
Table des matières 

 4 

TABLES DES MATIERES : 

TABLES DES MATIÈRES : .............................. ......................................................... 4 

LISTE DES ABRÉVIATIONS............................. ........................................................ 7 

INTRODUCTION ........................................................................................................ 9 

PREMIERE PARTIE: GENERALITES ....................... .............................................. 12 

I. GÉNÉRALITÉS SUR LA TUBERCULOSE..................... ................................... 13 
I.1. Historique de la tuberculose........................................................................................................................13 
I.2. Epidémiologie mondiale actuelle de la tuberculose.................................................................................... 13 
I.3 La tuberculose à Madagascar....................................................................................................................... 15 

II. LE COMPLEXE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS (MTBC)................... 16 

II.1. Systématique des bactéries MTBC............................................................................................................ 16 
II.1.1. Le genre Mycobacterium........................................................................................................................ 17 
II.1.2. Le Complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC) ............................................................................. 18 

II.2. Caractéristiques du génome des bactéries MTBC................................................................................... 19 
II.2.1. Caractéristiques du génome de M. tuberculosis H37Rv......................................................................... 19 
II.2.2. Les séquences répétées du génome de M. tuberculosis H37Rv.............................................................. 20 

II.3. Epidémiologie Moléculaire et Evolution ................................................................................................... 28 
II.3.1. Utilisation des marqueurs génétiques dans le typage des MTBC........................................................... 28 
II.3.2. Evolution et phylogénie des souches MTBC :........................................................................................ 36 
II.3.3. Les familles de souches de M. tuberculosis :.......................................................................................... 39 

III. TRANSFERT HORIZONTAL DE MATÉRIEL GÉNÉTIQUE CHEZ LES  
BACTÉRIES.......................................... ................................................................... 46 

III.1. Les Transferts horizontaux....................................................................................................................... 46 

III.2. Les îlots génomiques (GEI ou « Genomic Islands ») .............................................................................. 48 
III.2.1. Caractéristiques des îlots génomiques................................................................................................... 48 
III.2.2. Détections de régions potentiellement acquises par transferts horizontaux .......................................... 49 

III.3. Les Transferts Horizontaux et les bactéries MTBC :............................................................................. 51 

IV. LA TUBERCULOSE : DE L’INFECTION À LA MALADIE ....... ...................... 52 

IV.1. La primo-infection à la bactérie de la tuberculose.................................................................................. 52 
IV.1.1. La Réponse immunitaire à médiation cellulaire contre la tuberculose.................................................. 53 
IV.1.2. Le granulome tuberculeux .................................................................................................................... 57 
IV.1.3. La réponse Th1 ..................................................................................................................................... 59 
IV.1.4. La réponse Th17 et Th2 dans l’immunité anti-tuberculeuse ................................................................. 61 

IV.2. Progression d’une infection tuberculeuse................................................................................................ 62 
IV.2.1 Les facteurs génétiques liés à la susceptibilité de l’hôte à une tuberculose active................................. 63 
IV.2.2. Dynamique de la production de l’IFNγ de l’infection à une tuberculose active ................................... 64 



Table des matières 

 5 

IV.3. Diagnostic de la tuberculose ..................................................................................................................... 66 
IV.3.1. Le diagnostic de la tuberculose active .................................................................................................. 66 
IV.3.2. Le diagnostic de la tuberculose latente ................................................................................................. 70 

IV.4. Le traitement de la tuberculose et la stratégie DOTS............................................................................. 71 

IV.5. La Prévention de la tuberculose ............................................................................................................... 73 

V. LA DIVERSITÉ GENETIQUE DES BACTERIES ET LES PHÉNOTY PES..... 77 

V.1. Diversité génétique et virulence des souches M. tuberculosis .................................................................. 77 

V.2. Diversité génétique des souches M. tuberculosis et variations de la réponse immunitaire chez l’hôte. 79 

V.3. Diversité génétique des souches M. tuberculosis et variation des signes cliniques de la tuberculose ... 80 

V.4. Corrélation entre génotype de la bactérie et celui de l’hôte .................................................................... 81 

VI. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE L’ÉTUDE .............. .......................... 82 

DEUXIEME PARTIE : RESULTATS EXPERIMENTAUX .......... .............................. 85 

I. VARIATIONS DE LA REPONSE IMMUNITAIRE EN FONCTION  DU GÉNOTYPE 
DES SOUCHES M. TUBERCULOSIS CHEZ LES TUBERCULEUX ET LEURS 
CONTACTS (ARTICLE EN ANNEXE). ...................... .............................................. 86 

I.1. Présentation des travaux.............................................................................................................................. 86 

I.2. Méthodologie................................................................................................................................................. 86 
I.2.1. Site et sujets d’étude : .............................................................................................................................. 86 
I.2.2. Procédures de mycobactériologie: ........................................................................................................... 87 
I.2.3. Spoligotypage: ......................................................................................................................................... 87 
I.2.4. Tests ELISPOTS:..................................................................................................................................... 88 
I.2.5. Gestion des données et analyses statistiques:........................................................................................... 88 

I.3. Sujets retenus pour l’étude .......................................................................................................................... 88 

I.4. Influence du spoligotype des souches sur la charge bacillaire .................................................................. 92 

I.5. Influence du spoligotype des souches sur la réponse IFNγ-ELISPOT des patients tuberculeux........... 93 

I.6. Influence du spoligotype des souches sur la réponse IFNγ-ELISPOT des contacts proches de patients 
tuberculeux .......................................................................................................................................................... 93 

I.7. Issue clinique de la tuberculose chez les patients, suivi des sujets contacts et génotype des souches M. 
tuberculosis........................................................................................................................................................... 95 

I.8. Discussions et Perspectives I ........................................................................................................................ 99 

II. LE POLYMORPHISME DES ILOTS GÉNOMIQUES SPÉCIFIQU ES DES MTBC 
EST ASSOCIÉ A LA DIVERSITE GENETIQUE DES SOUCHES CL INIQUES 
ISSUES DE PATIENTS TUBERCULEUX..................... ......................................... 104 

II.1. Méthodologie ............................................................................................................................................. 105 
II.1.1. Souches bactériennes............................................................................................................................ 105 



Table des matières 

 6 

II.1.2. Typages et analyses moléculaires......................................................................................................... 106 

II.2. Spoligotyping et classification des souches cliniques en famille ............................................................ 109 

II.3. Criblage des îlots génomiques dans les isolats cliniques de M. tuberculosis......................................... 110 
II.3.1. Les îlots génomiques conservés dans les souches cliniques................................................................. 111 
II.3.2. Les îlots génomiques polymorphes dans les souches cliniques............................................................ 114 

II.4. Caractérisation des îlots génomiques polymorphes par séquençage .................................................... 118 
II.4.1. Les insertions dans les îlots génomiques .............................................................................................. 118 
II.4.2. Les délétions dans les îlots génomiques ............................................................................................... 121 

II.5. Polymorphisme des GEI et association avec les familles de spoligotypes des souches cliniques ........ 121 
II.5.1. Délétion d’îlots génomiques dans les familles spoligotypes  de souches ............................................. 121 
II.5.2. Association de l’insertion d’IS6110 dans les GEI avec les familles de spoligotypes des souches 
cliniques .......................................................................................................................................................... 122 

II.6. Association du polymorphisme des GEI-spécifiques de MTBC avec le schéma évolutif des familles de 
souches ............................................................................................................................................................... 124 

II.7. Association entre le polymorphisme des GEI et celui de chaque spacer dans le locus DR................. 128 
II.7.1. Etude de l’association entre la présence des gènes PhiRv1 et le polymorphisme des spacers dans les 
familles de spoligotypes.................................................................................................................................. 129 
II.7.2. Etude de l’association entre la présence des IS dans les îlots génomiques et celui des spacers dans les 
familles de spoligotypes.................................................................................................................................. 131 

II.8. Fonctions des GEI délétés ou altérés par les IS ...................................................................................... 135 

II.9. Association entre données cliniques des patients et génotype des souches........................................... 135 

II.10. Discussions ............................................................................................................................................... 140 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES ..................................................................... 146 

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES.................................................................. 149  

ANNEXES .............................................................................................................. 176 
1. Base des données cliniques des patients tuberculeux.................................................................................. 176 
2. Données cliniques des patients tuberculeux (résultats II). .......................................................................... 177 
3. Les différents profils spoligotypes des souches cliniques étudiées ainsi que leur familles......................... 183 
4. Résultats des antibiogrammes réalisés sur les souches cliniques. ............................................................... 184 
5. Article sur les variations de l’IFNγ en fonction de la diversité des souches à Antananarivo Madagascar.. 184 

RÉSUMÉ ............................................................................................................... 195 

ABSTRACT .......................................................................................................... 196 



Liste des abréviations 

 7 

LISTE DES ABREVIATIONS 

 

ADN Acide désoxyribonucléique 
ARN Acide ribonucléique 
ARNm Acide ribonucléique messager 
ARNr Acide ribonucléique ribosomal 
ARNt Acide ribonucléique de transfert 
BAAR Bacille Acido-Alcoolo Résistant 
BCG Bacille de Calmette et Guérin 
BK Bacille de Koch 
BSA Bovine Serum Albumine (Albumine du Sérum de Bovin) 
Bst Bacillus stearothermophilus 
CD Complexe de différentiation 
CDC Centers for Disease Control and Prevention 
CFP Culture filtrate protein (protéine filtrée de culture) 
CMH Complexe majeur d'histocompatibilité 
CR3 Complement receptor 3 (récepteur de complément 3) 
CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (Région de courtes séquences 

palindromiques régulièrement entrecoupées)  
DC-SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (Molécule 

d'adhésion intracellulaire spécifique des cellules dendritiques, différent de l'intégrine) 
dNTP Déoxynucléoside triphosphate 
DOTS Directly Observed Therapy Short-course (Traitement de courte durée sous observation directe) 
DR Direct repeats (séquence répétée directement) 
ELISA Enzyme-linked immunoSorbent assay  (dosage d'immunoadsorption par enzyme liée) 
ELISPOT Enzyme-linked immunosorbent spot assay (dosage de points à partir  immunoadsorption par 

enzyme liée) 
EMB Ethambutol 
ESAT-6 6 kDa early secretory antigenic target of Mycobacterium tuberculosis (cible secrétée précoce de 

6 Kda de Mycobacterium tuberculosis) 
ETR-A Exact Tandem Repeats (tandem répété avec exactitude) 
G+C Guanine + Cytosine 
G-CSF Granulocyte colony stimulating factor (facteur stimulant les colonies de granulocytes ) 
GEI Genomic island (îlot génomique) 
GM-CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor (facteur stimulant les colonies de 

granulocytes et de macrophages) 
HGT Horizontal gene transfer (transfert horizontal de gène) 
IDR Intradermoréaction 
IFNγ Interféron gamma 
IFNGR IFNg receptor (recepteur IFNg) 
IL interleukine 
INH Isoniazide 
iNOS Inductible nitric oxide synthase (Oxyde notric synthase inductible) 
IRGM Immunity-Related GTPase M 
IS Insertion sequence (séquence d'insertion) 
kb Kilobases 
kDa Kilo dalton 
KO Knock out 
Lam Lipoarabinomananne 
LJ Lowenstein-Jensen 
LSP Large sequence polymorphism (polymorphisme de larges séquences) 
µg Microgramme 
µm micromètre 
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MDR-TB Multidrug-Resistant Tuberculosis (Tuberculose multi-résistante aux antibiotiques) 
MGIT Mycobacteria growth indicator tube (tube indicateur de croissance mycobactérienne) 
min Minute 
MIRU Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit (unité répétitive dispersée dans le génome 

mycobactérien) 
mL Millilitre 
MLVA Multiple Loci VNTR Analysis  
Mtb Mycobacterium tuberculosis 
MTBC Mycobacterium tuberculosis complexe 
n  Nombre 
NADH Nicotinamide adénine dinucléotide deshydrogénase 
NK Natural killer 
NRAMP Natural resistance-associated macrophage protein (protéine associée à la résistance naturelle 

des macrophages) 
OMS  Organisation Mondiale de la Santé 
PAI Pathogenicity island (îlot de pathogénicité) 
PAS Acide p-aminosalicylique 
Pb Paire de bases 
PBMC Peripheral blood mononuclear cell (cellules mononucléaires circulant dans le sang) 
PBS Phosphate Buffer Saline (Tampon Phosphate) 
PCR Polymerase Chain Reaction (Réaction de Polymérisation en Chaîne) 
PE  Proline-Glutamie 
PGG Principal genotypic group (principaux groupes génotypiques) 
PGL Phenolyc glycolopid (Glycolipide phénolique) 
PGRS Polymorphic GC-rich sequence (séquence polymorphe riche en GC) 
PPD Purified Protein Derivative 
PPE Proline-Proline-Glutamine 
PZA  Pyrazinamide 
RD Région de différence 
3R Réplication recombinaison réparation  
RFLP  Restriction fragment length polymorphism (Polymorphisme de la longueur de fragments de 

restriction) 
RIF  Rifampicine 
S Svedberg 
sec Seconde 
SIDA  Syndrome d'Immuno-Déficience Acquise 
SITVIT Spoligotype international typing-VNTR international typing 
SM  Streptomycine 
SNP  Single Nucleotide Polymorphism (Polymorphisme au niveau d'un seul nucléotide) 
SpolDB4 Fourth international spoligotyping database (4è base de données internationale de spoligotypes) 
sSNPs Synonimus single nucleotide polymorphism 
ST Share-type (type partagé) 
Taq Thermus aquaticus 
TB Tuberculose 
TCR T-cell receptor (Récepteur des cellules T) 
TGF Tumor growth factor 
Th T helper (T auxilliaire) 
THP-1 Human leukemic cell line (lignée cellulaire leucémique humaine) 
TLR Toll-like receptor 
TNF Tumor necrosis factor 
VIH Virus de l'Immunodéficience Humaine 
VNTR Variable Number of Tandem Repeat (Nombre variable de répétition en tandem) 
WHO World Health Organization (Organisation Mondiale de la Santé - OMS) 
XDR-TB Extensively Drug-Resistant Tuberculosis (Tuberculose à résistance étendue aux antibiotiques) 
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La tuberculose demeure un problème de santé publique mondial. Environ 2 

millions de décès dus à la maladie sont recensés chaque année dans le monde. La 

plupart des cas de tuberculose est retrouvée dans les pays en voie de développement. 

Malgré l’existence d’un traitement efficace et d’un vaccin largement utilisé, l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) estime que le tiers de la population mondiale est infecté par 

M. tuberculosis (Mtb), l’agent pathogène de la maladie. L’ampleur de la maladie est 

aujourd’hui aggravée par l’émergence de maladies touchant le système immunitaire de 

l’hôte comme le VIH-SIDA, ainsi que par l’apparition de souches bactériennes multi-

résistantes aux antibiotiques utilisés pour contrôler la maladie. Les stratégies de lutte 

contre la tuberculose se sont de ce fait orientées vers l’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 été développés et nombre 

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

 

Chez l’homme, la réponse immunitaire contre la maladie peut être évaluée selon 

la production d’IFNγ 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 génétique 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 dernières.  

 

Parmi les régions hypervariables 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 être associées aux 

localisations géographiques de ces bactéries. Ce locus DR appartient à la famille des 

séquences CRISPR. Les séquences CRISPR seraient étroitement associées aux transferts 

horizontaux de gènes. En effet, les séquences CRISPR auraient été façonnées par des 

épisodes de transferts horizontaux de matériel génétique. D’autres séquences d’ADN 

regroupées en îlots génomiques ont été récemment détectées chez quelques souches 

MTBC. Certains de ces îlots, dont le locus DR, sont spécifiques des bactéries MTBC et 

auraient été acquis par des transferts horizontaux à partir du matériel génétique d’autres 

organismes. 

 

La compréhension des liens existants entre diversité bactérienne obtenue à 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 caractères de virulence qui 

pourraient être associés à cette diversité est étudiée. Ainsi, les effets de la diversité de 

souches cliniques MTBC au niveau du locus DR sur la réponse immunitaire de l’hôte 

infecté, en particulier la réponse IFNγ, seront d’abord traités dans ces travaux. Puis, les 

facteurs génétiques bactériens pouvant être liés à cette diversité génétique, en particulier 

les îlots 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 synthèse 

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 l’immunité antituberculeuse seront successivement abordés 

avant de donner la problématique de l’étude. 
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Première partie:  
Généralités  
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I. GENERALITES SUR LA TUBERCULOSE 

 

 

I.1. Historique de la tuberculose 

 

La tuberculose est une maladie infectieuse que l’être humain semble avoir côtoyé 

depuis des milliers d’années. En effet, les premières traces de la maladie chez l’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 l’ADN isolé de ces momies 

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

 

Le caractère 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 pathogène responsable de la 

maladie, Mycobacterium tuberculosis, a été identifié et cultivé par Robert Koch qui a 

donné une origine bactériologique à la tuberculose. La bactérie porte aussi le nom de 

Bacille de Koch ou BK. Robert Koch a reçu 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 

espèce éteinte de bisons vieille d’environ 17.000 ans de l’époque Pléistocène (Rothschild 

et al. 2001). Les bactéries de la tuberculose et d’autres mycobactéries affiliées seront 

regroupées dans le Complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC) qui peuvent être à 

l’origine de pathologies, touchant aussi bien les animaux que l’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 l’agent pathogène est principalement Mycobacterium 

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

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

de la population mondiale est infecté par la bactérie. 
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En 2007, d’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le nombre de 

nouveaux cas de tuberculose a été estimé à 9,27 millions d’individus dans le monde, soit 

139 nouveaux cas pour 100.000 habitants. Le nombre de morts dus à la tuberculose 

dans le monde en 2007 est estimé à environ 1,8 millions d’individus. La tuberculose reste 

un problème de santé publique majeur dans les pays en développement où l’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 âgés de 15 à 49 ans, c’est-à-dire, les années les plus productives de la vie, 

causant de graves impacts socio-économiques pour les pays touchés. La tuberculose 

occupe, le 7ème rang mondial des causes de mortalité dans le monde avec environ 3 

millions de décès 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 l’OMS 2009) 
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Figure 2. Taux estimé de l’incidence de la tuberculose par pays en 2007 (tiré du 
rapport de l’OMS 2009) 

 

 
 
 

 

I.3 La tuberculose à Madagascar 

 

A Madagascar, un Etat insulaire peuplé par environ 18 millions d’habitants, la 

tuberculose est une maladie endémique. On y compte 18.000 à 20.000 nouveaux cas de 

tuberculose recensés par an, avec un taux de mortalité des malades de la tuberculose 

estimé à 6% (Auregan et al. 1995). De l’autre côté, le taux de prévalence du VIH dans le 

pays est très faible, estimé à 0,14% en 2007.  

Antananarivo, la capitale de Madagascar, est une mégalopole de 1,1 millions 

d’habitants et une superficie de 90 km2. C’est la ville avec la plus grande densité de 

population dans toute l’île avec 8687 habitants/km2. 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 Ministère de la Santé Malgache). 
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II. LE COMPLEXE Mycobacterium tuberculosis (MTBC) 

 

 

II.1. Systématique des bactéries MTBC 

 

Les bactéries du complexe M. tuberculosis appartiennent à 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 

l’ordre des Actinomycétales (signifiant « Champignons à 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, possède un genre unique, le genre 

Mycobacterium regroupant les mycobactéries où l’on retrouve les bactéries MTBC 

(Ventura et al. 2007 pour revue). 

 

 

 

 

Tableau 1. Classification systématique des mycobactéries. 
 

Règne Bacteria 

Embranchement Actinobacteria 

Ordre Actinomycétales 

Sous-Ordre Corynebacterineae 

Famille Mycobacteriaceae 

Genre Mycobacterium 

Complexe Mycobacterium tuberculosis 
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II.1.1. Le genre Mycobacterium  

 

 

Les mycobactéries sont des bactéries aérobies et immobiles. Elles ont une longueur 

de 1 à 10µm et un diamètre 0,2 à 0,6 µm. 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 » après une étape 

d’adaptation suite à 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 particulièrement épaisse. Cette paroi est hydrophobe et riche en acides gras 

∝-ramifiés et ß-hydroxylés avec 60 à 90 atomes de carbones appelés acides mycoliques 

ou mycolates. Ces acides mycoliques sont à 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 à 71%. 

 

Le genre Mycobacterium regroupe près d’une centaine d’espèces. Ces différentes 

espèces de mycobactéries sont classées en mycobactéries à croissance rapide ou à 

croissance lente selon les temps de génération sur milieu optimal (Tortoli 2003). Les 

colonies de mycobactéries à croissance rapide peuvent être visibles sur le milieu adéquat 

après quelques heures à 7 jours d’incubation. On y retrouve notamment des bactéries 

environnementales et des espèces saprophytes (Figure 3). Par contre, les mycobactéries 

à croissance lente poussent plus longtemps avant que les premières colonies ne soient 

nettement visibles. Ces mycobactéries à croissance lente sont souvent pathogènes, avec 

une étape intracellulaire obligatoire. Sur le plan phylogénétique, l’alignement de 

séquences de gènes codant pour l’ARNr 16S de mycobactéries (rrnA et rrnB) a permis de 

corréler l’apparition des mycobactéries à croissance lente à la délétion d’une portion du 

gène rrnB (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 même liée à la production d’ARNr dépendant du 

nombre d’opérons ARNr (rrn). Chez les bactéries à croissance rapide, deux opérons rrn 

(rrnA et rrnB) ont été observés alors qu’un seul opéron est observé chez les bactéries à 

croissance lente (Ji et al. 1994). Ces observations ont servi de bases génétiques à la 

phylogénie des mycobactéries (Devulder et al. 2005). 
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Figure 3. Disposition phylogénétique des bacilles MTBC dans le genre 
Mycobacterium (adapté de Gutierrez et al. 2005). 

 

 

 

 

 

II.1.2. Le Complexe Mycobacterium tuberculosis (MTBC)  

 

Les bactéries MTBC sont groupées dans les bactéries à croissance lente. On y 

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

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

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

les MTBC sont toutes pathogènes ou potentiellement pathogènes pour l’homme et les 

animaux (Tortoli 2003). Certaines propriétés des bactéries du complexe sont dues à 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 à la destruction par les macrophages,…) (Morris et al. 2005). 

 

 

 

 

 

MTBC  
(et bactéries à colonies 

« lisses »)  



Introduction 

 19 

II.2. Caractéristiques du génome des bactéries MTBC 

 
 

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

 

L’une des avancées les plus notables en mycobactériologie fut le premier 

séquençage en 1998 par l’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 caractères 

du pathogène, 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 l’Institut Pasteur, 

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

 

La souche H37Rv possède 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 

l’utilisation de Guanine-Thyrosine-Guanine (GTG) comme codon d’initiation dans plus de 

35% des gènes. 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 particulières du génome, codant notamment 

pour des PE/PPE (voir page 21), ce taux de G+C peut passer à 80%. Ce taux G+C % est 

cependant inférieur à 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 

particulièrement élevé de gènes codant pour des protéines impliquées dans le 

métabolisme des acides gras. Le nombre élevé de ces gènes liés aux acides gras souligne 

l’importance des lipides dans le mode de vie pathogène 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). 

 

 



Introduction 

 20 

II.2.2. Les séquences répétées du génome de M. tuberculosis H37Rv 

 
Les séquences nucléotidiques répétées du génome peuvent être à 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 être 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 

séquences CRISPR) (Cole et al. 1998 , Gordon et al. 1999a). 

 

 

a) Les IS6110 
 

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 à 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 très répandues dans les bactéries MTBC. Le génome 

de H37Rv en possède un très grand nombre de copies (Cole et al. 1998). Les familles 

IS3, dont fait partie IS6110, sont des séquences nucléotidiques d’environ 1,5 kb à plus 

de 2 kb. Les IS6110 possèdent à leurs extrémités des séquences inversées associées à 

des répétitions de 3pb aidant probablement à leur transposition dans les différentes 

régions du génome (Figure 4) (McAdam et al. 1990 , Thierry et al. 1990a). Le génome de 

H37Rv possède 16 copies d’IS6110 réparties de manière 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 gènes codant pour des 

antigènes potentiels (comme ceux de la phospholipase C). (Cole et al. 1998, Warren et 

al. 2000 ).  

 

Le rôle biologique des IS6110, n’est pas clairement établi. Ces IS seraient à 

l’origine de recombinaisons génétiques et de délétions de certaines régions du génome 

(Figure 5). Les familles IS3 sont composées de deux à 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 l’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 modèle mycobactérien, ont montré que la transposition d’IS6110 était 

stimulée par un environnement microaérobie (Ghanekar et al. 1999). Les transpositions 

d’IS6110 pourraient servir pour faire face aux conditions défavorables de 

l’environnement en participant à l’adaptation phénotypique des bactéries (McEvoy et al. 

2007 pour revue). 

 

Figure 4. Séquence complète d’une IS6110 avec les séquences inversées 
soulignées aux extrémités (Thierry et al. 1990a) 

 
 

 
 
Figure 5. Mécanisme de délétion médiée par IS6110 et montrant le rôle des 
régions inversées (IR). Exemple de la 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 nucléotidiques PE/PPE sont des régions du génome des 

mycobactéries qui codent pour des protéines acides particulièrement 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 gènes de ces séquences PE/PPE sont groupés en clusters et 

répartis en multiples copies polymorphes sur tout le génome. Dans le génome de H37Rv, 

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 » 

particulièrement riche en G+C. Les régions PGRS sont organisées en microsatellites dont 

les motifs varient d’une souche de mycobactérie à une autre. La classe PE_PGRS 

comporte 61 membres. Elle est caractérisée par des motifs Gly-Gly-Ala répétées en 

tandem, c’est-à-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 pathogènes 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 

synthèse d’IL10. Cette interleukine est connue pour inhiber la synthèse d’IFNγ et d’IL12, 

qui jouent un rôle important dans l’établissement de la réponse protectrice Th1 contre la 

tuberculose (Cole 1999 , Brennan and Delogu 2002 , Nair et al. 2009). Même si la 

fonction de tous les gènes PE/PPE n’a pas été précisée à ce jour, il semble que ces 

derniers soient impliqués dans la persistance des mycobactéries et la pathogenèse de la 

tuberculose chez l’hôte (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 possèdent pas de séquences palindromiques. Dans le génome de H37Rv, on 

en retrouve 65 copies réparties dans 41 loci (Cole et al. 1998). Le rôle 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 à 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 à 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 être 

uniquement observées dans les bactéries MTBC. Le rôle des REP13E12 semble encore 

assez flou. Leur expression serait induite en réponse à une altération de l’ADN. Dans le 

génome de H37Rv, 4 régions REP13E12 possèdent des sites d’insertion potentiels pour 

des groupes de gènes ressemblant à un prophage, le PhiRv1 (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 à des prophages PhiRv1 et 

PhiRv2. Ces prophages possèdent des organisations similaires avec des gènes phagiques 

adjacents situés dans le même loci (Cole et al. 1998). La présence ou la localisation des 

gènes de PhiRv1 semble être assez variable d’une souche à 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 même, 

la souche vaccinale M. bovis BCG en est exempt (Mahairas et al. 1996). Les gènes du 

prophage PhiRv2, eux semblent toujours être présents et sont assez stables.  

Dans le génome de H37Rv, le prophage PhiRv1 interrompt l’opéron biotine. Par 

ailleurs, on y retrouve aussi une recombinase (Rv1586c) et une intégrase. La présence 

de gènes codant pour ces enzymes suggère la possibilité de recombinaison site spécifique 

de la part du prophage PhiRv1. Le prophage PhiRv1 possède 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 PhiRv1 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 à 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 rôle 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 première fois chez Escherichia coli par 

Ishino en 1987. La disponibilité de plus en plus de séquence de génome a ensuite permis 

à 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 à 48 pb. Ces séquences identiques répétées sont entrecoupées de 

courtes séquences uniques, variables, de 20 à 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 même espèce (conservation intra-espèce) (Jansen 

et al. 2002). Cependant, ces séquences varient d’une espèce à l’autre (variation inter-

espèces).  

 

 
 
Figure 6. Structures des séquences CRISPR (Marraffini et al. 2010) 

 
 

 

 

L’unique région CRISPR retrouvée chez M. tuberculosis, le locus DR, est très 

polymorphe d’une souche à une autre. Elle est utilisée pour typer les souches MTBC. 
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Celles-ci peuvent en effet être différentiées à 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 être utilisée pour l’identification des 

bactéries pathogènes (Grissa et al. 2007). 

 

Des études in silico sur cette famille de séquence ont montré la présence de gènes 

appelés cas pour « CRISPR-associated » adjacents aux séquences CRISPR. On peut 

retrouver jusqu’à 20 copies de gènes cas selon les génomes (Jansen et al. 2002, Haft et 

al. 2005). Il semblerait que seuls 2 gènes cas soient associés aux séquences CRISPR de 

M. tuberculosis (H37Rv et CDC1551) (Godde and Bickerton 2006). Ces gènes cas ont des 

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

 

Les CRIPSR seraient impliqués dans le maintien de l’intégrité du génome 

bactérien. Ils auraient un rôle de protection des bactéries contre les infections d’ADN 

d’origine exogène en empêchant 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 à des portions d’éléments mobiles, comme des ADN de 

bactériophages ou de plasmides. Une fois incorporées dans le système CRISPR, ces 

séquences spacers vont aider à prévenir spécifiquement d’autres invasions par ces 

éléments exogènes (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 numérotés de 1 à 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). 
 
A) 

 
 

A. Acquisition d’une nouvelle unité de spacer à partir d’ADN invasif. L’ADN d’origine 

exogène (plasmide ou phage) serait « découpé » et une partie des séquences est incorporée 

dans le CRISPR comme nouveau spacer. B. Mécanisme d’interférence par CRISPR à partir de 

spacers transcrits. En cas de ré-invasion par l’ADN exogène, les séquences de spacers 

correspondantes vont être transcrites en précurseurs crRNA, devenir matures (crRNA) et 

servir dans la reconnaissance spécifique de l’élément exogène et son élimination. 

 

 

 

B) 
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II.3. Epidémiologie Moléculaire et Evolution 

 
Les caractères génétiques des mycobactéries ont permis le développement de 

nombreux outils moléculaires qui servent à étudier aussi bien la phylogénie que 

l’épidémie des populations de mycobactéries. 

 

 

II.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 être issus des 

réarrangement intra-génomiques ou de délétions de certaines régions du génome. Tels 

est le cas des séquences répétées, IS6110, DR, MIRU-VNTR, etc… Des changements 

mineurs ou des mutations localisés au niveau de certaines séquences du génome 

peuvent aussi être utilisés comme marqueurs génétiques (cas des SNPs) (Arber 2003). 

Enfin, des régions de différences (RD) correspondant à des séquences nucléotidiques de 

grande taille peuvent aussi être utilisées pour différencier les espèces 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). 

 

 

 

a) La IS6110-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 IS6110-RFLP permet de déterminer le nombre d’IS6110 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 à une autre. Ce 

nombre peut aller jusqu’à 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 premières utilisations de la technique IS6110-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-à-dire le nombre et la position de copies d’ IS6110, d’une 

même souche peuvent cependant varier chez un même patient au cours du temps (de 

Boer et al. 2000). Ces variations temporelles dans une même souche font de l’IS6110 un 

marqueur génétique avec un faible pouvoir discriminant pour l’étude de l’évolution 

moléculaire des souches. De plus, la IS6110-RFLP est une technique très laborieuse. Elle 

nécessite en effet une quantité élevée d’ADN, plusieurs jours de manipulation à 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 à discerner les une des autres. 

D’autres techniques basées sur le polymorphisme d’autres séquences répétées comme 

les PGRS ou les DR doivent être 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 

être uniquement retrouvées dans les bactéries MTBC. Cependant, des homologues de 

IS6110 ont été retrouvés chez d’autres espèces de mycobactéries (Kent et al. 1995) et 

de récentes études semblent indiquer la présence d’IS (annoté ISMs6110) ayant de très 

grandes similarités avec IS6110 chez une mycobactérie à croissance rapide, 

Mycobacterium smegmatis. Cet IS6110 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 l’absence de 43 spacers localisés sur le locus DR 

(Figure 9). La méthode consiste à amplifier les spacers par PCR à partir des séquences 

DR flanquantes. L’amplification est faite avec des amorces (dont une généralement 

marquée à la biotine) spécifiques des DR flanquant les spacers. Les amplicons marqués 

sont ensuite hybridés à des oligonucléotides complémentaires des spacers immobilisés 

sur une membrane. La présence des amplicons de spacers est alors révélée par 

chimioluminescence. Le profil obtenu à partir des 43 spacers utilisés est appelé 

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

 

 



Introduction 

 31 

Figure 9. Obtention de spoligotypes à partir du locus DR. A. Représentation 
schématique du locus DR avec les séquences entrecoupées de DR et la présence d’une 
IS6110. B. Sites d’amplification des régions DR avec les amorces Dra et DRb et profils 
spoligotypes obtenus à partir de l’hybridation de produits PCR marqués de différentes 
souches 

 

 

 

La diversité des spoligotypes des différentes souches provenant de plusieurs pays a 

pu être collectée dans des bases de données (Sola et al. 1999). Ces bases de données 

peuvent être utilisées pour la phylogénie et surtout l’épidémiologie de souches MTBC. La 

présence ou l’absence de chacun des 43 spacers a été standardisée. Le spoligotype peut 

être exprimée de façon binaire ou octale selon la présence ou l’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 même regroupés en « familles » selon des 

paramètres 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 

quatrième 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. Grâce à 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 IS6110-RFLP, le spoligotyping 

est moins coûteux, plus simple à 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 l’évolution est aujourd’hui sujet à controverse. Les CRISPR auraient en 

effet un rôle dans la protection de l’intégrité du génome bactérien. La pression de 

sélection de l’hôte qui en résulterait pourrait alors être 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 connaître la taille de chaque locus MIRU. Pour cela, différents loci 

MIRU-VNTR du génome sont amplifiés par PCR à partir de leurs régions flanquantes non 

polymorphes. La taille des amplicons est relative au nombre de copies MIRU-VNTR. Ce 

nombre peut alors être déterminé par ce système (Supply et al. 2001, Kwara et al. 2003, 

Allix et al. 2004). La détermination de la taille des amplicons peut être faite par 

électrophorèse 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 être suffisamment discriminant et 

assez stable d’une souche à 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 système de 

contrôle de la tuberculose aux Etats-Unis. Ces techniques doivent cependant être 

associées à d’autres typages (IS6110, spoligotyping) dans des cas où les études 

épidémiologiques ne permettent pas de classer ou de distinguer les souches (Cowan et 

al. 2005). D’autres loci MIRU peuvent être 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 à 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 à petit le 

typage IS6110. Elle souffre cependant des mêmes inconvénients que le spoligotypage. 

Des évènements de recombinaison peuvent avoir lieu au niveau des répétitions générant 

des profils similaires chez des souches très 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 l’évolution des mycobactéries. Elle a aussi permis de mieux 

comprendre les origines et la pathogénicité des espèces de mycobactéries.  

Les premières comparaisons de génomes entiers ont été réalisées par l’analyse de 

profils de restrictions par électrophorèse sur gel à champs pulsé (PFGE pour « Pulsed 

Field Gel Electrophoresis »). Cette méthode a permis de dresser les premières 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 séquençage 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 à celui de la souche 

virulente M. bovis (Mahairas et al. 1996). Grâce à cette technique, l’absence de 3 régions 

de différences (RD1 à RD3) de M. bovis BCG a été observée. La région RD3 absente de la 

souche vaccinale correspond au prophage PhiRv1 qui est aussi absente dans 84% des 

souches MTBC étudiées. La région RD2 correspond à des séquences répétées dont la 

délétion ne semble cependant être observée que chez les souches vaccinales repiquées 

après 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 gènes codant pour l’ESAT-6 (« Early 

Secreted Antigenic Target 6 »). Cet antigène majeur de M. tuberculosis semble jouer un 

rôle important dans la pathogénicité de ces bactéries (Gordon et al. 1999b, Brodin et al. 

2002 , Brosch et al. 2002 ). En effet, grâce à des mutants par transposition sur la région 

RD1, il a été observé que l’ESAT-6 et le CFP-10 (dont le gène 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 à ADN (DNA microarrays) associée aux BACs a permis 

d’affiner la comparaison des génomes. Avec les puces à ADN, la comparaison de génome 

a pu s‘étendre aux autres bactéries MTBC. Grâce à 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 pathogènes 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 à 5). Ces régions sont intactes dans la souche non virulente. Les 

délétions retrouvées dans le génome de la souche H37Rv se feraient à partir des 

séquences IS6110 qui se trouvent à 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 entièrement séquencés ou le sont 

partiellement. Ces séquences (ou projet de séquençage) sont accessibles sur Internet 

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

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

Grâce au séquençage complet de ces génomes, des comparaisons in silico entre 

différents génomes de mycobactéries ont pu être 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 complètes 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 à la 

fois aux RD et à des régions insérées, ont été observées entre les deux souches. Les 

autres variations concernent un ou plusieurs nucléotides dans un gène 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 gènes et affectent la phase de 

lecture de ces derniers. D’un autre côté, 37 insertions différentes sont observés dans le 

génome de H37Rv. Ces inserts sont absents du génome de CDC1551. De plus, la souche 

CDC1551 ne possède 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 à la famille PE/PPE. Par ailleurs, une autre 

différence est à noter entre les 2 souches pour le prophage PhiRv1. 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 à 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) 

révèle 74 insertions et délétions différentes entre le génome des souches. De plus, 76 

SNPs ont été observés sur 32 gènes. Les SNPs non synonymes peuvent affecter entre 

autre les facteurs de transcription, la régulation des voies métaboliques ainsi que 

l’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 

possède 60 kb de nucléotides de plus dans son génome par rapport à 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 gènes codant pour des protéines 

membranaires dont l’un, mmpL6, 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 séquençage en haut débit de gènes, des ARN ou des 

génomes contribuent aujourd’hui de manière non négligeable au développement de la 

génomique comparative et à la compréhension des processus biologiques, notamment 

chez les pathogènes (Gingeras et al. 1998 , Ansorge 2009 pour revue, Gilad et al. 

2009 ). Jusqu’en Aout 2010, 144 projets de séquençage 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 espèces 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 à certains biais. Tel 

est le cas quand ces SNPs sont associés à des gènes de résistance aux antibiotiques ou 

sont soumis à une pression de sélection de l’hôte. Parfois, les SNPs sont sélectionnés à 

partir de génomes non représentatifs des M. tuberculosis. Par contre, l’évolution des LSPs 

n’est pas assez rapide pour retracer l’évolution des souches actuelles (Baker et al. 2004 , 

Filliol et al. 2006, Gutacker et al. 2006 ). 

 

 

II.3.2. Evolution et phylogénie des souches MTBC : 

 

L’observation des différents génomes de bactéries MTBC a mis en évidence 

l’existence de variations génétiques entre les souches. Ces variations sont apparentées à 

des SNPs, des LSPs et des régions de différences. Ces marqueurs génétiques sont utilisés 

pour étudier l’épidémiologie des souches de la tuberculose. Ils servent surtout à typer les 

bactéries. Ces typages de souches permettent de retracer et de comprendre l’expansion, 

la pathogénicité et l’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 espèces 

constituant le genre des mycobactéries sont des bactéries saprophytes non pathogènes. 

L’évolution de la plupart des bactéries MTBC vers un mode de vie pathogène contre les 

mammifères 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 l’évolution de ces bactéries MTBC. 

Grâce à l’étude de la distribution de 20 régions variables correspondant à des délétions et 

des insertions observées sur 100 bactéries appartenant à 6 sous-espèces différentes 

MTBC, Brosch et ses collaborateurs ont révélé un nouveau scénario de l’évolution des 

bactéries MTBC. Les différences observées entre souches de M. tuberculosis et M. bovis 

montrent que cette dernière serait apparue plus récemment dans le processus de 

l’évolution et dériverait de M. tuberculosis ou d’un ancêtre 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 l’historique de l’évolution des souches. 

La présence ou l’absence de la région TbD1 permet de diviser les souches de M. 

tuberculosis en souches « anciennes » (celles où TbD1 est présente) et en souches 

« récentes » où la région TbD1 a été délétée. Par ailleurs, la délétion de la région RD9, 

antérieure à TbD1, marque la divergence entre M. tuberculosis et les espèces M. 

africanum, M. microti et M. bovis (Brosch et al. 2002). L’analyse de LSPs associée au 

séquençage 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 gène de la catalase-péroxydase G (katG) et 

du codon 95 du gène gyrA (sous-unité A de l’ADN Gyrase) permet de dresser une 

relation phylogénétique entre plus de 840 bactéries MTBC provenant de plusieurs pays. 

Grâce à ces, SNPs les souches ont été classées en trois groupes principaux (Figure 10). 

La classification des souches à 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 être associées aux spoligotypes, aux profils IS6110 et MIRU 

des souches. Une répartition clonale des souches a par ailleurs été observée (Gutacker et 

al. 2002).  

Les branches phylogénétiques obtenues de l’analyse des SNPs ne sont cependant 

pas toujours les mêmes. Elles peuvent conduire à 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 
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important de SNPs a par ailleurs été observé au niveau de gènes de réparation, de 

recombinaison et de réplication de l’ADN (gènes « 3R ») qui sont liés à l’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 

l’origine géographique des populations humaines hôtes. 

 

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

 

 

 

 

D’autres études confirment la corrélation entre le génotype des souches et les 

branches phylogénétiques observées. La phylogéographie des souches obtenue grâce à 

l’étude de LSPs indique que les grandes lignées clonales de M. tuberculosis sont 

spécifiquement associées aux sites géographiques des souches ou à l’origine des patients 

tuberculeux. En utilisant ces LSPs, Gagneux et ses collaborateurs ont classé les souches 

en lignée de l’Océan Indien, lignée Est-Asiatique, lignée Est-Africaine Indienne, lignée 

Euro-Américaine et  lignée Ouest Africaine. Cette classification des souches semble 

concorder de manière plus précise avec les origines géographiques des patients 

tuberculeux (Gagneux et al. 2006). 

 

 



Introduction 

 39 

II.3.3. Les familles de souches de M. tuberculosis : 

 

Aujourd’hui, l’épidémie globale de la tuberculose semble être structurée de manière 

phylogéographique. Après des milliers d’années d’évolution, certains clones de MTBC 

semblent en extinction alors que d’autres réemergent (Tanaka and Francis 2006). Grâce 

à 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 à l’échelle du temps. Cette représentation a été obtenue à partir de la 
combinaison de spoligotype, MIRU-VNTR et SNPs au niveau de KatG et GyrA. 
(Arnold 2007). 
 

 

 

 

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

 

Cette lignée de souches M. tuberculosis est caractérisée par un nombre très peu 

élevé d’IS6110. Elles ont 4 copies ou plus de VNTR- allèle ETR-A et un profil spoligotype 

caractéristique (Figure 12). Le profil spoligotype des souches EAI se présente avec 
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l’absence des spacers 29 à 32, la présence du spacer 33 et l’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 l’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’après la 

phylogénie issue des SNPs de Filliol (Filliol et al. 2006, Gutacker et al. 2006 ). 

 

 Bien que décrite pour la première fois au Burkina-Faso (Afrique de l’Ouest), les 

souches M. tuberculosis avec un profil de la lignée EAI sont principalement retrouvées 

dans tout le pourtour de l’Océan Indien. Elles sont plus fréquentes en Afrique de l’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 

très fréquent à 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 l’absence des spacers 2,3 et 18 en plus du profil type EAI semble très 

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 à 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 très caractéristique 

avec la présence de seulement 9 des 43 spacers du côté 3’ dans les profils spoligotype 

(Figure 12) (van Soolingen et al. 1995). A partir de l’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 gène 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 soupçonnent 

des différences phénotypiques entre ces différents sous-groupes de souches Beijing 

(Tsolaki et al. 2005).  

De plus, une autre source de polymorphisme est unique à la lignée des souches 

Beijing : des mutations non synonymes au niveau de gènes codant pour des enzymes 

impliquées dans la réparation de l’ADN, comme les gènes mutT et les gènes ogt. Ces 

mutations semblent contribuer au polymorphisme des souches Beijing (Ebrahimi-Rad et 

al. 2003). Les RD et les mutations sur des gènes de réparation de l’ADN (ou gènes 3R) 

ont servi à retracer l’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 Th1 par comparaison à 

d’autres lignées de souches (Manca et al. 2004) et peuvent être associées à une 

virulence plus importante (Lopez et al. 2003). Les souches de la lignée Beijing peuvent 

parfois être associées à 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 l’Asie du Sud Est où la vaccination BCG de masse aurait 

été un facteur sélectif. Cette vaccination de masse au BCG aurait favorisé les caractères 

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 qu’elles soient plus prévalentes en Asie, ces souches sont répandues 

un peu partout dans le monde et ont la capacité de disséminer très 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 côté de Delhi, où sa prévalence semble particulièrement élevée 

(Bhanu et al. 2002 , Filliol et al. 2003). Les souches de la lignée CAS sont caractérisées 

par un profil spoligotype où les spacers 4 à 7 et 23 à 34 sont absents (Figure 12). Les 

profils spoligotypes et MIRU des souches CAS semblent être très proches de ceux des 
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souches Beijing (Sola et al. 2003). D’ailleurs, la lignée Beijing pourrait être issue de 

souches CAS (Arnold 2007). D’autres variantes de ce spoligotype peuvent être 

retrouvées. Le profil CAS1-Kili (Kili pour Kilimanjaro), avec 4 autres spacers en moins, a 

été caractérisé en Tanzanie où la lignée CAS semble être plus prévalente que les autres 

familles de M. tuberculosis (McHugh et al. 2005 , Eldholm et al. 2006). Les souches de 

cette lignée correspondent à 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, Gagneux 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 gène rpoB 

(T2646G) des souches CAS. Le gène rpoB code pour une sous unité de l’ARN polymérase 

impliquée dans la résistance à la rifampicine (Baker et al. 2004, Gagneux et al. 2006 ). 

Les souches de la lignée CAS sont particulièrement plus prévalentes aussi bien en Inde 

(Bhanu et al. 2002) qu’au Pakistan (Hasan et al. 2006) ainsi qu’en Afrique de l’Est 

(Eldholm et al. 2006). Cette lignée semble être associée à 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 à cause de l’existence de mutations spécifiques au sein des gènes 

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 à 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 gène codant pour la catalase-péroxydase G (katG), et une autre mutation 

C/T au niveau du codon 3243 du gène rpoB (Sreevatsan et al. 1997 , Baker et al. 2004). 

En général, le spoligotype de ces familles est caractérisé par l’absence des spacers 33 à 

36 (Soini et al. 2000).  

Ces souches sont toutes caractérisées par l’existence d’une délétion de 7 paires de 

bases causant un déplacement de la phase de lecture du gène Pks15/1 et son 

inactivation. Ce gène 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 gène 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 à 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 l’absence du spacers 31 dont la 

détection est gênée par la présence d’une IS6110 (Groenen et al. 1993 , Legrand et al. 

2001), en plus des spacers 33 à 36 (Figure 12) (Brudey et al. 2006). Par ailleurs, une 

mutation non synonyme au niveau du codon 182 (H182R) du gène mgtC est associée 

aux souches de la famille Haarlem. Ce gène code pour une protéine impliquée dans la 

virulence de plusieurs pathogènes intracellulaires (Alix et al. 2006). D’autres variantes de 

la famille Haarlem sont observées à partir du spoligotype. Ces variantes sont annotées 

Haarlem 1 à 4. Le variant Haarlem 2 (ou H2) est caractérisé par l’absence de tous les 

spacers 1 à 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 gènes de 

réparation de l’ADN, dont ogt44 et ung501 (Olano et al. 2007). D’autres études montrent 

l’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 

être 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 l’absence des 

spacers 21 à 24 (Sola et al. 2001 , Brudey et al. 2006). Plusieurs variantes de la famille 

LAM existent. Désignées LAM01 à LAM12, les profils spoligotypes de ces variantes sont 

parfois très ambigus (Figure 12). Chez les souches LAM3/S, tous les spacers de 1 à 24 

ont disparu. Cette disparition ferait probablement suite à 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 à 24 n’est 

pas toujours respectée. Tel est le cas des souches LAM07-TUR de Turquie ou les LAM10-

CAM. Chez les variants LAM11-SWE de Suède et LAM12-Madrid1 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 IS6110, les SNPs ou le typage VNTR sont 

utilisés. Le typage MIRU-VNTR des souches LAM montre un déséquilibre de liaison d’un 

allèle ETR-A égal à 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 gène 

plcA, un des gènes 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 RDRio a été décrite chez 

des souches du Brésil. Cette sous-famille RDRio est caractérisée par l’existence d’une 

région de différence spécifique de 26 kb contenant des régions PPE. Les souches LAM 

RDRio ont aussi une RD174 caractéristique associée à des sSNP au niveau du gène 

Ag85C103. Ce gène code pour un antigène immuno-dominant de la tuberculose. Cette 

mutation semble être spécifique des souches LAM (Lazzarini et al. 2007 , Gibson et al. 

2008 , Von Groll et al. 2009). Au regard des gènes 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 à 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 

l’absence des spacers 33 à 36 associées à l’absence du spacer 18. Des variants de la 

famille X sont numérotées de X1 à 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 très faible d’IS6110 (Soini et al. 2000 , 

Sebban et al. 2002 , Dale et al. 2003). La souche CDC1551 séquencée en 2002 possède 

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 Caraïbes semble indiquer que la 

souche responsable de plus de la moitié des cas de tuberculose dans les îles de Trinidad 

et Tobago possède les caractéristiques d’une souche récente de la famille X1. Cette 

souche y aurait sévi avec les immigrants d’origine anglo-saxonne dans ces îles (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 

l’absence des spacers 33 à 36. De plus, sont inclus dans cette lignée les souches avec au 

moins un des spacers de 1 à 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 à T5) dont les 

spoligotypes sont parfois très 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 ambiguïté 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 particulièrement 

présente en Europe comme en Suède (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 Norvège (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). 
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Figure 12. Les grandes familles de profils spoligotypes avec certaines de leurs 
variantes. Les numéros des spacers sont donnés. Les cases blanches représentent les spacers 
absents, les noires les spacers présents 

 

 

 

 

 

III. TRANSFERT HORIZONTAL DE MATERIEL GENETIQUE CHEZ LES BACTERIES  

 

III.1. Les Transferts horizontaux 

 

Afin de s’adapter à un environnement donné ou d’explorer d’autres niches 

écologiques, beaucoup d’organismes vivants, sont capables d’adapter leur mode de vie à 

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 à une bactérie d’exploiter de 

nouveaux environnements. Les microorganismes ont développé des mécanismes leurs 

permettant d’acquérir directement et de manière plus rapide des gènes ou de nouveaux 

caractères à partir d’autres organismes. L’ensemble de ces phénomènes d’acquisition 

d’ADN d’un génome à 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 à partir de plasmides, soit 

par capture de l’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 l’évolution des 

bactéries. Ils peuvent conduire au basculement vers un mode de vie pathogène. Les HGT 

permettent aux bactéries d’acquérir des gènes qui ont bénéficiés aux organismes 

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

 

La disponibilité de plus de séquences de génomes de microorganismes pathogènes 

ou non pathogènes a permis de suivre l’évolution de ces microorganismes. L’acquisition 

de nouvelles fonctions, dont ceux pouvant induire la pathogénicité, par les transferts 

horizontaux de gènes a pu être mieux étudiée. Dans l’ensemble, les gènes acquis par 

HGT concernent 3 principaux caractères qui sont : 

 

La résistance aux antibiotiques. Chez les bactéries, l’acquisition de gènes 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 gènes de résistance aux antibiotiques, la 

ICEHin1056 a été séquencée chez Haemophilus influenzae. Ces groupes de gènes 

semblent avoir été transférés d’une bactérie à une autre par HGT et sont retrouvés chez 

un grand nombre de protobactéries (Mohd-Zain et al. 2004). Les gènes de résistance aux 

antibiotiques β-lactames ou β–lactamines sont souvent acquis par conjugaison à partir de 

plasmides portant des gènes de la β-lactamase, une enzyme capable de métaboliser 

l’antibiotique (Hawkey and Jones 2009). Par ailleurs, des transposons responsables de la 

résistance à la vancomycine sont retrouvées identiques chez des entérocoques 

résistantes à l’antibiotique (Paulsen et al. 2003). D’autres gènes de résistance peuvent se 

transmettre par des super-intégrons. Ces super-intégrons sont capables de s’exprimer de 

façon autonome. Ils ont permis aux entérobactéries Gram-négatifs de capturer et 

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

 

La pathogénicité. Les premières observations de l’acquisition de caractères virulents 

par HGT concernent le transfert de caractères pathogènes 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 à l’hôte infecté (Smith and 

Linggood 1971 , Brussow et al. 2004). Chez les microorganismes pathogènes, le groupe 

de gènes de virulence est souvent retrouvé associé à des éléments mobiles ou qui ont 

été mobiles. Ce groupe de gènes est appelé îlots de pathogénicité ou PAI 

(« Pathogenicity Islands »). Les PAI sont des blocks de gènes de 10 à 200 kb présents 
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chez les souches pathogènes et absents des souches affiliées non pathogènes (Hacker 

and Kaper 2000, Schmidt and Hensel 2004). L’usage des codons de ces îlots ainsi que 

leur taux en G+C sont souvent atypiques par rapport au reste du génome les 

hébergeant. Ces caractéristiques atypiques suggèrent qu’ils proviennent d’un autre 

organisme et permettent de déduire une acquisition par un transfert horizontal. Souvent, 

un ou plusieurs PAI peuvent être retrouvés en même temps dans le génome d’une 

bactérie pathogène. Ce phénomène suggère que le transfert des îlots de pathogénicité se 

sont fait en block, avec une possible synergie entre les différents gènes acquis (Groisman 

and Ochman 1996 , Ochman et al. 2000 , Ho et al. 2002). 

 

Les propriétés métaboliques permettant de s’adapter à 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 à un environnement 

particulier ou d’assurer leur survie face à un environnement hostile. Ces caractères sont 

retrouvés aussi bien chez les bactéries commensales que chez les pathogènes (Ochman 

et al. 2000). Ainsi, les « îlots de haute pathogénicité » retrouvés chez des souches 

virulentes de Yersiniae sont aussi observés dans des souches non pathogènes 

d’entérobactéries. D’autres îlots sont à la fois retrouvés sur les souches pathogènes et 

commensales d’Escherichia coli (Dobrindt et al. 2003, Oelschlaeger et al. 2003 ). Ces 

îlots de gènes y jouent plus un rôle dans l’adaptation et la conquête du milieu où 

évoluent les bactéries, que dans la virulence. Les autres caractères apportés peuvent 

permettre la symbiose, la synthèse de sidérophore ou de composés aromatiques là où ils 

sont nécessaires (Larbig et al. 2002, Sullivan et al. 2002 , Gaillard et al. 2006 ). La 

pérennité des gènes acquis sera sous le contrôle de la sélection naturelle. S’il s’avère que 

ces gènes sont inutiles ou insignifiants pour la bactérie réceptrice, ces caractères seront 

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

 

 

 

III.2. Les îlots génomiques (GEI ou « Genomic Islands ») 

 

III.2.1. Caractéristiques des îlots génomiques 

 

Les îlots génomiques définissent les blocks de gènes acquis par HGT et 

comprennent aussi bien les PAI, les îlots de résistance aux antibiotiques que les îlots 

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

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

 

Les caractéristiques atypiques communes à la plupart des îlots génomiques peuvent 

permettre de les identifier. La taille des GEI varie beaucoup, allant de 10 à 200 kb. 

Cependant, des îlots inférieurs à 10 kb, pouvant aller jusqu’à quelques centaines de 

bases ont été détectés grâce à 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 à 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 caractères diffèrent généralement du reste du génome. Les caractéristiques 

atypiques des GEI permettent parfois de retracer leurs origines par comparaison avec les 

caractères des génomes connus (Dufraigne et al. 2005 , Rosas-Magallanes et al. 2006 , 

Becq et al. 2007). Les GEI sont souvent insérés à côté de gènes codant pour les ARNt ou 

flanqués par des DR de 16 à 20 pb qui pourraient servir de site de reconnaissance pour 

certains enzymes et pourraient être impliquées dans l’insertion des GEI (Schmidt et 

Hensel 2004). La plupart des GEI porte des éléments mobiles ou des gènes codant pour 

des intégrases, des phages ou d’autres gènes impliqués dans l’acquisition de gènes par 

HGT. Certains gènes des GEI peuvent être 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).  

 

 

III.2.2. Détections de régions potentiellement acquises par transferts 

horizontaux 

 

A partir de leurs différentes caractéristiques, plusieurs techniques permettent de 

détecter les îlots génomiques. La comparaison de génomes par soustraction génomique 

ou l’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 à 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 gènes potentiellement acquis par HGT dans les souches comparées. Elle se 
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base sur l’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 à 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) Le calcul G+C%: le contenu en G+C des gènes ou des régions d’intérêt est 

calculé à partir du premier et du troisième codon. Les régions dont les valeurs 

en G+C sont supérieures ou inférieures à un seuil ou une référence donnée 

sont considérées comme atypiques (Figure 13B). 

b) L’usage du codon : certains acides aminés peuvent être codés par plus d’un 

triplet de nucléotides ou codon : ce sont les « codons synonymes ». La 

fréquence d’utilisation de ces codons synonymes varie d’un génome à un 

autre. La détermination de la fréquence d’utilisation de ces codons dans une 

région ou un gène donné permet de détecter les régions potentiellement 

acquises par transferts horizontaux (Ermolaeva 2001) pour revue). 

c) La signature tétranucléotidique : le génome est scanné en déterminant la 

fréquence (signature) de tétranucléotides sur une fenêtre de 5 kb. Les 

fenêtres présentant une distance Euclidienne par comparaison à 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. Caractères atypiques de la région Rv0986-8 dans le génome de M. 
tuberculosis. A) Signature tétranucléotidique. B) Taux en G+C % 
 

 

 

 

III.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 gène dans les souches M. tuberculosis (Sreevatsan et al. 1997). 

D’autre part, l’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 gènes 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 l’émergence de ces dernières (Saves et al. 2001 , Blanc-Potard and Lafay 

2003, Kinsella et al. 2003). Une étude menée sur plusieurs espèces de mycobactéries a 

montré que plusieurs épisodes d’HGT ont contribué à l’assemblage du génome de la 

souche ancestrale M. prototuberculosis. Le génome de ces mycobactéries aurait été 

façonné avant leur expansion clonale et serait à l’origine de l’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 l’opéron Rv0986-

8 comme ayant des traits atypiques. Ces gènes auraient été acquis par HGT à partir de 

γ-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 

(B) 
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silico sur l’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 îlots sont spécifiques des bactéries MTBC. Ces îlots 

spécifiques comprennent des gènes de virulence et d’autres fonctions, pour la plupart 

non encore connues (Becq et al. 2007). Très récemment, l’analyse phylogénétique d’une 

vingtaine de gènes sur des souches de mycobactéries a permis d’identifier 137 gènes 

acquis par plusieurs séries d’HGT dans les différentes strates phylogénétiques des 

mycobactéries. La plupart de ces régions détectées correspondent à ceux identifiés par la 

méthode paramétrique. Ces gènes semblent avoir façonné les génomes des bactéries 

MTBC (Veyrier et al. 2009). 

 

 

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

 

 

IV.1. La primo-infection à 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 l’inhalation de gouttelettes contenant les 

bactéries émises par un individu bacillifère, en toussant, en éternuant ou simplement en 

parlant (Figure 14). La tuberculose est une maladie typique des poumons (forme 

pulmonaire) qui constituent à 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) où 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.html#CDC_CoreCurricul
um 

 

 

IV.1.1. La Réponse immunitaire à 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, l’hôte infecté par M. tuberculosis est protégé principalement par une 

immunité à médiation cellulaire qui peut stopper la multiplication bactérienne. Le système 

immunitaire de l’hôte semble efficace pour contenir le pathogène mais il n’élimine souvent 

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

 

 

a) Les premiers contacts des bactéries avec les cellules immunitaires de 
l’hôte 

 

Après l’inhalation de gouttelettes infestées par des BK, le premier contact de la 

bactérie avec le système 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 où 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 à 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, empêchant la maturation de ces derniers en phagolysosomes 

(Armstrong and Hart 1971). La multiplication du bacille dans le phagosome peut conduire 

à la destruction de la cellule infectée. Les nombreuses bactéries libérées seront à 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 (IFNγ) résistent mieux à 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 grâce aux récepteurs 

de reconnaissance cellulaires. Ainsi, les récepteurs de mannose retrouvés sur les 

macrophages sont impliqués dans l’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 sécrètent des 

interleukines protectrices comme l’IL-12 ou des agents microbicides comme l’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 l’immunité innée de l’hôte. Ces neutrophiles sont parmi les premiers 

leucocytes à être recrutés au niveau du site d’infection. Avec les macrophages 

alvéolaires, les neutrophiles interviennent dans la réponse précoce à une infection par M. 

tuberculosis. Ils permettent de contrôler 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. Très récemment, les analyses bactériologiques et 

cellulaires de différents prélèvements biologiques provenant de patients tuberculeux ont 

montré que les bactéries M. tuberculosis intracellulaires étaient principalement 
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retrouvées dans les neutrophiles où ces bactéries se répliquent très 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’antigènes (CPA) qui sont impliquées dans le 

déclenchement de la réponse adaptative de l’hôte au niveau des organes lymphatiques 

secondaires. Parmi ces CPA, les cellules dendritiques sont assez résistantes à une 

infection par la bactérie et sont caractérisées par des prolongements cytoplasmiques 

appelés « dendrites » (Wolf et al. 2007). Les cellules dendritiques sont retrouvées en très 

grand nombre dans les lésions tuberculeuses. M. tuberculosis est internalisée dans ces 

cellules dendritiques après 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 l’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 antigènes aux cellules T naïves qui vont être activées et 

proliférer en CD4+ et CD8+ spécifiques grâce aux complexes majeurs d’histocompatibilités 

CMHII ou CMHI au niveau des ganglions lymphatiques (Wolf et al. 2008). En plus des ces 

cellules, les cellules Tγ/δ (gamma/delta) caractérisées par des récepteur antigéniques T 

(TCR) composés de chaînes γ et δ et des cellules T CD1-restreintes vont aussi être 

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 Th1, dont l’IL-12 ou l’IFNγ qui activent par la suite les macrophages et permettent 

de contrôler la multiplication des bactéries.  

 

Le système immunitaire spécifique est alors activé engendrant par la suite les 

cellules mémoires qui seront présentes jusqu’à la mort du sujet infecté. Les différentes 

cellules activées vont alors migrer vers le site infectieux. 
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c) Les réponses cellulaires immunes au niveau du site infectieux 

 

Les cellules T CD4 auxilliaires activées spécifiques vont jouer un rôle important dans 

la production d’IFNγ et l’induction des mécanismes apoptotiques des cellules infectées 

grâce au profil de secrétion de cytokines du type Th1 (T helper 1). 

Les cellules activées T CD8+, Tγ/δ, T CD1-restreintes sont capables de lyser des 

cellules étrangères ou des cellules infectées. Le rôle de ces cellules dans l’immunité anti-

tuberculeuse est de réduire la prolifération des mycobactéries intracellulaires en 

éliminant leur habitat, c’est-à-dire la cellule infectée. Ces cellules stimulent aussi la 

sécrétion de cytokines du type Th1, induisant la formation de granulomes dans les 

premières heures de l’infection (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 à lyser les macrophages infectés par les bactéries (Canaday et 

al. 2001). Les T CD8 secrètent aussi l’IFNγ. La majorité de ces cellules T CD8 

sensibilisées reconnaissent les antigènes grâce au CMH de classe I. Des antigènes 

spécifiques de mycobactéries comme l’ESAT-6, l’antigène 85 ou le CFP-10 sont ainsi 

reconnus. Ces propriétés des cellules T CD8 sont mises à profit dans diverses techniques 

de diagnostic de la tuberculose (Lalvani et al. 1997 , Boom et al. 2003 pour revue). Les 

cellules Tγ/δ (gamma/delta) sont caractérisées par des récepteur antigéniques T (TCR) 

composés de chaînes γ et δ. Des études menées sur les cellules T humaines semblent 

indiquer que, comme les cellules T CD8, les T CD4 et Tγ/δ ont une activité cytotoxique et 

sont capables de secréter de l’IFNγ 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 rôle important dans l’immunité anti-tuberculeuse. Les molécules 

CD1 sont en effet impliquées dans la présentation des antigènes d’origine lipidique pour 

activer l’activité cytolytique des cellules T CD1-restreintes contre les macrophages 

infectés. Le rôle de ces cellules T CD1-restreintes dans les sujets humains exposés à M. 

tuberculosis a été confirmé grâce à des études ex vivo faites à 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 manière indépendante à l’antigène contrairement aux 

autres cellules T effectrices. De plus, à partir d’expérimentations sur la souris, il a été 
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démontré que les cellules NK figurent parmi les premières cellules à produire de l’IFNγ 

lors de l’infection par M. tuberculosis (Junqueira-Kipnis et al. 2003) accentuant les effets 

bactéricides des cellules infectées grâce à l’interféron 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 antigènes-spécifique des cellules dendritiques. Ces 

interactions permettraient l’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 l’IL-12 et l’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 dernières dans les granulomes (Tsai et 

al. 2006). L’ensemble des populations lymphocytaires sensibilisées reconnaissant les 

antigènes de M. tuberculosis sont recrutées au niveau du ganglion périphérique vers le 

site d’infection et s’y agrègent 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 à cause du pH acide et de l’anoxie qui y subsiste. Le 

granulome tuberculeux offre aussi un environnement confiné où les cellules effectrices et 

les molécules bactéricides se côtoient et peuvent interagir rapidement pour éliminer les 

bactéries au niveau du site infectieux (Russell 2007). De récentes observations à partir de 

l’infection de larves de poissons zèbres (« zebra fish ») suggèrent que le recrutement des 

macrophages pour former les granulomes est induit indirectement par les antigènes 

bactériens secrétées dont l’ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6) (Volkman et al. 

2009). 

 

Au niveau du granulome, ces cellules vont contrôler la multiplication des bactéries en 

activant les phagocytes infectés grâce à l’induction par l’IFNγ et la réponse Th1 (Cooper 

and Khader 2008). Ces cytokines de la famille de la réponse Th1 agissent comme agents 

bactéricides, en parallèle avec les composés comme l’iNOS ou le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) (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 pathogènes internalisés (Flynn et al. 1993, Ehrt and Schnappinger 2009).  
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Figure 15. Réponse de l’hôte infecté par M. tuberculosis dans le granulome. 
A 

 

 

B 

www.bioscience.org/2002/v7/d/ulrichs/fig3.jpg 

 

 

http://www.ipbs.fr/equipes/altare/granulome.jpg 

 

(A) les effecteurs de l’immunité au sein de granulome. Les macrophages alvéolaires (MΦ), les 

cellules épithéliales (E) ou les cellules géantes de Langhans qui ont internalisés les bactéries sont au 

centre du granulome. Ces cellules vont présenter les antigènes bactériens aux lymphocytes T qui vont 
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produire des cytokines pour éliminer les cellules infectées et les mycobactéries intracellulaire, ainsi 

que des chémokines qui vont recruter d’autres cellules effectrices à partir du sang périphérique. Les 

intermédiaires réactifs d’oxygène (« reactive oxygen intermediates ou ROI ») et d’azote (« reactive 

nitrogen intermediates » ou RNI) contribue aussi à éliminer les bactéries intracellulaires. (B) Un 

granulome observé par microscope électronique. 

 

 

IV.1.3. La réponse Th1 

 

L’interaction entre les antigènes présentés par les cellules présentatrices d’antigènes 

et les récepteurs des cellules T sert de signal d’activation de ces dernières. Les 

lymphocytes sensibilisés proliférèrent et migrent vers le site d’infection pour y secréter 

des lymphokines médiatrices. Ces lymphokines vont activer les macrophages qui vont à 

leur tour produire l’IL-12. L’interleukine 12 va orienter les lymphocytes T CD4+ vers une 

différenciation en lymphocytes T auxiliaires ou T « helper » (Th) de type Th1 (T « helper 

type 1 »). Le profil de sécrétion cytokine Th1 est connu pour activer les cellules 

inflammatoires ainsi que la phagocytose. Cette réponse est impliquée dans l’inhibition de 

la croissance des bactéries pathogènes (Schluger and Rom 1998). Cette réponse Th1, 

notamment caractérisée par la sécrétion d’IFNγ et TNFα (Herrera et al. 2009), est résumée 

sur la Figure 16. 

L’inhibition de la maturation des phagosomes par M. tuberculosis chez le 

macrophage peut être levée par les cytokines, comme l’IFNγ. Des études in vitro de 

systèmes cellulaires sur l’action antibactérienne des macrophages humains montrent que 

l’IFNγ et les lymphocytes sont essentiels contre une infection par M. tuberculosis 

(Bonecini-Almeida et al. 1998). L’IFNγ est aussi une lymphokine activant les macrophages. 

D’autres cytokines comme le « Tumor Necrosis Factor alpha  » (TNFα) semblent aussi être 

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 Th1.  
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Figure 16. Les effecteurs de l’immunité anti-tuberculeuse et la formation 
de granulome. 

 
 

 

(a) M. tuberculosis phagocytés dans les alvéoles pulmonaires au niveau du site infectieux. (b) 

Activation des cellules T par les CPA et libération des lymphokines au niveau des 

ganglions lymphatiques. (c) Formation de lésions granulomateuses au niveau du site 

infectieux permettant de contenir l’infection. (d) Prolifération et transmission des bactéries 

en cas de défaillance du système immunitaire (adapté du site http://www.nature.com).  

 

Rôle de l’interféron gamma dans la réponse Th1: L’IFNγ va faciliter la prolifération 

des cellules T CD4+ et des cellules T cytolytiques. Ces dernières ont une activité lytique 

directe sur les cellules infectées (Flynn et al. 1993). L’IFNγ tient donc une place 

prépondérante dans l’immunité anti-tuberculeuse et peut servir pour le diagnostic de 

l’infection à M. tuberculosis. Des études sur des modèles murins ont montré que l’arrêt de 

la croissance des bactéries M. tuberculosis chez l’hôte infecté correspond souvent à la 

prolifération de cellules T productrices d’IFNγ ainsi qu’à une augmentation d’ARNm d’IFNγ 

(Schwander et al. 2000, Khader et al. 2007). Chez la souris aussi bien que chez l’homme, 

des perturbations de la réponse immune du type Th1 associées à des déficiences 

génétiques en IFNγ (Filipe-Santos et al. 2006) ou aux voies métaboliques liées à d’autres 

molécules du système immunitaire rendent extrêmement susceptibles aux infections à M. 

tuberculosis (Dorman and Holland 2000, Ellner et al. 2000). 

 

Rôle du TNFα dans la réponse Th1 : le TNFα, quant à lui, a la capacité d’induire la 

production de chémokines chez les monocytes/macrophages. De plus, il est impliqué dans 

l’expression de gènes 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 à la diminution et à la 

limitation du parasitisme intracellulaire de M. tuberculosis (Zganiacz et al. 2004). Le TNFα 

est également à l’origine du maintien de l’intégrité du granulome tuberculeux où s’effectue 

l’isolement et l’élimination des bactéries par les effecteurs cellulaires de l’immunité (Clay 

et al. 2008).  

Ainsi, plusieurs études montrent que l’arrêt de la multiplication des mycobactéries 

par le système immunitaire ne se produit pas en l’absence d’ IFNγ, de TNFα ni d’IL-12 

(Cooper and Khader 2008).  

 

 

IV.1.4. La réponse Th17 et Th2 dans l’immunité anti-tuberculeuse 

 

A côté de la réponse Th1, la réponse Th17, dépendante de l’IL23, semble aussi être 

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 Th1 capables de produire l’IFNγ après une stimulation ou 

une vaccination de modèles murins avec des antigènes spécifiques de M. tuberculosis 

(Khader et al. 2007). L’étude de la réponse Th17 chez des souris IFNγ-KO semble indiquer 

que l’IFNγ peut agir comme un régulateur de la prolifération des cellules T productrices 

d’IL17 suite à 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 l’immunité 

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

 

Les réponses Th1 et Th17 semblent agir à des niveaux différents lors des infections 

mycobactériennes. Alors que la réponse Th1 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 

système immunitaire par des antigènes mycobactériens dans les modèles murins 

conduisaient à une réponse pathologique. Une augmentation de IL17 serait impliquée 

dans cette pathologie (Cruz et al. 2010). 

 

La réponse Th1 et Th17 sont associées à une immunité protectrice contre les 

infections mycobactériennes. Les cellules Th2 et les cytokines qui leur sont associées, 
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comme l’IL4, l’IL5 ou l’IL10 sont par contre corrélées à une sensibilité plus accrue à la 

tuberculose (Rook and Zumla 2001). En effet, l’IL10, une cytokine de type Th2, est 

associée à une désactivation des macrophages et à une réduction de la sécrétion de 

cytokines Th1. D’autre part, une diminution de la réponse Th1 (IFNγ 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 l’antagoniste de l’IL4, l’IL4δ2, de 

manière plus importante que les patients tuberculeux ou les sujets non infectés, 

soulignant l’importance de la régulation de la réponse Th2 dans l’immunité protectrice 

contre la tuberculose (Demissie et al. 2006). 

 

 

IV.2. Progression d’une infection tuberculeuse 

 

Le système immunitaire répond généralement efficacement contre les infections de 

mycobactéries. Selon la capacité du système immunitaire à contrôler 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 contrôle immunitaire et le 

sujet infecté développera la tuberculose maladie. Dans 90% des cas, la « tuberculose 

infection » est asymptomatique. L’organisme infecté contrôle la prolifération des bactéries 

et la lésion tuberculeuse va se calcifier. Cependant, certains bacilles ayant un métabolisme 

extrêmement ralenti pourront survivre. Ces bacilles, dits quiescents ou persistants, 

pourront se développer à nouveau sous l’influence de différents facteurs entraînant une 

baisse de l’immunité de l’hôte. 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 à une diminution du système immunitaire des individus 

infectés (Dolin et al. 1994, Hernandez-Pando et al. 2009). Le développement de la 

tuberculose est souvent lié à 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 à la tuberculose (Wilkinson et al. 2000). 

La vitamine D est issue de l’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 lumière et de soleil. En effet, les macrophages et les 

monocytes exposés à M. tuberculosis produisent plus de récepteurs de la vitamine D et les 
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réactions en chaîne 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 à la susceptibilité de l’hôte à une 

tuberculose active 

 

 

Le fait que seuls 8 à 10% des sujets infectés par M. tuberculosis développent une 

tuberculose et l’observation de tuberculose chez certains jumeaux ont orienté des 

chercheurs à penser à une susceptibilité génétique de l’hôte à la maladie (Newport and 

Levin 1999 pour revue). 

Des polymorphismes peuvent être retrouvés au niveau de gènes codant pour les 

interleukines ou les récepteurs cellulaires impliqués dans la protection de l’hôte contre les 

pathogènes 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 modèles murins 

ont montré que les blocages de l’activité des cytokines, soit par l’utilisation 

d’antagonistes, soit par génération de souris KO par altération des gènes, peuvent 

affecter la susceptibilité aux infections bactériennes (van de Vosse and van Agtmael 2007 

pour revue). Des mutations génétiques au niveau des gènes codant pour des molécules 

intervenant dans l’immunité médiée par l’IFNγ et l’axe IL12/IL23 rendent les sujets 

particulièrement susceptibles aux infections aux mycobactéries qui sont normalement 

peu pathogènes. Tel est le cas pour M. bovis BCG et certaines mycobactéries 

environnementales non-tuberculeuses. Des mutations génétiques au niveau du gène de 

l’IL12p40, ou du gène codant pour le récepteur IL12R peuvent aussi entraîner une nette 

diminution du taux de production d’IFNγ, réduisant de ce fait la réponse bactéricide de ce 

dernier (de Jong et al. 1998). Des altérations génétiques au niveau du gène de l’IL23 

peuvent par ailleurs affecter non seulement la production de l’IFNγ par les cellules T, 

mais surtout la prolifération des cellules T mémoires, dépendante de l’IL23. D’autres 

défaillances génétiques au niveau des gènes impliqués dans la structure de récepteurs de 

l’IFNγ, ou IFNGR ont aussi été étudiées. Ces altérations génétiques rendent 

particulièrement sensibles aux mycobactérioses (Newport and Levin 1999). Cependant, 

aucune altération génétique touchant directement l’IFNγ ou le TNFα n’a été décrite 

jusqu’à présent. Les susceptibilités génétiques touchant l’axe IFNγ/IL12/IL23 concernent 

principalement les infections aux mycobactéries normalement peu pathogènes alors que 

les susceptibilités à 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 gènes de l’hôte à la tuberculose. Se référant à des observations faites sur des 

modèles murins, une étude sur l’association de la tuberculose et les variations des gènes 

codant pour NRAMP1 (« natural resistance-associated macrophage protein »), une 

protéine impliquée dans la phagocytose chez les macrophages, a été menée sur des 

patients tuberculeux d’Afrique de l’Ouest. Cette étude a montré que certains 

polymorphismes au niveau des gènes nramp1 étaient statistiquement associés à la 

maladie (Bellamy et al. 1998). Des observations similaires ont été trouvées avec le 

polymorphisme sur le complexe majeur d’histocompatibilité (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 gène majeur associé à la maladie 

sur la région chromosomique 8q12-13 indiquant la présence d’un gène potentiellement 

associé à la tuberculose dans le locus (Baghdadi et al. 2006). En 2006, en étudiant une 

cohorte de sujets provenant d’une zone à 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, gène 

codant pour la molécule de reconnaissance DC-SIGN des cellules dendritiques. Le 

polymorphisme du DC-SIGN pourrait donc être 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 l’IFNγ de l’infection à une 

tuberculose active 

 

La réponse immunitaire à médiation cellulaire suite à une infection par M. 

tuberculosis, peut être appréciée en suivant la dynamique de la production des cytokines 

de type Th1, en particulier la production d’IFNγ grâce aux tests IGRA (« Interferon 

gamma release assays »), par les cellules de l’hôte.  

 

Différents tests basés sur la production d’IFNγ après stimulation in vitro par des 

antigènes spécifiques de M. tuberculosis ont montré que les premiers contacts de la 

bactérie avec le système immunitaire de l’hôte se traduisent par une réponse 

immunitaire à médiation cellulaire (Andersen et al. 2007). En effet, par cette technique, 

la réponse immune cellulaire peut-être détectée dès deux semaines après une infection 

par la bactérie. De plus, cette production d’IFNγ, augmenterait avec la charge bacillaire. 
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Ce phénomène s’explique par le fait que les antigènes utilisés dans ces tests 

correspondent à ceux secrétés massivement lors de la réplication des bactéries pendant 

l’infection par M. tuberculosis et sont parmi les premiers antigènes reconnus par le 

système 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 IFNγ-ESAT-6 selon Andersen et al. 2007. CFU= colony forming unit 
 

 

 

La réponse immunitaire à médiation cellulaire (appréciée par la production d’IFNγ) 

permettrait à l’hôte de contenir l’infection bactérienne. Suite à cette réponse immune, les 

bactéries peuvent être 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’IFNγ lors de l’infection (Ferrara et al. 2009).  

 

Il arrive cependant que le système immunitaire n’arrive pas à 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 reflète par une production 

plus accrue d’IFNγ chez les malades (Andersen et al. 2007, Lienhardt et al. 2010). Alors 

que le taux d’IFNγ retrouvé chez les patients TB serait significativement supérieur à celui 

retrouvé chez les individus avec une TB latente, le large spectre de réponse IFNγ 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 IFNγ 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’IFNγ en 

réponse à la stimulation par ESAT-6 peu après l’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 

qui vont tomber malades de la tuberculose dans les 2 ans après l’exposition à la bactérie, 

la production d’ IFNγ mesurée après une infection récente est 2 à 10 fois plus importante 

que pour celle des individus infectés restés asymptomatiques. 

 

Il y a aussi une dynamique de la production d’ IFNγ lors du traitement anti-

tuberculeux. Dans certains cas, notamment chez les enfants, le traitement anti-

tuberculeux provoque une augmentation significative de la réponse IFNγ suite à la 

restauration de la réponse T peu de temps après le traitement (Herrmann et al. 2009). 

Plusieurs études ont en effet montré qu’au de-là d’un seuil de réplication des bactéries, la 

réponse cellulaire peut être dépassée ou pourrait être séquestrée dans le site infectieux. 

L’effet du traitement antituberculeux se traduirait par une libération de cette réponse 

cellulaire. La production IFNγ diminue ensuite avec l’élimination des bactéries (et des 

antigènes 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 symptômes associés à 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 l’hôte infecté et atteindre d’autres 

organes, donnant alors lieu à une forme extrapulmonaire de la tuberculose. Des bactéries 

peuvent être ainsi retrouvées dans la moelle osseuse, le foie, la rate, les os, les reins, 

l’appareil génito-urinaire voire le cerveau pour la méningite tuberculeuse 

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

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

tuberculose se présentent avec une fièvre généralement associée à des sueurs 
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nocturnes, une perte d’appétit et de poids. Les formes disséminées de la maladie sont 

souvent associées à une anémie et le diagnostic d’une tuberculose extrapulmonaire est 

souvent associé à des constatations histologiques ou des signes cliniques manifestes 

évocateurs. 

 

Chez le tuberculeux pulmonaire actif, des consolidations pulmonaires ou des cavités 

tuberculeuses peuvent être observées dans la partie supérieure des poumons par 

radiographie aux rayons-X. Chez l’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 manière plus précise sont 

celles qui permettent de mettre en évidence la présence des bactéries dans les 

prélèvements biologiques. Jusqu’à 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 à partir de 

d’expectorations ou d’autres prélèvements biologiques. Elle permet un diagnostic rapide 

des infections à mycobactéries BAAR. La coloration des bactéries utilise la technique de 

coloration de Ziehl-Neelsen ou la technique de coloration à l’auramine ou à 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 à la décoloration à l’alcool et à 

l’acide après une première 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 à l’auramine. La sensibilité de la microscopie BAAR varie selon le type 

de prélèvement, les espèces de mycobactéries et d’autres facteurs (Somoskovi et al. 

2001 , Van Deun et al. 2005). 

 

La culture des mycobactéries. L’étalement des prélèvements biologiques contenant 

des mycobactéries sur les milieux de culture adéquats pour y laisser pousser les BK 

permettent de détecter les mycobactéries de manière plus sensible que la microscopie. 

Pour la culture bactérienne, la sensibilité varie de 80 % à 85% avec une spécificité de 

98%, alors que la sensibilité varie de 50% à 80% pour la microscopie BAAR (Ichiyama et 

al. 1993). La culture des bactéries permet de mieux identifier les espèces bactériennes et 

d’en détecter les susceptibilités aux anti-tuberculeux.  

Les milieux de culture à base d’œufs comme le milieu solide Löwenstein-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 à 8 semaines. D’autres 

milieux de culture permettant une croissance plus rapide des mycobactéries ont été 

formulés à base de gélose d’acide oléique-albumine, solide ou liquide : les milieux 

Middelbrook. Ces derniers semblent moins favoriser les bactéries contaminantes 

comparés aux milieux à base d’œufs. Cependant, malgré une incubation plus longue, le 

milieu Löwenstein-Jensen semble être le plus adéquat pour la croissance des bactéries. 

Les souches atypiques de mycobactéries ne poussent généralement que sur milieux à 

base d’œufs à 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 systèmes commerciaux de culture automatisés en milieux liquides 

comme le « BACTEC 460 TB » ou le système MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube) 

permettent d’augmenter la sensibilité et de diminuer le temps d’incubation des cultures. 

Ces systèmes sont cependant plus onéreux. 

 

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

 

 

Identification biochimique des bactéries de MTBC. Certains phénotypes 

biochimiques des bactéries MTBC sont mis à profit dans différents tests permettant de les 

identifier. Ces tests biochimiques permettent de discerner les espèces du complexe. En 

effet, la détection de certains intermédiaires métaboliques ou certaines enzymes 

participant à la pathogénicité des bactéries permettent d’identifier ces dernières. 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 possèdent par ailleurs une activité catalasique 

due à 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’hydrogène (H2O2). Ces mycobactéries possèdent aussi 

une activité nitrate réductase. La réduction du nitrate en nitrite par cette enzyme confère 

aux bactéries une source supplémentaire d’azote en absence d’oxygène leur permettant 

une respiration en milieu anaérobie (Weber et al. 2000, Sohaskey 2005). Enfin, M. 

tuberculosis est capable de produire de l’ammoniac à partir d’urée grâce à des uréases, 

offrant à 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 l’amplification 

d’acides nucléiques en utilisant la PCR. Cette technique permet d’amplifier de manière 

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 l’amplification d’une région de 584 pb de l’ARN 16S, 

spécifique des mycobactéries, suivi d’une détection colorimétrique après hybridation avec 

des sondes marquées. Cette technique permet la détection de M. tuberculosis en 24h 

(D'Amato et al. 1995). Utilisant le même 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 AMPlification ») permet 

l’identification de mycobactéries en 1h. Cette technique est basée sur la synthèse d’ADN 

par la Bst DNA polymérase à 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 

l’utilisation de sonde d’insertion comme le Sybr green (Mori et al. 2001).  

Le test GenoType MTBC est basé sur l’amplification de l’ARN 23S spécifique de M. 

tuberculosis combiné au polymorphisme du gène gyrB (codant pour une gyrase) ou aux 

gènes associés à la résistance au traitement ainsi qu’à la région RD1 pour l’identification 

de M. bovis BCG. Les amplicons du test GenoType MTBC sont ensuite hybridés sur une 

membrane où 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 être détectée à partir de la réponse 

immunitaire spécifique de l’hôte infecté au contact avec des antigènes mycobactériens.  

 

Diagnostic d’une infection à M. tuberculosis à partir de réaction d’hypersensibilité 

retardée : 

La plupart des individus exposés à M. tuberculosis génèrent et maintiennent souvent 

une réaction d’hypersensibilité retardée suite au contact du système immunitaire de l’hôte 

avec des antigènes du pathogène. Ce phénomène est à l’origine du test cutané à la 

tuberculine. Ce test est aussi appelé réaction d’intradermoréaction ou IDR à cause de 

l’injection intradermique des antigènes mycobactériens utilisés pour la réaction. L’IDR 

permet d’identifier une infection à 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 à la tuberculine, un extrait 

bactérien appelé PPD (« tuberculine Protein Purified Derivative ») est injectée de manière 

sous-cutanée au niveau du bras du sujet. Les cellules T déjà sensibilisées par un contact 

antérieur avec les antigènes sont alors recrutées au niveau du site d’injection de la 

tuberculine. Les cellules déjà pré-sensibilisées vont alors sécréter des lymphokines pro-

inflammatoires. Ces lymphokines vont en 48h à 72h provoquer une induration au niveau 

du site d’injection de la PPD. La taille de l’induration va alors déterminer la positivité du 

test (Jasmer et al. 2002 , Ayub et al. 2004). Certains antigènes de la PPD sont cependant 

retrouvés dans les mycobactéries environnementales et peuvent engendrer des réactions 

croisées dans la réponse IDR. De même que la vaccination contre la tuberculose, qui peut 

fausser le test (Dye and Raviglione 2005). 

 

Diagnostic d’une infection à M. tuberculosis basée sur l’IFNγ :  

Les tests reposant sur la détection de la sécrétion d’IFNγ (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 antigènes spécifiques de M. tuberculosis, 

comme l’ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6) ou le CFP-10 (Culture Filtred Protein- 

10) à stimuler la production d’IFNγ chez l’hôte. Comme ces antigènes 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 manière plus 

spécifique une infection latente à la tuberculose (Harboe et al. 1996).  
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Deux techniques basées sur la production d’IFNγ sont utilisées. La première permet 

de détecter une réponse immune à des antigènes de M. tuberculosis dans le sang par le 

test ELISA (Enzyme-linked ImmunoSorbent assay). Elle permet de quantifier le taux 

d’IFNγ secrété sur du sang total. La seconde technique, le test ELISPOT (ou Enzyme-linked 

Immunospot assay), permet de détecter les cellules activées sécrétant l’IFNγ grâce aux 

empreintes révélées par des réactions colorimétriques de chacune de ces cellules après 

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 être 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 

l’intensité de la sécrétion de molécules effectrices par les lymphocytes en réponse à une 

stimulation ex vivo par des antigènes aussi bien que le nombre de ces cellules sécrétrices 

(Lalvani et al. 2001b). Contrairement aux tests commerciaux utilisant les test ELISA qui 

ne peuvent être utilisés qu’avec des prélèvements sanguins, les tests ELISPOT peuvent 

aussi être utilisés sur des cellules d’autres types de prélèvement comme les liquides 

broncho-alvéolaires (BAL) (Ferrara et al. 2009). Les premières utilisations du test ELISPOT 

avec des antigènes spécifiques de M. tuberculosis ont permis d’estimer la prévalence de 

tuberculose latente à 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 reçu le prix Nobel de 

Médecine en 1952. Il s’est cependant avéré que cet antibiotique présente une certaine 

ototoxicité pouvant conduire à une surdité parfois totale (Curry et al. 1956). D’autre part, 

l’apparition de plus en plus de souches résistantes à l’antibiotique chez les patients 

tuberculeux à l’époque a orienté vers la recherche et l’utilisation d’autres 

antituberculeux. 

 

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

plusieurs antibiotiques : l’isoniazide, l’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 l’éthambutol 

(EMB ou E) est un agent bactériostatique à faible dose et bactéricide à forte dose. La 

rifampicine (RMP ou R) a un effet bactéricide. Par contre le pyrazinamide (PZA ou Z) est 

faiblement bactéricide mais est cependant particulièrement actif contre les bactéries 

vivant dans l’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 reçoit 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 l’OMS afin d’éliminer 

les bactéries persistantes. Ces bactéries persistantes sont en phase stationnaire de 

croissance et ont un métabolisme très ralenti. Elles ne sont pas tuées par les 

antibiotiques lors des premières semaines de traitement. L’utilisation d’une combinaison 

de plusieurs antibiotiques permet de prévenir la sélection de mutants résistants qui 

résultent de l’apparition de mutations spontanées dans les gènes associés aux activités 

des antibiotiques utilisés. Ces mutations sont observées à des fréquences de l’ordre de 1 

pour 107 bactéries pour EMB, 1 pour 108 bactéries pour INH et 1 pour 1010 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 après son traitement et au moins à une 

occasion précédente, il ne présente plus les symptômes de la tuberculose et ses 

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

 

Généralement, les symptômes de la tuberculose disparaissent quelques semaines 

après le début du traitement ce qui incite souvent les patients à 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 lutter plus 

efficacement contre la maladie, la stratégie DOTS ou « Directly Observed Therapy, Short-

course » a été adoptée par l’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 l’enregistrement des tuberculeux se fassent de manière 

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 manière 

rigoureuse peuvent engendrer des tuberculoses multi-résistantes ou MDR-TB (Multi-Drug 

Resistance). Une souche résistante à 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 à un antibiotique de 

seconde ligne injectable, l’aminoglycoside ou la capréomycine. Ces antibiotiques de 

seconde ligne sont aussi utilisés pour le traitement des tuberculoses MDR (WHO 2003). 

D’après le rapport 2009 de l’OMS, on a estimé à 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’à une durée d’environ 2 ans et coûte plus cher (Jasmer et al. 2002, WHO 

2009). 

 

 

IV.5. La Prévention de la tuberculose 

 

Le seul vaccin antituberculeux disponible à l’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 à environ 100 millions d’individus par an (WHO 1999). Bien que le BCG puisse 

prévenir contre les complications graves de la tuberculose chez l’enfant, son efficacité 

dans la prévention de la tuberculose pulmonaire est très controversée. Selon les 

populations étudiées, l’efficacité du vaccin BCG peut aller de 40% à 70% chez les enfants 

de 0 à 14 ans, et de 0 à 85% chez l'adulte (Bannon 1999). Par ailleurs, la vaccination par 

le BCG n’empêche pas la transmission de la maladie. Ce vaccin peut aussi être à l’origine 

d’effets secondaires graves chez les sujets immunodéprimés, en particulier les personnes 

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

 

Diverses stratégies ont été déployées pour la recherche de vaccins plus efficaces 

aussi bien chez l’enfant que chez l’adulte. Ces recherches se sont aussi tournées vers des 

vaccins dont l'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’à 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 à partir de souches vivantes ou de sous-unités vaccinales, ont été testés ou 

vont l’être chez l’homme. Trois sont actuellement en Phase II pour les tests d’efficacité, 

l’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 être 

développés de plusieurs manières. Ces candidats vaccins peuvent être produits, soit à 

partir de souches vivantes recombinantes de la souche BCG, modifiées pour être plus 

immunogènes (Grode et al. 2005 , Hoft et al. 2008), soit à partir des antigènes de M. 

tuberculosis exprimés dans un vecteur viral, comme l’antigène 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 à partir de protéines recombinantes associant des antigènes 

immunogènes 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 modèles 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 l’ESAT-6 est aussi utilisé efficacement 

dans le diagnostic d’une infection aux MTBC, d’autres antigènes comme le CFP-7 ou 

TB10.4, avec un pouvoir immunogène 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 gènes sont retrouvés dans les bactéries 

MTBC, incluant le BCG mais qui semble ne pas être retrouvé chez les autres 

mycobactéries (Skjot et al. 2002). 

  

Après l’évaluation de la protection apportée par ces vaccins chez différents modèles 

animaux, les tests d’immunogénicité chez l’homme se réalisent en étudiant la capacité des 

individus immunisés à stimuler une réponse immunitaire cellulaire et une réponse 

humorale avec un profil de sécrétion de cytokine du type Th1. La sécrétion d’IFNγ 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 l’homme. Une étude récente a comparé l’efficacité de différents tests de 

détection de l’IFNγ 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’ IFNγ soit le plus élevé pour les tests ELISA sur sang total, le test ex vivo 

ELISPOT était le plus sensible à 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 

VPM 1002 
Souche rBCG de Prague exprimant la listeriolysine et 
portant une mutation par délétion d'une uréase 

Max Plank, Vakzine 
Projekt Management 
GmbH, TBVI Primovaccination Phase I Recombinant 

vivant 

rBCG30 
Souche rBCG de Tice exprimant de l'antigène 85B de 
30 kDa de Mtb, Phase I complètée aux USA UCLA, NIH, NIAID, Areas Primovaccination 

Phase I [non 
concluante] 

Oxford MVA85A / 
AERAS-485 

Vecteur Vaccinia Ankara modifiée exprimant 
l'antigène 85A de Mtb OETC, Aeras 

Booster, Post-infection, 
Immunothérapie Phase II b 

Crucell Ad35 / 
AERAS-402 

Vecteur adenovirus 35 ayant une deficienc de 
réplication et exprimant les antigènes 85A, 85B et 
TB10.4 Crucell, Aeras Booster Phase II 

Vecteur Viral 

AdAg85A Vecteur adenovirus 5 exprimant l'antigène 85A McMaster University Primovaccination, Booster Phase I 

Hybrid-I+IC-31 
Proteine recombinante adjuvantée composée des 
antigènes de Mtb 85B et ESAT-6 SSI, TBVI, Intercell 

Primovaccination, 
Booster, post-infection Phase II a 

Hybrid-I+CAF01 
Proteine recombinante adjuvantée composée des 
antigènes de Mtb 85B et ESAT-6 SSI 

Primovaccination, 
Booster, post-infection Phase I  

M72 
Protéine recombinante composée de la fusion 
d'antigènes Mtb Rv1196 et Rv0125 avec adjuvant GSK, Aeras Booster, post-infection Phase II 

Protéines 
Recombinantes 

HyVac4 / AERAS-
404 

Proteine recombinante adjuvantée composée des 
antigènes de Mtb 85B et TB10.4 fusionnés 

SSI, Sanofi-Pasteur, 
Aeras, Intercell Booster Phase I 

RUTI Fragments cellulaires de Mtb 
Archivel Farma, SI; 
Badalogne, Espagne 

Booster, Post-infection, 
Immunothérapie Phase I 

M. vaccae Cellules de mycobactéries non-TB inactivées NIH, Aeras, Immodulon 
Booster, Post-infection, 
Immunothérapie 

Phase III 
complétée chez 
des sujets VIH 
vaccinés par le 
BCG; 
reformulation en 
attente 

Autres 

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 à la comparaison de souches MTBC avaient 

conduit à penser que ces variations étaient minimes, l’essor des outils génétiques et de la 

génomique mycobactérienne suggère 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 pathogènes et leur hôte humain (Gagneux 

and Small 2007). Cette corrélation peut être 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, à cause d’une 

transmission non contrôlée ou défaillance des outils de détection des souches. 

Aujourd’hui, de plus en plus d’études suggèrent le facteur d’origine bactérienne comme 

l’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 premières à suggérer l’existence 

d’une variation de la virulence selon les souches M. tuberculosis. L’infection de cobayes 

par différentes souches suggère 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 montrèrent plus tard l’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 modèles animaux suggère par ailleurs que celle-ci est plus virulente que la 

souche CDC1551 (North et al. 1999). L’expression différentielle d’un certain nombre de 

gènes 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 collègues 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 à une diminution de la cavité tuberculeuse 
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chez l’hôte infecté. Les souches ayant le plus de délétions dans leur génome semblent 

moins transmissibles et moins virulentes (Kato-Maeda et al. 2001). D’après d’autres 

études, la délétion au niveau du gène Pks15/1 a été étudiée. Il semble que le gène 

Pks15/1 soit impliqué dans l’évasion du système immunitaire de l’hôte par les bactéries 

du complexe où il est intact (Reed et al. 2004). Chez les souches Euro-Américaines 

(Haarlem, LAM, X et T) l’existence de la délétion de 7 paires de bases inactivant le gène 

Pks15/1 est associé à une diminution de la mortalité des patients atteints de tuberculose 

pulmonaire, ainsi qu’à 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) 

 

 

 

Les délétions génomiques peuvent être avantageuses pour la bactérie. Les 

délétions de certaines régions permettent d’échapper au système immunitaire de l’hôte. 

Dans le cas de certaines souches retrouvés des délétions sur des gènes de régulation ou 

d’autres gènes peuvent rendre le système immunitaire de l’hôte 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 l’hôte 

 

Plusieurs études suggèrent que la réponse immunitaire de l’hôte varie avec la 

nature des souches bactériennes infectantes. L’expression des cytokines par le système 

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 TNFα, IL-1β, IL-12 et IFNγ chez les macrophages. Par contre, la souche HN878 

(de la famille Beijing) induit l’expression de cytokines modulatrices de la production de 

macrophages (Manca et al. 1999). La différence entre ces deux souches semble être liée 

à la délétion de 7bp au niveau du gène Pks15/1. Cette délétion entraînerait une 

différence de la composition lipidique de leur paroi bactérienne et influencerait 

l’immunigénicité 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 Th1 plus importante au dépend de l’IL-10, 

contrairement aux réponses des autres souches. Cependant, in vivo, cette réponse 

protectrice de l’hôte diminue pendant une infection chronique à 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 

Th1 de l’hôte (Manca et al. 2004). Par ailleurs, à partir d’expérimentations sur des 

macrophages issus du sang humain activés par l’IFNγ, il a été observé qu’après 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 TNFα 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’IFNγ selon 

la nature des souches ou des antigènes 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’IFNγ variait selon la nature des souches vaccinales utilisées chez l’hôte (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’IFNγ 
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après la stimulation de cellules T par la PPD issue de mycobactéries environnementales 

est plus élevée que la production d’IFNγ après 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 même réponse de type Th1 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 gènes 

codant pour la phospholipase C, comme le gène plc D, impliquée dans la structure de la 

paroi bactérienne, semble favoriser l’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 gène de PE_PGRS33 sont associées à l’absence de cavités 

dans les poumons par comparaison au gène non muté (Talarico et al. 2005). La 

tuberculose causée par des souches Beijing est moins symptomatique, avec moins de 

fièvre, 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 être dues à une réponse inflammatoire différentielle selon les lignées 

bactériennes. Par ailleurs, la durée de la méningite tuberculeuse semble être 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 fièvre 
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avec moins de fluide cérébrospinale par comparaison à la méningite causée par des 

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

 

Des études réalisées sur différents modèles 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 

à un taux de mortalité plus élevé dans le modèle murin (Manca et al. 2001). La souche 

Beijing semble induire une réponse immunitaire non protectrice après 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 l’homme, la transmission 

des bactéries semble être influencée par la vitesse de croissance intracellulaire chez 

l’hôte 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 à 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 l’hôte 

 

Des observations assez récentes suggèrent qu’il existe une certaine corrélation 

entre la variabilité génétique des pathogènes et la structure génétique des populations 

humaines hôte (Cavalli-Sforza and Feldman 2003). L’étude de microsatellites chez 

l’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 gène 

Pks15/1 retrouvée chez les souches M. tuberculosis de la lignée Euro-Américaine avec la 

protection de l’hôte apportée par un variant -261TT du gène IRGM (Immunity-Related 

GTPase M). Ce gène est impliqué dans l’autophagie des bactéries chez l’homme 

(Intemann et al. 2009). De même, une autre étude sur des patients d’origine 

Vietnamienne montre que les individus portant l’allèle C du gène du récepteur TLR-2 
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(T59C) sont plus associées à 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 être 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 où 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 l’émergence de maladies touchant le système immunitaire 

comme le VIH-SIDA, ainsi que par l’apparition de souches multi-résistantes aux 

antibiotiques qui rendent les traitements insuffisants pour contrôler 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 l’efficacité ou de supplanter le seul vaccin utilisé 

massivement en ce moment, le BCG. Certains d’entre eux sont en cours d’essais 

cliniques chez l’homme et devraient être 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 reçu 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, l’évaluation de l’efficacité d’un nouveau vaccin chez l’homme demandera de 

longues années de suivi. Cela entraînerait aussi un coût élevé (WHO 1999). L’alternative 

à ces problèmes est d’utiliser des marqueurs de susceptibilité ou des marqueurs de 

protection pour évaluer les vaccins potentiels contre la tuberculose chez l’homme.  

Lors des essais cliniques vaccinaux chez l’homme, la réponse immunitaire vaccinale 

est généralement évaluée par la production d’IFNγ et la prolifération des lymphocytes T 

chez les individus immunisés par les antigènes du candidat vaccin. La réponse 

immunitaire de l’hôte contre la tuberculose est liée à une immunité à médiation cellulaire 
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associée à un profil de sécrétion de cytokine du type Th1. L’interféron gamma tient une 

place importante dans cette immunité anti-tuberculeuse. L’IFNγ entre dans l’activation de 

la phagocytose des cellules infectées et l’arrêt 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 l’hôte infecté. Parmi ces 

variations génétiques, il y a le locus DR, une région hypervariable du génome bactérien. 

Le polymorphisme du locus DR semble être associé à l’origine géographique des patients 

tuberculeux.  

Ce locus DR appartient à une famille de séquences répétées entrecoupées, 

partiellement palindromiques, la famille des séquences CRISPR (Gordon et al. 1999a). 

Grâce 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 l’existence de souches mycobactériennes plus 

virulentes selon les modèles 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’IFNγ devrait être 

connue. Elle permettrait d’adapter les essais cliniques aux régions géographiques où 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 gènes qui leurs sont associés 

montrent qu’ils sont impliqués dans le maintien de l’intégrité génomique des bactéries 

qui les possède. Ainsi, le polymorphisme observé au sein des spacers des CRISPR semble 

être lié à 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 gènes (Horvath and Barrangou 2010). Ces transferts horizontaux auraient 

ainsi façonné les CRISPR et seraient à l’origine des spacers retrouvés dans ces régions 

(Marraffini and Sontheimer 2009). 

D’autres épisodes de transferts horizontaux de gènes auraient aussi façonné le 

génome de mycobactéries. Des séquences d’ADN regroupées en modules, ayant des 

caractéristiques des îlots génomiques ont été récemment détectées chez quelques 

souches appartenant au MTBC. Les transferts horizontaux de matériels génétiques ont 

aussi participé à façonner les génomes de ces bactéries. Alors que ces transferts 

horizontaux semblent avoir contribué à l’évolution des bactéries du genre 

Mycobacterium, jusqu’à 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 l’étude : 

 

L’objectif de ces travaux est de mieux comprendre la relation entre la diversité 

génétique des souches cliniques de M. tuberculosis et les caractères de virulence.  

Le présent travail a consisté à étudier la diversité génétique des souches M. 

tuberculosis, d’abord en évaluant les effets de la diversité des souches sur la réponse 

immunitaire de l’hôte infecté puis, en étudiant les facteurs génétiques bactériens pouvant 

être à 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 à la tuberculose, en évaluant la production 

d’IFNγ, chez différents sujets comprenant des patients tuberculeux et leurs 

contacts proches.  

 

2. D’étudier le polymorphisme génétique d’îlots génomiques spécifiques MTBC à 

partir de souches cliniques isolées des patients pour déterminer l’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 îlots 

génomiques et le locus CRISPR.  
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Deuxième partie  : 
RESULTATS 

EXPERIMENTAUX 
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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 à 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 l’homme face aux infections à 

M. tuberculosis permettrait de distinguer les sujets risquant de développer une tuberculose 

active. La production d’IFNγ est largement utilisée comme biomarqueur pour étudier 

l’infection et examiner la réponse immune spécifique aux antigènes de M. tuberculosis chez 

l’homme. La diversité génétique des souches entraîne 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’IFNγ de cellules mononuclées 

du sang périphérique (PBMC) suite à la stimulation d’antigènes de M. tuberculosis chez 2 

cohortes d’individus recrutés à Antananarivo, Madagascar. Les cohortes recrutées sont 

composées de patients tuberculeux pulmonaires à microscopie positive (cas index) et leurs 

contacts proches du même 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 IFNγ en fonction du spoligotype des isolats cliniques des 

patients montrent que les souches « modernes », dont celles de la famille Beijing et CAS, 

ont tendance à stimuler moins d’ IFNγ 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 à 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 même foyer que les cas index ont été 
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visités à domiciles par les cliniciens pour être invités à rejoindre l’étude. Ceux âgés de plus 

de 1 an et ayant vécu dans le même foyer que le cas index au moins pendant 6 mois ont 

été inclus dans l’étude. Seuls les individus ayant consentis à effectuer un test VIH et à 

donner leur consentement éclairé pour toute l’étude ont été inclus. Des prélèvements 

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 l’étude. 

 

Les sujets contacts ont été soumis à 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 l’étude ou après 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 Ministère 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). Brièvement, 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 à 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 première ligne, selon la méthode des proportions sur milieu LJ. 

 

 

I.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). 

 

 

I.2.4. Tests ELISPOTS: 

 

Les procédures sont celles décrites dans Rakotosamimanana et al., (article en 

annexe). Brièvement, dans les 4h après la collecte des prélèvements, 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 façon à avoir 2x106 cellules viables/ mL par 

échantillons pour les tests ELISPOT. Les tests ex vivo ELISPOT ont été réalisés avec 

l’anticorps de capture anti-IFNγ humain de souris. Pour cette étude, le PPD ainsi que les 

antigènes recombinants ESAT-6 et CFP-7 ont été utilisés comme stimulateurs de la 

production d’IFNγ par les PBMC. La phytohémaglutinine a été utilisée comme contrôle positif 

et le RPMI comme contrôle 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 où les 

erreurs ont été vérifiées. Les analyses statistiques ont été faites sur les programmes 

Statistica et EpiInfo (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 l’étude 

 

Quatre-vingt cinq patients tuberculeux (appelés cas index) et 293 de leurs contacts 

proches, de même foyer que les cas index, ont été recrutés pour l’étude et ont été suivis 

pendant une période de 1 à 2 ans. Suite à des résultats non interprétables pendant la mise 

en place de l’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 l'étude selon les groupes de sujets et les tests 
effectués à l’inclusion. 
 

 

La proportion des sujets testés par ELISPOT et IDR est donnée. Cult : Proportion de cas 

index avec une culture TB ; CI Cult : Proportion de contacts 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 à la période d’inclusion. 
 Cohort Cas Index Contacts TB1 Contacts sains2  

     

No. individus 55 6 169  

     

Moyenne d’âge 

[répartition] 

35,38 [17-70] 21 [2-47] 20,95 [1-79]  

     

Sexe  M 31 3 79  

         F 24 3 90  

     

TST à 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 6 0 9  

       IND 9 0 10  

     

IFNγγγγ ELISPOT positif 3 

avec les antigènes 

    

      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 

1 Contacts sains à l’inclusion et tombés malades durant le suivi lors de l’étude 
2 Contacts restés sains jusqu’à la fin de l’étude 
3Le seuil de positivité est déterminé à partir du nombre de spots obtenu des puits avec les PBMC non 

stimulées + 1,64 écart-types. 

M : masculin, F : féminain ; NF : non fait ; IND ; indéterminé. 

 

 

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 à celle de familles de souches d’études 

ultérieures. Pour les différentes analyses, les familles de souches obtenues à partir des 

profils spoligotypes ont été classées selon le schéma évolutif préétabli des souches MTBC, 

généré à 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 données de la 
base SpolDB4 (Brudey et al, 2006). (B) Répartition des groupes de familles de souches isolées 
des souches cliniques de patients tuberculeux; CAS: Central Asian; EAI: East African Indian; 
LAM: Latino-Américaine méditerranéenne. 
 

A) 

 
 

B) 

Modern 1
16.5%

Modern 2
58.8%

Ancient
11,8%

ND

Bovis
3.5%

 



Résultats expérimentaux 

 92 

I.4. Influence du spoligotype des souches sur la charge bacillaire 

 

La charge bacillaire dans les prélèvements obtenus des 81 patients tuberculeux 

pulmonaire à microscopie positive a d’abord été étudiée par énumération des bactéries 

après microscopie BAAR à partir d’expectorations des patients (Tableau 5). D’autre part, le 

nombre de colonies observées sur milieu LJ après 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 à l’isoniazide, et une autre souche avec un spoligotype de type 

HAARLEM, multi-résistante à la fois à la streptomycine, l’isoniazide, la rifampicine et 

l’éthambutol. 

 

 

 

Tableau 5. Charge bacillaire obtenue chez les patients tuberculeux à microscopie 
positive selon le spoligotype des souches infectantes. 
 
Spoligotypes M. bovis CAS / 

Beijing 

groupe 

Modern 2 

EAI p 

      

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

patients tuberculeux 

 

Les tests IFNγ-ELISPOT ont été réalisés à partir de prélèvements de sang périphérique 

de 230 personnes recrutées, comprenant 55 cas index et 175 de leurs contacts proches, 

remplissant les critères d’inclusion de l’étude. La stimulation des PBMC avec tous les 

antigènes étudiés (la PPD, le CFP-7 et l’ESAT-6) montre que la proportion de cellules 

produisant l’IFNγ 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, après stimulation par l’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’IFNγ 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’IFNγ. 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 IFNγ-ELISPOT des 

contacts proches de patients tuberculeux 

 

Les tests IFNγ-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 antigènes 

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’IFNγ 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 

côté, la stimulation par l’antigène CFP-7 des PBMC de contacts de patients infectés par les 

souches ayant un spoligotype EAI, induit une production significativement plus élevée 

d’IFNγ 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’IFNγ 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 IFNγ obtenue par ELISPOT semble être proportionnelle à la réponse au test 

d’intradermoréaction (IDR) à 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, après stimulation des PBMC avec les différents antigènes utilisés pour l’étude, 

aucune différence significative n’a été observée entre la réponse IFNγ 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 2.105 cells   

Résultats IDR  < 5mm 5-14mm >14mm Valeur de P  

No. sujets 34 40 75  

Antigènes      

       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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I.7. Issue clinique de la tuberculose chez les patients, suivi des sujets 

contacts et génotype des souches M. tuberculosis 

 

Suivi des contacts. Trois mois après l’inclusion des individus, les PBMC issus de 

contacts dont les patients ont été infectés par des souches EAI produisent toujours 

significativement plus d’IFNγ que les souches modernes 1 après stimulation par la PPD. De 

plus, après stimulations par l’ESAT-6, les PBMC obtenus de contacts dont les patients ont 

été infectés par des souches modernes 1 produisent significativement moins d’IFNγ 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 après retraitement et 

deux autres patients, infectés par des souches T différentes n’ont pas répondu au 

traitement (Figure 22b). 

 

Après 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 après 
restimulation avec les antigènes de M. tuberculosis ESAT-6, PPD et CFP7 (A) à la 
période d’inclusion, (B) après 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 après 
restimulation avec les antigènes de M. tuberculosis ESAT-6, PPD et CFP7. (A) à la 
période d’inclusion, (B) après 3 mois de suivi après la période d’inclusion, selon la 
famille des souches infectantes de M. tuberculosis. Les différences significatives 
(test de Mann-Whitney) de production d’IFNγ γ γ γ entre les différents groupes sont 
indiquées. Les barres horizontales rouges indiquent le nombre médian de spots 
pour 106 PBMC.����: Contacts sains ; ����: Contacts TB. 
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Figure 24. Résultats de l’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’où 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) 

 
 
 

 

I.8. Discussions et Perspectives I 

 

Un nombre important d’études utilise la réponse IFNγ de lymphocytes en réponse à 

des stimulations d’antigènes spécifiques de M. tuberculosis aussi bien dans le diagnostic 

d’une infection latente à ces bactéries (Arend et al. 2000 , Munk et al. 2001 , Hill et al. 

2005, Demissie et al. 2006), que dans l’évaluation d’une réponse immune apportée 

notamment par les candidats vaccins, aussi bien chez l’homme que dans les modèles 

animaux (Brookes et al. 2008 , Hawkridge et al. 2008 , Hoft et al. 2008 , Whelan et al. 

2008). Cette étude menée à Madagascar se propose d’analyser la réponse IFNγ chez les 

patients tuberculeux et leurs contacts proches en y associant les influences du génotype des 

souches infectant le patient dans l’étude. Plusieurs études suggèrent 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 problème de santé publique et comme 

dans beaucoup de pays où la tuberculose est endémique, un Programme National pour le 

Contrôle 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 à 

Madagascar ainsi que l’exposition aux mycobactéries atypiques rendent une grande majorité 

de la population sensible aux tests cutanés à la tuberculine chez les personnes saines 

(Champetier de Ribes et al. 1997). L’un des antigènes utilisé pour stimuler la production 

d’IFNγ par les PBMC est l’ESAT-6. L’ESAT-6 est codé par des gènes 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 pathogènes, 

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 antigènes 

reconnus par le système immunitaire des sujets infectés. Ces antigènes ne sont cependant 

pas reconnus par les individus sains, mêmes vaccinés (Behr et al. 1999 , Skjot et al. 2000). 

Nous avons donc utilisé le PPD, l’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’ IFNγ est ensuite associé 

au génotype des souches des patients pour en voir les influences sur la réponse 

immunitaire. 

 

Les virulences particulières associées à des souches bactériennes spécifiques ont été 

observées sur des modèles animaux et cellulaires. Une étude d’épidémiologie moléculaire 

dans différents modèles 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 à 

l’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 

même, une étude menée en Ouganda a permis de classer des isolats cliniques de M. 

tuberculosis selon la fréquence de la transmission de ces dernières chez les contacts de 

même 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 là, 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 être respectivement 

associés à des tuberculoses pulmonaires ou extrapulmonaires ou à une tuberculose pleurale 

chez les patients, suggérant que certaines souches ont une plus grande capacité à 

disséminer que d’autres. De même, des études menées au Vietnam montre que les souches 

appartenant aux lignées Euro-Américaines (correspondant à la lignée moderne 2 d’Arnold 

C., 2007), est associée à 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 où le nombre de cellules produisant l’IFNγ est moins élevé que 

les patients infectés par les autres génotypes de souches après une stimulation par l’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 l’IFNγ chez les souris 

infectées avec des souches Beijing par rapport à 4 autres lignées de M. tuberculosis. Les 

auteurs suggèrent que l’inefficacité de l’activation de la réponse Th1 conduirait à faire 

progresser l’infection vers la maladie (Lopez et al. 2003). Les résultats de la présente étude 

sont aussi compatibles avec ceux observés à partir des expérimentations sur des lignées 

cellulaires de monocytes THP-1 et des modèles ex vivo de cellules sanguines de volontaires 

sains vaccinés au BCG, où les souches Beijing et CAS induisent une réduction de la 

production de TNFα et d’IFNγ (Tanveer et al. 2009). D’autres modèles expérimentaux 

suggèrent que l’induction de la diminution de la production de cytokine pro-inflammatoires 

semble associée à la présence de PGL sur la paroi bactérienne des mycobactéries 

pathogènes (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’après de récentes études) 

observé à Madagascar par comparaison aux autres souches (Ferdinand et al. 2005, Brudey 

et al. 2006) suggère que cette souche est hautement transmissible au sein de la population 

malgache. D’après les résultats de cette étude, en réponse à la stimulation par ESAT-6, le 

nombre de PBMC produisant l’IFNγ 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 Th1 moins 

importante que les souches EAI ou les souches modernes 2. La faible production d’IFNγ 

suite à 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 être la conséquence d’une faible 

transmissibilité de ces souches suite à une compétition avec les souches EAI qui sont 

présentes et peut-être mieux adaptées à la population malgache. Cependant, cette 

hypothèse n’est pas confirmée par l’expansion des souches modernes 1 et 2 dans la région. 

Une autre explication serait que le taux de transmission est le même 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 à Madagascar (Brudey et al. 2006). 

 

Cette étude est la première, à notre connaissance, qui traite de la réponse IFNγ de 

l’hôte 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 fraîchement prélevées ont été 

utilisées (Doherty et al. 2005), limitant le nombre de données. Par ailleurs, à cause de 

l’effectif de certaines souches bactériennes, bien que statistiquement robustes, les résultats 

doivent être 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’IFNγ par stimulation avec 

ESAT-6 qui semble être le mieux associé à 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 rôle d’autres cytokines, comme 

l’IL-4 qui a été associée à la survenue d’une tuberculose et semble être 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 l’étude des facteurs génétiques de 

la bactérie pouvant être à 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 l’identification de facteurs de virulence impliqués dans le 

processus de développement de la tuberculose active et les facteurs de protection de l’hôte 

qui y sont associés.  

 

L’association existant entre réponse immunitaire de l’hôte infecté et le spoligotype des 

souches demeure intriguant. Le locus DR, typé par spoligotype, est une région CRISPR, 

c’est-à-dire, constituée de séquences nucléotidiques répétées, palindromiques localisées. 

Par ailleurs, les séquences nucléotidiques du locus DR ne semblent pas coder pour des 

gènes pouvant intervenir dans une quelconque modulation de la réponse immunitaire de 
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l’hôte, voire ne semblent pas coder pour des gènes. Par contre, de récentes observations 

suggèrent le rôle primordial des transferts horizontaux dans l’acquisition des spacers dans 

les régions CRISPR. Alors que les rôles des délétions des spacers ainsi que les insertions 

d’IS6110 dans la génération de polymorphisme au sein du locus DR ont été établis, d’autres 

études ont montré que des îlots génomiques acquis par transferts horizontaux à partir de 

divers microorganismes ont contribué à l’évolution des MTBC. Certains de ces îlots sont 

uniquement retrouvés sur les génomes des souches MTBC qui sont pour la plupart 

pathogènes ou potentiellement pathogènes et mériterait de ce fait une attention 

particulière. 
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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 

 

 

Grâce à différents types de marqueurs génétiques et d’outils moléculaires, les 

bactéries MTBC ont pu être 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 l’hôte. Par ailleurs, la prévalence des familles de souches MTBC 

semble varier selon les populations humaines et les régions géographiques d’où 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 caractères de virulence, les facteurs génétiques 

bactériens pouvant être à 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 à la localisation géographique des souches. Le locus DR 

appartient à la famille des séquences CRISPR. Ces régions CRISPR auraient été façonnées 

par plusieurs épisodes de transferts horizontaux de gènes dans la bactérie réceptrice. Le 

transfert horizontal de matériel génétique est l’un des mécanismes les plus importants 

impliqué dans l’évolution des organismes microbiens. Des séquences d’ADN regroupées en 

îlots génomiques (GEI ou « genomic islands ») ont été récemment détectées chez quelques 

souches MTBC. Certains de ces îlots (dont le locus DR) sont spécifiques des bactéries MTBC 

et ne sont pas retrouvés chez les autres mycobactéries. Ces îlots auraient été acquis par 

des transferts horizontaux à partir d’autres bactéries. Les îlots génomiques acquis par 

transferts horizontaux auraient contribué à l’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 l’évolution des MTBC, demeurent 

inexplorés. De plus, le rôle des îlots génomiques spécifiques des MTBC dans l’évolution du 
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pathogène est très peu connu. Les corrélations éventuelles entre les différents épisodes de 

transferts de gènes dans les CRISPR et les GEI ont été très peu étudiées jusqu’à 

maintenant. 

 

Dans le chapitre qui suit seront traités les travaux qui ont consisté à 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’îlots 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 îlots 

génomiques et le locus CRISPR, ont été recherchées pour déterminer 

l’existence éventuelle d’une corrélation entre le génotype des souches et leur 

phylogénie. 

 

II.1. Méthodologie 

 

 

II.1.1. Souches bactériennes 

 

Les souches bactériennes cliniques étudiées (n=182) ont été isolées à partir de 

patients tuberculeux pulmonaires (n=119) et extrapulmonaires (n=83) provenant du 

laboratoire national de référence de l’Unité des Mycobactéries de l’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 à elles, sélectionnées de 

manière à avoir des prélèvements de différents sites infectieux. 

 

Les isolats ont été cultivés sur milieu de Löwenstein-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 LJ avec des antituberculeux de première ligne 
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(Annexe 4). Les ADN génomiques ont ensuite été extraits des cultures bactériennes pour les 

études ultérieures.  

 

II.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 îlots génomiques identifiés comme étant spécifiques des MTBC (Becq et al. 2007) 

ont, quant à eux, été criblés par PCR à 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 à celles d’îlots génomiques 

correspondants à l’ADN génomique de la souche de laboratoire de référence H37Rv. Sur les 

48 GEI criblés qui sont spécifiques des MTBC, la région Rv2801c-Rv2824c possède le locus 

DR (donc est polymorphe), 3 îlots n’ont pas pu être amplifiés avec les conditions PCR mis au 

point (Tableau 8). Afin de caractériser les îlots génomiques polymorphes observés, les 

amplicons obtenus à l’aide des îlots génomiques avec des tailles différentes par rapport à 

ceux de H37Rv ont été séquencés à partir des mêmes amorces de leurs régions 

flanquantes. 

 

 

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

volume final de 25 µl. Chaque Master Mix est composé de : 

 

- 20 ng d’ADN génomique, 

- 0,8 µM de chaque couple d’amorces, 

- 400 µM 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 à 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 à 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 électrophorèse sur gel d’agarose 0,5-1,2% et 

observés sur un GelScann. Les îlots 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 îlots génomiques polymorphes (par 

comparaison avec H37Rv) ont été étudiées en fonction des familles spoligotypes des 

souches cliniques.  
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Tableau 8. Liste des amorces PCR utilisées dans cette étude. 
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Amorces supplémentaires permettant d’amplifier les régions internes respectives de 
Rv1572c-Rv1588c, Rv3108-Rv3126c, Rv0595c-Rv0614 et Rv1041c-Rv1055  
 
 
intPhi Fw :  5’ACATCGAACCGATCCTGTATCACAT  
intPhi Rv :  5’CACGGGTTTCAGGTAAAGAGAGGTT 
 
Rv3114lft :  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’. 
 

 
 

II.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 même, 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 

EAI; 18,10%

BOVIS; 3,80%

BEIJING; 10,40%

CAS; 6,60%

H; 6,60%

LAM; 11,50%

Manu; 0,50%

S; 0,50%

T; 31,90%

U; 4,40%

X; 2,20%

ND; 3,30%

 

 
Familles de profils spoligotypes selon les données de la base SpolDB4 (Brudey et al, 2006; CAS: 
Central Asian; EAI: East African Indian; LAM: Latino American 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 

Ancien; 18,10%

Bov; 3,80%

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

ND; 3,30%

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

II.3. Criblage des îlots génomiques dans les isolats cliniques de M. 

tuberculosis 

 

Alors que la plupart des îlots génomiques spécifiques des MTBC semblent intacts dans 

les souches cliniques, le criblage des îlots génomiques de ces souches cliniques par PCR 

montre l’existence de polymorphisme sur certains îlots par comparaison avec la souche 

H37Rv. 



Résultats expérimentaux 

 111 

 

 

II.3.1. Les îlots génomiques conservés dans les souches cliniques  

 

Par comparaison avec les îlots génomiques de H37Rv, sur les 45 GEI criblés, 32 GEI 

sont retrouvés à la même taille dans les différents isolats cliniques de l’étude (Tableau 9, 

Figure 27). Alors que la fonction d’environ la moitié des gènes constituants ces îlots 

génomiques conservés n’est pas encore définie, les gènes connus semblent être impliqués 

dans la mobilité génétique, les séquences répétées, le métabolisme intermédiaire ou des 

protéines de structure. De plus 8 gènes retrouvés dans ces îlots conservés ont été décrits 

dans la littérature comme étant liés à la virulence de souches MTBC 

(http://genolist.pasteur.fr/tuberculist ; (Becq et al. 2007). 

 

 
Figure 27. Position des îlots génomiques polymorphes sur le génome de M. 
tuberculosis. 
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Tableau 9. Liste des îlots génomiques intacts dans les génomes bactériens criblés 
ainsi que leurs fréquence (par comparaison à H37Rv) 
 

GEI Polymorph Freq, % 

N 162 89,0% 
RV0078A 

nd 20 11,0% 

N 170 93,4% Rv0112-Rv0115 

nd 12 6,6% 

N 162 89,0% RV0298-Rv0303 

nd 20 11,0% 

N 140 76,9% RV0323c-Rv0331 

nd 42 23,1% 

N 152 83,5% Rv0347-Rv0349 

nd 30 16,5% 

N 168 92,3% Rv0595c-Rv0614 

nd 14 7,7% 

N 163 89,6% 
RV0628c 

nd 19 10,4% 

N 135 74,2% RV0656c-Rv0666 

nd 47 25,8% 

N 135 74,2% RV0739-Rv0750 

nd 47 25,8% 

N 170 93,4% Rv0986-Rv0989c 

nd 12 6,6% 

N 152 83,5% 
RV1184c 

nd 30 16,5% 

N 152 83,5% 
RV1344 

nd 30 16,5% 

N 140 76,9% 
RV1351 

nd 42 23,1% 

N 124 68,1% Rv1397c-Rv1398c 

nd 58 31,9 % 
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N 150 82,4% 
RV1424c 

nd 32 17,6% 

N 149 81,8% 
Rv1439c 

nd 33 18,2% 

N 150 82,4% 
RV1499 

nd 32 17,6% 

N 139 76,4% Rv2084-Rv2088 

nd 43 23,6% 

N 148 81,3% Rv2159c-Rv2161c 

nd 34 18,7% 

N 163 89,6% 
RV2290 

nd 19 10,4% 

N 167 91,8% Rv2302-Rv2312 

nd 15 8,2% 

N 144 79,1% 
RV2730 

nd 38 20,9% 

N 166 91,2% 
RV2742c 

nd 16 8,8% 

N 160 87,9% Rv2871-Rv2872 

nd 22 12,1% 

N 160 87,9% 
RV2929 

nd 22 12,1% 

N 158 86,8% Rv2954c-Rv2961 

nd 24 13,2% 

N 162 89,0% 
RV3098c 

nd 20 11,0% 

N 135 74,2% Rv3173c-Rv3191c 

nd 47 25,8% 

N 163 89,6% 
RV3466 

nd 19 10,4% 

RV3528c   N        161 88,5% 
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nd      21 11,5% 

N 164 90,1% Rv3749c-Rv3751 

nd 18 9,9% 

 
N= GEI non polymorphes  
nd= non déterminé (Pas de bande PCR observé après utilisation de plusieurs conditions PCR)  
Freq= frequence 
 
 
 
 

 

II.3.2. Les îlots génomiques polymorphes dans les souches cliniques  

 

Après comparaison avec les îlots génomiques de H37Rv, 13 des îlots criblés dans les 

souches cliniques sont retrouvés avec des amplicons de tailles différentes. Ces amplicons de 

différentes tailles correspondent à des délétions ou des insertions de nucléotides dans les 

îlots génomiques (Figure 28).  

 

Sur les 13 îlots polymorphes, une insertion d’environ 1,5 kb de nucléotides a été 

observée sur 10 îlots. Des délétions sont observées pour 5 des 13 îlots polymorphes. Parmi 

les cinq îlots délétés, certains semblent avoir été complètement délétés car on ne retrouve 

plus que la taille des régions flanquantes à ces îlots. Tel est le cas de l’îlot Rv0836c-Rv0837c 

ou de l’îlot Rv1572c-Rv1588c contenant les gènes codant pour le prophage PhiRv1. Pour la 

région Rv3108c-Rv3126c, une délétion partielle est par contre observée. Dans cet îlot, la 

taille des amplicons passe en effet de 15,1 kb à 6,5 kb chez certaines souches. Enfin, pour 

les îlots Rv0836c-Rv0837c et Rv0893c-Rv0895, selon les souches, des insertions et des 

délétions de nucléotides peuvent être observées (Tableau 10).  

La fréquence d’apparition du polymorphisme dans chacun de ces 13 îlots est variable. 

Pour certains de ces îlots, le polymorphisme n’est retrouvé que très rarement. En effet, 

dans 5 de ces îlots, chacun des polymorphismes n’est retrouvé que dans des souches 

uniques. Tel est le cas de la délétion retrouvée sur l’îlot Rv0836c-Rv0837c, de l’insertion 

observée sur l’îlot Rv0893c-Rv0895, ainsi que du polymorphisme observé sur les îlots 

Rv1041c-Rv1055, Rv1089A-Rv1090 et Rv2267c-Rv2269c. Le polymorphisme le plus 

fréquemment observé est la diminution de la taille des amplicons observée au niveau de la 

région Rv1572c-Rv1588c où sont retrouvés les gènes codant pour le prophage PhiRv1. Ce 

polymorphisme est observé chez la moitié des souches criblées dans cette étude.  

Afin de vérifier l’éventuelle présence des gènes codant pour le prophage PhiRv1 

ailleurs dans le génome, une région interne de PhiRv1 a été amplifiée à 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 gènes codant pour le prophage PhiRv1. Cependant, la présence 

d’amplicons à partir d’amorces internes au prophage PhiRv1 indique que chez 7,1% de ces 

souches polymorphes au niveau de la région Rv1572c-Rv1588c, les gènes codant pour le 

prophage PhiRv1 sont placés ailleurs dans le génome par comparaison à H37Rv. 

 

 

Figure 28. Gels d’agarose montrant des amplicons d’îlots génomiques obtenus à 
partir d’ADN génomiques de souches cliniques de MTBC. (A) Amplicons de GEI 
obtenus par PCR multiplex. (B) Vérification des polymorphismes par PCR simplex. (C) Gels 
montrant les différents types de polymorphisme de l’îlot Rv0836c-Rv0837c. Les isolats cliniques 
sont nommés à partir du type de souche et de leur numéro ST. 
 
A) 

 
 

 

B) 
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C) 

 
 
 

 

 

 

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

GEI 
Taille 
H37Rv 

Amplicon 
observé 

n. 
souche 

Freq 
% 

FAMILLE SPOLIGOTYPE 

D_1,2 kb 1 0,5% X-119 

I_5,2 kb 7 3,8% LAM(162; 59; 1525) 

N 130 71,4%  

Rv0836c-
Rv0837c  
  
  

4009 bp 

nd 44 24,2%  

D_2 kb 2 1,1% EAI-7, H-273 

I_6 kb 1 0,5% H-1678 

N 167 91,8%  

Rv0893c-
Rv0895  
  
  

4481 bp 

Nd 12 6,6%  

I_8,75 kb 1 0,5% H-50 

N 169 92,9%  
Rv1041c-
Rv1055  
  

6199 bp 

Nd 12 6,6%  

D_3,8 kb 1 0,5% ND 

N 151 83,0%  
Rv1089A-
Rv1090 
  

4804 bp 

nd 30 16,5%  

I_2,5 kb 20 11,0% H(50 ;273 ;47 ;62 ;1678), 
U-46,EAI-1062, T-28 

N 119 65,4%  RV1356c 
  
  

1597 bp 

nd 43 
23,60

% 
 

Rv1572c-
Rv1588c  
  

11101 
bp 

D 78 42,9% BEIJ1, BoviBCG-482, CAS(24;16), 
EAI(109;10;11), H(50 ;62 ;1678), 
LAM(162 ;9 ;74 ;136 ;1525), S-34 



Résultats expérimentaux 

 117 

 
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%  

I_2,1 kb 5 2,7% Beij-1, LAM-162, CAS-26 

N 136 74,7%  
RV1805c 
  
  

790 bp 

nd 41 22,5%  

I_3,8 kb 10 5,5% MANU-54, CAS(16;21;26;1675) 

N 131 72,0%  
Rv2734-
Rv2735c  
  

2488 bp 

nd 41 22,5%  

I_5 kb 1 0,5% T-65 

N 140 76,9%  
Rv2267c-
Rv2269c  
  

3563 bp 

nd 41 22,5%  

I_10,5 kb 25 13,7% EAI(6;18;109;1062) 
H(47;50;62;1678) 

T(28;53;78;118;242;1332) 
U-46 

 

N 68 37,4%  

Rv2336-
Rv2339 
  
  

9465 

nd 89 48,9%  

I_4,1 kb 2 1,1% LAM-162 

N 149 81,9%  
Rv2491-
Rv2494  
  

2326 bp 

nd 31 17,0%  

D_6,5 kb 2 1,1% LAM-162 

N 133 73,1%  
Rv3108-
Rv3126c  
  

16352 
bp 

nd 47 25,8%  

I_4,3 kb   4 2,2% LAM-61 

N        137 75,3%  

Rv3376-
Rv3378c 
  
  

3284 bp 

nd      41 22,5% 
 

 
 
N= GEI non polymorphes , nd= non déterminé (Pas de bande PCR observé après utilisation de plusieurs conditions 
PCR), Freq= frequence, D= deleté, I= Présence d’insertion  
T= localisé ailleurs dans le génome 
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II.4. Caractérisation des îlots génomiques polymorphes par séquençage 

 

 

II.4.1. Les insertions dans les îlots génomiques  

 

Le séquençage des îlots génomiques présentant une augmentation de la taille des 

amplicons a montré l’insertion d’IS6110 dans ces îlots (Tableau 11, Figure 29). Les IS 

observées peuvent être insérées soit de manière intra-génique, altérant directement les 

gènes touchés (comme dans le cas des gènes Rv2267c, Rv2735c ou Rv2336) ou de manière 

inter-génique, s’insérant entre 2 gènes, comme dans le cas de Rv2491-Rv2494 ou Rv1804c-

Rv1805c (Figure 29). Le séquençage des régions où sont insérées les IS dans l’îlot 

Rv1804c-Rv1805c montre différents sites d’insertions selon les souches. En effet, l’IS a été 

localisée à la fois à 1339 pb en amont du gène Rv1805c et à 168 pb en amont de Rv1805c 

selon les souches (Figure 29). Dans les 2 cas, l’IS est insérée entre les gènes Rv1804c et 

Rv1805c.  

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

des gènes voisins, étant donné que ces derniers semblent pour la plupart être exprimés en 

opérons (prédit par http://www.microbesonline.org/operons/gnc83332.named et 

http://operondb.cdcb.umd.edu) (Figure 29B).  

Les fonctions potentielles des gènes composant les îlots affectés par les IS ont été 

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

l’expression de la plupart des gènes retrouvés dans ces îlots varieraient selon les conditions 

du milieu de culture in vitro (cas de Rv0836c-Rv0837c, Rv1804c-Rv1805c, Rv2336-Rv2339 

et Rv2267c-Rv2269) ou dans un milieu intracellulaire, comme le cas de l’îlot Rv3376c-

Rv3378c (Tableau 12). 
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Figure 29. Représentation schématique des séquences d’îlots génomiques polymorphes. (A) 
Insertion intragénique d’IS6110 dans deux GEI différents. (B) Insertion intergénique d’IS6110. Les 
points d’insertion de l’IS dans l’îlot Rv1805c varient selon la souche séquencée. (C) Déletion d’îlot 
génomique. Les schémas ont été dessinés sur LinDNA Pasteur. La règle donne la localisation selon le 
génome de H37Rv. 

 
A) 
 

 
 

 
 
B) 

 

 
 

 
C) 
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Tableau 11. Description des différents polymorphismes observés au niveau des 
îlots génomiqes. D= deletion, I= insertion, Dep= localisation ailleurs dans le 
génome par comparaison à H37Rv 

 

GEI 
Taille des 
GEI dans 

H37Rv 

Tailles 
approximatives 

observées 
Observations 

  
  

D_1,2 kb 
Délétion de la position 931208 à 

933819  

Rv0836c-Rv0837c  1,8 kb 

I_5,2 kb   

    

  
D_2 kb  

Rv0893c-Rv0895  4 kb 

I_6kb   

Rv1041c-Rv1055  12,8 kb I_8,75 kb   

Rv1089A-Rv1090  4,8 kb D_3,8 kb   

RV1356c 0,6 kb I_2,5 kb   

    
  

D totale 
 Délétion de la position 1779276 

à 1788526 
Rv1572c-Rv1588c  10,6 kb 

Dep 
Déplacement vers la position 

3870803 - 3879990  

  

IS6110 en amont du gène 
Rv1805c aux positions 2047368 

RV1805c 0,3 kb I_2,1 kb 

 et 2047519 

Rv2734-Rv2735c  1,7 kb I_3,8 kb 
 IS6110 dans le gène Rv2735c à 

la position 3048409 

Rv2267c-Rv2269c  3 kb I_5 kb 
IS6110 dans le gène Rv2267c à 

la position 2541734 

Rv2336-Rv2339 6,7 kb I_10,5 kb 
IS6110 dans le gène Rv2336 à la 

position 2610865 

Rv2491-Rv2494  2,1 kb I_4,1 kb Vérifié par PCR 

Rv3108-Rv3126c  15,1 kb D_6,5 kb 
Délétion partielle de nucléotides 

décrite par Becq et al., 2007 

Rv3376-Rv3378c 3,1 kb I_4,3 kb      
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II.4.2. Les délétions dans les îlots génomiques  

 

Des délétions d’îlots observées par PCR ont aussi été confirmées par le séquençage. 

Outre les îlots qui ont des gènes dont les expressions varient selon les conditions du milieu 

(Rv0836c-Rv0893c, Rv1572c-Rv1588c), les autres îlots, où des délétions ont été 

retrouvées, possèdent des gènes intervenant dans des voies métaboliques comme Rv0893c-

Rv0895, Rv1089A-Rv1090 ou Rv3108c-Rv3126c (Tableau 12). 

 

II.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 îlots génomiques polymorphes dans les différentes familles 

spoligotypes des souches cliniques a été étudiée. 

 

 

II.5.1. Délétion d’îlots génomiques dans les familles spoligotypes  de 

souches 

 

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

spoligotypes. 

 

Délétions d’îlots chez des souches cliniques isolées. Par comparaison avec les îlots 

génomiques de H37Rv, la plupart des îlots 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, l’îlot 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 l’îlot Rv1572c-RV1588c (Tableau 13). Le type de 

polymorphisme le plus fréquemment observé au niveau des GEI spécifiques des MTBC est la 

délétion des gènes du prophage PhiRv1 dans l’îlot Rv1572c-RV1588c. La présence de 

polymorphisme observé sur les gènes PhiRv1 du locus Rv1572c-Rv1588c semble être 
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globalement associée à la famille des souches. Cependant, pour certains profils 

spoligotypes, différentes formes de l’îlot Rv1572c-Rv1588c peuvent être retrouvées chez un 

même ST. Les gènes PhiRv1 peuvent y être soit intacts, soit complètement délétés 

indépendamment du profil spoligotype.  

Par comparaison avec la souche H37Rv, les souches « modernes » avec un îlot 

Rv1572c-RV1588c polymorphe sont significativement plus nombreuses par comparaison aux 

souches avec un spoligotype « ancestral » (p= 0,034). Par contre, la proportion d’îlot 

Rv1572c-RV1588c polymorphe est significativement plus importante chez les souches 

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

 

 

II.5.2. Association de l’insertion d’IS6110 dans les GEI avec les familles de 

spoligotypes des souches cliniques 

 

La présence d’îlots génomiques portant des insertions de nucléotides a été étudiée en 

fonction du spoligotype des souches cliniques. La présence d’IS dans les îlots génomiques 

étudiés peut être soit observée dans des souches isolées, soit associée à des familles de 

souches (Tableau 14). 

 

 

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

 

Pour certains îlots 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 où une IS est 

observée au niveau l’îlot génomique Rv0893c-Rv0895. De même pour l’IS dans l’îlot 

Rv1041c qui n’a été observée que dans une souche Haarlem ST50 ou l’IS dans l’îlot 

Rv2267c-Rv2269c, observée dans une souche T ST65. 

 

 

b) Les îlots avec IS insérée retrouvées dans des familles particulières de 
souches 

 

- IS dans l’îlot Rv0836c-Rv0837c de souches LAM : la présence d’IS dans l’îlot 

Rv0836c-Rv0837c  est associée aux souches avec un profil LAM (p<0,001). En effet, une IS 

est présente dans l’îlot 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), l’îlot Rv0836c-Rv0837c semble intact.  
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- IS dans l’îlot Rv1356c de souches U et Haarlem : toutes les souches U (n=7) et 

Haarlem (n=11) de l’étude ont une IS dans l’îlot Rv1356c qui leur est associée (p<0,001).  

 

- IS dans l’îlot Rv1805c de certaines souches « modernes » : bien que ce type d’îlot 

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 

séquençage des régions où sont insérées les IS dans l’îlot montre que chez les deux 

souches du type LAM, l’IS est localisée à 1339 pb en amont du gène Rv1805c alors que chez 

les deux souches du type Beijing, cette IS est localisée à 168 pb en amont de Rv1805c 

(Figure 29).  

 

- IS dans l’îlot 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 possèdent aussi une IS dans l’îlot (p 

non significatif). Par ailleurs, malgré le fait que les souches « modern 2 » ont un nombre 

plus élevé de souches possédant une IS dans l’îlot, ce type de polymorphisme est 

statistiquement associé aux souches anciennes (p<0,05). L’îlot Rv2336-Rv2339 des souches 

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

 

- IS dans l’îlot Rv2491-Rv2494 dans les souches LAM9 ST162 : la présence d’IS dans 

l’îlot Rv2491-Rv2494 a été uniquement observée dans 2 souches LAM9 ST162.  

 

- IS dans l’îlot Rv2734-Rv2735c des souches CAS : la présence d’IS dans l’îlot 

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’îlot Rv2734-Rv2735c 

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 l’îlot Rv3376-Rv3378 de souches LAM : la présence d’IS dans l’îlot 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 

fréquentes dans les familles d’isolats cliniques étudiées, la présence d’IS dans les îlots 

semble par contre plus fréquente et plus spécifiquement associée aux familles de 

spoligotype des souches cliniques. Ainsi, il semble que la présence d’IS dans certains îlots 

génomiques soit plus fréquemment observée chez des familles spécifiques de profils 

spoligotypes dont la plupart sont associées à des groupes de souches modernes suggérant 
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un rôle du polymorphisme des régions acquises par transferts horizontaux dans l’évolution 

des souches MTBC. 

 

 

II.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 îlot 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 îlots génomiques sont statistiquement plus conservés pour les 

souches T et M. bovis (p<0,05). 

 

Pour pouvoir comparer le niveau de polymorphisme des îlots 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 possèdent 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 à H37Rv. Les souches cliniques 

avec le nombre d’îlots génomiques polymorphes le plus élevé sont celles avec le profil LAM9 

ST162 (n=2). Dans ces souches ST162, 5 îlots génomiques sont différents de ceux de 

H37Rv (IS dans les îlots Rv0836c-Rv0837c, Rv1805c et Rv2491-Rv2494, délétion complète 

des gènes du prophage PhiRv1, délétion partielle de l’îlot Rv3108c-Rv3126c). 
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Pour affiner le lien trouvé entre le polymorphisme des îlots 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 îlots 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’îlots 

génomiques polymorphes et le schéma évolutif des familles MTBC. Ce taux d’îlots 

génomiques polymorphes est statistiquement différent d’une famille de souches à 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 à 

générer les schémas évolutifs des MBTC. Afin de voir si les liens observés entre 

l’augmentation du taux de polymorphisme des îlots 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 à l’ordre d’agencement des 

spacers, le taux global de polymorphisme des spacers du locus DR (calculé à partir de 

l’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 être associée à une augmentation du taux du 

polymorphisme global des îlots génomiques spécifiques. Les familles de souches avec des 

profils spoligotypes « modernes » semblent avoir plus d’îlot génomiques polymorphes. 

Cependant, au niveau du locus DR, le taux de polymorphisme global des spacers ne reflète 

pas le schéma évolutif proposé pour les MTBC.  
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Figure 30. Courbes représentant le taux de polymorphisme des îlots génomiques 
criblés en fonction de la famille de spoligotype des souches cliniques MTBC. 
A) 
 

 
B) 

 
(A) Taux de polymorphisme des 14 îlots polymorphes selon le spoligotype des souches 

cliniques. Le pourcentage de polymorphisme représente le nombre d’îlots polymorphes par 

rapport au nombre total d’îlots criblés dans chaque famille de souches. (B) Représentation de la 

corrélation existant entre taux de polymorphisme des souches et schéma évolutif proposé pour 

les MTBC (Arnold 2007)  

Ancêtre 
Commun 

Perte de TbD1  

Ancien  

Modern1  

Modern2  
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Figure 31. Représentation de l’arbre phylogénétique proposé pour les MTBC et des 
îlots 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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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. 
 

 
 

 

II.7. Association entre le polymorphisme des GEI et celui de chaque spacer 

dans le locus DR  

 

L’augmentation du taux d’îlots génomiques polymorphes avec l’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 îlots 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 îlots génomiques par des tests statistiques. 

 

 

II.7.1. Etude de l’association entre la présence des gènes PhiRv1 et le 

polymorphisme des spacers dans les familles de spoligotypes 

 

Les séquences CRISPR, dont le locus DR fait partie, ont pour particularité d’être 

constituées de nucléotides provenant pour la plupart de bactériophages. La corrélation entre 

le polymorphisme des spacers du locus DR et celui observé sur les gènes du prophage 

PhiRv1 de l’îlot Rv1572c-RV1588c a donc d’abord été étudiée ici.  

 

La comparaison du polymorphisme des spacers entre souches cliniques avec et sans 

gènes PhiRv1 a été réalisée à l’intérieur de chaque famille de spoligotype.  

Ainsi, l’absence de gènes du prophage PhiRv1 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 

gènes PhiRv1 (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 où les gènes 

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 où les gènes 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 gènes PhiRv1 (Figure 33B). 

 

Nos observations montrent donc que le polymorphisme retrouvé sur l’îlot Rv1572c-

Rv1588c est associé à 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 gènes PhiRv1 de l’îlot Rv1572c-Rv1588c. (A) 
Comparaison des spoligotypes des souches LAM selon la présence ou non des gènes du phage 
PhiRv1. (B) Comparaison des spoligotypes des souches T selon la présence ou non des gènes du 
phage PhiRv1. Les doubles flèches rouges indiquent les différences statistiquement significatives 
(p<0,05). Les représentations ont été générées à partir des spoligotypes sur weblogo.edu. N= 
Présence du spacer ; O = absence du spacer. 
 
 
A) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Spoligotype des souches LAM avec des gènes PhiRv1 

Spoligotype des souches LAM sans les gènes PhiRv1 
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B) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

II.7.2. Etude de l’association entre la présence des IS dans les îlots 

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 l’îlot Rv0836c-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 où une IS est présente dans l’îlot Rv0836c-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 Rv0836c-Rv0837c conservée (n=11 souches LAM criblées sans IS, 

p=0,0057) (Figure 34A). 

 

Spoligotype des souches  T avec les gènes PhiRv1 

Spoligotype des souches  T sans les gènes PhiRv1 
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Concernant l’îlot Rv1356c, la présence d’IS dans l’îlot est principalement observée 

dans les souches U et Haarlem. Les souches de la famille Haarlem sont caractérisées par 

l’absence des spacers 31, 33 et 36, alors que les souches U n’ont pas les spacers 31 à 43. 

En tenant compte de cette différence dans l’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 l’îlot Rv1356c (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 l’îlot n’en possède 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 îlot 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 îlots génomiques. Nos résultats montrent que les polymorphismes observés sur les 

îlots génomiques spécifiques des MTBC sont associés à ceux retrouvés sur certains spacers 

du locus DR. 
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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 îlots 
génomiques. (A) Comparaison des spoligotypes des souches LAM selon la présence ou non 
d’IS dans l’îlot Rv0836c-rv0837c. (B) Comparaison des spoligotypes des souches selon la 
présence ou non d’IS dans l’îlot Rv1356c. (C) Comparaison des spoligotypes des souches T 
selon la présence ou non d’IS dans l’îlot Rv2336-Rv2339 Les doubles flèches rouges indiquent 
les différences statistiquement significatives (p<0,05). Les représentations ont été générées à 
partir des spoligotypes sur weblogo.edu. N= Présence du spacer ; O = absence du spacer ; T= 
non déterminé. 
 
A) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Spoligotype des souches LAM avec Rv0836c-rv0837c intact 

Spoligotype des souches LAM avec une IS dans Rv0836c-rv0837c  
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B) 

 

 
 
 
 
 
 
C) 

 

 
 

Spoligotype des souches avec la région Rv1356c intacte 

Spoligotype des souches T avec la région Rv2336-Rv2339 intacte 

Spoligotype des souches avec une IS dans la région Rv1356c 

Spoligotype des souches T avec une IS la région Rv2336-Rv2339 
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II.8. Fonctions des GEI délétés ou altérés par les IS 

 

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

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

polymorphismes ne sont pas essentiels pour la croissance des bactéries. Les GEI 

polymorphes sont pour la plupart impliqués dans l’adaptation de la bactérie aux conditions 

de l’environnement (Tableau 12). Certains de ces GEI ont les caractéristiques des îlots de 

pathogénicité avec des gènes de virulence comme l’îlot Rv2336-Rv2339. L’expression du 

gène Rv2336 est en effet diminuée chez une souche avirulente de M. tuberculosis, H37Ra 

(Rindi et al. 2009). D’autres îlots seraient impliqués dans la survie des bactéries dans la 

cellule-hôte alors que d’autres sont impliqués dans des voies métaboliques, tels que la 

biosynthèse de cofacteur molybdiques. 

 

 

II.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 IFNγ de l’hôte et le spoligotype des 

souches cliniques infectantes. Les corrélations éventuelles entre données cliniques 

collectées des patients (âge, 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 îlots 

génomiques que du spoligotype) ne semble présenter aucune corrélation ni avec l’âge 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 l’îlot Rv2734-Rv2735, les mêmes proportions sont observées 

en analysant le polymorphisme de l’îlot selon le sexe des patients (p= 0,026). 
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Tableau 12. Liste des fonctions possibles des îlots polymorphes selon les gènes qui 
les composent. 
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Tableau 13. Polymorphisme de l'îlot Rv1572c-Rv1588c selon les familles de 
souches. 
Groupe Famille Absence de PhiRv1 Présence de PhiRv1 Déplacement 

PhiRv1 
Beijing 

 
ST1       

Moderne1 
CAS 

ST16 
ST24 

 ST21 
ST26 

   

Haarlem 
ST50 
ST62 
ST1678 

 ST50 
ST273 

 ST50  

U 
ST46 
 
ST1904 

  
ST237 

 ST46  

X 
ST302    ST119 

ST336 
 Moderne2 

LAM 

ST59 
ST74 
ST136 
ST162 
ST1525 

 ST61    

Moderne2 
Mal-
défini 

T 

ST52 
ST53 
ST65  
ST118  
ST136 
ST156 
ST174 
ST1214 
 

 ST37 
ST40 
ST53 
ST73 
ST78 
ST86 
ST102 
ST154 
ST171 
ST242 
ST1214 
ST1332 
ST1679 
 

 ST73 
ST78 
ST86 
ST1679 

 

Ancient EAI 
ST8 
ST10 
ST109 

 ST109 
ST1062 
ST1676 

   

M. bovis ST482      
M. bovis 

BCG   ST1673    
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Tableau 14. Présence d'IS dans les îlots génomiques en fonction des familles de 
souches. 
Groupe Famille Rv0836c-

Rv0837c 
Rv0893c-
Rv0895 

Rv1356c Rv1805c Rv2336-
Rv2339 

Rv2734-
Rv2735c 

Rv3376-
Rv3378 

Beijing 
 

   ST1    

Moderne1 
CAS 

   ST26  ST16 
ST21 
ST26 
ST1675 

 

Haarlem 

 ST678 ST47 
ST50 
ST62 
ST273 
ST1678 

 ST47 
ST50 
ST62 
ST1678 

  

U 
  ST46 

ST237 
 ST46   

X        

Moderne2 

LAM 
ST162 
ST59 
ST1525 

  ST162   ST61 

Moderne2 
Mal-
défini 

T 

  ST28  ST28 
ST53 
ST118 
ST242 
ST1332 

  

EAI 

  ST1062 
 

 ST6 
ST18 
ST109 
ST1062 

  

Ancient 

MANU      ST54  
M. 

bovis 
       

M. bovis 
BCG        
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Tableau 15. Association du polymorphisme des îlots génomiques avec les familles 
spoligotypes des souches cliniques. Les différences significatives (p< 0,05 par 
Chi2) sont affichées en rouge. 
 

Famille 
Spoligotype Résultat criblage GEI Total % Valeur p 

  Conservé Polymorphe  Conservé Polymorphe  
H 0 12 12 0 100 

H 
non H 36 89 125 29 71 0,035868 

U 1 7 8 13 88 
U 

non U 53 115 168 32 68 
0,437698 

LAM 2 19 21 10 90 
LAM 

non LAM 52 103 155 34 66 
0,04678 

X 0 4 4 0 100 
X 

non X 54 118 172 31 69 
0,313886 

Beijing 1 18 19 5 95 
Beijing non 

Beijing 53 104 157 34 66 

0,022584 

CAS 2 11 13 15 85 
CAS 

non Cas 52 111 163 32 68 
0,349078 

EAI 12 21 33 36 64 
EAI 

non EAI 42 101 143 29 71 
0,564751 

T 30 28 58 52 48 
T 

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 îlots génomiques selon les 
familles de spoligotypes des souches. OR= Odds ratio ; IC= Intervalle de 
confiance. 
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II.10. Discussions  

 

Le spoligotyping, ainsi que d’autres outils moléculaires sont largement utilisés pour 

étudier l’évolution et l’épidémiologie des souches du complexe M. tuberculosis. La plupart de 

ces outils moléculaires permettent en effet de classer les différentes espèces MTBC en 

lignées ou familles (Brudey et al. 2006, Gagneux et al. 2006 ). Ces familles de souches 

semblent elles-mêmes associées à certains phénotypes spécifiques, aux origines et à 

l’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 rôle du polymorphisme des 

spacers dans la diversité des souches MTBC a été établi, l’association entre ces variations 

spécifiques, la localisation géographique des populations hôtes et les différents phénotypes 

bactériens associés à cette diversité reste méconnue. En 2007, à partir d’études 

bioinformatiques paramétriques combinées sur des séquences nucléotidiques atypiques de 

génomes disponibles d’espèces MTBC, Becq et ses collaborateurs ont suggéré une 

contribution des îlots génomiques acquis par transferts horizontaux à l’évolution des bacilles 

tuberculeux (Becq et al. 2007). Il a été ainsi observé 48 îlots 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 à 

celles de H37Rv. Ainsi, la plupart de ces GEI semble être 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 à une transposition d’IS6110 est observée. Des études 

ultérieures ont suggéré qu’une partie des génomes des souches actuelles de MTBC 

dériveraient de l’assemblage de séquences nucléotidiques provenant de plusieurs épisodes 

de transferts horizontaux à partir du pool des souches progénitrices de MTBC (Gutierrez et 

al. 2005). Alors que ces observations suggèrent que depuis la spéciation des MTBC, les 

espèces 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 à partir de génomes de MTBC. 

 

L’une des hypothèses pour expliquer l’absence de certains GEI serait une acquisition 

séquentielle des îlots suite à l’apparition des MTBC et que certaines souches n’ont pas 

acquis ces GEI. Les études sur les barrières contre les transferts horizontaux chez 
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Escherichia coli suggèrent que la toxicité des gènes exogènes serait la principale cause de 

leur non acquisition dans le génome récepteur (Sorek et al. 2007). Dans notre étude, la 

plupart des îlots génomiques sont présents dans la majorité des souches suggérant que ces 

GEI ne sont pas toxiques. L’autre explication sur l’apparition de polymorphismes au sein des 

GEI serait la perte progressive de certains îlots acquis dans le génome des MTBC. La 

délétion de certains de ces GEI ainsi que l’altération de certains îlots suite à une insertion 

d’IS sont en effet observées. La présence de délétions irreversibles dans le génome des 

MTBC a déjà été observée et serait impliquée dans les variations phénotypiques ainsi que 

dans l’évolution des espèces MTBC (Hirsh et al. 2004, Tsolaki et al. 2004 ). De plus, les 

rares recombinaisons génétiques au sein des MTBC suggèrent un faible taux de transferts 

horizontaux dans les MTBC (Gutierrez et al. 2005). L’extrême rareté des transferts 

horizontaux dans les espèces MTBC s’expliquerait par le mode de vie intracellulaire de ces 

pathogènes qui ne favorise pas beaucoup d’échanges à cause d’une niche écologique close 

où les autres microorganismes, comme les virus ou les autres bactéries, sont quasi 

inexistants. De plus, in vitro, les mycobactéries sont en général réfractaires aux 

phénomènes de transduction et de transformation (Parsons et al. 1998). 

En même temps, l’observation des gènes et des régions délétés par LSP de la 

littérature suggère que la plupart de ces séquences délétées sont soit englobées dans des 

îlots génomiques (spécifiques ou non des MTBC), soit localisées immédiatement à côté 

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 îlots génomiques, la présence d’IS 

modifiant la phase de lecture des gènes adjacents a été observée. Il a déjà été démontré 

que les transpositions d’IS altèraient en effet l’expression des gènes où ils sont insérés (Safi 

et al. 2004). Nos observations suggèrent que les îlots génomiques constituent l’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 à 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 à se perdre avec l’évolution des 

espèces MTBC. Il a été suggéré que l’augmentation du nombre d’IS6110 dans le génome 

des mycobactéries leur apportait un avantage sélectif et serait contrôlé 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 révèle un rôle important des IS dans l’organisation du génome des MTBC. La 

présence des IS peut être liée à l’évolution de ces souches. Les éléments IS, en particulier 



Résultats expérimentaux 

 142 

IS6110, peuvent aussi être à l’origine de recombinaisons homologues ou peuvent être 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 gènes 

observée est contrebalancée ailleurs dans le génome suite, par exemple, à l’acquisition de 

gènes ayant les mêmes fonctions ou si d’autres gènes ont des fonctions redondantes aux 

gènes altérés. Cependant, les réductions génomiques ont été largement observées dans de 

nombreuses espèces de bactéries intracellulaires dont M. tuberculosis (Kato-Maeda et al. 

2001). L’adaptation d’un organisme à un mode de vie intracellulaire passe par une 

“élimination” de gènes rendus superflus dont les fonctions peuvent être remplacées par 

celles fournies par l’hôte parasité. Les bactéries pathogènes obligatoires ont en effet 

tendance à appliquer un processus de réduction génomique évolutif par la désactivation de 

certains gènes (Dagan et al. 2006). D’après Dagan et ses collaborateurs, la réduction 

génomique commencerait par une inactivation des gènes superflus en pseudogènes. Les 

gènes non fonctionnels sont ensuite délétés par des processus neutres comme les 

réarrangements génomiques. Alors que les pseudogènes sont souvent issus de mutations 

inactivant la fonction de gènes, notre étude montre que pour les gènes des GEI, les IS 

semblent jouer un rôle 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 pathogènes dans leur hôte (Hacker et al. 2003). Dans leur étude, suite à la 

comparaison du génome de 3 espèces bactériennes intracellulaires, Dagan et ses 

collaborateurs n’ont trouvé aucune règle particulière régissant les fonctions à désactiver par 

l’extinction en masse de gènes durant l’évolution réductive, bien que les voies métaboliques 

soient un peu plus fréquemment inactivées que les autres fonctions (Dagan et al. 2006). 

Notre étude pourrait suggérer que pour les bactéries MTBC, ces réductions génomiques 

semblent affecter plus particulièrement les régions acquises par transferts horizontaux 

(Figure 35). 
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Figure 35. Localisation des îlots génomiques polymorphes (cercle extérieur) et 
comparaison avec les délétions génomiques observées dans différentes souches 
M. tuberculosis par Kato-Maeda et ses collaborateurs en 2001. 
 

 

 

 

Dans cette étude, les réductions génomiques observées dans les MTBC pourraient 

d’abord permettre aux génomes plus petits d’être plus rapidement répliqués et la non 

utilisation de certains gènes pourrait économiser de l’énergie en plus pour les bactéries. 

Ensuite, l’inactivation de certains gènes peut aussi servir aux bactéries pour échapper au 

système immunitaire de l’hôte. Tel pourrait être le cas de la délétion de l’îlot Rv0836c-

Rv0837c observé chez une souche unique de la famille X. En effet, cet îlot est flanqué par 

les gènes lpqQ et lpqR qui composent certaines protéines de surface bactériennes. 

Cependant, alors que de récentes observations suggèrent que les épitopes des cellules T de 

M. tuberculosis seraient hyperconservés, la pression de sélection du système immunitaire 

de l’hôte pourrait quand même favoriser l’élimination de certains gènes associés aux 

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

 

Parmi les îlots génomiques les plus polymorphes, on retrouve l’îlot Rv1572c-Rv1588c 

qui contient les gènes du prophage PhiRv1 dont le rôle n’est pas connu. Dans H37Rv, les 

gènes du phage coupent l’opéron biotine. La biotine est un cofacteur essentiel dans les 

activités enzymatiques, en particulier, de la pyruvate deshydrogènase et de la carboxylase. 
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Cette dernière enzyme permet d’ajouter une unité acétyl-CoA à une chaîne native d’acide 

gras (Purushothaman et al. 2008). La délétion ou la délocalisation des gènes PhiRv1 de 

l’opéron biotine pourrait apporter un avantage aux bactéries en améliorant le métabolisme 

des acides gras. Par ailleurs, il apparaît que dans cette étude, l’analyse du polymorphisme 

de la région Rv1572c-Rv1588c (délétion ou non des gènes PhiRv1) et la résistance aux 

antituberculeux utilisés indique que la proportion des souches résistantes à la streptomycine 

et à la rifampicine est plus importante chez les souches avec des gènes PhiRv1 intacts dans 

le génome. Cependant, malgré la disponibilité des résultats des antibiogrammes réalisés sur 

une centaine de souches cliniques de l’étude (annexe 4), les résultats ne sont pas utilisables 

statistiquement. En effet, l’échantillonnage réalisé lors de cette étude ne nous a pas permis 

d’étudier l’association entre le polymorphisme des îlots génomiques avec la résistance aux 

antituberculeux à cause de l’existence de biais dans la sélection des souches multi 

résistantes. 

 

Nos résultats semblent aussi confirmer la présence de polymorphisme au niveau de 

gènes non essentiels à la croissance bactérienne. Dans l’étude précédente (résultats I), 

nous avons observé une certaine corrélation entre la réponse immunitaire de l’hôte 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 IFNγ produite par les PBMC issus de patients et de leur contacts infectés par des 

souches « modernes » par rapport à 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 îlot de pathogénicité, est observé 

principalement dans les souches anciennes (EAI) et pourrait être lié à 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, 

l’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 à valider sur une population plus importante de souches. 

 

La corrélation entre le polymorphisme du locus DR et les phénotypes associés à cette 

diversité pourrait être associée à l’altération des gènes au niveau des GEI en général. 

Récemment, le rôle des CRISPR dans l’ « 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 à 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. Après la transcription et 

la maturation des CRISPR en ARNcr (ARN-CRISPR), ces derniers vont aider les mécanismes 

effecteurs de la reconnaissance de l’ADN étranger et le blocage de l’infection (Brouns et al. 

2008 , Marraffini and Sontheimer 2009).  

Le locus DR constitue l’unique région CRISPR des MTBC (Jansen et al. 2002). Aucun 

des 94 spacers connus des espèces 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 rôles éventuels de l’unique région CRISPR dans la diversité des 

MTBC et la corrélation avec les îlots génomiques, nous avons analysé le polymorphisme de 

chacun des 43 spacers utilisés pour le spoligotyping et les GEI polymorphes. Nos résultats 

suggèrent une certaine corrélation entre le taux de GEI polymorphes et l’évolution des 

différentes familles de souches obtenues à 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 îlots 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 îlots génomiques et les 

spacers du locus DR, soient corrélés. Une des explications à ces observations est que les 

bactéries MTBC auraient pour ancêtres des bactéries environnementales. La présence de 

séquences CRISPR dans les souches cliniques MTBC actuelles pourrait être le vestige d’une 

protection contre les attaques provenant de différentes niches écologiques rencontrés par 

les ancêtres des MTBC, avant l’apparition de souches pathogènes 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 

l’activité CRISPR due à l’extrême rareté des échanges de matériels génétiques dans le 

milieu intracellulaire où 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 îlots génomiques. 

Comme ces îlots sont associés à des fonctions particulières, les polymorphismes au niveau 

des GEI pourraient être associés aux phénotypes retrouvés chez telle ou telle famille 

spoligotypes de souches.  
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Dans le but d’expliquer l’origine des variations phénotypiques associés à 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 IFNγ 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 IFNγ 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 être 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 à partir d’ADN exogènes issus de plusieurs séries de 

transferts horizontaux. Le polymorphisme du locus DR dans les souches MTBC a quant à 

lui été généré par des délétions et des insertions d’IS6110 au niveau de ces spacers 

après la spéciation des MTBC.  

D’autres régions du génome des MTBC, regroupées en îlots génomiques auraient 

aussi été acquises par des transferts horizontaux. Ces îlots génomiques ont un rôle dans 

l’adaptation des bactéries à 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 îlots génomiques spécifiques des MTBC 

dans les différentes familles spoligotypes des souches cliniques montre par ailleurs que 

l’évolution des souches MTBC est associée à une augmentation du taux de 

polymorphisme observé au niveau de ces îlots génomiques. 

 

Ainsi, cette étude semble apporter une nouvelle vision sur la dynamique du génome 

et son évolution dans les espèces MTBC. Comme les séquences CRISPR possèdent 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 îlots génomiques dans l’ensemble 

du génome des MTBC. Par contre, l’étude de ce polymorphisme devrait être 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 espèces 

MTBC (Fang et al. 1998). Certaines fonctions apportées par les GEI pourraient être moins 

indispensables pour certaines bactéries et sont soumises à une pression de sélection de 

l’hôte. Ceci impliquerait que l’acquisition des îlots génomiques s’est réalisée récemment 

car les processus de sélection et d’intégration de ces îlots dans le génome MTBC sont 

encore en cours. Par ailleurs étant donné que ces îlots génomiques ont des fonctions 

spécialisées dans l’adaptation des bactéries aux variations des conditions de 

l’environnement, la perte progressive de certains de ces îlots peut être directement liée 

aux phénotypes de ces bactéries.  

 

Dans le monde, la prévalence des différentes familles de souches MTBC semble 

varier d’une zone géographique à une autre. Ces différentes familles de souches 

induisent des réponses immunitaires différentes chez l’hôte. Pour être 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 être adaptée aux zones géographiques où les essais cliniques sont menées et 

tenir compte des familles de souches qui y sont les plus prévalentes.  

Par ailleurs, étant donné le rôle des transferts horizontaux dans la résistance à 

certains antibiotiques, une étude centrée sur l’association entre le polymorphisme des 

îlots génomiques et la résistance aux antituberculeux pourrait être utile dans le 

développement ou l’amélioration des traitements antituberculeux. 

Enfin, les traits fonctionnels des GEI qui semblent être conservés dans les 

différentes souches cliniques ne doivent pas être négligées étant donné que seules les 

bactéries pathogènes les ont conservés. Etudier leurs rôles dans la pathogénicité des 

bactéries MTBC pourrait emmener à la mise au point de nouvelles cibles thérapeutiques 

et au développement de nouveaux traitements contre la tuberculose. 

http://www.rapport-gratuit.com/
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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). 

Souches AGE SEXE CAS FORME NATURE SITE CLINIQUE ED CULT IDENT SM INH RIF EMB 

04.254 4 F INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 1 TB     

97.3339 7 F ENFANT P TUBAGE GASTRIQUE POUMON 0 1 TB S S S S 

05.685 17 M NV EP PUS DIVERS 0 15 TB S S S S 

04.195 18 M INC EP PUS DIVERS 2+ 100 TB     

04.398 21 F INC EP PUS DIVERS 1+ 16 TB     

04.1386 23 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB     

05.8 24 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB S S S S 

05.1029 27 F NV P CRACHAT POUMON 0 100 TB S S S S 

05.398 27 M INC EP PUS DIVERS 2+ 200 TB     

00.2910 31 F INC EP URINES URINES 1+ 100 TB     

05.24 34 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB     

05.384 34 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 100 TB S S S S 

99.331 39 F C2 P CRACHAT POUMON 2+ 1 TB S S S S 

96.4052 47 F INC P SOUCHES POUMON        

01.1833 51 M EC P CRACHAT POUMON 2+ 100 TB     

05.1061 65 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB S S S S 

03.446 67 F INC EP URINES URINES 0 5 TB     

00.2737 74 M RC P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB     

96.227   INC P SOUCHES POUMON        

04.2278 18 M INC EP PUS DIVERS 3+ 18      

05.641 20 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

04.1498 43 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 BO     

04.2090 57 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB     

03.703  M EC P CRACHAT POUMON 2+ 200 BO R R R R 

94.392   NV P CRACHAT POUMON 2+ 999 BO S S S S 

94.97  F INC P CRACHAT POUMON 2+ 2+ BO S S S S 

04.1572 0 F INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 100 TB     
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98.2957 9 M INC EP BIOPSIE PLEURALE TB PLEURALE 0 100 TB S S S S 

03.317 12 M INC EP PUS DIVERS 0 300 TB     

02.1567 20 M RC P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB R R R S 

03.2060 21 M EC P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB R R R R 

05.1725 28 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 300 TB S S S S 

99.589 28 M INC EP PUS DIVERS 1+ 200 TB     

05.1659 37 M NV P CRACHAT POUMON 1+ 10 TB     

05.1408 38 M NV P CRACHAT POUMON 1+ 50 TB S S S S 

05.1069 46 F NV P CRACHAT POUMON 1+ 200 TB     

05.1496 51 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

04.2240  M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

98.3537 0,5 M ENFANT P TUBAGE GASTRIQUE POUMON 0 1 TB S S S S 

05.1474 1 M NV EP PUS DIVERS 0 1 TB S S S S 

00.411 4 M INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 1 TB S S S S 

99.2102 5 F INC P TUBAGE GASTRIQUE POUMON 0 1 TB S S S S 

04.289 12 F INC EP PUS DIVERS 0 20 TB     

03.495 14 M INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 100 AT     

01.293 19 F RP P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB     

05.452 19 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

04.1817/04.1818 20 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.1414 22 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.821 22 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

99.17 22 F C2 P CRACHAT POUMON 2+ 50 TB     

99.1859 23 F INC EP PUS DIVERS 0 100 TB     

04.1074 25 M INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 11 TB     

04.1425 27 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 300 TB S S S S 

99.2606 27 F INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 1 TB     

04.1570 29 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

04.1789 31 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB     

05.645 21 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

01.823 32 F INC EP URINES URINES 0 45 TB     
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02.2474 32 M INC P CRACHAT POUMON 4+ 100 TB R R R R 

05.783 34 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB     

00.4047 35 F RC P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

01.1966 36 M INC EP URINES URINES 2+ 100 TB     

99.4244 41 M INC P CRACHAT POUMON 1+ 100 BO S S S S 

00.2104 48 F RP P CRACHAT POUMON 2+ 1 TB R R R R 

04.1618 53 F INC P CRACHAT POUMON 0       

05.495 54 F NV P CRACHAT POUMON 1+ 10 TB S S S S 

02.2093 55 M RC P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S R R S 

05.229 64 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

00.3594 66 F EC P CRACHAT POUMON 3+ 1 TB R R R R 

01.1747 77 M INC EP LCR MENINGITE 0 1 TB     

01.639   INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 1 TB     

96.416  M EC P CRACHAT POUMON  300 TB S R R S 

05.765 3 F INC EP GANGLION GANGLION 0 3 TB     

99.4605 9 F INC P TUBAGE GASTRIQUE POUMON 0 24 TB S S S S 

00.5307 13 M INC EP ABCES POTTIQUE POTT 1+ 200 TB S S S S 

01.1174 20 M RC P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

04.1311 6 M INC EP PUS DIVERS 0 4 TB     

99.568 31 M INC EP BIOPSIE PLEURALE TB PLEURALE 0 100 TB     

05.624 32 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB R R R R 

05.1484 34 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 300 TB S S S S 

05.69 48 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.740 48 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 400 TB S S S S 

05.1489 54 M INC P CRACHAT POUMON 0       

04.2575 65 M INC EP ASCITE PERITONEALE 0 1 TB     

99.4376 8 F INC EP PUS DIVERS 0 1 TB S S S S 

04.1518 18 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB     

04.2682 21 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

05.44 25 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB     

05.1721 26 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 
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05.1017 29 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB S S S S 

99.495 29 F C2 P CRACHAT POUMON 2+ 4 TB S S S S 

04.171 32 F INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 100 TB     

04.1687 36 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

04.1581 37 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.152 37 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 100 TB S S S S 

05.813 37 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.1657 38 F NV P CRACHAT POUMON 1+ 100 TB     

05.1760 38 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.463 38 M INC EP PUS DIVERS 0 50 TB     

04.2049 41 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 100 TB S S S S 

05.1270 44 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB S R S S 

05.1470 53 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB     

02.2408 54 F INC EP URINES URINES 0 24 TB     

01.3128 59 F INC EP PUS DIVERS 2+ 100 TB     

99.4390 59 F INC EP URINES URINES 3+ 300 TB     

05.1181 37 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB     

05.146 24 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 300 TB S S S S 

00.4838 47 F INC EP PUS DIVERS 2+ 100 TB     

05.164 47 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

02.2138 57 M INC EP PUS DIVERS 1+ 100 TB     

05.1159 37 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB S S S S 

05.1462 4 M INC EP LIQ EPANCHEMT GENOU GENOU 0 8 TB S S S S 

02.1858 48 F INC EP PUS CUTANE CUTANE 0 15 TB     

99.143 5 F INC EP PUS DIVERS 0 15 TB S S S S 

02.2002  F INC EP LCR MENINGITE 0 5 TB     

00.4938 7 M INC EP LCR MENINGITE 0 6 TB S S S S 

03.1429 10 M NV EP GANGLION GANGLION 0 9 TB S S S S 

00.795 11 M INC P CRACHAT POUMON 2+ 300 TB S S S S 

02.2167  F INC EP LCR MENINGITE 0 6 TB     

04.1946 15 F INC EP LCR MENINGITE 0 100 TB     
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04.1967 16 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

05.111 16 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 40 TB S S S S 

99.233 16 M INC EP BIOPSIE OSSEUSE TB OSSEUSE 0 100 TB     

05.445 17 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 50 TB S S S S 

04.1340 18 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

05.1164 18 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

01.1905 21 F RP P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

03.1731 11 M NV EP PUS DIVERS 0 50 TB S S S S 

05.1390 22 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB S S S S 

03.43 23 F RC P CRACHAT POUMON 4+ 100 TB S S S S 

04.1694 23 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

04.2435 23 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB     

05.676 23 F NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB S S S S 

01.1864 24 M RC P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

04.130 25 F INC EP URINES URINES 0 3 TB     

04.2043 25 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

05.679 27 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

00.901 30 M INC EP LCR MENINGITE 0 3 TB     

04.2554 30 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

05.1025 30 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.1354 30 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB S S S S 

05.1494 30 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 28 TB     

05.634 30 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

04.1580 31 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB     

99.3559 31 M INC EP PUS DIVERS 0 100 TB     

05.707 32 M NV P CRACHAT POUMON 2+ 200 TB S S S S 

05.21 33 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

02.2582 34 M INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 4 TB     

05.473 35 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

05.1172 36 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

04.1790 37 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 200 TB     
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04.1357 38 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.699 40 F INC EP BIOPSIE OSSEUSE TB OSSEUSE 0 23 TB S S S S 

01.2245 43 M INC EP PUS DIVERS 3+ 400 TB R R R R 

05.915 43 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

04.1856 45 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 400 TB S S S S 

05.1516 46 F RC P CRACHAT POUMON 2+ 300 TB S S S S 

01.607 47 F RC P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

05.1416 47 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB S S S S 

96.4133 31 M EC P CRACHAT POUMON 1 100 TB R R R S 

05.141 48 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

05.183 50 F NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

04.2637 55 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

02.2261 59 F INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 35 TB     

00.3759 65 F C2 P CRACHAT POUMON 1+ 5 TB S S S S 

05.618 67 M NV P CRACHAT POUMON 4+ 300 TB     

99.1667 4 M INC EP PUS ADP CERVICAL 1+ 35 TB S S S S 

99.1897 2 M ENFANT EP LCR MENINGITE 0 1 TB S S S S 

94.59   INC EP          

00.4405 26 M INC EP PUS GANGLIONNAIRE GANGLION 1+ 200 TB     

99.4914 5 F INC EP PUS DIVERS 0 1 TB S S S S 

03.1460 8 M INC EP PONCTION DIVERS 0 50 TB     

03.1672 24 F INC EP URINES URINES 0 200 TB     

00.4655 32 M INC EP URINES URINES 0 200 TB     

00.3242 37 M RP P CRACHAT POUMON 1+ 300 TB S S S S 

05.914 42 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 

05.63 43 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB S S S S 

03.1615 52 M INC EP LIQUIDE PLEURAL TB PLEURALE 0 6 TB     

99.819 21 F C2 P CRACHAT POUMON 3+ 4 TB S S S S 

99.625 27 F INC EP BIOPSIE PLEURALE TB PLEURALE 0 1 TB     

05.11 34 M NV P CRACHAT POUMON 3+ 200 TB     

04.2647 40 F NV P CRACHAT POUMON 3+ 300 TB S S S S 



   

 183 

 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= rifampicine, EMB= Ethambutol, MDR= 
souches multi-résistantes 
 
 
 
 

5. Article sur les variations de l’IFNγ en fonction de la diversité des 

souches à Antananarivo Madagascar 
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RESUME  

 

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

Impacts sur l’infection tuberculeuse 

 

Mots-clés : M. tuberculosis, diversité, réponse IFNγ, CRISPR, îlots génomiques, évolution 

 

La lutte contre la tuberculose (TB) est aujourd’hui orientée vers l’amélioration du 

traitement, du diagnostic et la recherche de vaccins plus efficaces. La production d’IFNγ 

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 l’hôte et les facteurs génétiques bactériens pouvant 

causer cette diversité, la réponse ELISPOT-IFNγ 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 IFNγ plus faible chez les cellules 

isolées du sang des sujets étudiés par comparaison à la réponse IFNγ de ceux associés à 

des souches bactériennes « anciennes ». Dans une seconde étude, les îlots génomiques 

spécifiques des MTBC de souches cliniques ont été criblés par PCR et séquençage. La 

plupart de ces îlots génomiques sont conservées dans les souches cliniques. Des îlots 

polymorphes ont cependant été observés. Le polymorphisme des îlots génomiques dans 

les bactéries étudiées est associé au schéma évolutif des familles MTBC. Le nombre 

d’îlots polymorphes est plus élevé chez les souches « modernes » par rapport aux 

souches « ancestrales » et M. bovis. Le choix de cibles potentielles parmi les îlots 

génomiques conservés pourrait permettre l’élaboration de nouveaux antituberculeux et 

l’évaluation des futurs vaccins devrait être adaptée à la prévalence des souches dans les 

zones d’études. 
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ABSTRACT  

 

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

tuberculosis infection. 

 

Keywords : M. tuberculosis, diversity, IFNγ 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. IFNγ 

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-IFNγ 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 IFNγ responses 

according to the spoligotypes showed that “modern” MTBC strains induced lower IFNγ 

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. 
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