorphes selon les génes qui
les composent.

llot génomique
polymorphe

Observations

Essentiel ou
non pour la
croissansse

Prediction OPERON

de MTBC
{E/NE}
Rv0836c-Rv0837c surexprimeé en miliew appauvri 0s2 836 c-Rv0337 ¢
Fossible
Rv893c-Rv0895 Famille de génes LuxR T2
IS5 LIKE-2 TRANSPOSASE surexprimeé en milieu appauvri Rw1041c-Row1 0420
Rv1045: Mécessaire pour la survie dans P (14 4Pt 045
les macrophages de souris
Rv1041c-Rv1055 identifié dans les filtrats de culture de | 0/ 13 (SNDY
M. tubercuiosis H37RY Fe1084-Fv1 055
PROBAELE INTEGRASE surexprimeé suite a In?xp05|t|nn a de
hautes températures
Rv1089ARv1090 endoglucanase 041 (1ND) Ryw1090-Ryv1091
endoglucanase
Rw1356¢c surexptime en milieu appauvri 0s1 Rv1356c-1357c
Rw1439¢ 041 Rv1439c-Fvld4d1c
) Rw1585c: transcription reprimée dans
Genes FProphage PhiRvl . - Fw1879c-Fw1 580
de faibles pH du milieu
Rw1587c: expression plus faible chez
REF13E12 H37Rv dans un milieu dépourvu de Fw1582c-Rw1 6830
g2+ MWE (Tsalaki
Rv1572c-Rw1588¢ ot al) Rl 5830-Rv] 524C
Rw1685c-Ryv1 6860
Rw1587c-Rw1588c
RV1805¢ expression plus élevée dans milieu 0/1 Rl B04 18050
dépourvu de Mg+
. Rv2336: Diminution de Mexpression
virulence dans HI7Ea Rl 335-Rvd 336
Rv2336-Rv2339 , 143 Fu2337 -3/ 38
Biosynthése du cofacteur
MOLYEDORPTEMLUIM
Transport d'acides gras
Rv2734 Rv2735¢ 0/2 P27 3de-27d5¢

Rv2735c-Rech Reck

surexprimé en milieu appauvri

Rv2267 c-2268c

Rwv2267c-Rv2269¢c CYTOCHROMES P450 surexprimé en milieu appauyri 172 Rl 267 c-2269:
surexprimeé en milieu appauyri
R 491 - Rz 492
Rv2491-Rv2494 - 072 (2 NDy | Y2493 Rw2494
Antitoxine
Domaine Pili-M-terminale
Rw3109-R+3110
Biosynthése du cofacteur
MOLYEDOPTENUM RITTO0-RETT
POSSIELE
PHOSEHATASE Rwd111-Rv3112
FROBABLE Dininution de 'expression en miliey
TRAMSPOSASE appauvti RY3TT7-R3TT8
R3119-Rw3120
SULFOTRANSFERASE
RVI0BC.rv3126¢ Rv3118: Mécessaire pour la survie dans 475 (2NDY
les macrophages de souris
Rv3115: Diminution de Mexpression en
rmiliey appauyri
Rv3126: gene induit par Thypoxie
PROBAELE
CY¥TOCHROME P45S0
Frotéine de régulation de
la transcription
Pratéilne PPE
gene induit par I'hypoxie
Mécessaire pour la survie dans les
RV3376 Rv3378c o ooIDLE CYCLASE macrophages 0/2 (1 ND)  Re3377c-Rv3a3vac
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Tableau 13. Polymorphisme de l'ilot Rv1572c-Rv1588c selon les familles de

souches.
Groupe Famille | Absence de PhiRvl| Présence de PhiRylDéplacement
PhiRv1
Beijing | ST1
Modernel chs ST16 ST21
ST24 ST26
ST50 ST50 ST50
Haarlem | ST62 ST273
ST1678
ST46 ST46
U ST237
ST1904
Moderne2 X ST302 ST119
ST336
ST59 ST61
ST74
LAM ST136
ST162
ST1525
ST52 ST37 ST73
ST53 ST40 ST78
ST65 ST53 ST86
ST118 ST73 ST1679
ST136 ST78
ST156 ST86
Mol\fl'zlr_”ez T |sTi7a ST102
défini ST1214 ST154
ST171
ST242
ST1214
ST1332
ST1679
ST8 ST109
Ancient EAI ST10 ST1062
ST109 ST1676
M. bovis M. bovis | ST482
BCG ST1673
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Tableau 14. Présence d'IS dans les ilots génomiques en fonction des familles de

souches.
Groupe | Famille | Foer® | Ross | | | o | meres | Rvars
Beijing ST1
ST26 ST16
Modernel CAs ST21
ST26
ST1675
ST678 ST47 ST47
ST50 ST50
Haarlem ST62 ST62
ST273 ST1678
ST1678
Moderne2 U ST46 ST46
ST237
X
ST162 ST162 ST61
LAM ST59
ST1525
ST28 ST28
Moderne2 ST33
Mal- T ST118
défini ST242
ST1332
ST1062 ST6
ST18
Ancient EA ST109
ST1062
MANU ST54
M.
M. bovis bovis
BCG
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Tableau 15. Association du polymorphisme des ilots génomiques avec les familles
spoligotypes des souches cliniques. Les différences significatives (p< 0,05 par
Chi2) sont affichées en rouge.

Famille p . o
spoligotype Résultat criblage GEI = Total /o Valeur p
Conservé Polymorphe Conservé Polymorphe
H H 0 12 12 0 100
non H 36 89 125 29 71 0,035868
u 1 7 8 13 88
437
v non U 53 115 168 32 68 0,437698
LAM LAM 2 19 21 10 90 0,04678
non LAM 52 103 155 34 66
X 0 4 4 0 100
X 1
non X 54 118 172 31 69 0,313886
Beijing 1 18 19 5 95
Beijing non 0,022584
Beijing 53 104 157 34 66
CAS 2 11 13 15 85
CAS 0,349078
non Cas 52 111 163 32 68 '
EAI EAI 12 21 33 36 64 0,564751
non EAI 42 101 143 29 71
T T 30 28 58 52 48
non T 24 94 118 20 80 0,000047
bovis 6 1 7 86 14
Bovis non
bovis 48 121 169 28 72 0,00505

Tableau 16. Description du taux de polymorphisme des ilots génomiques selon les

familles de spoligotypes des souches. OR= Odds ratio ; IC= Intervalle de
confiance.
Famille GEl %
Spoligotype |polymorphes| GEl criblés | n (souches) |polymorphisme OR 1095% p
Bovis 1 134 7 0, 746268657 1
T 33 2161 5 1,527070801 5.4 0,k 48,6
EAl 3 1073 33 2,143522833 1 1,2 104,0
CAS 12 403 13 2,977667494 a0 2,2 413,7
Beijing 21 682 19 3,0791 78886 108 5,7 2049,3 0,001
X 5 152 4 3,200473684 24 1,1 516,5
LAM 3z 745 21 4,076433121 &0 4,5 797,2
U 13 154 B 5,118110236 48 2,4 953,2
H 29 468 12 £,196581197 77 3,7 1391,4

139




Résultats expérimentaux

I1.10. Discussions

Le spoligotyping, ainsi que d’autres outils moléculaires sont largement utilisés pour
étudier I'évolution et I'épidémiologie des souches du complexe M. tuberculosis. La plupart de
ces outils moléculaires permettent en effet de classer les différentes especes MTBC en
lignées ou familles (Brudey et al. 2006, Gagneux et al. 2006 ). Ces familles de souches
semblent elles-mémes associées a certains phénotypes spécifiques, aux origines et a
I’évolution de la population humaine ainsi qu’aux flux migratoires de ces populations (Hirsh
et al. 2004 , Reed et al. 2004 , Wirth et al. 2008). Alors que le r6le du polymorphisme des
spacers dans la diversité des souches MTBC a été établi, I'association entre ces variations
spécifiques, la localisation géographique des populations hotes et les différents phénotypes
bactériens associés a cette diversité reste méconnue. En 2007, a partir d'études
bioinformatiques paramétriques combinées sur des séquences nucléotidiques atypiques de
génomes disponibles d’espeéces MTBC, Becq et ses collaborateurs ont suggéré une
contribution des flots génomiques acquis par transferts horizontaux a I’évolution des bacilles
tuberculeux (Becqg et al. 2007). Il a été ainsi observé 48 filots génomiques uniquement

présents dans le génome de bactéries MTBC.

Dans la présente étude, la présence des GEI-spécifiques des MTBC a été recherchée
dans un nombre plus important d’isolats cliniques issus de patients tuberculeux par PCR. La
taille des amplicons et les séquences nucléotidiques obtenues ont été ensuite comparées a
celles de H37Rv. Ainsi, la plupart de ces GEI semble étre conservée dans le génome des
souches cliniques soulignant leur importance dans les bactéries MTBC. Cependant, quelques
polymorphismes de grande échelle ont été observés. En effet, des GEI sont partiellement ou
totalement absents de certaines souches et, dans d’autres, une augmentation de la taille
des amplicons correspondant a une transposition d'IS6110 est observée. Des études
ultérieures ont suggéré qu’une partie des génomes des souches actuelles de MTBC
dériveraient de 'assemblage de séquences nucléotidiques provenant de plusieurs épisodes
de transferts horizontaux a partir du pool des souches progénitrices de MTBC (Gutierrez et
al. 2005). Alors que ces observations suggérent que depuis la spéciation des MTBC, les
especes actuelles de bacilles tuberculeux semblent présenter une structure génomique
clonale et hautement conservée, la présence de larges polymorphismes au sein des GEI
observée lors de notre étude semble par contre suggérer un « mouvement » de matériel

génétique a partir de génomes de MTBC.
L'une des hypothéses pour expliquer I'absence de certains GEI serait une acquisition

séquentielle des flots suite a |'apparition des MTBC et que certaines souches n‘ont pas

acquis ces GEI. Les études sur les barrieres contre les transferts horizontaux chez
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Escherichia coli suggerent que la toxicité des génes exogénes serait la principale cause de
leur non acquisition dans le génome récepteur (Sorek et al. 2007). Dans notre étude, la
plupart des ilots génomiques sont présents dans la majorité des souches suggérant que ces
GEI ne sont pas toxiques. L'autre explication sur I'apparition de polymorphismes au sein des
GEI serait la perte progressive de certains flots acquis dans le génome des MTBC. La
délétion de certains de ces GEI ainsi que |'altération de certains flots suite a une insertion
d'IS sont en effet observées. La présence de délétions irreversibles dans le génome des
MTBC a déja été observée et serait impliquée dans les variations phénotypiques ainsi que
dans I'évolution des espéces MTBC (Hirsh et al. 2004, Tsolaki et al. 2004 ). De plus, les
rares recombinaisons génétiques au sein des MTBC suggérent un faible taux de transferts
horizontaux dans les MTBC (Gutierrez et al. 2005). L'extréme rareté des transferts
horizontaux dans les especes MTBC s’expliquerait par le mode de vie intracellulaire de ces
pathogénes qui ne favorise pas beaucoup d’échanges a cause d’une niche écologique close
ol les autres microorganismes, comme les virus ou les autres bactéries, sont quasi
inexistants. De plus, in vitro, les mycobactéries sont en général réfractaires aux
phénoménes de transduction et de transformation (Parsons et al. 1998).

En méme temps, |'observation des génes et des régions délétés par LSP de la
littérature suggere que la plupart de ces séquences délétées sont soit englobées dans des
flots génomiques (spécifiques ou non des MTBC), soit localisées immédiatement a coOté
d’ilots génomiques (Tsolaki et al. 2004 , Becq et al. 2007 , Veyrier et al. 2009). Dans notre
étude, en plus de la présence de délétions au niveau des flots génomiques, la présence d’'IS
modifiant la phase de lecture des genes adjacents a été observée. Il a déja été démontré
que les transpositions d'IS alteraient en effet I'expression des génes ou ils sont insérés (Safi
et al. 2004). Nos observations suggerent que les ilots génomiques constituent I'une des

cibles de ces IS.

Le nombre des GEI altérés (soit par délétion, soit par insertion d'IS) varie avec les
familles de MTBC cliniques générées a partir du spoligotype de ces souches. Une
augmentation du nombre de GEI polymorphes est observée en fonction de la classifcation
des familles des souches étudiées dans le schéma évolutif des MTBC. En effet, lorsque les
différentes familles de souches sont groupées selon les schémas évolutifs préétablis des
MTBC, il semble que la fonction de certains GEI tend a se perdre avec |'évolution des
especes MTBC. Il a été suggéré que l'augmentation du nombre d’IS6110 dans le génome
des mycobactéries leur apportait un avantage sélectif et serait contr6lé par des facteurs
environnementaux, comme le présence de promoteurs adjacents ou par une pression
microaérobie (Ghanekar et al. 1999). Alors que la fonction exacte des IS est peu connue, la
présente étude révele un rble important des IS dans I’'organisation du génome des MTBC. La

présence des IS peut étre liée a I’'évolution de ces souches. Les éléments IS, en particulier
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IS6110, peuvent aussi étre a l'origine de recombinaisons homologues ou peuvent étre des
navettes pour l'acquisition de nouveaux acides nucléiques (Fang et al. 1998). L'une des
limites de notre étude est le fait que le criblage des GEI avec des localisations spécifiques
préétablies dans le génome de H37Rv ne permet pas de savoir si la perte des génes
observée est contrebalancée ailleurs dans le génome suite, par exemple, a 'acquisition de
génes ayant les mémes fonctions ou si d’autres génes ont des fonctions redondantes aux
geénes altérés. Cependant, les réductions génomiques ont été largement observées dans de
nombreuses espéces de bactéries intracellulaires dont M. tuberculosis (Kato-Maeda et al.
2001). L'adaptation d'un organisme a un mode de vie intracellulaire passe par une
“élimination” de génes rendus superflus dont les fonctions peuvent étre remplacées par
celles fournies par I'hGte parasité. Les bactéries pathogénes obligatoires ont en effet
tendance a appliquer un processus de réduction génomique évolutif par la désactivation de
certains génes (Dagan et al. 2006). D’aprés Dagan et ses collaborateurs, la réduction
génomique commencerait par une inactivation des génes superflus en pseudogénes. Les
génes non fonctionnels sont ensuite délétés par des processus neutres comme les
réarrangements génomiques. Alors que les pseudogénes sont souvent issus de mutations
inactivant la fonction de génes, notre étude montre que pour les genes des GEI, les IS
semblent jouer un réle non négligeable dans l'inactivation des fonctions apportées par ces
GEI.

Ces variations dans le génome seraient impliquées dans le mode de vie de ces
bactéries pathogénes dans leur héte (Hacker et al. 2003). Dans leur étude, suite a la
comparaison du génome de 3 especes bactériennes intracellulaires, Dagan et ses
collaborateurs n’ont trouvé aucune regle particuliére régissant les fonctions a désactiver par
I’extinction en masse de génes durant I'évolution réductive, bien que les voies métaboliques
soient un peu plus fréguemment inactivées que les autres fonctions (Dagan et al. 2006).
Notre étude pourrait suggérer que pour les bactéries MTBC, ces réductions génomiques
semblent affecter plus particulierement les régions acquises par transferts horizontaux
(Figure 35).
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Figure 35. Localisation des ilots génomiques polymorphes (cercle extérieur) et
comparaison avec les délétions génomiques observées dans différentes souches
M. tuberculosis par Kato-Maeda et ses collaborateurs en 2001.
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Dans cette étude, les réductions génomiques observées dans les MTBC pourraient
d'abord permettre aux génomes plus petits d’étre plus rapidement répliqués et la non
utilisation de certains génes pourrait économiser de I’énergie en plus pour les bactéries.
Ensuite, l'inactivation de certains génes peut aussi servir aux bactéries pour échapper au
systeme immunitaire de I'h6te. Tel pourrait étre le cas de la délétion de l'llot Rv0836¢-
Rv0837c observé chez une souche unique de la famille X. En effet, cet ilot est flanqué par
les génes IpgQ et IpgR qui composent certaines protéines de surface bactériennes.
Cependant, alors que de récentes observations suggérent que les épitopes des cellules T de
M. tuberculosis seraient hyperconservés, la pression de sélection du systeme immunitaire
de I'n6te pourrait quand méme favoriser I’élimination de certains génes associés aux

antigénes de la membrane cellulaire bactérienne (Malen et al. 2007 , Comas et al. 2010).

Parmi les flots génomiques les plus polymorphes, on retrouve I'llot Rv1572c-Rv1588c
qui contient les génes du prophage PhiRv1 dont le role n’est pas connu. Dans H37Rv, les
génes du phage coupent l'opéron biotine. La biotine est un cofacteur essentiel dans les

activités enzymatiques, en particulier, de la pyruvate deshydrogénase et de la carboxylase.
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Cette derniere enzyme permet d’ajouter une unité acétyl-CoA a une chaine native d’acide
gras (Purushothaman et al. 2008). La délétion ou la délocalisation des genes PhiRvl de
I'opéron biotine pourrait apporter un avantage aux bactéries en améliorant le métabolisme
des acides gras. Par ailleurs, il apparait que dans cette étude, I'analyse du polymorphisme
de la région Rv1572c-Rv1588c (délétion ou non des génes PhiRvl) et la résistance aux
antituberculeux utilisés indique que la proportion des souches résistantes a la streptomycine
et a la rifampicine est plus importante chez les souches avec des génes PhiRv1 intacts dans
le génome. Cependant, malgré la disponibilité des résultats des antibiogrammes réalisés sur
une centaine de souches cliniques de I’étude (annexe 4), les résultats ne sont pas utilisables
statistiquement. En effet, I'échantillonnage réalisé lors de cette étude ne nous a pas permis
d’étudier I'association entre le polymorphisme des flots génomiques avec la résistance aux
antituberculeux a cause de I'existence de biais dans la sélection des souches multi

résistantes.

Nos résultats semblent aussi confirmer la présence de polymorphisme au niveau de
génes non essentiels a la croissance bactérienne. Dans |'étude précédente (résultats I),
nous avons observé une certaine corrélation entre la réponse immunitaire de I'hote et la
diversité génétique observée au niveau du locus DR des souches isolées de patients
tuberculeux et de leurs contacts. Nos résultats ont par ailleurs suggéré une diminution de la
réponse IFNy produite par les PBMC issus de patients et de leur contacts infectés par des
souches « modernes » par rapport a la réponse produite par les patients infectés par des
souches « anciennes » (Rakotosamimanana et al. 2010). Dans la présente étude, la
présence d’'IS au niveau de la région Rv2336-Rv2339, un ilot de pathogénicité, est observé
principalement dans les souches anciennes (EAI) et pourrait étre lié a la réponse
immunitaire plus importante observée dans les PBMC. De plus, alors que les transferts
horizontaux sont impliqués dans la résistance aux antibiotiques de certaines bactéries,
I’existence d’une certaine corrélation entre résistance aux antituberculeux et polymorphisme
au sein de matériel génétique potentiellement acquis par transferts horizontaux dans les

MTBC observée ici reste a valider sur une population plus importante de souches.

La corrélation entre le polymorphisme du locus DR et les phénotypes associés a cette
diversité pourrait étre associée a l'altération des génes au niveau des GEI en général.
Récemment, le réle des CRISPR dans |’ « immunité » bactérienne contre l'invasion par
d’autres microorganismes, comme les bactériophages, a été démontrée. L'implication des
CRISPR dans la prévention des transferts horizontaux néfastes a la bactérie a été suggérée,
en particulier, dans le cas de conjugaison observée chez les staphylocoques (Marraffini and
Sontheimer 2009). Des séquences d’acides nucléiques pénétrant la bactérie seraient

incorporées dans les loci CRISPR pour former de nouveaux spacers. Ces nouveaux spacers
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seront par la suite impliqués dans la phase de défense des CRISPR. Aprés la transcription et
la maturation des CRISPR en ARNcr (ARN-CRISPR), ces derniers vont aider les mécanismes
effecteurs de la reconnaissance de I’ADN étranger et le blocage de l'infection (Brouns et al.
2008 , Marraffini and Sontheimer 2009).

Le locus DR constitue I'unique région CRISPR des MTBC (Jansen et al. 2002). Aucun
des 94 spacers connus des espéces MTBC n’a cependant de similarité avec les 48 GEI
spécifiques des MTBC et aucune homologie de séquence n’est observée ni avec les génomes
bactériens connus, ni dans les régions en dehors du locus DR (van Embden et al. 2000).
Afin de comprendre les roles éventuels de I'unique région CRISPR dans la diversité des
MTBC et la corrélation avec les iflots génomiques, nous avons analysé le polymorphisme de
chacun des 43 spacers utilisés pour le spoligotyping et les GEI polymorphes. Nos résultats
suggérent une certaine corrélation entre le taux de GEI polymorphes et I’évolution des
différentes familles de souches obtenues a partir de la diversité génétique au niveau du
locus DR. La comparaison des fréquences de la présence des différents spacers entre
souches GEI-polymorphes et GEI-non polymorphes semble montrer que la disparition de
certains spacers est associée au polymorphisme observé au niveau des ilots génomiques

dans les familles de spoligotypes.

Il semble que les polymorphismes observés sur certaines régions acquises par
transferts horizontaux du génome des MTBC, en particulier les ilots génomiques et les
spacers du locus DR, soient corrélés. Une des explications a ces observations est que les
bactéries MTBC auraient pour ancétres des bactéries environnementales. La présence de
séquences CRISPR dans les souches cliniques MTBC actuelles pourrait étre le vestige d'une
protection contre les attaques provenant de différentes niches écologiques rencontrés par
les ancétres des MTBC, avant l’apparition de souches pathogénes MTBC. Le locus DR,
comme nombre de loci CRIPSR, semble aussi avoir été acquis par transfert horizontal dans
le génome des MTBC (Godde and Bickerton 2006 , Becq et al. 2007). La non utilisation de
I'activité CRISPR due a l'extréme rareté des échanges de matériels génétiques dans le
milieu intracellulaire ou vivent et se reproduisent les bactéries MTBC pourrait expliquer la
perte progressive des spacers dans les souches « modernes » de M. tuberculosis (comme
dans la lignée Beijing ou la lignée Haarlem) ainsi que la convergence apparente des profils
spoligotypes du locus DR, sous l'effet d'une pression de sélection négative. Ce
polymorphisme du locus DR semble refléter celui retrouvé au niveau des flots génomiques.
Comme ces filots sont associés a des fonctions particuliéres, les polymorphismes au niveau
des GEI pourraient étre associés aux phénotypes retrouvés chez telle ou telle famille

spoligotypes de souches.
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Dans le but d’expliquer 'origine des variations phénotypiques associés a la diversité
génétique des souches bactériennes MTBC, le locus DR issus d’isolats cliniques de ces
souches a été typé par spoligotyping et la diversité génétique générée a été corrélée
avec la réponse IFNy de PBMC isolées de patients tuberculeux et de leur contact. La
classification des familles de profils spoligotypes de ces isolats cliniques a permis de
montrer que les souches « modernes » semblent induire une réponse IFNy moins
importante chez les PBMC isolés de patients tuberculeux et de leurs contacts que les
souches avec un profil spoligotype plus « ancestrale ». L'existence d’une grande diversité
génétique au sein des bactéries MTBC devrait étre pris en compte dans les stratégies de

lutte contre la tuberculose.

Comme la plupart des CRISPR, le locus DR aurait été généré par l'acquisition de
spacers probablement prélevé a partir d’ADN exogenes issus de plusieurs séries de
transferts horizontaux. Le polymorphisme du locus DR dans les souches MTBC a quant a
lui été généré par des délétions et des insertions d'IS6110 au niveau de ces spacers
apreés la spéciation des MTBC.

D’autres régions du génome des MTBC, regroupées en filots génomiques auraient
aussi été acquises par des transferts horizontaux. Ces flots génomiques ont un role dans
I'adaptation des bactéries a leur environnement et la pathogénicité des bactéries. Nos
travaux ont montré que les délétions et insertions d’'IS6110 observées au niveau des
spacers du locus DR sont aussi retrouvées sur d’autres régions acquises par transferts
horizontaux dans le reste du génome. Ceci établit un lien entre le phénotype observé et
la diversité des familles de souches. L’étude des ilots génomiques spécifiques des MTBC
dans les différentes familles spoligotypes des souches cliniques montre par ailleurs que
I’évolution des souches MTBC est associée a une augmentation du taux de

polymorphisme observé au niveau de ces flots génomiques.

Ainsi, cette étude semble apporter une nouvelle vision sur la dynamique du génome
et son évolution dans les espéces MTBC. Comme les séguences CRISPR possédent des
caractéristiques des GEI et que les spacers ont aussi été acquis par des épisodes
successives de transferts horizontaux, les délétions successives observées dans le locus
DR semblent refléter la perte progressive de certains flots génomiques dans I'ensemble
du génome des MTBC. Par contre, I'étude de ce polymorphisme devrait étre élargie aux
GEI non-spécifiques des MTBC afin d’affiner la corrélation entre les différents épisodes de
transferts horizontaux. Ce processus pourrait ainsi expliquer les relations existant entre,

par exemple, les délétions génomiques observées par LSP (Hirsh et al. 2004, Tsolaki et
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al. 2004, Gagneux et al. 2006 ), les génotypes IS6110 et le spoligotype des espéces
MTBC (Fang et al. 1998). Certaines fonctions apportées par les GEI pourraient étre moins
indispensables pour certaines bactéries et sont soumises a une pression de sélection de
I'n6te. Ceci impliquerait que lI'acquisition des flots génomiques s’est réalisée récemment
car les processus de sélection et d’intégration de ces flots dans le génome MTBC sont
encore en cours. Par ailleurs étant donné que ces flots génomiques ont des fonctions
spécialisées dans |'adaptation des bactéries aux variations des conditions de
I’environnement, la perte progressive de certains de ces flots peut étre directement liée

aux phénotypes de ces bactéries.

Dans le monde, la prévalence des différentes familles de souches MTBC semble
varier d'une zone géographique a une autre. Ces différentes familles de souches
induisent des réponses immunitaires différentes chez I’'h6te. Pour étre plus efficaces, les
stratégies de lutte contre la tuberculose devraient tenir compte de cette diversité
génétique des souches MTBC. L’évaluation des futurs vaccins contre la tuberculose
devrait étre adaptée aux zones géographiques ol les essais cliniques sont menées et
tenir compte des familles de souches qui y sont les plus prévalentes.

Par ailleurs, étant donné le role des transferts horizontaux dans la résistance a
certains antibiotiques, une étude centrée sur l'association entre le polymorphisme des
flots génomiques et la résistance aux antituberculeux pourrait étre utile dans le
développement ou I'amélioration des traitements antituberculeux.

Enfin, les traits fonctionnels des GEI qui semblent étre conservés dans les
différentes souches cliniques ne doivent pas étre négligées étant donné que seules les
bactéries pathogénes les ont conservés. Etudier leurs rbles dans la pathogénicité des
bactéries MTBC pourrait emmener a la mise au point de nouvelles cibles thérapeutiques

et au développement de nouveaux traitements contre la tuberculose.
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ANNEXES

1. Base des données cliniques des patients tuberculeux.
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2. Données cliniques des patients tuberculeux (résultats II).
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3. Les différents profils spoligotypes des souches cliniques étudiées ainsi que leur
familles.
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4. Résultats des antibiogrammes réalisés sur les souches cliniques.

Antibiotiques utilisés Resistants Sensibles

Strept 8,8% (9) 91,2% (93)
INH 11,8% (12) 88,2% (90)
RIF 10,8% (11) 89,2% (91)
EMB 6,9% (7) 93,1% (95)
MDR (INH/RIF) 10,8% (11) 88,2% (90)

Strept= Streptomycine, INH = isoniazide, RIF= rifaioine, EMB= Ethambutol, MDR=
souches multi-résistantes

5. Article sur les variations de I'IFNy en fonction de la diversité des
souches a Antananarivo Madagascar
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ewnmined ihe Infuerce of cthe nfecclog W. aiermidy sirmies on chis response. The cobors were sprmm-
posivive Index caxes and thelr bonschold conmcrs. Clvkal sumdis Enlaed from e TE pades s were oped iy
spolienplog Compari=in of vhe IFH -y responses wich the spoligonpe ol the Infecdng clinloal sl showal
ihat “moedern™ M aderondosls swralis, ke Beljing and Cemral Aslan (CAS) smains, woded o Induce kowr
OFf=y mesponses than “anclest” soalns, Ik Eas Alfop-Incdia (EAD smis, i iodex @ses and chelr

ousehold conmeis, These resules m?numl new stralns may hime evobed (o Induce o host nes ponse different

Trom that of mecknr soalos. These
e ond dinguosck smmgks.

mclligs could have lmpormnt npkacons in che develspment of dera-

Tubspculnsis {TH), mued by Mcobaciohen fbe i,
amapercmse of global momidhy and menalhy thisughom the
worll, 1t s estimaced thm thers are in eecess of new B million
casss of TH =ach year, and this repressms jus the vp of the
dosberg. Infecrion with M st aecadionl 1=ads 1o dinically acckes
TH In abow 5 vo 10% of sxpored indvidoals. A moch highsr
proporion of exposed Individials apparsmily beoome lesmly
nfzcezd, e these Indhvkuals may ezmak noninfecious md
symprom Eres £of yeaes. Approximoiey cos-thind of che word
pepalacion i thought 10 be lmencly nfscesd whh A nebvrca-
iy, However, UHSsF ime cifcumsimnces (in abaum 5% of the
Lmenly infecied people), the hor Immune espome s per-
ruibed and lmen M aberuionr indecckon may evelop (o
clinlenlly active TB (32). The peccess b most praminzm in
hdividody coinfsned whh homan immuncd:Aclency viron

* Cerrunponding suthar. Mudi dd.lu.n. Lrud |k.1 nkacidficn,
Tastint Partear *Wn.-m.l.l?n 1z .!ulmn
aira UL, Ma ||Hnm 6033"‘4:".61 n!S:IEI 2554,

E-geail: viwanks
Pu.hlnhiuhu.ddpru:m 12 My 2070

{HIV}, bul & cn aba pocne whh impalmen of tis mmun:
aysiem asseslaed wieh ofd age, malnmeilon, ami-nfsmma-
ory drug creamment, oo, Reachation of laen dissme b
thaught 10 coneriane roughly haf of all TH cases, and thi,
undersinnding che facears conerclling the development of wure
primary TE o lwent Infecrlon s ceochal 10 TE comecd (£41
Cimmma neederon (IFN-y) produciion has besn widely used
£ STy IfECTInn BN 6 SEAming 1he human Immine reponss
o spedfic A mberribrnl antigane. The 6-kDa 2afy seoreed
amigenk wrga (ESAT-S) amigen, ercoded by gmes locared
within regon of difzeence 1| (BDL) of the M. idercaion
gename, 18 aTech moee SPECAC fr A4 fubve ulons than parifsd
proein dervaivs (PPD, v thess genes were delsoed from 14
Posdr In the dxvelopment of BOG sabnealns or are oo fand
I mos snviccamemal opoctacieria (29, 53). Some sadles
shiwsd (hnt the Jevel of IFM.y pslease i responss o ESATS
could Ideneify TH comnns & rhk of developing amive dheass
afzr recent Infeion (3, 18, 20 CFP7 of TEI0.S 15 o immu-
nodominam mcigen eecognized by TH packems and 3 howl
BOG-vaccinaed subjers, whis ESAT-S b specific m TH pa-
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tizms and Induces 3 menng TFM-y response (51). Moreover,
fince: CFPT nducs s Siceng proceccion agaims infection by A
mBerchinss, It wus proposes to ke o TH vaccine condidars
(L, 18y
! There b a gmwing number of nhzracions indicaing tha
TE casss resuleing Irom indection with =pldemic scrains, soch as
the W-Bsijing grains (22, 35 39, &), may display 4 moes
severe pathology or more severs spmpoms. Beljing scrins
wers alse found 1o nduce higher favers In pulmonary TR
paitiencs rhan ather serains {62). In addidon, the Beijing geno-
rype, which it eesponelble for more than BO% of TB casss n
China, was mzoclasd with viruence and high trnsmis:ibilny
7, 25). The same has been found more eevzmly with the
FINRis) swrals belonging 1n the Latin America-Medirerra-
nean (LAM ) Tamily {35). Diespite the fact that other spidemi-
ological and climical audies have filsd eoconfim any mEezi-
ajon bawesn the mymbaceseiadl gzooiype and rhe clinkal
preseation £, 41, 47, rhe immunological spscis of nfection
with theae sieains is siill of inmerssr mnd poorky descihed
Epidemicingical udies caried cur In Macagascar showed
0o mseciarkn berwesn [56008 panems and clinkal wheecu-
losls peesencarion (473 b they did reveal a herseobogou
population nE M. sdvercidosks sieakns, Ncluding the exkience of
2 high frzquency of unusual gencrypes, such. axthe shared ppe
109 from rhe EATE-MDG family (SpalDB4) (10} of scmin
with & singl: copy of IS5000 (24, 4€). Shnce chees are limiced
<mm on the erslation of the Aamin genoggpe wich clinical
fawess or the host mmune refpons: o panleno and their
conece (57, 55), we imvescigaied the IFN -y psponie to che
ESAT-S, CFF7, and FFD anrigens i polmonary TB parisnm
and thele household contaces (a this & commonly ussd a5 @
blomarker vo bemify M. nabersuloss Indeciony and examinesd
the Influencs of the M, sdercelosls genoryps on this rasponse.

MATEELL LS aMD METHODS

Sindy ais wd wbjecn. Nowly rooui o poses TH pakana {nee
comen [IC]] orvar 15 ywarm = age wars recruindl bacwnan Juoe 008 18 Decrme
ker 3 a1 cht principsl amikermoloits comsr of Amacamsries, 1k cipial of
Mufapurar whors the sooend (acklzem of mwly dageaed ipou -
it facieny b aboar B3 cwer par KX/ iobakkamn. Foakiviny war difices
a1 w0 apaiem sampla praites iy mimascpy 3 conimmd by colam oo
Lowsomwic Jioava £1]] medirn The patinh wen iemed sccarding m te
Buicmal TR Coatral Progmucas (NTCF) noiogy asd wers Miloes op by
the clinical piyeicns, Jpatan. mophs were coloaed I ¥, and 7 mmcaik
afier 1bs asn of ceemeal.

The kol cawen (HC i thi iockud oder oo wem viisd m
beinsa by 1ha sisdy plyicam ssd wern bvied @ ol the mofy. They ware
tactaded U chaywars 21 ear ol uad bad b Eving b the ama bous wike
caan patiam # wi las ¢ mewab

Thw wobjecs wers fvited by ths nsdy physicans g inforesd cosm,
tmnrvieved, 3 saumin. Dty sobjiect whe smeprnd an HIV 10e, 3fr oo
mling, arss e i v I camsem wars Inchodhil ke muxy. A veooa
kiocd mmple war drven e 3 Vanmalmr 15k oxeiniog beparin s
linked |men xmcapos ELESPOT, smy nd b s diy Vaausier iubs o anbily
e HIV-patkive mbijean wars exduced from (e muy.

Hommekckd coniec asd communiy coersls ssderie & T akin ten {10
snin; mhermliy prisid pronin. dervatie Avemi Pasor, [ndurrin wan
mearhd sker T2 & Jobjeas wkh a poikies FPD o ok of 214 mm of
Indarmin x the time ol lscasion (n 1he wufy o5 iy which cevnics of the
PPD st crmmoed dharig fofle-op were ol ches: rad kgrapty, 28d o

tadividoasd) with 5 Slagrois of
mnmnnnwﬁm wmbkerad il TERNT for ITENTRIRE.
For sl ko, o dizicl wrycdaen wrn recrrid

prospuccivedy oo iedividusd Mi—pa—

The iy war spproved by the Natieoal Pikies Conamines of the Mlxiry of
Fizskk in Muduguear.
aaiy che sockan

Lsartaudinte mmibed (27) O :;‘:I“lh diconmionisd spunn wa bed rn
2 i, rakes wih asaenise pheacd, 20 aense o 3 luoianet &
crompe fchjctive, W) a1 aidue baclli [AFT). The raesiniag S
lawad iperizen o mombied fes re ke of anadend L oedeas (Dl
remics Pusigar, Paris, Fraocs) nnd ou am mibe af LT redlan wikns groenl
ks spplasconed with (L83 ppramne. The urshur of CFU growiag b esch L]
mbgwars conrni. ]

LI rndlam, eolony merpbology, 18d bicdhersical i dor the lcllcnlhE um
progcrion, caabim, wear, e ke oo (0L The M. st
iscile war imsnd o their mmapbdky o urpEonncn (4 pynl; ool s
D513 Bgra), kocte 13 pgiid; il e O, Sy, ctaapla 40

csandul p 1hs ksl Toberocals Prograones of the Warkd Heakh Orgueks
thon ansf the [meraiansl Unico amien Toberodoals sned Cavy Dlaems (11
The critical proponica vak was 1% gl drog

Spellppiypiag. Choomk DA v @uaad o e M. idwodons calnn
ar weribed Ty van Socliapen ef al J5L Spoligoryping of the A abwr i
bclnia was perdormnd m cecribed by Kammibaik o1 ol (H). A Suesr o M
tatwruloxr by wa Geired m e oe mone Dot wih v gatijonpe
[RmmA A dhassref pube war dificad am reo o men parkn wih idsemial
mrain The tpeligenype s spolipory tamlly canigeations were mirbord Ty
comparieg the paxcma whi thne dam the STVIT desbuas (ks
e putelaopr ARSIV ITdis] wnd fros the Spoile lorermaiced
spligeaype dusbas (10

KLISFIT smuy, Taripherl i moocseckar ol [PENCE) wrn spe
ried from bipurinkes ol Heod m ducbed previouly (I wirkis te 4 b
frllwing biood eobacion Drily, PRMCE waere coriched by contrifsgaiion over
Fioall g {esaloy oo HBA; Sige, The PEMC wre thin waibed with
carphu KFM 16D medken. fanlag so. ME0HDS; (ko) cooainay 1%
glitmmioe 384 1% pemclinanepiooyde. Vible ol wen cousnd akr
maiciup of the PUMC wak uppaable ane diand a1 = 10F visbla callrl in
R i fomplon RPM] 150 mifam ipplosamd wih 55 - ioae
tvang fmal bovice (erem [caalny a5, MADGH; Ioviooges, CLRCT{, an LD
Wb 10 il per wel m ame oo 1h ELISPOT sy,

The exviea ELISTOT anay w pirionasd wih froh anpha, s docrbed
slvbars {36, g moms are kb 10y (IOLE; esiaky
o MO 300 Ssbreckl Far bk sy, BP0 (S Sioumn [rediae, Oo
penbagen, Dameark] was ume 212 pgrd. W mied each of (he rroambinme
armijems ERAT- aed CHIT {Stuver Sens laniisic) m 3 cossecmnticn of 1D
ppnd, oo the sl af 1he cprios mepamiecan desoed & prioe etk
wafian. Piychemnggiuiois ¢ pgnl; oideg s LTS, S| wa oadia s
pomitie coors, an RPM1 LD msoflannwss wed m 1 cogative conrsl Brietly,
Stwall plaris frataeg oo MATF S51E Miipar| wem comadwih DS ggwil
of the o brran By -TR%y) 101K sodhady in curbooan buflir il
B cvermighi ax 4 4 BT The plssur were waibed 1he sea1 moming i phes
phmte-bofiered. alios: (PH5] o brdied wirh B0 medien. The sodgers s
‘atiots comminions v pleod o the cased will, foguber wih 16 10
FEMCY porwill Ader spproa ity 16 bl ecubar son 5T 1258 OO0, e
el ware washed n PIS-DUE Tweea 20, a0d 20 5g bt dabiled oI55y
moacdanl anchady (7-PE-L; ey oo F3A-2E0; Mabeck) tn PREE-1%
BEA wa wfed i each wel. The plaus wer dombuied r 4 b ot oram
mmperra, waibed, ane inmubueed wich ke skalioe phospbatos oo
[agia deatnlog se. [70USAR; Tic-Rad ] ddme 11,000 in PRE-LES Teaznil
for | b I7C Dawess neps, 1 phie were vaibad e o s PRS-00A %
Twawn 31 Tha sy were devloped Ty sddician af sltsline phorphauss wh-
mraie foiskog B TG40 Dk, sl the resction ware nopped by o
1 sively wanking the pluoes with np wais: Tha ipost be esch el wate coames
by readery g The nuan samber of
spon dorming ol [KFCH per wall dar auch arijes wm cslrolued The 4Bl
aren bareven doplican wels was comimmoly e thaa SO of (be pesn The
a0 mamber of ST of the teguive casrl ) mbirsced 18 e o
the mrmber af S7C1 per 1 U celly The cued, poter Eor praiivioy var taden
i mean sepaas of smdased wilb Ex ke whebr cabar pha LA
masiurd drvirioen.

Dy managemeni and aibikl snalysis, Coes wor snicred lna scm o
Eral datskuns s chechad for e, AR wam perforss oy S
tiea mfrwears o the Epilalc ivenin £] prpran, Ceparkoos wirs smom
the KnukalWall iae ar bt Moo Wik U e A F e of <00 war
camnitered nmininly sgrfese:
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A "o Darv'n

Mocem i
A

FIE, 1. Distiibaticn of th spoligstype families fouad smuag the
M e i tocleied Bt 1y mdlxuul.(.‘&'\"_&:l' e
Exily neceeding 1o dars. ia the SpelDBA dsbase’ (AL, Contia
Asisn; EAL Emt Afrian Indimn; LAM, Latin Anrrican-Medtrn-
aears H, Hastlem; T, undebmed Bamily] (10); BT, not dusaioad in
Spall'B4 dulskass. (0} Ciroupa sezardimg m Amald (5],

RESULTS

Sindy parcklpanis. From 15 June 204 1w Decsmber 2005,
A5 108 and 203 HOs wape pecruhed and wers followed upum
Decembee 06, AL subjects wers Malagasyand HIV negacve.

M pabercatonds Isolmes from 81 10 weez 1yped by spalkzo-
typirg. On the bask of the SITVIT guldelines (hnp s
Jpamsnr-guadslonpBELETTVITdema) and the dma in che
SpalDEd dmisbars (100 che spallzmypes coukd e clasifed
Ineo i0damlle: (Flg 1A% The scrain dErdbunion war sim Lar po
rhar described dn 2 peevicus siudy (245, Then, for che analysis,
we consldered the phylogeny described 2lsewhers (5, 95, whaes
thie 3L ruberriior semlns we e divided imo an *ancizm® sieai
group (rpolizoiypes of the Ex African-Indian [EAT] famiy)
and 8 “modeen” semin group, with modsen groap 1 nduding
rhe Beljing and Cemral Asian (CAS) families md modem
group 2 poncaining che T {undedned family), Haardem, LAM,
U, X, md & fam s (Fig. 1B}

Follow-up. OF the 105, thres parisms dled: one dueng the
courss of 1eemment mS w0 afier redapse. Ex pacizms nose-
mipied TE treament, ons patkm relapeed, and cne paiem
filed afier 5 momhs of theeapy; all of them rewened 10 the
health cemer and complecsd the sandandiesd cecrsamem
therapy regimen

The ¥ who died durig che courss of iesaiment weee in-
Frovzd by o M mberruinas siealn of che Lab spoligccpps;
bmh of the other rwo patizms who eslopeed and disd laer
wers infecied by o grain wih the T spolizorype. One pacien
whe relapsed bur who wascuesd aftee reipzaimeon he rapy, v
Infsceed by o seraln whh the CAS gencgype. The pacizm whe
falled TR ipemment was infecied by a T-family strain.

Two HCs died during the siudy, one of 2 czeebral vascular

T Wanoive [aguwl.

accident and ane of pleurisy, which was nou proved 1o be linked
o M puherraioal infecrion. Twelve HCs [41% ) developed TR
ciseas: durng the follow-upr one Ssveloped plaurl T8, tx
had pumonsry AFE-nzguive TR with mdklogial sympams,
thirez panlenes Brom the same howshold developed dinlcal TR
with $riNEma nodesum, md ™o comms devslopsd AFB-
pashlyve pulmennry TR

Of the 12 HCs who developed climical T dseass, [0wars
conexc of IT panisns mfssed with T-famiy sieals, 1 was che
coneact subje of o LAM-fam dy-strain-infened 1O, and 1 wm
the cammr of 3 1 hosa-lmilysemin-infsred 1T, However,
the nimber of HOS who developsd TE was so smal chat i vz
nat possible 1o And oy corrlacon berween the gzamyps md
the deveopment of TH among the conrans.

Infugkce of spaligorype on baclary kad. We examinesd
whether therz wm any coreelmlon berwezn che spoligoype of
thi Infectng swenins and the L neberriizsle spamm load in TR
patients. The spurom bacienal lood wm meisurad as the num-
ber of AFE obszresd by mlceoscopy and by the numbee of
CFU obinned by cuhues {Table Ly Though the CAS md
Beijing spoligoiypes were more likey 10 give & lowse baciile
lond than the oher spoligotypes, this difference was not sa-
chsrkcally significani.

All 2302p1 two seralne wers Snig suscepcibls. The smeprions
WERE onz srrain wich a LAM spoligmype which was resican 1o
Eoniadd mnd one siealnwith 3 Haad 2m spollgoegps which s
muhiresisiant 0 seespiomycing boniacid, eifampin, and etham-
banol. On mralysis we did noc find oy comslanion bervesn ths
drog resisianc: of 1he swmins md the spoligocyps of the semin
(daca mot showm):

Influgncs of spaligeype o TFN -y ELISPOT as sy esponse.
OF the recrubied Individuals, 230 {25 [T, 175 HOs) had ads-
quace hlood specimen sailable and ELEPOT maay reulo
thar met the Incluskon crverl (Tablz 23, Wih all th: mrigem
(FPDy CFPT, and ESAT-S), the propomion of czlls poakies by
the TFN-y ELISPOT assay was highee forihe TH paiient group
than far the healchy houszhald convace (FIHT) group duckn
the Inchurion perod. There was ne sienificam difiscencs o che
ESAT-S-Induced TFR-y ELTSPOT maay responss moonding 1o
ths banzdal Toad (P = DAZ).

W2 then compared the genorype of the (niscting sirains n
these subjects Tor which both ELTEPOT assay resuls and spo-
ligeeypeswere svalable. The median FPD- and CFPT-Hnduced

TABLE 1. M sabmesioris bucdlan biad in smes pasiiivs patients,
aszanding 0 ike icfasting sirain meligoyps

e (W) af parkmm oo by A
Hactarial s
pamam koo

Mad
Bovd  CASTejing o
Ho.of AFR
=10 AFB par Scld D AflBgy IR(Ea)  E(E0)
=300 AFE pet fsld ND O WTAl B (HE 6D
No.of A an LT madiam
=300 CFL b 1 45Ty IS [EE] 550
= 30 CFL b ] a4 26 (34 5.:::-{

* Masy of the eiresa bureere groops s aeliniedly U feem iy e
L KO, g0t tasernined. g ey
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TABLE 1. Characherinticn of the dndivichads fnr whem 1Py ELISPOT smey saslis weon obizined st the isclwing priicd

Crarcseic Todns cans Tmic = Praat
Mo, af indvidush i} E 157
s [range | ags i) 35 2B¢17-7) IL 14T A {4
Sex [po. of individualb]
Ml J1 1 ™
Famale u 1 o
T5T ek w day 0 2. [R] af irdivicuab)®
Tuautie EIRT e}
5-14 mm 10¢3E5h L]
=1% mm 114824 B 300
i 5 0
B0 wmccnation [oe. [%] of ndbriduds)
s SOTLT) B{ 1000
b & 0
150 ¥ Qa
[F¥y ELISPOT susy resprens 1 st gern®
CFPT ¥ LI ELSY 176 (EE.E) 158 (513 RaE
EEATS 135 1615y LR850 a0E |43 DUCEE:
Fr TR 306 304) 5 ilier ]

:!’I‘.\.nd.—mnu. IHD, sdoamicais
.
- Em_,.. an the porce patkhs seceg there med

" Tha respreseran i b mdbpobersl S FEupr 10" PRI dperoret. The cuscl prie bar poivisy warndon = the o napams alvh audoclied

wel farche whale phan 104 nuesars covisticn.

IFN-y respansss were higher in IC parems from whom we
Bolaczd mckem group M sdeeriiony siealns than in 1 pa-
tizms feom whom we kolaied modem group | of modem
group 2 stming howsever, this difference wat nol siaciscically
slgnifcan (Flg. 24}, The ESAT-S-induces 1FM- rasponze: of
IC patkenos from whom we bolaesd modem groop 1 serains
{Bejlng CAS), howersr, wm sinificancly lower than the re-
spanses of 1 patlenes from whom we kolaies soraim belong-
Ing o modeen group I sirnins of 10 the mckem srain group
(P = 0.037). The ELIEPOT assay rewshs for cored 103, Le,
afeer the end of the TB trestment, showed no dif=eences
wcording 10 the spolkoype of the nfscong siralns (Fig 2B

W msumad tha HCs, all of whom had slgnifican expoues
times, wouk! moor likely be exposed 10 and thio r2oct 10 che
1ame sieains m thelr respestive 103, even Hihis might imectes
mipeAntenlon on top of 3 peevious, unldenciisd exposups,
wme caes. Theestore, oo decerming wheher some icmine
hduces differenr 1FR-~ responses among the comxts of TR
patlenm, the IFN-y eesponse in the HC oohon was msessed
according 1o the genoiype of the sraine boloeed Erom their
rerpective 10% (Fig. 3AL Both the FSAT-5- and ch: PPD-
induced [FH-y responsss wers seailsiolly higher in the HCs of
pantients Infscied by EAT sieains than i the FCe of paienis
nscezd by modzen group L o geoup 2 siealns (P = 0010 md
P = 0003, respectively). The CFET-Induced TFN-y responies
were sianifizandy higher in the HCs of TB patiems Infecisd
with EAL sieains than in the BHCs of pailens nfzozd whh
modem geoop 1 5Leans [P o= (L0143 Even though the CFFT-
nduced [FN-y responses wers abo higher in the By of EAT
scruin-infect e panleno than in the HCs of modsen group =
scrin-irfect &8 parben, s Sif2pence was noo sk ically sig-
niflcani. Lkewise, th: ESATSdnduced and CFFTdnduced

IF K~ pzsponses of the inchuion weee sknificancly Lower inthe
HCs of pacizms from whom CAS or Befing sirains wers ko-
Imied than th pespomes i che conccts of modem group 2 or
ancient gendnisasd pariens (P = L01EL

Wih al the oniigsns 1=mwed heee, theee war oo siatkrkally
slen Mlcam difersnes berween the TFI-y responses indoced by
AL boivil serinn and AL nabercilon siralns nopackEms and n
conracts (' == 0.%) (daia not shown ).

The IFN-y responsss were propornional @ the cuberculin
skin 1est (TET) responss (Table 3). However, thees was no
s Mcam coeezlaciom beiwesn the TST resolis for the HOs
and the genotype of the imin solnied from thedr pespecties
1Cs (Fg. 4).

Theee months Wllowing receahment (md e inkiacion af
tremment of the 101 the FPOuindaced [FN-y responsss f2-
main:d higher In the coneen of pacienm infeoesd with EAL
Afmin: thm in the comosos of patlenos infemed with modem
groap 1 ecraine (Flg 3B), bol mo diffsrence wos oteereed b
rwzen the conmco of parens ingscizd with modzen group 1
and modeen group 2 wealns. The EEAT-S-Induced TER-~ re-
sponszs wepz lowsr in the comaas of patkems indensd whh
modem group 1 sirains chan in the mminas of paients infeced
with modern group 2 or anckent A mins |7 = 0.09746). Wich the
CFP7 onrigen, no differsnce was ohsersed between the difize-
=m groups of household conracn.

DERCUSEI0N

A mumb2r of siodies have used the magnhiode of The IFN -
reapans: oo ESATSS for the dizanedr of M saemiionr Infs:-
i i Affersnt populatins (£ 15, 32, b this s the fim
mudy addessiing the imue of stmin-spscife dfersnces In
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IFN -y pesponses In humans, alihough sirain-specific variabilhy
hoe been obesresd In animal models {44).

1In Madagascar, TB & sl a serioas public henlth peobiem,
and in coammon whh ihe praciios in many coantdes where TR
b endzmic, the WTCP foruses on the disgnosis mad creamen
of smedr-poskie: patiems 10 wop che wansmbslon of bacilil
However, cucremily, thzes b po oowal policy eegarding che
eeiscilan of M. sdvrecelesly infeclion amang the tamily and che
contaces of comaglous ey, e should be noced thal BOG
vaccinanon is common, and wheher & s dog 1o this oe o
ExprEuTe m apical myccbarieds, the wheralin vesi i posi-
tive for o high peoponion of the healthy populacion (1534

ESAT- |5 encodad by the RD1 genomic reglon, which i
present in M fubarcidoie and paihogenic M aosis but which i

lacking in 2l BOG vacding strins. Hewever, I is an impomam
winlence Bceer and Is highly consercsd (o dinkeal TR scralng
and iherelops, this mcigen & sxpecved o be pecognized by 45

et infecied ltjscs bun poc by healthy vacoinoged
subjecis (5], and the magninde of the responss 10 ESAT-6 ha
besn med a0 proxy manker for both the bacienal oo mad

expomure 1 M ubercsladc (3, 3Z). We thn wed FPD,

ESAT-, mi the ESAT-6-rElaed ancien CFPT (also callsd

TB10.4 thiz amigen & an ESAT-S familly member, bin unliks
ESAT-4, Ik b also preszoi n BOG) o scimulae PEMTs from
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- nfscting sermin might have on nfAuencs on the [FY-p responss

i T e by hese amige
] oL R 0oy Pralsd While rheee 15 some evidencs of serain-spedfc vral:ooe, for
i e =T =zmple, from mimal modsels, an aswdation berwe e molec-
= ular epdemiclogy and experimemal modsl spezms sthowsd che
%&T's ;.E ,i" :% w Impecrezd growih of dusiered soraine n THP-1 cells compared
CFFT 115 L 135 BODnT with that of unique scralns md che more 2Mclent infecilon af
=~ - human monozyee-derked macmphagss with exiearesplearorny
b rodcd Walle want amng than pulmonary seralo (25, 52). Funhemors, a cdl
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FICE. 3. TST peuks fot housbold contycts, weerding ba the gne-
typs cf the M nderoulacts inbies frars the isde case patients.

culrure sy In Uganda separared bolates on the basks af their
frequency of cramemistion oo howehold concace, and thoss
which teansmined sficlzmly showed moes papld geowth in
THF-1 cells than noniransmicied isolaves {37). However, 1o far
rheps are fowdaca on the sfens of M acbernlonis solaess with
difersnl genolypes on clinical preszncuion of cwcome in hu-
man TE. In a previow sudy, we did not fAnd my obvious
asmcation berwsen the IS6!id-bassd restriccion fragment
length polymoreph sm {156/ f0-RFLF) paciems md the clinkal
presenation of wheculosks (47). However, thee wal soms
asnciation of specific D56 f-FFLT paivsens with dissass pre.
SEMALkR, SURRSsting that some steains may have the abiliy oo
dsszminac: moee easly than ohers Smilady, sucles pee-
formed in Viemam eeponed tha the Euro-American lineags
{roerssponding 10 the modeen group 2 semins [5]) asociaied
with radiegeaphically @srsziad Tung conzliarion i pulmo-
nary TH pacienis wa moes liksly 10 e2sult in pulmonary TR
than meningeal TR (59 md less Lkely o cowe snmpulmo-
nary dbease {12). In The Gambla, concac o exposed 1o Beijing
scrmins weps most liksly 1o develop TB disease (143 Another
sy onducted i1 China maociated the Beijing straine wih
lzss tever md nighe swems as well o less cavieary dissme in
patlenos (54), conskezne wich the hypothesis thm ches: scrmin
nduce the production of fewsr pronfammaoey medinoe.
Ulekchs =1 al. (51) reponed tha the number of IFN-y-produc-
ing cels wms higher in TB patlents afier creament than in
uncreacsd TE patlenc. Comeoversialy, however, cthers fomnd
lower numbers of [FN-p-producing czlls aftse creament mid
thar paniencs whh cavitary dissass had higher coums of ESAT-
a-secreting cells than those whhow coviary dieemse, suggesiing
that theez may be a relackonship berwsen 1IFN -y pzlzas: md
baciennl lond (@) Since Beljing scmine were found 1w be
asmcmed with l=ss cavicary disease In Chiness paniencs (54,
we experted that the PRy response o0 ESATS ncuced by
Beijing sieains will be ower than tha induced by non-Beljing
sermins. Cur resulos ars concordant wich this hypochesis How-
ever, we did no find my simificam difzeznce in the ESAT-
d-nduced IFK-y pespome in ndex cases aocopding 10 1he bac-
veelal londl Furthsemore, even though modsen group 1 scrin
vend 10 give a lowse bacezeial load than the other sieains, chees
was no sackrically senifcant nfluence of the infeccing serain’
spoligoyp= on the bacrerial koad inthe spurum of TB paiiencs.
Ir b pecbaibls chan othier fmvods, such ar Indivkdual variabilhy

1, Yarove [l

(&, may Infuence dbeass imponance. However, inthe
presenc swdy, we found a weaker ESA T-6-Induced-TFK -y r2-
sporess in patizncs infened whh modeen geoup L scming (CAS
and Befing) than in paciems Infecied with sieans of other
genoiypss, combsezm wih the hypothesis char thess serins
nduce lowsr Inflammarory ez sponses.

These resalos ar: compackle with the Anding tha Beijing
mAmins induced the pooesr expesssion of 1FN-y In the mouss
M ubweruions Infection model (39}, The authors suggested
thai, conszquendy, the Thl cells wer nsficizmly aobmesd,
leading 1o the peogeession of TE diseme. Our resubis ars abo
compatible wich those of an msay whh o THF-L monocyk: cell
ling mocel, where 1he Beljing md CAS il nduced ow
levels of rumae nzcrosis factor alpha sscrecion and [FN-y peo-
duction in the wholzblocd msays among healchy BOG-vaocl-
naed volumsers | 35). 1F4-y Is one of the major componznes
of the Thl Immune fespons: maisc W, mebenoatosis, However,
the Thl responss also keads 1o the inflammaion and pathology
asmdmed whh TR (granulomarous inflammacion md necro-
sisy Theredors, 4 low [FN-y mie could explain the low his-
wopaihological score, 1he diseminabsd infeclon, and the
highzr virulznce otsered with Beljing sieains in soms sdies
{25 I, 35, 39, 6I). Some experimemal models suggest than
Beljing serains induced the downeegulaton of peoinfiammarcry
cokines (44 42, 50) msociaped whh the production of the
phenclic glyoclipld (PGL) (33, a cdl wall componzm impae-
tam n che pathogenic process and n siealn disseminalon s
survienl (50

Hnee, In concrast to T5T, the ESAT-6 ELISPOT asay re-
sults had @ scrong poshive ezlation with ncreasing exposurs
and wees ot corezlmed with BOG vaocinackon stamus, chis past
oould allow the more pocurare idencificacion of sympiom.-£res
ntzceed indvidunls eecemily expossd 10 M uberruions (37). In
councAsswiha low TB incidence, the ESATS-nduced TFN -y
respanss was found o be senskbve M specific n dlamosing
lmen TE Infection (12, 31, and expoeed conimrs whh high
leveds of IFN-y production have 3 graase possibiliy of devsl.
oping active TB than choae wich lower TFIp levels (30, How-
ever, in high-TE-Incidence coumries, difzpem daca were ob-
raines. For sxmmple, 2 sruy in Eihiopia reponed that the high
1FN.y response bo ESAT-6 by healthy household contaces of
TE paients comelaies wih the subssquem cevelopment of
active TB curing a I-p=ar follow-up perod {21). Howsver,
other dma suggssied than the level of IFN-y respoms 1o
ESAT-S done b not indicative of dseass peogeession md tha
the responss 1o ancther specific mrigen, Ryv2031, may be im-
poran i 1), Prospeccies studies are stll pequired oo detemmine
¥ 1he TFN-y respanee I peedictive of 2 high itk of active TR
progresskon in high-burden szocings (175 In the pressmosudy,
the positive reaccivity of houss hold concaces 10 ESAT-Sancigen
@ the Induskon pericd &k noc correlae with dissase progres-
sion durng folow-up, sincs thers was no significam diference
i the ELIEPOT asay response berween HHCs mnd household
coneaces who developed TH disease (TBHCx) (Table 2). Even
¥ muost of the Index coses of concaces who Seveloped TE ds-
cme during folkow-upwere Infecied by modem group 2 serains,
no significan associacion was tound, since the TEHC sample
size w100 small. 1rwas then inceresting ro detzemine whether
th: ESATS-nduced [FN-p eesponse, Le., larsm ntsccion
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among conact, was meoclaed wich the genorppe of the sering
balap=d Irom ndex cxsas.

The EATL tamily spollgoaype was previoudy found 1o be r2l-
mibvely Prequem (23.5%) In Madagmear (L0, I8, sugesiing
thar this spolgorype b widely iansmines in che Malagmy
populacion. W did not ses an OFN-yp respanse in EAL-infecred
ndex casss sign Acamily diferenr from than in index cases in-
dzceed wikh any of the other sirains of M fuberrufons. How-
aver, in respanss 10 stimulaion with ESAT-6, the F1ISPOT
asay count was sinifcmcly higher in the household conmcrs
of EAl-lbecezd patlenos than in the household commos of
CARBeling-Infscrsd parizms, Thess results thepsfoes seamsd
o confimm ihe observation of others reganding the a0 tha
modem gecup 1 sieals sesm o Induce a weaksr mmons
reapans: than ekhee the mciznt EAL lnzage or the sieals of
th: modem geoup Ilineags.

These r2sulks can be eeepreaed n severnl difeeem waps It
Is possble thar the lower ESAT-6-specific [FN-y responses
ohserved among the HC of modem gmup 1-inferes pmlenm
may e=flen o lower capaciiy of these sivnins 1o be Eansmiced,
pehape becaus: the longse hisiory of EAL somins in the pegion
may have allowed them to berier nfsc Malogmy Indiidual,
However, this Interpezcarion ks hard 1o peconcile with 1he mpkd
spezad of modem group 1 losages in the eeghon. Annther
explmainn could b2 that the wansmbsion race b similar for all
e bur chia the JE-  response ezsuliing from the nfzocion
Is higher In 1he contacn of EAT-nfscred packems than in those
of modeen group L sean-inzcosd patencs. IF {m we belizve)
thix Ir trug, B myy afsce the relaties vimlencs of EAL md
modemineags sienins, explaining thelr relmive prevalencs n
Madagascar (10},

Fegarding the remle obtcined wich FFD and CFPT, the
respansss 10 FPD wers higher than the responses 10 CFPT,
snce FPD concains several mrigens, including CFPT. How-
=ver, similar responses o both amigem were obeerred i TR
panients and in concacrs ndependenily of the intscoing scrains.
The ldenrical resulos obainsd with thie PFD and CFPT antigens
oould b2 explaned by the uss af the BOG vaxcine In the
councry, dnge both anigens are abo presem in BOG oo ing
swmins.

This & the fest swudy analyzing the ESAT-6 amd FFD-
nduced TFN-y responses and gencoypes of nfscng AL b
CWioAT sCraing in humans. Whils the sody provides mme key
findings, it shoubd b2 noesd char there are cenaln Hmlo o che
resules obealned Flest, In onder 1w sandardize the wesis, caly
Tresh PERC: were usesd dn the [F-y EL1SPOT assay (20
limiring the numbee of available ELISPOT assay femulon Sece
ond, the sample size of some clugen of siralns #ne smal, 5o
these resuhs, while chey are sacbrically robusi, mum ail be
considered prediminary. Finaly, this siudy ezlled on malysis ot
the [F}-y pespomie ohsseved with ciroulating cells {FEMCs)
Therdorz, we mus be pudent when Imerprecing chose re-
suhs, shce hey do not necemardy refle whan happens at che
she of the infstion

For 1his malysis, we hove focwmed on ESATS-induced
IFK -y, since the has besn suggesied 1o be a proxy for the
bacienal doad (423 and, posibly, for the ik of subesquem
progression o diszase (3, ZL). T would, of couess, be Imeren-
Ing 1o detemning [f rhese s@ens coald be explained by the
nduction nf miher cpnkines, for example, Imedeukin-2, which

ha been asocined wih a poor proznosk o TE patients (L2,
25, &5) and which Is chought 1o be preteremialy nduced by
POL from ac bt some siralne of the Beljing lineage 403
Zlnce the corrent dota wers guhersd s pan of & kenghudinal
colinm mudy, we are addresing these quesions

Some studies have described the gobal genetk: popularion
angwre of 4. ubsruiogs and the gecgraphical distribucion
of M fuhertuforns gencrypes (14, 35, and the Andings of those
Audies mppon the hypothesls of 2 humm bost-specific sdap-
@rion of the pathogen. It is known thal siealn. gene tic variackon
B mponan for viecing Sevelopment, Forimmance, gzoaraphic
wariacion In the prnective efMcacy of BOG has been oheered
(2% thitcan be dus 10 nvkonmenial foees, bn b can alio bs
cue 10 differences in the vaccine strain. These obssrvatiom
muy iz Implicackons b TE comeedd and the Sevelopment of
new vaocings, This, cur cbsevalions on the variarions n che
IFN —y responzes of ihe human hos secosding o 1he genocyps
of the mycobacizda coukd be wetul in pefoming moes Bocu-
rae [Fi-yp pespome-boed TE dhgnosiic 1esm or uslng other
tools b monkor for & peotscive host Immune respons: i
diinlcnl trialy for new vaccines of thernpies.

Ultimmiely, our find Ngs suggest thal genciyping of M. deber
CUiSTIErAInG and mmun: Fesponsss 1o thess sieais may hep
Hencily markers of vinilence tha could he nwolvsd in the
cevelopment of TE dbgase or, convensdy, In the cmorerslass of
proectlon of the uman host.
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RESUME

Titre : Diversité des souches cliniques de M. tuberculosis a Madagascar :

Impacts sur lI'infection tuberculeuse

Mots-clés : M. tuberculosis, diversité, réponse IFNy, CRISPR, flots génomiques, évolution

La lutte contre la tuberculose (TB) est aujourd’hui orientée vers I'amélioration du
traitement, du diagnostic et la recherche de vaccins plus efficaces. La production d'IFNy
et la prolifération des lymphocytes T permettent d’évaluer la réponse immunitaire contre
la maladie. L'existence d’une grande diversité génétique chez les bactéries du complexe
M. tuberculosis (MTBC) et son influence sur la réponse immune sont cependant peu
connues. Pour mieux comprendre la relation entre la diversité génétique des souches
MTBC, ses effets sur la réponse de I'h6te et les facteurs génétiques bactériens pouvant
causer cette diversité, la réponse ELISPOT-IFNy de patients tuberculeux et leurs contacts
en fonction du spoligotype de MTBC isolées a été étudiée ici. Nos résultats montrent que
les souches MTBC « modernes » induisent une réponse IFNy plus faible chez les cellules
isolées du sang des sujets étudiés par comparaison a la réponse IFNy de ceux associés a
des souches bactériennes « anciennes ». Dans une seconde étude, les ilots génomiques
spécifiques des MTBC de souches cliniques ont été criblés par PCR et séquencage. La
plupart de ces filots génomiques sont conservées dans les souches cliniques. Des filots
polymorphes ont cependant été observés. Le polymorphisme des ilots génomiques dans
les bactéries étudiées est associé au schéma évolutif des familles MTBC. Le nombre
d'llots polymorphes est plus élevé chez les souches « modernes » par rapport aux
souches « ancestrales » et M. bovis. Le choix de cibles potentielles parmi les flots
génomiques conservés pourrait permettre |I'élaboration de nouveaux antituberculeux et
I’évaluation des futurs vaccins devrait étre adaptée a la prévalence des souches dans les
zones d’études.

Laboratoires de recherche :

- Unité de génétique Mycobactérienne, Institut Pasteur Paris

- Unité des Mycobactéries, Institut Pasteur de Madagascar
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ABSTRACT

Title : Diversity of M. tuberculosis clinical isolates in Magadascar: Impacts on

tuberculosis infection.

Keywords : M. tuberculosis, diversity, IFNy response, CRISPR, genomic islands,

evolution.

Researches and strategies against tuberculosis (TB), a worldwide public health problem,
are focused on developing improved diagnostic tools, treatment, and TB prevention. IFNy
production and T cells proliferation are the most used surrogate markers of immune
response against TB. The Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) strains found
worldwide are however prone to genetic diversity and the influences of this diversity on
the human immune response are still poorly understood. For a better understanding of
this relationship between the MTBC diversity and its effects on the host immune response
and to study the genetic factors that could be involved in this diversity, we firstly studied
the ELISPOT-IFNy response in the host according to the spoligotype of the infecting
strains in TB patients and their contacts. Then, the MTBC-specific genomic islands (GEI)
were screened in the strains by PCR and sequencing. Comparison of the IFNy responses
according to the spoligotypes showed that “modern” MTBC strains induced lower IFNy
responses than “ancient” strains in the studied cohorts. Despite the conservation of most
of the GEI in the strains, some polymorphisms were observed in 13 GEI. These
polymorphisms are associated to the evolution of the MTBC species. Our results suggest
that the “modern” strains have more polymorph MTBC-specific GEI than those with
ancestral genotypic traits and M. bovis strains. The control of TB disease could be
improved by selecting potential anti-TB targets within the conserved genomic islands or
by adapting the evaluation of future TB vaccines according to the prevalent TB strains in

the area where the clinical trials are to be assessed.

Research Laboratories :

- Unité de génétique Mycobactérienne, Institut Pasteur Paris
- Unité des Mycobactéries, Institut Pasteur dem
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